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Resumo

Este trabalho descreve a experiéncia do Instituto Adolfo Lutz (IAL) na implantacdo de ensaios de
PCR em tempo real (qPCR) in house, aplicados ao diagndstico de meningites bacterianas (MB)
causadas por Neisseria meningitidis (Nm), Streptococcus pneumoniae (Spn) e Haemophilus
influenzae (Hi). Sdo apresentadas estratégias para o aprimoramento dos ensaios de gPCR
originalmente propostos, incluindo avaliagdo de diferentes alvos genéticos e incorporagao
de controle interno da qualidade pela deteccdo de gene constitutivo humano (RNase P) nas
amostras bioldgicas processadas narotina. Descreve também os ensaios de qPCR estabelecidos
para identificagao dos principais genogrupos de Nm e dos seis genotipos de Hi, que geram
informagdes capazes de contribuir para a avaliacao da efetividade das vacinas conjugadas
presentes no Programa Nacional de Imunizacao. O trabalho mostra, ainda, o repasse dos ensaios
de gPCR para outros laboratérios de saude publica do pais e a contribuicao do uso desses
ensaios na vigilancia laboratorial das MB. Ademais, apresenta outras contribuicées do IAL
para o aprimoramento do diagnostico laboratorial da meningite, como a produgao de controles
genéticos distribuidos para os laboratérios publicos do pals, a avaliacdao do uso de cartdes
de papel de filtro no transporte de amostras clinicas entre laboratério local e de referéncia e
a avaliagao de kits comerciais empregados no diagnostico das MB. Por ultimo, menciona as
consideragdes finais do trabalho, com reflexdes acerca do futuro do uso dos ensaios de gPCR
no diagndstico laboratorial das MB.

Palavras-chave: meningites bacterianas, diagndstico molecular, reacao em cadeia da
polimerase em tempo real, vigilancia epidemiolégica, laboratdério de saude publica.

Abstract

This paper describes the experience of the Instituto Adolfo Lutz (IAL) in implementing in-house
real-time PCR (qPCR) assays used in the diagnosis of bacterial meningitis (BM) caused by
Neisseria meningitidis (Nm), Streptococcus pneumoniae (Spn) and Haemophilus influenzae
(Hi). Strategies for improving the originally proposed qPCR assays are presented, including the
evaluation of different genetic targets and incorporation of internal quality control by human
constitutive gene detection (RNase P) in biological samples processed in routine. It describes
the gPCR assays established to identify the main Nm genogroups and the six Hi genotypes,
which generate information that can contribute to evaluating the effectiveness of conjugate
vaccines present in the National Immunization Program. It shows the transfer of gPCR assays
to other Public Health Laboratories in the country and the contribution of using these assays
in BM laboratory surveillance. Furthermore, it presents other IAL contributions to improve BM
laboratory diagnosis, such as the production of genetic controls that are distributed to Brazilian
public laboratories, the evaluation of the use of filter paper cards for transporting clinical samples
between local and reference laboratories, and the evaluation of commercial kits used in the BM
diagnosis. Finally, it mentions the final considerations of the work, with reflections on the future
of using gPCR assays in the laboratory diagnosis of BM.

Keywords: bacterial meningitis, molecular diagnosis, real-time polymerase chain reaction,
epidemiological surveillance, public health laboratory.
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Introdugao

Em janeiro de 2025, o Instituto Adolfo Lutz (IAL) celebrara, com sucesso, quinze anos
daintrodugédo da metodologia de PCR em tempo real (qPCR) no diagndstico laboratorial das
meningites bacterianas (MB). Foram introduzidos ensaios de gPCR in house para detecgéo
dos principais agentes etioldgicos das MB, Neisseria meningitidis (Nm), Streptococcus
pneumoniae (Spn) e Haemophilus influenzae (Hi), bem como ensaios para identificagao
dos principais genogrupos de Nm e genotipos de Hi. Os ensaios de gPCR foram repassados
para 26 laboratérios de saude publica (Lacen) do pais, doze laboratérios publicos da
Ameérica Latina e oito Centros de Laboratérios Regionais do IAL (CLR-IAL), localizados em
cidades estratégicas do estado de Sao Paulo, expandindo a disponibilidade desses ensaios
moleculares em nivel nacional.

