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Resumo:

Streptococcus pneumoniae é um dos principais agentes etioldgicos de varias doencas
infeciosas com um grande impacto mundial, ao nivel de morbilidade e mortalidade. O
seu diagndstico etioldgico correto e atempado torna-se essencial na pratica clinica
diaria, contribuindo para uma melhor utilizacdo de antibiéticos e para uma reducgao da

morbilidade e mortalidade destas infecdes.

A introducao de vacinas conjugadas antipneumocdcicas teve grande impacto nas
infecdes pneumocdcicas e originou novos desafios. Observou-se, a nivel global, uma
diminuicdo da incidéncia das infe¢Ges pneumocdcicas causadas por serdtipos vacinais,
que foi parcialmente contraposto por um aumento, embora de menor relevo, da
incidéncia destas infecdes por outros serdtipos nao incluidos na vacina. Estes efeitos
foram mais evidentes e melhor estudados na doenca invasiva pneumocécica, a qual era
especificamente visada pela vacina, sendo importante, no entanto, ndao descurar o
efeito da vacinacdo nas infecdes pneumocécicas ndo invasivas. Em Portugal, a vacina
PCV13 (Vacina conjugada 13 valente) foi incluida no PNV (Plano Nacional de Vacinacao)

em 2015.

Estes dados, em conjun¢dao com o desenvolvimento e implementagao de novas técnicas
para a identificacdo de Streptococcus pneumoniae, como as técnicas de biologia

molecular, motivaram a elaboragdo desta revisdao sobre o tema.

Ao longo do texto vao discutir-se os varios métodos de diagndstico etioldgico das
infecdes pneumocécicas mais prevalentes, entre as quais a rinossinusite aguda e a otite
média aguda, e das mais graves, onde se incluem a pneumonia e a meningite, quais as
vantagens e limita¢des de cada técnica diagndstica e, ainda, quais as perspetivas futuras

das mesmas.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae; doenca pneumocécica ndo invasiva;

doenca pneumocdcica invasiva; diagndstico etiolégico.

O Trabalho Final é da exclusiva responsabilidade do seu autor, ndo cabendo qualquer
responsabilidade a FMUL pelos conteudos nele apresentados.



Abstract:

Streptococcus pneumoniae is one of the main agents implicated in several infectious
diseases, which have a substantial global impact, concerning mortality and morbidity. A
correct and timely etiological diagnosis is, therefore, essential in the day-to-day clinical
practice, thus contributing to a better usage of antibiotics and to a significant reduction

in the mortality and morbidity of these infections.

The implementation of the PCV13 in Portugal’s National Vaccination Program had an
important impact on the epidemiology of pneumococcal infections. It led to a decrease
in the incidence of pneumococcal disease caused by the vaccine serotypes, which was
partially offset by a smaller increase in the incidence of infections caused by serotypes
not included in the vaccine. The effects of pneumococcal vaccination were more
noticeable and better studied in regard to invasive pneumococcal disease (IPD), which
was specifically targeted by the vaccine, yet its effects on non-invasive pneumococcal
disease must not be overlooked. In addition, the development and implementation of
new methodologies for the identification of Streptococcus pneumoniae, such as

molecular biology techniques, motivated the writing of the present review.

Throughout this thesis, various methods used to diagnose the most prevalent
pneumococcal infections, such as rhinosinusitis and acute otitis media, but also the most
severe, in which pneumonia and meningitis are included, will be discussed.
Furthermore, the advantages and limitations of each method will be reviewed, as well

as their future perspectives.

Key-words: Streptococcus pneumoniae; non-invasive pneumococcal disease; invasive

pneumococcal disease; etiological diagnosis.
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Introducao:

e Infe¢Bes pneumocdcicas

As bactérias da espécie Streptococcus pneumoniae (pneumococo) sdo diplococos Gram-
positivo encapsulados que colonizam transitéria e frequentemente as vias aéreas
superiores, em cerca de 60% das criancas e 2% dos adultos, durante o inverno e a
primavera [1,2]. Pneumococo reside na nasofaringe, de forma assintomatica na maioria
das situacbes, podendo ser transmitido por doentes com infecdo ativa ou por
portadores [3]. Os portadores assintomdticos sdo os principais responsaveis pela

transmissdo, que ocorre por via aérea através de goticulas. [4]

Apesar de a colonizagdo ser um evento frequente e o causar doenga ser um
acontecimento raro, Streptococcus pneumoniae é um dos principais agentes de varias
doengas infeciosas, possuindo um enorme impacto mundial, ao nivel de morbilidade e
mortalidade. Estas doencas possuem um grande espetro de variabilidade entre si, no
que toca a gravidade e a disseminacao, permitindo a divisdao em doenga pneumocdcica

invasiva (DIP) e ndo invasiva.

A infecdao tem origem na nasofaringe, de onde o microrganismo se pode disseminar
localmente no trato respiratério superior e causar rinossinusite ou otite média aguda
ou, por exemplo, por via hematogénea, invadir locais que normalmente seriam estéreis,
causando DIP, uma entidade que engloba vdrias doencas como a meningite, a
pneumonia com bacteriémia, a osteomielite, a artrite séptica, a peritonite bacteriana
espontanea e a bacteriémia oculta, entre outras [5]. A DIP, em contraste com a
rinossinusite e otite média aguda, esta associada a uma mortalidade consideravel e,
para os que sobrevivem, a uma morbilidade considerdvel, especialmente na meningite

pneumocdcica [3,5].
e Vacinagao

Atualmente existem dois tipos de vacinas antipneumocdcicas, a vacina pneumocécica
polissacarida 23-valente (PPV23) e as vacinas pneumocdcicas conjugadas 7, 10 e 13-

valentes (PCV7, PCV10, PCV13). No presente existem 98 serdtipos conhecidos de



Streptococcus pneumoniae, contudo, apenas alguns causam a maior parte dos casos de

doenga invasiva, sendo esses os serétipos incluidos nas vacinas [6,7,8].

A PPV23 surgiu em 1983 e abrange os serétipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A,
12F, 14, 158, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F e 33F, que na época, perfaziam cerca de
85% dos serotipos causadores de DIP [8,9]. Esta vacina foi eficaz na prevengao de doencga
invasiva pneumocdcica e, apesar de ndo ter diminuido a incidéncia de Pneumonia
Adquirida na Comunidade (PAC), tem sido associada a uma diminui¢do da gravidade da
doenca em doentes hospitalizados [10]. A PPV23 induz uma resposta imunitdria T-
independente que apenas produz anticorpos especificos para cada serétipo incluido na
vacina, sem formacdo de linfécitos B de memodria, limitando a duracdo de protecao
antipneumocécica desta vacina. OQutro problema prende-se com a fraca
imunogenicidade da PPV23 em criangas de idade <2 anos e em doentes idosos e/ou com

comorbilidades [11,12].

De forma a ultrapassar as limitacdes da PPV23 surgiram as PCV. Estas induzem uma
resposta imunitdria T-dependente com a formacao de anticorpos serétipo-especificos e
de linfécitos B de memodria, resultando em uma protecdo antipneumocdcica mais
duradoura e com niveis mais elevados de anticorpos protetores em todas as idades
[9,11]. A PCV7 surgiu em 2000 e abrangia os serétipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F que,
na altura, perfaziam cerca de 80-90% dos serdtipos causadores de DIP em criancas nos
Estados Unidos da América [8]. Apds a sua introducgao, foi documentada uma diminuigado
da incidéncia de DIP causada pelos serétipos alvo da vacina, resultando em um
decréscimo geral da incidéncia de DIP. No entanto, este beneficio da vacinacao foi
parcialmente suplantado pelo aumento gradual da incidéncia de DIP causada por outros

serétipos ndo incluidos na PCV7 [13].

Dado o surgimento de novos serétipos causadores de DIP, gerou-se a necessidade de
estes serem também alvo da vacinagdo. Em 2009 surgiu a PCV10 que acrescentou os
serétipos 1, 5 e 7F aos ja existentes na PCV7 e em 2010 surgiu a PCV13 que adicionou os
serdtipos 3, 6A e 19A aos ja abrangidos na PCV10. As PCVs provaram ser altamente
eficazes, resultando na diminuicdo da incidéncia da DIP até em individuos ndo

vacinados, um fendmeno denominado de imunidade de grupo [14].



Em Portugal, a PPV23 foi disponibilizada em 1996, apenas no setor privado sem qualquer
comparticipagdo do Estado, sendo que apenas 10% da populagdo adulta terd sido
vacinada com a mesma [14]. As PCVs estiveram disponiveis desde 2001 até meados de
2015, também apenas no mercado privado, inicialmente sob a forma da PCV7 e, mais
tarde, sob a forma das PCV10 e PCV13 que foram introduzidas em 2009 e 2010,
respetivamente [15]. A PCV10, apesar de se ter mantido no mercado, foi pouco utilizada
porque, escassos meses apds a sua introducdo, surgiu a PCV13. Esta vacina teve
preferéncia naindicagdo vacinal pois, para além de incluir trés serétipos adicionais, estes
serdtipos eram de particular importancia nos casos de DIP em Portugal [16]. No entanto,
em contraste com a taxa de vacina¢ao observada na PPV23 nos adultos, a PCV7 foi
administrada a 75% de todas as criancas nascidas em 2008. Em 2012 esta taxa baixou
para 63% e manteve-se estdvel nos 61% até 2014, sendo os custos totalmente

suportados pelas familias [17].

Em 2015 a PCV13 foi incluida no plano nacional de vacinagdo e administrada, de forma
gratuita, a todas as criancas nascidas a partir de janeiro de 2015, num esquema de 2+1.
E também recomendado um esquema de vacinacdo sequencial com a PCV13 e PPV23

apenas para doentes pertencentes a grupos considerados de risco [18].

A nivel global, em 2015, ja 129 paises tinham introduzido uma PCV, que reduziu
substancialmente o nimero de casos de DIP causada pelos serdtipos abrangidos pela
mesma. Nesse ano, estimou-se que tenham existido cerca de 8.9 milhdes de casos de
pneumonia pneumocdcica, o que representou um decréscimo de 37% em relacdo aos
14.2 milhdes de casos relativos ao ano de 2000, data anterior a introducdo da PCV [19].
No entanto, em 2016, e apesar do impacto da PCV ser inegdvel, a infecdo por
Streptococcus pneumoniae manteve-se a maior causa de morbilidade e mortalidade de

entre as varias etiologias de infecdo respiratéria baixa [20].

e A microbiologia e as infecdes pneumocdcicas

Em 2004, Bartlett chamou a atencdo para a diminuicdo da realizacdo de testes
microbioldgicos, realcando também o declinio da qualidade da obtencao e tratamento
de amostras, no contexto de infe¢cGes pulmonares [21]. Tal culminava numa reducdo da

frequéncia de resultados microbiolégicos conclusivos, no dambito da pneumonia, em



relacdo aos resultados obtidos ha 70 anos atras [22]. Atualmente, esta afirmacdo ja ndo
€ uma realidade, pois o surgimento e implementagao na clinica das técnicas de biologia
molecular, em juncdo com as culturas, serologias e pesquisa do antigénio urinario,

permitiu melhorar substancialmente a acuidade diagndstica [23, 24].

Foi neste panorama de relevancia epidemioldgica e de novos desenvolvimentos na drea
do diagndstico das infecdes pneumocdcicas que se decidiu trabalhar este tema, por
considerarmos que a correta e atempada identificacdo deste agente pode contribuir
positivamente para a melhor utilizacdo de antibidticos e para redugdes significativas na

mortalidade e morbilidade da DIP ao nivel mundial.

Ao longo desta revisao vao discutir-se os varios métodos laboratoriais de identificagdao
e caracterizacdo de Streptococcus pneumoniae, as suas vantagens e limitacdes e,
posteriormente, a aplicacdo destes nas estratégias de diagndstico etioldgico das varias
infecdes pneumocdcicas. Entre este grupo de infe¢des serdo abordadas as de maior
prevaléncia, como a rinossinusite aguda e a otite média aguda, mas também as mais
graves, de onde se destacam a pneumonia e a meningite. Apesar da sua inegavel
importancia para o tema, ndo sera feita uma alusdo particular a bacteriémia oculta, dada
a sua abordagem diagndstica passar pela andlise do sangue (hemoculturas), a qual é

idéntica a das outras DIPs.



Métodos de Identificacao de Streptococcus pneumoniae:

A identificagdo microbiana convencional de Streptococcus pneumoniae tem por base a
coloracdo Gram e o seu isolamento em cultura, com posterior andlise da morfologia e

caracteristicas fenotipicas das coldnias formadas [25].

e Métodos convencionais dependentes de cultura

O método da coloragao de Gram é um teste de baixo custo e de facil realizagdo que pode
permitir uma identificacdo preliminar de pneumococo, dependendo do contexto clinico
e do produto colhido no doente, ao serem observados diplococos Gram positivo na

amostra [26].

As bactérias da espécie Streptococcus pneumoniae sdo, em geral, fastidiosas,
apresentando maior crescimento em meio de gelose sangue incubado a 35-37°C em
atmosfera com acréscimo de 5-10% CO2, podendo também crescer em meio de gelose
chocolate [27]. E importante que os meios de cultura contenham 5% de sangue, tais
como os referidos anteriormente, pois as diferentes reagdes hemoliticas (alfa, beta e
gama) em meio sdlido sdo utilizadas para classificar e distinguir os varios tipos de

estreptococos.

Pneumococo forma coldnias pequenas de coloracdo cinzenta que, ocasionalmente,
possuem um aspeto mucoide e apresentam uma zona verde circundante
correspondente a alfa-hemdlise [27]. Inicialmente estas coldnias possuem um aspeto
elevado/com relevo, ndo sendo facil a sua distincdo de coldnias de Streptococcus
viridans, que também apresentam alfa-hemolise [27]. Apds 24-48h, as coldnias
pneumocdcicas adquirem um aspeto achatado e com depressao central que lhes é
caracteristico e sugestivo da sua identificacdo que, no entanto, deve ser confirmada

através de provas de identificacdo [27].

o Provas de identificagao

Apds a analise morfoldgica, pneumococo pode ser identificado através da realizagdo dos
testes da catalase, da suscetibilidade a optoquina, e da solubilidade em bilis em

simultadneo [27]. No entanto, na pratica clinica de rotina, varios laboratdrios escolhem
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reservar o teste da solubilidade em bilis apenas para casos que suscitem duvidas e que

necessitem de confirmacgao [27].

A catalase é uma enzima que ndo é produzida pelos estreptococos e o seu teste consiste
em verificar a presenca/auséncia da sua producdo [27]. O teste da catalase é
primariamente utilizado para diferenciar entre os varios géneros de cocos Gram-
positivo, sendo as bactérias do género Staphylococcus catalase-positiva e as do género
Streptococcus e Enterococcus catalase-negativa [27]. A suscetibilidade a optoquina
permite a identificacdo presuntiva de um estreptococo alfa-hemolitico como sendo
Streptococcus pneumoniae [27]. Em caso de um resultado ambiguo em relacdo a
suscetibilidade a optoquina, a solubilidade em bilis distingue também pneumococo de
todos os outros estreptococos alfa-hemoliticos, visto os restantes serem insolliveis na

bilis [27, 28].

