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RESUMO

O principio basico para obter resultado confidvel é a compatibilidade entre as réplicas e sua
reprodutibilidade. Na rotina diagnostica por PCR em tempo real (PCR-TR), em que centenas de amostras
sao processadas, a obtencdo de resultados com Cts tardios ou réplicas que diferem entre si por mais de trés
unidades, sdo inevitaveis. Das 3.000 amostras processadas em 2010, em duplicata, na rotina diagndstica
das meningites bacterianas por PCR-TR na pesquisa de N. meningitidis, S. pneumoniae e H. influenzae,
157 (5,2 %), apresentaram inconsisténcia entre as réplicas (diferenca entre Cts maior do que 3) e/ou altos
valores de Cts; e os ensaios foram retestados. O presente trabalho investigou estes resultados obtidos, os
beneficios destas repeticdes e as possiveis razdes da ocorréncia dos resultados discrepantes. Verificou-
se que, apenas 18 (11 %) das amostras submetidas a repeti¢do, apresentaram resultados positivos. Erros
humanos inerentes a pipetagem, como o uso de pipetas nio calibradas, a baixa concentragao de DNA
alvo nas amostras, a degradacdo da sonda ou mesmo a possivel contaminagéo aleatéria sdo fatores que
contribuem para induzir resultados discrepantes. A realizagdo do ensaio de PCR-TR com amostras em
duplicata e a repeticio de ensaios com resultados discordantes é um artificio eficiente para avaliar e definir
estes resultados.

Palavras-chave. reagdo em cadeia da polimerase em tempo real, meningite bacteriana, diagnostico
laboratorial, N. meningitidis, S. pneumoniae, H. influenzae.

ABSTRACT

The basic principle for obtaining a reliable result is the consistency found among the replicas and its
reproducibility. In a diagnostic routine by using real-time PCR (RT-PCR), when hundreds samples are
processed, and results with late Cts or replicas that differ by more than three units are inevitable. Of 3,000
samples processed in 2010, in duplicate, in the diagnostic routine of bacterial meningitis by RT-PCR for
detecting N. meningitidis, S. pneumoniae and H. influenzae, 157 (5.2 %) samples showed inconsistency
among replicas (difference between Cts higher than three units) and/or high Cts values; and the samples
were retested. This study assessed these results, the benefits of its repetitions and=probable reasons for the
occurrence of these discrepant results. Among the retested samples, 18 (11 %) only showed positive results.
Human errors inherent to pipetting, use of non-calibrated pipettes, low concentration of target DNA in
the analyzed samples, probe degradation or even random contamination are factors which contribute
to induce the discrepant results. Performing RT-PCR assay with samples in duplicate and retesting the
samples showing discordant results constitute a device for efficiently evaluating and defining these results.
Keywords. real-time polymerase chain reaction, bacterial meningitis, laboratory diagnosis, N. meningitidis,
S. pneumoniae, H. influenzae.
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O diagndstico definitivo das meningites
bacterianas, doen¢a meningocdcica e pneumonia
bacteriana requer o isolamento de Neisseria meningitidis
(Men), Haemophilus influenzae (Hi), Streptococcus
pneumoniae (Spn) ou outro agente bacteriano de sitios
estéreis, tais como: liquido cefalorraquidiano (LCR),
liquido pleural, soro, plasma, sangue e tecidos. Entretanto,
o nimero de casos da doenga confirmados por cultura
¢ baixo (entre 10 e 30 %), sendo esta baixa positividade
decorrente de vérias razdes, entre elas: as condicOes
inadequadas de cultivo e/ou transporte ou uso de
antibidticos previamente a coleta da amostra clinica'. O
teste de aglutinacdo do latex e a contraimunoeletroforese
ndo sio suficientemente sensiveis para detectar a presenca
de alvos bacterianos, quando estes se encontram em
pequena quantidade nas amostras clinicas>. Mesmo a
reagio em cadeia da polimerase (PCR) convencional
pode ndo ser suficientemente sensivel para detectar a
presenca de pequeno nimero do DNA alvo.