Nos proximos itens, descrevemos a experiéncia de nosso grupo na implantacao de
ensaios de qPCR in house apresentando os desafios e conquistas do uso desses ensaios
na rotina diagnostica das MB.

Implantacao dos ensaios de qPCR na rotina diagnostica das MB

Ameningitebacteriana (MB)ainda é umapreocupacaoem saude publica pelagravidade
dos casos e pela possibilidade de causar surtos e epidemias de rapida propagacao. A
doenca é fatal em 15-30% dos infectados e em 20% deixa sequelas permanentes, como
perda de visdo ou audigao, danos neuroldgicos e deficiéncia cognitiva.l2

No estado de Sao Paulo, entre 2001 e 2006, apenas 50% dos casos de MB eram
confirmados laboratorialmente por meio da cultura, teste de aglutinacao do latex,
contraimunoeletroforese (CIE) e bacterioscopia, que eram os testes diagndsticos disponiveis
na ocasiao.l2 A cultura é considerada o padrdo-ouro para confirmagao de casos de MB,
mas apresenta baixa positividade pelo uso de antibidticos antes da coleta da amostra ou
por condi¢oes inadequadas de armazenamento e/ou transporte do material biologico. Os
testes de latex e CIE, embora sejam de simples execugao, estdo sujeitos a subjetividade de
quem os aplica na interpretacao dos resultados, podendo ser de dificil leitura em amostras
com baixa carga bacteriana. Ja a coloragao de Gram € simples e de baixo custo, mas nao
confirma o agente etiolégico, apenas da uma ideia do género e espécie da bactéria 42

Diante desse cenario, era necessario introduzir novos testes laboratoriais com alta
sensibilidade e especificidade, que nao fossem sujeitos a interferéncia dos antibiéticos
e que permitissem a rapida identificacao da bactéria, levando a confirmacao dos casos
suspeitos. Ensaios moleculares com base na reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e
que empregavam DNA extraido do material clinico eram utilizados com sucesso como
ferramenta para agdes de vigilancia epidemioldgica das MB causadas por Nm, Hi e Spn por
varios laboratérios de referéncia no mundo.&L8
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Nesse contexto, o IAL, como Laboratério de Referéncia Nacional para MB (portaria
SVS/MS n° 191, de 13 de setembro de 2010), padronizou um ensaio de PCR em tempo
real (QPCR) em formato multiplex para a deteccdo simultanea das trés principais bactérias
causadoras de meningite, Nm, Spn e Hi, utilizando como alvos os genes ctrA (proteina
de transporte capsular), IytA (autolisina) e bexA (proteina envolvida na expressao da
capsula polissacaridica), respectivamente 212 Esse ensaio de gPCR multiplex (mgPCR) foi
incorporado na rotina diagnostica do IAL em 2007, disponibilizado, inicialmente, para doze
unidades sentinelas, das quais nove estavam localizadas no municipio de Sao Paulo e trés
em Campinas. O uso da mgPCR resultou em aumento de 85%, 52% e 20% na deteccao
de casos da doenca causada por Nm, Spn e Hi em relagdo a cultura, respectivamente 2
Comparando-se com a CIE, houve um aumento de 60% na positividade total com uso da
mgPCR, uma vez que a CIE detectava somente Nm de alguns sorogrupos e Hi do sorotipo
b e ndo detectava Spn.1t

Em virtude dos excelentes resultados, a partir de 2010, o ensaio mgPCR passou a ser
disponibilizado pelo IAL para todas as unidades de saude publica da Regiao Metropolitana
de Sao Paulo, substituindo o ensaio de CIE na rotina diagndstica das MB. O ensaio também
foi disponibilizado para outras regides do pais para esclarecimento de surtos ou para
complementagao diagnodstica quando havia solicitagdo do Ministério da Saude ou da
Vigilancia Epidemioldgica.

Aprimoramento dos ensaios de qPCR

Avaliacao de diferentes alvos genéticos

A constante evolugao dos microrganismos e a dinamica da doenga levam a busca por
aperfeicoamento permanente nos ensaios diagnosticos. Ao longo dos anos, modificagdes
no ensaio originalmente proposto foram feitas e avaliadas, visando ampliar o espectro de
bactérias detectadas, aumentar a sensibilidade e/ou especificidade do ensaio e contornar
possiveis falhas pela presenca de mutagdes nos genes-alvo empregados.