A identificacdo microbiana convencional desta bactéria nao é infalivel, existindo varios
casos reportados de Streptococcus pneumoniae nao sollveis em bilis ou resistentes a
optoquina, e também de outros Streptococcus do grupo Mitis suscetiveis a optoquina
ou soluveis em bilis [29, 30]. Ndo obstante, estes testes continuam a ser a chave para a
identificacdo fenotipica de pneumococo, sendo o teste da solubilidade em bilis

considerado ainda o método mais eficaz [28, 30, 31].

Os métodos de identificacdo baseados na cultura possuem varias vantagens como o
baixo custo e a alta especificidade, que permitem a sua implementacao a nivel mundial,
mas também a vantagem de fornecerem um isolamento que proporciona a realizacdo
de provas/testes adicionais, como o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA)
e a serotipagem [25, 32]. No entanto, em relacdo ao isolamento de Streptococcus
pneumoniae, a cultura apresenta algumas dificuldades que diminuem a sua
sensibilidade, como a tendéncia do pneumococo para autolisar quando atinge a fase de
crescimento estacionario, o tratamento antibidtico prévio a colheita de amostras e a

propria colheita das amostras [25, 33].

Dada a baixa sensibilidade das culturas em certos contextos, existe a necessidade de

identificar Streptococcus pneumoniae por outros métodos que lhes sejam

10



independentes. As principais alternativas a cultura microbiana sdo os testes de detecdo

de antigénio e técnicas de biologia molecular como a PCR [33].

e MALDI-TOF

Na ultima década, a identificacdo microbioldgica foi revolucionada pela introducdo da
MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time Of Flight mass
spectrometry) que rapidamente se tornou o método de eleicdo para a identificacdo
microbiana nos laboratérios mais avangados, tendo mesmo vindo a substituir os
métodos fenotipicos convencionais em alguns destes [32, 34, 35]. Este € um método
gue torna possivel a ionizacdo das proteinas, apds o tratamento da amostra com uma
matriz. Esta matriz absorve energia de um laser, resultando na sua vaporizagao e
ionizacdo. Estes ides possuem uma determinada massa e carga, que irdo definir o tempo
gue estes demoram a alcangar o detetor do instrumento. De acordo com estes
parametros, o instrumento gera um espetro das proteinas que é comparado com
espetros presentes na sua base de dados, permitindo uma identificacdo do

microrganismo analisado [32, 34, 36].

Atualmente o método de identificagdo microbiana com recurso a espetrometria MALDI-
TOF é baseado na cultura seletiva prévia do microrganismo a identificar, da qual é
isolada uma coldnia e aplicado o tratamento com matriz [32, 34, 37]. As principais
vantagens deste método sdo o facto de este permitir a identificacdo de praticamente
todos os microrganismos patogénicos bacterianos e fungicos, e a rapidez com que
apresenta os seus resultados, que geralmente antecedem os apresentados pelas
culturas em mais de 24 horas, possibilitando um inicio mais precoce de antibioterapia

dirigida [36, 37].

O MALDI-TOF pode também ser utilizado, com bons resultados, na identificacao rapida
de bactérias em hemoculturas positivas, desde que as amostras sejam incubadas em
meio sélido por cerca de 5 horas [37]. Por outro lado, de forma a encurtar ainda mais o
tempo para a obtencdo de resultados, foi estudada a aplicagdo do MALDI-TOF
diretamente sobre hemoculturas positivas, no entanto esta abordagem exige um

processamento rigoroso de dificil implementacdo na pratica clinica comum [37, 38].
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A distingdo entre Streptococcus pneumoniae e os restantes estreptococos do grupo
Mitis apresenta-se, igualmente, como um problema na identificagdo microbiana com
MALDI-TOF. Embora MALDI-TOF seja capaz de identificar corretamente a grande
maioria dos isolamentos de Streptococcus pneumoniae, o mesmo nao se verifica com
Streptococcus mitis/oralis que, em alguns casos, sdo incorretamente identificados como

pneumococo [32, 39].

Apesar de persistirem alguns erros, os resultados desta identificagdo tém vindo a
melhorar com as atualiza¢Ges das bases de dados. Esta persisténcia levou alguns autores
a sugerir que o problema se deva ao baixo poder de resolugdo dos instrumentos que
utilizam esta tecnologia [29, 34, 35, 39]. Mdltiplas estratégias tém sido propostas de
forma a ultrapassar esta dificuldade, como a pesquisa de picos de massa especificos dos
Streptococcus mitis/oralis ou o uso de algoritmos de analise adicionais. Ndo obstante,
nenhuma destas estratégias tem vindo a ser implementada pelos fabricantes dos
instrumentos, visto tratarem-se de técnicas morosas, com alguma dificuldade técnica e
ainda sem a eficicia desejada e/ou comprovada que justifique o seu uso rotineiro [35,

39, 40, 41].

e Pesquisa do antigénio urinario

O método indireto de detecdo de pneumococo mais utilizado é a pesquisa do antigénio
do polissacarideo C na urina, que é um componente da parede celular comum a todos
os seré6tipos de Streptococcus pneumoniae [42]. Este teste, de nome comercial
BinaxNOW®, é um teste imunocromatografico in vitro cujo resultado pode ser lido
manualmente e interpretado, em aproximadamente 15 minutos, no qual a presenca de
uma linha de coloracgdo rosa/violeta é indicativa de um teste positivo e a sua auséncia é

sindnima de um teste negativo [43].

BinaxNOW® é principalmente Util em casos de doentes que tenham sido medicados
previamente com antibidticos, revelando boa sensibilidade mesmo apds varios dias de
antibioterapia, ao contrario do que se verifica nas culturas [44, 45]. Este teste apresenta,
aproximadamente, uma sensibilidade de 74% e especificidade de 94% no diagnodstico da
pneumonia adquirida na comunidade [42]. Devido a sua alta especificidade, um

resultado negativo faz-nos pensar em outras etiologias que ndo Streptococcus
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pneumoniae e portanto permite reduzir custos ao ajudar a orientar o diagndstico
etioldgico e a selecdo da antibioterapia empirica [46]. No entanto, um resultado
positivo, ndo nos permite diagnosticar uma infecdo por pneumococo. O teste pode ser
falsamente positivo em casos de colonizagdo assintomatica do trato respiratério
superior, principalmente em criancgas, pode também permanecer positivo alguns meses
apds a infegdo, sendo necessario identificar infecdes pneumocécicas prévias nos
doentes, pode igualmente originar uma reacdo cruzada com outras bactérias do género
Streptococcus e, pode ainda resultar em falsos-positivos devido a efeitos das vacinas

antipneumocoécicas [25, 44, 47, 48].

Apesar de inicialmente concebido como um teste de dete¢do de antigénio na urina, o
BinaxNOW® encontra-se também validado para uso em liquido cefalorraquidiano (LCR),
apresentando boa sensibilidade e especificidade para o diagndstico da meningite
pneumocodcica [49]. Por outro lado, tratando-se de um liquido estéril, a dete¢do do
antigénio pneumocdcico no LCR indica infecdo e nunca colonizagdo [49]. O teste é
também utilizado em amostras de expetoracdo, liquido pleural, lavado broncoalveolar
e até em hemoculturas positivas, apresentado resultados que, apesar de promissores
em alguns destes produtos, devem ser interpretados com cautela visto que estes usos
ndo estdo validados pelo fabricante [25, 50, 51]. A pesquisa do antigénio pneumocdcico,
ao nao ser infalivel e ao ndo permitir conhecer a suscetibilidade aos antimicrobianos,
nunca deve substituir a cultura, mas sim complementa-la na pratica clinica comum [47,

51].

Nos ultimos anos surgiram novos testes de imunofluorescéncia para a dete¢do de
antigénio do polissacarideo C na urina e LCR. Entre eles o mais amplamente utilizado e
estudado é o Sofia Streptococcus pneumoniae FIA test®, no qual, o resultado é lido
automaticamente e apresentado de forma quantitativa e objetiva, em cerca de 10mins,
representando uma vantagem em relacdo ao BinaxNOW®, que é de leitura manual, ao
facilitar a interpretacdo do teste [42, 43, 52]. Este teste, aparentemente, apresenta uma
maior sensibilidade e igual especificidade que o BinaxNOW®, podendo, no futuro, provar
ser um teste superior para a detecdao do antigénio do polissacarideo C. Contudo, esta

afirmacdo carece de ser comprovada por mais estudos e de maior dimensdo [42, 43, 52].

13



e PCR

As técnicas que tém por base a PCR, ao ndo requererem o isolamento prévio do
microrganismo em cultura, sdo muitas vezes aplicadas diretamente nas amostras
clinicas como a expetorac¢do, o sangue, o liquido pleural e o LCR [29, 53, 54, 55]. A
selecdo dos genes-alvo é de grande importancia, sendo que, idealmente, estes devem
ser exclusivos/especificos de Streptococcus pneumoniae, estando constantemente
presentes em todas as estirpes desta bactéria, ao mesmo tempo que estao ausentes em

outros Streptococcus do grupo Mitis [29].

O grupo Mitis é composto por 13 espécies diferentes, entre elas Streptococcus mitis,
Streptococcus oralis, Streptococcus pneumoniae e Streptococcus pseudopneumoniae, 0s
guais possuem entre si uma semelhanca de sequéncia superior a 99%, no caso especifico
do 16S RNA [40, 56]. Isto faz com que a sequenciacdo do 16S rRNA, que geralmente é
considerada o método de referéncia para a identificacdo de varias espécies bacterianas,
veja a sua utilidade bastante reduzida na identificacdo dos estreptococos deste grupo

[29, 31, 57].

A distingdo entre pneumococo e os outros estreptococos Mitis é de grande importancia
para a correta caraterizacdo epidemioldgica das doencas pneumocécicas e da
prevaléncia de resisténcias a antibidticos nas mesmas, uma vez que os restantes
estreptococos deste grupo estdo frequentemente associados a taxas mais altas de

resisténcia a penicilina e a multirresisténcia [29, 58].

O método independente de cultura atualmente preconizado pelo CDC é um teste de
reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) cujo alvo é o gene IytA (lytA-
CDC). A pesquisa deste gene é recomendada devido a este ser altamente conservado
dentro da espécie e codificar um fator de viruléncia ubiquo e especifico de pneumococo.
Contudo, genes homodlogos de IytA foram ja detetados em outras espécies
estreptocdcicas intimamente relacionadas, resultando em erros de identificacdo [28, 33,

59, 60].

Outros genes para além do /ytA foram estudados como potenciais alvos para a

identificacdo de Streptococcus pneumoniae, entre eles o gene ply, o gene psaA, o gene
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cpsA, os genes piaA e piaB, e mais recentemente os Spn9802, Spn9828 e
SP2020/SPN0001, entre outros [59-61]. Os genes ply e psaA cairam rapidamente em
desuso por demonstrarem menor especificidade na identificacdo do pneumococo,
quando comparados aos restantes [59, 61]. O gene cpsA, por outro lado, mostrou alta
sensibilidade e especificidade, sendo particularmente util na distingdo entre
Streptococcus pneumoniae e Streptococcus pseudopneumoniae [61]. Os genes pidA e
piaB, apesar de ndo serem ubiquos em pneumococo, ao estarem ausentes em algumas
estirpes nao capsuladas, sdao altamente especificos do mesmo e aumentam a
especificidade da PCR se os genes piaA ou piaB forem pesquisados juntamente com /ytA
[60, 61]. SP2020, também denominado de SPN00O1, é outro alvo que inicialmente foi
descrito como sendo Unico e caracteristico de Streptococcus pneumoniae, mas que
acabou por ser identificado em outras espécies estreptocdcicas ndo pneumocadcicas [59,
62]. Ndo obstante, apresenta grande sensibilidade e especificidade para a identificagdo
de pneumococo e, quando pesquisado juntamente com /ytA parece nao resultar em

erros de identificagdo [59].

Isoladamente, nenhum dos genes alvo acima referidos tem a capacidade de distinguir
corretamente Streptococcus pneumoniae de Streptococcus mitis, Streptococcus oralis e
Streptococcus pseudopneumoniae [29, 61]. Como tal, diferentes estudos recomendam
a pesquisa de varios genes em combinacdo, de forma a serem obtidos resultados mais
fiaveis [29, 61]. Atualmente o CDC ainda sé recomenda a realizacdo da RT-PCR visando
a pesquisa de IytA, pelo que serdo necessarios realizar mais estudos, e possivelmente
pesquisar novos alvos mais especificos, antes de poderem ser tiradas conclusdes sobre

a superioridade de um alvo em relagdo a outro.

O uso da PCR é particularmente Util em amostras que resultaram em culturas negativas,
aumentando consideravelmente a sensibilidade do diagndstico etioldgico das infecdes
pneumococicas [63, 64]. No entanto, a PCR, para além da ja referida reatividade cruzada
com outros estreptococos do grupo Mitis, apresenta igualmente dificuldade em
distinguir entre colonizacdo e infecdo pneumocécica, dai que os seus resultados devam

ser sempre analisados de acordo com o enquadramento clinico [61, 63].

e Meétodos de sequenciacdo
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A troca de informacdo genética entre os estreptococos do grupo Mitis € uma das razées
pela qual a sua correta identificacdo, ao nivel da espécie, é tao problematica [29]. As
abordagens de sequenciagao de multiplos loci, como o Multilocus Sequence Typing
(MLST), tentam ultrapassar esta dificuldade, focando-se na sequenciagdo dos genes
housekeeping (que desempenham funcdes metabdlicas, entre outros) de Streptococcus
pneumoniae, dados estes serem considerados mais estaveis e de menor propensao a
recombinacdo génica, em relacdo aos restantes [29, 65]. Esta técnica tem por base a
amplificacao dos loci de interesse por PCR, que sdo posteriormente sequenciados e cuja

analise dos perfis alélicos é feita com recurso a base de dados PubMLST [29].

Apesar de a técnica MLST ser principalmente utilizada na genotipagem de Streptococcus
pneumoniae, para estudos epidemioldgicos e vigilancia em surtos, sendo considerada o
método de eleicdo para tal, esta também pode ser utilizada na sua identificacdo, com o
intuito de distinguir pneumococo dos restantes estreptococos do grupo Mitis [65, 66].
O esquema de MLST para pneumococo, ao sequenciar 7 loci de housekeeping
considerados especificos desta bactéria (arok, gdh, gki, recP, spi, xpt e ddl), tem a
capacidade de, com elevado nivel de confianga, incluir ou excluir uma bactéria como

sendo Streptococcus pneumoniae [29, 66].

