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RESUMO

As meningites infecciosas continuam a ocorrer no pais com alta incidéncia e elevados indices de
mortalidade, apesar da existéncia de programas de prevencdo da doenca e dos avancos na tecnologia
empregada na detecgdo dos microrganismos envolvidos. O exame laboratorial do liquido
céfalorraquidiano (LCR) é a base para efetuar o diagnostico e para introducdo de tratamento eficaz ao
paciente. Narotinalaboratorial, sdo utilizados para o diagndsti co: exame microscopi co, culturae pesguisa
deantigeno. Visando conhecer a€ficiénciae acapacidade de resposta, bem como paraefetuar acorrelagdo
dasreferidastécnicaslaboratoriais com os dados clinicos, este trabalho investigou 510 fichas deregistros
de pacientes com suspeita de meningite, atendidos pelo Servico Unico de Salide, que deram entrada no
periodo de 1997 a 2003, no Laboratério Central de Salude Pablica no estado de Sergipe, no Instituto
Parreiras Horta. Foi realizada aandlise de freqiéncias absol utas dos testes utilizados no diagndstico das
meningites infecciosas. Os dados mostram uma diminuicdo, nos Ultimos anos, da porcentagem de
confirmagdo de diagndstico de meningite por meio de cultura, fato que pode ser observado em pesquisas
realizadas em outros laboratérios do Brasil. Em contrapartida, verifica-se um aumento expressivo no
ndmero de paciente com meningites confirmado por meio de bacterioscopia, utilizando-se a coloragdo
de Gram. Os resultados apresentados confirmam a importancia do diagndstico répido e preciso que
ofereca vantagens clinicas significativas para 0 emprego da terapia antimicrobiana adequada e
acompanhamento da evolugdo da doenca.

Palavr as-chave. diagndstico microbiol 6gico, meningite infecciosa, Sergipe.

ABSTRACT

High incidences of infectious meningitis with high mortality index remains occurring in Brazil, despite
of the prevention programs and significant advancesin the microorganism identification technologies.
The laboratorial examination of the cerebrospinal fluid (CSF) is fundamental for accomplishing an
accurate diagnosisand for introducing adequate treatment. Microscopi ¢ examination, culture, and antigen
detection have been used in laboratory routine. This study aimed to assess the techniques used in Sergipe
in the period from 1997 to 2003 for infectious meningitis diagnosis. The 510 record sheets of patients
with suspicion of meningitis, who had given entrace during that period in the Central Laboratory of
Health Public - Instituto Parreiras Horta in the State of Sergipe, were analyzed. Analyzes on absolute
frequencies of the tests used for infectious meningitis diagnosis was carried out. In the last years, a
reduction in frequency of cases confirmed by culture has perceived. This fact has also been noticed in
other Brazilian |aboratories. On the other hand, a substantial increase in the number of cases confirmed
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by bacterioscopy (Gram stain) has been observed. Efficient meningitis diagnosis provides significant
clinical benefitsfor monitoring patients, introducing the antimicrobial therapy, and for disease evolution

following-up.

Key words. Microbial diagnosis, infectious meningitis, laboratorial diagnosis.

INTRODUCAO

As meningites infecciosas continuam ocorrendo em
nosso meio com alta incidéncia e elevados indices de
mortalidade, apesar de existirem programas de prevencéo da
doenca e das técnicas avancadas de deteccdo dos
microrganismos. A utilizagdo do liquido cefalorraquidiano
(LCR), dentre os varios materiais biol 6gicos, tem se mostrado
mais adequado para a realizacdo de exames laboratoriais por
favorecer diagndstico preciso e confiavel. O Ministério da
Saude! preconiza que para o diagnostico das meningites sgjam
realizados, na rotina laboratorial, o exame microscopico, a
cultura microbiana e a pesquisa de antigeno no LCR.

