
  
 

                                      

 

 

FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ 

(Brasil) 

& 

MINISTÉRIO DA SAÚDE 

INSTITUTO NACIONAL DE SAÚDE 

(Moçambique) 

 

 

Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde 

 

 

 

Frequência e epidemiologia molecular das estirpes causadoras de 

meningites bacterianas agudas em crianças menores de 5 anos de idade 

em Moçambique 

 

 

Aquino Albino Nhantumbo 

 

                                                                   

Maputo 2014 

 

Ministério da Saúde 

 

FIOCRUZ       

Fundação Oswaldo Cruz 



Frequência e epidemiologia molecular das estirpes causadoras de meningites bacterianas agudas em 

crianças menores de 5 anos de idade em Moçambique  

 ii 

                                       

 

 

 

 

AUTOR: Aquino Albino Nhantumbo 

 

 

 

Frequência e epidemiologia molecular das estirpes causadoras de 

meningites bacterianas agudas em crianças menores de 5 anos de idade 

em Moçambique 

  

 

 

Orientadores: 

Dr. Milton Ozório Moraes, IOC – FIOCRUZ 

Dr. Eduardo Samo Gudo, INS – MISAU 

                                                              

                                             

Data da aprovação: ______/______/______ 

 

Examinadores: 

_____________________________________________________________ 

_____________________________________________________________

_____________________________________________________________ 

 

 

Ministério da Saúde 

 

FIOCRUZ 

Fundação Oswaldo Cruz 



Frequência e epidemiologia molecular das estirpes causadoras de meningites bacterianas agudas em 

crianças menores de 5 anos de idade em Moçambique  

 iii 



Frequência e epidemiologia molecular das estirpes causadoras de meningites bacterianas agudas em 

crianças menores de 5 anos de idade em Moçambique  

 iv 

DEDICATÓRIA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico com muito amor este trabalho 

Ao meu querido pai Albino Nhantumbo e à minha querida mãe Judite 

Manuel, que me deram a vida e me ensinaram a vivê-la com dignidade.  

Faço da minha conquista o instrumento de gratidão por tudo que recebi de 

vocês e ambos são o meu exemplo de coragem, no qual me guio para dar 

continuidade aos meus ideais.  

 

Aos meus amados irmãos, sobrinhos e à todos os familiares, 

 

Ao Dr. Eduardo Samo Gudo, orientador a quem serei sempre grato pela 

oportunidade, confiança, pelos ensinamentos e pela amizade concedida. 

 



Frequência e epidemiologia molecular das estirpes causadoras de meningites bacterianas agudas em 

crianças menores de 5 anos de idade em Moçambique  

 v 

AGRADECIMENTOS 

Ao Prof. Dr. Eduardo Samo Gudo (Orientador) 

Pela confiança e por ter-me aceite como seu estudante, para mim foi um orgulho té-lo 

como orientador. Obrigado pela sua supervisão, orientação, dedicação, atenção e 

empenho no decorrer deste trabalho e por ter incentivado e investido com sabedoria no 

meu crescimento científico. Este projecto foi possível porque um profissional 

determinado, sábio e capaz esteve por perto. Também agradeço por ter assumido toda 

parte de cooperação internacional exigida para o meu estágio no Brazil. Tenho como 

exemplo a sua competência e perseverança com as quais faz ciência, grande admiração!   

 

Ao Prof. Dr. Milton Ozório Moraes (Co-orientador) 

Estou muito grato por sempre acreditar no meu potencial, e pela confiança transmitida, 

obrigado pela supervisão, orientação, atenção acima de tudo pelos incentivos e apoios tão 

importantes para execução final deste trabalho, o meu muito obrigado.  

 

Aos responsáveis das instituições onde os trabalhos foram realizados 

Pela disponibilidade dos meios (infra-estruturas, equipamentos, reagentes, materiais e 

outros) utilizados no decurso deste trabalho, tanto em Moçambique assim como no 

Brazil, respectivamente Prof. Dr. Eduardo Samo Gudo (Director Científico do INS) e 

Prof. Dr. Vlademir Cantarelli (Laboratório Qualitá, Novo Hamburgo, Rio Sul) e Prof. Dr. 

Cícero Dias (Laboratório de Microbiologia e Biologia Molecular da UFCSPA), 

respectivamente. Extensivo agradecimento ao Prof. Dr. Ilesh Jani (Director geral do 

INS), pelas contribuições que tem dado ao INS em todos os domínios. 

 

Aos participantes do estudo 

Aos pais e/ou titulares legais dos pacientes que aceitaram participar do estudo, vossa 

colaboração foi importante, muito obrigado. 

 

Aos colegas do laboratório de referência nacional de microbiologia do INS 

Meus agradecimentos a todos os colegas do Laboratório de microbiologia que receberam 

e processaram as amostras, garantindo resultados a tempo real para o atendimento das 



Frequência e epidemiologia molecular das estirpes causadoras de meningites bacterianas agudas em 

crianças menores de 5 anos de idade em Moçambique  

 vi 

crianças. Especial agradecimento aos técnicos Arlindo Cuco e Octávio Alfredo, extensiva 

gratidão ao José Paulo Langa (chefe do Laboratório) pelos ensinamentos de técnicas de 

Biologia Molecular e pela amizade. 

  

Aos pontos focais de vigilância de meningite 

Clínica: aos médicos Dr. Tomáz  Zimba e Dra. Eugénia Macassa (HCM); Dra. Alinea 

José Pedro (HCB) e Dr. Mulaja Kabeya Etienne (HCN), que carinhosamente atenderam 

as crianças, colheram as amostras, preencheram os formulários de notificação de casos de 

meningite e cuidaram delas durante o período de internamento, muito obrigado pela 

vossa contribuição. 

 

Laboratório de microbiologia:  aos técnicos Raul e Calvina (HCM);   Aventina Artur, 

Ramalho Chau e Alberto Muanido (HCB) e Siasa Mendes e Natálio Daudo (HCN) que 

receberam e processaram as amostras, garantindo resultados a tempo real para o 

atendimento das crianças. Completaram os formulários, acondicionaram as amostras e 

garantiram o envio das mesmas ao Laboratório Nacional de Referência de Microbiologia 

do INS, muito obrigado pela vossa contribuição.    

 

Aos demais departamentos do INS (Departamentos de Pesquisa, Formação e 

comunicação, vigilância, Plataformas Tecnológicas e Rede de Laboratórios e Serviços de 

Referência), e a todos os colgas que de forma directa e indirecta foram indispensáveis 

para realização deste trabalho, obrigado pela vossa colaboração. Expresso o meu 

agradecimento a Profa. Dra. Nilsa de Deus (Chefe do Departamento de Pesquisa), pela 

atenção prestada durante a minha estadia no Brazil, sempre esteve presente em momentos 

mais felizes e que também apoiou em momentos mais difíceis, minha eterna gratidão, 

você é especial. 

 

Aos membros de vigilância de meningite 

Prof. Dr. Eduardo Samo Gudo, Prof. Dr. Inácio Mandomando, Dr. Tomáz  Zimba, Dra. 

Cynthia Semá, Dra. Eugénia Macassa, Dra. Alinea Pedro, Dra. Safrina Nhamuche, Dra. 

Criménia, Dr. Mulaja Kabeya Etienne, Siasa Mendes, Natálio Daúdo, Aventina Artur, Dr. 



Frequência e epidemiologia molecular das estirpes causadoras de meningites bacterianas agudas em 

crianças menores de 5 anos de idade em Moçambique  

 vii 

Alcides Munguambe, Dra. Lena Manhique e Dra. Charlotte Comé, Dra. Marla Amaro e 

Dra. Lorna Gurjal,  meus sinceros agradecimentos por terem ajudado a implementar e a 

fortalecer o Sistema de Vigilância de Meningite. Obrigado pelos momentos partilhados.  

 

Aos professores do curso de Mestrado em Ciências de Saúde INS-FIOCRUZ 

Que se disponibilizaram a leccionarem as matérias, as quais foram muito importantes 

para aumento dos nossos conhecimentos científicos, muito obrigado. 

 

Aos colegas de Pós-graduação  

Agradeço aos colegas de pós-graduação pelos momentos de descontração, amizade e pelo 

convívio durante estes anos.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Frequência e epidemiologia molecular das estirpes causadoras de meningites bacterianas agudas em 

crianças menores de 5 anos de idade em Moçambique  

 viii 

RESUMO 

Introdução: Na maioria dos países da África sub-sahariana, onde a meningite bacteriana 

aguda (MBA) continua a ser uma das principais causas de mortalidade infantil, a 

vigilância de MBA é baseada principalmente em cultura. Além disso, as amostras de 

LCR de baixa qualidade e alta frequência de consumo de antibióticos antes da colheita de 

amostras, leva a uma alta taxa de resultados falso-negativos. Este estudo foi realizado 

com o objetivo de descrever a epidemiologia e o perfil de susceptibilidade aos 

antibióticos dos principais agentes etiológicos da MBA, isolados em amostras de crianças 

menores de 5 anos de idade em Moçambique.  

 

Metodologia: Durante o período de março de 2013 a março de 2014, foram colhidas 

amostras de LCR de crianças menores de 5 anos de idade, internadas, e que reuniram os 

critérios de definição de caso da OMS para MBA, em três hospitais (quaternários) 

regionais. Os exames macroscópicos e citoquímico, cultura e qPCR foram realizadas em 

todas as amostras. 

 

Resultados: Das 369 amostras de LCR colhidas em crianças com suspeita clínica da 

MBA. A qPCR mostrou uma elevada taxa de detecção dos patógenos bacterianos quando 

comparada à cultura [52.3% (193/369) para M-qPCR contra 7.3% (27/399) para a 

cultura]. A frequência de Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria 

meningitidis e S. agalactiae, and foi de 32.8% (121⁄369), 12.2%, (45⁄369), 3.0% (16⁄369) 

and 4.3% (11⁄369), respectivamente, significativamente elevada quando comparada com 

resultados da cultura (p < 0,001 para cada). Idade inferior a 12 meses foi estatisticamente 

associadas a MBA. Todos os isolados de pneumococos (n = 17) foram sensíveis à 

ceftriaxona, e 11,8% (2/17) foram sensíveis à penicilina. Todos os isolados de Hib (n = 5) 

foram sensíveis à ampicilina e 80% (4/5) foram sensíveis à cloranfenicol. Entre os 3 

isolados de meningococos, apenas um foi resistente à ampicilina, ceftriaxona e 

cloranfenicol (33,3%) para cada um. Todos os 2 isolados de S. agalactiae foram sensíveis 

à eritromicina, levofloxacina e ceftriaxona e todos eram resistentes à vancomicina e à 

ampicilina. Os serotipos mais prevalentes foram 1 (18,2), 5 (15,2), 14 (12,1), 9V (12.1), 

23F (9,1), 6A (9,1), 4 (9,1) e 6B (6,1). A proporção de isolados pertencentes a serotipos 

incluídos nas vacinas PCV-7, PCV-10, e PCV-13 foram 45,5%, 63,6% e 81,8%, 

respectivamente. Os serotipos 1, 3, 4, 6B, 14 e 23F foram todos resistentes à penicilina, 

enquanto para a ceftriaxona, todos foram sensíveis. 

 

Conclusão: Nossos achados mostram que a MBA é altamente prevalente em crianças 

com meningite e que S. pneumoniae foi a causa mais comum de meningite bacteriana 

aguda em crianças <5 anos de idade. Além disso, nossos dados demonstram que a cultura 

apresenta um rendimento baixo no diagnóstico da MBA, e sugerem fortemente que a 

qPCR deve ser incorporada nas actividades de vigilância de MBA. A introdução da PCV-

13 pode ser vantajoso devido a emergência dos serotipos 3 e 6A em Moçambique. 
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ABSTRACT 

Background: In Sub-Saharan Africa, including Mozambique, acute bacterial 

meningitis (ABM) represents a main cause of childhood mortality. The burden of ABM is 

seriously underestimated because of the poor performance of culture sampling, the 

primary method of ABM surveillance in the region. Low quality cerebrospinal fluid 

(CSF) samples and frequent consumption of antibiotics prior to sample collection lead to 

a high rate of false-negative results. To our knowledge, this study is the first to determine 

the frequency of ABM in Mozambique using real-time polymerase chain reaction (qPCR) 

and to compare results to those of culture sampling.  

Method: Between March 2013 and March 2014, CSF samples were collected at 3 

regional hospitals from patients under 5 years of age, who met World Health 

Organization case definition criteria for ABM. Macroscopic examination, cytochemical 

study, culture, and qPCR were performed on all samples.  

Results: A total of 369 CSF samples were collected from children clinically suspected 

of ABM. qPCR showed a significantly higher detection rate of ABM-causing pathogens 

when compared to culture (52.3% [193/369] versus 7.3% [27/369], p = 0.000). The 

frequency of Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis 

and S. agalactiae, and were 32.8% (121⁄369), 12.2%, (45⁄369), 3.0% (16⁄369) and 4.3% 

(11⁄369), respectively, significantly higher compared to that obtained on culture (p < 

0.001 for each). All pneumococci isolates (n=17) were susceptible to ceftriaxone, and 

11.8% (2/17) were susceptible to penicillin. All Hib isolates (n=5) were susceptible to 

ampicillin and 80% (4/5) were susceptible to chloramphenicol. Among the 3 

meningococci isolates, only one was resistant to ampicillin, ceftriaxone and 

chloramphenicol (33.3%) for each. All the 2 isolates of group B streptococci were 

susceptible to erythromycin, levofloxacin and ceftriaxone and all were resistant to 

vancomycin and ampicillin. The most common serotypes of S. pneumoniae were 1 

(18.2%), 5 (15.2%), 14 (12.1%), 9V (12.1%), 23F (9.1%), 6A (9.1%), 4 (9.1%) and 6B 

(6.1%). Serotypes 1, 5, 9V, 6A and 12 were mostly prevalent in northern Mozambique, 

while serotypes 23F, 4, 6B, 3 and 15B were predominant in southern. Serotype coverage 

of PCV-10 and PCV-13 vaccine formulations were 81.8% and 93.9%, respectively. 

Serotypes 1, 3, 4, 6B, 14, 23F were resistant to penicillin and sensitive to ceftriaxone. 

Conclusion: Our findings demonstrate that culture is less effective for the diagnosis 

of ABM than qPCR. The common use of culture rather than qPCR to identify ABM 

results in serious underestimation of the burden of the disease, and our findings strongly 

suggest that qPCR should be incorporated into surveillance activities for ABM. In 

addition, our data showed that S. pneumoniae represents the most common cause of 

ABM in children under 5 years of age. Introduction of PCV-13 would be advantageous 

because of emergence of news serotypes 3 and 6A in Mozambique. 
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1. Introdução   

A meningite bacteriana aguda (MBA) é uma das principais causas de morbi-

mortalidade infantil no mundo (Dash et al., 2008; Peltola, 2001; Theodoridou et al., 

2007), acometendo também indivíduos idosos e imunossuprimidos de todas idades (Black 

et al., 2010; Vanderkooi, 2011).  

Estima-se que no mundo pelo menos 1,2 milhões de casos de MBA ocorrem por ano 

em crianças menores de 5 anos de idade, dos quais mais de 180.000 resultam em óbito 

(Edmond et al., 2010; Liu et al., 2012). Mais de 50% dessas mortes acontecem nos países 

em desenvolvimento da África e Ásia, sendo a África Sub-sahariana a região com maior 

número de mortes (Luksic et al., 2013; Peltola, 2001). Além da mortalidade, 10 a 20% 

dos sobreviventes desenvolvem sequelas neurológicas graves e muitas vezes 

irreversíveis, como surdez, cegueira, labirintite ossificante com perda auditiva e retardo 

neuropsicomotor (Ciana, 1995; Edmond et al., 2010; Liu et al., 2012). 

A MBA é uma doença infecciosa grave e potencialmente fatal, e constitui um 

problema de saúde pública a nível nacional e mundial, dado ao seu potencial epidêmico, 

sua letalidade e pela gravidade de sequelas. Embora existam vacinas altamente eficazes 

para os principais agentes etiológicos da MBA, esta doença, continua sendo uma das 

principais causas de hospitalização e mortalidade em crianças menores de 5 anos no 

continente africano (Adegbola et al., 2005; Cowgill et al., 2006; Davis et al., 2013; Saha 

et al., 2012). Por isso, o diagnóstico precoce e correcto, e a intervenção rápida, incluindo 

a terapia antibiótica, são vitais para melhorar o prognóstico destes pacientes (Modi & 

Anand, 2013; van de Beek et al., 2012). A incidência média anual é mais elevada em 

África, estimando-se que ocorrem 143.6 novos casos por 100.000 pessoas, enquanto que 

na Ásia, Europa, América a incidência e estimada em 26.8, 20.8 e 16.6 casos por 100.000 

pessoas, respectivamente (Luksic et al., 2013). 

 

Estudos realizados em África e outras regiões do mundo mostram que após o período 

neonatal, a MBA é causada principalmente por uma tríade de espécies: S. pneumoniae, H. 

influenzae e N. meningitidis, que representam cerca de 90% dos casos confirmados 

(Ciana, 1995; Kim, 2010; O'Brien et al., 2003; Peltola, 2001). 
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Em Moçambique, dados sobre o peso da meningite bacteriana em crianças menores 

de 5 anos de idade são escassos. Além disso, dos poucos estudos existentes, foram 

realizados em dois diferentes hospitais no país (Sigauque et al., 2008; Roca et al., 2009; 

Zimba et al., 2009; Ibarz-Pavon et al., 2011). No entanto, os resultados desses estudos 

não são representativos para toda população pediátrica em Moçambique, uma vez que 

foram realizadas somente na região sul de Moçambique e, não hà dados disponíveis para 

outras regiões do país. O conhecimento sobre a epidemiologia de MBA em outras regiões 

do país é cruciais para melhor entendimento da epidemiologia a nível nacional e para a 

tomada de decisões de saúde pública.   

 

Os métodos clássicos de diagnóstico de meningites bacterianas são a bacterioscopia, a 

cultura, e a pesquisa de antígenos capsulares pelo teste de látex, sendo a cultura 

considerada o padrão ouro. A sensibilidade desses métodos (Gram e cultura) é afectada 

por uma série de factores, tais como o uso prévio de antibióticos antes da punção lombar, 

a demora no envio de amostra ao laboratório e a disponibilidade local de laboratório de 

microbiologia (Bell & McCormick, 1981; Thomson & Bertram, 2001; Wu et al., 2013). 

