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RESUMO

A meningite virica é uma patologia comum, habitualmente benigna e que atinge mais fre-
quentemente as criangas. Em 1997, ano em que se registou no norte do Pafs um surto de menin-
gite virica, foi responsdvel por 496 internamentos no Servigo de Doengas Infecciosas do
Hospital de S. Jodo. O objectivo dos autores foi determinar a etiologia dos casos de meningite
virica internados no H. S. Jo#o através, numa fase inicial, da pesquisa de enterovirus e da serolo-
gia da parotidite epidémica. Foram estudados 142 doentes que apresentavam manifestagdes
clinicas e alteragdes citoquimicas do liquido cefalo-raquidiano (LCR) sugestivas de meningite
virica, na auséncia de isolamento de qualquer agente bacteriano ou fiingico (no sangue e/ou
LCR) e com pesquisa de antigénios capsulares livres no LCR negativa. A detecgdo de
enterovirus no LCR foi feita pela técnica da reac¢iio em cadeia da polimerase (PCR) €, num
pequeno nimero de casos, por cultura celular em shell vial. O diagnostico de parotidite epidémi-
ca baseou-se na detecgdo de anticorpos séricos da classe IgM, recorrendo a uma técnica imu-
noenzimdtica. Foi obtido diagnéstico etiolgico em 70 doentes (49,3%): 47 (33,1%) apresen-
tavam meningite por virus da parotidite epidémica e 23 (16,2%) por enterovirus (PCR positivo
em todos, com cultura positiva em apenas 2 casos). Em 72 doentes (50,7%) nio foi identificado
o agente. Salienta-se a alta percentagem de casos em que foi possivel determinar a etiologia,
pesquisando apenas dois agentes, bem como a baixa sensibilidade do método cultural utilizado
no isolamento de enterovirus.

SUMMARY
Etiological diagnosis of viral meningitis — A study of 142 cases

Viral meningitis is a common disease, most often benign and striking predominantly chil-
dren. In 1997, there was an outbreak of viral meningitis in the North of Portugal and this patho
logy accounted for 496 admissions to the Infectious Diseases Department of S. Jodo Hospital.
The authors’ aim was to determine the etiology of the cases of viral meningitis admitted to the
S. Jodo Hospital by, in a first phase, searching enterovirus and serology for mumps in a sample
of 142 patients with symptoms, signs and cerebrospinal fluid (CSF) cytochemical abnormalities
typical of viral meningitis, in the absence of any bacterial or fungal growth (in blood and/or CSF)
and with negative soluble bacterial antigens in CSE. The enterovirus was detected by polimerase

* Trabalho chain reaction (PCR) and, in a small number of cases, by shell vial culture. The diagnosis of
;’;’;{f’;ﬁf;{:ﬂg mumps was made by the detection of specific IgM antibodies in serum, using an enzyme-linked
PRAXIS/PSAN/SAy  immunosorbent assay. The diagnosis was reached in 70 patients (49,3%): 47 (33,1%) had mumps
714196 ¢ pelo meningitis and 23 (16,2%) enterovirus infection (PCR positive in all; culture positive in only 2
S :";:Z‘:n i cases). In 72 patients (50,7%), the agent was not identified. Although only two agents were
do Ml.”;.s,g”.i searched for, the diagnosis was made in a high proportion of cases. The culture method used for
da Saiide n° 69797 the isolation of enterovirus was found to have a low sensitivity.
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INTRODUCAO

A meningite virica € uma causa frequente de interna-
mento hospitalar. Habitualmente benigna e auto-limita-
da, atinge com mais frequéncia as criangas. De acordo
com diversos estudos efectuados, os enterovirus cons-
tituem uma causa importante de meningite asséptica, de
predominio no Verdo e no Outono em climas tempera-
dos, e ocorrendo ao loago de todo o ano em dreas tropi-
cais e subtropicais. Segundo Rotbart e al. os enterovirus
sdo responsaveis por mais de 85% das meningites viricas
nos Estados Unidos!. O virus da parotidite epidémica
(VPE) é também um agente comum de meningite
asséptica e de encefalite, que podem ocorrer mesmo sem
evidéncia clinica de atingimento parotideo; a sua epi-
demiologia foi, no entanto, alterada pela vacinagdo.

