UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

Vitor Félix Torres

Receptor Desencadeador Expresso nas Células Mielbides Tipo 1 (TREM-1) no

Diagnostico e Progndstico na Meningite Bacteriana em Criangas.

Porto Alegre, Junho de 2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

Receptor Desencadeador Expresso nas Células Mielbides Tipo 1 (TREM-1) no

Diagnostico e Progndstico na Meningite Bacteriana em Criangas.

Vitor Félix Torres

Orientador: Marino Muxfeldt Bianchin

Tese apresentada ao Programa de
P6s-Graduacao em Medicina: Ciéncias
Médicas, UFRGS, como requisito para

obtencao do titulo de doutor

Porto Alegre, Junho de 2015



CIP - Catalogacao na Publicacédo

FELI X TORRES, VITOR

Recept or Desencadeador Expresso nas Cél ul as
Mel 6ides Tipo 1 (TREM 1) no Diagnostico e Prognoéstico
na Meningite Bacteriana em Criangcas / VI TOR FELI X
TORRES. -- 2015.

79 f.

Orientador: MARI NO MUXFELDT Bl ANCHI N.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Facul dade de Medicina, Programa de Pés-
Graduacao em Medi ci na: Ci énci as Médi cas, Porto
Al egre, BR RS, 2015.

1. sTREM1. 2. neningite bacteriana. 3. nmeningite
viral. 4. liquido cefal orraquidiano.. |. MJIXFELDT
BI ANCHIN, MARINO, orient. Il. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geracéo Automética de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




Dedicatoria

A minha esposa Rose Andréia e meus filhos Maria Clara e Arthur, por
guem anseio ser uma pessoa cada vez melhor.



Agradecimentos

A execucéo do presente trabalho néo foi o resultado do empenho isolado
de uma pessoa, mas sim a decorréncia de um esforco coletivo. A todos os

colegas, manifesto minha gratiddo. E de modo particular:

Ao Prof. Dr. Marino Muxfeld Bianchin, que inspirou este projeto desde
0 comeco, através de seus ensinamentos o estimulo a fazer cada vez melhor.

Obrigado pela confianca e paciéncia em mim depositada.

A Dra. Simone Perez, Ana Luiza Louzada, Isabel Cristina Bandeira e Ana
Lucia Abujamra que foram fundamentais no auxilio e disponibilidade para
realizacdo deste trabalho.

A todos os membros do Servico de Neurologia do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, que, sempre atenciosos e receptivos, deram o suporte

logistico para problemas burocraticos.

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul, pela oportunidade de
qualificacdo e ao Programa de P6s-Graduacdo em Medicina: Ciéncias
Médicas, pela organizacéo e estrutura que permitem a dezenas de

profissionais da saude alcancarem alto grau de qualificacdo todos os anos.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico - CNPg e a
Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul - FAPERGS

pelo apoio financeiro.



“Palavra puxa palavra, uma idéia traz outra, e assim se faz um livro, um

governo, ou uma revolugao”

Machado de Assis



RESUMO
Base tedrica: A meningite bacteriana € uma causa importante de morbidade e
mortalidade na infancia. Andlise do liquido cefalorraquidiano (LCR) continua a
ser a ferramenta de diagndstico padréo ouro, porém novos biomarcadores para
o diagndstico e prognéstico ainda sdo necessarios. Receptor Desencadeador
Expresso nas Células Mieldides Tipo 1 (TREM-1) €é um receptor
transmembrana expresso em neutréfilos e mondcitos, que desempenha um
papel importante na modulacédo da resposta inflamatoria. A sua fracdo soluvel
(STREM-1) também € aumentada na infeccdo, inflamacdo ou doencas
imunoldgicas. Neste estudo nés avaliamos, prospectivamente, o valor do
TREM-1 como um biomarcador de meningite bacteriana aguda em pacientes
pediatricos e sua possivel utilizacdo como uma ferramenta de progndstico

neste cenario.

Objetivos: O objetivo primario do presente estudo € caracterizar 0s niveis
liqudricos soluveis de TREM-1 (STREM-1) em pacientes admitidos por suspeita
clinica de meningite. Analisamos também os niveis de STREM-1 nos casos de
meningite bacteriana e viral, além de medir a sensibilidade e especificidade
deste biomarcador no LCR e estudar se esse biomarcador pode ser um fator

associado ao progndstico em meningite bacteriana aguda.

Métodos: Sessenta e um pacientes pediatricos, de 0 a 10 anos foram
avaliados quanto & meningite e foram prospectivamente incluidos neste estudo.
Na admisséo, apOs a suspeita clinica de meningite foram submetidos a andlise
do LCR para o diagnostico e uma amostra do LCR inicial foi utilizado também
para andlise do sTREM-1. Os pacientes foram acompanhados durante a sua
internacdo com o registro de seu tratamento e desfecho clinico para posterior

analise dos dados.

Resultados: Dentre os 61 pacientes, 38 (62%) foram negativos para a
meningite, 7 (11%) pacientes foram diagnosticados com meningite viral e 16
(27%) pacientes foram diagnosticados com meningite bacteriana aguda e
recebeu tratamento direcionado. Sexo (p = 0,15), presenca de fatores de risco

identificados (p = 0,17), presenca de convulsdes (p = 0,31), outras



complicacg@es clinicas (p = 0,11) e mortalidade (p = 0,66) nao diferiram entre os
grupos. Anormalidades sensoriais (p <0,0001) e presenca de cefaléia (p =
0,003) foram mais prevalentes em pacientes com meningite. Como esperado, a
contagem de leucdcitos, glicose e proteina no LCR foram significativamente
diferentes entre pacientes com meningite e pacientes sem meningite. As
concentracdes de STREM-1 no LCR de pacientes com meningite bacteriana foi
superior quando comparada com pacientes com meningite viral e com
controles (1204,67 pg/ml, 39,34 pg/ml e 12,09 pg/ml, respectivamente; p
<0,0001). Quando sTREM-1 foi usado como um determinante de diferenciacéo
entre pacientes com ou sem meningite bacteriana, a analise da area sob a
curva ROC foi de 0,95 (IC de 95% = 0,89-1,00; p <0,0001). A presenca de
fatores de risco para a meningite bacteriana (p = 0,04), anormalidades
sensoriais (p <0,0001), contagem de leucdcitos no LCR (p = 0,01), niveis de
glicose no LCR (p = 0,002), niveis de proteina no LCR (p = 0,032) e os niveis
de sTREM-1 no LCR (p = 0,004) foram associados com meningite bacteriana,
incluindo os niveis sTREM-1 acima do ponto de corte estabelecido de 68,0
pg/ml (p <0,0001). A meningite bacteriana (p = 0,02) e os valores de sTREM-1
maior do que o ponto de corte (68,0 pg/ml) (p = 0,04) foram associados com
sequelas neuroldgicas graves e morte neste grupo de pacientes.

Conclusao: Avaliamos os niveis STREM-1 de criancas com suspeita clinica de
meningite. Os niveis de s-TREM-1 foram aumentados nos casos de meningite
bacteriana e correlacionados com o progndstico. Os nossos resultados
sugerem que niveis elevados de STREM-1 no LCR podem ser utilizados como
um biomarcador para o diagnéstico de meningite bacteriana aguda em criancas

e que pode ser util na determinacao do progndstico do paciente nesse cenario.

Palavras chave: sTREM-1, meningite bacteriana, meningite viral, liquido

cefalorraquidiano.



ABSTRACT

Background: Bacterial meningitis is an important cause of morbidity and
mortality in infancy. Cerebrospinal fluid (CSF) analysis remains the gold
standard diagnostic tool, however new biomarkers for diagnosis and prognosis
are still required. Triggering receptor expressed on myeloid cells-1 (TREM-1) is
a transmembrane receptor expressed on neutrophils and monocytes that plays
an important role on the immune response. Its soluble fraction (STREM-1) is
also increased in infection, inflammation or immune diseases. In this study we
evaluate the value of STREM-1 as a biomarker of acute bacterial meningitis in

pediatric patients and its possible use as a prognostic tool prospectively.

Methods: Sixty-one pediatric patients, from 0 to 10 years of age were
evaluated for meningitis and were prospectively included in this study. At
admission, following clinical hypothesis of meningitis patients were submitted to
CSF analysis for diagnosis and a sample of initial CSF was also used for
TREM-1 analysis. Patients were followed during hospitalization and clinical
evaluation and treatment outcome were recorded for posterior analysis.

Results: Thirty-eight (62%) out of 61 patients were negative for meningitis, 7
(11%) patients were diagnosed with viral meningitis and 16 (27%) patients were
diagnosed with and received treatment for acute bacterial meningitis. Sex (p =
0.15), presence of identified risk factors (p = 0.17), presence of seizures (p =
0.31), other clinical complications (p = 0.11), and mortality (p = 0.66) did not
differ among groups. Sensorial abnormalities (p<0.0001) and presence of
headache (p= 0.003) were more prevalent in patients with meningitis. As
expected, leukocyte count, glucose, and protein levels were significantly
different between patients with meningitis and patients without meningitis.
Concentrations of STREM-1 in CSF from patients with bacterial meningitis was
higher when compared to patients with viral meningitis and with controls
(1204.67 pg/ml, 39.34 pg/ml and 12.09 pg/ml, respectively; p<0.0001). When
STREM-1 was used as a determinant to differentiate between patients with or
without bacterial meningitis, the analysis of the area under the ROC curve
(AUC) was 0.95 (95% CI=0.89-1.00; p<0.0001). Presence of risk factors for
bacterial meningitis (p = 0.04), sensorial abnormalities (p<0.0001), CSF



leukocyte count (p = 0.01), CSF glucose levels (p = 0.002), CSF protein levels
(p = 0.032) and CSF sTREM-1 levels (p = 0.004) were all associated with
bacterial meningitis, including sTREM-1 levels above the established cut-off
point of 68.0 pg/ml (p<0.0001). Bacterial meningitis (p = 0.02) and values of
STREM-1 higher than the cut-off point (68.0 pg/ml) (p = 0.04) were associated
with death and severe neurological disabilities in this patient cohort.

Conclusion: We evaluated sTREM-1 levels in CSF of children with clinical
hypothesis of meningitis. The sTREM-1 levels were increased in bacterial
meningitis and correlated with prognosis. Our results suggest that CSF sTREM-
1 levels can be used as a biomarker for diagnosis of acute bacterial meningitis
in children and it might be useful in determining patient’s prognosis in this

scenario.

Key Words:

soluble triggering receptors expressed on myeloid cells-1, bacterial meningitis,

viral meningitis, cerebrospinal fluid, outcome.
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1. Introducéo

Dentre as doencas infecciosas que ocorrem no sistema nervoso central,
as meningites sdo prevalentes e acometem todas as faixas etarias da
populacdo. Muitas vezes, as meningites apresentam desafio significativo as
equipes médicas tanto em termos diagnésticos quanto progndsticos. A
meningite bacteriana adquirida na comunidade ainda é um pesado fardo nos
paises desenvolvidos, com uma taxa de incidéncia de cinco casos para cada
100 mil adultos por ano, podendo ser até 10 vezes maior nos paises em
desenvolvimento (van de Beek et al. 2006; Brouwer et al. 2010). No Brasil,
desde meados da década de 70, ja vem sendo tomadas medidas frente as
epidemias de meningite, tais como as campanhas de vacina¢do, em uma
tentativa de reduzir a morbidade e letalidade da doencga (Moraes et al. 2004).
Os diversos avancos da medicina referente ao diagnéstico preciso e precoce
das meningites, associados as terapias antimicrobianas, trouxeram maior
eficacia ao tratamento das meningites, melhorando o prognéstico do individuo
acometido pela doenca. Todavia, levantam-se novos desafios as
especialidades médicas como o uso racional dos antimicrobianos e a
resisténcia de determinados agentes infecciosos a essa classe de
medicamentos.