A prática de administração precoce de antibióticos parenterais antes da punção lombar é 

apontada como factor crucial na redução da sensibilidade da cultura e, consequentimente, 

do percentual dos casos confirmados de meningite bacteriana (Corless et al., 2001). 

Assim, a implementação da técnica da reacção da polimerase em cadeia (PCR, do inglês 

polymerase chain reaction) para o diagnóstico etiológico das MBA tem sido fortemente 

proposta como uma ferramenta de diagnóstico alternativo para superar a baixa 

sensibilidade e outras desvantagens técnicas relacionadas com a cultura, e tem aumentado 

significativamente a taxa de detecção dos patógenos da meningite bacteriana (Black et 

al., 2010; Brouwer et al., 2010b; Bryant et al., 2004; Chavez-Bueno & McCracken, 

2005). 

 

A confirmação laboratorial precoce e eficaz de patógenos que causam a MBA é 

fundamental não só para o manuseio clínico dos pacientes, mas também para o 

monitoramento do impacto da vacinação contra a meningite bacteriana, uma vez que 

muitos países estão implementando vacinas contra os principais patógenos da MBA nos 
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programas rotineiros de vacinação (Clark et al., 2013; Commey et al., 1994). Em 

Moçambique, a vacina conjugada contra Hib e a vacina pneumocócica conjugada 

decavalente (PCV-10) foram introduzidas em Abril de 2009 e Abril de 2013, 

respectivamente. A monitorização do impacto dessas vacinas através de vigilância de 

base laboratorial é fundamental. Em Moçambique, a vigilância de MBA é fraca, 

tradicionalmente concentrada no sul do país e baseada principalmente em métodos 

tradicionais (ex.: cultura) por muitos anos. Recentemente, o Laboratório Nacional de 

Referência de Microbiologia expandiu a vigilância de MBA para outras duas regiões 

(centro e norte) e implementou a PCR em tempo real. 

 

A emergência de estirpes resistentes a antibióticos e a múltiplas drogas, 

especialmente as estirpes de S. pneumoniae, vem aumentando em todo mundo, o que 

representa um grande problema para o tratamento das meningites bacterianas agudas 

(Arbique et al., 2004; Corless et al., 2001). A resistência do pneumococo à penicilina 

aumentou rapidamente a partir da década de 1980, e actualmente essas estirpes são 

encontradas em todo o mundo, com taxas acima de 70% (Appelbaum, 1996; Greenberg et 

al., 2002; WHO, 2014) . Em relação a Ásia, a resistência do pneumococo à penicilina é 

de 58% a 74.5% (Dagan et al., 1994; Greenberg et al., 2002; Isaacman et al., 2010; Kam 

et al., 1996; Lyon et al., 1996; Mastro et al., 1991; Song et al., 1999; Tsai et al., 2013; 

Tsai et al., 2012).  Na Europa as taxas de resistência variam de 23% a 56.7% (Isaacman 

et al., 2010; Jones et al., 2003; Jones et al., 2013a; Jones et al., 2014). Um estudo recente 

realizado na América Latina sobre o perfil de susceptibilidade de S. pneumoniae aos 

antibiótico mostrou uma taxa de resistência à penicilina de 70% (Mott et al., 2013). Em 

África, a resistência à penicilina varia de 45 a 72.8% (Tali-Maamar et al., 2012; von 

Gottberg et al., 2013). A resistência de S. pneumoniae à penicilina e a beta-lactâmicos 

está associada a mutações das proteínas de ligação da penicilina (PBP), resultando na 

diminuição da afinidade da penicilina aos PBPs (Jacoby, 1994; WHO, 2014). O impacto 

das resistências à penicilina e a múltiplas drogas resulta no prolongamento das doenças e 

aumento da mortalidade no mundo (WHO, 2014). Assim, o presente estudo teve como 

objectivos i) Determinar e comparar a frequência de patógenos envolvidos na etiologia da 

MBA com base na cultura e M-qPCR, ii) Determinar o perfil de susceptibilidade aos 
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antibióticos, iii)  e determinar a frequência e a distribuição dos serotipos capsulares de S. 

pneumoniae associados a meningite em crianças menores de 5 anos de idade em 

Moçambique.  
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2. Revisão de literatura  

As meninges são as membranas que revestem o sistema nervoso central (SNC) e são 

formadas por três camadas: a pia-máter, a mais interna e em íntima relação com o 

parênquima do cérebro e da medula espinhal, a dura-máter, a mais externa, aderida ao 

revestimento ósseo, e a aracnoide, entre as duas primeiras (Figura 1). O líquido 

cefalorraquidiano (LCR) ou líquor circula no espaço entre a aracnoide e a pia-máter. O 

LCR é produzido maioritariamente (85%) nos plexos coróides, localizados no sistema 

ventricular, sendo o restante produzido por difusão do parênquima através da pia-máter  

(Ross et al., 1993). 

 

A meningite é definida como um processo inflamatório envolvendo as leptomenínges 

(pia-máter e aracnoide) (figura 1A), caracterizada pela migração de glóbulos brancos 

(leucócitos), detectável no exame microscópico. Quando esse processo infeccioso 

estende-se ao parênquima cerebral e à medula espinhal, o quadro é definido 

meningoecefalite (Ayieko & English, 2007). Alternativamente, o processo infeccioso 

pode acometer apenas o cérebro, na ausência de resposta inflamatória no espaço 

subaracnoídeo, neste caso, denominado encefalite (Girgis et al., 1993). 

 

                          A                                       B 

 

Figura 1.  A: meninges do encéfalo normal; B: meninges do encéfalo com inflamação 

Fonte:http://www.ninds.nih.gov/disorders/encephalitis_meningitis/detail_encephalitis_me

ningitis.htm. Acessado em 24 de Dezembro de 2014 

 

As meningites podem ser causadas por diferentes agentes infecciosos (vírus, bactérias, 

fungos, helmintos e protozoários) e não infecciosos (neoplasias, drogas, doenças 

inflamatórias e granulomatosas).  Quanto ao tempo de evolução podem ser classificadas 

como agudas (normalmente bacteriana e viral), quando o quadro clínico inicia em horas 

até 7 dias e meningite subaguda ou crônica (normalmente bacteriana ou fúngica), quando 

http://www.ninds.nih.gov/disorders/encephalitis_meningitis/detail_encephalitis_meningitis.htm
http://www.ninds.nih.gov/disorders/encephalitis_meningitis/detail_encephalitis_meningitis.htm
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ocorre por mais de uma semana. Geralmente, a meningite crônica ocorre em indivíduos 

com o sistema imune comprometido. Quanto ao tipo de expressão inflamatória, as 

meningites são divididas em linfoncitárias e neutrofílicas ou purulentas. As meningites 

bacterianas são na sua maioria de evolução aguda e com padrão neutrofílicas (Tunquel, 

2005). 

 

O quadro clínico de uma meningite bacteriana aguda ou supurativa é caracterizada por 

início súbito de febre (> 38 º C de temperatura axilar ou > 38,5 º C de temperatura rectal), 

rigidez da nuca, abaulamento da fontanela (crianças menores de 12 meses), perda de 

consciência, convulsões, sinais neurológicos focais, irritabilidade, dificuldade em 

alimentar (neonatos), sonolência e outros sinais meníngeos, embora nem todos os sinais e 

sintomas estejam presentes num dado paciente (WHO, 2001). 

 

O diagnóstico de meningite é baseado na suspeita clínica, porém o diagnóstico 

definitivo é estabelecido com base em resultados dos exames laboratoriais do LCR. O 

LCR normal é claro, não contém hemácias, o número de leucócitos não ultrapassa cinco 

células/mm3, sendo virtualmente 100% do tipo mononuclear (linfócitos e monócitos), tem 

uma concentração de glicose entre 45 e 100 mg/dl, dependendo do nível de açúcar no 

sangue, uma concentração protéica entre 14 e 45 mg/dl, e é estéril (Nathan, 1999). Porém, 

na MBA o LCR geralmente torna-se turvo ou purulento, como consequência do aumento 

do conteúdo de células polimorfonucleares e do nível de proteínas, assim como pela 

presença de bactérias. Na MBA são observados tipicamente pleocitose neutrofílica que 

varia de 10 a >10.000 leucócitos, hipoglicorraquia (< 40 mg/dL) e hiperproteinorraquia 

(geralmente > de 100 mg/dL) (Tunquel, 2005). 

 

As bactérias envolvidas na etiologia das MBA variam de acordo com o grupo etário e 

outros factores de risco. A MBA dos neonatos (até 28 dias de vida) geralmente resulta de 

infecções adquiridas da mãe, no útero, durante o período gestacional ou no canal vaginal, 

durante parto (Bale & Murph, 1997; Ziai & Haggerty, 1958). Outro mecanismo reportado 

é a transmissão horizontal através das mãos contaminadas dos profissionais de saúde 
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(Tunquel, 2005). As bactérias usualmente responsáveis pela MBA nas diferentes faixas 

etárias e em certos grupos de risco estão resumidas na tabela 1. 

Tabela 1: Grupo de risco para os principais agentes etiológicos da MBA 

Factor de risco  Patógenos bacterianos 

Idade   

< de 28 meses  S. agalactiae, Escherichia coli 

1 a 3 meses   S. agalactiae, E. coli, S. pneumoniae, H. 

influenzae e N. meningitidis 

 

4 meses  a 5 anos  

 N. meningitidis, S. pneumoniae e H. 

Influenzae 

6 a 50 anos   N. menigitidis e S. pneumoniae 

 

Mais de 50 anos 

 N. menigitidis, S. pneumoniae, bastonetes 

gram negativos (BGN) aeróbios e L. 

monocytogenes 

Indivíduos com resposta imunológica 

comprometida por doenças congénitas, ou 

adquirida (pacientes com HIV) e/ou por 

tratamento com imunosupressores 

 N. meningitidis, S. pneumoniae, BGN 

(incluído Pseudomonas aeruginosa e 

Lysteria monocytogenes 

Indivíduos que vivem em aglomerados e 

ambientes fechados; infecções por vírus 

respiratórios   

 S. pneumoniae, N. meningitidis e H. 

Influenzae 

Portadores de anemia hemolítica e 

falciforme, tabagismo, fractura craniana e 

fístula liquórica  

  

S. pneumoniae 

Traumatismo craniano e neurocirurgia   Staphylococcus aureus, S. epidermidis e 

BGN aeróbicos (incluindo P. aeroginosa) 

Fonte: (Briks & Berezin, 2006; Winn et al., 2006) 

 

2.1 Epidemiologia 

2.1.1 Meningite pneumocócica  

Streptococcus pneumoniae (pneumococo) é um dos principais agentes etiológicos de 

otite média, sinusites, bacteriemia, pneumonia, sepse e meningite em crianças em todo o 

mundo, acometendo também indivíduos idosos e imunossuprimidos de todas as idades. É 

mais frequente em crianças menores de 2 anos e adultos maiores de 65 anos (Black et al., 
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2007; Vanderkooi, 2011) e facilmente é transmitido por aerossóis (gotículas de 

secreções) de pessoa para pessoa (O'Brien et al., 2003). 

 

Estima-se que no mundo morrem por ano mais de 100.000 crianças por meningite 

pneumocócica (Greenwood, 1999; Mook-Kanamori et al., 2012; O'Brien et al., 2009). A 

incidência anual de infecções causadas por S. pneumoniae apresentam uma variação 

quanto a região (figura 2). Em África a taxa de incidência de meningite pneumocócica 

varia de 12 a 38 casos por 100.000 habitantes por ano (Kisakye et al., 2009; O'Brien et 

al., 2009; O'Dempsey et al., 1996) e nos países desenvolvidos varia de 1.1 a 10 casos por 

100.000 habitantes (Berg et al., 1996; O'Brien et al., 2009). 

 

Date of slide: 03 August 2009
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Figura 1:  Taxa de incidência de Streptococcus pneumoniae (por 100,000 crianças  

menores de 5 anos) 

Fonte: http://www.who.int/entity/nuvi/pneumococcus/db_pneumo1.ppt 

 

 

 

 

Figura 2: Taxa de incidência de Streptococcus pneumoniae (por 100,000 crianças 

menores de 5 anos). 

Fonte: http://www.who.int/entity/nuvi/pneumococcus/db_pneumo1.ppt. Acessado em 

19 de Dezembro de 2014. 

 

O S. pneumoniae pertence ao reino Monera; filo Firmicutes; classe Bacilli; ordem 

Lactobacillales; família Streptococcaceae; gênero Streptococcus; espécie Streptococcus 

pneumoniae (Arbique et al., 2004), é uma bactéria gram positiva, e apresenta-se em 

forma de cocos lanceolados, comummente agrupados aos pares, também chamado de 

diplococos (figura 3).  

http://www.who.int/entity/nuvi/pneumococcus/db_pneumo1.ppt
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Figura 3. Aspecto microscópico de S. pneumoniae na amostra de LCR corado pelo 

método de Gram. 

Fonte: http://www.microbelibrary.org. 

 

Como todos os estreptococos, os pneumococos são cocos (bactéria de forma 

arredondada), com um diâmetro que varia entre 0,5 e 1,2 μm. São anaeróbios facultativos. 

As estirpes patogénicas possuem cápsula na sua parede celular (figura 4A e 4B). Esta 

bactéria produz pneumolisina ou α-hemolisina, enzima que degrada parcialmente a 

hemoglobina, com consequente formação de um halo verde em redor das colónias de 

pneumococos em placas de ágar sangue (Winn et al., 2006). A cápsula polissacarídica 

presente na sua parede celular, confere-lhe uma maior virulência e escape do sistema 

imunológico do hospedeiro (Malley et al., 2001). Em virtude dessas características a 

cápsula é utilizada na formulação de vacinas contra a meningite e outras doenças 

pneumocócicas (Brueggemann et al., 2003; Hausdorff et al., 2005). 

                                     A                                 B 

                                   
Figura 4 (A e B): Cepas capsuladas e não capsuladas de S. pneumoniae  

A: Bactéria encapsulada; B: Batateira não encapsulada 

Fonte: Coffey et al., 1998. 

As diferenças na constituição e composição da cápsula polissacarídica permitem 

classificar a bactéria em vários serotipos. Actualmente existem 95 serotipos, sendo os 

serotipos 11E, 6C, 6D e 20A e 20B recentemente descritos por Calix & Nahm, 2010; 

Bratcher et al., 2010, Park et al., 2007 e Calix et al., 2012, respectivamente, porém, cerca 

http://www.microbelibrary.org/
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de 20% destes serotipos são virulentos com capacidade de causar a doença pneumocócica 

invasiva, principalmente a meningite pneumocócica (Scott et al., 1996).  

 

Globalmente, os serotipos mais frequentes são 1, 5, 6A, 6B, 14, 19F e 23F, sendo os 

serotipos 1, 5, 6A e 14 os mais frequentes em países em desenvolvimento, enquanto que 

os serotipos 19F, 6B, 23F e 14 são os mais frequentes em países desenvolvidos. Essa 

característica pode estar relacionada ao facto de que esses serotipos estão frequentemente 

associados a resistência aos antimicrobianos (Black et al., 2010; Hausdorff et al., 2001; 

Porat et al., 2001; Scott et al., 1996). A distribuição dos serotipos varia segundo a 

localização geográfica, sazonalidade, apresentação clínica e idade. Por exemplo, no 

nordeste da China (Beijing, Tianjin e Shenyang) predominam os serotipos 19F, 14, 19A, 

6B e 23F (Ma et al., 2013) enquanto que no sudeste (Nanjing, Wenzhou, Hefei e 

Shenzhen) predominam os serotipos 6B, 23F, 14, e 19F (Xue et al., 2010).  

 

Em relação a sazonalidade, um estudo realizado em dois países africanos (Burkina 

Faso e Togo) mostrou que os casos de meningite por pneumococos ocorrem entre os 

meses de Janeiro a Março, sendo o pico da doença no mês de Fevereiro, onde os serotipos 

mais predominantes eram 1, 2, 5 e 6A (Traore et al., 2009). 

Na Inglaterra, descreveram que os serotipos 18C, 19F, 6B, 14, 22F e 33F foram mais 

frequentes em crianças menores de 5 anos de idade, enquanto que nos adultos os 

serotipos mais encontrados foram 6A, 10A, 23A, 35F, 6C e 18C (van Hoek et al., 2012). 

 

Em relação a África, os serotipos 1, 5, 6A e 14 são os mais prevalentes em crianças 

menores de 5 anos de idade (Black et al., 2010), sendo o serotipo 1 associado a surtos de 

meningite em Ghana e Burkina Faso (Leimkugel et al., 2005; Yaro et al., 2006b). Em 

outras partes do mundo, como por exemplo em Canadá, o serotipo 5 foi descrito como a 

principal causa de surtos de meningite (Vanderkooi, 2011).  

 

2.1.2 Meningite por H. influenzae   

H. influenzae foi a causa mais comum de meningite bacteriana antes da introdução de 

vacinas, principalmente em crianças de 1 mês a 2 anos, com pico de incidência entre 6 e 

12 meses de idade (Kaplan, 1999; Saez-Llorens & O'Ryan, 2001). A incidência anual de 
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meningite por Hib na África sub-sahariana varia entre 50 a 60 casos por 100.000 crianças 

menores de 5 anos de idade. O impacto da introdução da vacina conjugada Hib na 

redução das doenças invasivas é significativo em vários países de África (Adegbola et al., 

2005; Cowgill et al., 2006; Davis et al., 2013). Por exemplo, em Gâmbia, a taxa de 

incidência de meningite por Hib diminuiu em 90%, após um a quatro anos de introdução 

da vacina na rotina de imunização (Mulholland et al., 1997). 

O H. influenzae pertence à família Pasteurellaceae e apresenta-se como um cocobacilo 

gram negativo, aeróbico (figura 5), classificado em 6 serotipos (a, b, c, d, e, f), pela 

diferença antigénica da cápsula polissacarídica (Murray, 2006). A bactéria não capsulada 

está presente nas vias respiratórias de forma endógena e pode causar infecções 

assintomáticas ou doenças não invasivas, como a bronquite, sinusite e otite. A forma 

capsulada, principalmente H. influenzae do tipo b (Hib), é responsável por mais de 95% 

dos casos de doença invasiva, provocando bacteremias a partir de sítios infecciosos e 

evoluindo para meningite, septicemia, pneumonia, epiglotite, artrite séptica, osteomielite 

e pericardite (Peltola, 2000; Ulanova & Tsang, 2014). H. influenzae frequentemente 

coloniza o trato respiratório superior e a transmissão ocorre através de contacto com 

gotículas de secreções (Barbour, 1996). 