Embora seja agora raro como agente etiolégico de
infec¢do do sistema nervoso central, um dos primeiros
virus a ser associado a meningite asséptica humana foi o
virus da coriomeningite linfocitdria2. Também a infecgéo
por qualquer virus da familia Herpesviridae (Herpes
simplex tipos 1 e 2, varicela-zoster, citomegdlico,
Epstein-Barr, virus herpes humano tipos 6 e 7) pode cur-
sar com complicagdes neurolégicas, muito embora sejam
os virus Herpes simplex os mais temiveis, ja que além de
serem agentes de meningite asséptica benigna, podem
ocasionar encefalite herpética, uma patologia grave e
potencialmente fatal.

Em 1997, ano em que ocorreu um surto de meningite
virica no norte de Portugal, que afectou mais de um mi-
lhar de casos, esta patologia foi responsdvel por 496
internamentos no Servigo de Doengas Infecciosas (SDI)
do Hospital de S. Jodo (HSJ) - Fig. 1. Como o diagndsti-
co etioldgico da meningite virica ndo € actualmente efec-
tuado por rotina no HSJ, nas situacdes de divida € insti-
tuida frequentemente antibioterapia e/ou terapéutica
antivirica com aciclovir, com consequente prolongamen-
to do internamento e maiores custos de hospitalizacao.

Fig. I - Distribui¢do mensal dos casos de meningite virica internados no
Servigo de Doengas Infecciosas do H.S.Jodo durante o ano de 1997.
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O objectivo do presente estudo foi determinar a etiolo-
gia dos casos de meningite virica internados no SDI do
HSJ, através da pesquisa, numa primeira fase, de
enterovirus e da serologia da parotidite.

DOENTES, MATERIAL E METODOS

Procedeu-se a recolha de amostras de liquido cefalo-
raquidiano (LCR) e de sangue obtidas no decurso do
estudo analitico de 142 doentes internados no SDI do
HS]J entre os meses de Julho de 1997 e Junho de 1998,
escolhidos aleatoriamente entre o total de doentes com o
diagnéstico de meningite virica ou asséptica internados
no mesmo periodo; 95 eram do sexo masculino (66,9%)
e 47 do sexo feminino (33,1%), sendo as suas idades
compreendidas entre 3 meses e 29 anos (média + desvio
padrdo: 5,2 + 4,3 anos).

O diagnéstico de meningite virica ou asséptica foi
baseado na presenga de sintomas e sinais de irritacdo
meningea (febre, cefaleias e rigidez da nuca), pleocitose
do LCR (>5 leucécitos/mm?3), bioquimica do L.CR nor-
mal ou com altera¢cdes minimas, exame directo de LCR
negativo, culturas de LCR negativas para bactérias e fun-
gos, hemoculturas negativas e auséncia de antigénios
capsulares bacterianos livres (pesquisados por Slidex
méningite - Kit 5®, bioMérieux).

O LCR foi dividido em vérias amostras e imediata-
mente congelado a -70°C. O soro foi separado e conge-
lado a -20°C.

Procedeu-se 2 detecgdo de sequéncias gendmicas de
enterovirus pela técnica da reaccio em cadeia da
polimerase3 (PCR) (Amplicor enterovirus® - Roche
Diagnostic Systems), utilizando primers que definem
uma sequéncia de aproximadamente 150 nucleotideos
dentro de uma regido altamente conservada com 750
nucleotideos da extremidade 5’ do genoma enteroviri-
co?, de acordo com as instrugdes do fabricante. Num
pequeno nimero de amostras, efectuou-se cultura de
enterovirus em shell vial, utilizando duas linhas celu-
lares por amostra - células de rim de macaco (BGM) e
rabdomiossarcoma (RD) - (ATCC - Vircell SL), sendo
a identificagdo feita ao fim de 72 horas de incubagdo
por imunofluorescéncia indirecta, recorrendo a um
anticorpo anti-peptideo VP! (comum a todos os
enterovirus)?.