Em decorréncia da maior atencédo reservada aos casos de meningite,
surge cada vez mais a necessidade de incremento de ferramentas diagndsticas
e prognosticas mais acuradas na busca de diferenciar as formas de
apresentacdo das meningites. Como exemplo, podemos citar métodos para
diferenciar melhor os diversos tipos de meningites e formas de identificar
individuos com doencgas mais grave. Esses avancos podem levar a reducdo da
morbimortalidade da doenca, auxiliando também na diminuicdo do tempo de
cuidados e internacao hospitalar, eventualmente auxiliando em um melhor uso

dos recursos empregados nos cuidados da saude das pessoas.

2. Revisao da Literatura

2.1 Estratégias de busca sisteméatica da informacéo
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Esta revisdo de literatura esta focada no estudo dos principais aspectos
relacionados a meningite bacteriana e soluble triggering receptors expressed
on myeloid cells 1 (STREM-1). A forma de busca empregada envolveu as bases
de dados MEDLINE (Pubmed), SciELO e LILACs no periodo de 1980 a 2015. A
bibliografia de artigos selecionados também foi examinada e os resultados de
estudos relevantes adicionais foram incorporados a presente revisdo. Também
foi consultado livros-texto. Nos sites Pubmed, SciELO e LILACs as palavras
chaves usadas foram soluble triggering receptors expressed on myeloid cells-1,
STREM-1, bacterial meningitis, viral meningitis e cerebrospinal fluid havendo

combinagao destes termos (Figura 1).

soluble triggering receptor
expressed on myeloid cells-1
155 artigos => 94
N, A
5 artigos
g . o ™y
bacterial meningitis
. —
29027 artigos ==45
h A G artigos
Eartigu/q
viral meningitis
. -
7651 artigos == 23
64 artigos A 3 artigos
' . . ™y
cerebrospinal fluid
* 96157 artigos => 34 *
. J )
& artigos
¢ ™y
sTREM-1
179 artigos == 76
. A

Figura 1: Diagrama de estratégias para localizar e selecionar informacdes:
tendo como fator de estudo: “soluble triggering receptor expressed on myeloid

cells-17; “sTREM-17; “bacterial meningitis”; “viral meningitis”; “cerebrospinal
fluid”.
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2.2 Meningite

A meningite € um processo inflamatério que acomete as leptomeninges,
tecidos que cobrem o cérebro e a medula espinhal, este processo inflamatorio
pode ser desencadeado por micro-organismos como as bactérias, fungos e
virus, todavia o processo inflamatério pode ser também desencadeado por
substancias quimicas e tumores (Heckenberg et al. 2014). Anatomicamente, as
meninges sao compostas por trés membranas de tecido conjuntivo conhecidas
como dura-mater, aracnoide e pia-mater em sua porcao externa para a interna
respectivamente (VanDemark 2013). As meninges apresentam papel crucial na
protecdo das estruturas por ela envolvida, cérebro e medula espinhal. Desta
forma, a quebra desta “barreira” de protegao reflete numa inflamacao as
estruturas aracnoides e ventriculos determinando a migracdo de numero
anormal de células leucocitarias do sangue periférico para o liquido

céfalorraquidiano (LCR) tendo como definicdo da meningite (Ku et al. 2015).

2.3 Epidemiologia da Meningite e impacto do problema

Antes do advento da terapia antimicrobiana, na década de 1930, a
meningite bacteriana causava a morte de virtualmente todos os individuos
afetados (Francis F. Schwentker 1937).

Mesmo com a eficacia dos antibiéticos atuais nos processo infeccioso do
LCR, as meningites continuam a causar elevada morbidade e mortalidade no
mundo. Exemplo da gravidade desta doenca evidencia-se na publicacao de
Durand et al. que em uma revisdo de casos de meningite bacteriana aguda, em
adultos, durante periodo de vinte e sete anos evidenciou uma taxa de
mortalidade nos casos de meningite comunitaria na faixa de 25% e de
morbidade (complicacdes neuroldgicas focais) na faixa de 28% dos
sobreviventes (Durand, Calderwood et al.1993). Reforgcando estes dados entre
1970 e 1995 Aronin et al. analisaram 269 casos de meningite bacteriana
adquiridas na comunidade com taxas de mortalidade durante as internagdes
hospitalares de 27%, com 21% dos pacientes sobreviventes apresentando
sequelas neuroldgicas (Aronin, Peduzzi et al. 1998).

Dados sobre a situagdo epidemiologica no Brasil, através do Portal de

Saude do SUS, evidencia que em 2013 foram confirmados e notificados
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nacionalmente 18.602 casos de meningite, na sua totalidade e nao
especificado a sua etiologia, com uma taxa de incidéncia de 9,6 casos por
100.000 habitantes, alcancando uma taxa de letalidade (Obitos) de 9,3%
(Fonte: GT — Meningite/UVRI-SINAN/DEVIT/SVS/MS).

O Centro de Controle e Prevencédo de Doencas (CDC) norte americano
analisou o perfil epidemiolégico na sua populacdo. Thigpen et al., durante o
periodo de 1998 a 2007, observaram que a faixa etaria média da populacdo
notificada sofrera um aumento etario de 30, durante o periodo de 1998 a 1999,
para aproximadamente 41 anos em 2006 a 2007, fato este justificado pelas
campanhas de vacinacdo conjugada pneumocécica e vacina contra o
Haemophilus influenzae do tipo b (Hib) conjugada na populacédo gestacional e
infantil respectivamente (Thigpen, Whitney et al. 2011). Todavia a letalidade da
meningite nos casos estudados ndo se alterou significativamente, continuando
elevada (14,3%).

Dentre os patégenos mais frequentemente encontrados na populacgéo,
um estudo multicéntrico norte americano observou que a frequéncia dos
principais patdégenos variou com a idade, sendo que em adultos de até 60 anos
0 agente Streptococcus pneumoniae era responsavel por 60% dos casos,
seguido por Neisseria meningitidis com 20% dos casos, Haemophilus
influenzae (10%), Listeria monocytogenes (6%) e por ultimos o agente
Streptococcus do grupo B com 4% dos casos (Schuchat, Robinson et al. 1997).
Em adultos com 60 anos ou mais, 0 Streptococcus pneumoniae é o patdégeno
mais frequente, encontrado em 70% das vezes. Os casos devidos a Listeria
monocytogenes aumentam, sendo responsaveis por até 20% das ocorréncias
(Schuchat, Robinson et al. 1997). Na populacdo neonatal, o Streptococcus do
grupo B foi o patégeno predominante. Entre criancas, nas faixas etarias de 2 a

18 anos, a Neisseria meningitidis foi a mais prevalente (59% dos casos).

2.4 Fisiopatologia e microbiologia aplicada

Meningite bacteriana é o0 processo inflamatério secundario a infeccao
bacteriana das leptomeninges. Para que o0 processo fisiopatogénico da
meningite ocorra, S80 hecessarios uma série de fatores intimamente

relacionados a viruléncia do patdégeno e a resposta imune do hospedeiro
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(Figuras 2 e 3). Dentre estes fatores, podemos citar primariamente
relacionados ao patégeno a capacidade de aderéncia microbiana a superficie
do trato respiratério, a invasdo da barreira mucosa, tropismo tecidual, ruptura
de barreira hematoencefalica e bacteremia (Mook-Kanamori, Geldhoff et al.
2011).

A ' B i c i D | E
Nasopharynx IgA . '

.l : Pfo'fe%» :
O S.pneumoniae
: pdg A] E 5 -Gly3 JCbpE]
Q ! Cell wall Adr

IgA

i peptldoglycan

g;:ﬁ destructlon Q : Plasmlnogen
i B IpA :
StrH : i 4pX PRl :

NanB Ply\ i Lysozyme ami  msrA | ChoP‘ PspC : Pericellular
| : | migration

Mucus T TGaINacT PAFrH PlgRH
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ECM ! :
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-— Q Cadherins y
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Figura 2 — llustracdo da quebra da barreira mucosa na nasofaringe. Extraido

Mucosal epithelium

de Mook-Kanamori et al. Pathogenesis and pathophysiology of pneumococcal
meningitis. Clin Microbiol Rev. 2011 Jul;24(3):557-91.
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Figura 3 - llustracdo da aderéncia do pneumococo ao endotélio e quebra da
barreira hematoencefalica com a multiplicacdo no LCR. Extraido de Mook-
Kanamori et al. Pathogenesis and pathophysiology of pneumococcal meningitis.
Clin Microbiol Rev. 2011 Jul;24(3):557-91.

O efeito imediato da presenca de bactérias no espaco subaracnéide é o
desencadeamento de orquestrada reacao inflamatéria da pia e da aracnoide,
gue se estende habitualmente para o LCR (Figura 4)(Scheld et al. 2002). A
inflamagé@o resulta em hiperemia das vénulas meningeas e dos capilares
meningeos, levando a um estado de maior permeabilidade destes vasos, que
por sua vez resulta na exsudagdo de proteinas e na migracdo de leucocitos
para a pia-mater e para o espa¢o subaracnéide (Barichello, Generoso et al.
2012). Se ndo iniciado o tratamento, 0 exsudato do espaco subaracnoide
aumenta rapidamente, em particular sobre as convexidades e base do

encéfalo. O exsudato pode se estender as bainhas dos nervos cranianos e
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espinhais e, por curtas distancias, nos espacos perivasculares do cortex
(Mook-Kanamori, Geldhoff et al. 2011).
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v
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*

Figura 4 - Ciclo vicioso de alteracdes fisiopatologicas que levam a lesdo

neuronal durante a meningite bacteriana. Extraido de W. Michael Scheld et al. J
Infect Dis. 2002;186:5S225-S233.

A lise das células bacterianas leva a liberacdo de mediadores
inflamatoérios que compdem a parede celular e a membrana plasmatica
(endotoxinas, é&cido teic6ico). Esses marcadores inflamatdrios estimulam as
células da glia e do endotélio capilar a aumentarem a producéo e liberacao de
citocinas, como a interleucina 1(IL-1) e interleucina 6 (IL-6), fator de necrose
tumoral (TNF), fator ativador de plaquetas (PAF) e metabdlitos do acido
araquidonico, entre outros (Scheld et al. 2002).

Durante os primeiros dias, o infiltrado tende a apresentar predominio de
polimorfonucleares (Brandt 2010). Gradualmente linfocitos e histiécitos
aumentam em numero relativo e absoluto. Embora j& exista proliferacdo de
fibroblastos precocemente, ela ndo € relevante até estagios mais avancados,
guando eles assumem a funcéo de organizar o exsudato, atraves de loculacao

dos bols6es exsudativos (Barichello, Generoso et al. 2012).
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Durante o processo de resolucéo, as células inflamatorias desaparecem
da mesma forma ordenada em que apareceram (Brandt 2010). Todo o
processo inflamatério e sua resolugdo dependem de complexa interacao entre
microorganismo, células inflamatorias, mediadores celulares e drogas
antimicrobianas. De fato, o grau de extensdo da resolucdo do processo
depende em qual estagio a infeccéo é efetivamente contida (Prasad, Rai et al.
2012).

2.5 Caracteristicas clinicas

O diagnéstico precoce e a rapida iniciacdo da terapia apropriada sédo
vitais no tratamento dos pacientes com meningite bacteriana (Heckenberg,
Brouwer et al. 2014). Thompson et al., através de uma sistematica revisao
sobre a sequencia e o desenvolvimento dos sintomas iniciais em criancas e
adolescentes com meningite meningocécica antes da sua admissdo no
hospital, observaram que sintomas iniciais de sepsis como dores nas pernas,
maos e pés frios e coloracdo anormal da pele antecede aos sintomas classicos
de meningite em criancas (Thompson, Ninis et al. 2006). Nestas situacdes a
meningite bacteriana é frequentemente considerada, porém dificil de ser
reconhecida. Tunkel et al., em artigo propds um algoritmo diagnostico para
casos de suspeita de meningite bacteriana (Figura 5) (Tunkel, Hartman et al.

2004) .
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Suspeita de Meningite bacteriana
lsim

Imunocomprometido, historia de doenca no SNC, crise convulsiva nova,

papiledema, alteracao do nivel de consciéncia, ou déficit neurolégico focal;t
N&o / \ Sim

Hemocultura e Puncdo Lombar Hemocultura

! !