 

Figura 5. Aspecto microscópico de H. influenzae na amostra de LCR corado pelo 

método de Gram. 

Fonte: WHO, 2011 

2.1.3 Meningite meningocócica  

N. meningitidis, também designada de meningococo, produz um amplo espectro 

clínico de doença, incluído patologias focais e invasivas, sendo a meningite a forma mais 

grave e, é a principal causa da doença meningocócica epidémica especialmente no 
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cinturão africano de meningite (Senegal a Etiopia) (figura 6). A meningite meningocócica 

é a mais grave e altamente transmissível. De acordo com a Organização Mundial da 

Saúde (OMS), cerca de 5-10% das pessoas que contraem a doença meningocócica 

morrem, e muitas vezes dentro de 24-48 horas após os primeiros sintomas, mesmo se eles 

são diagnosticados e receberem tratamento precoce apropriado (WHO, 2002). Sem 

tratamento, a taxa de mortalidade por doença meningocócica é de 70 a 90%. A meningite 

meningocócica ocorre principalmente em crianças com idade entre 3 meses e 5 anos, 

adolescentes e adultos, com pico de incidência em crianças maiores de 3 anos de idade. O 

meningococo para além de causar infecções nas meninges, tem a capacidade causar 

sepse, uma infecção generalizada, e como a Hib e pneumococo é transmitido por 

aerossóis (Stephens et al., 2007). 

 

4 

 

 
Source: Control of epidemic meningococcal disease, WHO practical guidelines, World Health Organization, 1998, 2nd  

edition, WHO/EMC/BAC/98.3 

 

Figure 1. The African meningitis belt.  These sub-Saharan countries are at high epidemic risk for 

meningococcal meningitis. 

 

Haemophilus influenzae 

 

H. influenzae, like N. meningitidis, may be either unencapsulated or encapsulated with a 

polysaccharide capsule.  The makeup of this polysaccharide capsule allows encapsulated H. 

influenzae isolates to be classified into six serotypes (a, b, c, d, e, and f) with the most common 

cause of invasive disease being H. influenzae type b (Hib).  Though H. influenzae meningitis is 

rare in adolescents and adults, rates of meningitis due to Hib are highest in children less than five 

years of age, with an estimated incidence rate of 31 cases per 100,000 (22).  In young children, 

the case-fatality rate for meningitis due to H. influenzae is generally higher than that for 

meningitis due to N. meningitidis.  In addition to meningitis, H. influenzae is also an important 

cause of pneumonia as well as epiglottitis.  While the worldwide burden of disease caused by H. 

influenzae is not completely understood, lab networks supporting surveillance systems such as 

Paediatric Bacterial Meningitis (PBM) and Invasive Bacterial Diseases (IBD) contribute 

standardized disease burden data. 

 

Streptococcus pneumoniae 

 

S. pneumoniae, like N. meningitidis and H. influenzae, is an encapsulated bacterium.  The 

diversity of capsular types is large, with at least 93 serotypes recognized based on the 

composition of the capsular polysaccharide.  Many S. pneumoniae serotypes are capable of 

causing invasive disease, including meningitis, bloodstream infections, and pneumonia; 

however, most disease worldwide is caused by a small number of common serotypes (8).  The 

relative contribution of each serotype to the local burden of disease varies globally, with 

serotypes 1 and 5 more prominent in developing countries.  S. pneumoniae and Hib disease may 

vary seasonally, and while they do not cause epidemics like N. meningitidis, large outbreaks do 

occur rarely (4, 12).  Meningitis due to S. pneumoniae occurs most commonly in the very young 

and the very old, with an estimated incidence rate of 17 cases per 100,000 population in children 

 

Figura 6: Cinturão africano de meningite. Países da África sub-sahariana com elevado 

risco epidémico por meningite meningocócica.  

Fonte: WHO, 2011 

 

N. meningitidis é membro da família Neisseriaceae, apresenta-se em forma de um 

diplococo gram negativo (fig. 7). É imóvel, não esporulada, fermentadora de glicose e 

maltose, possui cápsula e fimbrias. É classificado em 13 serogrupos com base na sua 

constituição capsular: A, B, C, D, 29E, H, I, K, L, W135, X, Y e Z. Destes, somente os 

serotipos A, B, C, W-135 e Y são a causa mais comum de doenças invasivas, 

especialmente a meningite (Harrison, 2006).  
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Figure 9a.  Gram  stain of cerebrospinal fluid: N. meningitidis: intra-cellular, gram-negative diplococci.

 

Figura 7. N. meningitidis na amostra de LCR, corado pelo método de Gram. 

Fonte: WHO, 2011  

O serogrupo A é responsável por mais de 80% das epidemias na África sub-sahariana 

e Ásia, e os serogrupos B e C são mais comuns Europa, Austrália, e América (figura 8) 

(Rosenstein, 2001; WHO, 2013). 

 

 

Figura 8: Distribuição global dos serotipos de N. meningitidis por país e por região  

Fonte:http://www.nfid.org/pdf/meningitis/FINALChanging_Epidemiology_of_Menin

gococcal_Disea se.pdf. Acessado em 19 de Dezembro de 2014  

 

2.1.4 Factores de virulência 

2.1.4.1 S. pneumoniae  

A cápsula polissacarídica é o principal factor de virulência do S. pneumoniae, 

conferindo a este maior capacidade de resistir à opsonização, fagocitose e morte celular 

pelas células fagocíticas (Hausdorff et al., 2005; Mac and Kraus, 1950; Wasfy et al., 

http://www.nfid.org/pdf/meningitis/FINALChanging_Epidemiology_of_Meningococcal_Disea%20se.pdf
http://www.nfid.org/pdf/meningitis/FINALChanging_Epidemiology_of_Meningococcal_Disea%20se.pdf
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2005). Além da cápsula, outros factores de virulência incluem parede celular, as proteínas 

de ligação à colinas (Cbp, do inglês choline binding protein), que são um grupo de 

moléculas responsáveis pela adesão do patógeno às células do epitélio da nasofaringe, 

permitindo a colonização do hospedeiro, e pelo processo de endocitose, que permite a 

invasão do epitélio e consequente bacteremia e disseminação hematogênica; proteínas de 

superfície do pneumococo A e C (PspA e PspC), que impedem a ligação da componente 

C3 do complemento na superfície pneumocócica; neuraminidase, que contribui para o 

processo de adesão às células epiteliais (Baril et al., 2006; Briles et al., 1997; Shaper et 

al., 2004); hialuronidase (Hyl), que facilita a propagação dos microorganismos nos 

tecidos; IgA1 protease,  que inactiva a IgA secretora, facilitando a colonização do 

microrganismo e a invasão subsequente das mucosas (Berry et al., 1994); a enolase (Eno) 

e a proteína de adesão e virulência (PavA) são duas adesinas de superfície de 

pneumococo que se ligam as componentes da matriz extracelular fibronectina e 

plasminogênio, respectivamente. A pneumomlisina inibe a actividade bactericida das 

células fagocíticas, interrompe a motilidade celular, estimula a produção de citoquinas 

pelos macrófagos [IL-1, IL-8 e factor de necrose tumoral (TNF)] e activa a via clássica 

do complemento (Cockeran et al., 2002a; Cockeran et al., 2002b; Rubins et al., 1996) 

autolisina A (Lyt A), que actua no processo da degradação da bactéria na fase 

exponencial de crescimento, causando a dispersão lítica da pneumolisina e α-hemolisina, 

as proteínas transportadoras de metais (Psa A), proteínas aquisitoras de ferro A (Pia A), 

proteínas exportadoras de ferro (Piu A), estão envolvidas na resistência ao stress 

oxidativo, figura 4A (Kadioglu et al., 2008), o pili, que é um apêndice flexível e filiforme 

localizado na superfície das bactérias, participa no processo de adesão e estimula a 

resposta inflamatória do hospedeiro. Ácido teicóico e lipoteicóico e o peptideoglicano, 

desencadeiam resposta inflamatória (Barocchi et al., 2006; Gianfaldoni et al., 2007; Tai, 

2006).  

2.1.4.2 H. influenzae  

Estruturalmente, H. influenzae possui uma variedade de factores de virulência que o 

ajudam na colonização e persistência dentro do hospedeiro, incluindo 

lipooligossacarídeos (LOS), adesinas, proteínas associadas a opacidade (OapA), as 

proteases IgA1, a cápsula e fimbrias. A cápsula é a estrutura que protege o H. influenzae 
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da fagocitose e do reconhecimento do sistema imunitário; as fimbrias (adesinas), 

funcionam como mediadoras de adesão às células da mucosa do trato respiratório; o LOS 

é um componente estrutural da membrana celular externa e contribui de forma importante 

para patogenicidade deste microrganismo.  

 

2.1.4.3 N. meningitidis  

Estirpes de N. meningitidis são frequentemente encapsulados. A cápsula é um dos 

factores de virulência de N. meningitidis responsável pela capacidade do agente de resistir 

à fagocitose e à morte intracelular por células fagocíticas. Proteínas da membrana externa 

como por exemplo as porinas do tipo A e B (Por A e B), perfuram e penetram nas 

membranas das células hospedeiras e dos fagolisossomas, e induzem a apoptose, 

facilitando portanto a infecção e a invasão do hospedeiro (Mueller et al., 2006; 

Rosenstein et al., 2001), proteínas associadas à opacidade (Opa e Opc) e 

lipooligassacarídeos (LOS), promovem a aderência das bactérias às células epiteliais e 

aos neutrófilos, fimbrias (pili), medeiam a inserção dos microrganismos nas células da 

mucosa da nasofaringe e IgA1 protease, inactiva a IgA secretora, facilitando a 

colonização do microrganismo e a invasão subsequente das mucosas (Rosenstein et al., 

2001). 

 

2.1.5 Fisiopatologia de meningite bacteriana 

A história natural de meningite bacteriana inicia com a colonização da mucosa da 

nasofarínge pela bactéria. S. pneumoniae adere às células epiteliais através de colinas de 

ligação de proteínas (Cbps), neuraminidase (Nan A e Nan B), enquanto que N. 

meningitidis e H. influenzae fixam-se às células epiteliais da mucosa através de fimbrias 

e de proteínas associadas a opacidade (Opa e Opac). Estes patógenos tem a capacidade de 

segregar proteases IgA1, que clivam a IgA secretora neutralizando a capacidade da 

imunoglobulina agregar e opsonizar bactérias, o que promove a ligação ao epitélio da 

nasofaringe (figura 9B) (Kerr et al., 2005; Kirkeby et al., 2000; Koedel et al., 2002; 

Weiser et al., 2003). Após a fixação às células epiteliais, as bactérias conseguem 

atravessar o epitélio passando entre as células, por endocitose ou transporte através de 
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células epiteliais e entram na circulação causando bacteremia (Mook-Kanamori et al., 

2011). 

Para além disso, os monómeros de proteases bacterianos clivados inibem a ligação dos 

anticorpos IgG e IgM, de forma a reduzir ainda mais a eficiência do sistema imune 

humoral do hospedeiro (Koedel et al., 2002; Mook-Kanamori et al., 2011). O outro 

mecanismo de acesso dos patógenos à corrente sanguínea ocorre através do processo de 

translocação intracelular, intercelular e pericelular. O processo de translocação 

intracelular ocorre por dois mecanismos: primeiro, a fosforilcolina (ChoP) liga-se ao 

receptor do PAF das células epiteliais activadas (figura 9D) (Cundell et al., 1995). A 

ChoP ao ligar-se ao receptor PAF é transportado para a membrana basal da célula 

epitelial hospedeira, e posteriormente para corrente sanguínea (Cundell et al., 1995; 

Radin et al., 2005). O segundo mecanismo envolve a ligação CbpA (também conhecida 

por PspC ou SpsA) ao receptor da imunoglobulina polimérica (pIgR). Após a ligação, o 

pneumococo é transportado à membrana basal e apical da célula epitelial e 

posteriormente para corrente sanguínea (Figura 9D) (Mook-Kanamori et al., 2011; Zhang 

et al., 2000). 

 

Outro processo de translocação inter e pericelular, o plasminogénio liga-se aos 

receptores enolase, gliceraldeido-3-fosfato (Gly3Ph) e a esterase da colina (CbpE) do 

pneumococo aumentando, deste modo, a adesão do pneumococo na superfície epitelial 

(Bergmann et al., 2001, 2004; Mook-Kanamori et al., 2011). Após a ligação ao 

plasminogénio, o pneumococo degrada as caderinas, componentes das ligações entre 

células epiteliais, permitindo o acesso dos pneumococos à membrana basal e a invasão 

subsequente da corrente sanguínea (figura 9E) (Mook-Kanamori et al., 2011). 
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Figura 9. Mecanismo fisiopatológico da meningite bacteriana: (A) colonização de S. 

pneumoniae na nasofaringe. (B) Evasão de enzimas proteolíticas e a clivagem de IgA 

secretora. (C) Ligação do pneumococo as células epiteliais. (D) Translocação intracelular. 

(E) Translocação inter e pericelular através da ligação do plasminogénio aos receptores 

enolase, gliceraldeido-3-fosfato (Gly3Ph) e a esterase da colina (CbpE) do pneumococo. 

Fonte: Mook-Kanamori et al., 2011 

 

Uma vez na corrente sanguínea as bactérias são confrontadas com os mecanismos de 

defesa adicionais do hospedeiro, o sistema de complemento, que representa a primeira 

etapa de defesa da imunidade inata contra a bacteremia. As proteínas de superfície 

bacteriana como a Psp A e Psp C dos pneumococos e a cápsula polissacarídica das 

bactérias inibem a formação da C3 convertase, reduzindo a formação do factor C3b do 

complemento, e limitando a opsonização e fagocitose. A sobrevivência das bactérias no 

sangue deve-se principalmente às propriedades antifagocitárias da cápsula polissacarídica 

(Mook-Kanamori et al., 2011). 

 

Após a bacteremia, as bactérias atravessam a barreira hematoencefálica (BHE) para 

entrarem no espaço subaracnoídeo. As proteínas de superfície bacteriana como a proteína 

PspC de S. pneumoniae, proteínas associadas à opacidade (Opa e Opc) de N. meningitidis 

e H. influenzae, facilitam a invasão da BHE. Estas proteínas interagem com a laminina e 

com o receptor da imunoglobulina polimérica (pIgR), permitindo a transcitose através do 

endotélio para o espaço subaracnoídeo (Figura 10) (Mook-Kanamori et al., 2011; Radin 
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et al., 2005). 

Nos pacientes com fístula liquórica, por exemplo após traumatismo craniano, a 

interrupção da integridade da dura-máter permite a entrada direta principalmente das 

bactérias partir de focos infecciosos adjacentes, como a otite média, sinusite e mastoidite 

(Musher et al., 2000). 

 

Após a passagem da BHE, as bactérias replicam-se no LCR devido a ausência de 

leucócitos, complemento e imunoglobulinas, ou seja de resposta imune. As bactérias no 

LCR são reconhecidos pelas células apresentadoras de antígenos (APCs) através da 

ligação aos receptores de reconhecimento padrão, que são especificamente dirigidos para 

um conjunto de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) expressas por 

agentes patogénicos (Akira, 2000). Os principais receptores de reconhecimento padrão 

envolvidos na detecção das bactérias incluem os receptores de tipo toll-2 (TLR-2) 

(Echchannaoui et al., 2002; Han et al., 2009; Koedel et al., 2003; Letiembre et al., 2009; 

Mogensen et al., 2008; Yoshimura et al., 1999), TLR4 (Albiger et al., 2007; Branger et 

al., 2004; Mogensen et al., 2008) e receptores Nod1 (Zola et al., 2008). Após a activação 

das APCs e outras células do sistema nervoso central (SNC), incluindo, as células 

endoteliais, gliais, ependimais, astrocitos e marcófagos (Mook-Kanamori et al., 2011), a 

reacção inflamatória subsequente, ocorre em resposta à degradação da parede celular das 

bactérias e dos componentes da membrana celular (por exemplo, lipopolisacarideos, 

peptidoglicano, ácidos lipoteicoicos). Estas substâncias induzem a produção de diferentes 

mediadores inflamatórios incluindo o factor de necrose tumoral alfa (TNF-α), 

interleucina 1 (IL-1), IL-6 e IL-8. Estas citoquinas inflamatórias aumentam a 

permeabilidade e vasodilatação do endotélio e a molécula de adesão celular vascular-1 

(VCAM-1) liga-se a molécula de adesão intercelular (ICAM), permitindo o intenso 

influxo de leucócitos a partir do sangue para o local de infecção (Mook-Kanamori et al., 

2011) (figura 10). 
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Figura 10. Mecanismo de adesão das bactérias (por exemplo S. pneumoniae) às células 

endoteliais; invasão e multiplicação LCR; reconhecimento dos produtos bacterianos por 

TLR2 e TLR4 em APCs circulantes e a libertação de citoquinas e quimiocinas a partir de 

macrófagos e células microgliais. 

Fonte: Mook-Kanamori et al., 2011 

 

2.1.6 Tratamento da MBA 

O tratamento empírico recomendado para a meningite, consiste na administração 

intravenosa (IV) de penicilina G cristalina e gentamicina (200 e 5 mg/Kg 

respectivamente) para crianças menores de 2 meses, e para crianças maiores de 2 meses, 

é recomendada a administração intravenosa de penicilina G (dose diária de 500.000 

IU/Kg) mais gentamicina. Em caso de resistência recomenda-se a administração de 

cefalosporinas da terceira geração, por exemplo, a ceftriaxona (80-100mg/kg/dia IV, 

durante 10 a 14 dias) e vancomicina (60mg/kg/dia ou 2g/dia IV, por 10 a 14 dias) como o 

tratamento de segunda linha (WHO, 2007). 
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Quando a etiologia é conhecida, o tratamento da primeira linha para meningite 

causada por S. pneumoniae é penicilina G mais a gentamicina e, em caso de resistência 

recomenda-se a administração de cefalosporinas da terceira geração (ex,: ceftriaxona ou 

cefotaxima) e vancomicina como o tratamento de segunda linha para meningite 

bacteriana em todas as faixas etárias devido ao amplo espectro de acção e uma meia-vida 

longa (8 horas no sangue, 14 horas em no LCR). A duração de tratamento é de 10 a 14 

dias. O tratamento da meningite causada por H. influenzae, consiste na administração de 

penicilina, ampicilina ou amoxiciclina, mas em casos de resistência recomenda-se a 

administração de ceftriaxona ou cefotaxima como segunda linha de tratamento, a duração 

do tratamento é de 7 a 10 dias (WHO, 2007 ; CLSI, 2014). 

