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RESUMO

A contraimunoeletroforese (CIE) é uma técnica amplamente utilizada no
Brasil para o diagndstico laboratorial indireto de meningites causadas por
Neisseria meningitidis (Men) dos sorogrupos A, B e C e Haemophilus
influenzae (Hi) tipo b, desde a década de 1970. A introducdo da técnica de
PCR em tempo real (RT-PCR) na rotina diagndéstica das meningites
causadas por Men, Hi e Streptococcus pneumoniae (Spn), no Instituto
Adolfo Lutz, levou a identificacdo de resultados discrepantes entre as duas
metodologias. O objetivo deste trabalho foi investigar 46 amostras com
resultados de CIE positivos para Hib. Deste total, 26 amostras (57%)
tiveram resultados caracterizados como falsos positivos para Hib, pois
nenhuma delas foi positiva para este agente por RT-PCR e teste de latex.
Destas, 21 (46%) foram positivas para Spn por RT-PCR e latex e 5 (11%)
foram negativas tanto para Hib ou Spn por ambas as técnicas. Estes dados
evidenciaram a alta porcentagem de resultados falsos positivos para o
componente Hib obtidos pela técnica de CIE. N6s recomendamos o uso do
latex ou RT-PCR e ndo a CIE para a detecgdo de Hib ou, entdo, o uso de um
segundo teste para confirmar casos de Hib positivos por CIE.

PALAVRAS-CHAVE: Haemophilus influenzae b. Contraimunoeletroforese.
Reacdo cruzada. Streptococcus pneumonia. Meningite bacteriana.
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ABSTRACT

In Brazil, counterimmunoelectrophoresis (CIE) is a widely used
laboratory method for bacterial meningitis diagnosis caused by Neisseria
meningitidis (Men) serogroups A, B and C and Haemophilus influenzae (Hi)
type b since 1970’s. With the introduction of real-time PCR (RT-PCR)
assay at Instituto Adolfo Lutz routine diagnosis of meningitis caused by
Men, Hi and Streptococcus pneumoniae (Spn), discrepant results between
these two methodologies were found. In this work we investigated 46
cases with CIE positive results for Hib. Our main goal was to determine
the ratio of Hib false positive results by CIE. For comparisons, we used
RT-PCR method, latex agglutination test and culture when available.
Among the 46 CIE Hib positive samples, 26 (57%) were false positive: 21
(46%) samples were Spn positives and 5 (11%) samples were negatives
for Spn and Hib by both latex and RT-PCR methods. Our results show a
high percentage of false positive results by CIE regarding Hib detection in
CSF and sera samples. We recommend using latex agglutination or RT-
PCR rather than CIE for Hib determination or a second test confirmation
for Hib CIE positive samples.

KEY WORDS: Haemophilus influenzae b. Counterimmunoelectrophoresis.

Cross-reaction. Streptococcus pneumoniae. Bacterial meningitis.

INTRODUCAO

Amplamente utilizada no Brasil, a contra-
imunoeletroforese (CIE) é uma técnica
para o diagnostico laboratorial indireto
de meningites causadas por Neisseria
meningitidis (Men) dos sorogrupos A,BeCe
Haemophilus influenzae tipo b (Hib). Esta
técnica foi padronizada, nos anos 1970, para
os sorogrupos A, B e C de Men pelo Instituto
Adolfo Lutz (IAL) - 6rgédo da Coordenadoria
de Controle de Doencas da Secretaria de
Estado da Satude de Sao Paulo (CCD/SES-SP)
-, 0 qual é o Laboratéorio de Referéncia
Nacional para Meningites Bacterianas, em
funcdo da ocorréncia de duas grandes
epidemias de doen¢a meningocé6cica no

Pais.' Nos anos 1980, o componente Hib foi
adicionado a técnica’ e, desde entdo, esta
metodologia tem sido empregada na rotina
diagndstica das meningites bacterianas em
todaarede de laboratoérios do IAL (laboraté-
rios Central e Regionais) e em 20 dos 27
Laboratérios Centrais de Saude Publica
(Lacen) do Brasil.