O exame microscopico do LCR (bacterioscopia ou
examedireto) évalorizado por possibilitar avisualizagdo rapida
do agente etioldgico, que é importante para a identificagéo
presuntiva do microrganismo e para a confirmagdo do
diagnostico clinico!. O conhecimento precoce do agente é
importante para a correta administraggo do antimicrobiano,
como também, para fazer o diagnéstico diferencial entre
meningite bacterianaefingica, crucial parao prognéstico. Erros
nainterpretacdo dos resultados namicroscopia podem ocorrer,
principalmente, se os microrganismos sofrerem alteragfes
fisico-quimicas, decorrentes da administragdo prévia de
antibidticos, capazes de alterar a estrutura da parede celular
bacterianaefal sear osresultados dacoloragéo de Gram2 Além
disso, falhas operacionai s podem possibilitar o desenvolvimento
de bactérias contaminantes, oriundas, por exemplo, dapeledo
paci ente, das maos do operador ou mesmo dos tubos de col etat.

Em relagdo ao cultivo de microrganismos, método
considerado padréo ouro € importante se ter cuidado com o
transporte e conservagdo do L CR, assim como na escolha dos
meios de cultura, principalmente, porque os microrganismos
causadores das meningitesinfecciosas sdo bastante sensiveisa
alteragdes de umidade, calor e temperatura®. O Ministério da
Salde' salientaaimportanciado registro, nafichado paciente,
do volume de L CR semeado e se 0 mesmo fazia ou ndo uso de
antimicrobianos antes da punc&o, fato que pode inibir o
desenvolvimento microbiano in vitrol. E possivel que a
importancia do volume esteja ligada a sensibilidade do teste,
0ou sgja, as probabilidades de crescimento microbiano.

Recomendam-se os exames imunobiolégicos (Latex e
Contra-imunoeletroforese — CIE) como complemento ao
diagnéstico das meningites infecciosas, na pesquisa de antigenos
presentesno L CR %, aqualidade deste exame depende daqualidade

218

dosreagentes e dos anti-soros empregados nareagdo imunol égica,
principalmente para a detec¢do de Neisseria meningitidis,
Sreptococcus pneumoniae e Haemophillus influenzae,

Relatos de resultados fal so-positivos devido a reaces
cruzadas entre géneros e espécies bacterianas*® justificam a
importancia do cuidado com a qualidade dos reagentes, bem
como da correta interpretacdo dos resultados, durante a
realizacdo de técnicas imunol ogicas.

Ap6s consultar todos os parametros recomendados pelo
Ministério da Salde para o diagnéstico das meningites
infecciosas, o presentetrabal ho visou realizar um levantamento
sobre autilizag8o das técnicas preconizadas para o diagnéstico
das meningites infecciosas no Estado de Sergipe, no periodo
de outubro de 1997 a junho de 2003, e correlacionar com 0
diagnostico clinico obtido.

MATERIAL E METODO

No periodo de outubro de 1997 ajunho de 2003, foram
analisadas 516 fichas de pacientes com suspeita de meningite,
atendidos pelo Servigo Unico de Salde (SUS) que deram
entradano Laborat6rio Central de Salide Publicano Estado de
Sergipe localizado no Instituto Parreiras Horta (LACEN/SE-
IPH). A investigag8o foi realizada buscando levantar os dados
acerca da realizaco e dos resultados disponibilizados pelos
exames recomendados pelo Centro de ReferénciaNacional para
Meningite no Instituto Adolfo Lutz — Ministério da Salde', a
saber: imunobiol gico, microscopia e cultura.

RESULTADOSE DISCUSSAO

No diagnéstico das meningites infecciosas tornam-se
importantes, os procedimentos de coleta, transporte, e 0
processamento adequado daamostrade L CR, umavez que este
€ um sitio caracteristicamente estéril, cuja colonizacdo por
qualgquer microrganismo significa infecgdo grave. Portanto,
puncdo lombar feita de modo asséptico seguido de rapido
transporte dessa amostra clinica, agilidade no processamento
damicroscopiadireta (coloraco de Gram e Tintada China) e
cultivo microbiano, contribuem paraum preciso diagnéstico e
identificagdo correta do agente etioldgico. Esses dados
fornecem informacBes que podem ser utilizadas em estudos
epi demi ol 6gicos das meningites i nfecciosas.
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O diagndstico baseado na bacterioscopia, ou exame
direto depende do nimero de bactérias por mL de LCR néo
centrifugado, umavez que a bacterioscopiaso € sensivel apartir
de 10° bactériassmL°®. Dados da literatura revelam que, nesse
método, o indice de erros de leitura é elevado?, e que quando
comparados com os resultados obtidos pelo cultivo do
microrganismo chegam a representar 15%°.