A parotidite epidémica foi pesquisada através da
deteccdo de anticorpos da classe IgM numa tnica
amostra de soro, utilizando uma técnica imuno-enzimati-
ca (Mumps IgM® - Alphadia SA)36,

Foram calculados os intervalos de confianga a 95%
para as prevaléncias dos diagnésticos encontrados. As
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proporgdes foram comparadas pela prova de qui-quadra-
do. A distribui¢io dos agentes por trimestre foi estudada
usando a prova chi-square goodness-of-fit test.

RESULTADOS

Foi obtido o diagndstico etiolégico em 70 doentes
(49,3%) - Quadro 1. A maioria dos sindromes meningeos
em que se obteve diagnéstico foi devida ao VPE (47
doentes, correspondendo a 33,1%); os enterovirus foram
responsdveis por 23 casos (16,2%). Em 72 doentes
(50,7%) nao foi possivel apurar a etiologia.

Quadro I - Etiologia dos casos de meningite virica estudados

Etiologia n (%) IC %

Enterovirus 23 (16,2) 10,8 - 23,0
Virus da parotidite epidémica 47 (33,1) 25,7-41,1
Outra (nio identificada) 72 (50,7) 42,5 -53,9

IC: Intervalo de confianca a 95%

A cultura de enterovirus em shell vial foi efectuada em 20
doentes (Quadro II), com sensibilidade de 22,2% e espe-
cificidade de 100% relativamente 2 determinagdo por PCR.

Quadro II - Identificacao de enterovirus por PCR e cultura em
shell vial

PCR N° de amostras submetidas a cultura Total
Positiva Negativa

Positivo 2 7 9

Negativo 0 11 11

Total 2 18 20

A meningite por VPE revelou predominio nos meses
de Julho a Setembro, ndo tendo sido encontradas dife-
rencas estatisticamente significativas na distribuigdo
trimestral dos casos estudados de meningite por
enterovirus (Quadro III), nem na distribui¢io dos
agentes etiolégicos por sexo e classes de idade
(Quadro IV).

Quadro I - Distribuicdo dos agentes etiolégicos por trimestre
(Julho/97 a Junho/98)

Meses Enterovirus* VPE** Etiologia nio definida***
n (%) n (%) n (%)

Jul-Set 8 (34.8) 30 (63,8) 22 (30,6)

Out-Dez 5 (21,7) 8 (17,0) 16 (22,2)

Jan-Mar 8 (34,8) 6 (12,8) 13 (18,0)

Abr-Jun 2(8,7) 3(6,4) 21 (29,2)

Total 23 (100) 47 (100) 72 (100)

VPE: Virus da parotidite epidémica
* ¥2=4,3; p=0,230

% ¥2=38 9: p<0,0005

#4% 4223 0: p=0,392

Quadro 1V - Distribui¢do dos agentes etioldgicos por classes
de idade e sexo

Agentes etiologicos
Enterovirus VPE Nao definido
n (%) n (%) n (%) P
Idade (anos)*
0-1 2 (10,5) 3(15.8) 14 (73,7)
2-3 4 (154 8 (30.8) 14 (33,8)
45 4 (11,1) 15417  17@7,2)
>6 11 (25,0) 14 (31,8) 19 (43,2) 0,229
Sexo
Masculino 17 (17,9) 28 (29.5) 50 (52,6)
Feminino 6 (12,8) 19 (40,4) 22 (46.,8) 0,394

