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Resumo

Introdugdo: a meningite bacteriana é um grave problema de Saude Publica mundial, tendo como principais agentes: Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae. A metodologia de diagndstico empregada no Instituto Adolfo Lutz — Centro
de Laboratdrio Regional Santo André até o ano de 2011 era a contraimunoeletroforese (CIE), depois foi substituida pela reagdo em
cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), que apresenta maior sensibilidade. Objetivo: este trabalho objetivou comparar ambas as
metodologias no periodo de 2009 a 2018, para avaliagdo do impacto da introdugdo da qPCR no diagndstico das meningites bacterianas
nos 7 municipios da regido do ABC do Estado de Sdo Paulo. Metodologia: foram avaliadas a quantidade total de exames realizados,
a média mensal, a positividade no periodo, os municipios requisitantes e a prevaléncia das bactérias causadoras de meningite, no
periodo de abril/2009 até dezembro/2018. Resultados: Foram 377 exames de CIE e 1305 de gPCR, com média anual de 230 exames
em 2010-2013 e 130 exames em 2014-2018. Observou-se aumento da positividade entre as técnicas, 17,8% para CIE e 33,8% para
gPCR. N. meningitidis foi responsavel pela maioria dos casos entre 2011 e 2013, cerca de 61% dos casos positivos, enquanto que entre
2014 e 2018 foi S. pneumoniae, cerca de 53%. Conclusdo: os resultados indicaram que a gPCR foi mais eficiente em detectar os agentes
causadores de meningite bacteriana na regido do que a técnica de CIE. Por fim, este trabalho suporta a implantagdo da metodologia de
gPCR para diagndstico de meningite em substitui¢do de técnicas menos sensiveis.

Palavras-chave: Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real. Meningites Bacterianas. Contraimunoeletroforese. Streptococcus
pneumoniae. Neisseria meningitidis. Haemophilus influenzae.

Abstract

Introduction: bacterial meningitis is still a serious worldwide public health problem, and the main etiological agents are: Neisseria
meningitidis, Streptococcus pneumoniae and Haemophilus influenzae. The diagnostic methodology employed at the Adolfo Lutz Institute
—Santo André Regional Laboratory Center until 2011 was the counterimmunoelectrophoresis (CIE), then it was replaced by the real-time
polymerase chain reaction (qPCR), which is more sensitivity. Objective: this study aimed to compare both methodologies from 2009 to
2018 to evaluate the impact of the introduction of qgPCR in the diagnosis of bacterial meningitis in the 7 cities of the ABC region of Séo
Paulo State. Methodology: the total number of tests performed, the month average, the positivity in the period, the requesting cities
and the prevalence of bacteria causing meningitis were evaluated from April/2009 to December/2018. Results: there were 377 CIE
exams and 1305 gPCR exams, with an annual average of 230 exams in 2010-2013 and 130 exams in 2014-2018. There was an increase
in positivity between the performed techniques, 17.8% for CIE and 33.8% for qPCR. N. meningitidis accounted for most cases of bacterial
meningitis between 2011 and 2013, about 61% of positive cases, whereas between 2014 and 2018 it was S. pneumoniae, with about
53%. Conclusion: the results indicated that gPCR was more efficient in detecting the agents that cause bacterial meningitis in the region
than the CIE technique. Finally, this work supports the implementation of gPCR methodology for diagnosis of meningitis in replacement
of less sensitive techniques.

Keywords: Real-Time Polymerase Chain Reaction. Meningitis, Bacterial. Counterimmunoelectrophoresis. Streptococcus pneumoniae.
Neisseria meningitidis. Haemophilus influenzae

INTRODUGAO rio nas membranas que envolvem o cérebro e a medula
A meningite é caracterizada por processo inflamato-  €sPinhal e que pode ter diferentes agentes causais, como
virus, bactérias, fungos e parasitas.! A meningite bacte-

riana tem como principais agentes etioldgicos: Neisseria
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nasofaringe de individuos de maneira assintomatica, sendo
estes o reservatodrio para posterior disseminagdo a indivi-
duos mais suscetiveis a doenga.? A meningite ainda hoje
tem uma quantidade substancial de casos de morbidade
e mortalidade em todo o mundo. Sequelas neuroldgicas
podem abranger problemas como perda auditiva ou no
desenvolvimento neuropsiquico, e podem ocorrer em 50%
dos sobreviventes.?