Dexametasona? + Terapia antimicrobiana empirica3

i 1

LCR compativel com meningite bacteriana TC de cranio negativa
lSim \ l
LCR positivo para GRAM Realizar Pung&o Lombar

N&o / im
Terapia antimicrobiana empirica

Terapia antimicrobiana direcionada

Figura 5 - Algoritmo diagndstico para meningite bacteriana aguda. !Inclui
agueles associados com deriva¢des do LCR, hidrocefalia, trauma, aqueles que
ocorrem apOs neurocirurgia, ou lesdes ocupando espaco. 2Dexametasona
deve ser administrada imediatamente depois que a LCR for coletado. Adaptado
de Tunkel et al. Practice guidelines for the management of bacterial meningitis.
Clin Infect Dis. 2004 Nov 1;39(9):1267-84.

As manifestacbes clinicas da meningite em adultos apresentam-se
através da presenca de sinais de rigidez do pescoco ao exame clinico como
também a historia clinica de sintomas como febre, dor de cabeca e alteracdo
do estado mental, estes achados foram encontrados por van de Beek et al. em
estudo prospectivo em apenas 44% dos pacientes(van de Beek, de Gans et al.
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2004). A presenca de pelo menos dois dos sinais acima citados levantam a
hip6tese de meningite a ser descartada.

Cabe salientar que na populagéo idosa, em especial aqueles portadores
de doencas subjacentes como diabetes mellitus e doenca cardiopulmonar,
podem apresentar somente discretos sinais de alteracdo do estado de
consciéncia como letargia e obnubilacdo, sem sinais febris ou alteragbes
clinicas de inflamacdo das meninges (Choi C. 2001). Alteracdes cuténeas
como a erupcédo petequial sdo presentes predominantemente nas meningites
causadas pela Neisseria meningitidis (Durand ML, Calderwood et al. 1993.; van
de Beek, de Gans et al. 2004).

Além dos sinais e sintomas tipicos da meningite, muitos casos podem
apresentar complicacdes neurolégicas concomitantes. Aronin et al., analisaram
casos de meningite adquirida na comunidade e observaram que a presenca de
convulsBes, déficits neurolégicos focais e edema de papila estdo
independentemente associados ao prognéstico de evolugdo clinica

desfavoravel (Aronin, Peduzzi et al. 1998).

2.6 Caracteristicas laboratoriais

Para o diagnéstico da meningite, a andlise laboratorial encontra-se como
ferramenta auxiliar para confirmacdo nos casos clinicos identificados ou
sugestivos de meningite. Os estudos laboratoriais iniciam pela analise do
sangue periférico através da contagem de células brancas no sangue que
geralmente encontram-se elevadas nos processos infecciosos e muitas vezes
com presenca de células brancas imaturas, todavia a presenca de leucopenia e
plaguetopenia podem estar associados a formas graves de infeccdo (Kaplan
1999). O cultivo do sangue periférico em casos de meningite, idealmente antes
da instituicdo de terapia antimicrobiana, sao frequentemente positivo e auxiliam
no direcionamento terapéutico. O rendimento das culturas de sangue periférico
diminuem em torno de 20% naqueles pacientes na qual receberam pré-
tratamento com antibidticos (Brouwer, Tunkel et al.2010).

O exame do LCR é essencial para o estabelecimento do diagnostico da
meningite, pois através desta analise permite a identificacdo do microrganismo
e consequente realizacdo de testes de suscetibilidade do agente identificado.

Diferentemente das culturas de sangue periférico, na qual sdo suscetiveis a
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administracdo de antimicrobianos, ndo se observa no LCR gerando efeitos
minimos sobre a bioquimica e citologia do liquor (Brouwer, Thwaites et al.
2012).

De uma forma geral, a analise do LCR incluiu a pesquisa direta de
microrganismos através da coloracdo de Gram e a pesquisa indireta na qual se
refere ao cultivo em meios especiais que propiciam o crescimento de potencial
microrganismo, esta simples analise auxilia na diferenciacdo entre as formas
de meningite bacteriana e viral (Geiseler, Nelson et al. 1980). A cultura do LCR
ainda permanece como “padrdo ouro” para o diagndstico, assim como a sua
obrigatoriedade de se obter in vitro a suscetibilidade do microorganismo para
uma abordagem terapéutica racional (Brouwer, Tunkel et al.2010).

A analise das células brancas, glicose e da concentracéo de proteinas
no LCR sdo também medidas que auxiliam na diferenciacdo entre as formas de
meningite, caracteristicamente a presenca de niveis de glicose abaixo dos
padrdes da normalidade no LCR (concentracdo usualmente menor que 40% da
concentracdo plasmatica), niveis de proteinas elevadas no LCR (usualmente
acima de 50mg/dl) e numero de células brancas elevados (tipicamente acima
1000 células/uyL) associado a percentual elevado de neutréfilos sugerem
fortemente a forma de meningite bacteriana (van de Beek et al. 2004; Brouwer,
Tunkel et al.2010). A dosagem do lactato no LCR apresenta, juntamente com
os demais testes laboratoriais, potencial fator de auxilio na diferenciacdo da
meningite bacteriana da viral. Huy et al., através de uma revisdo sistematica e
meta-analise, chegaram a conclusdo que a dosagem do lactato no liquor
apresenta um bom indicador singular na diferenciacdo da meningite bacteriana
da meningite viral e como também melhor biomarcador quando comparado
com a analise da glicose no liquor, o quociente da glicose no LCR/plasma,
proteinas no liqguor e a contagem de leucécitos no liqguor (Huy, Thao et al.
2010).

Marcadores séricos de inflamacéo, com o objetivo de diferenciar os
casos de meningite bacteriana e meningite viral, podem auxiliar no diagnaéstico.
Os estudos retrospectivos de Dubos et al. e Heckenberg et al. evidenciaram
que o aumento dos niveis séricos da Procalcitonina (>0,5ng/ml) e da Proteina
C reativa (>20mg/L) estavam associados com meningite bacteriana (Dubos,

Korczowski et al. 2008; Heckenberg, Brouwer et al.2014).
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Dentre os testes auxiliares, podemos citar a andlise da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) que busca, através da amplificacdo dos &cidos
nucleicos, a identificacdo de microrganismos como bactérias, fungos e virus
especificos. Trata-se de uma ferramenta de grande utilidade quando a
pesquisa através do Gram e as culturas foram negativas. A analise por PCR
também auxilia na rapida deteccao de patdgenos, quando comparado a analise
de culturas de bactérias (Backman, Lantz et al. 1999). Entre pacientes
expostos a terapia antimicrobiana antes da coleta do LCR, a analise por PCR
apresenta maior indice de deteccdo do patdgeno em comparacao a analise por
cultura (58% VS 29%) (Chiba, Murayama et al. 2009). Todavia, deve-se
reconhecer que existem muitas exce¢cfes e que a decisdo diagnostica deve

levar em conta todos os fatores clinicos e paraclinicos (laboratoriais).

2.7 Meningite em criancas

A meningite em lactentes e criancas acima de um ano é uma
emergéncia meédica e necessita de medidas imediatas diagnosticas de sua
etiologia e terapéutica. O indice de mortalidade na meningite bacteriana ndo
tratada beira a 100% dos casos. Mesmo com acesso a terapia ideal, as taxas
de mortalidade e morbidade podem ocorrer e associado a sequelas
neurologicas nos sobreviventes. Nas ultimas décadas, a morbidade associado
a meningite neonatal tem permanecido inalterada (Heath, Okike at al. 2011).

Dentre os organismos causadores da meningite bacteriana em criancas
observa-se que com a introducdo no calendario de vacinas como a Hib e a
vacina pneumocdcica conjugada houve uma reducédo na taxa de incidéncia de
meningite bacteriana pelos agentes Haemophilus influenzae do tipo b e o
pneumococo, exceto nas criangas abaixo de 2 meses que apresenta pico de
incidéncia elevada. Os trabalhos de Thigpen et al., realizado nos Estados
Unidos no periodo de 2006 a 2007, elucidaram que a taxa de incidéncia de
meningite bacteriana varia conforme a faixa etaria (Figura 6) (Thigpen, Whitney
etal. 2011).
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Figura 6 — Adaptacdo da incidéncia de meningite bacteriana em
criangas nos Estados Unidos no periodo de 2006 e 2007 (Thigpen, Witney et
al. 2011)

e <2 meses - 80,69 por 100.000 habitantes
e 2a23meses - 6,91 por 100.000 habitantes
e 2al0anos - 0,56 por 100.000 habitantes
e 11 a1l7anos - 0,43 por 100.000 habitantes

Os organismos responsaveis pela meningite bacteriana em criancas dependem
primariamente da rota de aquisicdo e dos fatores predisponentes do
hospedeiro. Anteriormente a introducdo da vacina contra o Hib, este agente era
0 mais prevalente na populagédo infantil, com queda significativa de sua
incidéncia. Da mesma forma, houve queda na incidéncia de casos de meningite
por Streptococcus pneumoniae, numa porcentagem maior que 55%, com o
advento da vacinacdo em larga escala da vacina pneumocdécica conjugada.
Entretanto, a meningite bacteriana causada pelo pneumococo continua sendo a
causa mais frequente e determinando elevada morbidade e mortalidade,
mesmo com uso de terapia adequada. Nigrovic et al. através de revisao
retrospectiva de 203 casos de meningite bacteriana em crian¢as no periodo de
2001 e 2004 observou os agentes mais prevalentes de acordo a com faixa
etaria (Tabela 1), posteriormente estes dados foram reproduzidos por Thigpen

et al. (Nigrovic, Kuppermann et al. 2008; Thigpen, Witney et al. 2011).
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Tabela 1- Adaptacdo da frequéncia relativa de patdgenos causadores da
meningite bacteriana em criancas de acordo a faixa etaria (Nigrovic,

Kuppermann et al. 2008; Thigpen, Whitney et al. 2011).

Faixa etaria Estreptococos | Bacilos Streptococcus | Neisseria

do grupo B Gram- pneumoniae | meningitidis
negativos

>Imése<3 39% 32% 14% 12%

meses

>3 mesese <3 11% 9% 45% 34%

anos

>3 anos e < 10 47% 32%

anos

>10 anos e < 19 55%

anos

Além dos fatores predisponentes como determinados agentes
especificos para causar a meningite bacteriana, como por exemplo o
Streptococcus pneumoniae, outros fatores também podem aumentar o risco de
adquirir a meningite bacteriana. Chavez-Bueno et al. através de seu artigo de
revisdo identificou varios fatores predisponentes que aumentam o risco para
adquirir a meningite bacteriana, sendo eles: A exposicdo a individuos com
meningite meningococica ou por Haemophilus influenzae do tipo b; Historico
recente de viagens a areas endémicas como a Africa sub-saarina; Infeccdes
respiratdrias ou otologicas recentes na qual facilita a porta de entrada a
infeccdo; Traumatismos cranio-encefalicos como também procedimentos
neurocirirgicos ou otorrinolaringologicos (colocacdo de implante coclear)
(Chavez-Bueno, McCracken et al. 2005).

O curso da meningite bacteriana pode apresentar dois padrdoes de
apresentacao. No primeiro tipo de apresentacdo a meningite desenvolve-se de

forma progressiva ao longo de um ou varios dias e pode ser precedida por
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quadro febril. A segunda forma de apresentacdo apresenta curso de instalacéo
fulminante, juntamente com manifestacdes de sepse e meningite com r4pido
desenvolvimento ao longo de horas (van Furth, Roord et al. 1996).

As caracteristicas clinicas da apresentacdo da meningite bacteriana em
criancas sdo muito variadas e relacionadas a idade do paciente. A maioria dos
casos de meningite em criangas apresenta-se com febre e sinais de inflamagé&o
das meninges (nauseas, vomitos, irritabilidade, inapeténcia, cefaleia, alteracéo
do estado de consciéncia e rigidez de nuca), todavia a presenca destes sinais
irritativos das meninges sdo claramente observadas tardiamente a instalacdo
do quadro infeccioso que muitas vezes estdo associados a desfechos
desfavoraveis (Roos et al. 2011).

