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RESUMO
A incorporagdo do ensaio “triplex” de PCR em tempo-real (PCR-TR) a

vigilancia das meningites bacterianas a partir de 2007 aumentou a detecgdo de S.
pneumoniae em 52%, de N. meningitidis em 85% e de H. influenzae em 20%.
Entretanto, a detecgdo do H. influenzae(Hi) se limitou as cepas capsuladas de 4
sorotipos (“a”, “b”, “c”, “d”). Em 2011, um novo ensaio para detectar todos os
sorotipos de H. influenzae, inclusive os H. influenzae ndo tipaveis, foi proposto,
com a substituicdo do gene bexA pelo gene /ipd no ensaio triplex (“triplex
modificado”) responsavel pela proteina D de H. influenzae. Foram analisadas
1619 amostras clinicas de liquido cefalorraquidiano e/ou sangue de pacientes
com suspeita de meningite bacteriana do municipio de Sdo Paulo no periodo de
junho a dezembro de 2011, nos dois formatos de PCR-TR “triplex”. O novo
ensaio “triplex modificado” (com o gene hpd) detectou 13 casos adicionais de H.
influenzae, nao registrados pelo outro formato (com o gene bexA4). Destes 13
casos adicionais, 12 foram Hi-nt e um do sorotipo “f”. Nao houve modifica¢do na
sensibilidade em detectar amostras positivas para N. meningitidis ou S.
pneumoniae. O emprego deste novo formato “triplex modificado” ira aprimorar
o diagnoéstico e a vigilancia epidemioldgica das meningites bacterianas,

contribuindo com a reducao dos casos de meningite sem etiologia definida.
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ABSTRACT

Incorporation of a triplex assay on Real-Time PCR (PCR-TR) to bacterial
meningitis surveillance, started in 2007, increased the detection of
S. pneumoniae in 52%, of N. meningitidis in 85% and H. influenzae in 20%.
Nevertheless H.influenzae (Hi) detection was limited to capsule strains of 4
serotypes (“a”, “b”, “c”, “d”). In 2011 a new assay, designed to detect all
serotypes of H. influenzae, including non-typed H. influenzae, was
proposed, with the replacement of the bexA gene by the hpd gene in the
triplex assay (“modified triplex”), responsible by the D protein of H.
influenzae. The analysis was performed in 1619 clinical samples of
cerebrospinal fluid and/or blood from patients suspicious of bacterial
meningitis in the city of Sao Paulo, during the period comprised between
June and December, 2011, in both PCR-RT “triplex” formats. The new
“modified triplex” format assay (with the spd gene) detected 13 more cases
than the previous format (with the bex4 gene). Of these 13 additional cases,
12 were Hi-nt and one of the “f” serotype. There was no change in the
sensitivity to detect positive samples for N.meningitidis or S. pneumoniae.
Adoption of the new “triplex modified” format will improve diagnosis and
epidemiologic surveillance of bacterial meningitis, contributing to the
reduction of meningitis cases with undefined etiology.
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As meningites bacterianas s3o importante
desafio a satde ptiblica por sua expressiva morbida-
de e mortalidade."” Trés bactérias sdo responsaveis
por cerca de 90% dos casos de meningites, a
Neisseria meningitidis, o Haemophilus influenzae
tipo b (Hib) e o Streptococcus pneumoniae."
Identificar corretamente os agentes responsaveis
pelas meningites ¢ importante devido aos recentes

avangos vacinais contra estas infecgdes.™

O H. influenzae pode ser nao tipavel (Hi-nt),
ou ser classificado em seis sorotipos “a”, “b”,
“c”, “d”, “e” e “f”, de acordo com as diferencas
antigénicas de sua capsula polissacaridica. O Hib

pode causar além da meningite, epiglotite,
pneumonia, celulite, artrite séptica, osteomielite e
pericardite, embora cepas de outros sorotipos ou
ainda ndo tipaveis também possam causar doenca

invasiva."”

Aintroducdo da vacina conjugada contra o Hib
no calendario vacinal em 1999 proporcionou
importante redu¢do dos casos invasivos causados
por este agente no Brasil e em varios outros
paises.”" No estado de Sdo Paulo, nos altimos
anos, a taxa de incidéncia de meningite por Hib
em menores de 5 anos de idade declinou de
11,9/100.000 para aproximadamente 0,5/100.000
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habitantes, apds a introducdo da vacina no
calendario vacinal oficial do Estado, observando-
se uma reducio de mais de 90% dos casos.”” Apos
a introdu¢@o desta vacina em nosso pais, a média
anual caiu de 305 para 96 isolados de
H. influenzae recebidos pelo Instituto Adolfo
Lutz, Laboratorio de Referéncia Nacional (LRN)
para meningites bacterianas.™