No Brasil, entre os anos de 2000 a 2010, foram con-
firmados laboratorialmente 110.264 casos de meningite
bacteriana, destes 31,7% referiam-se a N. meningitidis,
12% a S. pneumoniae e 2% a H. influenzae. * O diagndstico
laboratorial se da a partir de amostras de sangue e liquido
cefalorraquidiano (LCR) pela realizagdo dos exames qui-
miocitolégico, da bacterioscopia, da cultura, sendo esta a
técnica padrao ouro, a prova de aglutinagdo pelo latex e a
reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR).° O
diagnostico laboratorial é importante pois pode identificar
0 agente etioldgico, beneficiando assim o paciente, que
podera ter o tratamento mais apropriado contra o agente
causador, bem como a sociedade, pois orientara as medidas
de controle e prevengdo a serem adotadas.” O Instituto
Adolfo Lutz (IAL), que é um laboratdrio de referéncia na-
cional, faz o diagndstico das meningites bacterianas para
fins epidemioldgicos. No Centro de Laboratério Regional
Santo André (CLR Santo André) do IAL, até o ano de 2011,
empregava-se a técnica contraimunoeletroforese (CIE)
como metodologia de diagndstico, e esta detectava as
bactérias N. meningitidis e H. influenzae. Esta técnica se
baseia na detecgdo de polissacarideo da cdpsula destas
bactérias utilizando antissoros hiperimunes. Sendo estes
anticorpos policlonais, ha ocorréncia de reatividade cru-
zada, dada a similaridade antigénica com polissacarideos
capsulares de outras espécies. ® Além disso, esta técnica
é sorotipo ou sorogrupo dependente, ou seja, ndo capta
todas as variagdes dentro de uma mesma espécie. Por isso,
a técnica de qPCR, que apresenta maior sensibilidade, foi
implantada e validada no IAL para substituicdo da CIE. A
técnica de gPCR utilizada no IAL se baseia numa reagdo
triplex para detecgdo dos genes ctrA de N. meningitidis,
lytA de S. pneumoniae e bexA de H. influenzae’, sendo este
ultimo posteriormente substituido pelo gene hpd.? Estes
alvos foram escolhidos para que a reagao fosse capaz de de-
tectar todas as variantes de uma mesma espécie das 3 que
sdo objetos de identificagdo por essa técnica, ou seja, ndo
é uma reagdo sorotipo ou sorogrupo dependente, como a
CIE. Em 2011, houve a implanta¢do da gPCR no CLR Santo
André, e com isso permitiu ampliar os agentes detectados
com ainclusdo de S. pneumoniae, ja que o mesmo ndo era
contemplado pela técnica de CIE.

Portanto, este trabalho teve como objetivo principal
avaliar o impacto da implantagdo da metodologia de qPCR,
utilizada no diagndstico da meningite bacteriana nos muni-
cipios atendidos pelo CLR Santo André, sendo eles Diade-
ma, Maua, Ribeirdo Pires, Rio Grande da Serra, Santo André,
Sdo Bernardo do Campo e Sdo Caetano do Sul, no periodo
de 2009 a 2018. Para tanto, os objetivos secunddrios foram:
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avaliar a quantidade de exames realizadas no periodo, obter
as médias mensais, avaliar a positividade obtida paraambas
as técnicas e comparar os resultados obtidos pela a técnica
de CIE, no periodo em que ela era adotada no CLR Santo
André, versus os resultados obtidos apds a introducdo da
gPCR. Além disso, para fins epidemioldgicos, avaliou-se
quais foram os municipios requisitantes, bem como a pre-
valéncia das bactérias causadoras de meningite na regiao.

METODOLOGIA

Neste estudo foram utilizados os dados do Sistema de
Informacdo e Gestdo Hospitalar (SIGH), que é o banco de
dados utilizado pelo IAL para gerenciamento das amostras
de meningite bacteriana. Foram compilados os dados no
periodo de abril/2009, momento da implanta¢do desse
sistema no laboratério, até dezembro/2018 de todas as
amostras bioldgicas cadastradas de pacientes com suspeita
de meningite bacteriana. Foram excluidos pacientes em
duplicata com mesma data de admissado, e foi mantida as
amostras que conferiram resultado positivo para a técnica
utilizada. Avaliou-se a quantidade total de exames realiza-
dos, a média mensal e positividade no periodo, bem como
0s municipios requisitantes, de ambas as técnicas utilizadas
no CLR Santo André, a CIE e a qPCR. Também foi avaliada
a prevaléncia das bactérias causadoras de meningite no
mesmo periodo. As médias foram comparadas por teste t
ou andlise de variancia (ANOVA), de acordo com os dados, e
foram consideradas com diferenca estatistica com p < 0,05.