Na populacdo neonatal a apresentacdo clinica da meningite pode ser
subita e inespecifica (Galiza, Heath et al. 2009; Ku, Boggess et al. 2015) com
presenca de sinais clinicos muitos variados (Figura 7).

1- Febre ou hipotermia

2- Irritabilidade ou letargia

3- Hipotonia

4- Intolerancia alimentar ou vomito
5- Dificuldade respiratoria

6- Apneia

7- Bradicardia

8- Hipotenséao

9- Pobre perfuséo

10-Convulsdes

11-Abaulamento da fontanela anterior
12-Rigidez de nuca

13-Ictericia

14-Hipoglicemia ou hiperglicemia
15-Diarreia

Figura 7 - Sinais clinicos da meningite neonatal: Adaptado de: Ku LC, Boggess
KA, Cohen-Wolkowiez M. Bacterial meningitis in infants. Clin
Perinatol.2015Mar;42(1):29-45,vii-vii.
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Os achados neurologicos mais comumente encontrados nas criancas
com meningite sdo as alteracdes do estado de consciéncia, evidenciado pela
presenca de comportamento letargico ou sonolento como também as formas
mais graves como a obnubilacdo e coma (Feigin, McCracken et al. 1992). O
aumento da pressao intracraniana manifesta-se através das queixas de dores
de cabeca em criancas maiores e a presenca do abaulamento da fontanela ao
exame clinico observado nas criancas menores (Curtis, Stobart et al.2010). As
convulsdes tanto generalizadas como focais sdo também encontradas nos
casos de meningite. A presenca de sinais deficitarios neurol6gicos como
hemiparesia, tetraparesia, paralisia facial e alteracbes do campo visual
encontram-se presentes nos casos de meningite na sua admissdo e muitas
vezes correlacionam-se com persisténcia do exame neurolégico anormal no
final do tratamento da meningite como potencial complicacdo neuroldgica
(Kaplan 1999).

2.8 Fatores prognésticos da Meningite

A meningite histéricamente constitui-se de uma patologia com elevado
indice de mortalidade e morbidade, que com o advento da terapia
antimicrobiana e a instituicdo de vacinas na populacéo infantil sofreu marcante
reducado destes indices, porém ainda resulta em casos de morte. Exemplo disto
podemos citar as meningites causada pelo Streptococcus pneumoniae, que
alcangcam o mais alto indice de fatalidade, com frequéncia de 19% a 37% de
morte (Brouwer, Tunkel et al.2010; van de Beek, de Gans et al. 2006).

Dentre os principios gerais de progndéstico na meningite bacteriana
podemos afirmar que a prevencdo do atraso na administracdo da
antibioticoterapia adequada pode ter um efeito de bom prognéstico sobre os
resultados da doenca (Ku, Boggess et al. 2015). O segundo principio geral nos
casos de meningite bacteriana € a determinagdo do esquema antibiotico ideal
gue se constitui nas caracteristicas do farmaco em apresentar efeito bactericida
contra o organismo infectante e que este agente seja capaz de penetrar a
barreira hemato-encefalica para que atinja uma concentracdo ideal no LCR
(Lutsar, McCracken et al. 1998).
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Os autores Thigpen et al. observaram que na analise da taxa de
mortalidade apresenta um crescimento linear para a populacdo idosa,
sugerindo que a faixa etaria do individuo acometido pela meningite seja fator
relevante no desfecho da doenca (Thigpen, Witney et al. 2011).

O prognostico da meningite também tem variado de acordo com o
microrganismo existente. Durand et al., identificaram que na sua populacdo
estudada a mortalidade foi maior entre os individuos com infeccdo por
Streptococcus pneumoniae e Listeria monocytogenes em relagéo aos casos de
infeccdo por Neisseria meningitidis. Também observaram que os casos de
meningite nosocomial apresentou maior mortalidade em comparagdo aos
casos de meningite adquirida na comunidade (Durand, Calderwood et al.1993).

As complicacdes neuroldgicas, como a presenca de alteracdo do estado
de consciéncia na admissao a emergéncia e a presenca de crises convulsivas
nas primeiras 24 horas, foram relatadas como fatores de risco isolados para
morte na populagcdo com meningite bacteriana adquirida na comunidade (van
de Beek, de Gans et al.2004).

Os autores Aronin et al. através do seguimento de coorte identificaram
que as trés caracteristicas clinicas (hipotensdo, alteracdo do estado de
consciéncia e crises convulsivas) resultam em fatores de risco independentes
associado aos desfechos de déficit neurolégico pos alta hospital e morte
(Aronin, Peduzzi et al. 1998).

A terapia antimicrobiana precoce e direcionada ao agente causador da
meningite bacteriana é claramente reconhecida como fator favoravel no
desfecho da doenca. Em particular o uso concomitante de dexametasona aos
antibioticos, nos casos de meningite pneumocotcica aguda, observou-se
significativa reducdo na taxa de mortalidade (de Gans, van de Beek et al.
2002).

Recentemente os autores Weisfelt et al. construiram e validaram um
modelo simples com a capacidade de avaliar o desfecho de casos de meningite
bacteriana em adultos através do uso de seis varidaveis rotineiramente
verificadas ap6s uma hora da admissdo dos pacientes (idade, frequéncia
cardiaca, escore da Escala de Coma de Glasgow, presenca ou auséncia de
paralisia de nervos cranianos, contagem de leucécitos no LCR acima da

1000/mL e a presenca de cocos GRAM positivos no LCR). Este modelo
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conseguiu identificar os casos de meningite bacteriana com potencial risco de
desfecho desfavoravel apés uma hora da sua chegada a emergéncia, trazendo
importantes informagdes para os pacientes e seus familiares (Weisfelt, van de
Beek et al. 2008).

3. TREM-1

Proteinas TREM (triggering receptors expressed on myeloid cells) sédo
uma familia de receptores celulares de superficie amplamente expressos nas
células mieldides. O primeiro dos receptores do tipo TREM, e por isso
denominado TREM-1, foi caracterizado como um amplificador da resposta
imunologica. Ele potencializa fortemente a ativacdo dos leucdcitos frente a
produtos bacterianos. Ap6s a descoberta do TREM-1, outras proteinas com
funcdo homologa foram descritas e sdo expressas em mondcitos, macréfagos,
microglia, células dendriticas, osteoclastos e plaquetas (Ford and McVicar
2009).

A proteina TREM-1 é expressa em neutréfilos e mondcitos e serve
como um modulador da resposta inflamatéria (Bouchon, Dietrich et al. 2000;
Bouchon, Hernandez-Munain et al. 2001; Paloneva, Manninen et al. 2002).
Embora a TREM-1 seja um receptor orfao, com ligantes ainda nao
completamente definidos, estudos iniciais mostraram que essa proteina tem
sua expressdo bastante aumentada em resposta ao lipopolissacarideo (LPS).
Muitos estudos tém sugerido que TREM-1 seja altamente expressa em reacdes
inflamatorias causadas por bactérias e fungos, mas ndo em processos
inflamatérios néo infecciosos (Colonna, Facchetti et al. 2003; Bouchon,
Hernandez-Munain et al. 2001).

Estudos funcionais sugerem que a TREM-1 atua de modo sinérgico com
outras moléculas que sdo ativadas em resposta a padrfes associadas a
moléculas patogénicas (PAMPs), incluindo receptores do tipo Toll e Nod
(Fukata, Vamadevan et al. 2009). A co-ativacdo dos receptores TREM-1 e
PAMPs produz uma resposta inflamatéria sistémica muito maior do que a
ativacao isolada de TREM-1 ou de PAMPs. Essa ativacéo parece ter um papel

importante na inflamagdo associada a infec¢cées bacterianas, particularmente
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naqueles pacientes com quadros de resposta inflamatéria severa e no

desenvolvimento dos quadros de sepse (Klesney-Tait et al., 2007).

3.1 TREM-1 nas infeccdes em geral

Um dos primeiros estudos clinicos realizados, avaliando um possivel
papel da proteina TREM-1 no diagnostico das infeccbes bacterianas, foi
realizado em pacientes em ventilacdo mecanica para diagnéstico de
pneumonia bacteriana em Unidade de Terapia Intensiva. A proteina TREM-1
soluvel (STREM-1), quando presente no lavado broncoalveolar, foi o fator
isolado independente mais fortemente associado com pneumonia bacteriana
(OR =41.5; 1C 95% = 20.9-77.6). Esse estudo mostrou que, nos pacientes em
ventilagdo mecanica, a deteccdo de TREM-1 no lavado broncoalveolar pode
ser util em estabelecer ou excluir o diagndstico de pneumonia bacteriana ou
fungica (Gibot, Cravoisy et al. 2004).

Os autores Richeldi et al. demonstraram aumento de TREM-1 em lavado
broncoalveolar de pacientes com pneumonia bacteriana, em contraste com
pacientes com tuberculose ou doenca pulmonar intersticial. Esses achados
confirmaram que o TREM-1 pode ser um marcador especifico e sensivel para
doencas bacterianas pulmonares (Richeldi, Mariani et al. 2004).

Tais achados foram replicados e ampliados posteriormente. Autores
como Determann et al., Horonenko et al. e Liu et al. demonstraram aumento
de SsTREM-1 em derrame pleural associado a infeccbes pulmonares
bacterianas e em pacientes com neoplasias, quando comparados com aqueles
pacientes que apresentavam apenas transudato. Esses autores sugeriram
ainda que niveis muito elevados de STREM-1 seriam capazes de excluir
derrame pleural associado a tuberculose (Determann, Millo et al. 2005;
Horonenko, Hoyt et al. 2007; Liu, Hsieh et al. 2007).

Para estudar melhor a regulacdo da proteina nas respostas
inflamatorias, Knapp et al. estudaram a expressdo da STREM-1 apés a
administragdo de LPS em voluntarios humanos sadios. Esse estudo
demonstrou que o LPS aumenta inequivocamente os niveis de sTREM-1 em

humanos (Knapp, Gibot et al. 2004). Esses dados estdo em linha com estudos
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gue sugerem que além de infec¢cdes pulmonares, outros tipos de infeccbes
bacterianas em pacientes clinicos podem levar ao aumento de expressédo da
STREM-1. Nessas, a expressao de sTREM-1 e/ou aumento sérico de STREM-1
parecem ser Uteis para o diagnostico ou como fator prognadstico.

Os autores Dupuy et al. e Henriquez-Camacho et al. em artigos de
revisdo ressaltam a aplicabilidade clinica da TREM-1 como ferramenta de valor
diagnostico nas infecgbes agudas como a pneumonia, meningite e sepsis e
também valor prognéstico em gravidade da sepsis (Dupuy, Philippart et al.
2013; Henriquez-Camacho and Losa 2014). Além das observacdes realizadas
em pacientes com processos infecciosos, aumentos de TREM-1 também tém
sido descritos em processos inflamatdrios nao infecciosos. Nessa linha, Schenk
et al. relataram aumento de TREM-1 em células mieldides em modelos de
ratos com doenca intestinal inflamatoria e os autores Jung et al. observaram
que niveis elevados da sTREM-1 foi o biomarcador que mais se correlacionou
com a atividade inflamatéria intestinal pela endoscopia nos casos de colite
ulcerativa, sugerindo que a proteina STREM-1 seja uma ferramenta
complementar da avaliacdo endoscoépica (Schenk, Bouchonet al. 2007; Jung,
Park et al. 2012). Adib-Conquy et al. relataram aumento nos niveis séricos de
STREM-1 apéds parada cardiorrespiratéria, sugerindo que a proteina STREM-1
pode apresentar-se em processos inflamatérios agudos sem infec¢do (Adib-
Conguy, Monchi et al. 2007). Da mesma forma os trabalhos de Ferat-Osorio et
al. descreveram que a expressao da proteina STREM-1 encontrou-se elevada
nos casos de pancreatite aguda grave e que estes achados também nao se
correlacionam com infeccdo e sim com o processo inflamatorio (Ferat-Osorio,
Wong-Baeza et al. 2009). Min et al. relataram aumento do STREM-1 em
mondcitos no periodo imediato ap6s queimaduras. Estes autores sugeriram
gue este aumento pode estar relacionado com o desenvolvimento de resposta
inflamatoria aguda em grandes queimados (Min, Zhang et al. 2007).