Ao basear-se na PCR, MLST possui a vantagem de poder ser aplicada diretamente nas
amostras clinicas, como o LCR, ndo necessitando de isolamento prévio em cultura [29].
Outras vantagens da sequencia¢dao por MLST incluem a alta reprodutibilidade dos
resultados e o elevado poder de discriminacdo da técnica [65, 67] No entanto, esta
abordagem apresenta varias limitagcdes que travam a sua implementa¢do na pratica
clinica comum, como a necessidade de equipamento e pessoal especializado, o alto nivel
de exigéncia técnica, o tempo de obtencdo desses resultados, e ainda o elevado custo
deste método de identificacdo microbiana [53, 65, 66]. Tudo isto, juntamente com o
facto de que a técnica MLST sé pode ser utilizada para diferenciar entre organismos
filogeneticamente préximos, dada a enorme variabilidade do contelddo gendmico das
diferentes bactérias, faz com que esteja reservada apenas para casos selecionados [53,

68].
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Os recentes avancos nas tecnologias de sequencia¢do total do genoma (WGS) e a sua
crescente disponibilizagdo, em grande escala, criaram novas possibilidades de
identificacdo microbioldgica [66]. Através da sequenciacdo de nova-geracdo (NGS), a
versatilidade da MLST tem vindo a ser expandida com recurso a diferentes marcadores
moleculares como as proteinas ribossémicas (rMLST) e sequéncias polimdrficas
repetidas (MLVA), entre outros. Estas novas técnicas que tém por base a NGS, ao
possuirem um maior grau de discriminacdo, permitem uma melhor vigilancia
epidemioldgica em surtos, em relagdo com a MLST convencional [27, 66, 67, 69]. Com a
continua diminuicdo dos custos de sequenciacdo e com a devida uniformizacdo, num
futuro préximo, estas tecnologias poderdo vir a integrar a pratica clinica laboratorial

[67].
e Serotipagem

A capsula polissacaridica representa o principal fator de viruléncia de Streptococcus
pneumoniae [70]. A identificacdo do tipo de cdpsula, denominada serotipagem,
representa uma etapa importante na identificacdo e caraterizacdo de pneumococo. A
reacdo de Quellung é o método de eleicdo para realizar a serotipagem, sendo capaz de
identificar 92 serdtipos diferentes [70]. Esta consiste numa reacdo de
imunoprecipitagao, que apenas testa um serétipo capsular de cada vez, o que torna a
sua realizagdo um processo demorado e de custo consideravel [70]. Dadas estas
limitacOes, e visto o serétipo capsular ndo alterar significativamente a resposta clinica
do doente ao tratamento, a realizacdo da serotipagem encontra-se limitada a
laboratérios de referéncia e de investigacao [29, 70]. No entanto, apesar de ndo ser
realizada na pratica clinica de rotina, a determinacdo dos serdtipos capsulares é um
componente essencial e de extrema importancia na vigilancia epidemiolégica das
infecdes pneumocdcicas [70]. Ao dar a conhecer a distribuicdo dos serdtipos causadores
de DIP, a serotipagem contribui para a atualizacdo da composicdo das novas vacinas

antipneumocdcicas [27, 71].

Nem todos os tipos de Streptococcus pneumoniae sao distinguidos através da reacdo de
Quellung, como sdo exemplo os serétipos 6A e 6C que apenas sao identificados com o

uso da PCR [65]. Algumas estirpes de pneumococo escapam também a reacdo de
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Quellung e a outras técnicas de serotipagem como a PCR pois, ao ndo possuirem capsula,
ndo podem ser serotipadas, sendo denominadas de pneumococos nao serotipaveis/ndo
encapsulados [65]. A genotipagem/tipagem molecular ultrapassa estas dificuldades da
serotipagem e, em simultaneo, carateriza as bactérias da espécie Streptococcus
pneumoniae com maior detalhe, possuindo, portanto, grande utilidade na vigilancia
epidemioldgica de surtos [65]. No entanto, a genotipagem estende-se para além do

ambito deste trabalho e ndo sera abordada com maior detalhe.

e Teste de suscetibilidade antimicrobiana

As infecOes pneumocdcicas graves, como a pneumonia ou a meningite, exigem
antibioterapia imediata. Para a selecdo da terapéutica antibidtica apropriada é
importante uma identificacdo rdpida e fidvel do agente patogénico, juntamente com
uma interpretacao correta dos resultados do TSA [60]. Os métodos convencionais de
detecdo de resisténcias bacterianas, como a difusdo em agar com discos, a microdiluicao
em caldo e os métodos automatizados, sdo largamente utilizados e padronizados para
a pratica clinica laboratorial de rotina. No entanto, ao requerem crescimento bacteriano
em cultura, demoram a produzir resultados [72]. Como tal, o tratamento antibidtico tem
de ser, muitas vezes, administrado empiricamente, tendo em consideracdao os agentes

patogénicos mais prevalentes e a as suas taxas de resisténcia a nivel local [73].

Os antibidticos mais utilizados no tratamento das infecdes por Streptococcus
pneumoniae sao os beta-lactamicos, os macrélidos e as quinolonas. Em Portugal,
pneumococo revela uma baixa e estavel taxa de resisténcia as penicilinas, ao resto dos
beta-lactamicos e, também as fluoroquinolonas, contrastando com a elevada e

crescente prevaléncia de resisténcias aos macrélidos [73, 74].

Os beta-lactamicos inibem a sintese da parede celular bacteriana através da sua ligacao
as penicillin-binding proteins (PBPs). Existem 6 tipos de PBPs, as PBP1a, PBP1b, PBP2a,
PBP2b, PBP2x e PBP3. Em Streptococcus pneumoniae a resisténcia aos beta-lactamicos
parece estar maioritariamente associada a mutagdes nos genes que codificam as PBP1a,
PBP2b e PBP2x, impedindo a sua ligacdo a estes alvos. Contudo, esta resisténcia é na
grande maioria equivalente a uma ndo suscetibilidade as penicilinas, podendo ser

ultrapassada com um aumento da dose administrada, sem qualquer impacto clinico
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negativo para os doentes, isto no caso da PAC [75, 76]. Na meningite pneumocécica, por
outro lado, a resisténcia as penicilinas condiciona a escolha do antibidtico, devendo
optar-se por penicilina/amoxicilina caso haja suscetibilidade as mesmas (MIC <0.1
pg/mL) ou por uma cefalosporina de terceira geragdo caso seja verificada resisténcias as

penicilinas (MIC >0.1 ug/mL) [77].

Os macrélidos ligam-se reversivelmente ao 23S rRNA, de forma a inibir a sintese proteica
dependente de RNA [75]. A resisténcia a macroélidos de Streptococcus pneumoniae pode
ocorrer por metilagao do alvo ribossémico dos macrélidos, codificado pelo gene ermB,
ou por uma bomba de efluxo, codificada pelo gene mefA. O primeiro mecanismo é
responsavel pelo fenétipo MLSg que estd associado a MICs bastante elevadas para
macrélidos (MIC> 64mg/L) e a resisténcia cruzada a macrdlidos, lincosamidas e
estreptogramina B. O mecanismo da bomba de efluxo dd origem ao fendtipo M, que
confere resisténcia moderada (MICs entre 1-32 mg/L) apenas aos macrolidos de 14 e 15
atomos (eritromicina, claritromicina e azitromicina), sendo portanto suscetivel aos
macrdlidos de 16 atomos, as lincosamidas e a estreptogramina B [76, 78, 79]. A
metilacdo do alvo ribossémico é o mecanismo de resisténcia a macrdlidos, em
Streptococcus pneumoniae, mais comum a nivel mundial e na maioria dos paises
europeus, incluindo Portugal. Em contraste, nos EUA e no Reino Unido, a resisténcia por

bomba de efluxo apresenta-se como o mecanismo mais prevalente [75, 78, 79].

O papel da PCR no TSA tem vindo a ser alvo de estudos, dado ter a capacidade de detetar
os genes que conferem resisténcia a varios antibidticos e apresentar resultados em
poucas horas [72, 80]. A titulo de exemplo, a detecdo por PCR de PBPs wild-type (sem
mutacdo) poderd ser indicadora de suscetibilidade aos beta-lactamicos em
Streptococcus pneumoniae [57]. No entanto, é de salientar que a presenca de um gene
de resisténcia nao significa que haja sempre expressao fenotipica dessa resisténcia.
Como tal, a PCR ndo se propde a substituir os métodos convencionais de TSA mas
propde-se sim a complementd-los, pois apenas tem o potencial de prever as possiveis

suscetibilidades e resisténcias a antimicrobianos [72, 81].

Com apenas um teste, a WGS procura prever a suscetibilidade de um microrganismo a

todos os antibidticos, através da andlise da sua informacgao genética. Contudo, tal como
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na PCR, a relacdo entre resisténcia fenotipica e genotipica é complexa e ainda nao
compreendida na sua totalidade. Esta tecnologia carece ainda de estudos adicionais,
pois a maioria deles concentra-se na descoberta de novos mecanismos de resisténcia e
nao na predi¢do da resisténcia fenotipica através dos dados da sequenciagao total do
genoma. Considerando o anteriormente exposto, a falta de protocolos e de bases de
dados uniformizados, esta tecnologia apenas representa uma possibilidade futura e

ainda ndo tem aplicacdo na pratica clinica de rotina [81].
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Rinossinusite Aguda Bacteriana:

e Definigdo

A rinossinusite é uma doenca inflamatéria da mucosa nasal e dos seios perinasais,
podendo ser classificada em aguda (<4 semanas) ou crénica (>12 semanas), consoante
a duracdo da sua sintomatologia [82]. O diagndstico é essencialmente clinico, perante

queixas de rinorreia, obstrucdo nasal, voz nasalada e dor maxilar ou facial [83].
e Etiologia e epidemiologia

A maior parte dos casos de Rinossinusite Aguda (RSA) tem etiologia viral, tendo a
restante minoria uma etiologia bacteriana. Contudo, esta doenca infeciosa constitui a
52 causa mais frequente de prescri¢ao antibidtica, sendo estes receitados em 75% dos
casos [83, 84]. Os principais agentes bacterianos na RSA sao: Streptococcus pneumoniae
(20%-45%), Haemophilus influenzae (20%-43%), Moraxella catarrhalis (14%-28%) e
Staphylococcus aureus (8%-11%) [85]. Uma etiologia bacteriana deve ser suspeitada na
presenca de rinorreia purulenta acompanhada de dor facial que persista durante 10 dias

ou que piore dentro do prazo de 10 dias apds uma melhoria inicial [86].

Na Rinossinusite Crénica (RSC), por outro lado, varios estudos tentaram identificar uma
relacdo causal com diversas bactérias, entre elas Streptococcus pneumoniae, sem
resultados conclusivos, a exce¢dao de Staphylococcus aureus que demonstrou uma
associacao positiva com RSC. Com o advento das técnicas de biologia molecular, ganhou
forca a teoria de que esta poderd ser uma doencga multifatorial, na qual a desregulacao

da microbiota desempenha um papel central [87].

Visto Streptococcus pneumoniae nao ser um agente etioldgico relevante na RSC, neste
trabalho sera desenvolvida apenas a RSA e os seus métodos de diagndstico etioldgico.
No entanto, perante uma inexisténcia de literatura especifica sobre a identificacdo de
Streptococcus pneumoniae na RSA, sera apresentada apenas uma abordagem geral do

seu diagndstico bacterioldgico.

A histéria natural da RSA é bastante favordvel, sendo que cerca de 85% dos doentes

experiencia uma resolucdao completa do quadro em 7 a 15 dias, sem necessitar de
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antibioterapia [85]. Uma revisdo sistematica sobre o papel da antibioterapia na RSA
concluiu que ndo existia lugar para ela na RSA ndao complicada, em adultos, uma vez que
0s riscos superavam o pouco beneficio observado [88]. Tal vai ao encontro das
recomendag¢des das mais recentes guidelines europeias, que preconizam uma atitude

expectante e de tratamento sintomatico nos casos de RSA ligeira a moderada [89].

Ao contrdrio do que é habitual na clinica das restantes infecdes bacterianas, o
diagnodstico de RSA bacteriana nao implica a administragao de antibioterapia empirica,
estando esta reservada apenas para complicacdes que, apesar de raras, podem ser
graves devido ao risco de invasdo da orbita ou do Sistema Nervoso Central [84]. No
entanto, como ja referido, 75% dos casos de RSA ainda sdo medicados empiricamente
com antibidticos [83], demonstrando uma incoeréncia entre as recomendacles e a

pratica clinica, que pode ter consequéncias no diagndstico etiolégico.
e Diagndstico etioldgico

Atualmente, o diagndstico etiolégico ndo estd preconizado na RSA bacteriana ndo
complicada, sendo uma das razoes o facto de nao influenciar o tratamento. O exame
bacterioldgico cultural do contelddo dos seios perinasais deve ser considerado apenas
em certos casos, tais como presenca de complicacdes da 22inossinusite, resisténcia a
antibioterapia ou suspeita de um agente etiolégico incomum (doentes

imunocomprometidos) [84].

o Métodos de cultura

Os seios maxilar e etmoidal sdo os mais afetados na rinossinusite [90], dai que o método
de referéncia para o diagndstico de RSA bacteriana seja a punc¢ao do seio maxilar, que é
0 Unico passivel de ser puncionado, com aspiracdo de material para cultura. Este
procedimento é invasivo, com riscos e dor associados, e sé deve ser realizado por
pessoal especializado, nomeadamente otorrinolaringologistas, encontrando-se fora do

alcance da maior parte dos clinicos [84].

As possiveis complicacbes da puncdo do seio maxilar sdo lesdo ocular, infecdo do local
de puncdo, lesdo dos tecidos moles e/ou enfisema subcutdaneo da regido malar,

hemorragia, e lesdo do canal lacrimal. Todavia, estas sdo raras e estdo maioritariamente
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ligadas a inexperiéncia do médico, ocorrendo em apenas 4% dos casos [90]. Outras
limitacGes deste método de diagndstico prendem-se com o facto de apenas ser
puncionado o seio maxilar, o qual pode ndo ser a origem da infecdo, pelo que pode

enviesar erroneamente os resultados da cultura [91].

Outros métodos de cultura foram propostos como alternativa a punc¢ao do seio maxilar,
tais como a drenagem do meato médio por via endoscdpica e a cultura de zaragatoa

nasofaringea.

Ao analisar a correlacdo entre os resultados das culturas das secre¢des obtidas por
zaragatoa nasofaringea e por drenagem endoscépica do meato médio; com os
resultados obtidos na puncdo do seio maxilar, um estudo concluiu que esta era superior
na segunda. As culturas da nasofaringe apresentaram maior taxa de falsos positivos,

provavelmente devido a contaminacdo no vestibulo nasal [92].

A endoscopia nasal com drenagem do meato médio é vista como a melhor alternativa a
puncdo do seio maxilar, por ser minimamente invasiva e apresentar uma concordancia
de resultados de 76,3% a 87% (dependendo das bactérias consideradas), com os
observados na puncado [91]. No entanto, sofre da mesma limitacdo, porque a endoscopia
nasal é realizada apenas por otorrinolaringologistas. De forma a ultrapassar esta
dificuldade, propos-se que a colheita da amostra fosse feita por observacdo direta do
meato médio por rinoscopia anterior, com recurso a zaragatoa, manobra facil e passivel
de ser executada por qualquer médico. A sensibilidade deste método revelou ser
inferior a da colheita de amostra por endoscopia nasal mas superior a da cultura de
zaragatoa nasofaringea, tendo sido recomendado num ambiente de cuidados primarios

onde haja a impossibilidade de realizar os métodos invasivos mais sensiveis [92].

O meato médio é o local de drenagem dos seios etmoidal, frontal e maxilar, sendo que
os resultados da colheita e cultura de amostras deste local pode, em teoria, retratar com
maior fiabilidade o agente etiolégico da RSA ao ndo se cingir apenas ao seio maxilar [91].
Uma meta-analise de 2006 refere que efetivamente a drenagem do meato médio por
via endoscdpica é mais sensivel que a puncdo do seio maxilar. Todavia, outra meta-
analise de 2015 relata o oposto, afirmando que a maior sensibilidade metodoldgica se

alcanca com a puncao [93].
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E de ressalvar que existem poucos estudos recentes sobre o diagndstico etiolégico da
RSA, a dimensdo amostral é reduzida e, por isso, ndo nos foi possivel inferir, com rigor,
sobre a superioridade ou inferioridade de um método de colheita e cultura em relacao

a outro, havendo a necessidade de realizagao de estudos adicionais.