O tratamento da meningite por meningococo é iniciada com ampicilina, e em casos de 

resistência recomenda-se cefalosporinas de terceira geração (ceftriaxona ou cefotaxima) 

como segunda linha. A meningite meningocócica é geralmente tratada durante 4 a 7 dias 

(WHO, 2007 ; CLSI, 2014). 

 

2.1.7 Prevenção das MBA  

As vacinas têm um papel importante no controlo e prevenção das meningites 

bacterianas (WHO, 2011). A imunização com as vacinas conjugadas de Hib, 

pneumococos e meningococos tem tido um impacto significativo na incidência de 

doenças invasivas em crianças, especialmente a meningite (Chavez-Bueno & McCracken, 

2005).  

 

2.1.7.1 Vacinas pneumocócicas  

Na actualidade, dispõe-se de três tipos de vacinas pneumocócicas conjugadas 

licenciadas contra a meningite e outras doenças pneumocócicas. Estas vacinas são 

constituídas por 7, 10 e 13 serotipos de S. pneumoniae, respectivamente, conforme a 

seguinte composição: PCV heptavalente (PCV-7) composta pelos serotipos 4, 6B, 9V, 14, 

18C, 19F e 23F, licenciada no ano 2000 e constituída principalmente por serotipos mais 

prevalentes em crianças Norte Americanas, a PCV-decavalente (PCV-10) composta pelos 

serotipos da heptavalente mais os sorotipos 1, 5, 7F (10-valente = PCV-7 + 1, 5, 7F), 

licenciada nos finais de 2008 e a PCV-tridecavalente (PCV-13) composta pelos serotipos 
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da PCV-10 mais serotipos 3, 6A, 19A (13-valente = PCV- 10 + 3, 6A, 19A), licenciada 

em 2009 (Black et al., 2010; Roca et al., 2009). Nas vacinas pneumocócicas conjugadas, 

os antígenos capsulares são conjugados com proteínas (toxoídes tetânicos, toxoíde 

diftérico CRM197-tóxina mutante não tóxica) que desencadeiam uma resposta 

imunológica timo-dependente. Esta resposta é eficaz, mesmo em lactentes e em crianças 

com menos de 2 anos, grupo etário que apresenta elevado risco de formas graves de 

doença pneumocócica invasiva. Têm ainda a vantagem de induzirem memória 

imunológica, actuarem no estado de portador nasofaríngeo e, consequentemente, 

conferirem proteção indirecta a não vacinados. Em Moçambique, está disponível a vacina 

pneumocócica conjugada decavalente (PCV-10), Esta vacina está incluída no PAV desde 

2013.  

As vacinas conjugadas incluem um número limitado de serotipos uma vez que, para 

cada serotipo necessita de uma grande quantidade de conjugado para estimular uma 

resposta imune especifica (Briles et al., 1997). Existe ainda a vacina pneumocócica 

polissacarídica (PPV): A vacina pneumocócica polissacarídica icositrivalente (PPV-23), 

contém os serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 

19A, 19F, 20, 22F, 23F e 33F. Esta vacina está indicada para a prevenção de pneumonias 

e infecções sistémicas, em indivíduos de alto risco a partir de 2 anos de idade, idosos com 

idade superior a 65 anos, pacientes com anemia falciforme, esplenectomia, doença 

crônica pulmonar ou renal, imunosupresssão congênita ou adquirida, transplante de 

órgãos, terapia prolongada com imunossupressores. Esta vacina é classificada como 

vacina timo-independente (T-II), uma vez que é capaz de activar as células B sem 

cooperação com as células T, porém a resposta imunológica gerada por este tipo de 

vacina é muito baixa e não estimula anticorpos de memória. Por essa razão, essa vacina é 

menos efectiva na prevenção da doença em crianças menores de 2 anos, uma vez que 

essas crianças ainda não tem as células B maduras (Hausdorff et al., 2000). 

2.1.7.2 Vacinas contra Hib 

Estão disponíveis vacinas para a prevenção de infeções por H. influenzae do serotipo b 

(Hib), mas não para as infeções devidas a outros serotipos ou organismos não 

encapsulados (Adegbola et al., 2005; Cowgill et al., 2006). Nos países onde a vacina 
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conjugada contra H. influenzae tipo b é administrada rotineiramente para crianças, a 

meningite causada por este patógeno reduziu drasticamente (Cowgill et al., 2006; Davis 

et al., 2013; Martin et al., 2004), tendo levando à quase total erradicação do serotipo b 

(Adegbola et al., 2005; Cowgill et al., 2006). Em Moçambique a vacina contra Hib, faz 

parte o PAV desde 2009 e é administrada em três doses. A idade mínima para a primeira 

dose é de 6 semanas, com um intervalo mínimo de quatro semanas entre as doses 

subsequentes - por exemplo, 6, 10 e 14 semanas. 

2.1.7.3 Vacinas meningocócicas  

Existem dois tipos de vacinas disponíveis contra o meningococo: as vacinas 

polissacáridas e as vacinas conjugadas (Chavez-Bueno & McCracken, 2005). As vacinas 

conjugadas incluem a vacina monovalente (serotipo A), bivalente (serogrupos A e C), 

trivalente (A, C, Y), e, uma vacina tetravalente (A, C, W135 e Y). As vacinas conjugadas 

têm eficácia a partir dos 2 meses de idade, induzem memória imunológica prolongada 

(WHO, 2011). 

 

A vacina conjugada meningococica serotipo A foi licenciada em 2010 pela OMS, e 

introduzido em Burkina Faso, Mali e Níger. As vacinas conjugadas geralmente resultam 

em níveis mais elevados de protecção, longa duração de proteção em crianças menores de 

2 anos de idade, e pode interromper o estado portador e evitar a transmissão de pessoa a 

pessoa, resultando em imunidade de grupo  (LaForce et al., 2007). 

As vacinas polissacaridicas são recomendas  apenas para crianças a partir dos 2 anos 

de idade e adultos devido à baixa eficácia em crianças pequenas, não fornecem longa 

duração da protecção (WHO, 2011; LaForce et al., 2007). 

 

2.1.8 Diagnóstico laboratorial 

Os exames mais utilizados na prática laboratorial para a identificação de S. 

pneumoniae, H. influenzae e N. meningitidis consiste na identificação da bactéria, ou de 

DNA ou do antígeno nas amostras do LCR, podendo essa identificação ser feita de três 

formas diferentes: cultura, sorologia e biologia molecular.  
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a) Cultura em meios sólidos: caracteriza-se pelo isolamento e identificação da 

bactéria através da cultura de LCR em meios de cultura. Embora tenha baixa 

sensibilidade, a cultura é considerada o padrão ouro no diagnóstico de meningites 

bacterianas (Winn et al., 2006) e continua sendo melhor técnica para rotina clínica 

quando comparada com outras técnicas de detecção, porque pode fornece dados 

sobre a susceptibilidade aos antibióticos (Corless et al., 2001).  

Os pneumococos e N. meningitidis crescem melhor em meios enriquecidos (ágar 

com 5% de sangue de carneiro). A necessidade do uso de agar chocolate se deve à 

possibilidade de isolamento de H. influenzae, o qual exige a presença de dois 

suplementos conhecidos factores V (NAD-Nicotinamida adenina dinucleotídeo 

fosfato) e X (Hemina). O material semeado incubado sob condições especiais de 

temperatura e concentração de CO2 (37oC e 5%, respectivamente).  

 

b) Sorologia: reacção antígeno-anticorpo, consiste em detectar antígenos de agentes 

bacterianos no LCR, utilizando partículas de látex revestidas de anticorpos 

específicos. A vantagem desta técnica é de ser rápida e de fácil execução, não 

exige equipamento especial, e pode ser usado para outros fluidos corporais além 

do LCR. Está menos sujeito a interferências pelo uso prévio de antibióticos 

quando comparado com a cultura e bacterioscopia. A sensibilidade do teste varia 

de 59% a 100% e a especificidade é de aproximadamente 99%. Este teste 

apresenta como desvantagens o custo elevado e o surgimento de resultados falsos 

positivos devido à reacção cruzada com elevadas concentrações de proteínas, 

antígenos vacinais, hemácias hemolisadas, sangue e outros factores, 

especialmente para fluidos que não são LCR (Perkins et al., 1995).  

 

c) Molecular: consiste na extração e amplificação do DNA da bactéria em amostras 

de LCR, utilizando técnicas de biologia molecular, ex: multiplex PCR (Corless et 

al., 2001). A técnica da reacção da PCR vem sendo utilizada para confirmação da 

etiologia de casos de meningite com cultura negativa. Este método apresenta uma 

elevada sensibilidade, e é capaz de detectar DNA de bactérias não viáveis por 

antibióticos, permite também o diagnóstico a partir de amostras clínicas cm pouco 
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volume ou contendo pequeno número de bactérias (5 a 1000 unidades formadoras 

de colónias por mililitro- UFC/mL) (Backman et al., 1999; Cherian et al., 1998; 

Kennedy et al., 2007; Schuurman et al., 2004; van Haeften et al., 2003; Welinder-

Olsson et al., 2007). Além disso, os antibióticos não actuam como inibidores da 

reacção e fornece resultados em menos de uma hora após inicio da reacção 

(Borrow et al., 1997; Cartwright et al., 1992; Ragunathan et al., 2000; Rintamaki 

et al., 2002). 
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3. Justificação  

Embora a meningite bacteriana seja uma das principais causas de mortalidade infantil 

no mundo especialmente nos países em desenvolvimento de África e o MISAU tenha 

introduzido em 2009 e 2013 as vacinas conjugadas para Hib e pneumococos, 

respectivamente, entretanto, a informação sobre a epidemiologia de meningites 

bacterianas agudas em Moçambique é pouco conhecida. A geração de evidências sobre 

epidemiologia das meningites bacterianas em Moçambique é crucial para monitorar o 

impacto da introdução das vacinas contra Hib e pneumococos e para orientar a tomada de 

decisões de saúde pública. 

Neste contexto, a implementação de técnicas moleculares no diagnóstico das 

meningites bacterianas agudas e a caracterização molecular dos principais agentes 

etiológicos da MBA em Moçambique constitui uma oportunidade única, por um lado para 

superar a baixa sensibilidade dos métodos convencionais de diagnóstico (por exemplo a 

cultura) e melhorar o tempo de resposta laboratorial. Por outro lado ajudará a fortalecer o 

sistema de vigilância de base laboratorial de meningites para monitorização das 

meningites pediátricas causadas por H. influenzae, S. pneumoniae e N. meningitidis e 

avaliar o impacto da introdução da vacina pneumocócica em Moçambique. 
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4. Objetivos 

4.1 Geral: 

 Descrever a epidemiologia e o perfil de susceptibilidade aos antibióticos dos 

principais agentes etiológicos da meningite bacteriana aguda, isolados em 

amostras de LCR de casos suspeitos de meningite em crianças menores de 5 anos 

de idade em três unidades hospitalares de Moçambique. 

 

4.2 Específicos: 

 Determinar a frequência das estirpes mais comuns associadas à meningite 

bacteriana aguda na infância em três  unidades hospitalares de Moçambique, 

usando o método de cultura e PCR em tempo real 

 Avaliar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das estirpes isoladas em 

amostras de LCR  de crianças com meningite bacteriana; 

 

 Avaliar a variabilidade geográfica e sazonal das estirpes que causam a meningite 

bacteriana em crianças; 

 

 Determinar a frequência e distribuição dos serotipos de S. pneumoniae associados 

à meningite bacteriana aguda em crianças menores de 5 anos de idade em 

Moçambique 

 

 Comparar a frequência e distribuição dos serotipos capsulares de S. pneumoniae 

por idade e região geográfica; 

 

 Comparar os serotipos capsulares de S. pneumoniae isolados em Moçambique 

com os identificados em outros países vizinhos. 
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5. Metodologia 

5.1 Área de estudo 

Este estudo foi realizado em 3 hospitais de nível quaternário em Moçambique, 

nomeadamente, Hospital Central de Maputo (HCM) no sul do país, Hospital Central da 

Beira (HCB) no centro do país e Hospital Central de Nampula (HCN) no norte do país 

(figura 11). Estes hospitais desempenham o papel de unidade de saúde de referência para 

cada região do país e oferecem vários serviços especializados de saúde hospitalar e 

ambulatória para todas as faixas etárias, em várias especialidades. Estes hospitais são os 

postos sentinela do Ministério da Saúde (MISAU), para vigilância de meningite e outras 

doenças infecciosas, e foram selecionados com base na experiência dos casos de 

meningite notificados e da existência de laboratórios de microbiologia funcionais. 

O HCN localiza-se na  província de Nampula. A província de Nampula tem 23 

distritos, e de acordo com o recenseamento geral da população de 2007 a população 

residente era de 3.985.613, área 79.010 Km2, a densidade populacional 50,44 

habitantes/Km2 (INE, 2007). A enfermaria de pediatria desta unidade hospitalar possui 

184 camas, com 78 profissionais pediátricos (13 médicos, 55 enfermeiros e 10 técnicos 

de medicina geral).  

O HCB localiza-se na província de Sofala. A província de Sofala possui 13 distritos, 

com uma população estimada em 1.642.920 habitantes, com uma área de 67.753 km2, a 

densidade populacional 24,25 habitantes por Km2 (INE; 2007). A enfermaria de pediatria 

deste hospital possui 150 camas, com 58 profissionais pediátricos (3 Médicos e 55 

enfermeiros).   

O HCM localiza-se na província de Maputo. A província de Maputo possui 8 

distritos, com uma população estimada em 1.205.709 habitantes, com uma área de 22.693 

Km2, densidade populacional é estimada em 53.13 habitantes por Km2 (INE, 2007). A 

enfermaria de pediatria desta unidade hospitalar possui 322 camas, com 381 profissionais 

de pediatra (52 médicos, 3 psicólogos, 1 nutricionista, 144 enfermeiros, 28 

administrativos e 153 agentes de serviço).  
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O clima em Moçambique é do tipo tropical húmido, com duas estações: a estação 

húmida e chuvosa de Novembro à Abril, e a estação seca e fria durante o restante do ano. 

A precipitação média nas montanhas é de cerca de 2000 mm, a humidade relativa é 

elevada, situando-se entre 70 a 80%, embora os valores diários oscilam entre 10 a 90%. 

As temperaturas médias variam de 20oC no Sul e 26oC no norte, sendo mais elevada 

durante a época chuvosa.  

 

Figura 11. Localização de hospitais centrais em Moçambique  

5.2 Desenho de estudo e definição de caso de MBA 

Este estudo foi implementado como parte da rotina de vigilância sentinela de 

meningite bacteriana aguda em Moçambique, de Março de 2013 a Março de 2014. O 

critério de inclusão foi baseado na definição de caso de meningite bacteriana aguda da 

vigilância sentinela, definido pela OMS (OMS, 2001). 
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a) Definição de caso suspeito 

Todas as crianças dos 0 a 5 anos de idade, que apresentassem sinais e sintomas de 

meningite, nomeadamente: início súbito de febre (> 38ºC ou axilar > 38,5ºC rectal) e um 

dos seguintes sinais: rigidez da nuca, abaulamento das fontanelas, perda de consciência, 

história de convulsão, sinais neurológicos focais, irritabilidade ou sonolência foram 

incluídas. 

 

b) Definição de caso provável  

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

exame de LCR: i) aparência turva, avaliada pelo médico, ii) contagem de leucócitos ≥ 

100 células/mm3 ou leucócitos entre 10-100 células/mm3 com níveis de glicose < 40 

mg/dL ou presença de proteínas (determinado pelo método semi-quantitativo, Pandy) e 

iii) Exame microscópico mostrando diplococos gram negativos (DGN), diplococos gram 

positivos (DGP), bacilos gram negativos (BGN), ou leucócitos com contagem > 10 

células/mm3. 

 

c) Definição de caso confirmado 

A meningite bacteriana era confirmada pelo isolamento ou identificação do patógeno  

causador (S. pneumoniae, H. influenzae, N. meningitidis, S. agalactiae ou outro 

patógeno) a partir de LCR de um caso suspeito ou provável por cultura ou PCR.  

5.3 Registo dos casos de MBA e colheita de amostras de LCR 

Durante a admissão, médicos treinados identificavam pacientes com suspeita de 

meningite. Dados demográficos, clínicos, história de vacinação, data de início da doença, 

sinais e sintomas e resultados de cada paciente eram registados num formulário de 

notificação de casos previamente criado e padronizado pelo INS (anexo 1). A punção 

lombar foi realizada em pacientes hospitalizados. Dois tubos estéreis diferentes 

previamente identificados foram usados para colheita de 0,5 a 1 mL de amostras de LCR 

em cada paciente e imediatamente eram enviados ao laboratório local para análise 

microbiológica e para medição dos níveis de proteínas e de glicose (Anexo 2). 
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5.4 Diagnóstico  laboratorial (Microbiológico) 

5.4.1 Exame macroscópico do LCR  

A avaliação macroscópica do LCR consistiu na inspeção visual da alteração do 

aspecto do LCR. O aspecto do LCR foi classificado em límpido, turvo, xantocrómico e 

hemático. 

5.4.2 Exame citoquímico do LCR 

A avaliação do LCR consistiu na medição do nível de glucose, contagem de 

leucócitos e a medição dos níveis de proteínas. A medição de proteínas foi realizada 

usando o teste de Pandy (método semi-quantitativo). A contagem de leucócitos foi feita 

na câmara de Neubauer e depois foi observada no microscópio óptico com objectiva de 

10x e 40x. 

5.4.3 Exame microscópico do LCR 

O exame microscópico foi feito usando o método de Gram. Primeiro o LCR foi 

centrifugado a 3000 rpm durante 15 minutos, em seguida colocou-se duas gotas do 

sedimento na lâmina e confeccionou-se o esfregaço. A lâmina foi deixada secar à 

temperatura ambiente e depois foi fixada no calor brando. Após a fixação, a lâmina foi 

corada pelo método de Gram e, por fim foi observada ao microscópio óptico com 

objectiva de 100x. 