Portanto, algumas questdes envolvendo aumento de TREM-1, no curso
de inflamacgéo ou infeccdo, permanecem completamente ndo elucidadas. A
tabela 2 elucida de forma temporal autores e seus trabalhos relacionados a
proteina STREM-1.
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Tabela 2: Autores e seus trabalhos relacionados a proteina STREM-1.

Autores Ano | Tecido utilizado Conclusdes sobre sTREM-1

Gibot et al. 2004 | Fluidos biolégicos Uso potencial para diagnostico de
infecgdes bacterianas.

Gibot et al. 2004 | Lavado broncoalveolar | Diagnoéstico de pneumonia
bacteriana ou fungica em casos
de ventilagdo mecanica.

Richeldi et al. | 2004 | Lavado broncoalveolar | Expressao seletiva em casos de
pneumonia causada por bactéria
(potencial marcador em diagnostico
diferencial).

Gibot et al. 2005 | Sangue periférico Preditor progndéstico em pacientes
com sepsis.

Determann et | 2005 | Sangue periférico e Potencial biomarcador diagnéstico

al. lavado broncoalveolar em pneumonia associado a
ventilagdo mecanica.

Gibot et al. 2005 | Sangue periférico Elevada especificidade em
infeccdes. Utilidade no
acompanhamento da sepsis
durante o curso da doenca.

Gibot et al. 2006 | Fluidos biolbgicos Ferramenta diagndstica durante
casos de sepsis grave e
pneumonias.

Determann et | 2006 | Liquor Diagnostico e prognéstico na

al. meningite bacteriana.

Bishara etal. | 2007 | Liquor Elevada especificidade no

diagnostico da meningite

bacteriana.
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Autores

Ano

Tecido utilizado

Conclusdes sobre sTREM-1

Liu et al.

2007

Liquido pleural

Niveis elevados em derrame
pleural do tipo exudato
parapneumaonico e neoplasico.
Elevada concentracédo de sTREM-
1 pode excluir a hipétese de

tuberculose pleural.

Radsak et al.

2007

Sangue periférico

Potencial marcador de doenca em

pacientes com DPOC.

Tejera et al.

2007

Sangue periférico

Utilidade diagndstica e
progndéstica nos casos de
Pneumonia adquirida na

comunidade.

Gibot et al.

2007

Lavado broncoalveolar

Auxilio na detecc¢éo de sepsis
nosocomial e a diferenciacao de
pneumonia associado a ventilacdo
mecanica da pneumonia

extrapulmonar.

Chan et al.

2007

Liquid pleural

Importante marcador no
estabelecimento da etiologia do

derrame pleural.
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Autores

Ano

Tecido utilizado

Conclusdes sobre sTREM-1

Horonenko et

al.

2007

Lavado broncoalveolar
e fluido coletado da
“armadilha” expiratdria

do ventilador

Deteccgéo de STREM-1 no
“condensado exalado do
ventilador”. Possibilidade de
estabelecer ou excluir o
diagndstico de Pneumonia

associado a ventilacdo mecanica.

Yasuda et al.

2008

Sangue periférico

Niveis de STREM-1 foram
significativamente aumentados e
correlacionados com a gravidade
da doenca e disfuncéo organica
precoce em pacientes com

pancreatite aguda.

El Solh et al.

2008

Sangue periférico e

lavado broncoalveolar

Potencial marcador nas
sindromes aspirativas

pulmonares.

Giamarellos-
Bourboulis et

al.

2008

Sangue periférico

Participacdo da STREM-1 na
cascata da sindrome da resposta
inflamatoria sistémica pés-

traumatica.

Bishara et al.

2009

Liquido pleural

Potencial auxilio na diferenciacéo
de efusao pleural bacteriana da
nao bacteriana, particularmente
no derrame pleural pés-

toracotomia.

How et al.

2009

Sangue periférico

TREM-1 e Proteina C Reativa sao
similares como marcadores

diagnosticos da sepsis.

Liao et al.

2009

Sangue periférico

Niveis de STREM-1 foram
significativamente aumentados e
correlacionados com sepsis

associado a colangite aguda.
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Autores

Ano

Tecido utilizado

Conclusodes sobre sTREM-1

Collins et al.

2009

liquido sinovial

A expressao de STREM-1 no
liquido sinovial é aumentada na

artrite séptica e artrite reumatoide.

Park et al.

2009

Sangue periférico

Potencial marcador de atividade
das doencas inflamatorias
intestinais, em especial a colite

ulcerativa.

Miao et al.

2009

Sangue periférico

Niveis de STREM-1 elevados na
colangite supurativa obstrutiva
aguda, sugerindo provavel
importancia de sTREM-1 no

desenvolvimento da doenga.

Kuai et al.

2009

Liguido sinovial

Niveis elevados de STREM-1
pode contribuir no
desenvolvimento ou na
manutengao da artrite reumatoide.
Potencial indicador de atividade

da doenca.
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Autores

Ano

Tecido utilizado

Conclusodes sobre sTREM-1

How et al.

2010

Sangue periférico

Em pacientes recém-admitidos
com pneumonia adquirida na
comunidade, a determinacéo dos
niveis de sTREM-1 podem
fornecer informacdes diagndsticas

sobre a etiologia bacteriana.

Bingold et al.

2011

Sangue periférico e

lavado broncoalveolar

Niveis elevados de sTREM-1
correlaciona-se com casos de
contusdo pulmonar e a sua

gravidade.

Erdman et al.

2011

Sangue periférico

STREM-1como potencial
biomarcados diagnostico de casos
pediatricos de maléria e

prognéstico de gravidade.

Hirayama et

al.

2011

Sangue periférico

STREM-1como potencial
marcador de deteccao de
complicagdes infecciosas nos
casos de MPO-ANCA associada a

vasculite.

Jung et al.

2011

Sangue periférico

Potencial indicador de atividade
da doenca em pacientes com

doenca intestinal por Behcet.

Tintinger et al.

2011

escalro

Concentra¢cdes de sTREM-1 no
escarro pode predizer gravidade
da doenca em pacientes com
pneumonia adquirida na

comunidade.
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Autores

Ano

Tecido utilizado

Conclusodes sobre sTREM-1

Su et al.

2012

Sangue periférico

STREM-1, Procalcitonina e
Proteina C reativa demonstraram
papel no diagndstico inicial da
sepsis. Niveis de STREM-1 pode
refletir prognostico da bacteremia.

Su et al.

2012

Sangue periférico

Alteracdes dinamicas no
polimorfismo de STREM-como
potencial uso na avaliacao

prognostica da sepsis.

Saurer et al.

2012

Tecido colonico

STREM-1 como um potencial
marcador substituto de atividade
da doenca em pacientes com
doencas inflamatorias do

intestino.

Jeong et al.

2012

Sangue periférico

Niveis de STREM-1 na admisséo
como marcador progndstico de
gravidade na sepsis.

Jung et al.

2012

Sangue periférico

Niveis de STREM-1 podem
representar um marcador
complementar para avaliagao de
atividade endoscépica na colite

ulcerativa.

Bostanci et al.

2013

Saliva e sangue

periférico

Niveis de STREM-1 podem
representar um marcador entre as
infec¢des periodontais e resposta

inflamatoria sistémica.

Oku et al.

2013

Sangue periférico

Possivel utilidade de STREM-1 em
avaliar a gravidade da doenca e a
sobrevida de em pacientes com

SIRS ou sepsis.
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Autores

Ano

Tecido utilizado

Conclusodes sobre sTREM-1

Suchankova
et al.

2013

Lavado broncoalveolar

STREM-1 como um potencial
marcador de doenca inflamatéria
com poder de auxiliar no
diagndéstico e monitoramento da

sarcoidose pulmonar.

Dopheide et

al.

2013

Sangue periférico

STREM-1 como um potencial
biomarcador de inflamacéo e com
poder de avaliar a gravidade da

doenca arterial periférica.

Horst et al.

2013

Sangue periférico

STREM-1 como marcador de
gravidade para infecgéo por S.
pyogenes e possivel alvo no
tratamento da sepsis

estreptococica.

van Bremen et

al.

2013

Sangue periférico

STREM-1 como via no papel da
adequada doenca inflamatéria e
resposta bactericida frente a

sepsis bacteriana.

Matsuno et al.

2013

Lavado bronco alveolar,
sangue periférico e
fluido coletado da
“armadilha” expiratéria

do ventilador

Medidas de STREM-1 no
‘condensado exalado do
ventilador” podem ser util para o
diagnéstico de Pneumonia
associado a ventilacdo mecanica

apos cirurgia cardiaca.

Grover et al.

2014

Sangue periférico e

lavado broncoalveolar

A incorporagédo da sTREM-1 no
marcador bioescore 7 discrimina
com precisao casos de
pneumonia associado a ventilacdo

de infec¢Bes ndo pulmonares.
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Autores

Ano

Tecido utilizado

Conclusodes sobre sTREM-1

Kim et al.

2014

Sangue periférico

A expressao aumentada da
STREM-1 dentre outros
biomarcadores colaboram com o
entendimento da patogénese do

colesteatoma.

Adly et al.

2014

Sangue periférico

Niveis elevados de STREM-1
pode ser considerado marcador
precoce em casos de sepsis
neonatal e refletir a gravidade e
prognaostico desfavoravel.

Sato et al.

2014

Sangue periférico

Niveis de STREM-1 pode ser util
como marcador de atividade na

policondrites remissiva.

Dai et al.

2015

Urina e sangue

periférico

A expressao da sTREM-1 dentre
outros biomarcadores podem ser
usados como ferramenta
diagndstica e preditora de
agravidade em casos de injuria
renal aguda em pacientes criticos

com sepsis.

Zhang et al.

2015

Sangue periférico

STREM-1 como um potencial
marcador de monitoramento da
atividade da doenca em pacientes

com colite ulcerativa.

Lemarié et al.

2015

Sangue periférico

STREM-1 como um potencial
marcador para diagnéstico e
prognaostico de sepsis e infeccdes

localizadas.
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3.2 TREM-1 e meningite

Apenas trés estudos avaliaram os niveis de TREM-1 no liquor em
pacientes com meningite bacteriana. Determann et al. em um estudo
retrospectivo de acuracia, avaliaram os niveis de STREM-1 no liquor de 92
pacientes adultos com diagnostico de meningite bacteriana. Os resultados
foram comparados com os achados obtidos em nove pacientes com meningite
viral e em oito pacientes controles saudaveis, com liquor normal. Estes autores
especificaram que em adultos, o nivel de acuracia do STREM-1 para
diagnéstico de meningite bacteriana no liquor foi de 0.82. Além disto, estes
autores sugeriram que em adultos, niveis muito aumentados de sTREM-1 no
liguor possam predizer mortalidade. Os autores concluiram que STREM-1 em
liguor pode ser um bom marcador diagnéstico e progndstico para pacientes
com meningite bacteriana e sugeriram que estudos prospectivos, tais como o
proposto neste projeto sdo necessarios para melhor definicdo desses aspectos
(Determann, Weisfelt et al. 2006).