Transversais a todos estes métodos estao as limitagdes das culturas, que podem ser
falsamente negativas devido ao uso empirico de antibioterapia, ao transporte,
armazenamento e manuseamento imprdprio das amostras, ou devido a presenga de

microrganismos fastidiosos que sao dificilmente cultivados [94].

o Técnicas de biologia molecular

Dadas as limitagdes, impraticabilidade e baixa sensibilidade dos métodos culturais, as
técnicas de biologia molecular como a PCR e as técnicas de next-generation sequencing
(NGS) vieram ganhar destaque nos ultimos anos. Estas técnicas apresentam
sensibilidades superiores as reportadas na puncdo do seio maxilar, ndo sdo afetadas por
administracdo de antibioterapia prévia e, apesar de a PCR ndo ter a capacidade de
distinguir entre colonizacdo e infecdo, a sua combinacdo com a NGS permite uma andlise
guantitativa e qualitativa dos microrganismos que, apesar de carecer de mais estudos,

aparenta permitir essa distin¢do [95, 96].

As técnicas de biologia molecular tém vindo a ser utilizadas no estudo da RSC e da sua
microbiota, ndo se encontrando bem estudadas no contexto da RSA devido ao
diagndstico etioldgico ndo estar preconizado na RSA nao complicada. Como tal, serao
necessarios mais estudos, e com maior dimensdao de amostras, sobre os métodos de
diagndstico etioldgico na RSA para documentar as suas sensibilidades, especificidades
e, em geral, a superioridade de um método em relacdo a outro, na questdo de um

possivel isolamento e valorizacdo de Streptococcus pneumoniae.
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Otite Média Aguda:

e Definigdo

A OMA é uma infecdo purulenta do ouvido médio que afeta mais frequentemente
criangas abaixo dos 2 anos de idade, sendo carateristico o inicio abrupto da
sintomatologia. A apresentacdo clinica de otalgia, otorreia (em caso da rotura
espontanea da membrana timpanica), febre, letargia, vdmitos e anorexia é comum mas
inespecifica, podendo ser confundida com outras infe¢des do trato respiratério, nao
permitindo o diagndstico [97, 98]. AlteragGes de novo na membrana timpanica como
eritema, sinais inflamatdrios e abaulamento da mesma, mas também a presenca de
liqguido purulento no ouvido médio ou de otorreia no canal auditivo ndo secundaria a
otite externa, sdo sinais carateristicos da OMA e quando associados a um quadro clinico

tipico, sdo altamente sugestivos deste diagndstico [99, 100].
e Etiologia e epidemiologia

Anualmente existem mais de 700 milhdes de casos de otite média, sendo a faixa etaria
dos 6-24 meses de idade a mais afetada [101, 102]. Como tal, a otite média é a principal
razdo de vinda ao servico de urgéncia (SU) pediatrico e de prescricdao de antibidticos a
nivel mundial, constituindo um problema major de salde publica, de grande impacto

socioecondmico [103].

Esta doenca engloba um grupo heterdgeno de entidades inflamatérias do ouvido médio,
entre elas a otite média aguda (OMA), a otite média com derrame (OME) e a otite média
cronica supurativa (OMCS), podendo qualquer uma delas condicionar graves perdas
auditivas, que impactam negativamente o desenvolvimento e aprendizagem destas
criancas [104]. Independentemente da sua apresentacdo clinica, a otite média constitui
uma doenca multifatorial e complexa, na qual os agentes bacterianos e virais,
individualmente ou em associacao, estdo fortemente implicados [103]. Entre os agentes
etioldgicos virais mais comuns destacam-se os virus influenza, rinovirus, adenovirus e
virus sincicial respiratorio (VSR), sendo que as bactérias mais frequentemente
associadas a otite média sdo Streptococcus pneumoniae (27,8%), Haemophilus

influenzae (23,1%) e Moraxella catarrhalis (7%), todas potenciais colonizadores da

25



nasofaringe [101-103]. Streptococcus pyogenes, apesar de menos comum e
normalmente encontrado em grupos etarios mais velhos, é também um agente
etiolégico de relevo na OMA, dado estar associado a quadros mais graves da doenca e

a maiores taxas de complicagcdes da mesma [97].

As complicagdes das otites médias podem dividir-se em extracranianas e intracranianas,
sendo o seu diagndstico clinico e imagiolégico (habitualmente por TAC). Estas
geralmente manifestam-se clinicamente de forma semelhante as otites nao
complicadas, por vezes apresentando também outros sintomas como vertigens,
paralisia facial e/ou outras altera¢cdes neuroldgicas [105]. Entre as complica¢des
extracranianas distinguem-se a mastoidite aguda, a labirintite e a paralisia facial
periférica, sendo a mastoidite a mais comum e mais frequentemente associada a OMA.
Quanto as complicag¢des intracranianas, estas sdo relativamente mais raras e podem ser
de cariz infecioso, nas quais se incluem infe¢gdes do SNC como a meningite, empiema
e/ou abcessos cerebrais, ou de cariz trombdtico, como é o caso da tromboflebite do seio
lateral [105]. As complicacdes intracranianas sdao acompanhadas de um maior grau de
morbilidade e mortalidade, sendo a meningite a mais frequente destas complicagdes.
N3o obstante, toda e qualquer complicacdo de uma otite média implica um grande grau
de morbilidade e até de mortalidade se ndo tratada atempadamente, exigindo

internamento hospitalar e antibioterapia [105].

Cerca de 81% dos casos de OMA, em criangas, resolve-se espontaneamente sem
necessidade de antibioterapia, sendo que a taxa de resolucdo dos casos tratados com
antibioticos ronda os 93% [99]. Regra geral, a antibioterapia na OMA ndo apresenta um
perfil risco/beneficio favoravel na maior parte dos casos, apenas demonstrando uma
ligeira superioridade, em relacdo ao placebo, na reducdo da intensidade das otalgias
apos as 24h, e na reducdo da incidéncia de perfuracdes timpanicas e de otites
contralaterais [99]. Assim sendo, as guidelines atuais preconizam uma estratégia de
vigilancia sem medicar, durante as primeiras 48-72h apds o diagndstico, com o objetivo
de reduzir os custos e evitar os efeitos adversos e a propagacado de estirpes resistentes
inerentes a antibioterapia [106]. Ndo obstante, a OMA é ainda responsavel por cerca de
25% dos casos de prescricdo de antibidticos na pratica clinica [106]. A decisdo de nao

medicar e manter sob vigilancia deve ser avaliada caso a caso, e sé devera ser tomada
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em criangas que cumpram os critérios de idade igual ou superior a 2 anos, com OMA

unilateral de gravidade ligeira a moderada ou com OMA bilateral ligeira [106].

E inegavel o impacto da OMA sobre a qualidade de vida da populagdo mais jovem e das
suas familias, uma vez que acarreta um impacto econdmico considerdvel devido a sua
elevada prevaléncia [107]. E, apesar da maioria dos episddios iniciais de OMA nao ser
grave, episddios subsequentes possuem um maior risco de complicacdes [108]. Como
tal, a prevencdo de recorréncias mas também de novos casos de OMA é atualmente
uma das principais prioridades da Pediatria [107, 108]. No entanto, esta infecdo
representa um grande desafio do ponto de vista da vacinacdo devido a enorme
diversidade de microrganismos que podem causar OMA, e além disso esta doenca afeta
maioritariamente os grupos etdrios mais jovens, cuja imaturidade relativa do sistema

imunitdrio deve ser tida em consideracdo aquando da elaboracdo de vacinas [97].

Epidemiologicamente, a OMA ¢é frequentemente precedida por uma infe¢do viral das
vias aéreas superiores, sendo este um passo importante na sua patogénese.
Praticamente todos os virus do trato respiratério alto podem predispor a otite média
bacteriana secunddria, apesar do nivel de propensdo para a otite variar entre os
diferentes virus [101]. Os mecanismos por detrds desta predisposicdo estdo geralmente
associados a uma supressdao da resposta imunitdria por parte do hospedeiro, mas
fatores bacterianos diversos desempenham também um papel importante. Outras
alteragdes do hospedeiro, auxiliadas por uma potencial co-colonizagdo nasofaringea de
outros agentes bacterianos como Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis
podem modular e influenciar a transi¢ao da colonizagdao pneumocécica para um estadio
sintomatico de doenca [101]. Como tal, a vacinacdo anual contra o virus Influenza é
recomendada pela American Academy of Family Physicians e pela American Academy of
Pediatrics para todas as criancas com idade> 6 meses, resultando numa reducgao
absoluta de 4% dos casos de OMA, e de 30% a 55% dos casos de OMA no inverno (época
das infe¢des respiratérias) [99, 100]. Em Portugal, por outro lado, a vacinacdo anual
contra a gripe sO se encontra recomendada para certos grupos prioritarios, entre eles,
as criancas com idade> 6 meses que possuam doencas crdnicas ou que sejam

imunodeprimidas [109].
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Existe uma relacdo temporal clara entre a colonizacdo bacteriana da nasofaringe e o
risco de vir a desenvolver OMA. A colonizagao precoce por Streptococcus pneumoniae
estd associada a maiores taxas de colonizacdo por outros agentes bacterianos e a maior
frequéncia de infe¢Ges respiratdrias nestas criangas [110]. Tal sugere que uma infegao
pneumocdcica inicial possa entdo criar uma predisposicio a otites médias mais
complexas e de maior gravidade. Por conseguinte, a prevencao da OMA passa por
prevenir, também, a colonizacdo nasofaringea infantil por pneumococo, através das
PCVs [110]. Diferencas significativas entre a microbiota das criangas vacinadas com a
PCV7 e os das criancas ndo vacinadas foram notadas em alguns estudos, sugerindo que
a vacinagdo antipneumocdcica possa, potencialmente, apresentar outros beneficios
para além da protecdo imediata contra a OMA, pois ao alterar os padrdes de colonizacdo
nasofaringea estard a, subsequentemente, diminuir o risco de futuras recorréncias,

sequelas e/ou complicagdes da OMA [110].

Ao possuir uma longa lista de possiveis agentes etioldgicos e em virtude do diagndstico
microbioldgico da OMA ndo se realizar por rotina, torna-se dificil quantificar o impacto
exato da vacinagdo antipneumocdcica sobre a OMA [110]. O impacto das PCV na OMA
pneumocodcica, apesar de menor em relacdo ao seu efeito nas DIP, é bastante
satisfatorio, resultando numa reducdo de 10-26% de recorréncias e num decréscimo de
24-32% no numero de casos graves e/ou com complicagGes [101]. Com a introdugdo da
PCV7, ao nivel mundial, registou-se uma diminuicdo da incidéncia da OMA de todas as
causas na ordem dos 0-7% dependendo da regido [101, 111]. Tal deve-se ao facto de
gue, apesar de ter sido verificada uma real reducao das otites médias pneumocdcicas,
esta fez-se acompanhar de um aumento concomitante de infe¢des pneumocdcicas de
serdétipos ndo abrangidos pela vacina mas também de infecGes por outros agentes
etioldgicos, resultando apenas em uma ligeira modificacdo da incidéncia da OMA [101,
110]. Por outro lado, a introducdo da PCV13 nos planos de vacina¢do de varios paises,
resultou numa diminuicdo de 24-68% da OMA de todas as causas, em areas com
elevadas taxas de colonizacdo e doenca pneumocdcica, o que sugere uma eficacia
acrescida desta vacina nestas areas, em parte devido ao efeito de imunidade de grupo

[101].

e Diagndstico etioldgico
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Ndo existe um método de referéncia para o diagndstico da OMA, sendo este
maioritariamente clinico e baseado na otoscopia, podendo ser complementado através
da avaliacdo funcional da membrana timpanica, que melhor esclarece quanto a afecado
do ouvido médio [99, 100]. A realizagdo da otoscopia e/ou timpanometria requer
material especifico que nem sempre estd disponivel e, no caso concreto da otoscopia,
depende da experiéncia/pratica do clinico, o que lhe confere algum carater de
subjetividade. Sendo assim, torna-se dificil estudar esta infecdo, existindo ainda muitas

duvidas quanto ao seu diagndstico e tratamento [97].

Streptococcus pneumoniae constitui o agente bacteriano mais comum na OMA, mas é
também uma bactéria de interesse em outros tipos de otite média, constituindo a
principal causa de infecdes recorrentes e de complicacbes pods-infeciosas [101]. As
criangas com OMA pneumocdcica geralmente apresentam febre mais alta e sinais
inflamatdrios locais mais exuberantes em relacdo as outras etiologias bacterianas,
excetuando talvez a OMA causada por Streptococcus pyogenes, a qual se carateriza por
um quadro clinico de ainda maior exuberancia e que serd abordada posteriormente
neste trabalho. Por outro lado, uma OMA que se manifeste bilateralmente, também
com sintomas oculares, num doente que ja tenha sido tratado previamente com
antibidticos, é mais sugestiva de Haemophilus influenzae [103]. Contudo, estes quadros
clinicos sdo apenas sugestivos e ndo permitem inferir, com certeza, quanto a etiologia
especifica da doenca, sendo necessario, para tal, a colheita de amostras de liquido
purulento proveniente do local de infecdo (ouvido médio) e a sua posterior andlise

microbioldgica [99].

o Meétodos de cultura

> Exsudado do ouvido médio

A colheita de amostras de liquido do ouvido médio coloca varios desafios. Na maioria
dos casos, este liquido encontra-se inacessivel, por detrds da membrana timpanica,
sendo necessario recorrer a procedimentos invasivos como a timpanocentese, para
obter uma amostra para analise [99]. Previamente a realizacdo desta técnica, e de forma
a minimizar a possibilidade de contaminacdo da amostra, quaisquer exsudados

presentes no canal auditivo externo devem ser removidos, possibilitando assim uma
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interpretacdao mais fidedigna dos resultados da sua andlise microbiolégica [112].
Tratando-se a timpanocentese de uma técnica invasiva e dolorosa, apenas realizada por
otorrinolaringologistas, esta ndo é recomendada por rotina, por motivos éticos e de
impraticabilidade da sua realizagdo ao nivel dos cuidados de saude primdrios, estando
normalmente reservada apenas para casos em que se verifique faléncia terapéutica ou
a presenca de complicagdes graves da OMA [108, 113, 114]. Casos em que 0s sinais
clinicos e otoscopicos de OMA persistam apds 48-72h, ou recorram num curto periodo
de tempo apds a realizagdao de um ou mais ciclos completos de antibioterapia, ou casos
em que surjam complicagdes intracranianas durante o curso do tratamento, devem ser
considerados como exemplos de faléncia terapéutica, devendo entao ser equacionada
a colheita de uma amostra para analise microbioldgica [100, 115]. Além de permitir
identificar o agente etiolégico responsavel e realizar o TSA, de forma a dirigir o
tratamento, a timpanocentese é também, nestes casos, um ato terapéutico, pois a
drenagem do liquido permite aliviar a pressdo no ouvido médio, diminuindo a

intensidade das queixas algicas [99, 116].

