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RESUMO: Um total de 326 amostras de lguido cefalorraquidiano de pacientes com evidéncia

clinica de meningite foi estudado empregando-se um reagente de litex comercial pata demonstrar a
presenga de antigenos bacterianos. As amostras de Hguido cefalorraquidianc eram purulentas ou turvas
@ foram pesquisados antigenos de Neisseria meningitidis, grupos B ¢ C, Haemophilus influenzae b e
Streprococcus prewmoniue. Os resuliados da detecgiio de antigenos bacterianos atraves do reagente de
ldtex mostraram wm melhor desempenho deste método em comparagio A cultura para Neisseria
meningitidis goupos B e C e para Streprococcus pneumoeniae. Bxeluindo Strepfococcus pnewmaoniae,
para o quai ndo foi realizada a imunoeletroforese cruzada, o desempenho do Miex mostrow-se superior
& imunoecletrolorese cruzada apenas para Nelsseria meningitidis grupo B. A comparacio de resultados
do teste de ldiex com os obtidos através de culturas revelou indice méximo de seasibilidade para Neisseria
meningitidis grapo B e para Streptococeus prewmoniae. Comparando os resultados com os obtidos de
tmugoeletroforese cruzada, os maiores niveis de sensibilidade foram cobservados para Neisseria
meningitidis grapo B, e para Haemophilus influenzae b, Com relagio a especificidade, os valores fo-
ram satisfatérios para todos os agentes bacterianos pesquisados, em relac@o acs outros dois métodos
diagndsticos, excegdo da imunocletroforese cruzada para Streprococcus pneumoniae que nio foi
analisada. O indice de concordincia Kappa (K} demonstrou methores fadices K para Haemophilus
inflpenzae bguando comparado com a cultura, ¢ methores indices K também para este agente bacterianc
e para Neisseria meningitidis grapo C, quando os resultados da aglutinacdo de létex foram comparados

com o métede de imunoeletroforese cruzada,

DESCRITORES: Meningites bacterianas, diagnostico; aglutinagfo de Jtex; pesquisa de antigenos

bactertanos no Hgnido cefalorraquidiane.

INTRODUCAO

Meningites baclerianas constituemn um problema de
Saiide Piblica no mundo. Estas meningites podem ser
causadas por um grande mimero de bactérias. No
entanto, apos as 10 primeiras semanas de vida, as
meningites causadas por Neisseria meningitidis, Hae-
mophilus influenzae b e Streptococeus prewmoniae
tornam-se prevalentes

Nas infecgles bacterianas, a escolha correta do
tratamento depende da demonstragio exata do agente
etiolégico 'S

Devido a diversidade de agentes causadores de
meningites, se faz necessdrio o use de téenicas capazes
de estabelecer rapidamente o diagnéstico, mas difi-
culdades sfio encontradas na caracterizagio destes
agentes. Exame bacterioscdpico direto, através de
coloragio pelo métedo de Gram, oferece limitagbes
quanto A interpretagBo. A cultura € lenta, necessitando
de pelo menes 18 horas para crescimento 7. Maiores
dificuldades sfo encontradas no diagndstico labo-
ratorial, quando o material ndo € colhido e trans-
portado de forma adequada, o que facilita a desin-
tegracho dos microorganismos e, desta forma, dificelta
a mterpretagdo do exame bacterioscdpico e sobre-
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maneira, o desenvoivimento em meios de cultura
habituais. O uso de antibidticos de forma inadequada
antes da internagio pode prejudicar 4 interpretagio de
um esfregaco corado ou o crescimento do agente
bacteriano ern meios de cultura 7,

Torna-se necessdrio introduzir métodos imuno-
ldgicos para pesquisa de antigenos, associados a
técnicas bacterioldgicas cldssicas. Afravés dos pri-
meiros, a detecglio do microorganismo € possivel
mesmoc com a administragio prévia de antibacterianos
como medida de emergéncia, pois, como ja descrito
por Dochez & Overy ®, as bactérias gue mais fre-
giientemente causam meningites liberam polissa-
carides capsulares nos fluidos corpéreos durante a
infecgéo.

Pesquisadores tém tentado encontrar métodos rapi-
dos para demonstrar antigenos sohiveis em fluidos
bioldgicos de pacientes com meaingites ®

A imunoeletroforese cruzada (IEC) tem sido usada
amplamente para determinacfio da etiologia de
diferentes doencas, sendo aceita junto aos métodos
hacterioldgicos padeBes no diagndstico das meningites
hacterianas . Qutros métodos consistern na aghati-
nagfio de fdtex (LA) %, coaglutinagiio (COA) ¥, Dot-
ELISA ¥, ELISA % e radicimunoensaio ¥, Os tltimos
dois métodos sfio demorados na realizacgio e requerem
equipamento especial, ¢ tem sido registrado que a
{EC € menos sensive} do gue LA e COA para alguns
antigenos microbianos 338,

Neste estudo foi avaliada a eficdcia da aglutinacio
de idtex na detecgio de antigenos bacterianos no liqui-
do cefalorraquidiane (LCR), empregando-se reagente
de ldtex comercial, comparativamente aos métodos
bacterioldgice da cultura e imunoldgico da IEC,

MATERIAL E METODOS

Um total de 326 amostras de LCR purulento ou
turvo de pacientes com evidéncia clinica de meaingite
foi examinado através de métodos bacterioldgicos ¢
imunoclégicos.