Em outro estudo realizado em adultos, Bishara et al. confirmaram os
achados iniciais de Determann et al. No entanto, esses autores conduziram um
estudo prospectivo, avaliando os niveis de sTREM-1 no liquor de pacientes
com suspeita de meningite ou encefalite, comparando os valores obtidos com
aqueles de pacientes normais que realizaram estudo de liquor para
diagnésticos de doencas ndo infecciosas. Esses autores encontraram niveis
aumentados de sTREM-1 no liquor de sete pacientes com culturas positivas
para meningite bacteriana (78% dos casos de um total de nove pacientes) e em
nenhum dos 12 pacientes com culturas negativas. Esses autores sugeriram,
portanto, que dosagens de STREM-1 no liquor podem ser Uteis para o
diagnéstico das meningites bacterianas, com sensibilidade e especificidade de
78% e 100%, respectivamente. Através de uma curva ROC, estes autores
estabeleceram que o uso de STREM-1 como preditor de meningite bacteriana
foi de 0.889. Baseados nesses dados, esses autores sugeriram que o STREM-
1 pode ser util para os clinicos no diagnéstico das meningite bacteriana
(Bishara, Hadari et al. 2007).
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O terceiro estudo, publicado por Liu et al, analisou a combinacéo de
dois biomarcadores (STREM-1 e Decoy receptor 3 (DcR3)) no LCR em
pacientes com suspeita de meningite bacteriana nosocomial. Conduziram um
estudo retrospectivo com 123 pacientes recrutados, com 80 casos confirmados
de meningite bacteriana nosocomial na qual ambos biomarcadores
apresentaram niveis significativamente elevados nos casos confirmados de
meningite bacteriana. No entanto os autores relataram a discrepancia dos
resultados de sensibilidade e especificidade do sSTREM-1 na populacdo
estudada em comparacdo as publicacbes anteriores de Determann et al.
(sensibilidade de 73% e especificidade de 77%) e Bishara et al. (sensibilidade
de 77,8% e especificidade de 100%), com valor de sensibilidade de 60% e
especificidade de 88,37%. Esses autores sugeriram, portanto, que a adi¢do da
combinacdo dos biomarcadores STREM-1 e DcR3 parece aumentar o
rendimento diagnostico em diferenciar casos de meningite bacteriana
nosocomial daqueles sem meningite bacteriana, em comparacdo ao seu uso
individualizado (Liu, Shao et al. 2015).

Carrol et al. Publicaram, em 2009, um estudo prospectivo realizado no
Malaui, onde acompanharam criancas admitidas no hospital com quadro de
infeccdo bacteriana grave, associado a sinais e sintomas de pneumonia ou
meningite. Os autores avaliaram a utilidade de cinco biomarcadores de
infeccdo analisados pelo sangue periférico (Proteina C Reativa, Procalcitonina,
STREM-1, CD163 e high mobility group box-1 (HMGB1) na tentativa de
identificar criangas com elevado risco de morte . Concluiram que, dentre os
cinco biomarcadores, a Procalcitonina é a que apresentou melhor desempenho
diagnéstico e progndstico nos casos de infeccdo bacteriana grave, tanto por
pneumonia quanto por meningite bacteriana, inclusive nos casos portadores da
infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Todavia nenhum dos
biomarcadores estudados demonstraram valor de predizer morte na populacao

infantil Africana estudada (Carrol, Mankhambo et al. 2009).

3.3 TREM-1 como parametro para a pratica clinica

Um marcador biologico para infec¢des bacterianas, especialmente em

cenario de sepse severa, deve idealmente ser especifico, sensivel,
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tecnicamente simples, rapidamente executado e de baixo custo (Gibot,
Cravoisy et al. 2004). A dosagem plasmatica de sTREM-1 parece preencher os
critérios de sensibilidade e especificidade. O processo de mensuracdo é
também rapidamente executado, ao custo estimado de 30,00 reais por
amostra. Acreditamos, no entanto, que esse valor podera diminuir muito, uma
vez que, eventualmente no futuro, a dosagem de sTREM-1 possa ter seu custo
reduzido a medida que o seu uso torne-se mais disseminado ou eventualmente
gue a dosagem de sTREM-1 seja de uso clinico rotineiro.

Dupuy et al. em artigo de revisdo avalia os potenciais biomarcadores
capazes de auxiliar no uso racional de antibidticos em casos de infec¢des
agudas na prética clinica. Dentre os biomarcadores citados, o STREM-1 fora
considerado promissora ferramenta com experiéncia clinica em casos de
sepsis, pneumonia e meningite. Todavia os autores reforcam a necessidade de
novos estudos clinicos (Dupuy, Philippart et al. 2013).

Obviamente, dosagens de sTREM-1 n&o tem poder de diagnosticar os
agentes causais em infec¢des bacterianas. No entanto, o valor clinico real do
STREM-1 podera permitir aos clinicos um uso mais acurado de
antibioticoterapia precoce e empirica, antes que o0s culturais possam estar
disponiveis (Carrol, Mankhambo et al. 2009). Da mesa forma, pode-se evitar o
uso desnecessario de antibidticos, minimizando os custos e a exposi¢cdo do
paciente a farmacos e riscos desnecessarios (Liu, Shao et al. 2015).

A aplicagdo da dosagem de imunomediadores de infec¢des bacterianas,
tais como o STREM-1, pode favorecer em muito 0 uso mais racional de
antibioticoterapia, = eventualmente  prevenindo resisténcia  bacteriana,
principalmente em ambientes de CTI (van Bremen, Drémann et al. 2013). No
entanto, para que isto ocorra, mais pesquisas em diferentes tipos de infeccao e

populacdes, tais como a proposta por esse projeto, SAo necessarias.
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4. Justificativa

N&o existe, na literatura médica corrente, nenhum estudo que avaliou 0
papel da STREM-1 no LCR nos casos de meningite na populacdo pediatrica.
Séao também escassos os estudos que a avaliaram seu papel no LCR.

Ao se considerar as duvidas diagnosticas frequentes, a
morbimortalidade e os elevados custos ao sistema de saude decorrentes
dessas infeccdes, € desejavel o desenvolvimento de métodos que tenham
capacidade de discernimento diagndéstico e prognastico.

Pelas diversas evidéncias ja expostas, acreditamos que a mensuracao
dos niveis de TREM-1 em pacientes com suspeicdo clinica de meningite
bacteriana tenha relevancia biolégica e possa vir a ser uma valiosa ferramenta

para a pratica clinica.

5. Objetivos

5.1 Objetivo Principal

O objetivo primario do presente estudo é caracterizar os niveis liquéricos
da proteina STREM-1 em pacientes pediatricos, admitidos por suspeita clinica
de meningite, avaliando se ele pode ser utilizado como marcador de meningite

bacteriana aguda.

5.2 Objetivos Secundarios

a) Comparar os niveis de STREM-1 dos casos de meningite bacteriana
com os niveis de sTREM-1 dos casos de meningite viral e controles;

b) Determinar indicadores de sensibilidade e especificidade que auxiliem
na diferenciacdo entre meningite bacteriana e meningite viral e controles;

c) Comparar os niveis de STREM-1 entre casos de meningite bacteriana
com desfecho favoravel e ndo favoravel,

d) Analisar o TREM-1 e outros fatores como possiveis preditores para

meningite bacteriana em criangas.
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Abstract
Introduction: Bacterial meningitis is an important cause of morbidity and

mortality in infancy. Cerebrospinal fluid analysis remains the gold standard
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diagnostic tool, however new biomarkers for diagnosis and prognosis are still
required. Triggering receptor expressed on myeloid cells-1 (TREM-1) is a
transmembrane receptor expressed on neutrophils and monocytes that plays an
important role on the immune response. Its soluble fraction (STREM-1) is also
increased in infection, inflammation or immune diseases. In this study we
evaluate prospectively the value of TREM-1 as a biomarker of acute bacterial
meningitis in pediatric patients and its possible use as a prognostic tool in this
scenario.

Methods: Sixty-one pediatric patients, from 0 to 10 years old were evaluated
for meningitis and were prospectively included in this study. At admission, after
clinical hypothesis of meningitis patients were submitted to CSF analysis for
diagnosis and a sample of initial CSF was used also for TREM-1 analysis.
Patients were followed during hospitalization and clinical evaluation and
treatment outcome were recorded for posterior analysis.

Results: Out of 61 patients, 38 (62%) were negative for meningitis, 7 (11%)
patients were diagnosed with viral meningitis and 16 (27%) patients were
diagnosed with, and received treatment for, acute bacterial meningitis. Sex (p =
0.15), presence of identified risk factors (p = 0.17), presence of seizures (p =
0.31), other clinical complications (p = 0.11), and mortality (p = 0.66) did not
differ among groups. Sensorial abnormalities (p<0.0001) and presence of
headache (p= 0.003) were more prevalent in patients with meningitis. As
expected, leukocyte count, glucose, and protein levels were significantly
different between patients with meningitis and patients without meninagitis.
Concentrations of STREM-1 in CSF from patients with bacterial meningitis was
higher when compared to patients with viral meningitis and with controls
(1204.67 pg/mL, 39.34 pg/mL and 12.09 pg/mL, respectively; p<0.0001). When
STREM was used as a determinant to differentiate between patients with or
without bacterial meningitis, the analysis of the area under the ROC curve
(AUC) was 0.95 (95% CI=0.89-1.00; p<0.0001). Presence of risk factors for
bacterial meningitis (p = 0.04), sensorial abnormalities (p<0.0001), CSF
leukocyte count (p = 0.01), CSF glucose levels (p = 0.002), CSF protein levels
(p = 0.032), and CSF sTREM-1 levels (p = 0.004) were all associated with
bacterial meningitis, including sSTREM levels above the established cut-off point
of 68.0 pg/mL (p<0.0001). Bacterial meningitis (p = 0.02) and values of TREM-1
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higher than the cut-off point (68.0 pg/ml) (p = 0.04) were associated with death

and severe neurological disabilities in this patient cohort.

Conclusion: We evaluated s-TREM-1 levels in CSF of children with clinical
hypothesis of meningitis. The s-TREM-1 levels were increased in bacterial
meningitis and correlated with prognosis. Our results suggest that CSF s-
TREM-1 levels can be used as a biomarker for diagnosis of acute bacterial
meningitis in children and it might be useful in determining patient’s prognosis in

this scenario.

Introduction

Bacterial meningitis is an important cause of morbidity and mortality in
infancy (Thigpen et al., 2011). Cerebrospinal fluid (CSF) analysis remains the
gold standard diagnostic tool, however new biomarkers for diagnosis and
prognosis are still warranted and remain the subject of several lines of research.
Recently, new biomarkers have been linked to bacterial meningitis in children
and adults, and, therefore, could serve as potential diagnostic and prognostic
tools. These include, but are not limited to, interleukin 6 (IL-6; Garcia-
Hernandez et al., 2015), procalcitonin (Mahajan et al., 2014; Morales-Casado et
al., 2014), C reactive protein (Morales-Casado et al., 2015), presepsin (Stubljar
et al., 2015), calprotectin and lactoferrin (Datych et al., 2015), tumor necrosis
factor alpha (TNF-a) and interleukin 1 beta (IL-1B; Panato et al., 2014),
lipocalin 2 (Guiddir et al., 2014) and matrix metalloproteinases-1 and -9 (MMP-1
and MMP-9; Roine et al., 2014).

Triggering receptor expressed on myeloid cells-1 (TREM-1) is a
transmembrane receptor expressed on neutrophils and monocytes that plays an
important role on the immune response (Bouchon et al., 2000). Receptor
activation upon ligand engagement leads to inflammatory responses, cytokine
production, degranulation of neutrophils, and phagocytosis. Besides its
immunomodulatory functions, TREM-1 expression is also associated with other
conditions. For example, upregulation of TREM-1 is related to an increased

cytokine response during septic shock (Bouchon et al., 2001), hypoxic stress
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(Mishra et al.,, 2014), hepatocellular carcinoma (Duan et al., 2014), and
preeclampsia (Lim et al., 2014). Its soluble fraction (STREM-1) is also increased
in infection, inflammation or immune diseases. Several studies have tested the
diagnostic value of acute infections such as pneumonia (Gibot and Cravoisy,
2004; Gibot et al.,, 2004), meningitis and sepsis, and because sSTREM-1
measurements can be obtained easily from serum samples, efforts have been
made to verify whether STREM-1 levels can correlate positively with severity of
disease (Gamez-Diaz et al., 2011; Suarez-Santamaria et al., 2010; Jeong et al.,
2012).

STREM-1 can also be detected in CSF, besides being present in blood
serum. To date, three previous studies observed that STREM-1 levels in CSF
samples were higher among patients with bacterial meningitis, indicating that
STREM-1 may be used as a diagnostic tool as well as a potential outcome
predictor (Bishara et al., 2007; Determann et al., 2006; Liu et al., 2015).
However, either these studies included a small number of patients, collected
data retrospectively, or focused on the adult population.