RESULTADOS

No periodo de abril/2009 a setembro/2011, momento
em que foi suspenso, foram realizados 377 exames de CIE,
ja excluido as repetigdes de um mesmo paciente. No ano
de 2011, foram computados os exames de qPCR realizados
nos dois laboratdrios do IAL, pois inicialmente a técnica
de gPCR era realizada somente no IAL Central, e depois,
em setembro/2011, passou a ser realizada no CLR Santo
André com as amostras da regido. No periodo de 2011 a
dezembro/2018, foram realizados 1305 exames de gPCR,
excluido as repeti¢Ges para diferentes amostras bioldgicas
de um mesmo paciente (soro e LCR) e considerado apenas
os resultados positivos destas repeticdes quando eram
discordantes. De 2010 a 2013, observou-se média anual
de 230 exames realizados. Se for considerado que no ano
de 2011 duas técnicas diferentes foram utilizadas, obtive-
mos uma quantidade maior de exames realizados, de 277
exames neste ano. Depois, no periodo de 2014 a 2018,
houve um leve declinio para cerca de 130 exames anuais
(Figura 1). A média anual de exames de CIE (2009-2011)
foi 125,7/ano e de gPCR (2011-2018) foi 163,1/ano, e ndo
apresentou diferenca estatistica. Apesar da leve flutuagao
observada no periodo do estudo, a média mensal de
exames realizados foi similar entre ambas as técnicas
adotadas, 12,4 exames/més para CIE e 13,6/més para
gPCR (Figura 2).
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Figura 1 — Numero de exames realizados pela técnica CIE no periodo de 2009 a 2011 e de qPCR no periodo de 2011 a 2018 na

regido do ABC paulista/SP.

Resultados CIE
04/2009 - 09/2011

Bl Negativo
Bl Neisseria meningitidis

3004 300+

200+

n° exames
n° exames

100+

& S N > &
L) S S
v v v ¥ v

Fonte: Autoria prépria

N
oy

Resultados gPCR 2011 - 2018

Il Negativo

Bl MNeisseria meningitidis

Bl Streptococcus pneumoniae
Ml Haemophilus influenzae
Il Inconclusivo

Ny N ° S L
v ¥ v ¥ v

Figura 2 — Média mensal de exames e porcentagem dos resultados positivos nos anos de 2009 a 2018 na regido do ABC paulista/
SP. Em 2011, estdo representados os exames de ambas as técnicas CIE e gPCR.
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Quanto a sensibilidade das técnicas, pode-se observar
que, no periodo avaliado para a técnica de CIE, ndo houve
deteccdo de casos de H. influenzae (Figura 1). Enquanto
que, para gPCR, observou-se um grande aumento na por-
centagem de resultados positivos/ano quando a técnica
foi implantada, pois ela tem maior numero de agentes
etioldgicos avaliados, ou seja, devido a inclusdo do S.
pneumoniae no painel de bactérias analisadas (Figura 2).
Nos anos subsequentes a implantagdo da técnica de gPCR,
houve uma queda na positividade anual (Figura 2). Ainda
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assim, a média de positividade anual entre as duas técnicas,
no periodo avaliado, foi de 17,8 para CIE e 33,8 para qPCR,
e apresentou diferenca estatistica significativa (p<0,01).
Adicionalmente, verificou-se a prevaléncia das
bactérias circulantes na regido durante o periodo em
que a técnica de qPCR foi analisada. Observou-se que
N. meningitidis foi responsavel pela maioria dos casos
de meningite bacteriana nos anos de 2011 a 2013, com
cerca de 61% dos casos positivos. Nos anos seguintes,
2014 a 2018, a predominancia dos casos positivos foi de
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S. pneumoniae, com cerca 53% (Figura 3). No entanto,
quando comparado o periodo inteiro de 2011 a 2018, a
média da porcentagem de positividade foi de 46,3% para

S. pneumoniae e 49,9% para N. meningitidis, o que ndo

apresentou diferenca estatistica.

Figura 3 — Etiologia dos casos de meningite bacteriana confirmados por gPCR na regido do ABC paulista/SP, no periodo de 2011 a 2018.
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Além disso, foi verificado os municipios que encami-
nharam amostras para o CLR Santo André no periodo de
2011 a 2018. Conforme Figura 4, 44% dos exames reali-
zados foram solicitados pelo municipio de Sdo Bernardo
do Campo, seguido por Santo André com 20%.

Figura 4 — Distribui¢éo da porcentagem de ensaios realizados de qPCR entre os municipios requisitantes da regiéo do ABC paulista/

SP, no periodo de 2011 a 2018.
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DISCUSSAO

Atécnica de CIE, padronizada no Instituto Adolfo Lutz
(IAL) para os antigenos A, B e C e posteriormente W de N.
meningitidis e o tipo b de H. influenzae, vem sendo utiliza-
da desde 1970, por toda rede de laboratérios do IAL e 20
dos 27 Laboratdrios de Saude Publica (LACEN) do Brasil.®
Porém, devido ao seu alto custo para compra de antissoros
especificos e sua inespecificidade por apresentar reativi-
dade cruzada com outros polissacarideos de cdpsula, a
técnica de PCR em tempo real (QPCR) foi padronizada para
o diagndstico destes importantes patdgenos causadores
de meningite bacteriana com maior especificidade e sem
a necessidade de crescimento prévio do microrganismo,
que sao fastidiosos e de dificil crescimento em laboraté-
rio. Adicionalmente, esta técnica permitiu a inclusdo de
outro agente bacteriano, S. pneumoniae, que apresenta
mais de 90 sorotipos. De maneira geral, a técnica de gPCR
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baseou-se na detecgdo de genes presentes em todas as
variagdes de uma espécie, portanto, capaz de detectar
todos os sorotipos e/ou sorogrupos dentro de uma mes-
ma espécie, tornando mais sensivel e sem a reatividade
cruzada apresentada pela CIE.