Entre as cepas de H. influenzae isoladas de
liquido cefaloraquidiano (LCR) ou sangue de
casos de meningite bacteriana que foram recebi-
dos pelo LRN para sorotipagem, o Hib represen-
tou 98% das amostras isoladas no periodo pré-
vacinal (1990 a 1999) versus 59% no periodo pos-
vacinal (2000 a 2008).” No entanto, no periodo
pos-vacinal o isolamento de cepas de
H. influenzae de outros sorotipos aumentou de 1%
para 19%.”’ Além disso, o isolamento de cepas de
Hi-nt aumentou de 2% para 22%.”" A incidéncia
de casos de meningite por H. influenzae no estado
de Sao Paulo permaneceu abaixo de 1 caso por
milhdo de habitantes durante os anos de 2000 a
2008°. Estudo recente mostrou que a incidéncia
anual estimada de casos de meningite por Hi-nt
aumentou em todas as faixas etarias (média de
0,03 casos por 100.000 habitantes) no periodo
pos-vacinal.’

Em 2007, o LRN implementou ¢ validou um
ensaio “triplex” de PCR em tempo-real (PCR-TR)
para o diagndstico laboratorial das meningites
bacterianas causadas por N. meningitidis, S.
pneumoniae e H. influenzae.” Este ensaio desen-
volvido no LRN ¢é composto por trés pares de
iniciadores e suas sondas, cujos alvos genéticos
sdo: (I), o gene ctrAd, responsavel pelo transporte
da capsula de N. meningitidis;’ (11), o gene IytA,
responsavel pela producdo de autolisina de
S. pneumoniae;" e (I11), o gene bexA, responsavel
pela expressio capsular de H. influenzae."

A sensibilidade deste ensaio em LCR foi de 100%
(95% intervalo de confianga, 96,0% a 100%) para
N. meningitidis; 97,8% (88,5% a 99,9%) para
S. pneumoniae ¢ 66,7% (9,4% a 99,2%) para
H. influenzae. A especificidade para estes trés
organismos variou de 98,9% a 100%. Ja nas
amostras de soro, as sensibilidades foram meno-
res (57,1%; 80% e 0%, respectivamente) e as
especificidades variaram entre 94,1% a 100%."
Os valores preditivos positivo e negativo em LCR
variaram de 98,3% a 100% e 98,9% a 100%,

. 8
respectivamente.

A adicao deste ensaio narotina diagndstica das
meningites bacterianas aumentou a detec¢do de
casos de S. pneumoniae, N. meningitidis e
H. influenzae em 52%, 85% e 20%, respectiva-
mente, em relacdo a cultura.’ Entretanto, a baixa
frequéncia de casos por H. influenzae, devido a
queda de doenga invasiva por Hib ap6s a incorpo-
racao da vacina conjugada no Programa Nacional
de Imunizagdo, limitou o estudo referente ao
desempenho do componente H. influenzae em
nosso ensaio. O fato do gene alvo utilizado (bexA4)
detectar somente H. influenzae dos sorotipos “a”,
“b”, “c”, e “d”, mas ndo os sorotipos “e”, “f”, e
nem cepas Hi-nt, certamente contribuiu para

limitar nossas analises.

Em 2011, novo ensaio para detectar casos por
H. influenzae pertencentes a qualquer um dos seis
sorotipos e inclusive os Hi-nt, foi proposto tendo o
gene hpd, responsavel pela proteina D de
H. influenzae, como gene alvo. A substitui¢ao do
gene alvo bexA pelo hpd resultou em um ensaio

com maior sensibilidade.""

Com a expectativa de aumentar a capaci-
dade da PCR-TR em detectar casos de menin-
gites bacterianas causadas por H. influenzae,
o [AL avaliou a substituicado do gene bexA4

de nosso ensaio 'triplex” pelo gene hpd
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(“triplex” modificado). Nossos resultados
demonstraram que o limite minimo de
detecgdo do “triplex modificado” para os
genes alvos de N. meningitidis, H. influenzae
e S. pneumoniae foi de 200 fg de DNA, o
mesmo obtido pelo ensaio “triplex”. Ambos
os ensaios “triplex” e “triplex modificado”
foram utilizados em paralelo em 1619 amos-
tras clinicas de LCR e/ou sangue de pacientes
do municipio de S@o Paulo no periodo de
julho a dezembro de 2011. O novo ensaio
“triplex modificado” detectou 13 casos de H.
influenzae que ndo haviam sido detectados
pelo ensaio “triplex”. Destes 13 casos adicio-
nais detectados, 12 foram Hi-nt e um foi do

sorotipo “f’. Nao houve modificacdo na
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