Ao perfurar a membrana timpanica durante a timpanocentese, existe a preocupacao de
gue esta ndo cicatrize totalmente, principalmente nos casos de OMA dado o processo
inflamatdrio subjacente. Esta preocupacdo é substanciada em resultados de estudos em
modelos animais, nos quais foi constatado um atraso na cicatrizacdo da membrana
timpénica [116]. No entanto, vérios estudos em humanos, nos quais os doentes foram
submetidos a dupla timpanocentese, (sendo a primeira diagndstica e a segunda de
controlo) mostraram que em 90% dos casos a perfuracdo da timpanostomia encerrava
por completo em 4-6 dias, independentemente da etiologia da otite, da idade do
doente, ou da existéncia de histéria prévia de OMA [116]. Foi também demonstrado, no
mesmo estudo, que a realizacdo de duas timpanocenteses consecutivas estava
associada a taxas de cicatrizacdo igualmente satisfatdrias, ndo tendo sido documentado
qgualquer aumento de risco de falha na cicatrizacdo da membrana timpanica [116]. A
falta de influéncia da etiologia ou do grau do processo inflamatério na cicatrizacdo da
membrana timpanica deve-se, provavelmente, ao facto da inflamacdo ocorrer
principalmente ao nivel da lamina prépria da membrana timpanica, ao passo que a

cicatrizacdo envolve essencialmente a camada epitelial da mesma [116].
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» Exsudado da nasofaringe

Visto a colonizagdo nasofaringea, muitas vezes, anteceder a otite média, em casos de
impossibilidade de colheita de amostras de liquido proveniente do ouvido médio,
recomendou-se o recurso ao estudo microbioldgico da nasofaringe, de forma a obter
alguma informacgao quanto ao agente etiolégico mais provavel e o seu TSA [104]. Esta
pratica, no entanto, ndo é de todo consensual, existindo grande discérdia entre autores
quanto a sua utilidade clinica. A cultura nasofaringea possui vdrias limitagdes, que
dificultam a sua interpretacdo, particularmente em criangas (grupo etario na qual a
grande maioria dos casos de OMA ocorre, e no qual as taxas de colonizagdo
pneumocdcica nasofaringeas sdo altas), pois ndo permite distinguir entre colonizacado
assintomatica e doenca, podendo a nasofaringe de um individuo estar colonizada por
mais que um agente em simultaneo, sendo dificil identificar, com elevado grau de

confianga, qual deles o causador de doenca [117].

Estudos que relacionaram os resultados de culturas nasofaringeas, em criangcas com
OMA, com os resultados das culturas do liquido do ouvido médio das mesmas criangas,
demonstraram valores preditivos negativos altos no que concerne a cultura
nasofaringea, nao obstante, também foram registados valores preditivos positivos
baixos e altamente variantes entre os agentes bacterianos mais comuns (VPP de 22-44%
para pneumococo, 50-71% para Haemophilus influenzae e 17-19% para Moraxella
catarrhalis) [100]. Estes resultados ndo permitem afirmar, com confianca, o racional de
qgue as culturas nasofaringeas sdo um substituto vidvel a cultura de uma amostra
proveniente do local de infe¢do, no caso da OMA [117, 118]. Como tal, e apesar de ser
defendida por alguns autores, dada a enorme dificuldade de interpretacdo dos seus
resultados, devida as limitagdes previamente enunciadas, a cultura nasofaringea nao
desempenha um papel no diagnéstico etioldgico da OMA. Por outro lado, as culturas
nasofaringeas ndo sdo completamente isentas de utilidade em relagdo as otites médias,
desempenhando um papel na vigilancia epidemioldgica das mesmas, ao oferecer uma
boa alternativa para monitorizar a incidéncia de estirpes resistentes a antibiéticos e a
incidéncia dos diferentes serdtipos de pneumococo apds a implementacdo das PCV, de

forma a melhor avaliar o seu efeito [113, 117].
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» Otite média aguda com perfuragdo da membrana do timpano

Cerca de 7% dos casos de OMA sdo acompanhados de perfuragdo espontanea da
membrana timpanica [113]. Tipicamente, esta perfuracdo é de pequenas dimensdes e
estd situada no quadrante antero-inferior da pars tensa da membrana, apresentando
resolugao espontanea num periodo de poucos dias e sem complicagdes, sendo portanto
apenas classificada como uma complicacdo ligeira da OMA [106]. Nestes casos, pode ser
colhida uma amostra de material biolégico proveniente do ouvido médio, sem
necessidade de realizacdo de timpanocentese. No entanto, existe um risco acrescido de
contaminagdo destas amostras por microrganismos comensais do canal auditivo

externo [104, 113].

Regra geral, apenas os resultados que indiquem Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Moraxella catahrralis ou Streptococcus pyogenes como
organismos causadores da doenca sdo valorizados, em casos de perfuracdo timpanica
espontanea. Por outro lado, resultados que correspondam a organismos como
Pseudomonas aeruginosa ou mesmo a Staphylococcus aureus sao de maior dificuldade
de interpretacdo, visto estes serem comensais do ouvido externo e agentes frequentes
de otite externa, e ndo pertencerem ao grupo de agentes etiolégicos comuns de OMA
[113]. Alguns estudos sugerem ainda que a OMA complicada com perfuracao
espontanea da membrana timpanica seja uma entidade nosolégica distinta da OMA sem
esta complicacdo [108]. Dados desses estudos parecem sugerir que pelo menos alguns
dos casos de perfuracdo espontanea da membrana timpanica estejam ligados a agentes
etiolégicos especificos, nomeadamente Streptococcus pyogenes e Streptococcus
pneumoniae [108]. Ndo obstante, tais estudos apresentam varias limitacdes que ndo nos
permitem avaliar, com elevado grau de certeza, a verdadeira importancia de

pneumococo como uma causa direta desta perfuracao [108].

o PCR

A maior parte do nosso conhecimento da otite média e da sua etiologia provém de
estudos cujos resultados se basearam, acima de tudo, em métodos culturais de
identificacdo bacteriana [104]. Estudos recentes tém vindo a explorar a utilizacdo da PCR

na otite como método de diagndstico microbiolégico complementar, tendo esta
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permitido a identificacdo de “novos” microrganismos cuja importancia na otite média
ndo é ainda totalmente conhecida, como sdo exemplo organismos fastidiosos como
Alloiococcus otitidis e outros microrganismos ndo-cultivaveis [104]. Tratando-se a PCR
de uma técnica de identificagdo que tem por base a detegao e amplificagdo de DNA, esta
ndo exige a viabilidade do microrganismo em questdo, para produzir um resultado
positivo. Sendo assim, a PCR torna-se particularmente util em casos em que as culturas
apresentaram um resultado negativo, sobretudo em doentes previamente submetidos
a antibioterapia [103]. Ndo obstante, e apesar das metodologias PCR apresentarem
valores de sensibilidade e especificidade diagndstica superiores aos das culturas, a
interpretacdo dos seus resultados deve ser enquadrada no quadro clinico e confirmada,
de preferéncia, através de um outro método de identificacdo microbiolégica, dado esta
técnica ndo distinguir entre colonizacdo e infecdo [103]. E importante ressalvar que a
PCR do exsudado do ouvido médio apresenta as mesmas dificuldades de colheita de
amostra referidas previamente em relacdo nas culturas, e como tal, a sua aplicacdo na
pratica clinica comum cinge-se a reduzido nimero de casos nos quais haja indicagao

para realizacdo de timpanocentese.

33



Pneumonia:

e Definigdo

A pneumonia consiste numa inflamacdo aguda do parénquima pulmonar de origem
infeciosa, e é definida por um critério imagiolégico, que inclui a identificacdo de
infiltrados pulmonares por RX ou TAC toracicos, juntamente com 2 outros critérios
clinicos, entre eles, a exacerbagcdo ou aparecimento de novo de tosse produtiva,
dispneia, taquipneia, toracalgia, febre/hipotermia, sudorese e alteracGes focais

identificadas de novo ao exame objetivo do térax [63, 119].
e Etiologia e epidemiologia

Pneumonia adquirida na comunidade (PAC) é definida como qualquer pneumonia que
se desenvolva fora do hospital ou em menos de 48h apds o internamento hospitalar,
num doente que ndo se encontrava previamente hospitalizado ou a residir em lar ou
instituicdo equivalente [74]. A incidéncia da PAC varia entre 1.2-11.6/1000 adultos por
ano, sendo mais frequente em certos grupos de risco como os mais idosos e os doentes
com doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) [42]. No entanto a sua verdadeira
incidéncia é incerta, dado que apenas 20-25% dos doentes sao hospitalizados e nao se

trata de uma doenca de declaragao obrigatéria [42, 120].

Os agentes patogénicos mais frequentemente isolados na PAC sdo Streptococcus
pneumoniae (20-30%), Haemophilus influenzae (3-10%), Legionella pneumophila (2-8%),
Mpycoplasma pneumoniae (1-6%), Chlamydophila pneumoniae (4%), bacilos Gram-
negativos (3-5%) e outras causas (10-20%) [42, 120]. Através da interpretacdo destes
dados conclui-se que, apesar da implementacgao a nivel mundial das PCV, Streptococcus
pneumoniae mantém o seu lugar como principal agente etioldgico da PAC, apesar de ter
sofrido uma reducdo significativa na sua frequéncia de 35-40%, na era pré-PCV, para 20-

30% na era pds-PCV [119, 121].

A PAC pneumocdcica pode ser classificada como invasiva ou ndo invasiva. Esta é uma
distincdo importante tanto a nivel epidemiolégico como também a nivel diagndstico e

de progndstico. A variante invasiva, para além do eventual isolamento do agente em
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produtos do aparelho respiratério, é diagnosticada através de uma hemocultura positiva
para Streptococcus pneumoniae, sindnima de bacteriemia. Por outro lado, a variante
ndo invasiva é diagnosticada pela identificacdo de Streptococcus pneumoniae em uma
amostra ndo estéril, mais frequentemente a expetoragdo, ou por um resultado positivo
da pesquisa do antigénio urindrio de pneumococo, na presenca de hemoculturas

negativas [46, 122].

A PAC pneumocdcica invasiva pertence ao grupo das DIP, estando portanto associada a
uma maior morbilidade e mortalidade em relacdo a PAC ndo invasiva, assumindo um
mesmo grau de gravidade da doenca no momento da admissdo do doente [123, 124].
De todas as DIP, 80-90% constituem pneumonias invasivas e 5-10% constituem
bacteriemia com/sem outro foco ou meningites. Dentro do grupo da PAC causada por
Streptococcus pneumoniae, apenas 20-30% sao invasivas, sendo os restantes 70-80%
ndo invasivas [122]. Contudo, a verdadeira incidéncia da pneumonia pneumocdcica
invasiva é de dificil previsdo, ja que a sua epidemiologia estd intimamente relacionada
com as praticas de imunizacdo de cada regido e o seu diagndstico é baseado
principalmente nas hemoculturas (mas também, em menor nimero de casos, na andlise
microbioldgica do liquido pleural) que, ao ndo serem sempre realizadas e ao possuirem
baixa sensibilidade, estdo longe de serem consideradas um teste ideal para este
diagndstico, levando a conclusdo de que a sua incidéncia seja significativamente
subestimada. A baixa sensibilidade das hemoculturas e o risco de contaminagdo durante
a colheita da amostra denotam a necessidade urgente de um novo teste diagndstico

para as DIP [123, 125].

e Diagndstico etioldgico

Atualmente, os padrdes de qualidade da microbiologia assentam em 4 pilares
fundamentais, o produto colhido e a sua origem, o potencial patogénico dos
microrganismos identificados, a concentracdo desse microrganismo na amostra e a
influéncia prévia de antibidticos sobre a mesma [126]. Estes padrdes sdo especialmente
importantes na PAC, onde as consideracdes metodoldgicas impactam significativamente

os resultados da andlise microbioldgica [119, 127].
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As investigacGes microbioldgicas correntes para a identificagdo das causas bacterianas
e virais da PAC incluem hemoculturas, culturas da expetoragao, secre¢ées bronquicas,
lavados bronco-alveolares e do liquido pleural (quando disponiveis), serologias para as
bactérias atipicas (Mycoplasma spp. e Chlamydia spp.), PCR e pesquisa do antigénio

urinario de pneumococo e de Legionella pneumophila [63].

O agente responsavel pela PAC permanece desconhecido em cerca de 30-60% dos casos,
mesmo com uma investigacdo microbiolégica adequada. Isto deve-se, em parte, a baixa
acuidade diagndstica dos varios testes microbioldgicos, derivada da dificuldade na
obtencdo de produtos do trato respiratdrio de alta qualidade [119, 120]. Por outro lado,
o tratamento prévio com antibiéticos diminui significativamente a sensibilidade das
culturas, sendo a extensdo do seu efeito dificil de quantificar, ao depender de vdrios
fatores como o tipo de antibidtico, a duracdo da administracao prévia a obtencdo da

amostra, o tipo de amostra e a suscetibilidade do agente patogénico [128].
o Bidpsia pulmonar

A arvore traqueobronquica e os pulmdes sdo geralmente estéreis abaixo da laringe
[120], dai que o método ideal para a determinagcdo da etiologia de uma pneumonia,
apenas do ponto de vista do diagndstico etioldgico, seja através da analise de uma
amostra obtida diretamente do local de infecdo, o pulmao, evitando os riscos de
contaminagdo com a microbiota das vias aéreas superiores [63, 129]. As bidpsias
pulmonares, transbrénquicas ou transtordcicas, representam um método de
diagndstico invasivo e, como tal, sdo principalmente utilizadas apenas em casos onde os
beneficios superem os riscos, como é o caso da avaliacdo citoldgica na suspeita de
doenca maligna. Nao obstante, as bidpsias pulmonares podem ser utilizadas para
detetar infecdo e, no caso particular da pneumonia, apenas as transtoracicas foram
estudadas em maior escala, pelo que somente os resultados destas serao apresentados

neste trabalho [129].

As principais complicacdes da biépsia pulmonar sdo as hemoptises e o pneumotdrax e
sucedem em cerca de 5% das intervencdes, sendo na sua grande maioria apenas
transitorias. Coagulopatias, hiperinsuflacdo toracica e suspeita de infecdo por

Pneumocystis jirovecii sdo, logicamente, contraindicacbes para esta técnica e so deve
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ser utilizada em doentes que apresentem grandes consolidacdes pulmonares periféricas
identificadas previamente por um método imagioldgico, de forma a minimizar os riscos,

e em locais que possuam a capacidade de lidar com as possiveis complicacdes [128, 130].

Os resultados das culturas das amostras obtidas através da biépsia pulmonar variam
consideravelmente em cada estudo, mas estes aparentam diagnosticar o agente
etioldégico da pneumonia em 11-17% dos casos, atingindo valores mais elevados, na
ordem dos 30-40% se forem utilizadas outras técnicas de diagnéstico como a PCR [128-
130]. Um pulmao de um individuo sauddvel é praticamente estéril e, como tal, a
especificidade da cultura destes produtos é muito elevada, pois o potencial de
contaminagao da amostra é diminuto [130]. Sob outra perspetiva, nos doentes com
DPOC, por possuirem colonizagdao bacteriana abaixo do nivel da laringe, a acuidade
diagnodstica desta técnica diminui, dado o potencial de existirem resultados falsos-

positivos [126].