Os resultados deste estudo mostram que a técnica
de gPCR foi mais eficiente em detectar os agentes etio-
légicos das meningites bacterianas nos municipios do
ABC paulista do que a técnica de CIE, visto a auséncia de
deteccdo de H. influenzae pela técnica de CIE. O aumento
na positividade observada apés a introdugdo da qPCR
comprova sua maior sensibilidade de detecc¢do, pois é
independente dos antigenos de superficie que diferencia
as cepas em sorotipos e/ou sorogrupos, e sim detecta a
presenca do DNA bacteriano especifico. Além do fato
gue um maior numero de agentes foi avaliado por gPCR.
Adicionalmente, a queda observada nas solicitacdes de
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exames nos anos de 2013 a 2018, bem como a queda
do numero de casos positivos, provavelmente se deve a
introdugdo das vacinas conjugadas no Programa Nacional
de Imunizagdo em 2010, ou uma possivel falta de enca-
minhamento das amostras ao laboratério de referéncia
da regido, o CLR Santo André, para confirmacao do diag-
nostico. Adicionalmente a prevaléncia de N. meningitidis
e de S. pneumoniae na regido, observada neste estudo,
corresponde com a observada no Brasil.° Quanto aos
municipios requisitantes, observou-se que os municipios
gue mais enviaram amostras ao CLR Santo André foi Sdo
Bernardo do Campo, seguido por Santo André, provavel-
mente porque estes sdo 0s municipios mais populosos da
regido, com quase 1,5 milhdes dos mais de 2,5 milhdes
de habitantes da regido do ABC paulista 1°, ou também
talvez porque possuem a Vigilancia Epidemioldgica Mu-
nicipal mais atuante, obtendo, portanto, maior nimero
de suspeitos para o diagndstico de meningite bacteriana.

As vacinas conjugadas sdo de grande importancia
mundial para o controle das meningites bacterianas,
sendo que no Brasil, elas foram introduzidas em 1999
para H. influenzae e 2010 para S. pneumoniae e N. me-
ningitidis. * Elas sdo eficientes, geram resposta imune
T-dependente e resposta imunoldgica de memoria, porém
induzem resposta sorotipo e/ou sorogrupo dependente,
podendo, portanto, ocorrer o fendmeno da substituicdo
dos sorotipos circulantes induzida pela vacina. Portanto,
é de suma importancia o monitoramento constante ndo
s6 das espécies causadoras de meningite bacteriana,
mas também dos sorotipos e/ou sorogrupos causadores
de doencas, para certificar a cobertura das vacinas que
estdo sendo empregadas. Por esta razdo, além de em-
pregar a técnica de qPCR para identificacdo das espécies
causadoras de meningite bacteriana, o IAL a utiliza para
a genogrupagem e genotipagem de N. meningitidis e H.
influenzae, respectivamente. No entanto, para S. pneu-
moniae, que apresenta mais de 90 sorotipos existentes
12 ainda ndo ha disponivel uma metodologia de biologia
molecular empregada na rotina, que contemple todos os
sorotipos existentes. Sdo adotadas as técnicas cldssicas de
soroaglutina¢do para identificagdo dos sorotipos que sdo
técnicas caras, que requerem profissionais capacitados e
que principalmente requerem o envio das cepas isoladas
ao laboratorio de referéncia. No entanto, existe os entra-
ves de que estas cepas sdo de dificil isolamento por serem
organismos fastidiosos e ainda se necessita do empenho
e cooperagao de toda a rede de laboratérios e hospitais
que trabalham com os materiais biolégicos dos pacientes
e da Vigilancia Epidemioldgica para seu encaminhamento
em tempo habil para ndo comprometer sua viabilidade.

CONCLUSAO

Este estudo evidenciou aimportancia da implantagédo
da técnica de qPCR como ferramenta de diagndstico das
meningites bacterianas na regido do ABC paulista, e jus-
tifica a necessidade da substituicdo da técnica de CIE pela
gPCR aplicada pelo IAL. Portanto, suporta sua implantagao

em outros laboratérios do pais em substituicdo ou como
complementagao de técnicas menos sensiveis.
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