Quando héa necessidade de um processamento
diferenciado do material bioldgico (como a técnica utilizada
para o cultivo de Mycobacterium tuberculosis), além dos
critérios acima citados torna-se fundamental a proximidade
entre o local dacoleta e o laboratorio de processamento, pois,
por se tratar de um microrganismo altamente contagioso, de
desenvolvimento lento cujo cultivo sé é realizado nos
|aboratérios de referéncia em micobactérias, quanto mais
imediatafor asemeadura, menor aexposi¢éo do corpo técnico,
emenores 0s riscos de contaminacdo e perdade viabilidade do
microrganismo. Além disso, de maneirageral, quanto menor o
tempo e adistanciaentre apuncado e asemeadurado liquor nos
meios de cultura, maior o indice de deteccdo exata do
microrganismo causador. Por isso, atualmente, os laboratérios
de meningites estéo sendo montados anexos ao Hospital Central
de cada municipio que atendem todos ou quase todos o0s
pacientes com suspeita clinica de meningite.

Vale destacar também a importancia da qualificacdo e
capacitacdo daequipe técnicae dapadronizagéo dos protocol os
para garantir a deteccéo répida presuntiva e diferencial do

agente etiol 6gico pelas técnicas de coloragéo, jaque o cultivo
desses agentes leva de 24 a 72 horas (excecdo do
Mycaobacteriumtubercul osis que necessita de aproximadamente
45 dias para o seu crescimento). Outro ponto critico é a
ocorrénciageneralizadade terapiaantibacterianaou antifingica
instituida nos pacientes antes da realizacdo da puncdo o que
dificultaeatéinviabilizao cultivo microbiano comprometendo,
conseglientemente, a preciséo e acuidade do diagnostico
definitivo como preconiza o Ministério da Salde.

Devido aessesfatorescitados, o |evantamento realizado
sobre os resultados disponibilizados pelo LACEN-SE entre
1999 e 2003, referentes ao diagndstico dos agentes etiol 6gi cos
causadores da meningite infecciosa, apresentaram diferencas
nos trés métodos investigados: cultura, exame direto e
imunobiol bgi co.

A Tabela 1 apresenta os dados obtidos. Pode-se observar
gue dos 510 casos clinicos registrados no LACEN-SE com
suspeita clinica de meningite, todos foram confirmados pelo
exame direto (100%), 467 por cultura, o que representa 91,5%
€496 pelo exame imunobiol 6gico (97,2%). Os dados revelam
que, no periodo, houve um aumento de 10% na confirmacéo
de casos pelabacterioscopia, utilizando-se acoloragéo de Gram,
e quetodos os casos confirmados pel o exame direto foram, em
ultima andlise, confirmados pela cultura ou pelo teste
imunaobiol 6gi co. Foi registrado também, no periodo, umaqueda
(de 118 em 1997 a 16 em 2003) naconfirmacéo do diagnostico
por cultura.

Tabela 1. Frequéncia de agentes etiol 6gicos diagnosticados pelo exame direto, cultura e exame imunobiol 6gico em pacientes com meningite infecciosa, no
Estado de Sergipe, no periodo de outubro de 1997 a junho de 2003, no LACEN/SE — IPH.

¢ 1967 1508 1095 2000 2001 2002 2003
Agenle Efioldgico Sgﬁgﬁ%ﬂ’
ED C B ED C B ED C IB ED C IB ED C IB EDC IB ED C IB
52 &6 22 39 n o4 3z K 216 A 117 2 2 4
A 1 1 2 z z z z
N. meningiticis B 40 26 28 28 21 14 4
c 4 1 1 3 0 0
5. preumanize - 4 10 13 28 14 25 B 22N 36 18 26 16 10 1 14 7 14 4 7
H. influenzae B 46 33 26 2818 A 42 42 28 1% 14 N 4 2 1 2z 2 -
BGN ndo
fermentadar - oz 1z Iz oz Iz 1z Iz oz F R ] 21 z z 4 ¢
5. aureus - : 2z 2 z 1 2 2 1 z 2z 12 2 4 2z z z ¢
Enterobaciérias - Iz 1z 21 =z 2 6 2 1 3 z 6 12 z Y oz 34
M. tubercutosis = : 2 12 1 1 1 27 2 1 1 z 2z 1 2z 1 z %t
. meoformans - 3 3 3 1 z i1 z 21 z E B z T2z 21z
Candida sp. - 7 12 Iz oz Iz 2 Iz oz Iz 1 @1z z 2z ¢
Outros agentes
etiolégicos - : 4z 1 1 =z Iz 1z 81 1 3 oz Iz 1 ¥ %t
Total 115 118 &7 B0 T8 Th 116 113 125 97 &5 100 B 49 44 T 29 50 10 15 158