A CIE é uma técnica baseada na detecgao
de antigenos polissacaridicos que envolvem a
capsula da bactéria presente na amostra
clinica por uso de antissoros hiperimunes
produzidos em cavalos ou carneiros. Como
esta técnica emprega antissoros policlonais,
existe a possibilidade da ocorréncia de
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reatividade cruzada caso haja similaridade
antigénica entre polissacarideos capsulares de
diferentes espécies bacterianas. Especificamen-
te, € conhecido que o polissacarideo capsular do
Hib é imunoquimicamente similar ao de outras
bactérias capsuladas, incluindo o Streptococcus
pneumoniae (Spn) do sorotipo 6.’

Em junho de 2007, o IAL introduziu na
rotina diagndstica das meningites bacteria-
nas um ensaio de PCR em tempo real (RT-
PCR) para a deteccdo simultanea de Men, Hi
e Spn,’ juntamente com a implantacdo do
Programa Sentinela de Vigilancia Epidemio-
légica das Meningites Bacterianas pela
CCD/SES-SP. Durante os anos de 2007 a
2009, amostras clinicas de liquor (LCR) e
soro de pacientes provenientes das unidades
sentinelas da Grande Sdo Paulo foram
analisados por ambas as técnicas, e resulta-
dos discrepantes foram observados.

O presente trabalho teve como objetivo
investigar todas as 46 amostras positivas
para Hib por CIE recebidas entre 2007 e
2009, e esclarecer as discrepancias observa-
das. Os resultados da CIE foram comparados
com os resultados da RT-PCR, aglutinagao
pelo latex e cultura bacteriana, quando
disponivel.

MATERIAIS EMETODOS

Este foi um estudo de analise retrospecti-
va de dados secundarios, cuja fonte foi a base
de dados do Instituto Adolfo Lutz de Sao
Paulo, relativos ao periodo de 4 de junho de
2007 a 30 de maio de 2009. Como utilizou
dados secundarios, ndo houve coleta de
amostras de sangue ou outro material
biolégico. Os dados deste trabalho sao
provenientes de projeto de pesquisa aprova-
do pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Faculdade de Satde Publica da Universidade

de Sdo Paulo (FSP-USP), e aprovada pela
Conep protocolon? 1827, parecer 854/09. A
descrigcdo das técnicas e do processamento
de amostras abaixo simplesmente descreve
os procedimentos laboratoriais de rotina
utilizados na época darealizacdo dos respec-
tivos exames.

Contraimunoeletroforese (CIE) - A CIE foi
realizada em fita de acetato de celulose
empregando-se antissoros policlonais
contra Men A, B, C ou Hib produzidos em
cavalos ou carneiros e corrida em tampao de
Tris-Acetato 0,05 M, pH 8,6. Apés a corrida
(10 minutos a 200 V), as fitas foram lavadas
com solucdo salina e coradas com solucao de
PonceauSa0,5% (p/v).’

Extracdo de DNA - A extracdo de DNA de
LCR ou soro foi feita utilizando-se o kit
comercial QIAamp DNA Blood mini kit
(Qiagen), conforme orientacdo do fabrican-
te, com exce¢do do volume de LCR emprega-
do na extracdo, que passouaserde 500pL.

PCR em tempo real - A reacdo de RT-PCR foi
realizada em sistema TagMan no equipamen-
to da Applied Biosystems, modelo 7300. ART-
PCR foi empregada para a deteccao de dois
genes diferentes e especificos de Spn: (i) o
gene IytA, que codifica para a proteina autoli-
sina’ e (ii) o gene ply, que codifica para a
pneumolisina.” Também foram pesquisados
dois genes diferentes e especificos para a
deteccdo de Hib: (i) o gene bexA, que codifica
para a proteina envolvida no transporte de
material capsular, e (ii) o gene cap b, especifi-
co para o sorotipo b de Hi. A genotipagem de
Hi por RT-PCR foi realizada de acordo com
protocolo descrito por MAAROUFI.