A PCR em Tempo Real (PCR-TR) é uma
modificagdo da técnica tradicional de PCR que identifica
o DNA alvo com maior sensibilidade e especificidade
e em menor tempo de reagdo. A amplificacio e a
deteccio sdo realizadas simultaneamente em um
sistema fechado. Adicionalmente aos iniciadores, o
sistema inclui um terceiro oligonucleotideo na reagio,
conhecido como sonda. As reagdes de TagMan® PCR-
TR utilizam sondas lineares de hidrolise que possuem
um marcador fluorescente (reporter) ligado a parte final
5" e um capturador de fluorescéncia (quencher) unido a
parte final 3". Enquanto estas duas moléculas (reporter
e quencher) estiverem proximas (ligadas a sequéncia
linear de nucleotideos), a fluorescéncia do reporter sera
capturada pelo quencher e nao havera detec¢do de sinal
pelo aparelho.

A metodologia da TagMan® PCR-TR ¢ baseada
na detecgdo e quantificacdo do sinal fluorescente, que
aumenta em propor¢do direta com a quantidade do
produto amplificado na reagdo de PCR. O ciclo de
amplificacdo onde o sinal cruza o threshold é chamado
de cycle threshold ou Ct. Geralmente, suspensoes
bacterianas ou DNA purificado a partir de amostras
de LCR, liquido pleural, soro, plasma, sangue e tecidos
provenientes de casos de meningite ou pneumonia
bacteriana confirmados por cultura ou com clinica
compativel, produzem valores de Ct menores que 39.
Valores de Ct maiores ou iguais a 39 sdo considerados
“tardios”, podendo ou nao ser verdadeiros’.
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Em nosso laboratério, a PCR-TR para a detecgdo
de Men, Spn e Hi ¢é feita pelo método TagMan® em
formato triplex’. Neste ensaio, trés genes sao pesquisados:
um especifico para Men (ctrA), um para Spn (lytA)
e um para Hi (bexA)***. Um gene confirmatério da
presenga de material genético humano na amostra (gene
da RNaseP humana) é pesquisado separadamente em
ensaio no formato single’. O gene ctrA esta envolvido no
processo de transporte da capsula polissacaridica através
da membrana externa de Men. O gene IytA é responsavel
pela produgdo da autolisina em Spn, enquanto o gene
bexA codifica a expressao da capsula polissacaridica
em Hi. O gene da RNaseP humana é utilizado para: (i)
verificar a qualidade da extracao do material genético da
amostra (presenca de agentes inibitorios) e (ii) confirmar
a presenga de material humano.

A literatura mostra que nao ha padrdes com
rela¢ao aos cut-offs para a PCR-TR ou critérios definidos
paraanalise deresultados e classificagdo de amostras como
positivas. Alguns pesquisadores estabelecem um valor de
Ct como cut-off para um determinado ensaio, enquanto
outros consideram qualquer sinal de amplificagdo
indicativo de positividade, independentemente do valor
do Ct. Alguns pesquisadores testam as amostras em
duplicata (réplicas), outros nao. Quanto ao niimero de
ciclos, também ndo hd um padrio estabelecido, o qual
pode variar entre 40 e 50 ciclos; todavia, a légica para
estas escolhas nem sempre ¢é clara.

Devido a escassez de trabalhos relacionados
com a avaliagdo de réplicas e a falta de consenso no
estabelecimento de valores de cut-off em ensaios
de PCR-TR, este trabalho teve por objetivo avaliar
a importancia de verificar as reagdes de PCR-TR
em duplicata e de repetir as reagdes que apresentem
altos valores de Ct (Cts tardios), quando realizadas
em laboratérios de rotina diagndstica. Esta pratica
pode ajudar a garantir confiabilidade nos resultados
liberados, além de poder dar indicios de problemas
relacionados as pipetagens ou a baixa concentragao de
DNA alvo nas amostras.