A possibilidade de ocorréncia de casos de doenca invasiva por Nm sem capsula e
com auséncia do gene ctrA resultou na avaliagdo de outro alvo genético, sodC (superodxido
dismutase), detectavel em isolados bacterianos capsulados e nao capsulados.1212 Nosso
estudo demonstrou que a mgPCR com sodC foi 7,5% menos sensivel que o0 ensaio com ctrA
em 1.538 amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) ou soro analisadas.2 Por outro lado,
em 483 amostras de swab de nasofaringe para estudo de portacao de Nm, o uso da qPCR
com sodC resultou em positividade 7% maior em relagao ao ensaio com ctrA (dados nao
publicados). Com base nesses estudos, nosso grupo decidiu manter o gene ctrA no ensaio
de mgPCR para diagnostico molecular de MB e utilizar sodC em estudos de prevaléncia de
portadores de Nm 141816
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Para Spn, os alvos ply (pneumolisina) e IytA foram avaliados quanto a sua
especificidade, visto que cepas de Streptococcus do grupo viridans poderiam,
eventualmente, possuir esses dois genes. Apos avaliacao de 242 cepas de S. viridans
ou Spn por gPCR, utilizando os alvos IytA e ply, foram obtidas especificidades de 100% e
95%, respectivamente, o que resultou na escolha do lytA como alvo genético para Spn no
ensaio de mgPCR.1Z

O ensaio de mgPCR originalmente proposto com bexA se limitava a detecgao de
cepas capsuladas de Hi dos sorotipos a, b, ¢, d¥ e ndo detectava cepas nao capsuladas
(ndo tipaveis, NT),2que eram responsaveis por 30% dos casos de doencga invasiva por essa
bactéria.®2 Um novo alvo genético hpd (proteina D),2% presente em todos 0s seis sorotipos
de Hi e nas cepas NT, foi avaliado, apresentando desempenho superior em relagcao ao
bexA, com deteccao de treze casos adicionais de Hi, doze Hi-NT e um Hif. Dessa forma, a
partir de 2012, foi incorporado na rotina do IAL um novo formato do ensaio mgPCR com
hpd, visando aprimorar o diagnéstico e monitorar a emergéncia de novos sorotipos de
Hi circulantes.? De fato, em estudo recente, foi demonstrado que a substituicao do gene
bexA pelo hpd promoveu aumento de 37% na deteccao de Hi entre casos suspeitos de
MB, um tergo por Hi-NT.2

Incorporagao de controle interno da qualidade

Em todos os ensaios de qPCR sao utilizados, obrigatoriamente, controles positivos
e negativos para garantir a qualidade dos reagentes e a funcionalidade correta dos
equipamentos e para monitorar possiveis contaminagdes. Além desses controles,
introduzimos na rotina um segundo ensaio de gPCR em formato individual para deteccao
de um gene constitutivo humano, ribonuclease P (RNase P)2 como controle interno da
qualidade. A deteccao desse gene na amostra clinica garante: (i) que o processo de extragao
do DNA da amostra clinica foi eficiente com eliminagao de potenciais inibidores da reagao
de PCR; (ii) que o material clinico processado foi acondicionado, transportado e armazenado
de forma adequada. Assim, todo DNA extraido de amostra clinica encaminhada para
diagnostico molecular de MB é submetido simultaneamente a dois ensaios: mgPCR, para
detecgdo de Nm, Spn e Hi, e gPCR, para detecgao de RNase P (RP). A utilizagao da gPCR
para RP possibilita validar os resultados do ensaio mgPCR, garantindo que um resultado
negativo seja verdadeiro e ndo decorrente de intercorréncias no processo de extragdo do
DNA ou na conservagao/transporte inadequado da amostra.