Durante anos, a biépsia pulmonar transtoracica foi considerada o método de referéncia
do diagndstico da pneumonia e contribuiu significativamente para o conhecimento atual
[127, 128]. No entanto foi abandonada devido as preocupag¢des quanto ao seu perfil de
seguranca, a ndo aceitacdo por parte dos doentes em serem submetidos ao
procedimento e devido ao sentimento de que esta era na maioria das vezes
desnecessaria [126]. Esta técnica continua a ter a sua utilidade em certos doentes nos
Cuidados Intensivos ou com pneumonias nosocomiais, em que o diagndstico etioldgico

correto e rapido é de extrema importancia para dirigir o tratamento.

o Sangue / Hemoculturas

Apesar de as hemoculturas serem consideradas o método de referéncia para a detecao
de bacteriemia, a sua utilidade em doentes com PAC é controversa [131]. Estas sé tém
utilidade nos casos de pneumonia com bacteriemia e, como ja referido anteriormente,
aplicam-se apenas a uma pequena percentagem das PAC, devido a disseminacdo da

infecdo ocorrer, principalmente, a nivel local e ndo por via hematogénea.

As hemoculturas sdao positivas em apenas 20-30% dos casos de PAC pneumocdcica [119]
e, como tal, positivas em ainda uma menor percentagem de todas as PAC, cerca de 2%
a 9%, dependendo de os doentes se encontrarem em regime de ambulatdrio ou
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hospitalar, respetivamente [132]. Tudo isto, em juncdo com o potencial risco de
contaminacgao por parte da microbiota da pele, e com o facto de os seus resultados
positivos raramente levarem a alteracdo da antibioterapia empirica que estava a ser
administrada, demonstra que as hemoculturas nao devem ser realizadas por rotina nas
PAC ndo graves [132-134]. No entanto, a sua especificidade permanece bastante
elevada para o diagndstico de bacteriemia. Certas consideragdes metodoldgicas sdo
essenciais para maximizar a sensibilidade diagnéstica das hemoculturas. Devem ser
colhidas vdrias amostras, devendo ser puncionado um local distinto de cada vez e, para
maximizar a sensibilidade, as colheitas devem ser realizadas em tempos diferentes, pois
a bacteriemia é frequentemente intermitente [129, 135, 136]. Cada amostra deve ter
pelo menos 10ml no adulto, uma vez que o volume de sangue é o principal fator
determinante da sensibilidade das hemoculturas, a qual aumenta a cada mililitro

adicional [129, 135, 136].

Os valores da sensibilidade e especificidade para o diagndéstico de pneumonia por
Streptococcus pneumoniae sdo dificeis de apurar e variam muito entre estudos, dado
nao existir um verdadeiro teste de referéncia. Nao obstante, de forma a poder ser
tracado um paralelo entre os vérios métodos de diagndstico etioldgico neste trabalho,
foi decidido utilizar os valores obtidos por um desses estudos no qual foram comparados
os métodos mais comumente utilizados na analise de amostras sanguineas. As
hemoculturas apresentam, portanto, uma sensibilidade e uma especificidade

diagnodsticas de pneumococo de 12,9% e de 100%, respetivamente [137].

O valor deste teste microbiolégico prende-se com a identificagdo de microrganismos
menos comuns, e, como tal, potencialmente ndo abrangidos pela antibioterapia
empirica, cujo atraso no tratamento adequado pode ter consequéncias graves. Por isso
as hemoculturas sdo ainda recomendadas no caso das PAC graves, sendo este subgrupo
de doentes o Unico a demonstrar um potencial beneficio das hemoculturas, ao possuir
uma maior incidéncia de bacteriemia em comparacao com as PAC ndo graves e uma
maior incidéncia de microrganismos multirresistentes [133, 134, 138]. Porém, esta

recomendacado carece de mais estudos que a apoiem [138].
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O uso da PCR em amostras sanguineas tem sido alvo de estudo por apresentar uma
sensibilidade superior a das hemoculturas, mantendo uma elevada especificidade. Estes
valores de sensibilidade e especificidade sao dificeis de avaliar pois, na auséncia de um
verdadeiro método de referéncia, as hemoculturas tém de ser consideradas o termo
comparativo. Ndo obstante, a pesquisa do gene /ytA por RT-PCR no sangue demonstra

uma sensibilidade de 17,1% e uma especificidade de 97,4% [137].

Os valores da sensibilidade da PCR em amostras sanguineas sao extremamente baixos
em comparagdao com aqueles obtidos na andlise de outras amostras e devem-se a
fatores inerentes ao préprio sangue e a natureza da técnica. O sangue contém elevadas
quantidades de ADN humano que é um inibidor da PCR e, como tal, é um dos
responsaveis pela diminuicdo da sensibilidade desta técnica. Outro fator adjuvante é a
dificil lise da parede celular de Streptococcus pneumoniae quando contida em sangue,
prejudicando a extracdo de ADN de pneumococo e por conseguinte a sensibilidade da
PCR. Quanto a especificidade, esta ndo é de 100% devido a reatividade cruzada deste

teste com outros estreptococos do grupo mitis [137, 139].

A identificacdo do gene lytA por PCR s6 sera positiva no sangue em casos de pneumonia
bacteriémica e, dado o pequeno incremento de sensibilidade acompanhado de perda
de especificidade em relagdo as hemoculturas e o facto de apenas pesquisar
pneumococo, faz com que esta técnica seja apenas utilizada em estudos, ndo possuindo

qualquer papel na clinica, de momento.
o Expetoragdo / Secreg¢Ges bronquicas

Sendo a expetorac¢do proveniente das vias respiratdrias inferiores e podendo ser colhida
de forma ndo invasiva, representa um produto de elevada importancia diagndstica pois
é originaria do local de infecdo [129]. Cerca de 60% dos doentes adultos é capaz de
produzir uma amostra de expetoragao, sendo este o produto que mais frequentemente
se encontra disponivel para analise microbiolégica na pneumonia e cujo resultado da
cultura é utilizado para estabelecer o diagndstico presuntivo de pneumonia bacteriana

e para guiar as decisoes clinicas, na maior parte dos casos [26, 126, 140].

Virios estudos demonstram que a acuidade diagndstica da cultura da expetoragdo, no
caso especifico da pneumonia pneumocdcica, varia entre 10-86% dependendo da

39



gualidade dessa expetoracdo e do uso prévio de antibidticos, atingindo os 86% nos casos
em que os doentes nao tenham sido tratados com antibidticos e a expetoragao seja de

boa qualidade [132, 141].

Em geral a expetoracdo estd sujeita a contaminacado orofaringea durante o processo da
colheita da amostra, dificultando a interpretagdo dos resultados da cultura. Esta deve
ser induzida sob uma tosse profunda e rapidamente analisada ou preservada para evitar
o crescimento de contaminantes [126, 142] Como tal, as amostras de expetoragao
devem ser analisadas quanto a sua qualidade previamente ao seu processamento. A
analise da qualidade da expetoracdo tem por base a coloracdo Gram, onde é observado
o numero de leucdcitos polimorfonucleares e de células epiteliais pavimentosas
presentes num campo de menor ampliacdo (100x). A presenca de menos de 10 células
epiteliais e mais de 25 polimorfonucleares é o critério mais utilizado para caraterizar
uma amostra de expetoracdo como sendo de boa qualidade, representativa do trato
respiratério inferior. Uma amostra de expetora¢cdo que contenha poucos leucdcitos
polimorfonucleares e grande quantidade de células epiteliais pavimentosas
provavelmente apresenta contaminagdo orofaringea, pelo que deve ser rejeitada para
cultura. Seguindo estes critérios, a cultura da expetoracdo passa a possuir sensibilidade

e especificidade aceitdveis para o diagndstico de pneumonia pneumocdcica [142-144].

Previamente a cultura, as amostras devem também ser analisadas quanto a presenca de
bactérias, algo que é facil de fazer visto estas ja terem sido submetidas a coloracao de
Gram aquando da analise da sua qualidade. Os resultados desta coloracdo irdo facilitar
a interpretacao dos resultados da cultura e apresentam, numa amostra de boa
qgualidade, um elevado valor preditivo positivo e uma sensibilidade e especificidade
diagnédsticas boas para Streptococcus pneumoniae na ordem dos 70% e 93%,
respetivamente [26]. No entanto é um teste cujo resultado negativo ndao permite excluir
a etiologia bacteriana da pneumonia e, como tal, varios estudos questionam a sua
utilizacdo, ja que amostras de expetoracdao de boa qualidade sdo dificeis de obter e a

toma prévia de antibidticos condiciona varios resultados falsos-negativos [26, 145].

Tal como acontece com as hemoculturas, as guidelines mais recentes da American

Thoracic Society ndo recomendam a coloragcdo Gram nem a cultura da expetoragao
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rotineiramente na PAC ligeira a moderada, sendo estes reservados apenas para 0s casos

de PAC grave, onde o seu valor diagndstico é mais elevado [132].

No caso especifico da identificagcdao do gene lytA por PCR na expetoracdo, a sensibilidade
e especificidades diagndsticas de pneumonia pneumocécica, em amostras de boa
qualidade, rondam os 75-95% e 80-96%, respetivamente, dependendo do estudo e
método diagndstico a qual a PCR é comparada, sendo estes valores relativamente
semelhantes aqueles reportados nas culturas [146, 147]. Os resultados da PCR mantém-
se praticamente inalterados mesmo em doentes que ja tenham iniciado antibioterapia
previamente a colheita da amostra, representando uma vantagem em relacdo as
culturas. No entanto, o verdadeiro valor deste teste encontra-se, potencialmente, na
utilizacdo da quantitative polymerase chain reaction (qPCR), que ao permitir quantificar
as copias de ADN por mililitro na expetoracdo pode permitir a diferenciagcdo entre
colonizagao e infegao pneumocdcica. Nao obstante, ainda ndo se encontram definidos
valores cut-off para este fim, sendo necessarios mais estudos e, como tal, de momento
a utilizacdo da PCR nas amostras de expetoracdo ndo é utilizada na pratica clinica [146,

147].
o Indugdo da expetoragao

A grande maioria das criancas e uma percentagem consideravel dos adultos tem
dificuldade em produzir uma amostra de expetoracao. Como tal, varios estudos sugerem
a realizacdo do procedimento de inducdo da expetoracdo, de forma a obter uma
amostra para analise. Este procedimento é principalmente utilizado em criangas
imunocomprometidas, e/ou com suspeitas de tuberculose, ou em casos de exacerbacdo
de fibrose quistica, onde o diagndstico microbiolédgico é de grande importancia para a
selecdo da terapéutica apropriada [129, 143, 148]. Nao obstante, o interesse desta

técnica, em doentes hospitalizados por PAC, tem vindo a aumentar [148].

Tal como na expetoragdo que ocorre naturalmente, a expetoragdao induzida corre
também o risco de contaminacdo orofaringea, independentemente de ter sido colhida
através de succdo por cateter ou ndo. Desta forma, as amostras devem ser analisadas
guanto a sua qualidade previamente a qualquer estudo microbiolégico, e os resultados

desses estudos devem também ser interpretados com cautela, ja que partilham os
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mesmos condicionantes de sensibilidade e especificidade diagndstica que qualquer

outra amostra de expetoragao [129, 143].

Os possiveis efeitos adversos desta técnica incluem dessaturagdes dos niveis de 02> 5%
por periodos de tempo superiores a 15 minutos, broncospasmo com necessidade de
novo/aumento de dose de broncodilatadores, prostracdo ou redugdo do nivel de
consciéncia, e potencialmente morte. Como tal, qualquer doente que apresente crises
convulsivas nas ultimas 24h, perda dos reflexos de protecao da via aérea definida por
um GCS <8, saturagdes de 0; <92%, ou que tenha sofrido recentemente uma crise de
broncospasmo grave, é um doente que apresenta uma contraindicacdo para a realizacdo

da indugdo da expetoracgdo [148].

Apesar dos graves riscos inerentes a esta técnica, o perfil de seguranca da indu¢do da
expetoracdo foi avaliado por alguns estudos internacionais em larga escala,
principalmente em criangas com PAC grave. Nestes, este procedimento demonstrou ser
bem tolerado, com capacidade de produzir amostras de boa qualidade em mais de 60%
dos casos, e ser relativamente seguro ao apresentar menos de 1% de efeitos adversos

nos mais de 4500 casos estudados [143, 148].

A inducdo da expetoracdo carece de mais estudos em adultos antes de poderem ser
retiradas conclusGes quanto ao seu papel no diagndstico etiolégico das pneumonias,
sendo que, provavelmente, apenas sera utilizada em casos selecionados, nos quais o
diagnéstico etioldgico seja de tal maneira importante que os beneficios superem os

riscos inerentes ao procedimento.

o Lavado broncoalveolar

O lavado broncoalveolar representa uma alternativa vidvel para a obtencdo de uma
amostra proveniente das vias respiratdrias inferiores, caso ndo tenha sido possivel obter
uma amostra de expetoracdo / secre¢des bronquicas de forma ndo invasiva. Este
procedimento invasivo apresenta um bom perfil de seguranca e as amostras produzidas
apresentam baixo risco de contaminacdo orofaringea, contribuindo para um aumento
da sensibilidade e especificidade do diagnéstico etioldgico das pneumonias [126, 129,

149].
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Este método de diagndstico etioldgico é de grande utilidade nos casos de pneumonias
nosocomiais e associadas ao ventilador nas unidades de cuidados intensivos. No
entanto, na PAC é considerado desnecessdrio devido aos riscos inerentes ao
procedimento e dada a existéncia de varias alternativas ndo invasivas ja previamente
discutidas. Nao obstante, pode e deve ser utilizado em casos de PAC grave que ndo

respondam a terapéutica bem como em outros casos selecionados [126, 129, 149].

o Amostras do trato respiratério superior

A grande disponibilidade e facilidade de obtengao das amostras do trato respiratorio
superior torna a sua utilizacdo bastante apelativa no diagndstico etioldgico da
pneumonia, dadas as dificuldades em produzir uma amostra respiratdria proveniente
das vias aéreas inferiores. No entanto, a cultura e PCR das amostras provenientes da
nasofaringe/orofaringe ndo permitem a distincdo entre colonizacdo e infe¢do no caso
de Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae, que constituem os principais
agentes etiolégicos na PAC e, como tal, ndo tem interesse no diagndstico etiolégico

desta entidade [129, 150].
o Derrame pleural/Empiema

A introducgao da PCV teve um impacto significativo na diminuicdo da incidéncia da PAC
e da taxa de complicacdes desta. No entanto, possivelmente devido a alteracdo da
distribuicdao dos serétipos de Streptococcus pneumoniae causadores da doenga, a
incidéncia de derrames pleurais parapneumodnicos e de empiemas tem vindo a
aumentar desde entdo. Estas representam as complicacdes mais frequentes na PAC
infantil, sendo que Streptococcus pneumoniae representa o agente etioldgico

responsavel em mais de 60% delas [53].

Um derrame pleural pode ter varias causas, sendo que as doencas malignas (27%), a
insuficiéncia cardiaca (21%), a pneumonia (19%) e a tuberculose (9%) representam as 4
principais [151]. E, segundo as guidelines da British Thoracic Society, desde que o
derrame pleural ndo aparente ser resultado de um estado edematoso como a
insuficiéncia cardiaca, nesses derrames, particularmente nos unilaterais, deve ser
realizada uma toracocentese ecoguiada para a recolha de uma amostra para andlise
citoldgica, bioquimica e microbioldgica [152].
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Quanto ao estudo microbioldgico, é realizada a coloragcdo Gram e subsequente cultura
da amostra, por rotina, resultando na identificacdo do agente patogénico em cerca de
20-25% dos casos. Esta acuidade diagnodstica pode atingir os cerca de 80% se a este
estudo forem adicionadas as técnicas de PCR e pesquisa do antigénio do pneumococo

(BinaxNOW®) [53, 127, 151].