We describe here results of a prospective cohort study measuring
STREML1 levels in CSF of children with clinical suspicion of meningitis. STREM-
1 values were analyzed in the CSF of confirmed cases of bacterial meningitis
and evaluated if STREM-1 could be a prognosis biomarker for this clinical
condition. It is possible that the results presented here may improve the
knowledge of STREM-1 aspects in meningitis and provide more evidence for a
useful diagnostic and prognostic biomarker for bacterial meningitis during
childhood.

Methods
Ethical considerations

This study was approved by the Research Ethics Committee of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, and was conducted according to the
principles expressed in the Declaration of Helsinki. Parents or the legal
guardian of each patient gave written informed consent before participating in
the study.
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Methods

Sixty-six patients were included in this prospective study and were
evaluated for meningitis between January 2009 and December 2010. Collection
of CSF was obtained via lumbar puncture. Leukocyte count, glucose and
protein measurements were performed, according to the clinical laboratory
parameters of the institution. A 2 mL sample was separated for further analysis,
being kept at -70°C until time of analysis. Each patient’s clinical data was
recorded in a databank for posterior comparisons.

Categorical variables were studied using the Fisher’'s exact test or Chi-
square test. Continuous variables were analyzed by the Student’s t-test.
Receiver operating characteristic (ROC) curve was employed to determine the
optimal cut-off value, and area under the curve (AUC) was calculated for each
variable. A p value <0.05 was considered significant. Statistical analysis was
performed using SPSS v.18. Patients were followed until hospital discharge and
during follow-up visits at the outpatient clinic. Any complications or clinical

alterations were recorded for further evaluation.

Results

Sixty-six patients arrived at the hospital with signs and symptoms of
acute meningitis during the study period. Five patients were excluded because
of insufficient material. The remaining patients were worked up for analysis. Out
of 61 patients, 38 (62%) were negative for meningitis, 7 (11%) patients were
diagnosed with viral meningitis and 16 (27%) patients were diagnosed with, and
received treatment for, acute bacterial meningitis. Figure 1 illustrates the patient
cohort for this study. Clinical characteristics of all patients included in the study,
and in accordance with final diagnosis, can be seen in Table 1. Sex (p = 0.15),
presence of identified risk factors (p = 0.17), presence of seizures (p = 0.31),
other clinical complications (p = 0.11), and mortality (p = 0.66) did not differ
among groups. Sensorial abnormalities (p<0.0001) and presence of headache

(p= 0.003) was more prevalent in patients with meningitis.
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Figure 1. Patient flow and eligibility chart.
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Table 1. Clinical Characteristics of Patients

No Viral Bacterial p value
Meningitis
Number of Patients 38 07 16
Age (months) 17.5 (41.23) 51.57 45.81(57.56) | 0.05
(37.13)

Duration of Symptoms 18.03 (31.02) | 42.86 31.44 0.08
(hours) (27.59) (26.69)
Sex

Male 20 (52.6%) 07 (100%) 09 (56.3%)

Female 18 (47.4%) 0 (0%) 07 (43.8%) 0.15
Risk Factors

Yes 06 (15.8%) 01 (14.3%) 07 (43.8%)

No 32 (84.2%) 06 (85.7%) 09 (56.3%) 0.17
Headache

Yes 03 (7.9%) 05 (71.4%) 04 (25.0%)

No 35 (92.1%) 02 (28.6%) 12 (75.0%) 0.003
Irritability

Yes 03 (7.9%) 01 (14.3%) 04 (25.0%)

No 35 (92.1%) 06 (85.7%) 12 (75.0%) 0.96
Sensorial Abnormalities

Yes 0 (0%) 01 (14.3%) 08 (50.0%)

No 38 (100%) 06 (85.7%) 08 (50.0%) <0.0001
Seizures

Yes 04 (10.5%) 01 (14.3%) 05 (31.3%)

No 34 (89.5%) 06 (85.7%) 11 (68.8%) 0.31
Complications

Yes 07 (18.4%) 01 (14.3%) 08 (50.0%)

No 31 (81.6%) 06 (85.7%) 08 (50.0%) 0.11
Death

Yes 01 (2.6%) 00 (0%) 02 (12.5%)

No 37 (97.4%) 07 (100%) 14 (87.5%) 0.66
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Cerebrospinal fluid (CSF) findings are presented in Table 2. As expected,
leukocyte count, glucose, and protein levels were significantly different between
patients with meningitis and patients without meningitis. Patients with bacterial
meningitis showed a significant increase in CSF leukocyte count (1610.94
cels/uL; p=0.001) and protein levels (338.44 mg/dL; p= 0.001), and a significant
decrease in glucose levels (30.87 mg/dL; p = 0.004) when compared with
patients diagnosed with viral meningitis (leukocytes: 75.43 cels/uL; protein:
51.29 mg/dL; glucose: 62.42 mg/dL) or without meningitis (leukocytes: 4.32
cels/uL; protein: 70.58 mg/dL; glucose: 46.92 mg/dL). Concentrations of
STREM-1 in CSF from patients with bacterial meningitis was higher when
compared to patients with viral meningitis (1204.67 pg/mL vs 39.34 pg/mL;
p<0.0001).

Table 2. Cerebrospinal Fluid Findings

Controls Viral Bacterial p value
Number of 38 07 16
Patients
Mean CSF 4.32 (5.40) 75.43 (50.12) | 1610.94 0.001
Leukocytes (2206.25)
(cels/uL)
Mean CSF 46.92 (17.39) |62.42 (10.04) | 30.87 (31.10) 0.004
Glucose (mg/dL)
Mean CSF 70.58 (45.96) |51.29 (40.98) | 338.44 (471.45) | 0.001
Protein (mg/dL)
Mean CSF TREM- | 12.09 (30.79) | 39.34 (20.17) | 1204.67 (1387) | <0.0001
1 (pg/mL)

Numbers within parenthesis indicate standard deviation.

When sTREM was used as a determinant to differentiate between

patients with or without bacterial meningitis, the analysis of the area under the
ROC curve (AUC) was 0.95 (95% CI=0.89-1,0; p<0.0001) (Figure 2). These
values were chosen as the sTREM-1 cut-off value for diagnosis of bacterial

meningitis.
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Figure 2. ROC curve for TREM-1 in meningitis
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Predictors of bacterial meningitis are presented in Table 3. Presence of
risk factors for bacterial meningitis (p = 0.04), sensorial abnormalities

(p<0.0001), CSF leukocyte count (p = 0.01), CSF glucose levels (p = 0.002),
CSF protein levels (p = 0.032), and CSF sTREM-1 levels (p = 0.004) were all
associated with bacterial meningitis, including sTREM levels above the
established cut-off point of 68.0 pg/mL (p<0.0001).

Table 4 presents clinical status of each patient at the time of hospital
discharge, associated with patient outcome. Bacterial meningitis (p = 0.02) and
values of TREM-1 higher than the cut-off point established by this study (p =
0.04) were associated with death and severe neurological disabilities in this
patient cohort.
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Table 3. Predictors of Bacterial Meningitis

Non Bacterial O.R. 95% CI p value
Bacterial Meningitis
Number of Patients 45 16
Sex

Male 27 (60%) 09 (56.3%)

Female 18 (40%) 07 (43.7%) 0.857 (0.27-2.72) 1.00
Risk Factors

Yes 07 (15.6%) 07 (43.8%)

No 38 (84.4%) 09 (56.3%) 4.22 (1.18-15.11) 0.04
Duration of 21.89 31.44 (x26.70) - 0.28
Symptoms (hours) (£31.56)

Headache

Yes 08 (17.8%) 04 (25%)

No 37 (82.2%) 12 (75%) 1.54 (0.39-6.04) 0.71
Meningism

Yes 02 (4.4%) 03 (18.8%)

No 43 (95.6%) 13 (81.3%) 4.96 (0.75-32.96) 0.11
Irritability

Yes 04 (8.9%) 04 (25%)

No 41 (91.1%) 12 (75%) 3.42 (0.74-15.75) 0.19
Sensorial
Abnormalities

Yes 01 (2.2%) 08 (50%)

No 44 (97.8%) 08 (50%) 44 (4.82-401.55) <0.0001
Seizures

Yes 05 (11.1%) 05 (31.3%)

No 40 (88.9%) 11 (68.8%) 3.64 (0.89-14.86) 0.11
Mean Peripheral 11470 13418 (x6797) - 0.23
Leukocyte Count (£5101)
cels/uL (£SD)

Mean CSF Leukocyte (x32.31) 1611 (£2206.26) - 0.01
cels/yL (£SD)

Mean CSF Glucose 49.33 26.47 (£23.54) - 0.002
mg/dL (xSD) (x17.34)
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Mean CSF Protein 67.52 344.94 (x470.21) - 0.032

mg/dL (xSD) (x45.33)

Mean CSF sTREM-1 16.33 1204.67 - 0.004

pg/mL (xSD) (x£30.87) (x1387.91)

STREM-1 Increase

Yes 01 (2.2%) 13 (81.3%)
No 44 (97.8%) 03 (18.8%) 190.67 (18.25- <0.0001
1991.71)
Table 4. Patients Outcome
Favorable Unfavorable O.R. 95% CI p value
Outcome Outcome
Age (months) 29.04 (£45.24) 28.37 (£54.09) - 0.96
Sex

Male 26 (57.8%) 10 (62.5%)

Female 19 (42.2%) 6 (37.5%) 1.22 (0.38-3.94) 0.78
Risk Factors

Yes 10 (22.2%) 4 (25%)

No 35 (77.8%) 12 (75%) 1.17 (0.30-4.42) 1.0
Duration of Symptoms | 24.98 (+31.57) 22.75 (x27.90) - 0.80
(hours) (£SD)

Headache

Yes 9 (20%) 3 (18.8%)

No 36 (80%) 13 (81.3%) 0.92 (0.22-3.95) 1.00
Sensory Abnormalities

Yes 6 (13.3%) 3 (18.8%)

No 39 (86.7%) 13 (81.3%) 1.5 (0.33-6.87) 0.69
Mean Peripheral 11747.3 12638.1 (+6032.38) - 0.59
Leukocyte Count (£5493.75)
cels/uL (£SD)

CSF White cells 204.77 (£824.86) | 1078.25 (+2068.26) - 0.12
cels/pL (£SD)

CSF Glucose mg/dL 46.11 (+19.96) 35.53 (+24.28) - 0.09
(xSD)

CSF Protein mg/dL 110.54 (£182.38) | 223.94 (+424.26) - 0.15
(xSD)
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CSF TREM-1 pg/ml 278.73 (+ 796.94) | 466.65 (+1072.15) - 0.46
(£SD)
Increased TREM-1

Yes 7 (15.6 %) 7 (43.8%)

No 38 (84.4%) 9 (56.3%) 4.22 (1.18-15.11) |0.04
Bacterial Meningitis

Yes 8 (17.8%) 8 (50%)

No 37 (82.2%) 8 (50%) 4.62 (1.33-16.03) |0.02

Discussion

Our findings show that STREM-1 levels measured in the CSF of pediatric
patients may be helpful as an additional diagnostic tool for bacterial meningitis,
and that STREM-1 levels serve as a predictor of outcome as well. The incidence
and prevalence of bacterial meningitis in children, especially in developing
countries, remains high, in spite of efforts to reach global vaccination targets
(WHO, 2015). Clinical signs and symptoms for bacterial meningitis in young
children include fever, irritability, impaired consciousness, vomiting, and neck
rigidity (Valmari et al.,, 1987). Curtis and colleagues (2010) analyzed the
accuracy of clinical features for the diagnosis of bacterial meningitis and
concluded that no isolated clinical feature is diagnostic, and that the most
accurate diagnostic combination is unclear, which was further confirmed by
Bundy (2011) in a systematic review with meta-analysis.

