XXXl Congresso de 2 QW

. . ~ . . g
Iniciagdo CientiFica ET —
. E= 0

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ Unicamp =z P¥

“Identificacao Molecular de Infeccoes Virais em Amostras de
LCR de Pacientes com Meningite Bacteriana”

Palavras-Chave: HERPESVIRUS, LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO, MENINGITE BACTERIANA

Autores(as):

GABRIEL CAETANO SCACHETTI, IB — UNICAMP

RODRIGO GONGCALVES DE LIMA, FCM — UNICAMP

SANDRA CECILIA BOTELHO COSTA, FCM — UNICAMP

Prof.2 Dr.2 SANDRA HELENA ALVES BONON (orientadora), FCM — UNICAMP

INTRODUCAO:

O liquido cefalorraquidiano (LCR), produzido pelos plexos coroides e meninges, € um ultrafiltrado
derivado do sangue ou cérebro, que atua na homeostase metabolica do sistema nervoso central (SNC),
bem como, em sua protecdo mecanica. Devido sua intima relacdo com o SNC, o aspecto e a composi¢ao
do LCR s&o influenciados por processos inflamatorios, e desse modo, sua anélise é essencial para o
diagndstico de infeccdes neuroldgicas.t

Uma das patologias causadas por infeccdes neuroldgicas é a meningite, que consiste em uma
inflamacdo das meninges e do espago subaracnoideo, o qual contém o LCR. O processo inflamatério que
desencadeia um quadro de meningite pode estar associado a diferentes agentes etiol6gicos, como por
exemplo: virus, bactérias, fungos e parasitos.? Embora exista uma diversidade nos agentes etiologicos
responsaveis pelo desenvolvimento de um quadro meningeo, com base na epidemiologia, as meningites
bacterianas e virais apresentam uma maior relevancia, devido sua elevada incidéncia na populagéo e alta

taxa de letalidade.®

A meningite bacteriana pode ser causada, em individuos suscetiveis, por qualquer espécie de
bactéria; no entanto, as espécies Haemophilus influenzae tipo B, Neisseria meningitidis, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus spp. e Strepctococcus pneumoniae sdo frequentemente encontradas nas

andlises de LCR e, portanto, apresentam maior relevancia quando comparadas com outras bactérias.*>67

A meningite viral ocorre quando um processo inflamatorio é desencadeado no SNC em resposta
a uma infeccdo viral. Dentre os agentes etioldgicos responsaveis por essa patologia estdo os virus da
familia Picornaviridae, como por exemplo: os enterovirus (Enterovirus -EVS); os arbovirus de diferentes

familias, como por exemplo: o virus dengue (Dengue virus - DENV), o virus Chikungunya (Chikungunya
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virus - CHIKV), o virus Zika (Zika virus - ZIKV) e o virus Mayaro (Mayaro virus - MAYV); e diversos
virus da familia Herpesviridae, os quais serdo objeto de foco desse estudo.?®*

Embora as meningites virais e bacterianas ocorram prevalentemente de forma isolada, estudos
demonstraram a possibilidade de ocorréncia de meningite viral-bacteriana mista (mixed viral-bacteria
meningits), devido a coinfecgdo do LCR.1° Esse estudos identificaram duas principais ocorréncias, sendo
elas: 1- individuos com meningite bacteriana possuem uma maior probabilidade de reativacao de virus
latentes, promovendo alteracdes na resposta imune, de modo a resultar em complicacdes no quadro da
doenca; 2- o aumento da carga viral no LCR, em individuos com meningite bacteriana, promove um

aumento na probabilidade de morte por meningite bacteriana.!

Nesse cenario, os virus da familia Herpesviridae, em especial os herpesvirus humanos (HHV),
apresentam grande importancia, devido a sua elevada prevaléncia na populacdo, alta contagiosidade,
neurotropismo e capacidade de instaurar infeccOes latentes, as quais séo reativadas mediante alteragdes na
resposta imune do hospedeiro.'? Diante disso, esse estudo tem como objetivo identificar os genomas dos
8 HHV em amostras de LCR de pacientes atendidos no Hospital de Clinicas da UNICAMP, dentre 0s anos
de 2017-2018 e 2022-2023, buscando entender os impactos clinicos da coinfecc¢éo.

METODOLOGIA:

Materiais

Foram selecionadas, inicialmente, amostras de LCR de pacientes atendidos no Hospital de Clinicas
da UNICAMP (HC/UNICAMP), coletadas dentre os periodos de janeiro de 2017 até julho de 2018 e
novembro de 2022 até marco de 2023. Dentre essas amostras, foram consideradas elegiveis para o estudo
apenas aquelas que cumpriram os seguintes critérios de inclusdo: exame de cultura bacteriana positivo ou
pleocitose com predominio de polimorfonucleares (= 100 leucdcitos/mm3 com >50% neutrofilos);

auséncia de coloragdo compativel com hemorragia; e auséncia de repeticdo (uma amostra/paciente).!

Ademais, também serdo incluidos os resultados de exames laboratoriais e dados dos prontuarios
dos pacientes, obtidos através dos sistemas Vmsist3 e AGHUse. Os prontuarios serdo filtrados para
selecdo dos seguintes dados: hipotese diagnostica inicial (HDI), sintomatologia apresentada, obito e entre

outros.
Métodos

As amostras de LCR, dentro dos critérios de inclusdo, foram submetidas ao processo de extracao
de DNA, de acordo com o protocolo do BIOPUR Kit Extracdo Mini Spin Plus. Em seguida, foi realizada
uma amplifica¢do da sequéncia do gene da B2-microglobulina humana ($2-M) por meio de uma reacgao
em cadeia da polimerase (PCR). Essa etapa tem como objetivo confirmar a auséncia de inibidores da PCR,
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bem como avaliar a presenca e qualidade do DNA extraido.*®> Ademais, todas as reagdes de amplificagio
do gene da B2-M foram performadas contendo dois controles negativos, com objetivo de avaliar a
possibilidade de contaminacao.