Ensaios de qPCR para identificagao dos genogrupos de Nm e genotipos de Hi

Para o sistema de vigilancia epidemiolégica é importante nado s6 conhecer o agente
bacteriano causador da doenga, mas também identificar os sorogrupos de Nm e sorotipos
de Hi ou Spn circulantes no pais. Essa identificagdo € essencial para estabelecer e
avaliar politicas publicas de imunizagao, uma vez que as vacinas contra essas bactérias
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sao sorogrupo/sorotipo especificos. Além disso, em situagbes de surto de doenga
meningococica, a identificagdo do sorogrupo de Nm é fundamental para direcionar o tipo
de vacina a ser aplicada para contencao da doenca em uma comunidade/localidade. Nesse
contexto, nosso grupo estabeleceu ensaios de mgPCR para detecgao de genes especificos
do sorogrupo/sorotipo envolvidos na biossintese da capsula polissacaridica, possibilitando
a identificagado presuntiva do tipo genético capsular de Nm (genogrupo) ou de Hi (genotipo).
Foram estabelecidos ensaios de mgPCR para identificagcdo dos seis principais genogrupos
de Nm (A, B, C, W, Y e X)% e dos seis genotipos de Hi (a, b, ¢, d, e, f).222¢ Assim, toda amostra
positiva no ensaio mgPCR para Nm ou Hi é submetida aos ensaios de mgPCR para
identificagdo do genogrupo/genotipo (Figura 1).

Figura 1. Fluxograma de processamento de amostras clinicas por ensaios de PCR em tempo real
(gPCR).

Amostra clinica
¥
Extracdo de DNA
¥
DNA
| 4 b ]
mqPCR gPCR
(Nm, Spn, Hi) RNase P humana
" 4 ]
Positivo para Nm Positivo para Hi
mgPCR mgPCR
Genogrupos de Nm Genotipos de Hi
A B,C,W XY a,b,c,d ef

gPCR: PCR em tempo real; mgPCR: PCR em tempo real multiplex; Nm: Neisseria meningitidis; Spn: Streptococcus
pneumoniae; Hi: Haemophilus influenzae.

Em relagdo ao Spn, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC-EUA)
disponibilizou protocolos de mgPCR compostos de sete reacdes ou doze reacbes que
possibilitam a identificagdo de 21 ou 64 genotipos, respectivamente.2228 Para fins de
pesquisa na instituicao, esses ensaios foram empregados em estudos de portacao de Spn
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em criangas e idosos®3 e na investigagao epidemioldgica de agregado de casos de doenga
pneumococica invasiva, atendendo as solicitagdes da Coordenadoria Geral de Laboratorios
de Saude Publica do Ministério da Saude (CGLAB/MS).

Repasse dos ensaios de qPCR para os Lacen e outros laboratorios de saude publica

Em decorréncia da implantacao exitosa dos ensaios de gPCR na rotina diagnostica
das MB no IAL, a CGLAB/MS solicitou o repasse desses ensaios para 0os Lacen do pais.
Entre 2007 e 2024, foram realizados treinamentos para todos os 26 Lacen, além do Instituto
Evandro Chagas (PA). No estado de Sdo Paulo foram treinados oito CLR-IAL (Bauruy,
Campinas, Ribeirao Preto, Santos, Santo André, Sdo José do Rio Preto, Sorocaba, Taubaté)
e o Laboratdrio de Biologia Molecular do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo.

Inicialmente, os treinamentos foram realizados no IAL, mas, ao considerar as
diferencas de infraestrutura dos Lacen e CLR-IAL, a partir de 2012 o IAL optou por realizar
também treinamentos in loco, adaptando as condigdes de cada laboratorio em relacao as
areas fisicas, ao parque de equipamentos e aos recursos humanos para implantagao dos
ensaios de gPCR na rotina diagndstica das MB.

O Lacen Parana foi o primeiro laboratorio treinado a disponibilizar os ensaios de
gPCR em sua rotina diagnostica, em 2008. No estado de Sdo Paulo, o CLR de Sao José do
Rio Preto foi o primeiro laboratério regional do IAL a implantar essa metodologia para o
diagnostico das MB, em 2011.

Pela experiéncia exitosa no repasse dos ensaios de qPCR para laboratorios brasileiros,
realizamos também treinamentos de profissionais de treze laboratoérios de saude publica da
Ameérica Latina, entre 2012 e 2017, atendendo a solicitagao da Organizagao Pan-Americana
de Saude: Argentina, Chile, Colémbia, Cuba, México (duas instituigbes), Panama, Paraguai,
Peru, Republica Dominicana, Trinidad e Tobago, Uruguai e Venezuela.