The gold standard diagnostic tool for bacterial meningitis is CSF bacterial
cultures, in which one is able to not only confirm the etiology of the disease, but
also isolate the bacterial species. However, culture results may take days, a
time span which is unrealistic with disease course and progression. For this
reason, even though there are scores for aiding in the differential diagnosis of
bacterial and viral meningitis (De Cauwer et al., 2007), clinical laboratory
findings of decreased glucose levels and increased protein levels in CSF, along
with patient’s clinical presentation, is enough to urge physicians to take empiric
measures according to the worst-case scenario (Cantey et al., 2015). Even so,
neonates with bacterial meningitis may present with unremarkable CSF

parameters (Ku et al., 2015), which may hinder decisive therapeutic efforts. For
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this reason, quick and precise diagnostic tools for bacterial meningitis are still
warranted.

We have carried out a prospective study, analyzing clinical presentation
and laboratory parameters of 61 children, to demonstrate that CSF sTREM-1
levels may have an additional value to routine CSF laboratory findings in this
patient population. Moreover, sTREM-1 levels also correlated with clinical
outcome, demonstrating that STREM-1 may not be only useful in diagnosis of
bacterial meningitis, but also serve as a prognostic factor, and perhaps it can be
used in identifying patients who might require additional care. Other groups
have already explored STREM-1 as a diagnostic tool and predictor of outcome
in bacterial meningitis, albeit in different patient populations and/or with different
study designs (Determann et al., 2006; Bishara et al., 2007; Liu et al., 2015).

Determann and colleagues (2006) carried out a retrospective study
analyzing the CSF of 92 adult patients with community-acquired bacterial
meningitis, including analysis of CSF from 8 patients with viral meningitis and
from 9 healthy controls. Besides being a retrospective study, Determann and
collaborators also found that there was a considerable overlap in CSF sTREM-1
values in patients with bacterial meningitis and viral meningitis, which brings the
sensitivity of the assay to question. This was not the case in our study, in which
patients diagnosed with viral meningitis presented with mean sTREM-1 levels of
39.34 pg/mL (£20.17), compared to patients diagnosed with bacterial
meningitis, who presented with mean STREM-1 levels of 1204.67 pg/mL
(£1387).

Bishara and collaborators (2007) evaluated 21 patients aged 18 or older
to determine whether sTREM-1 was present in the CSF of patients with
meningitis, and whether its presence could predict bacterial infection. Of these
21 patients, 12 were negative for CSF bacterial cultures, whilst 9 were positive.
Seven of the 9 culture-positive CSF samples also demonstrated elevated
STREM-1 levels, indicating that STREM should be further investigated as a
possible diagnostic tool.

Carrol and collaborators (2009) evaluated retrospectively plasma levels
of TREM-1, C-reactive protein, procalcitonin, haemoglobin scavenger receptor
and High Mobility Group Box 1 (HMGB1) as markers of serious bacterial

infection in 377 children presenting with a signs of meningitis or pneumonia,
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190 of them HIV+. In this study, STREM-1 was higher in patients with invasive
pneumococcal disease and in patients with pneumonia, but there were no
significant differences for serious bacterial infections or survival rates. This
study is not in accordance with our results, but authors evaluated s-TREM-1
plasma levels and we s-TREM-1 CSF levels and part of patients studied by
Carrol and colleges were HIV+ or had malaria, comorbidities that might
influence sSTREM-1 levels in ways not yet known.

Recently, Liu and colleagues (2015) proposed a score, which they
named “bioscore”, in which both sTREM-1 and decoy receptor 3 (DcR3) were
utilized to predict whether or not patients had bacterial meningitis. This was a
rather elegant study, in which STREM and DcR3 levels were correlated with
microorganism species and other putative markers for bacterial meningitis. Cut-
off values were established for both markers, and sensitivity and specificity
increased significantly when taken together. However, this is a retrospective
study, in which the mean age of the 80 patients with bacterial meningitis was
43.75 = 16.46, which does not necessarily include children and neonates. The
mean age of our study subjects, in months, was of 17.5+41.23, 51.57+37.13,
and 45.81+57.56 for patients without meningitis, with viral meningitis, and with
bacterial meningitis, respectively, meaning that this study focused solely in the
pediatric population.

Our study also established a cut-off value for STREM-1 increase in
bacterial meningitis. This cut-off was associated with several neurological
disabilities or death in children with acute bacterial meningitis.

In this study we evaluated s-TREM-1 levels in CSF of children with
clinical hypothesis of meningitis. The s-TREM-1 levels were increased in
bacterial meningitis and correlated with prognosis. Our results suggest that CSF
s-TREM-1 levels can be used as a biomarker for diagnosis of acute bacterial
meningitis in children and it might be useful in determining patient’s prognosis in

this scenario.
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8. Consideracdes Finais

O presente trabalho evidenciou que a proteina STREM-1 dosada no LCR
pode ser uma ferramenta utii como diagndstico adicional de meningite
bacteriana na populacdo pediatrica, assim como também servir como preditor
de desfecho da doenca.

Apesar dos esforcos em alcancar as metas de vacinacdo global, a
incidéncia e a prevaléncia da meningite bacteriana em criancas, especialmente
nos paises em desenvolvimento, continua elevada (OMS 2015). Valmari et al.
descreveu os sinais e sintomas clinicos encontrados em criancas admitidas na
emergéncia e que subsequentemente foram diagnosticadas com meningite
bacteriana, e os sinais e sintomas encontrados foram febre, irritabilidade,
alteracdes da consciéncia, vomitos e rigidez de nuca. Alertando a classe
médica a respeito da necessidade da identificacdo destes sinais e sintomas
como possivel qguadro de meningite para que a terapia direcionada ndo seja
retardada (Valmari, Peltola et al. 1987). Da mesma forma os autores Curtis et
al. e Bundy analisaram a precisdo destes sinais e sintomas clinicos para o
diagnéstico de meningite bacteriana e concluiram que nenhum diagndstico
clinico é construido de forma isolada a partir de um sinal ou sintoma, e que a
combinacdo destes sinais e sintomas clinicos ainda ndo sdo totalmente claros
para um coerente diagnostico de meningite em criancas (Curtis, Stobart et al.
2010; Bundy 2011).

A andlise cultural do LCR para bactérias é a ferramenta diagndstica
padrdo ouro na meningite bacteriana, sendo ndo somente capaz de
diagnosticar como também isolar a espécie bacteriana. No entanto, o0s
resultados da cultura podem levar dias, fator que interfere na conduta e
evolucdo natural da doenca. Por esta razdo, De Cauwer et al. em sua
publicacdo apresentou um escore para auxiliar no diagndstico de meningite
bacteriana, levando-se em conta os valores laboratoriais como 0s niveis
séricos da proteina C reativa, niveis reduzidos de glicose no LCR e aumento
dos niveis de proteina no LCR e que estes achados poderiam auxiliar médicos
a tomar medidas empiricas de tratamento de acordo com o cenario do caso
(De Cauwer, Eykens et al. 2007; Cantey e Doern 2015). Mesmo assim, recém-

nascidos com meningite bacteriana podem apresentar parametros do LCR
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inexpressivos, prejudicando a decisdo terapéutica (Ku, Boggess et al. 2015).
Por estas razdes, ferramentas de diagndstico rapido e preciso para meningite
bacteriana ainda séo necessarios.

Realizamos um estudo prospectivo, analisando os parametros de
apresentacao clinica e laboratorial de 61 criancas, para demonstrar que 0s
niveis da proteina sTREM-1 no LCR podem apresentar um valor adicional aos
achados laboratoriais de rotina do LCR nesta populagdo de pacientes. Além
disso, os niveis de STREM-1 também se correlacionou com os resultados
clinicos, demonstrando que sTREM-1 ndo é apenas utii no diagnéstico da
meningite bacteriana, mas também pode servir como um fator de progndéstico,
e, talvez, possa ser utilizado como ferramenta preditora em pacientes doentes
gue possam requerer cuidados adicionais . Outros grupos ja tém explorado a
proteina STREM-1 como uma ferramenta de diagndstico e preditor de desfecho
na meningite bacteriana, embora em diferentes populacdes de pacientes e com
diferentes desenhos de estudo (Determann et al. 2006; Bishara et al. 2007; Liu
et al . 2015).

Determann et al. em 2006 realizaram um estudo retrospectivo
analisando o LCR de 92 pacientes adultos com meningite bacteriana adquirida
na comunidade, incluindo a andalise do LCR de oito pacientes com meningite
viral e de nove controles saudaveis. Além de ser um estudo retrospectivo,
Determann et al. também descobriram que havia uma sobreposicdo
consideravel nos valores de sTREM-1 no LCR em pacientes com meningite
bacteriana e meningite viral, que leva o0 ensaio a questionar a sensibilidade.
Este achado ndo ocorreu em nosso estudo, em que 0S pacientes com
diagnéstico de meningite viral apresentaram niveis de sTREM-1 médio de
39,34 pg/ml (£ 20,17), em compara¢do com 0s pacientes com diagnéstico de
meningite bacteriana, que apresentaram niveis de STREM-1 médio de 1.204,67
pg/mL (x 1,387).

Bishara et al. em 2007 avaliaram 21 pacientes maiores de 18 anos para
determinar se a proteina STREM-1 estava presente no LCR nos casos com
meningite, e se a sua presenca poderia prever infecgcdo bacteriana. Desses 21
pacientes, 12 apresentaram culturas bacterianas negativas no LCR, enquanto

gue nove foram positivos. Sete das nove amostras de LCR com cultura positiva
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também demonstraram elevados niveis STREM-1, indicando que sTREM-1 no
LCR deve ser investigado como uma possivel ferramenta de diagndstico.

Carrol et al. avaliaram prospectivamente os niveis plasméaticos dos
seguintes biomarcadores: STREM-1, proteina C reativa, procalcitonina, CD163
e HMGB1 como marcadores de infec¢cdo bacteriana grave em 377 criancas
apresentando sinais e sintomas de meningite ou pneumonia, 190 deles eram
portadores do HIV. Neste estudo a proteina sTREM-1 apresentou niveis
maiores em pacientes com doenca pneumaocadcica invasiva e em pacientes com
pneumonia, mas nao houve diferencas significativas para infec¢cdes bacterianas
graves ou taxas de sobrevivéncia (Carrol, Mankhambo et al. 2009). Este
presente estudo ndo estd de acordo com nossos resultados, sendo que 0s
autores citaram que parte dos pacientes estudados por Carrol et al.
apresentavam outras comorbidades como HIV e malaria que potencialmente
podem influenciar nos niveis da proteina sTREM-1 de forma ainda n&o
conhecida.

Recentemente, Liu et al. prop6bs uma pontuacdo, que nhomeou
"bioescore", no qual tanto STREM-1 e DcR3 foram utilizados como ferramenta
preditora para meningite bacteriana. Este foi um estudo bastante elegante, em
que os niveis de DcR3 e sTREM-1 foram correlacionados com espécies de
micro-organismos e outros marcadores putativos para a meningite bacteriana.
Foram estabelecidos valores-limite para ambos os marcadores, e, em conjunto,
a sensibilidade e a especificidade aumentaram significativamente. No entanto,
este € um estudo retrospectivo, em que a média de idade dos 80 pacientes
com meningite bacteriana foi de 43,75 * 16,46 meses, 0 que nao
necessariamente inclui criancas e recém-nascidos (Liu, Shao et al. 2015). A
idade média dos nossos pacientes estudados, em meses, foi de 17,5 + 41,23,
51,57 + 37,13 e 45,81 + 57,56 para 0s pacientes sem meningite, com meningite
viral, e com meningite bacteriana, respectivamente, o que significa que esse
estudo se concentrou unicamente na populacdo pediatrica.

Nosso estudo também estabeleceu um valor de corte para os niveis de
STREM-1 na meningite bacteriana. Este corte foi associada a variaveis como
sequela neurolégica ou morte em criangas com meningite bacteriana aguda.
Concluindo, neste presente estudo, foram avaliados os niveis da proteina

STREM-1 no LCR de criangas com suspeita clinica de meningite. Os niveis de
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STREM-1 foram elevados nos casos confirmados de meningite bacteriana e
também correlacionados com o prognéstico. Os nossos resultados sugerem
que a proteina sTREM-1 no LCR pode ser utilizada como um biomarcador para
o diagnostico de meningite bacteriana aguda em criancas e que pode ser util

na determinacéo do prognaostico do paciente nesse cenario.
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