Teste de aglutinacao do latex - O teste de
latex foi realizado empregando-se o kit
Pastorex Meningitis (Bio-Rad), conforme
orientacdo do fabricante.

Limitag¢des de CIE para o diagnéstico das meningites por H. influenzae tipo b/Fukasawa LO et al.

pagina 6



Bepa 2010;7(76):4-15

RESULTADOS

Foram analisadas 46 amostras (41 de LCR
e 5 de soro) com resultados de CIE positivos
para Hib (Tabela 1). Entre estas amostras,
apenas 20 (43%) confirmaram a presenca de
DNA de Hib pela amplificacdo dos genes bexA
e cap b através das reacoes de RT-PCR. Estas
amostras também apresentaram resultados
positivos para Hib pelo teste de aglutinacio
dolatex (Tabela 1, GrupoI).

Vinte e uma amostras (46%) foram
identificadas como Spn por RT-PCR pela
amplificacdo de ambos os genes IytA e ply.
Quando adicionalmente testadas pelo teste
do latex, todas estas 21 amostras foram
positivas para Spn e negativas para Hib

(Tabela 1, Grupo II). Adicionalmente, 5 das
21 amostras caracterizadas como Spn (n°
30.201, 48.559, 62.242, 84.538, 8.687)
apresentaram resultado positivo para Spn
por cultura, considerada o padrido-ouro,
corroborando com os dados das reacgdes de
RT-PCR.

As cinco (11%) amostras restantes, positi-
vas para Hib pela CIE, ndo foram caracteriza-
das como Hi tampouco como Spn por RT-PCR
outeste dolatex (Tabela 1, Grupo III).

No total, 26 (57%) dos resultados de CIE
para Hib ndo puderam ser confirmados por
técnicas moleculares ou pelo teste de aglutina-
c¢do do latex, sendo, portanto, considerados
como falsos positivos (Figura 1).

Tabela 1. RT-PCR para detecgdo de Hib (genes bexA e cap b) e Spn (genes IytA e ply) e teste de aglutinagido
do latex de amostras de LCR ou soro positivas para Hib pela técnica de CIE (n = 46). Grupo I: amostras Hib
positivas por CIE, RT-PCR e teste de latex (n = 20); Grupo II: amostras Hib positivas por CIE, mas positivas
para Spn por RT-PCR e teste de latex (n = 21); Grupo III: amostras Hib positivas por CIE, mas negativas por

RT-PCR e teste de latex (n=5).

) RT_PCR
Grupo N® ar:g)sc’:ra CIE Hi Hi Spn Spn Telzttee)? °
bexA capb IytA ply

100.081 LCR Hib - - Hib

17.342 LCR Hib + + - - Hib

20.513 LCR Hib + + - - Hib

20.860 LCR Hib + + - - Hib

30.945 LCR Hib + + - - Hib

34.922 LCR Hib + + - - Hib

34.939 LCR Hib + + - - Hib

40.858 LCR Hib + + - - Hib

I 43.674 LCR Hib + + - - Hib
(n =20) 46.528 LCR Hib + + - - Hib
4.728 LCR Hib + + - . Hib