Contribuicao do uso de ensaios de qPCR para a vigilancia laboratorial das MB

A incorporacao dos ensaios de gPCR na rotina diagndstica das MB proporcionou
maior agilidade na liberagdo dos resultados, o que contribuiu para o estabelecimento
de terapias adequadas aos pacientes, refletindo na redugédo das complicagées, sequelas
e letalidade da doenca, além de diminuicao de custos referentes a tratamento e
hospitalizagdo. Desde a implantacao dos ensaios de gPCR na rotina diagnodstica das MB,
foram processadas pelo IAL-Sao Paulo, aproximadamente, 38.000 amostras clinicas de
pacientes com suspeita da doenga.
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Adicionalmente, o uso da gPCR possibilitou agilizar as agbes da vigilancia
epidemioldégicano controle de surtos de doenga meningococica, possibilitando a interrupgao
da sua cadeia de transmissdao em uma regiao ou comunidade. Pela rapidez na liberacao
dos resultados, a gPCR foi utilizada na investigagdo de diversos surtos comunitarios
identificando o meningococo e genogrupo envolvido, possibilitando a implantagao de
medidas de controle por meio de quimioprofilaxia e/ou vacinagao.#423 Os ensaios de gPCR
também foram utilizados na confirmacgao laboratorial de casos de doenga meningocécica
por sorogrupo X que ocorreram no pais durante a pandemia de covid-19.3

Os dados do DATASUS revelam que, a partir de 2010, ano em que os ensaios de gPCR
substituiram a CIE na rotina diagndstica das MB no IAL, houve aumento na confirmacao
laboratorial de casos de MB no estado de Sao Paulo pela técnica de PCR (Figura 2).

Figura 2. Casos de meningite bacteriana causados por Neisseria meningitidis (Nm), Streptococcus
pneumoniae (Spn) ou Haemophilus influenzae (Hi) confirmados por critérios laboratoriais no estado
de Sao Paulo, de 2007 a 2024.

Meningite bacteriana causada por Nm, Spn, Hi confirmada por critério laboratorial, Estado de Sdo Paulo, 2007-2024
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Fonte de dados: DATASUS. Tecnologia da informagao a servigo do SUS. Meningite — casos confirmados notificados no
sistema de informagao de agravos de notificagdo. Dados de 2024, atualizados em 28/6/2024 e sujeitos a revisao.

Nm: Neisseria meningitidis, Spn: Streptococcus pneumoniae, Hi: Haemophilus influenzae, qPCR: reagéo em cadeia da
polimerase em tempo real; MB: meningite bacteriana; IAL: Instituto Adolfo Lutz; CIE: contraimunoeletroforese.

Entre 2010 e 2024, a PCR foi responsavel pela confirmagao laboratorial de 27%, 38%
e 44% dos casos de meningite causados por Nm, Spn e Hi, respectivamente.l Entretanto,
vale ressaltar que o DATASUS compila os dados de casos confirmados por PCR de todas
as unidades de saude, publicas ou privadas, sem distingdo do ensaio, de kit comercial ou
ensaio in house, ndo sendo possivel afirmar quantos casos foram confirmados com uso dos
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ensaios de qPCR estabelecidos pelo IAL. De qualquer forma, o uso da metodologia de PCR
tem se mostrado uma ferramenta valiosa na confirmacao de casos de MB, principalmente
em situagdes nas quais ha falha da cultura bacteriana, em decorréncia da administragao
de antibidticos anterior a coleta da amostra clinica ou de conservacao e/ou transporte
inadequado do material bioldgico.

Outras contribuigoes

Producao de controles genéticos

Comorepasse dosensaios de gPCR para Lacen e CLR houve aumento da demanda por
controles positivos fornecidos pelo IAL, que eram constituidos de suspensées bacterianas
inativadas de cepas-padrao de Nm, Spn ou Hi. Além dos riscos bioldgicos associados
a manipulacao de bactérias altamente infectantes, essas suspensbes bacterianas
apresentavam baixa estabilidade nos ensaios de gPCR, necessitando de trocas semanais ou
mensais dos lotes desses controles. Assim, nosso grupo desenvolveu controles genéticos
especificos constituidos de plasmideos contendo os alvos das reacdes de gPCR para Nm,
Spn, Hi, RP e genogrupos A, B, C, W, Y, X. O uso desses controles possibilitou a melhora
da qualidade dos ensaios de gPCR pela maior estabilidade e reprodutibilidade em relacao
aos controles de suspensoes bacterianas. Além disso, por serem liofilizados, os controles
genéticos podem ser facilmente transportados e armazenados em temperatura ambiente,
possibilitando sua ampla utilizagado por diferentes laboratérios de saude publica .22