ED: exame direto; C: cultura; IB: exame imunobiol 6gico; BGN: bacilo gram negativo; z: dados ausentes
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Este fato que pode ser observado em pesquisas
realizadas em outros laboratérios do Brasilt. E possivel que
esses resultados estejam relacionados com a melhora da
qualidade do servico, no que diz respeito a otimizacdo da
comunicagdo entre o atendimento, ambul atorial ou de urgéncia
e o laboratorio, diminuindo os casos de administragdo de
antimicrobianos previamente apuncéo, melhor assepsiadurante
apuncdo lombar e aimplantacdo de cuidados como semeadura
imediata, qualidade dos meios de cultura dentre outros, fruto
da qualificagdo do corpo técnico do Laboratorio Central de
Saude Publicade Sergiperealizado em 1999. Outro fato com o
qual se pode relacionar amelhor disponibilizagdo dos dados a
partir de 1999 é aimplantacdo da ficha de exame do LCR. Os
dados foram, desde ent&o, organizados e padronizados, o que
nos permite tabul &los e comparé-los. A melhor performance
do exame direto, obtida nesse levantamento, no entanto,
discorda da literatura, que ndo so o cita como menos sensivel
como revelaqueo indice de erros deleituraé elevado, devendo-
se esperar melhores resultados da cultura?®.

E possivel ainda que a menor sensibilidade da cultura
estgja atrelada a administragéo de antimicrobianos antes da
puncéo liquérica do paciente, pois apesar da melhor
comunicagdo entre os diferentes servigos, isto ainda acontece
em funcdo da precariedade de algumas unidades bésicas de
salide instaladas em cidades pequenas, longe dos laboratérios
de referéncia ou sem disponibilidade de neurocirurgides de
plant8o para realizar a puncdo liqudrica. No caso especifico
dos portadoresdo virusHIV, os antimicrobianos estéo inseridos
nos coquetéis administrados quando o ndmero de linfécitos
TCD4 atinge niveis muito baixos, independente da presenca
desintomas. Tal condutaclinicapodelevar abaixapositividade
da cultura (padr@o ouro) por inviabilizar o crescimento
microbiano’®,

Pode-se verificar também que de 2001 a 2003 ndo houve
confirmac8o de casos de meningite por H. influenzae em
Sergipe, 0 que pode ser atribuido & vacinagdo em massa
realizada em 1999. Paralelamente, ocorreu um aumento na
deteccdo de outros agentes etiol 6gi cas, principalmente S aureus
e C. neoformans. Das 467 culturas positivas do periodo, 200
(43,2%) foram identificadas como N. meningitidis, 110 (21%)
como H. influenzae, 85 (18%), S. pneumoniae, 29 (6,2%)
Enterobactériase 14 (3,2%) C. neoformans. Somente dois casos
de meningite tubercul osaforam registrados, sendo confirmado
pela culturado bacilo dlcool acido resistente.

Tais resultados apresentam-se em concordancia com
dados mundiais em relagéo a prevaléncia de N. meningitidis
(43,2%). Isolados de N. meningitidis dos sorogruposA, B e C,
sd0 responsaveis por mais de 90% dos casos de meningites
bacterianas associados a surtos, endemias e epidemias’. O
sorogrupo A predominanaAfrica, sendo responsavel por ondas
epidémicas, enquanto B e C prevalecem em paises
desenvolvidos ou em desenvolvimento, estando assim,
associ ados, principal mente, asurtos esporadicos e epidemias®.
Alguns autores relatam a predominancia do sorogrupo A%,
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Outro aspecto relevante foi a prevaléncia de Bacilos
Gram Negativos (BGN). Apesar do bom nivel de deteccéo
apresentado pelo servico do Laboratério Central de Sergipe,
esse dado reforca a necessidade de melhora na qualidade e
rapidez das informacdes, cruciais para a qualidade do
diagnostico clinico elaboratorial, principal mente, paradoengas
de notificag8o compulsoria.