Cada amostra de LCR foi examinada através de
bacterioscopia direta empregando-se coloracio de
Gram modificado por Hucker, e cultivada em agar
chocolate, sangue de coclho a 5% e base Mueller-
Hinton, incubada a 36-37°C em atmosfera de 5-10%
de COZ até 24-48 horas. Colbnias foram identificadas
come descrito previamente *,

Imunoeletroforese cruzada foi realizada em fita de
acetato de celulose usando tampéo barbital, pH 8.6,
forca idnica 0,05. A fonte foi ajustada para 30 mA e a
corrida marcada para 10 minutos. A fita foi lavada em
solucio fisioldgica a 0.,83% e durante uma hora,
trocando-se 10 vezes a soluglo. A coloragio foi feita
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com Ponceau S durante 5 minutos, e processada a
descolorago com dcido acétido a 5% “. Anti-soros a
N. meningitidis, grapos AB,CY,W e a H. influenzae
b foram produzidos no laboratdrio de Imunologia,
seguindo metodologia descrita por Alexander ' e
Alkmin ?, como também os antigenos polissacaridicos
psados como controle ',

O teste de LA foi realizado utilizando-se reagentes
gentilmente cedidos pela Biolab (Bio Mérrieux, 69260
Charbonniéres les Bains, France), seguindo-se as
recomendacbes do fabricante. Estes reagentes
constituem-se de particulas de latex sensibilizadas por
anti-soros especificos, e, através de uma enica de
aglutinaciic cm l&mina, ¢ detectado o antigeno
correspondente,

A sensibilidade e a especificidade do sisterna de LA
foram avaliadas através de metodologias j& descritasi™2,

A presenca de agentes antibacterianos em amostras
de LCR foi detectada através de metodologia pre-
viamente descrita®.

RESULTADOS

Os resultados da detecgio de antfgenos bacterianos
no LCR através do reagente de LA Biclab estio
expostos na Tabela 1 e demonstram melhor desem-
pecho deste método comparativamente & cuitura para
o diagndstico de N. meningitidis, grupos B e C.
Considerando o S. prneumoniae, o LA mostron-se
ligeiramente superior & cultura, mas a IEC nfo foi
realizada para a deteccfio deste antigeno circulante,
G teste de LA mostrou-se superior & IEC apenas para
N. meningitidis grupo B.

Na Tabela 2, observa-se gue a sensibilidade do teste
de LA para N. meningitidis grupo C, e para .
prneumoniae alcangou o nivel méximo guando com-
parada com & cultura. Na comparacio do ditimo teste
com a IEC, os valores maximos de sensibilidade fo-
ram observados para N. meningitidis grupo B, e para
H. influenizae b, salientando-se, porém, que antigenos
soldveis de S. pneumoniae nfo foram pesquisados
através da IEC.

Com relacéo & especificidade, os valores alcan-
¢ados foram elevados para as bactérias pesquisadas,
quando os resultados foram analisados frente & cultura,
excetuando-se N, meningitidis grupo B. Também fo-
ram obtidos valores elevados na avaliacfo frente A TEC
para os outros agenies bacterianos.

O indice kappa {X), quando comparado com a cul-
tura, demonstrou melhor grau de concordéncia para
H. influenzae b. O teste de LA comparado com a IEC,
apresentou o methor grav de concordéncia K para este
mesno agente bacteriano e também para N. meningi-
tidis grupo C.
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A detecgio da presenga de antimicrobianos nas
amostras de LCR revelou que uma porcentagem bas-
tante elevada das amostras continha anfimicrobianos
(53,2%).

DISCUSSAO

Um diagnéstico especifico de meningite causada
por N. meningitidis, H. influenzae b ou S. pneumoni-
ae oferece vantagens clinicas significativas para o
direciopamento da terapia antimicrobiana ¢ mesmo ra
projeciio de uma eventual evolugio da doenga. Den-
tre os métodos imupoloégices, tem sido empregada a
{EC para detectar antfgenos no LCR.

O presente estudo do empregoe do LA mostrou ser
este método mais sensivel do gue a cultura para detectar
N. meningitidis, principalmente do grupo B e 5.
preumontiae. Outros autores, como Tilton et ali
testaram reagentes de LA de procedéncias diferentes,
Bactigen e Directigen, e, embora pesquisando também
antigenos de N. meningitidis grupo B, relatam que o
LA apresentou melhor desempenho deo que culturs em
relagdo ac S. preumoniae ¢ H. influenzae b frente ao
primeiro dos reagentes testados, e superioridade sobre
cultura em relagio ao §. prewmoniae 50 emprego do
segundo dos reagentes testados.