5.4.4 Cultura dos isolados de LCR   

Todos os isolados de culturas positivas de amostras de LCR provenientes dos 

Hospitais Centrais de Maputo, Beira e Nampula, que chegavam ao Laboratório de 

Microbiologia, juntamente com as fichas de notificação de casos suspeitos de meningite, 

foram registados no livro de registo e depois codificados. Em seguida, os isolados foram 

sub-cultivados em ágar sangue e ágar chocolate (MAST, Merseyside, UK), seguindo-se 

todos os cuidados de assepsia e incubados em uma estufa (Memmeret) a 35oC com 5% de 

CO2.  
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5.4.5 Identificação de S. pneumoniae  

Após 24 ou 48 horas de crescimento, o S. pneumoniae foi identificado seguindo-se os 

procedimentos operacionais padrão: morfologia das colônias, teste de susceptibilidade a 

optoquina e teste de bile solubilidade.  

 

a)  Morfologia das colônias  

A caracterização morfológica das colónias foi feita em meios sólidos (ágar sangue e 

chocolate) e observou-se colónias pequenas, redondas, translúcidas e mucoides, algumas 

com um sulco central causado pela rápida autólise parcial, e rodeadas da alfa-hemólise 

(α-hemólise) em ágar sangue, característica de pneumococos (figura 12).  

 

 

Figura 12: Morfologia das colônias de Streptococcus pneumoniae 

Fonte: Arquivo LNRM 

 

Simultaneamente eram feitas preparações e coradas pelo método de Gram. Após a 

identificação presuntiva do pneumococo, foram realizados testes de susceptibilidade à 

etil-hidrocupreína (optoquina) e bile solubilidade ou desoxicolato de sódio 10%. 

 

b) Teste da catalase 

Foi feito o teste da catalase (enzima que decompõe o peroxido de hidrogénio (H2O2) 

em H2O e O2) para diferenciar os estreptococos dos estafilococos. Todos os estreptococos 

são catalase negativa (WHO, 2011). 

 

c) Teste de susceptibilidade à optoquina 

A bactéria foi semeada em uma placa de ágar sangue, em duas direcções, e o disco de 

optoquina (OXOID – DD1 OPTOCHIN, Basingstoke, England) foi colocado no centro da 

placa com ajuda de uma pinça estéril e incubada a 35° C em atmosfera de 5% de CO2 
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observando-se todas as condições de assépsia. A leitura foi realizada após 24 horas de 

crescimento através da medição do halo de inibição de crescimento, usando uma régua 

automática calibrada. A bactéria com um halo de inibição ≥14 mm de diâmetro em volta 

do disco foi confirmada como pneumococo (figura 13). 

Tanto os isolados sensíveis ou resistentes a optoquina foram submetidas ao teste de 

bile solubilidade para confirmação definitiva. 

 

 

Figura 13. Teste de optoquina em cultura de S. pneumoniae 

Fonte: Arquivo LNRM 

 

 

d) Teste de bile solubilidade 

O teste de bile solubilidade foi realizado utilizando uma solução de desoxicolato de 

sódio a 10% (BD – BBL Desoxycholate Reagent Droppers, Becton Dickinson and 

Company, USA). As bactérias foram suspensas em soro fisiológico a 0,9%, com uma 

turvação de 2,0 na escala de McFarland (1 a 4x108 UFC/mL). Alíquotas de 2 mL da 

suspensão foram distribuídas em dois tubos, sendo um tubo teste e outro controle. Ao 

tubo teste foi adicionado 0,5 mL da solução de desoxicolato de sódio a 10% e ao tubo 

controle foi adicionado 0,5 mL de solução de soro fisiológico. Os tubos foram incubados 

à temperatura ambiente e observados a cada 15 minutos até 2 horas quanto ao 

desaparecimento ou não da turvação no tubo teste (figura 14). O desaparecimento da 

turvação indicava teste positivo. Uma vez confirmada a espécie, os isolados eram 

submetidos aos testes de susceptibilidade aos antibióticos, realizado através do teste de 

disco difusão em ágar. 
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Figura 14. Teste de bile solubilidade  

À direita: Tubo controle (teste negativo) (S. pneumoniae + soro fisiológico): tubo 

turvo. 

À esquerda: Tubo teste (teste positivo) (S. pneumoniae + desoxycolato de sódio 

10%): tubo límpido (transparente). 

Fonte: Arquivo LNRM 

5.4.6 Identificação de H. influenzae  

Após o crescimento de 24 ou 48 horas, foi feita a leitura de placas de ágar chocolate 

(figura 15A) e foi observada a presença de colónias de H. influenzae grandes, lisas, 

convexas e opacas. Em seguida, foi feito o teste de oxidase, cujo resultado foi positivo. 

Posteriormente, foi feito o teste de satelitismo (crescimento satélite de H. influenzae ao 

redor da semeadura em estrias de Staphylococcus aureus no ágar sangue de carneiro). O 

factor X (hemina), é fornecido pelos eritrónios de carneiro lisados circundando as estrias 

de S. aureus, enquanto que o factor NAD ou V é fornecido pelos estafilococos (Figura 

15B). 

 

Figura 15A. Morfologia das colônias de H. influenzae 

Fonte: WHO, 2011 
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H. influenzae 

             

Figura 15B. Teste de satelitismo para identificação de H. influenzae 

Fonte: Arquivo LNRM 

 

5.4.7 Identificação de N. meningitidis  

A partir do crescimento do meningococo no meio de cultura de ágar sangue (figura 

16A), foi feito o teste de oxidase (enzima que, na presença de oxigénio atmosférico, 

oxida o reagente fenilenediamina oxidase para formar um composto de cor purpuro 

escura, o endofenol) (figura 16B), cujo resultado foi positivo. Posteriormente, foi feito o 

teste de utilização de carbohidratos (glicose, maltose, lactose e sucrose). Colónias de N. 

meningitidis de 24 horas de crescimento foram inoculadas no meio ágar cistina-tríptica 

(CTA) contendo carbohidratos a 1% (glicose, maltose, sucrose e lactose) e o indicador de 

pH vermelho de fenol, 24 horas após a incubação a 37oC e 5% de CO2, a identificação de 

N. meningitidis foi baseada na observação das possíveis reacções devidas à utilização dos 

açúcares por via oxidativa (figura 14C). Verificou-se que N. meningitidis utiliza a glucose 

e a maltose, com a produção de ácido, mudando o indicador do meio para amarelo devido 

a redução do pH.  

                                                                                  

Figura 16A. Morfologia das colônias                      Figura 16B. Teste de oxidase  

de N. meningitidis                                                     para N. meningitidis 

Fonte: Arquivo LNRM                                             Fonte: Arquivo LNRM 

S. aureus  
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Meningites Microbianas 
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Posteriormente, a identificação de N. meningitidis é baseada na observação de possíveis 

reações devidas à utilização da glucose, maltose, lactose ou açúcar por parte da bactéria 

(Figura 17). Verifica-se que N. meningitidis utiliza a glucose e a maltose, com produção 

de ácido (CDC, 1998; Ferreira e Sousa, 2000). 

 

Figura 17 – Provas de identificação de N. meningitidis (Fonte: Fonte: CDC, 1998). 

Esta identificação também pode ser efetuada utilizando o Kit comercial API® NH 

BioMérieux. Este kit permite a rápida identificação de N. meningitidis e de H. 

influenzae. A tira do API® é composta por 10 micropoços contendo substratos 

desidratados, que permitem a realização dos testes de identificação com base em 

reações enzimáticas. As reações produzidas durante a incubação são reveladas com 

alterações de cor (BioMérieux Clinical Diagnostics, 2013). 

A deteção de antigénio capsular pode ser efetuada por métodos imunológicos como 

contra-imunoeletroforese, ensaios imunoenzimáticos ou aglutinação pelo látex (Wang et 

al., 2012). O teste de aglutinação de partículas de látex é útil em doentes com meningite 

parcialmente tratada ou com cultura negativa. Este teste permite detetar o polissacarídeo 

solúvel do meningococo através de uma reação com um anticorpo específico (Ferreira e 

Sousa, 2000).
 

Em casos onde os métodos tradicionais podem falhar, é possível a utilização de ensaios 

de PCR (Reação de Polimerização em Cadeia), capazes de identificar a bactéria 

causadora da doença meningocócica, através do reconhecimento e amplificação de uma 

determinada parte do DNA do microrganismo (Wang et al., 2012). 

 

 

Figura 16C. Provas de identificação de N. meningitidis no meio ágar cistina-

tríptica (CTA), contém açúcares (glicose, maltose, sucrose e lactose). Utilizou a glucose e 

maltose, indicado pela produção de ácido (mudança de cor para amarelo), e não utilização 

de lactose ou sucrose  

Fonte: WHO, 2011 

 

5.4.8 Identificação de S. agalactiae 

A partir do crescimento de 18 a 24 horas de S. agalactiae no ágar sangue, foi feita a 

leitura de placas e observou-se a presença de colónias brancas acinzentadas com aspecto 

mucóide, circundadas por uma pequena zona de beta-hemólise. Foi feita a coloração de 

gram e observou-se cocos gram positivos, dispostos em cadeia. Em seguida foi feito o 

teste de CAMP (consiste na interação entre a β-hemolisina de Staphylococcus aureus e a 

proteína "fator CAMP” do S. agalactiae, o efeito sinérgico aumenta a hemólise dos 

eritrónios de carneiro, no local da inoculação em forma de seta). Uma colónia pura de S. 

aureus foi estriada no meio da placa de ágar sangue e na posição perpendicular da colónia 

foi inoculada a colónia de S. agalactiae sem tocar-se na colónia de S. aureus. Após 24 

horas de incubação foi observada a formação de um halo em forma de seta no local de 

inoculação (figura 17). 

 

Figura 17. Teste de CAMP para S. agalactiae (CAMP positivo) 

Fonte: Arquivo LNRM 
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5.4.9 Teste de susceptibilidade aos antibióticos  

a) Teste de disco de difusão em ágar 

O teste de disco de difusão em ágar foi realizado com base nas recomendações do 

“Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2014), utilizando os seguintes 

discos de antibióticos: cloranfenicol (30μg), eritromicina (15μg), oxacilina (1μg), 

sulfametoxazol/trimetoprima (1,25/23,75μg), tetraciclina (30μg), levofloxacina (5 

(OXOID, Antimicrobial Susceptibility Test Discs, Basingstoke, UK). Para isolados de H. 

influenzae e meningococos testou-se a susceptibilidade para cloranfenicol (30μg), a 

ceftriaxona (30 μg) e ampicilina (10 μg) e S. agalactiae a susceptibilidade foi testada para 

ampicilina (10 μg), vancomicina (30 μg), eritromicina (15 μg), levofloxacina (5 μg), 

ceftriaxona (30 μg) e clindamicina (2 μg). A partir de um crescimento bacteriano de 18 a 

24 horas fez-se uma suspensão em soro fisiológico a 0,9% com turvação de 0,5 na escala 

de McFarland (BD - BBL – McFarland turbiditity company, USA). Disseminou-se esta 

suspensão com o auxílio de uma zaragatoa estéril no Meio Ágar Mueller – Hinton sangue 

(com 5% de sangue da carneiro) (MAST – Merseyside, UK). Os discos foram colocados 

assepticamente com uma pinça a uma distância de 2.5 cm entre um e o outro, e incubado 

a 35°C em atmosfera de 5% de CO2 por 24 horas. A leitura foi realizada 24 horas  depois, 

medindo o diâmetro dos halos de inibição de crescimento e interpretada segundo o CLSI, 

2014 (figura 18). 

 

 

Figura 18. Placa de antibiograma de  S. pneumoniae (método de disco difusão) 

Fonte: Arquivo LNRM 

Todos os resultados produzidos a cada passo ao nível do LNRM eram enviados aos 

postos sentinela para serem utilizados na orientação da terapia antimicrobiana indicada ao 

paciente e também eram registados nas fichas de notificação de casos suspeitos de 
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meningite e enviadas ao centro de dados a fim de serem introduzidas na respectiva base 

de dados. 

 

b) E-teste 

As estirpes que foram resistentes a oxacilina (halos de inibição ≤ 19mm), em volta do 

disco de oxacilina foram submetidas ao método do E-test® para determinar a 

susceptibilidade a penicilina (medindo as concentrações inibitórias mínimas) no 

laboratório de microbiologia da Universidade Federal de Ciências de Saúde do Porto 

Alegre (UFCSPA). A concentração mínima inibitória (CIM) foi também realizada para 

ceftriaxona, eritromicina, sulfametoxazol/trimetoprima, vancomicina, tetraciclina e 

cloranfenicol. A partir de um crescimento bacteriano de 18 a 24 horas foi realizada uma 

suspensão bacteriana em soro fisiológico a 0,9% com turvação padronizada com a escala 

0,5 de McFarland. Esta suspensão foi disseminada com o auxílio de uma zaragatoa estéril 

no Meio de ágar Mueller – Hinton sangue (5% de sangue de carneiro). Sob a superfície 

da placa foram depositadas as fitas contendo concentrações diferentes de penicilina 

(0.016 – 256.0mg/L) (Biomereux, SA) e incubadas a 35oC em atmosfera de 5% de CO2 

por 24 horas (figura 19). A leitura foi realizada através da observação do ponto de 

intersecção do crescimento bacteriano com a fita, o qual identifica a menor concentração 

do antibiótico capaz de inibir o crescimento bacteriano. As cepas padrão utilizadas como 

controle de qualidade dos antibiogramas foram, S. pneumoniae ATCC 49619, H. 

influenzae ATCC 49247, N. meningitidis ATCC 13077 e S. agalactiae ATCC 27591. 

Subculturas foram armazenadas a -80ºC em meio líquido (Skim milk - DIFCO 

Laboratories, Detroit, Michigan, USA) +10% de glicerol (Labchem, SA). 
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                     A                            B                                       C 

        

Figura 19. Placas de antibiograma para S. pneumoniae (método de E-Teste). A: 

E-Teste para vancomicina e ceftriaxona. B e C: E- Teste para penicilina resistente 

Fonte: Arquivo LNRM 

5.4.10 Testagem molecular 

5.4.10.1 Extração de DNA de amostra de LCR e isolados  

Duzentos microlitros de LCR ou de suspensão bacteriana foram usadas para extração 

de DNA bacteriano. O DNA foi extraído usando tanto o BIOPOUR Kit de extração Mini 

SPIN PLUS (BIOPUR, Biometrix diagnostic, Brazil), ou High pure PCR template kit 

(Roche Diagnostics Corporation, US). O DNA total foi eluido em 200 μl do tampão de 

eluição apropriado e conservado a −20°C.  

 

5.4.10.2 Identificação molecular dos principais patógenos de MBA por 

M-qPCR 

A triagem molecular dos principais patógenos da MBA foi realizada no Laboratório 

Qualitá em Novo Hamburgo, Rio Grande do Sul, Brasil, e o protocolo foi baseado no 

sistema de detecção por Syber (Platinum SYBR Green qPCR Supermix-UDG, 

Invitrogen, California, UK), utilizando o equipamento LightCycler 2.0 (Roche Diagnostic 

GmbH, Mannheim, Germany).   O M-qPCR foi realizado utilizando a combinação de um 

conjunto de iniciadores específicos desenhados para a detecção simultânea dos genes 

ctrA, ply, bex A e cfb para Neisseria meningitidis, S. pneumoniae, Haemophilus 

influenzae e Streptococcus agalactiae (estreptococos do grupo B), respectivamente 

(Corless et al., 2001; Ke et al., 2000; El Aila et al., 2011). Os iniciadores foram usados a 

uma concentração de 10 pM cada, os quais foram adicionados em tubo contendo 2μl do 

DNA molde para perfazer um volume final de 20 μl. As amostras foram amplificadas 
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usando o equipamento LightCycler 2.0 (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Germany) 

nas seguintes condições: desnaturação inicial a 95oC por 5 minutos, 2 minutos para a 

reacção de glicosilase a 50oC, seguida de 38 ciclos a 96oC por 10 segundos 

(desnaturação), 50oC por 10 segundos (anelamento) e 72oC por 8 segundos (elongação). 

 

Após a amplificação, a análise de curva de dissociação (gráfico que mostra os dados 

de dissociação do fragmento da corrida de PCR e verificar a especificidade dos produtos 

amplificados) foi realizada para diferenciar os quatro agentes patogénicos bacterianos. 

Para S. agalactiae a temperatura de dissociação foi de 79,09°C, para o pneumococo foi 

79,75°C, para meningococos foi 82,93°C e para H. influenzae foi 84,16 ° C (figura 20). 

Os resultados foram analisados através da curva de dissociação gerada para cada amostra 

e comparado com os controlos  positivos  (figura 21). 

 

 

Figura 20: Curvas de dissociação dos controlos positivos de S. pneumoniae, S. 

agalactiae, N. meningitidis e H. influenzae 

Fonte: Arquivo LNRM 
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Figura 21: Curvas de dissociação de amostras positivas para S. pneuoniae e N. 

meningitidis 

Fonte: Arquivo LNRM 

 

 

 

 

Figura 21: Curvas de dissociação de amostras positivas para S. pneumoniae, S. 

agalactiae, N. meningitidis e H. influenzae 

Fonte: Arquivo LNRM 

5.4.10.3 Serotipagem dos pneumococos  

A serotipagem de estirpes de S. pneumoniae foi realizada no laboratório de 

microbiologia e biologia molecular da Universidade Federal de Ciências de Saúde de 

Porto Alegre (UFCSPA), Brasil, e foi utilizada a técnica sequencial multiplex PCR (SM-

PCR) inicialmente descrito por (Pai et al., 2006) e adaptado para amostras clínicas e 

isolados de África, que inclui 39 diferentes serotipos de S. pneumoniae.  

 

As reacções de multiplex PCR foram estabelecidas para incluir sequencialmente os 

serotipos mais frequentes em África (anexo 3). Os iniciadores foram agrupados em 8 

reacções multiplex, e cada reacção foi desenhada para incluir 5 pares de iniciadores de 5 

serotipos diferentes excepto a reacção 8 que inclui 4 serotipos. Iniciadores para o lócus 

cpsA, presente em todos S. pneumoniae (cpsA-f e cpsA-r), foram incluídos como controlo 

interno específico em todas as reacções. A sequência dos iniciadores e os produtos da 

PCR estão listados no anexo 3. 