O liquido pleural é uma 6tima amostra para o estudo microbiolégico, ja que este é estéril
em condi¢Ges ndo-infeciosas, e portanto um resultado positivo serd diagndstico de
infecdo, ndo podendo ser confundido com contaminagdo ou colonizagdao. Como tal, e
dada a sua elevada sensibilidade e rapidez em produzir resultados, a PCR apresenta-se
como a técnica de diagndstico etiolégico de eleicdo nos derrames pleurais
parapneumonicos, possibilitando a implementacdo de uma antibioterapia dirigida mais

precoce perante um resultado positivo [151].

Varios estudos tém vindo a aplicar o teste BinaxNOW® diretamente no liquido pleural e,
apesar de tal uso ndo se encontrar validado pelo fabricante, o teste apresentou uma
sensibilidade entre os 70-90% e uma especificidade entre os 70-100% para a detecdo de
pneumococo, dependendo do estudo [127]. Estes resultados continuam a ser inferiores
aqueles obtidos com a PCR e, ao ndo estar validado, ndo é um teste cuja realizacdo possa
ser recomendada neste momento, necessitando de mais estudos [127]. No entanto, a
sua realizacgdo em criangcas com derrame pleural pode representar uma grande
vantagem com superior valor diagndstico, ja que ao contrdrio da pesquisa do antigénio
pneumocdcico na urina, a pesquisa do mesmo no liquido pleural ndo apresenta
resultados falsos positivos devido a colonizacdo assintomatica de Streptococcus

pneumoniae [153].

No caso particular das pneumonias pneumocdcicas pediatricas complicadas
(complicacGes estas que se entendem por pneumonias acompanhadas por derrame
pleural parapneumadnico ou empiema), as hemoculturas e culturas do liquido pleural sdo
frequentemente negativas [17]. Por vezes, a colheita das amostras para cultura é feita
posteriormente a administracao de antibioterapia, no entanto, este dado, por si sé, ndo
justifica a baixa acuidade diagndstica das culturas de liquido pleural nestes casos [17].

Como ja referido, existem atualmente 98 serdtipos confirmados de Streptococcus
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pneumoniae, sendo que alguns deles possuem maior potencial invasivo que outros.
Relativamente as pneumonias pneumocdcicas pedidtricas complicadas, o serdtipo 3 é
de particular interesse pois, apesar de estar contido na PCV13, é atualmente o serdtipo
mais comum neste tipo de pneumonias [17]. Pneumococo raramente cresce em cultura
de liquido pleural, podendo justificar a baixa acuidade diagndstica desta nos empiemas
e derrames pleurais, ndo obstante, é facilmente identificado por PCR. Como tal, as
técnicas de diagndstico baseadas na PCR tém vindo a ganhar bastante destaque na
analise microbioldgica das infe¢cdes pneumocdcicas invasivas, mas também na vigilancia
epidemioldgica das mesmas, dado permitirem identificar um nimero muito aprecidvel
de serétipos, para os quais existem sondas, nomeadamente todos os incluidos na PCV13

[17].
o Urina

A introducdo da pesquisa do antigénio urindrio na pratica clinica aumentou
consideravelmente o numero de diagndsticos etioldgicos estabelecidos na PAC, em
cerca de 13-30%, dependendo da populagdo estudada [17, 42]. N3o obstante é
importante realcar o facto de que um resultado positivo do teste BinaxNOW®, apesar
dos seus bons valores de sensibilidade e especificidade diagndsticas de cerca de 74% e
97%, respetivamente, ndo permite um diagndstico definitivo de pneumonia
pneumocdcica pois ndao é capaz de diferenciar entre colonizacdo e infecdo
pneumocodcica. Como tal, o teste ndo deve ser realizado em criangas, onde as taxas de

colonizacdo por Streptococcus pneumoniae sao elevadas [42, 52].

Este teste possui alguma utilidade no diagndstico etiolégico de pneumonias
pneumocdcicas, ao realizar-se rapidamente e ao ndo ser negativamente afetado pela
iniciacdo da antibioterapia previamente a obtencdo da amostra, desde que tal inicio ndo
exceda mais que 3 dias [46, 52]. No entanto, as guidelines atuais ndo recomendam a sua
utilizacdo rotineira a excecdao dos casos de PAC grave, dado que um resultado positivo

ndo alteraria a prescricdo da antibioterapia [132].

Recentemente foi introduzido outro teste diagndstico, o Sofia Pneumococcal FIA®, que
também pesquisa a presenca do antigénio da parede celular pneumocdcica na urina,

distinguindo-se do BinaxNOW® ao ter como base a imunofluorescéncia e ndo a
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imunocromatografia. A leitura do Sofia FIA® é automatizada, o que permite uma ligeira
melhoria da sensibilidade deste em relagao ao BinaxNOW®, no entanto esta diferenca
foi reportada como ndo estatisticamente significativa por vdrios estudos. Este teste
apresenta, aproximadamente, uma sensibilidade e especificidade diagndsticas de 78%
e 83%, respetivamente, e simultaneamente partilha as mesmas vantagens e
desvantagens inerentes ao BinaxNOW® [42, 43, 52]. Como tal, sdo necessarios mais
estudos que demonstrem efetivamente uma relacdo de superioridade deste teste em

relacao ao teste BinaxNOW®, até agora ndao comprovada.
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Meningite bacteriana:

e Definigao

A meningite corresponde a inflamacdao das meninges e do espag¢o subaracnoide que
pode também afetar o cortex cerebral, dada a sua proximidade anatémica [154, 155].
Esta doenca apresenta, por norma, uma etiologia infeciosa (bacteriana, viral ou fungica)
mas pode também ter origem nado infeciosa, sendo denominada, nesses casos, de
meningite assética (medicamentos, traumatismos, entre outros). A meningite
bacteriana é considerada a forma mais grave desta doencga, representando uma

emergéncia médica e, como tal, exigindo avalia¢do e tratamento imediatos [154].
e Etiologia e epidemiologia

Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, Listeria
monocytogenes e Streptococcus agalactiae sdo as bactérias mais frequentemente
identificadas na meningite, sendo que a sua prevaléncia varia consoante os diversos
grupos etdrios e fatores de risco [77, 156]. Tal prevaléncia sofreu grandes alteragdes nas
ultimas décadas, em grande parte devido a introducdo das vacinas conjugadas contra
Haemophilus influenzae tipo b, Neisseria meningitidis e Streptococcus pneumoniae [77,
157]. Estas vacinas levaram a quase extin¢do da doenca por Haemophilus influenzae tipo
b e reduziram substancialmente a incidéncia da mesma por meningococo €, em menor
grau, por pneumococo. A vacinacdo mostrou-se particularmente eficaz ao nivel das
criangcas com idades inferiores a 2-5 anos, passando a idade adulta a ser o grupo etdrio

mais afetado [77, 156, 158].

Atualmente, Escherichia coli e Streptococcus agalactiae sao os agentes bacterianos mais
comuns na meningite neonatal, sendo Streptococcus pneumoniae e Neisseria
meningitidis os principais agentes etiolégicos nas restantes meningites bacterianas de
idade pediatrica e adulta (Listeria monocytogenes, por outro lado, apresenta-se como

causa comum de meningite bacteriana nos idosos e/ou imunodeprimidos) [159].

e Manifestagdes clinicas
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A triade cldssica da meningite, composta por febre, rigidez da nuca e alteracdo do estado
de consciéncia, apenas estd presente em cerca de 40-50% dos doentes, dificultando
assim o diagndstico [77, 157]. Os sinais meningeos de Kernig e de Brudzinski sdo muitas
vezes procurados pelos clinicos aquando da suspeita de meningite, de forma a
estabelecer um diagndstico, apresentando uma elevada especificidade de cerca de 95%
mas baixas sensibilidades a rondar os 50-60%, dado apenas refletirem irritagcdo
meningea, que pode ter multiplas causas [77, 157]. Na sua grande maioria, os sinais e
sintomas clinicos da meningite ndo tém a capacidade de predizer a etiologia, no entanto,
o rash cutaneo purpurico/petequial € uma excecdo, ja que apresenta sensibilidade de
63-80% e especificidade entre os 83-92% para o diagndstico de meningite
meningocdcica. Outros rashes cutaneos, ainda que mais raramente, estdo também

descritos na meningite pneumocécica [77, 159].

Apds a introdugdo das PCV a incidéncia da meningite pneumocdcica foi reduzida em
cerca de 33% [1609]. No entanto, pneumococo permanece a principal etiologia
bacteriana de meningite, a nivel mundial, entre todas as faixas etarias, a excecao do
periodo neonatal, representando cerca de 60-70% da totalidade dos casos de meningite

bacteriana nos Estados Unidos da América [159-162].

Grande parte dos casos de meningite pneumocdcica desenvolve-se por via
hematogénea, apds bacteriemia. Ndo obstante, a elevada incidéncia de doentes com
infecdo do trato respiratério superior que desenvolvem meningite sugere que alguns
desses casos possam ocorrer por extensao direta de processos infeciosos pré-existentes

(otite média, mastoidite, rinossinusite, etc.) [157, 160].

A meningite pneumocédcica possui uma apresentacdo clinica varidvel, sendo esta
dependente de varios fatores, entre eles a idade dos doentes, que costuma ditar uma
sintomatologia mais subtil e atipica nos extremos etarios [77, 159]. Os sinais e sintomas
mais comuns que sugerem esta doenca sao febre, vémitos, fotofobia, cefaleias, sinais
meningeos (que podem estar ausentes devido a analgesia ou corticoterapia prévias),
alteracdes do estado de consciéncia, crises convulsivas e/ou défices neuroldgicos focais
[155, 159]. Com uma taxa de mortalidade a rondar os 30% e com 30-50% dos doentes a

apresentar sequelas neuroldgicas como surdez, défices focais neuroldgicos, crises
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convulsivas, e défices cognitivos a longo prazo, a meningite por Streptococcus
pneumoniae possui a maior mortalidade e morbilidade de entre os varios agentes
bacterianos causadores de meningite, sendo de extrema importancia o seu diagndstico

e tratamento precoces [54, 159, 160, 162].

e Diagndstico etioldgico

o Meétodos de cultura

De acordo com as guidelines da ESCMID, deve ser realizada uma pung¢do lombar (PL)
para a colheita de liquido cefalorraquidiano (LCR) em todos os doentes que apresentem
clinica suspeita de meningite [77, 161]. A PL é um procedimento necessdrio, porque
apenas a analise do LCR permite o diagndstico da meningite e da sua etiologia, dado que
as caracteristicas clinicas sdo incapazes de a diferenciar de outros diagndsticos e de
distinguir entre as diversas etiologias [155]. Este procedimento ndo é isento de riscos,
sendo a herniacdo cerebral, a hemorragia subaracnoideia e a possivel inoculacdo de
bactérias no espaco subaracnoideu os principais. Como tal, constituem contraindica¢des
a realizacdo da PL os disturbios da coagulacdo ndo corrigidos, trombocitopénias
<50000/mm?3, a instabilidade cardiorrespiratéria, sinais que indiquem a presenca de

hipertensao intracraniana (HIC) e infecdo cutdnea no local de puncdo [77, 155].

Quanto ao risco de herniagcao cerebral na PL, este ndo se encontra bem definido, visto
gue a mesma pode ocorrer em casos de meningite bacteriana nos quais nao foi realizada
uma PL [155]. A herniagdo cerebral ocorre, em norma, nas 5 horas que se sucedem ao
procedimento, sendo este risco mais elevado nos doentes que demonstrem sinais e
sintomas de hipertensao intracraniana [155]. Neste contexto, a TAC cranio encefalica é
comumente utilizada para avaliar o risco de herniacdo cerebral [77, 155]. Contudo, a
realizacdo de exames imagioldgicos previamente a PL leva a um atraso substancial e
inaceitavel na iniciacdo da antibioterapia, culminando em um aumento da morbilidade
e mortalidade [77, 157, 162]. Desta forma, as atuais guidelines da ESCMID recomendam
que a TAC-CE apenas seja realizada em doentes imunocomprometidos ou que
apresentem défices neurolégicos focais, convulsdes de novo ou uma pontuacdo <10 na

escala de Coma de Glasgow [77].
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Ao constituir uma emergéncia médica, qualquer suspeita de meningite deve ser
prontamente abordada. Quando possivel, devem ser colhidas amostras de sangue e de
LCR para analise microbioldgica, previamente a administracdo da antibioterapia
empirica [162]. O tratamento empirico de uma suspeita de meningite deve ser iniciado
logo que possivel, e nunca mais que 1h apds a admissdao hospitalar, devendo sempre
serem colhidas amostras para analise microbioldgica previamente a administragcao da
antibioterapia [77, 162]. Em situacdes onde ocorrem atrasos na realiza¢do da PL, sejam
eles por necessidade de realizagdo prévia de uma TAC-CE ou por existéncia de
contraindicacdes a sua realizacdo, o tratamento ndo deve ser atrasado e, devem, entao,
ser colhidas hemoculturas previamente a administracdo da antibioterapia, de forma a

aumentar a probabilidade de identificar a etiologia e dirigir o tratamento [77, 162].

O LCR é um liquido estéril no qual podem ser realizados varios testes microbioldgicos
para a identificacdo de pneumococo, nos quais um resultado positivo permite fazer o
diagndstico de meningite pneumocdcica, visto que nesta amostra um positivo nunca
pode ser confundido com colonizacdo por Streptococcus pneumoniae. As técnicas de
cultura, coloragdo Gram, PCR, aglutinacdo do latex e pesquisa do antigénio
pneumocodcico constituem as mais utilizadas e aplicadas no LCR para o diagnéstico de

meningite pneumocdcica [163].

Em primeira instancia, o LCR deve ser avaliado quanto as suas caracteristicas
macroscopicas, bioquimicas e citoldgicas. Um LCR turvo e com pressdo de saida
aumentada (> 20cm H30), que apresente pleocitose polimorfonuclear (> 1000
células/uL), hipoglicorraquia (valores de glicose no LCR <50% aos valores da glicémia) e
hiperproteinorraquia (> 100 mg/dL) é indicativo de uma meningite bacteriana [159,
162]. No entanto, nenhum parametro isolado pode distinguir, com seguranca, entre as
diversas etiologias, sendo necessario interpretar estes resultados de acordo com a

clinica e resultados dos restantes testes microbioldgicos.

A cultura do LCR é considerada o método de referéncia do diagndstico da meningite
bacteriana, sendo positiva em 66-88% dos casos cujas amostras tenham sido colhidas
previamente a administracdo de antibidticos [77]. Este teste microbioldgico apresenta

como vantagem adicional a capacidade de realizar o TSA e, assim, dirigir o tratamento
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de forma a melhorar o progndstico do doente [77, 164]. As culturas devem ser
obrigatoriamente realizadas em aerobiose, ou preferencialmente em atmosfera com 5
a 10% de CO;y, no caso das meningites adquiridas na comunidade, estando a cultura em
anaerobiose reservada para casos particulares, como as meningites pds-cirdrgicas ou

complicagdes de shunts de LCR [160, 164].