Ap0s esse processo, foram realizadas reacdes de nested-PCR (nPCR), objetivando aumentar a
sensibilidade e especificidade na deteccdo do DNA dos HHV. Para realizar essas reacOes, foram
selecionados primers para as sequéncias conservadas dos oito HHV.®* Vale ressaltar que todas as reagoes
de nPCR realizadas nesse estudo contaram com dois controles positivos, objetivando garantir a acuracia
da amplificacdo; e ao menos dois controles negativos, com objetivo de avaliar a possibilidade de

contaminagéo.

Por fim, os dados obtidos através dos exames laboratoriais e dos prontuarios dos pacientes serdo
contrastados e analisados através do teste “t” para amostras pareadas. Os resultados obtidos para os testes
de PCR e nPCR serdo analisados através de estatisticas descritivas. Ademais, também serdo aplicados o

teste exato de Fisher e o teste U de Mann Whitney, conforme a necessidade.

RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSAO:
Caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo

No total foram incluidos 66 pacientes, sendo que 57 tiveram as amostras coletadas dentre o periodo
de janeiro de 2017 até julho de 2018; e 9 dentro o periodo de novembro de 2022 até marco de 2023, o0s
quais apresentaram os dados sociodemogréaficos e dados de exames laboratoriais retratados nas Tabelas 1

e 2 enakFigural.

Caracteristicas demograficas dos pacientes incluidos no estudo

Idade, a 39 (0-74)
Sexo, no. (%)
Feminino 24 (36%)
Masculino 42 (64%)
Etnia, no. (%)
Branco 48 (73%)
Pardo 16 (24%)
Preto 2 (3%)
Mortalidade (%) 13/66 (20%)

Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos pacientes incluidos no estudo. Os
valores sdo de mediana (intervalo), salvo indicacdo contraria.

Analises do LCR dos pacientes incluidos no estudo

Média = DP Mediana 25%-75%
Leucdcitos (células/mm?3)  2878.8 +9627.9 562 (1 - 73950) 138 - 1878
Neutrdfilos (%) 772+235 86.5 (11 - 100) 64.5 - 95

Tabela 2. Analises do LCR dos pacientes incluidos no estudo. Os valores de leucdcitos se
referem a contatem global de leucdcitos no liquor. Os valores de neutrofilos séo referentes a
contaagem diferencial de leucdcitos.
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Distribuigdo geogréfica das amostras incluidas no estudo

Legendas

10 amostras

Figura 1. Distribuicdo geografica das
amostras incluidas no estudo. Mapa da
Regido Metropolitana de Campinas colorido
conforme a distribuicdo das amostras
incluidas no estudo.
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Das 66 amostras incluidas no estudo, 36,4% apresentaram cultura bacteriana positiva, tendo um
valor de mediana de 465 leucdcitos/mm?. Das amostras positivas para cultura bacteriana, um total de

54,2% eram do género Staphylococcus spp.

Foram identificados HHV em 20/66 (30,3%) das amostras, sendo gque os virus HHV-6 e HHV-8
foram os mais prevalentes, conforme indica a Tabela 3. Codeteccdo ocorreu em 2/66 (3.03%) das

amostras, sendo uma composta por HSV-1 + HHV-8 e outra composta por HSV-2 + HHV-8.

Prevaléncia de HHV nas amostras de LCR

Virus Positivo (%0) Negativo (%) Idade, a Homens (%) Obitos (%)
HSV-1 2 (3.0%) 64 (97.0%) 40.5 (36-45) 2 (100.0%) 0 (0.0%)
HSV-2 1 (1.5%) 65 (98.5%) 73 () 1 (100.0%) 0 (0.0%)
HCMV 1 (1.5%) 65 (98.5%) 0() 1 (100.0%) 0 (0.0%)
HHV-6 12 (18.2%) 54(81.8%) 35.5 (0-64) 9 (75.0%) 2 (16.7%)
HHV-8 6 (9.1%) 60 (90.9%) 38.5 (22-73) 5 (83.3%) 1 (16.7%)

Tabela 3. Prevaléncia de HHV em amostras de LCR. Os valores sdo de mediana (intervalo), salvo
indicagdo contraria.

O virus HHV-6 € responsavel pelo exantema subito, o qual acomete principalmente criangas e
recém-nascidos. Usualmente, esse virus ndo costuma ocasionar sintomas graves, entretanto sabe-se que a
infeccdo do liquor por HHV-6 pode ocasionar convulsGes febris, e em casos mais graves
meningoencefalites. Por sua vez, o virus HHV-8, além de estar associado ao sarcoma de Kaposi, também
é responsavel pela doenca de Castleman multicéntrica e por linfomas, todavia pouco se sabe sobre as

consequéncias da infec¢do do LCR por HHV-8.

CONCLUSOES:

Até o momento, o estudo demonstrou uma elevada prevaléncia dos HHV no sistema nervoso,
ressaltando a importancia da anélise do impacto clinico da coinfeccéo por herpesvirus, especialmente dos
virus HHV-6 e HHV-8. Desse modo, na proxima etapa do projeto, a sintomatologia dos pacientes com
meningite bacteriana serd comparada entre aqueles que possuem deteccdo de herpesvirus no LCR e
aqueles que ndo possuem, buscando analisar uma possivel correlagdo entre a piora do quadro clinico e a

presenca de virus no LCR.
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