Calculos matematicos mostram que, se partirmos
de uma unica copia do gene alvo, a curva exponencial
de sua amplificagdo devera cruzar o threshold por volta
do ciclo 40 (Ct = 40). Portanto, se considerarmos que
uma cdpia é teoricamente o limite minimo de detecgdo
na PCR-TR e que a eficiéncia da reagdo foi proxima de
100 % (o dobro a cada ciclo), qualquer Ct acima de 40
seria invalido.
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De acordo com nossos dados, amostras com
Cts 40/41 possuem grande possibilidade de serem
falsos positivos, pois a grande maioria delas, ndo possui
reprodutibilidade e sinais de Cts nesta faixa podem ser
artefatos e nao uma amplificagao real.

Baseado nestes argumentos, usamos em nossa
rotina diagnostica um cut-off de 39 (amostras positivas
devem possuir valores de Ct < 39)2. Resultados com
valores de 40 e 41 foram considerados inconclusivos e,
dessa forma, foram repetidos. Todos os resultados com
valores de Cts iguais a zero ou maior do que 41 nas
repeti¢oes foram considerados negativos.

Durante o ano de 2010, nosso laboratorio
processou 3.000 amostras, em duplicata, na rotina
diagnoéstica das meningites bacterianas por PCR-TR
na pesquisa de Men, Spn e Hi. Deste total, 157 (5,2 %)
amostras apresentaram inconsisténcia entre réplicas
(diferenca entre Cts maior que 3) e/ou altos valores de
Cts e foram repetidas. Com a finalidade de investigar
estes resultados e os beneficios de suas repeti¢oes, estes
dados foram extraidos do banco de dados do ano de 2010
e reanalisados. Das 157 amostras, 46 % (n = 72) foram
de LCR e 54 % (n = 85) de soro. Com relagdo ao volume
disponivel para o exame, 76 % (n = 55) das amostras de
LCR e 98 % (n = 83) das de soro, possuiam volumes ideais
para processamento. Para facilitar as analises, as amostras
foram divididas em 5 diferentes grupos de acordo com os
resultados do primeiro ensaio (Tabela).

Tabela. Comparagao dos resultados do primeiro ensaio e os da repeti¢ao

entre os 5 grupos de amostras submetidas ao ensaio de PCR-TR Triplex

Casos Grupos Total
1 2 3 4 5

Primeiro ensaio 10510 50 2 6 157
66% 6% 23% 1% 4% 100 %

Converteram para 0 0 10 2 6 18
Positivo 0% 0% 28% 100% 100% 11%

Converteram para 6 1 8 0 0 15
Inc 6% 10% 22% 0% 0% 10 %
Converteram para 97 9 18 0 0 124
Negativo 94% 90% 50% 0% 0% 79 %

Grupo 1: Réplicas com o Ct1/Ct2 = 0/38, 0/39, 0/40 ou 0/41

Grupo 2: Réplicas consistentes, mas consideradas como resultado in-
conclusivo (Ct1/Ct2 = 40/40, 40/41, 41/41)

Grupo 3: Réplicas consistentes, mas com Ctl/Ct2 = 39/37, 39/38,
39/39, 39/40, 39/41

Grupo 4: Réplicas inconsistentes (diferenga entre Cts >3: Ct1/Ct2 =
18/25, 32/36)

Grupo 5: Réplicas consistentes, mas com Ctl/Ct2 = 37/40, 38/38,
38/40, 38/41

A grande maioria das repeti¢oes foram feitas
na amostragem do grupo 1 (66 %), em que um Ct da
duplicata é igual a zero e o outro é tardio, igual a 38,
39, 40 ou 41. Nenhum dos 5 grupos de repeti¢cdes estdo
relacionados a um tipo especifico de amostra, LCR ou
soro. Das amostras do Grupo 1, nenhuma passou a ser
positiva apos repeticdo (Tabela).