* Ndo foi possivel apurar a idade em 17 crianguas

DISCUSSAO

O diagnéstico etioldgico da meningite por enterovirus
ndo € muitas vezes efectuado, entre outros factores, pela
inexisténcia de métodos rdpidos e simples para a
detecgdo de antigénios ou de anticorpos especificos,
dada a diversidade serotipica que estes agentes apresen-
tam. Por outro lado, a cultura virica é demorada (em
média 6 ou 7 dias até a identificagdo do crescimento,
sendo necessdrias duas a trés semanas para ser dada
como negativa) e tem uma sensibilidade baixa (65 a
75%)2. Acresce o facto de ndo ser possivel a detecgio de
25 a 35% dos serétipos, especialmente de Coxsackie A,
que ndo sdo cultivdveis’. A utilizagio de métodos de
amplificacio genética pode permitir superar estas difi-
culdades, uma vez que teoricamente apresentam maior
sensibilidade, sdo especificos ¢ podem ser efectuados
num periodo mais curto (6 a 7 horas), fornecendo resul-
tados em tempo iitil para a definigio da terapéutica.

Os resultados obtidos neste estudo permitem confirmar
a maior sensibilidade do PCR em relagdo & cultura viri-
ca, assim como uma maior rapidez na obtengio de resul-
tados - 6 a 7 horas versus 72 horas, pelo menos. A baixa
sensibilidade da cultura em shell vial, motivo pelo qual
foi abandonada no decurso do trabalho, pode ser expli-
cada pela conhecida dificuldade ou impossibilidade de
cultivar determinados serdtipos de enterovirus, por uma
rdpida perda d¢ infecciosidade, que torna negativas
amostras colhidas mais de 24 horas apds o inicio dos sin-
tomas e pela presenca de anticorpos neutralizantes.
Nenhum destes factores afecta o PCR8. O método co-
mercial utilizado revelou-se de execugdo simples e rela-
tivamente rapido, permitindo, quando utilizado por roti-
na nos casos de meningite cuja etiologia ndo € imediata-
mente evidente, definir juntamente com os dados clini-
cos uma terap€utica apropriada e, consequentemente,
evitar o uso de antimicrobianos e/ou aciclovir e o pro-
longamento da hospitalizacdo.
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Observaram-se casos de meningite por enterovirus
durante todo o ano, néo tendo a distribui¢do trimestral
revelado diferengas estatisticamente significativas
(Quadro IID).

O estudo iniciou-se ainda durante a fase final do surto
de parotidite epidémica que ocorreu em Portugal em 1996
e 1997, causado por uma estirpe ndo coberta pela vacina
disponivel no Programa Nacional de Vacinagio?, o que
poder4 ter contribuido para o elevado niimero de menin-
gites por este agente. A grande maioria dos casos foi,
assim, observada entre os meses de Julho e Setembro de
1997, em contraste com a curva epidemioldgica habitual
da parotidite epidémica, mais frequente no Inverno!0,

Em cerca de metade dos doentes estudados ndo foi
possivel determinar a etiologia da meningite. Para tal
objectivo serd necessdrio alargar a pesquisa a outros
agentes, nomeadamente a virus do grupo Herpes e ao
virus da coriomeningite linfocitica.

CONCLUSOES

Na casuistica estudada e no periodo considerado, veri-
ficou-se um predominio de casos de meningite por VPE
relativamente 2 infec¢do por enterovirus. Salienta-se o
facto de a infecgdo do sistema nervoso central por VPE
poder ser, em geral, prevenida através da imunizagéo, o
que reforga a necessidade de cumprir escrupulosamente
o Programa Nacional de Vacinagdo e de manter a vigi-
lancia epidemioldgica com o objectivo de detectar estir-
pes nfo cobertas pela vacina em uso, facto que pode tam-
bém implicar a substituicio da estirpe vacinal.

A utilizagdo por rotina de um teste rdpido, sensivel e
especifico para a detecgdo de enterovirus terd também
um efeito notdrio no tratamento da meningite virica, evi-
tando hospitalizagdes prolongadas e utilizagdo desne-
cessdria de antibiéticos ou antiviricos. A cultura em shell
vial é desnecesséria, em virtude da maior sensibilidade e
rapidez das técnicas de biologia molecular.
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