A Tabela 1 apresentatambém os resultados dos exames
realizados através de testes imunoldgicos. Das 510 fichas
analisadas no periodo, 496 informaram os dados da pesquisa
de sorogrupos e sorotipos. Foi observada a prevaléncia do
sorogrupo B de N. meningitidis e sorotipo B de H. influenzae,
nesse caso 0 Unico sorotipo registrado. Nos Gltimos anos tais
pesquisas continuam sendo realizadas nos casos onde ha
suspeita de N. meningitidis, S. pneumoniae e H. influenzae.
Para C. neoformans deixou-se derealizar devido ao alto custo
dosreagentes. Mesmo assim, 0 LACEN-SE rotineiramentefaz
apenas o teste do Latex para N. meningitidis. Os demais sdo
encaminhados para o Laboratério Central de Referéncia em
meningites de Recife, PE.

Vale ressaltar a importancia da alianca entre a
capacitacdo e aatualizagdo dos profissionais envolvidos (tanto
do ponto devistaclinico como laboratorial), nabusca constante
damelhoranaacuidade e rapi dez dos exames microbiol 6gicos.
Nesse particular, astécnicas que utilizam abiol ogiamolecular
disponibilizam mais rapida e especificamente os dados
utilizados para o diagnostico, como também informagdes
epidemiol gicas fundamentai s sobre os agentes etiol 6gicos que
causam a meningite infecciosa, o que em Ultima andlise leva
ao conhecimento da dinémica da doenca.

Dentre as técnicas moleculares disponiveis, as mais
difundidas sdo as que fazem uso da amplificagdo dos genes
alvo através da reagdo em cadeia da DNA polimerase — PCR.
Desenvolvida em 1987 por Mullins e Faloona®! a PCR vem
sendo otimizada por vérios pesquisadores de modo que
atual mente tem-se uma variedade e propostas que vao desde
reagBes multiplex com capacidade de amplificar, em umadnica
reacdo genes-alvo presentes nos principai s agentesdameningite
bacterianal?1®1, até as reagcdes que podem ser acompanhadas
através de gréaficos que disponibilizam, em tempo rea a
amplificagdo dos genesalvo sem anecessidade da el etroforese,
em equi pamentos e técni cas conhecidas como real time PCR526,
No entanto, apesar dos resultados promissores no campo da
pesquisa, e da realidade de outros paises, ainda ndo se tem
umatécnicamolecular padronizadano Brasil paraser utilizada
como rotina laboratorial pelo programa nacional de controle
das meningites.

Neste sentido, reitera-se aimportanciada padronizacéo
dastécnicas, treinamento do pessoal e centralizagéo do controle,
assim como se acredita na validade do investimento na
implantag8o de técnicas moleculares como complementacao
ao diagnostico tradicional .

Finalizando, um diagnéstico preciso of erece vantagens
clinicas significativas para o direcionamento da terapia
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antimicrobiana e para a evolugdo da doenca, como também
pode ser 0 primeiro passo na elucidac8o da sua dindmica em
determinada regido, informac&o esta que, por sua vez, pode
ser utilizada como base para as discussdes que envolvem
propostas de programas de controle.

CONCLUSAO

Este trabalho mostrou que o servico realizado no
L ACEN-SE apresentou resultados compativeis com aquel es
disponibilizados pelos demais laboratérios de referéncia
do pais e que, no periodo elocalidade investigados o exame
direto por bacterioscopia foi o recurso laboratorial que
apresentou maior correspondéncia com o diagnéstico
clinico (100%/510), seguido de perto pelo exame
imunoloégico (97,2%/496) e pela cultura (91,5%/467),
padrdo-ouro do diagnéstico laboratorial. Pode-se assim
concluir ressaltando a importancia da associacdo de
métodos, do controle no transporte e recebimento do
material clinico e do processamento imediato, bem como
da necessidade de se buscar aumentar a acuréciada cultura
e apadronizagdo de técnicas mais precisas e rapidas como
as moleculares, para assim, melhorar a precisdo e arapidez
do diagnoéstico das meningites infecciosas,
disponibilizando assim, informacg8es seguras para as
investigacdes epidemiol bgicas.
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