 

A reacção foi realizada em um volume final de 25 µl e cada mix da reacção continha 

solução tampão na concentração 2x, 0.2mM de cada desoxinucleosídeo trifosfato (dNTP), 

tampão de reacção 10x (100mM de Tris-HCl, pH 8.5 e 500mM de KCl), 1.7mM de 

MgCl2, 1.5U⁄ µl de taq DNA polimerase e iniciadores na concentração de 0,1 a 0,5 µM 
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(tabela 2 a 10) e 5µl de DNA molde. Os ensaios da PCR foram realizados num 

termociclador (GeneAmp PCR System 9700, PE Applied Biosystems). Os ciclos 

seguiram as seguintes condições: desnaturação inicial do DNA molde a 95°C por 15 

minutos, seguidos de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos (desnaturação), 54°C por 90 

segundos (anelamento dos iniciadores) e 72°C por 1 minuto (extensão das novas fitas 

pela acção da taq polimerase) e 72°C por 10 minutos (extensão final) (Tabela 12). Os 

produtos da PCR foram analisados por eletroforese. 

 

 

 

Tabela 2. Ajuste das temperaturas, tempos, número de repetições por ciclo e função de 

cada etapa para reacção de PCR no termociclador 
 

Tempo e temperatura Número de repetições  Função  

950C por 15 minutos 1x (ciclo) Desnaturação inicial do DNA 

molde 

940C por 30 segundos  

35x (ciclo) 

Desnaturação das fitas de DNA 

540C por 90 segundos Hibridização dos iniciadores 

720C por 60 segundos Extensão das novas fitas (acção da 

taq polimerase) 

72 0C por 10 minutos 1x (ciclo) Extensão final 

40C até a retirada do 

material do aparelho 

 Parar a reacção e manté-la estável 

 

5.4.10.4 Electroforese em gel de agarose 

Os produtos de amplificação foram analisados por electroforese em gel de agarose a 

1.5% em tampão TAE, utilizando uma voltagem de 120 V por 45 minutos. Os géis foram 

corados com a solução de brometo de etídio e as bandas foram visualizadas sob a luz 

ultravioleta (UV) e as imagens foram registadas por fotografia digital (figura 22 A-C) 
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A. Resultados positivos de reacção              B. Resultados positivos de reacção  

      multiplex 1                                                multiplex 2 

 

 

 

                                    C. Resultados positivos de reacção multiplex 3 

Figura 22 A-C. PCR multiplex sequencial. Dedução dos serotipos capsulares de S. 

pneumoniae 

Todos isolados identificados como serotipo 6 por multiplex PCR, foram 

posteriormente diferenciados em 6B e 6A. 

5.5 Análise estatística  

Os dados foram introduzidos numa base de dados desenvolvida no software estatístico 

Epi Info versão 3.5.4 (CDC, EUA), e foram analisados utilizando o software estatístico 

SPSS versão 20 (IBM, EUA). As variáveis categóricas foram comparadas usando teste 

chi quadrado de Pearson. 

Para determinar os factores de risco associados à infecção por meningite bacteriana 

aguda, foi utilizado modelo de regressão logística univariada de modo a selecionar os 

factores com significância estatística inferior a 0.25, depois foi utilizado o modelo 

backward stepwise para a análise de regressão logística multivariada. O odds ratio (OR) e 

seu intervalo de confiança de 95% [IC 95%] foram determinados. Factores de risco com o 

valor p inferior a 0,05 na análise de regressão logística multivariada foram consideradas 

como tendo uma associação estatisticamente significativa com meningite bacteriana. 
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5.6 Considerações éticas   

Este estudo foi aprovado pelo Comitê Nacional de Bioética de Moçambicana. O 

consentimento verbal para participar no estudo foi obtido a partir do representante legal 

de cada criança, uma vez que este estudo foi realizado como parte da vigilância sentinela 

de rotina para meningite bacteriana aguda, implementado pelo Ministério da Saúde em 

Moçambique. Nesta vigilância, apenas o consentimento verbal é rotineiramente solicitado 

e, tendo sido aprovado pelo Comitê Nacional de Bioética. Cada participante que forneceu 

consentimento verbal foi registada em um logbook na unidade de sanitária. 
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6. Resultados 

Características clínicas e demográficas 

Durante o período de Março de 2013 a Março de 2014, foram recebidas e testadas no 

LNRM 369 amostras (LCR e isolados) de crianças menores de 5 anos de idade com 

suspeita clínica de meningite bacteriana aguda, que correspondem a 37.2% dos 992 casos 

suspeitos de meningite. Das 369 amostras, 193 (52.3%) eram do sexo masculino. A 

mediana de idade foi de 9 meses (IQR: 0-59 meses de idade), sendo a idade mínima de 0 

mês e a máxima 59 meses. Das 369 amostras de LCR, 93 (25.2%) foram do HCM, 17 

(4.6%) HCB e 259 (70.2%) HCN.  

 

 Detecção de S. pneumoniae, H. influenzae, N. meningitidis e S. agalactiae por 

cultura e PCR em tempo real baseado no uso de SYBR Green (fluoróforos ligantes 

de DNA) 

A tabela 13 compara o desempenho da técnica de PCR em tempo real em relação a 

cultura, no diagnóstico de MBA em amostras de LCR. Das 369 amostras de LCR 

recebidas no LNRM, 52. 3% (193/369) foram positivas por PCR multiplex qualitativo 

(M-qPCR), enquanto que a cultura apenas 7.3% (27/369) amostras de LCR foram 

positivos. Estes resultados, mostram um aumento de sete vezes a taxa de detecção de 

MBA por M-qPCR. 

 

Tabela 3. Desempenho da técnica de M-qPCR em comparação com a cultura 

Teste realizado  RT-PCR+ RT-PCR- Total 

      Cultura + 27 0 27 

      Cultura - 166 176 342  

Total 193  176  369  

 

O S. pneumoniae foi o agente etiológico mais comum da MBA isolado em 4.5% 

(17/369) casos positivos de cultura de LCR, seguido por H. influenzae 1.4% (5/369), N. 

meningitidis 0,8% (3/369) e S. agalactiae 0.5%(2/369).  
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Similarmente, no M-qPCR, S. pneumoniae também foi o patógeno mais frequente 

detectada em amostras de LCR 32.8% (121/369), seguida de 12.2% (45/369) de H. 

influenzae; 4.3% (16/369) S. agalactiae e 3.0% (11/369) N. meningitidis (Gráfico 1).  

 

Gráfico 1. Proporção de casos confirmados de MBA em amostras de LCR de casos 

suspeitos de meningite em Moçambique de 2013 – 2014, usando M-qPCR. 

A tabela 14 mostra que a principal causa de MBA foi distinta em diferentes grupos 

etários. Enquanto em crianças menores de 1 mês, o S. agalactiae foi o patógeno mais 

comum que causa a meningite bacteriana 90% (10/11), em crianças com idade entre 1 

mês e 5 anos, o S. pneumoniae foi patógeno mais comum da MBA, com uma frequência 

de 66.5% (121/182), seguido por H. influenzae com frequência de 24.2% (44/182) e N. 

meningitidis com frequência de 6.0% (11/182).  

 

Tabela 4. Frequências dos patógenos causadores da MBA estratificada pela idade de 

pacientes, baseado no M-qPCR  

 

Grupo 

etário 

(mês) 

No. de casos 

confirmados 

de MBA 

Bactérias que causam MBA  

S. pneumoniae 

n (%) 

H. influenzae 

n (%) 

N .meningitidis 

n (%) 

S. agalactiae 

n (%) 

<1 11 0 (0) 1(9.1) 0 (0) 10 (90.9) 

1 a 11 124 78 (62.9) 35 (28.2) 6 (4.8) 5 (4.0) 

12 a 23 25 19 (76.0) 2 (8.0) 4 (16.0) 0 (0) 
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24 a 59 33 24 (72.7) 7 (21.2) 1 (3.0) 1 (3.0) 

Total 193 121 (62.7) 45 (23.3) 11 (5.7) 16 (8.3) 

 

Variação geográfica e sazonal de frequência dos principais patógenos de MBA 

Ao comparar a frequência dos patógenos que causam a MBA entre os três postos 

sentinela, verificamos que esta foi mais elevada no HCN, localizado no norte de 

Moçambique com uma frequência de 52.9% (137/259), seguido de HCB no centro de 

Moçambique com uma frequência de 52.9% (9/17) e HCM no sul de Moçambique com 

uma frequência de 50.5% (47/93).  

A Figura 2 mostra a variação mensal de amostras de LCR colhidas e testadas nos três 

postos sentinela e demonstrou um aumento de casos suspeitos e confirmados de MBA 

principalmente na estação fria e seca, com pico no mês de Setembro (Gráfico 2). 

 

Gráfico 2. Variação mensal de frequência de amostras colhidas e testadas e a frequência 

relativa de espécies bacterianas em crianças <5 anos de idade usando M-qPCR. 

Variáveis associadas à infecções por MBA  

Análise de regressão logística foi efectuada para determinar as variáveis associadas à 

MBA com base nos resultados da técnica de M-qPCR (ver tabela 15). 

A análise de regressão logística multivariada, demonstrou que a ABM foi 

significativamente associada com idade inferior a 12 meses (OR ajustado (aOR) = 3,9; 
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IC95% = 1,7-9,0; p = 0,002), aparência turva do LCR (aOR = 1,8; IC95% = 1,1-3,1; p = 

0,031), positividade para as proteínas no LCR (aOR = 1,9; IC95% = 1,0-3,5; p = 0,03), 

contagem de leucócitos de 10 a 100 células/mm3 (aOR = 8,7; IC 95% = 3,6-21,1; p = 

0,000) e > 100 células/mm3 (aOR = 26,7; IC 95% = 8,9-79,1; p = 0,000) e níveis de 

glicose inferior que 40 mg/dL (aOR = 18,6; 95% CI = 3,5-79,1; p = 0,001) (tabela 14). 

Não foi encontrada associação entre a MBA e regiões geográficas, embora tenha 

havido tendência de maior frequência de MBA no norte de Moçambique. 

 

Tabela 5. Analise univariada e multivariada de variáveis demográficos e laboratoriais 

associados com a infecção por MBA em crianças menores de 5 anos de idade em 

Moçambique, baseados no M-qPCR 

Factor de risco MBA    

(n=193) 

LCR 

negativo 

(n=176) 

OR não 

ajustado              

[95% IC]   

p-value OR ajustado         

[95% CI] 

p-

value 

Grupo etário, meses       

 <1 11 (5.7) 0 (0) 0.0 0.999   

 1-11 124 (64.2) 73 (41.5)  3.4 [2.1-5.4] <0.0001  3.9 [1.7-9.0] 0.002 

12 a 23 25 (13.0) 18 (10.2)  2.7 [1.3-5.5]  0.006 3.3 [0.2-11.9] 0.066 

24-59 33 (17.1) 85 (48.3) 1    

Sexo       

Masculino 96 (49.70) 97 (55.1) 1    

Feminino 97 (50.3) 79 (44.3)  1.2 [0.8-1.9] 0.302   

Aparência de LCR       

Límpido 36 (18.7) 66 (37.5) 1    

Turvo 154 (79.8) 102 (58.0)  2.9 [1.8-4.5] <0.0001  1.8 [1.1-3.1] 0.031 

Hemático 1 (0.5) 0 (0)     

Casos em falta 1 (1.0) 8 (4.5)     

Proteínas        

Negativo 26 (13.5) 61 (34.7) 1    

Positivo 75 (38.9) 27 (15.3)  3.5 [2.1-5.8] <0.0001 1.9 [2.1-3.5] 0.035 

Casos em falta 92 (47.7) 88 (50.0)     

Contagem de leucócitos, 

cells/mm3 

      

<10 30 (15.5) 85 (48.3) 1    

10-100 67 (34.7) 33 (18.8)  6.8 [3.0-10.4] <0.0001 8.7 [3.6-21.1] 0.000 

>100 92 (47.7) 17(9.7)  17.6 [3.0-10.4]   

<0.0001 

26.7 8.9-79.1] 0.000 

Casos ausentes 4 (2.1) 41 (23.3)     

Níveis de Glicose no LCR, 

mg/dL 
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 > 40 2 (1.0) 9 (5.1) 1    

 < 40 49 (25.4) 4 (2.3)  14.1 [4.9-39.9]  

<0.0001 

 18.6 [3.5-97.7] 0.001 

Casos ausentes 142 (73.6) 163 (92.6)     

Resultados de coloração de 

Gram 

      

Positivo 137 (71.0) 176 (100) 1.4 [1.28-1.54]  

<0.0001 

0.0 0.000 

Negativo 56 (29.0) 0 (0) 1    

Hospitais       

HCB 9 (4.7) 8 (4.6) 1    

HCM 47 (24.3) 46 (26.1)  1.1 [0.4-3.81]  0.855   

HCN 137 (71.0) 122 (69.3) 1.0 [0.7-1.77]  0.696   

OR, Odds Ratio; IC, intervalo de confiança; LCR, líquido cefalorraquidiano 

 

Perfil de susceptibilidade aos antibióticos  

A tabela 16 resume o perfil de susceptibilidade aos antibióticos para as quatro espécies 

bacterianas isoladas neste estudo. Todos os 17 isolados de S. pneumoniae foram sensíveis 

à ceftriaxona e levofloxacina, e todos os isolados foram resistentes a 

sulfametoxazol/trimetoprima (SXT). Diferentes níveis no perfil de resistência também 

foram observados para penicilina (88,2%), vancomicina (11,8%), eritromicina (23,5%) e 

cloranfenicol (35,3%). 

Todos os cinco isolados de H. influenzae foram sensíveis à ampicilina e apenas um foi 

resistente à cloranfenicol e ceftriaxona (20%). 

Entre os 3 isolados de meningococos, apenas um foi resistente à ampicilina e 

cloranfenicol (33.3%). Todos os 2 isolados de estreptococos do grupo B foram sensíveis à 

eritromicina, levofloxacina e ceftriaxona e todos foram resistentes à vancomicina e à 

ampicilina.  

 

Tabela 6. Perfil de susceptibilidade aos antibióticos dos patógenos de MBA isolados a 

partir de amostras de LCR  

 

Antibiótico 

S. pneumoniae            

(n= 17) 

H. influenzae                  

(n= 5) 

N. meningitidis                 

(n= 3) 

S .agalactiae                     

(n= 2) 

R (%)  S (%) R (%) S (%) R (%) S (%) R (%) S (%) 

Penicilina 88.2 11.8 - - - -   

Vancomicina 11.8 88.2 - - - - 100 0 

Tetraciclina 64.7 35.3 - - - - - - 
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Sulfametoxazol/ 

Trimetoprima 

100 0  - - - - - - 

Eritromicina 23.5 76.5 - - - - 0 100 

Levofloxacina 0 100 - - - - 0 100 

Ceftriaxona 0 100 100 0 0 100 0 100 

Cloranfenicol 35.3 64.7 20 80 33.3 66.7 - - 

Ampicilina - - 0 100 33.3 66.7 100 0 

Clindamicina - - - - - - 0 100 

R-resistente; S-sensível; Antibióticos não foram testados para todos os patógenos com 

traço (-). 

 

Concordância entre a M-qPCR e a cultura bacteriana 

No presente estudo, o diagnóstico por cultura foi ocasionalmente realizada 

imediatamente, e frequentemente era realizada após 2 horas, o que poderá ter diminuído 

potencialmente a sensibilidade da cultura. Além disso, o uso de antibióticos antes da 

punção lombar também contribuiu na redução da sensibilidade da cultura. Para 

determinar a sensibilidade e especificidade, valores preditivos negativo e positivo, os 

resultados de M-qPCR (padrão ouro) foram comparados com os resultados obtidos pela 

cultura. Ambos métodos foram realizados em 369 amostras de crianças com suspeita de 

meningite. A sensibilidade da cultura foi mais baixa para o diagnóstico de meningite 

bacteriana (14%) (tabela 3) e por patógeno foi de 27.3% para N. meningititdis, 14% 

S.pneumoniae, 12.5% S. agalactiae e 11.1% H. influenzae. A especificidade da cultura 

foi de 100% para todos os patógenos investigados e, como esperado, a PCR identificou 

casos que não tinham sido identificados por cultura para cada etiologia. Os valores 

preditivos positivos e negativos foram de 100% e 47.7% respectivamente. A 

concordância entre os dois testes foi fraca (kappa = 0.134), e a diferença entre os dois 

testes foi estatisticamente significativa (p = 0,000), utilizando o teste McNemar. 

 

Distribuição dos serotipos de S. pneumoniae 

Das 121 amostras positivas para S. pneumoniae (17 isolados e 114 amostras de LCR), 

foi selecionado o DNA de 50 pneumococos com threshold cycle ou Ct (ciclo limiar) mais 

baixo (dados não ilustrados). Destes, 33 foram serotipados e 17 não foram tipificáveis. A 

distribuição dos serotipos e a respectiva frequência foi a seguinte: 1 (18.2%), 5 (15.2%), 

14 (12.1%), 9V (12.1%), 23F (9.1%), 6A (9.1%), 4 (9.1%), 6B (6.1%), 12 (3.0%), 15BC 
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(3.0%) e 3 (3.0%). A proporção de isolados pertencentes a serotipos incluídos nas vacinas 

PCV-7, PCV-10 e PCV-13 foi de 48.5%, 81.8% e 93.9, respectivamente (Gráfico 3).  

 

 

Gráfico 3. Distribuição dos serotipos de S. pneumoniae e proporção de isolados 

pertencentes a serotipos incluídos nas vacinas. NV indica serotipos não vacinais   

 

A tabela 17 mostra a frequência dos principais serotipos em diferentes grupos etários. 

Em crianças menores de 2 anos de idade predominam os serotipos 1, 4, 5, 9V, 14, 6A, 

23F, 3, 12 e 15B/C enquanto que em crianças maiores de 2 anos de idade foram 

encontrados os serotipos 1, 6A, 9V, 14 e 23F. Os serotipos 12 e 15B/C não são vacinais, 

isto é, não estão incluídos em nenhuma das três vacinas licenciadas (PCV 7, 10 e 13), 

enquanto que os serotipos 3 e 6A só estão incluídos na vacina PCV-13.  