60.896 LCR Hib + + - - Hib

63.274 LCR Hib + + - - Hib

68.109 LCR Hib + + - - Hib

75.639 LCR Hib + + - - Hib

76.922 LCR Hib + + - - Hib

82.527 LCR Hib + + - - Hib

83.290 LCR Hib + + - - Hib

85.687 LCR Hib + + - - Hib

88.383 LCR Hib + + - - Hib
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) RT_PCR
Grupo N® a;fsc’:ra CIE Hi Hi Spn Spn TelséttZ)? °
bexA capb IytA ply
30.201 LCR Hib - - + + Spn
34.128 LCR Hib - - + + Spn
42.512 LCR Hib - - + + Spn
48.559 LCR Hib - - + + Spn
48.740 LCR Hib - - + + Spn
51.870 LCR Hib - - + + Spn
55.043 LCR Hib - - + + Spn
I 57.528 LCR Hib - - + + Spn
(n=21) 5.921 LCR Hib - - + + Spn
62.242 LCR Hib - - + + Spn
69.660 LCR Hib - - + + Spn
72.001 LCR Hib - - + + Spn
74.352 LCR Hib - - + + Spn
75.640 LCR Hib - - + + Spn
80.571 LCR Hib - - + + Spn
84.538 LCR Hib - - + + Spn
8.687 LCR Hib - - + + Spn
9.236 LCR Hib - - + + Spn
24.367 Soro Hib - - + + Spn
30.202 Soro Hib - - + + Spn
49.382 Soro Hib - - + + Spn
) RT_PCR
Grupo N® arr-l;g)s?ra CIE Hi Hi Spn Spn Telzttz)? °
bexA capb IytA ply
1 3-238 LCR Hib - - - - -
(n=9) 42.630 LCR Hib - - . . i
55.008 LCR Hib - - - - -
43.674 Soro Hib - - - - _
52.150 Soro Hib - - - - -

Resultados de RT-PCR e Latex em amostras Hib positivas por CIE

H Hib

H Spn

Negativa

Figura 1. Representacdo esquematica das porcentagens de amostras positivas
para Hib (43%), Spn (46%) ou negativas (11%) por reacdes de RT-PCR e
aglutinacdo do latex entre amostras positivas para Hib por CIE (n = 46).
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DISCUSSAO

A CIE é uma técnica simples e de facil
execuc¢do, podendo ser empregada para a
deteccdo de antigenos bacterianos em
diferentes tipos de materiais clinicos, tais
como soro, urina e LCR. Desde a década de
1970 tem sido empregada como método
indireto para o diagnéstico laboratorial de
meningites causadas por Men A, B e C ou
Hib em todos os laboratdrios do IAL e em
varios Lacen do Pafs.

0 exame de cultura ndo é realizado no
[AL, mas nas préprias unidades de
saude. Rotineiramente as amostras de
casos suspeitos de meningite bacteriana
sdo encaminhadas ao IAL para a realiza-
cao da CIE, sem quaisquer outros dados
laboratoriais. Dessa forma, nao foi
possivel a detec¢cdo de nenhum problema
de especificidade da CIE entre as amos-
tras analisadas durante varios anos.
Apenas a partir de 2007, com a introdu-
¢do da RT-PCR na rotina diagndstica das
meningites no IAL, foi possivel detectar
discrepancias de resultados, o que nos
levou a esta investigacao.

Como os antissoros utilizados sédo
policlonais, reatividade cruzada entre
antissoro e diferentes espécies bacte-
rianas que apresentam capsulas polissa-
caridicas com composicdo quimica
semelhantes podem ocorrer. BALLARD e
colaboradores® descreveram trés casos
de pacientes com cultura positiva para
Spn sorotipo 6 que apresentaram resul-
tados positivos para Hib por CIE empre-
gando-se antissoro contra Hib produzido
em burro. Ambas as bactérias, Hib e Spn
sorotipo 6, apresentam ribitol-fosfato
na composicdo de sua capsula polissaca-
ridica, o que poderia explicar a reativi-

dade cruzada observada entre as duas
bactérias.