Avaliagao do uso de cartoes de papel de filtro para transporte de amostras
biolégicas

Com a descentralizacao, houve maior acesso aos ensaios de qPCR por pacientes
atendidos em unidades hospitalares distantes das grandes cidades, onde geralmente se
encontram os Lacen ou CLR, tornando o transporte e acondicionamento adequado de
materiais clinicos um fator crucial para a realizagdo da qPCR com qualidade e confiabilidade.
Pensando nesse problema, nosso grupo avaliou o uso de cartdes de papel de filtro para
impregnar amostras de LCR e soro de pacientes com suspeita de MB para analise nos
ensaios de gPCR. A sensibilidade da mgPCR na detecgdao de Nm, Spn ou Hi empregando
LCR ou soro impregnado em cartdes de papel de filtro foi de 92-100% e 73-100%,
respectivamente. Por ser transportado em temperatura ambiente, o cartdo de papel de
filtro facilita o encaminhamento de amostras clinicas para laboratoérios de referéncia para
realizacao dos ensaios de gPCR, representando uma alternativa rapida, viavel e econémica
de transporte de materiais entre laboratorios &£
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Avaliagao de kits comerciais

Nos ultimos anos, kits comerciais baseados em mgPCR foram registrados na
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e disponibilizados no mercado. Apesar do
ensaio in house apresentar melhor custo-beneficio em relacao aos kits comerciais, pode
haver dificuldades na disponibilidade de todos os reagentes que devem ser adquiridos
separadamente. Assim, o uso de kits facilita o processo licitatério de compras pelo servigo
publico, garantindo a manutencdo do diagndstico laboratorial das MB. Para subsidiar
aquisi¢oes pelos laboratorios publicos, nosso grupo, em colaboragcao com a CGLAB/
MS, realizou um estudo comparativo para avaliar o desempenho de trés kits comerciais
registrados no pais. Nossos dados mostraram que todos os kits provaram ser competentes
na deteccao qualitativa de Nm, Spn e Hi, em comparacao ao ensaio de mgPCR in house,
mas apenas um kit é validado para uso em ambas amostras de LCR e soro.2

Consideragoes finais

Ao longo de quinze anos de uso dos ensaios de gPCR na rotina diagndstica das MB,
algumas modificagdes no ensaio foram realizadas de acordo com a disponibilidade de
novos alvos genéticos, equipamentos e reagentes. Visando ao aprimoramento do ensaio
de gPCR, testamos diferentes alvos genéticos, dos quais foram selecionados os que
apresentaram melhor cobertura de genogrupos/genotipos e de especificidade para Nm,
Spn ou Hi dentro dos tipos de material biolégico coletado em casos de MB. Com aumento
da variedade de equipamentos e/ou de reagentes para qPCR ofertados no mercado, foi
necessario adequar os ensaios de qPCR de acordo com a sua disponibilidade, sem perda
dos parametros analiticos do ensaio.

Ha duas décadas, a metodologia de gPCR comecava a ser introduzida no pais, com
restrita disponibilidade de reagentes e equipamentos, limitando seu uso de forma rotineira
nos laboratoérios publicos. No cenario atual, alavancado pelas pandemias de Influenza A
(HTN1) e de covid-19, dispomos de grande variedade de reagentes, equipamentos, Kits
comerciais e plataformas automatizadas que propiciam o processamento de milhares
de amostras clinicas com rapidez e confiabilidade. Apesar da disponibilidade de novas
tecnologias, como o sequenciamento de nova geragao%® ou testes sindrémicos como
Filmarray, 24 consideramos que os ensaios de qPCR ainda serao utilizados por muitos
anos nos laboratorios publicos pelo custo-efetividade, possibilitando amplo acesso ao
diagnostico das MB em todos os niveis de cuidado do paciente.
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