 

Tabela 7. Distribuição dos serotipos de S. pneumoniae de acordo com os grupos etários 

de crianças menores de 5 anos de idade 

Serotipo < 1 

mês 

1 – 11 

meses 

12 – 23 

meses 

24 – 59 

meses 

Total 

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) 

1 0 (0) 5 (20.8) 0 (0) 1 (20.0) 6 (18.2) 

5 0 (0) 4 (16.7) 1 (25.0) 0 (0) 5 (15.2) 

14 0 (0) 3 (12.5) 0 (0) 1 (20.0) 4 (12.1) 
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De acordo com a distribuição geográfica, observou-se que os serotipos 1, 5, 9V, 6A e 

12 foram mais predominantes na região norte do pais (Nampula), enquanto que na região 

sul (Maputo) predominam os serotipos 23F, 4, 6B, 3 e 15B/C (gráfico 4). Além disso, os 

serotipos 3 e 15B/C não PCV 10 foram encontrados somente na região sul do país. Todos 

isolados da região centro do país (Sofala) não foram tipificáveis. 
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Gráfico 4. Distribuição dos serotipos de S. pneumoniae mais frequentes por região 

geográfica. 

 

Perfil de susceptibilidade aos antibióticos dos serotipos de S. pneumoniae 

A tabela 18 mostra o perfil de susceptibilidade aos antibióticos de acordo com o 

serotipo. Todos os serotipos 1, 3, 4, 6, 14 e 23F foram resistentes a penicilina excepto os 

9V 0 (0) 3 (12.5) 0 (0) 1 (20.0) 4 (12.1) 

6A 0 (0) 2 (8.3) 0 (0) 1 (20.0) 3 (9.1) 

4 0 (0) 3 (12.5) 0 (0) 0 (0) 3 (9.1) 

23F 0 (0) 1 (4.2) 1 (25.0) 1 (20.0) 3 (9.1) 

6B 0 (0) 2 (8.3) 0 (0) 0 (0) 2 (6.1) 

12 

15B/C 

0 (0) 

0 (0) 

1 (4.2) 

0 (0) 

0 (0) 

1 (25.0) 

0 (0) 

0 (0) 

1 (3.0) 

1 (3.0) 

3 0 (0) 0 (0) 1 (25.0) 0 (0) 1 (3.0) 

Total 0 (0) 24 (100) 4 (100) 5 (100) 33 (100) 
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serotipos 9V e 15B/C. Ao contrário, nenhum serotipo foi resistente a ceftriaxona. Quanto 

a resistência aos macrolídeos, o serotipo 23F mostrou uma taxa de resistência de 100% a 

eritromicina.  

 

Tabela 8. Perfil de susceptibilidade dos serotipos de S. pneumoniae isolados em amostras 

de LCR 

Serotipo PG Eritro. SXT Vanc. Ceftri. Tetra. Cloran. 

  S    R   S  R  S    R  S   R   S  R S   R S   R 

1 0% 100% 100% 0% 0% 100% 0% 100% 100% 0% 100% 0% 0% 100% 

3 0% 100% 100% 0% 0% 100% 100% 0% 100% 0% 0% 100% 100% 0% 

4 0% 100% 50% 50% 0% 100% 100% 0% 100% 0% 0% 100% 50% 50% 

6B 0% 100% 100% 0% 0% 100% 0% 100% 100% 0% 0% 100% 0% 100% 

9V 100% 0% 100% 0% 0% 100% 100% 0% 100% 0% 100% 0% 100% 0% 

14 100% 100% 75% 25% 0% 100% 100% 0% 100% 0% 25% 75% 100% 0% 

15BC 100% 0% 100% 0% 0% 100% 100% 0% 100% 0% 100% 0% 100% 0% 

23F 0% 100% 0% 100% 0% 100% 100% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 100% 

S: sensível; R: resistente; PG: penicilina G; Eritro.: eritromicina; SXT: 

sulfametoxazol/trimetoprima; Vanc.: vancomicina; Ceftri.: ceftriaxona; Cloran.: 

cloranfenicol 
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7. Discussão   

Este estudo representa a primeira descrição da etiologia da MBA e da distribuição dos 

serotipos de S. pneumoniae em crianças menores de 5 anos de idade em três diferentes 

regiões de Moçambique. Por isso, este é o primeiro estudo cujos resultados são mais 

representativos da distribuição a nível nacional, uma vez que estudos anteriores foram 

todos realizados em unidades sanitárias de sul de Moçambique (Sigauque et al., 2008; 

Zimba et al., 2009). Apesar de ter sido seleccionado apenas uma unidade sanitária em 

cada região do país, estes são os três principais hospitais do país que desempenham o 

papel de unidade sanitária de referência em cada região. A importância deste estudo é 

incrementada pelo facto de que, pela primeira vez, foi usado um método molecular 

baseado em PCR em tempo real para o diagnóstico de MBA, com vista a melhorar a taxa 

de detecção de patógenos bacterianos em amostras de LCR. Uma vez que todas as 

amostras foram testadas em paralelo pela cultura e pelo M-qPCR, foi possível comparar o 

desempenho das duas técnicas. Os resultados deste estudo revelaram um aumento em até 

sete vezes na taxa de detecção da MBA pelo método de M-qPCR, em relação à cultura 

(frequências de 52.3% pelo método de M-qPCR versus 7% usando a cultura, 

respectivamente). 

 

Assim, o método M-qPCR mostrou que a prevalência da meningite bacteriana na 

idade pediátrica em Moçambique ainda é muito alta. Esta frequência é muito maior do 

que a frequência reportada em estudos anteriores realizados na mesma faixa etária em 

Moçambique, que reportaram as frequências de 15% e 13,9%, respectivamente (Sigauque 

et al., 2008; Zimba et al., 2009). Porém, quando usou-se cultura, a prevalência de MBA 

foi similar aos estudos anteriormente realizados por (Roca et al., 2009; Sigauque et al., 

2008). Metodologicamente, o nosso estudo difere de estudos anteriores, pois pela 

primeira vez foi utilizado o PCR em tempo real altamente sensível, o que explica estas 

diferenças na frequência de MBA. De facto, achados similares foram repetidamente 

reportados em outros países (Jbara et al., 2007; Sacchi et al., 2011). Hoje em dia é 

amplamente reconhecida que a cultura microbiológica é limitada pela sua baixa 

sensibilidade (Corless et al., 2001; Wu et al., 2013). M-qPCR tem a vantagem adicional 

de proporcionar resultados mais rapidamente e os resultados são disponíveis em poucas 
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horas, enquanto que o método de cultura requer, pelo menos, um dia para reportar o 

resultado (Parent du Chatelet et al., 2005; Wu et al., 2013).  

Adicionalmente, M-qPCR é menos afectada pelo consumo de antibióticos antes da 

punção lombar (Wu et al., 2013) e amplificação de DNA de bactérias não viáveis 

melhora a identificação em amostras negativas de cultura (Brouwer et al., 2010a; 

Brouwer et al., 2010b; Bryant et al., 2004; Corless et al., 2001; Sacchi et al., 2011; 

Tuyama et al., 2008). Estes resultados sugerem que a M-qPCR, se incorporada na rotina 

de vigilância em saúde pública pode melhorar a taxa de detecção de patógenos de 

meningite bacteriana em Moçambique e, consequentemente, melhorar as estimativas de 

incidência das doenças e proporcionando uma melhor avaliação do impacto da vacinação 

no país.  

 

O uso de métodos moleculares baseados na detecção e amplificação do gene ply causa 

algumas restrições quanto ao seu uso como ferramenta no diagnóstico especialmente em 

amostras de trato respiratório (como por exemplo expectoração) uma vez Streptococcus 

de grupo Mitis habitam no trato respiratório superior e que expressam o gene ply 

(Neeleman et al., 2004). No entanto, os estreptococos do grupo viridans, no qual estão 

incluídos os do grupo Mitis, raramente causam meningite. Recentemente, o  gene lytA foi 

considerado um melhor gene e mais específico para a detecção de S. pneumoniae por 

PCR em amostras clínicas (Collard et al., 2013). O nosso PCR em tempo real foi 

desenvolvido há poucos anos atrás e nessa altura o gene ply era considerado aceitável 

para a detecção de S. pneumoniae por PCR. Acreditamos, contudo, que a maioria dos 

estreptococos encontrados no LCR realmente representam os S. pneumoniae. Em nossas 

amostras, pelo menos, a presença de outro estreptococo encontrada no LCR, S. 

agalactiae, poderia ser descartada pelo uso de um conjunto de iniciadores específicos 

para S. agalactiae. Adicionalmente, estamos realizando a serotipagem de todas amostras 

positivas para S. pneumoniae usando a reação direta PCR multiplex sequencial e, em todo 

LCR positivo para S. penumoniae até agora foi confirmado pertencer a um sorotipo 

específico.  
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Os resultados deste estudo mostram que, S. pneumoniae foi a principal causa de 

meningite bacteriana na infância em Moçambique, sendo responsável por mais da metade 

(62,7%) de todos os casos de MBA confirmados laboratorialmente, usando a M-qPCR. 

Nossos resultados são similares aos descritos anteriormente em crianças com menos de 5 

anos de idade em outros países de África Sub-sahariana (Peltola, 2001; Sigauque et al., 

2008; Traore et al., 2009; Yaro et al., 2006a; Yaro et al., 2006b). 

O peso da meningite pneumocócica em crianças menores de 5 anos de idade em muitos 

países tem demonstrado uma diminuição dramática após a introdução da vacina 

pneumocócica conjugada (Hsu et al., 2009; O'Brien et al., 2003; O'Brien et al., 2009). 

Portanto, em Moçambique, a vacina pneumocócica conjugada decavalente (PCV-10) foi 

introduzida muito recentemente e, é por isso que S. pneumoniae continua a ser a causa 

mais comum da meningite bacteriana na infância em Moçambique. 

Nós identificamos H. influenzae em 12.2% de todas as amostras de LCR usando a M-

qPCR, o que contrasta com a prevalência mais baixa reportada em dois estudos anteriores 

realizados em Moçambique (Sigauque et al., 2008; Zimba et al., 2009). Entretanto, 

quando se usou a cultura a prevalência de H. influenzae foi similar aos estudos anteriores 

realizados por (Sigauque et al., 2008; Zimba et al., 2009). Mais uma vez, a maior 

frequência encontrada neste estudo quando utilizada a técnica molecular M-qPCR, é 

explicada pela sua elevada sensibilidade, o que melhora dramaticamente a taxa de 

detecção dos patógenos. A M-qPCR não foi utilizada nos estudos acima citados. O 

impacto da vacina contra Hib na redução da doença invasiva por Hib após sua introdução 

tem sido reportado na África do Sul (Visser & Hoosen, 2012) e muitos outros países em 

todo o mundo (Arda et al., 2008; Clark et al., 2013; Hajjeh et al., 2013; Khowaja et al., 

2013; Scott et al., 2013), incluindo Moçambique (Sigauque et al., 2013). No entanto, 

pode-se hipotetizar que a emergência de novos serotipos não Hib seja responsável pelo 

aumento de casos de H. influenzae, por isso, mais estudos devem ser realizados para 

confirmar esta hipótese. 

 

N. meningitidis foi o terceiro agente mais comum neste estudo, embora com 

prevalência relativamente baixa. Estes resultados estão de acordo com estudos anteriores 

realizados na Manhiça, um distrito situado no sul de Moçambique (Sigauque et al., 2008) 
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e em outros países africanos (Peltola, 2001). De facto, em outros países como nos Estados 

Unidos, a frequência relativa de meningite meningocócica tem demonstrado um aumento 

após a introdução da vacina Hib (Poland, 2010) e também no cinturão de meningite 

africano, causando surtos, que afectam principalmente Burkina Faso, Benin, Chade e 

Ghana (WHO, 2013). No entanto, o meningococo teve uma participação relativamente 

baixa nos casos confirmados de MBA reportados neste estudo. 

 

A contribuição de outros patógenos que causam a meningite bacteriana, com excepção 

dos pneumococos, H. influenzae e meningococo tem sido reportada em muitos países em 

desenvolvimento (Owusu et al., 2012). Neste estudo observamos que S. agalactiae 

(estreptococos do grupo B) foi identificado na maioria dos casos confirmados de MBA 

em recém nascidos usando cultura (0,5%) e M-qPCR (4,3%). Achados similares foram 

reportados em vários estudos realizados em outros países africanos (Airede et al., 2008; 

Berardi et al., 2010; Berardi et al., 2013; Milledge et al., 2005; Swann et al., 2014).  

 

Em vários países no mundo inteiro, especialmente na África Sub-sahariana e na Ásia, 

S. agalactiae constitui a principal causa de meningite bacteriana nos neonatos(Fluegge et 

al., 2006; Schuchat, 1998). A meningite neonatal causada por S. agalactiae também está 

associada com elevada morbi-mortalidade em muitos países do mundo (Black et al., 

2010; Seale et al., 2013; Swann et al., 2014), apesar da disponibilidade de medidas 

preventivas e terapêuticas acessíveis (de la Rosa Fraile et al., 2001; McKenna & Iams, 

1998; Schrag et al., 2000a; Schrag et al., 2000b; Seale et al., 2013).  

 

Em relação ao perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, verificou-se que os 

isolados de S. pneumoniae foram altamente resistentes à penicilina (88,2% dos isolados) 

e sulfametoxazol/trimetroprima (100% dos isolados). Portanto, estes resultados diferem 

dos resultados de estudos anteriores realizados em Moçambique que reportaram que 90% 

dos isolados de pneumococos foi sensível à penicilina (Roca et al., 2009), mas estão de 

acordo com os achados de outros estudos realizados em alguns países de África, como 

Etiópia e Kuwait (Mokaddas et al., 2007) e Nigéria (Anagaw et al., 2013; Mokaddas et 

al., 2007; Waisbourd-Zinman et al., 2010) e em vários outros países do mundo (Jones et 
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al., 2013a; Jones et al., 2013b; Tali-Maamar et al., 2012; Xue et al., 2010). Essas 

diferenças podem ser explicadas pela diferença no desenho de estudo, período de 

realização de estudo e também pela diferença na metodologia laboratorial entre os 

estudos. 

 

 Globalmente, vários estudos têm demonstrado uma tendência crescente na resistência 

de serotipos de S. pneumoniae a penicilina e a outras classes de antibióticos (Jones et al., 

2003; Tali-Maamar et al., 2012; Xue et al., 2010), principalmente em países onde não 

foram introduzidas as PCVs nos programas de imunização infantil, e mesmo em regiões 

onde as vacinas conjugadas estão disponíveis e altamente eficazes em crianças menores 

de 5 anos de idade (Jones et al., 2013b). Notavelmente, taxas elevadas de resistências tem 

sido associadas ao consumo inapropriado de antibióticos (Linares et al., 2010; Ma et al., 

2013); e ao fenómeno de substituição (do inglês: replacement) de serotipos vacinais por 

outros serotipos não vacinais e altamente resistentes a drogas (Gertz et al., 2010; Mera et 

al., 2008). 

 

Em Moçambique, a taxa de resistência à penicilina foi elevada. Esta resistência muito 

provavelmente é atribuída aos serotipos 1, 3, 4, 6B, 14 e 23F pois todos foram resistentes 

à penicilina. Estes achados são similares aos resultados encontrados recentemente na 

África do Sul (von Gottberg et al., 2013) e Argélia (Tali-Maamar et al., 2012) e China 

(Ma et al., 2013), a taxa de resistência à penicilina para os serotipos incluídos na PCV-10 

foi de 81%, 100% e 100%, respectivamente.  

 

Isolados de pneumococos, H. influenzae, meningococos e S. agalactiae foram 100% 

sensíveis à ceftriaxona. Estes resultados estão de acordo com outros estudos realizados 

em vários países da África Subsaariana (Adjei & Agbemadzo, 1996; Commey et al., 

1994; Owusu et al., 2012). 

 

A prescrição de antibióticos para a terapia de meningite bacteriana depende dos 

padrões de susceptibilidade aos antimicrobianos (Owusu et al., 2012). As directrizes 

nacionais para o tratamento de MBA recomendam a administração da penicilina G 
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associada a gentamicina ou cloranfenicol como a primeira escolha (Roca et al., 2009) e 

como alternativa a ceftriaxona (CLSI, 2014). Neste contexto, os resultados deste estudo 

sugerem que a ceftriaxona pode ser considerada como a melhor escolha para o tratamento 

da MBA em crianças. 

 

Também investigamos os preditores de MBA no nosso grupo de estudo e observamos 

que a coloração de Gram teve uma proporção de 71% de positividade. A coloração de 

Gram nas amostras de LCR é considerada um dos métodos mais importantes para a 

identificação presuntiva de meningite bacteriana. Além disso, este método é rápido e 

barato (Brouwer et al., 2010b). No entanto, as habilidades dos técnicos/operador afectam 

na precisão do método. Em nosso estudo, a competência do pessoal de laboratório em 

cada local de estudo (avaliado antes do início do estudo usando painéis de proficiência 

fornecidos pelo laboratório de referência) provavelmente contribuiu para o excelente 

desempenho da coloração de Gram. Portanto, este pode não ser o cenário em outros 

hospitais ou centros de saúde em Moçambique. 

Observamos também que a idade da criança, contagem de leucócitos, níveis de glicose 

e proteínas no LCR também foram fortemente associadas à MBA, o que é similar aos 

achados de outros autores (Adegbola et al., 2005; Jbara et al., 2007; Mani et al., 2007; 

Roca et al., 2009; Tang et al., 1999; Traore et al., 2009; van de Beek et al., 2006) e 

crianças menores de 12 meses de idade têm um risco de 3,9 vezes maior de infectar-se 

por MBA quando comparadas com crianças maiores de 2 anos de idade (p < 0,002). 

 

Dados sobre a variação sazonal da MBA demonstraram que a MBA registou um 

incremento entre os meses de Julho e Novembro, atingindo o pico em Julho. Isto não é 

surpreendente uma vez que a estação seca proporciona condições para a destruição das 

defesas das mucosas, tornando crianças susceptíveis a meningite (Denno et al., 2002; 

Gessner et al., 2010; Greenwood, 1999; Leimkugel et al., 2005). Além disso, o aumento 

da frequência de doença respiratória viral durante a estação seca aumenta 

significativamente este problema (von Mollendorf et al., 2014; Wolter et al., 2014).  
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A distribuição dos serotipos de S. pneumoniae varia por região geográfica e idade (Ma 

et al., 2013; Gessner et al., 2012). Neste estudo, os serotipos mais prevalentes foram 

diferentes aos reportados em outros países africanos em qualquer ordem ou proporção 

dos serotipos predominantes. Um estudo recentemente publicado na África do Sul 

mostrou que os serotipos mais prevalentes em ordem decrescente da proporção foram 14, 

6B, 19F, 23F, 6A, 19A, 1 e 5 (von Gottberg et al., 2013). Em relação a Burkina Faso e 

Togo reportaram os serotipos 14, 1 e 18 (Gessner et al., 2012) e Nigéria reportou os 

serotipos 1, 12, 6, 14, 5, 23F, 45, 2, 18 e 17 (Collard et al., 2013). No entanto, nós 

encontramos os serotipos  1, 5, 14, 9V, 23F, 6A e 4 como os mais prevalentes, com 

destaque para a alta prevalência dos serotipos 1 e 5, que são comummente encontrados no 

sul de Moçambique (Valles et al., 2006). 