Alguns trabalhos relataram a existén-
cia de reatividade cruzada entre o
antissoro Hib e outras bactérias capsula-
das com ribitol em sua composicdo
quimica, tais como Staphylococcus
aureus,"”" Escherichia coli K100 e 075,"
Streptococcus viridans® e Bacillus pumi-
. Outros sorotipos de Spn, como o
15, 29 e 34, também apresentaram
reacdo cruzada em ensaios de precipita-
cdo empregando o antissoro contra
Hib.*" Adicionalmente, um estudo
relatou a existéncia de resultados falsos
positivos para Hib por CIE em amostras
de pacientes com culturas positivas para
Streptococcus grupo B ou S. aureus.'

lus

Todas as amostras positivas para Spn
pelas reagées de RT-PCR foram capazes
de amplificar os dois genes caracteristi-
cos de Spn: IlytA e ply. A probabilidade
destes resultados serem falsos é extre-
mamente baixa, uma vez que a RT-PCR
apresenta alta especificidade (100%
para o genes lytA e ply).”” Adicionalmen-
te, destas 21 amostras-5 possuem cultu-
ra positiva para Spn (resultados obtidos
no hospital de origem da amostra).
Diferentemente da CIE, o teste de agluti-
nacdo do latex apresentou resultados
concordantes com a RT-PCR, ou seja,
todas estas 21 amostras Hib positivas
pela CIE foram positivas para Spn pelo
teste de latex, concordando com os
resultados da RT-PCR.

0 IAL, em conjunto com a Coordena-
¢do Geral dos Laboratérios de Saude
Publica/Ministério da Saude
(CGLAB/MS) e o Centro de Vigilancia
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Epidemioldgica “Prof. Alexandre Vran-
jac” (CVE/CCD/SES-SP) sugere um
algoritmo para a liberacdo de resulta-
dos da CIE, apresentado na Figura 2. Em
resumo, todas as amostras positivas
para Hib pela CIE e com cultura negativa
ou ndo realizadas devem ser obrigato-
riamente confirmadas por uma segunda
técnica: RT-PCR ou teste de aglutinacao
do latex. Resultados de CIE positivos
para Hib somente serdo liberados como
Hib apo6s confirmacdo pela segunda
técnica, pois o diagnéstico diferencial
entre estas duas bactérias é essencial
para a tomada de decisdes pelas autori-
dades em sadde publica.

Amostra (LCR ou soro)

y
CIE
(Men A, B, C, W135, Hib)

|
| )

Resultado Resultado positivo
negativo para Hib

\ 4 Y

Liberar resultado Confirmagao por
da CIE como negativo latex ou RT=PCR

y

Resultado
negativo

Resultado positivo Resultado positivo
para Hib para Spn

A y

Liberar resultado Liberar resultado Liberar resultado
da CIE da CIE da CIE

como negativo como Hib €Omo negativo

Figura 2. Algoritmo de liberagédo de resultados da CIE em
caso de amostras positivas para Hib.

Em func¢do dos resultados apresenta-
dos no presente trabalho, muito se
discute em relacdo a confiabilidade do
exame de CIE. Até o presente momento,
somente verificamos problemas de
reatividade cruzada em relacdao ao
componente Hib, ndo sendo observados
problemas com os antissoros contra Men
A,BeC, mesmo apéds aintroducio da RT-
PCR. Entretanto, em casos especificos,
reacoes cruzadas também podem ocorrer
entre bactérias com composi¢do capsular
semelhante a dos meningococos. A reacao
cruzada mais conhecida ocorre entre Men
B e E. coli K1, pois ambas as bactérias
apresentam idéntica composicdo quimica
de suas capsulas polissacaridicas."” Neste
caso, a distincdo entre estas duas bactéri-
as somente poderia ser realizada por
cultura ou RT-PCR, uma vez que no teste
de latex também ocorre esta reacio
cruzada.

Diante do cenario descrito, o IAL
(Laboratério Central) retirou a CIE da
rotina diagndstica das meningites bacteri-
anas a partir de 2010, substituindo-a pela
de RT-PCR. Além de apresentar maior
especificidade e sensibilidade que a CIE, a
RT-PCR é capaz de detectar Men de todos os
sorogrupos, Hi de 4 sorotipos (a, b, c, d) e
todos os sorotipos de Spn, componente
ausente na reacao de CIE e que constitui o
segundo agente mais frequentemente
causador de meningite bacteriana no Pais.
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