Algumas condigdes podem explicar estes
resultados ~ discrepantes. Quanto mais baixa a
concentragao do DNA alvo na preparagdo, maior a
probabilidade de obter Cts elevados e com duplicatas
discordantes. Quando a concentragio de DNA na
amostra original é elevada, a probabilidade das duas
aliquotas apresentarem a mesma quantidade de DNA
¢ maior, resultando em maior grau de concordancia.
Entretanto, quando a concentragdo de DNA em solugédo
¢ muito baixa, em torno de poucos fentogramas, ¢é
estatisticamente improvavel que as duas aliquotas
coletadas simultaneamente possuam a mesma
concentragio de DNA, apesar de terem os mesmos
volumes. Problemas na pipetagem das amostras devido
a erros humanos, o uso de pipetas ndo adequadamente
calibradas ou ponteiras inadequadas, também podem
contribuir para que resultados discrepantes acontecam.
Entretanto, nio podemos deixar de considerar que
reacdes de PCR-TR podem emitir sinais tardios, devido
a degradacgao das sondas. Outro motivo para a obtengdo
de Cts tardios com duplicatas ndo compativeis é a
contamina¢do. Em consequéncia da alta sensibilidade
do ensaio e da facilidade do DNA em estar suspenso no
ambiente de trabalho, o uso de condi¢des laboratoriais
inadequadas na manipulagdo de DNA pode contaminar
aleatoriamente alguns pogos das placas de reagao.

Para todos os casos de Cts tardios ou réplicas
inconsistentes, a repeticio do experimento pode
indicar o provavel motivo deste resultado inicial
nao compativel. Nossas andlises demonstraram
que nenhuma repeti¢do feita para os grupos 1 e 2
(Tabela), apresentou resultado positivo. As razdes mais
provaveis para isso sdo: a baixa concentracdo de DNA
alvo na amostra, a degradacdo da sonda ou, até mesmo,
a possivel contaminagdo aleatdria. Como o principio
basico de um resultado confidvel é a compatibilidade dos
resultados entre as duplicatas e sua reprodutibilidade,
as repeti¢des sdo justificaveis.

Os resultados obtidos com as repeti¢coes dos
casos do Grupo 3 estdo relacionados ao Ct de 39,
utilizado como cut-off para positividade (Tabela).
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Este ¢ um Ct considerado tardio e apenas 28 % se
mantiveram positivos apos repeticdo. Estes resultados,
em conjunto com os obtidos com as amostras do
Grupo 2 (Cts 40/41), demonstraram que apenas 6,7 %
das 149 amostras submetidas a repeti¢do apresentaram
resultado positivo, sugerindo que o cut-off utilizado
neste ensaio para definir positividade, deveria ser
modificado para Cts < 38. Cts iguais a 39 passam a ser
considerados inconclusivos, e Cts > 40 passam a ser
considerados negativos.

Os motivos para a inconsisténcia das réplicas que
levaram a repeticdo do ensaio nas amostras do Grupo 4
estdo relacionados a erros humanos na pipetagem, ja que
os resultados das repeticdes mostraram Cts compativeis
e positivos.

As repetigdes das amostras no Grupo 5 foram
feitas apenas para confirmar a positividade ja que o Ct do
ensaio inicial é considerado tardio e préximo do cut-off.
Os resultados mostraram compatibilidade das réplicas e
confirmaram a positividade destas amostras.

Em laboratérios com uma grande rotina
diagnostica por PCR-TR, onde centenas de amostras sdo
processadas, a obten¢ao de resultados com Cts tardios ou
com réplicas que diferem entre si por mais de 3 unidades
sao inevitaveis. Erros humanos inerentes a pipetagem;
uso de pipetas nao calibradas e ponteiras inadequadas; e
a concentragdo de DNA alvo nas amostras sdo fatores que
contribuem para a obten¢do de resultados duvidosos.
A realizagio do ensaio de PCR-TR com amostras
em duplicata e a repeti¢ao de ensaios com resultados
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discrepantes constitui-se um artificio eficiente para
avaliar e definir estes resultados.
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