 

De acordo com os dados produzidos neste estudo, 81.8% dos serotipos circulantes no 

país são cobertos pela vacina PCV-10, dados semelhantes aos nossos foram descritos no 

sul de Moçambique (Valles et al., 2006) e recentemente na África do Sul (von Gottberg 

et al., 2013), e em outros países localizados no cinturão de meningite africano, como 

Burkina Faso e Togo (Mueller et al., 2012; Traore et al., 2009) e Nigéria (Collard et al., 

2013) onde a proporção de isolados pertencentes a serotipos incluídos na vacina PCV-10 

varia entre 53% e 68.2%. Estes dados sugerem que a troca da vacina PCV-10 para PCV-

13 pode aumentar a cobertura de serotipos de S. pneumoniae para 93.9% (um aumento 

adicional de 12.1%) porque, ao contrário da PCV10, contém os serotipos 3, 6A e 19A, 

que desempenham um papel importante na meningite pneumocócica e outras doenças 

pneumocócicas invasivas em diferentes países da África (Donkor et al., 2012). 

 

Os resultados deste estudo mostram também que o serotipo 1 foi o mais predominante 

em crianças menores de 5 anos de idade e constitui a primeira causa de meningite 

pneumocócica em Moçambique. Numa revisão sistemática, realizada em diferentes 

regiões geográficas, para estimar a distribuição dos serotipos de S. pneumoniae que 

causam doenças pneumocócicas invasivas, especialmente meningites em crianças 

menores de 5 anos de idade, o serotipo 1, com uma frequência de 12%, foi o segundo 

mais frequente em África (Black et al., 2010).  
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Em Moçambique, a frequência do serotipo 1 foi de 20.8% em crianças menores de 1 

ano de idade que é maior do que a reportada em outros estudos africanos onde a 

proporção do serotipo 1 varia entre 2 e 5%  (von Gottberg et al., 2013). No entanto, estes 

achados são similares aos estudos anteriormente descritos no sul de Moçambique (Valles 

et al., 2006), além de que essa faixa etária é mais susceptível à doença. A elevada 

prevalência do serotipo 1 pode reflectir a um surto de um clone virulento no país, e já 

foram descritas epidemias de grandes proporções causadas pelo serotipo 1, especialmente 

em Gana, onde este serotipo foi responsável por 76% dos casos de meningite 

pneumocócica (Leimkugel et al., 2005). Assim, futuras investigações sobre a distribuição 

dos serotipos circulantes no país em vários anos após a introdução das PCVs são 

necessárias para identificar a emergência de novos serotipos. Essa informação é 

importante, pois permitirá avaliar futuramente o impacto da vacina na distribuição dos 

serotipos de pneumococos e selecionar a melhor formulação da vacina. 

 

Além disso, foi observamos a presença do serotipo 3 em crianças menores de 2 anos, 

embora com baixa frequência. Resultados similares foram observados recentemente na 

África do sul (von Gottberg et al., 2013) e Senegal, Gana e Nigéria (Donkor et al., 2012). 

O serotipo 3 é uma importante causa de doença peumocócica invasiva, especialmente em 

meningites em crianças menores de 2 anos (Hausdorff et al., 2005), e tem sido associado 

a elevadas taxas de fatalidade (Henriques et al., 2000; Mothibeli et al., 2010), o que 

justificaria a sua inclusão em uma vacina para a proteção de crianças menores de 2 anos.  

 

Notavelmente, 6% dos isolados que expressam os serotipos 12 e 15 B/C encontrados 

no presente estudo, em crianças maiores de 2 anos, não foram encontrados no estudo 

anterior (Valles et al., 2006). Estes resultados são similares aos resultados reportados na 

África do Sul (von Gottberg et al., 2013) e outras regiões de África (Black et al., 2010). 

O serotipo 12 foi encontrado na região norte do país enquanto que o serotipo 15 B/C foi 

encontrado no sul do país. Estes serotipos estão incluídos na vacina polissacarídica não 

conjugada e não estão incluídos em nenhuma das PCVs, mas raramente causam doenças 
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pneumocócias invasivas, em especial a meningite, por isso a vacina polissacarídica não 

conjugada provavelmente seria de pouca utilidade em Moçambique na época da PCVs. 

 

O presente estudo teve algumas limitações tais como: 1) o número de pacientes 

recrutados em cada local estudo foi diferente, o que representa um viés de amostragem. 

Isso pode ser atribuída à diferenças nas características demográficas das populações de 

cada região, diferença na capacidade de cada hospital e as diferenças na eficiência para se 

registar pacientes 2) a tipagem molecular de H. influenzae para investigar a distribuição 

dos serotipos de esta bactéria não foi realizado e, por esta razão, não fomos  capazes de 

discriminar o tipo b e cepas não tipo b de H. influenzae; 3) a detecção molecular de 

pneumococos, foi realizada utilizando gene ply que não é 100% específico para 

pneumococos; 4) o teste beta-lactamase sobre os isolados de H. influenzae não foi 

realizada; 5) os resultados dos pacientes sobreviventes ou que morreram no momento da 

alta não foram registados correctamente nos formulários de notificação de casos de 

meningite. Por isso, não foi possível determinar a taxa de mortalidade por agente 

etiológico e por região geográfica; 6) isolados de S. pneumoniae que foram enviados a 

partir do Hospital Central da Beira, no centro do país não  foram tipificáveis, portanto, os 

dados da distribuição dos serotipos de S. pneumoniae que causam a meningite em 

crianças moçambicanas podem não refletir a população pediátrica a nível nacional. No 

entanto, os resultados podem refletir uma tendência global nas mudanças de serotipos de 

S. pneumoniae em Moçambique. 
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8. Conclusão 

Segundo os resultados encontrados neste estudo podemos concluir que a MBA é 

altamente prevalente em crianças com meningite, que S. pneumoniae foi a causa mais 

comum de meningite bacteriana aguda em crianças <5 anos de idade e que a faixa etária 

associada com maior prevalência da MBA é de 0-12 meses. 

 

A técnica Multiplex qPCR teve um papel importante na detecção de N. meningitidis, 

S. pneumoniae, H. influenzae e S. agalactiae, tendo aumentado a detecção em relação à 

cultura. Por isso a implementação de ensaios de M-qPCR para o diagnóstico de meningite 

bacteriana é de extrema importância para superar a baixa sensibilidade da cultura o que 

de outra forma resulta em alta taxa de diagnósticos incorrectos de MBA em Moçambique.  

 

Com base nos dados do nosso estudo, também concluímos que os serotipos 1, 3, 4, 

6B, 14 e 23F apresentaram maior resistência a penicilina e cotrimoxazale e elevada 

susceptibilidade à ceftriaxona e que nesta faixa etária a ampicilina e ceftriaxona podem 

ser os antibióticos de preferência para o tratamento de meningite bacteriana. 

 

Nossos resultados confirmam também que a monitorização contínua da MBA é 

necessária para avaliar as alterações na resistência a antibióticos e o impacto da 

introdução da vacina PCV 10 e reforçam a importância de implementar um sistema de 

vigilância nacional de meningite para fornecer em evidências para a tomada de decisões e 

definição de políticas de saúde. 

 

Finalmente, considerando a elevada prevalência dos serotipos incluídos na PCV10 e a 

emergência dos serotipos 3 e 6A, recomendamos a introdução da PCV13 para melhor 

cobertura das estirpes de pneumococos envolvidas na etiologia das meningites em 

crianças.  
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Anexo 1. Formulário de notificação de casos de meningite 
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Anexo 2. Fluxograma geral de testagem de amostras 
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Anexo 3. Reacções, serotipos, sequência e concentração de iniciadores e produto de PCR 

Reac

ção 

 

Serotipos 

No. de 

acesso no 

GenBank 

 

Sequência de iniciadores (5’3’) 

Concentr

ação dos 

iniciadore

s (µM) 

 

Gene 

Produto 

PCR 

(Pb*) 

 14F 
14R 

CR931662 
 

GAA ATG TTA CTT GGC GCA GGT GTC AGA ATT 
GCC AAT ACT TCT TAG TCT CTC AGA TGA AT  

 

0,3 
0,3 

wzy 189 

1F  CR931632 CTC TAT AGA ATG GAG TAT ATA AAC TAT GGT TA  0,3 wzy 280 
1R CCA AAG AAA ATA CTA ACA TTA TCA CAA TAT TGG C  0,3 

5F  CR931637 
 

ATA CCT ACA CAA CTT CTG ATT ATG CCT TTG TG 0,3 wzy 362 
5R GCT CGA TAA ACA TAA TCA ATA TTT GAA AAA GTA TG  0,3 

4F  CR931635 CTG TTA CTT GTT CTG GAC TCT CGA TAA TTG G  0,3 wzy 430 

4R GCC CAC TCC TGT TAA AAT CCT ACC CGC ATT G  0,3 

18C-F  CR931673 CTT AAT AGC TCT CAT TAT TCT TTT TTT AAG CC  0,3 wzy 573 

18C-R  TTA TCT GTA AAC CAT ATC AGC ATC TGA AAC  0,3 

 

 

 

 

2 

6A, 6B, 6C, 6D-F CR931639 AAT TTG TAT TTT ATT CAT GCC TAT ATC TGG  0,3 wci P 250 

6A 6B, 6C, 6D-R TTA GCG GAG ATA ATT TAA AAT GAT GAC TA  0,3 

19F-F CR931678 GTT AAG ATT GCT GAT CGA TTA ATT GAT ATC C  0,5 wzy 304 

19F-R  GTA ATA TGT CTT TAG GGC GTT TAT GGC GAT AG  0,5 

23F-F CR931685 CCACAATTAGCGCTATATTCATTCAATCG  0,5 wzy 384 

23F-R  GTC CAC GCT GAA TAA AAT GAA GCT CCG  0,5 

25F, 25A, 38-F CR931710 CGT TCT TTT ATC TCA CTG TAT AGT ATC TTT ATG  0,5 wzy 574 

25F, 25A, 38-R  ATG TTT GAA TTA AAG CTA ACG TAA CAA TCC  0,5 

9V, 9A-F CR931648 GGGTTCAAAGTCAGACAGTGAATCTTAA  0,5 wzy 816 
9V, 9A-R  CCATGAATGAAATCAACATTGTCAGTAGC  0,5 

 

 

 

 

 

 

3 

 

7C, 7B, 40-R 

 

CR931642 

 

CTA TCT CAG TCA TCT ATT GTT AAA GTT TAC GAC GGG A  

 

0,3 
0,3 

 

wcw L 

 

260 
7C, 7B, 40-F  GAA CAT AGA TGT TGA GAC ATC TTT TGT AAT TTC  

3-F CR931634 ATG GTG TGA TTT CTC CTA GAT TGG AAA GTA G  0,3 gal U 371 

3-R  CTT CTC CAA TTG CTT ACC AAG TGC AAT AAC G  0,3 

15B,15C-F CR931665 TTG GAA TTT TTT AAT TAG TGG CTT ACC TA  0,3 wzy 496 
15B,15C-R  CAT CCG CTT ATT AAT TGA AGT AAT CTG AAC C  0,3 

7F,7A-F CR931643 TCC AAA CTA TTA CAG TGG GAA TTA CGG  0,3 wzy 599 
7F,7A-R  ATA GGA ATT GAG ATT GCC AAA GCG AC   

17F-F CR931670 TTC GTG ATG ATA ATT CCA ATG ATC AAA CAA GAG  0,4 wci P 693 

17F-R  GAT GTA ACA AAT TTG TAG CGA CTA AGG TCT GC  0,4 

 

 

 

 

 

4 

 

8-F 

 

CR931644 

 

GAA GAA ACG AAA CTG TCA GAG CAT TTA CAT  

 

0,2 

0,2 

 

wzy 

 

201 

8-R  CTA TAG ATA CTA GTA GAG CTG TTC TAG TCT  

12F, 12A, 44, 46-F CR931660 GCA ACA AAC GGC GTG AAA GTA GTT G  0,5 wzx 376 

12F, 12A, 44, 46-R  CAA GAT GAA TAT CAC TAC CAA TAA CAA AAC  0,5 

9N, 9L-F CR931647 GAA CTG AAT AAG TCA GAT TTA ATC AGC  0,5 wzx 516 
9N, 9L-R  ACC AAG ATC TGA CGG GCT AAT CAA T  0,5 

22F, 22A-F CR931682 GAG TAT AGC CAG ATT ATG GCA GTT TTA TTG TC  0,5 wcw V 643 
22F, 22A-R  CTC CAG CAC TTG CGC TGG AAA CAA CAG ACA AC  0,5 

23A-F CR931683 TAT TCT AGC AAG TGA CGA AGA TGC G  0,5 wzy 722 
23A-R  CCA ACA TGC TTA AAA ACG CTG CTT TAC  0,5 

 

 

 

 

 

5 

 
24F/24A/24B-F 

 
CR931688 

 
GCT CCC TGC TAT TGT AAT CTT TAA AGA G  

 
0,2 

0,2 

 
wzy 

 
99 

24F/24A/24B-R  GTG TCT TTT ATT GAC TTT ATC ATA GGT CGG  

2-F  CR931633 TAT CCC AGT TCA ATA TTT CTC CAC TAC ACC  0,3 wzy 290 

2-R    ACA CAA AAT ATA GGC AGA GAG AGA CTA CT  0,3 

11A/11D-F  CR931653 GGA CAT GTT CAG GTG ATT TCC CAA TAT AGT G  0,3 wzy 463 

11A/11D-R   GAT TAT GAG TGT AAT TTA TTC CAA CTT CTC CC  0,3 
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19A-F  CR931675 GAG AGA TTC ATA ATC TTG CAC TTA GCC A  0,3 wzy 566 

19A-R   CAT AAT AGC TAC AAA TGA CTC ATC GCC  0,3 

16F-F  CR931668 GAA TTT TTC AGG CGT GGG TGT TAA AAG  0,4 wzy 717 

16F-R   CAG CAT ATA GCA CCG CTA AGC AAA TA  0,4 

 

6 

 

21-F  

 

CR931680 

 

CTA TGG TTA TTT CAA CTC AAT CGT CAC C  

 

0,2 
0,2 

 

wzx 

 

192 
21-R   GGC AAA CTC AGA CAT AGT ATA GCA TAG  

33F/33A/37-F  CR931702 GAA GGC AAT CAA TGT GAT TGT GTC GCG 0,3 wzy 338 
33F/33A/37-R   CTT CAA AAT GAA GAT TAT AGT ACC CTT CTA C  0,3 

15A/15F-F  CR931663 ATT AGT ACA GCT GCT GGA ATA TCT CTT C  0,3 wzy 434 
15A/15F-R    GAT CTA GTG AAC GTA CTA TTC CAA AC  0,3 

35F/47F-F   CR931702 GAA CAT AGT CGC TAT TGT ATT TTA TTT AAA GCA A  0,3 wzy 517 

35F/47F-R   GAC TAG GAG CAT TAT TCC TAG AGC GAG TAA ACC  0,3 

13-F   CR931661 TAC TAA GGT AAT CTC TGG AAA TCG AAA GG  0,4 wzx 655 

13-R   CTCATGCATTTTATTAACCGCTTTTTGTTC  0,4 

 

7 

 

39-F  

 

CR931711 

 

TCA TTG TAT TAA CCC TAT GCT TTA TTG GTG  

 

0,2 

 

wzy 

 

98 

39-R    GAG TAT CTC CAT TGT ATT GAA ATC TAC CAA  0,2 
 

23B-F  CR931684 CCACAATTAGCGCTATATTCATTCAATCG  0,2 wzx 199 

23B-R   GTC CAC GCT GAA TAA AAT GAA GCT CCG  0,2 

35A/35C/42-F  CR931704 ATT ACG ACT CCT TAT GTG ACG CGC ATA  0,3 wzx 280 

35A/35C/42-R    CCA ATC CCA AGA TAT ATG CAA CTA GGT T  0,3 

20-F   CR931679 GAG CAA GAG TTT TTC ACC TGA CAG CGA GAA G  0,3 wci L 514 
20-R   CTA AAT TCC TGT AAT TTA GCT AAA ACT CTT ATC  0,3 

35B-F  CR931705 GAT AAG TCT GTT GTG GAG ACT TAA AAA GAA TG  0,5 wcr H 677 
35B-R   CTT TCC AGA TAA TTA CAG GTA TTC CTG AAG CAA G  0,5 

 

8 

 
10F/10C/33C-F   

 
CR931652 

 
GGA GTT TAT CGG TAG TGC TCA TTT TAG CA  

 
0,3 

0,3 

 
wzx 

 
248 

10F/10C/33C-R   CTA ACA AAT TCG CAA CAC GAG GCA ACA  

34-F  CR931703 GCT TTT GTA AGA GGA GAT TAT TTT CAC CCA AC  0,3 wzy 408 

34-R   CAA TCC GAC TAA GTC TTC AGT AAA AAA CTT TAC  0,3 

10A-F  CR931649 GGT GTA GAT TTA CCA TTA GTG TCG GCA GAC  0,5 wcr G 628 

10A-R   GAA TTT CTT CTT TAA GAT TCG GAT ATT TCT C  0,5 

31-F  CR931695 GGA AGT TTT CAA GGA TAT GAT AGT GGT GGT GC  0,5 wzy 701 

 

 

31-R   CCG AAT AAT ATA TTC AAT ATA TTC CTA CTC  

 

0,5 

CI cpsA-F CR931662 GCA GTA CAG CAG TTT GTT GGA CTG ACC  0,1 wzg 160 
cpsA-R  GAA TAT TTT CAT TAT CAG TCC CAG TC  0,1 

*Pb: pares de bases 

 

 