A sensibilidade das culturas de LCR varia consoante o agente etioldgico causador da
doenga, sendo esta de 96% para Haemophilus influenzae, 87% para Streptococcus
pneumoniae e 82% para Neisseria meningitidis [77]. Outro fator que afeta
frequentemente a sensibilidade das culturas é a administracdo de antibidticos
previamente a colheita da amostra de LCR, sendo também importante o intervalo de
tempo entre a iniciagdo da terapéutica e da colheita da amostra. Dois grandes estudos
observacionais reportaram uma diminuicao da sensibilidade das culturas de 66 para 62%
e de 88 para 70%, respetivamente, tendo sido constatada uma diminuigdo mais
acentuada da sensibilidade nos casos em que a administracdo de antibioterapia
precedeu a PL em mais de 24h [77, 160], sendo que outros estudos afirmam que este
decréscimo na sensibilidade se verifica jd a partir das 2-4h apds a iniciacdo da

terapéutica [164].

Na maioria dos casos, as culturas produzem resultados positivos em cerca de 24-48h
[162], no entanto, quando tal ndo se verifica, as culturas devem ser mantidas por 5-10
dias, antes de serem consideradas negativas, de forma a ser possivel detetar organismos

de crescimento mais lento no LCR [155].

A coloragdo Gram, por outro lado, oferece resultados praticamente imediatos [162].
Este teste deve ser sempre realizado, sendo particularmente Util nos casos em que a
cultura do LCR é negativa, como acontece nos casos de administracdo de antibidticos
previamente a realizacdo da PL, onde um resultado positivo permite estabelecer um
diagndstico microbiolégico presuntivo, no qual pode ser baseada a escolha da
terapéutica [77, 162]. O tratamento prévio com antibidéticos também afeta a
sensibilidade do Gram, no entanto este ndo se faz sentir tanto como nas culturas, sendo
gue dois estudos diferentes reportaram uma diminuicdo da sensibilidade de apenas 1 e

4%, respetivamente [77].
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Tal como sucede com as culturas, a sensibilidade da coloracdo Gram do LCR depende
também do agente etioldgico em questdao. Tomando a cultura como referéncia, este
teste apresenta valores de especificidade a rondar os 100% e de sensibilidade de 60-
90% para Streptococcus pneumoniae, 70-90% para Neisseria meningitidis, 50% para

Haemophilus influenzae e 25-35% para Listeria monocytogenes (77, 164, 165].
o Testes de aglutinacao do latex

O teste de aglutinacdo do latex utiliza anticorpos especificos de antigénio que, na
presenca de um agente bacteriano no LCR, produzem uma reacdo visivel a olho nu de
aglutinagcdao com os antigénios bacterianos detetados no LCR. Este método permite
detetar os antigénios das bactérias mais frequentemente associadas a meningite, de

forma expedita, produzindo resultados em aproximadamente 10-15 minutos [166].

A sensibilidade diagndstica do teste de aglutinacdo do latex varia consoante o agente
etioldgico, rondando os 78-100% para Haemophilus influenzae, 59-100% para
Streptococcus pneumoniae e 22-93% para Neisseria meningitidis. Em comparagao com
a cultura e coloracdao Gram do LCR, a sensibilidade deste teste é drasticamente afetada
pela administracdo prévia de antibidticos [164], apresentando um decréscimo de cerca
de 51% (de 60% para 9%), em relacdo aos restantes testes microbiolégicos [77]. Como
tal, e apesar de possuir elevada especificidade, o uso dos testes de aglutinacao do latex
ndo é atualmente recomendado no diagndéstico da meningite bacteriana, tendo sido
substituido por outros métodos diagndsticos como a imunocromatografia (BinaxNOW®)

e a PCR [54, 77].

o Pesquisa de antigénio urindrio e no LCR

Como ja referido, BinaxNOW® é um teste imunocromatografico para a pesquisa de
antigénio pneumocécico, validado para utilizacdo na urina e no LCR [77]. Ao que
concerne a meningite pneumocdcica, varios estudos tém concentrado a sua atencao na
aplicacdo deste teste no LCR, em vez de na urina. Tal tem por base a recomendacao de
ndo se pesquisar o antigénio urindrio em criangas, devido as suas elevadas taxas de
colonizacdo pneumocdécica, grupo etario este, no qual a meningite por pneumococo é

frequente, sendo o seu diagndstico correto de extrema importancia. Ndo obstante, a
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pesquisa do antigénio urinario pode vir a ser Util em adultos, em casos onde ndo sejam

obtidas amostras de LCR, por contraindicagao da PL, por exemplo.

No LCR este teste demonstra uma sensibilidade entre os 95-100% e uma especificidade
de quase 100%, sendo que, ao contrdrio da urina, a colonizacdo por Streptococcus
pneumoniae nao representa um fator de confusao na interpretagcdo de um resultado
positivo, dado o LCR ser estéril [77, 164]. Como tal, o BinaxNOW® pode ser aplicado no
LCR de doentes de todas as idades, inclusive criangas, independentemente do seu
estado de colonizacdo por pneumococo. No entanto, este teste pode ainda produzir
resultados falsos-positivos, como no caso de meningite por outra espécie

estreptocdcica, sendo sempre necessaria cautela na analise dos resultados [77].

A pesquisa do antigénio pneumocdcico, tanto na urina como no LCR, pode ser util nos
casos expostos previamente a antibidticos, dada a sensibilidade e especificidade deste
teste ndo ser afetada, permitindo, possivelmente, diagnosticar um maior numero de
casos de meningite pneumocécica [77]. Um estudo demonstrou que a pesquisa do
antigénio pneumocdcico no LCR produzia resultados positivos em 24% dos casos cujas
culturas eram negativas e nos quais tinham sido administrados antibiéticos previamente
a PL [164]. Este teste apresenta outras vantagens como a capacidade de produzir
resultados em 15mins, ser barato e ndo requerer equipamentos especializados para a
sua execucdo. De momento a sua realizacdo, na meningite, ndo é recomendada pelas
guidelines da ESCMID de 2016, visto tratar-se de um método de diagndstico que apenas
permite a identificacdo de pneumococo, ndo fornecendo informacdo sobre quaisquer

outros possiveis agentes etioldgicos, nem permitindo realizar o TSA [77].

o PCR

A PCR permite a amplificacdo de ADN bacteriano ndo viavel até cerca de 1 semana apds
a primeira toma antibidtica, permitindo identificar o agente etioldgico em varios casos
cujos resultados das culturas sdo negativos, dado que na maioria dos casos, as culturas
sdo negativas apds o primeiro dia de antibioterapia [162, 164, 165]. Para além disso, a
PCR aplicada ao LCR possui uma sensibilidade e especificidade diagndstica muito
elevada, rondando os 79-100% e 95-100% para Streptococcus pneumoniae,

respetivamente [77]. Atualmente existem painéis diagndsticos de PCR multiplex
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validados para uso no LCR, com a capacidade de identificar 14 agentes diferentes de
entre os virus, bactérias e fungos que mais frequentemente infetam o SNC, produzindo
resultados em cerca de 1 h, permitindo orientar rapidamente a terapéutica [167]. Nao
obstante, estes painéis apresentam ainda um custo elevado, impedindo o seu uso
generalizado e, ao ndo permitirem realizar o TSA, nao substituem a cultura como

método de referéncia no diagndstico da meningite [167, 168].

No LCR, um resultado positivo de PCR, indicando a preseng¢a de pneumococo na amostra
é sempre diagndstico, ao contrario do que se verifica no sangue, onde se pde o problema
de uma possivel colonizacdo, principalmente em criancas. Desta forma, este teste
diagndstico deve ser realizado sempre que possivel, juntamente com a cultura e
coloracdo Gram do LCR, tal como esta previsto nas guidelines de 2016 da ESCMID [77].
Por outro lado, a PCR pode e deve também ser aplicada em amostras de sangue do
doente adulto, sendo tal uma mais-valia, principalmente nos casos em que as culturas
do LCR sdo negativas, apesar do risco de colonizacdo pneumocdcica, pois permite
maximizar a probabilidade de um agente etioldgico ser identificado [77]. A parte do seu
papel diagndstico, a PCR possui também um papel importante na vigilancia
epidemioldgica de pneumococo, ao permitir identificar um nimero muito aprecidvel de
serétipos de pneumococo, para os quais existem sondas, nomeadamente aqueles

incluidos na PCV13 [17].

o Sangue / Hemoculturas

Em situagdes onde a cultura do LCR é negativa ou nao foi realizada, as hemoculturas sao
muito Uteis, ao permitirem identificar o agente etiolégico e, acima de tudo, permitirem
a realizagdo do TSA de forma a selecionar a terapéutica correta [161]. As hemoculturas
sdo positivas em 75% dos casos de meningites pneumocécicas, ja que a disseminacado
desta bactéria para o SNC costuma ocorrer por via hematogénea. No entanto, a sua
sensibilidade decresce em cerca de 20% se o doente tiver sido previamente tratado com
antibidticos [160, 161]. Como tal, é recomendado que perante um doente com suspeita
de meningite bacteriana, seja realizada uma PL e, simultaneamente, sejam colhidas

hemoculturas antes de serem administrados antibidticos, mas sem nunca atrasar o
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tratamento para que tal aconteca, tendo este de ser iniciado até 1h apds a admissdo do

doente [77].
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Conclusao:

A introdugdo das vacinas conjugadas antipneumocécicas a escala global resultou num
decréscimo substancial, e inegavel, da incidéncia de DIP. No entanto, as infe¢des
pneumocdcicas permanecem uma relevante causa de mortalidade e morbilidade,

constituindo o seu diagndstico etioldgico, um passo importante na reducao destas.

Apesar de todas as inovagdes no campo da microbiologia, entre elas as técnicas de
biologia molecular, como a PCR e, mais recentemente, as técnicas de next-generation
sequencing, a cultura mantém-se o método de referéncia para o diagndstico da maioria
das infecdes por Streptococcus pneumoniae. Isto deve-se principalmente ao facto de a
cultura proporcionar, ao contrario das outras técnicas utilizadas atualmente, a
realizacdo do TSA, permitindo dirigir a antibioterapia, sendo esta a razdo pela qual as
culturas devem ser sempre realizadas neste contexto. Contudo, esta técnica nao é
perfeita, demorando vérios dias a produzir resultados, obrigando ao tratamento
empirico e diagndstico presuntivo inicial. Um resultado positivo, na maior parte das
vezes, permite um diagndstico seguro, mas um resultado negativo ndo permite excluir
a presencga de infecdo, dada a baixa sensibilidade das culturas, principalmente se os
doentes tiverem sido medicados com antibidticos previamente a colheita das amostras
bioldgicas. Dada a baixa acuidade diagndstica das culturas para as infecdes
pneumocodcicas, outras técnicas de diagndstico microbiolégico devem ser

adicionalmente empregues.

As técnicas baseadas na PCR ndo requerem isolamento prévio do microrganismo em
cultura, podem ser aplicadas diretamente nas amostras bioldgicas, produzindo
resultados mais rdpidos, em cerca de duas horas, o que representa uma enorme
vantagem em relagdo as culturas. O conhecimento mais precoce do agente etioldgico
responsavel pela infecdo facilita a selecao da antibioterapia inicial, tendo por base as
suscetibilidades aos antibidticos reportadas ao nivel local, sendo esta posteriormente
alterada, ou nao, consoante os resultados da TSA obtidos através dos métodos de
cultura. A PCR apresenta valores de sensibilidade e especificidade diagndstica elevados
para Streptococcus pneumoniae, aumentando consideravelmente a acuidade

diagndstica das infe¢Oes pneumocdcicas quando conjugada com as culturas. A
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sensibilidade desta técnica mantém-se praticamente inalterada mesmo em doentes que
ja tenham iniciado antibioterapia previamente a colheita da amostra, dado que a mesma
ndo exige a viabilidade dos microrganismos para produzir um resultado positivo. Como
tal, a PCR constitui uma técnica valiosa nos casos em que a cultura produziu resultados
negativos. No entanto, um resultado positivo de PCR para pneumococo, em uma
amostra ndo estéril, ndo permite distinguir entre infecdo e colonizagdo assintomatica,
pelo que os seus resultados devem ser interpretados com alguma cautela e de acordo
com os dados clinicos, principalmente em criancas, onde as taxas de colonizagdo

pneumocdcica sao elevadas.

A pesquisa do antigénio pneumocécico revelou-se uma mais-valia no diagndstico das
infecGes pneumocdcicas, pela producado de resultados rapidos, em cerca de 15 minutos,
e pela apresentacdo de valores de sensibilidade e especificidade elevados, que ndo sao
negativamente afetados pela administracdo de antibioterapia previamente a colheita
da amostra, desde que essa nao tenha sido iniciada ha mais de 72 horas. Atualmente
este teste encontra-se validado apenas para utilizacdo em amostras de urina e de LCR,
encontrando-se em estudo o seu uso em outras amostras bioldgicas, como é o caso do
liquido pleural. A sua especificidade, baixo custo e rapidez de resultados, refletem o
verdadeiro interesse deste teste que reside no seu elevado valor preditivo negativo,
onde um resultado negativo para a presenca de Streptococcus pneumoniae deve levar a
pesquisa de etiologias alternativas da infecdo em causa, propiciando assim uma melhor
orientacao do estudo diagndstico e a selecdo da antibioterapia empirica. Nao obstante,
um resultado positivo na pesquisa do antigénio urindrio ndo permite fazer a distin¢do
entre infecdo ou colonizagdao assintomatica por pneumococo, porquanto ndo é
recomendada a sua utilizacdo em criancas. Por outro lado, dado o LCR ser um liquido
estéril, um resultado positivo da pesquisa do antigénio pneumocdcico neste produto
ndo deverd ser interpretado como colonizacdo. Ainda assim, este teste pode
permanecer positivo alguns meses apds a infecao, sendo necessario identificar infecdes
pneumocdcicas prévias nos doentes, pode igualmente originar uma reagao cruzada com
outras bactérias do género Streptococcus e, pode ainda resultar em falsos-positivos
devido a efeitos das vacinas antipneumocdcicas [25]. Desta forma, um resultado positivo

da pesquisa do antigénio pneumocdcico ndo permite um diagndstico definitivo de
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infecdo pneumocdcica, mas apenas presuntivo, sendo necessario complementa-lo com
as restantes técnicas de diagndstico microbioldgico previamente referidas e integra-lo

no contexto clinico de cada doente.

As técnicas de NGS e de PCR constituem algumas das mais promissoras perspetivas
futuras do diagndstico etioldgico das infe¢bes por Streptococcus pneumoniae. A RT-PCR,
perante um resultado positivo para pneumococo, podera vir a permitir fazer a distingao
entre colonizagdo e infe¢do, quando/se forem delimitados valores cut-off para as varias
amostras bioldgicas passiveis de serem analisadas [147]. Por outro lado, os custos das
técnicas de NGS podem vir a diminuir, com a evolucdo tecnoldgica, de forma a
integrarem a rotina laboratorial na identificacdo microbiolégica. E por ultimo, com a
melhor compreensao da relagdo entre resisténcias fenotipicas e genotipicas, tanto a PCR
como a NGS podem tornar-se muito Uteis na previsao das suscetibilidades e resisténcias

a antimicrobianos.

Conclui-se assim que ndo existe nenhum método ideal para o diagndstico microbiolégico
das infecdes pneumocécicas, sendo que este continua a ter por base a cultura. Porém,
a introducdo das técnicas de biologia molecular, particularmente da PCR, veio
revolucionar por completo este diagndstico, resultando em diagndsticos mais rapidos e
aumentando drasticamente a acuidade diagndstica destas infecBes. Resta apenas
reforcar a ideia de que, na auséncia de um método diagndstico perfeito, todos e
quaisquer resultados do estudo microbiolégico devem ser sempre integrados no

contexto clinico do doente.
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