Observamos resultados do LA superiores aos da IEC
quando antigenos polissacaridicos de N. meningitidis,
grupo B, foram pesquisados, como também observado
por Tilton et alit %, e Requeijo et alil . No ertanto, Di-
rks-Gio & Zanen 8 e Whittle et alii ® alcangaram resud-
tados semelhantes entre estes dois métodos imunolégi-
cos de diagnéstico ao pesquisarem este mesmo antige-
no bacteriano, ¢ também de outros grupos de N menin-

gitidis, de H. influenzae b e de § preumoniae, embora
estes dltimos autores ndo tenham analisado separada-
menie 03 sorogrupos de meningococos,

Resultados mais recentes que comprovam melhor
desempenho dos reagentes de LA demonsiram um
aprimoramento destes reagentes nos ltimos 20 anos.

Virios pesquisadores fizeram referéncia & inter-
feréncia de antibacterianos presentes em amostras de
LCR no diagnéstico etiolégico de meningites bacte-
ranas 22 Embora o nimero de bacterfas seja pre-
judicado com uma terapia antibidtica j4 estabelecida,
técnicas de imunodeteccfio de antigenos bacterianos
podem conduzir a resultados positives em amostras
de LCR colhidas vérios dias apds iniciada 1 antibio-
ticoterapia *.

Neste estudo, a detecgiio da presencga de antimicro-
bianos em grande ntimero das amostras de LCR estu-
dadas, pode explicar a relativa baixa positividade
observada em todes os exames diagndsticos rea-
lizados.

Embora tenha sido observado que na fase injcial da
doenga antigenos bacterianos podem ndo estar ainda
presentes no 1.CR, conduzindo a um teste imunologi-
co negativo, dentre as técnicas de imunodiagnoéstico,
o teste de LA apresenta a vantagem da rapidez e sim-
plicidade na realizagio, sem necessidade de equi-
pamentos especiais .
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TABELA 1

Resultados da cultura e da pesquisa de antfgenos circulantes através da imunoeletroforece cruzada e do
reagente de ldtex Biolab em amostras de liquido cefalorragquidiano,

Bactérias N° de amostras posifivas/n” de amostras testatas (%) )
Cultura Imunoeletroforese Litex i
cruzada
Neisseria meningitidis
Grapo B 33/220(14.1) 44/238(18.5) 60/268(23 4
Grupo C 47142(2.8) TH3(10,8) 11/219%(5,2)
Haemoplilus influenzae b 3WI52{19.7) 31/91(34,13 34/242¢14,0}
Streptococcus preumoniae 8/171(5,3} NR 137221 (5.9

NR = Nio realizado
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TABELAI
Valores de sensibilidade ¢ especificidade do teste de ldtex Biolab no diagndstico de meningites bacterianas em relagho &
cultura e & imonoeletroforese cruzada.

Métodos Bactérias Edtex
Sensibilidade Especificidade  Indice Conceito Z)
Kappa (& k

N, meningitidis

grupo B 0,838 (n=0,689-0,924) 0.787(n=0,722- 0,840) 0,461 Moderado 3,105
Cultura grupe C 1000 (n=0,439-1,600} (3,97H{n=0,928 -0,989) 0,587 Moderado 0,966

H. influenzac b 0,938 (n=0,799-0,983) 0,971 (p=0,929 -4,8917 0,902 Quase perfeito 4,497

8. preumorine 1,000 (n=0,723-1,060) 0,935 (a=0.877 -0,967) 0,790 Substancial 1,289
[munceletroforeseN. meningitidis

grupo B {1,978 (n=0,884-0,996) 0,850 {n=0,793 -,893) (0,668 Substancial 4,706

grupo € 0,875 (1:0,529-0,978) 0,982 (a=0,907 -0,996) 0857  Quase perfeito 1.939

cruzada H. influenzoe b 0,912 (n=0,770-097%) 0,930 {5=0,833 -0,972) 0,837 Quase perfeito 5;@44

7, = 7 observado (Z= crftico = 1,96 para nivel de 0,05). Referéneias 12, 13 e 18,
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ABSTRACT: About 326 cerebrospinal fluld smmples of patients with clinical signs of meningitis
were studied through a commercial latex reagent for bacterial anfigen detection. The purulent cere-
brospinal {luid samples were analysed for Neisseria menigitidis gronps B and C, Haemophilus influenzae
b, and Streptococcus preuntoniae antigens. The results showed a better performance of the latex ag-
glutination fest in comparison to culture for Nelsseria menigitidis group B and group C, and for Strep-
fococcus prewmoniae. Except far Strepiococcus pnewmoniae  which was not tested through
counterimmunoelectrophoresis, the latex reagent had better performance than counterim-
munoelectrophoresis only for Neisseria meningitidis group B. Seusitivity of latex test, as compared
with culture, showed Iughest levels for Neisseria meningitidis group B, and for Streptococeus
pneamonise. When latex test results were compared with counterimmunogiectrophoresis ones, high-
est levels of sensitivity were observed for Neisseria meningitidis group B and Haemophilus influenzae
b. Concerning specificity, fair values were observed for all bacterial agents relating to culture, and for
all but Streprococcus preumoniae which was pot tested for counteriminunoelectrophoresis; fair values
were also observed when the results of this method were considered. The degree of kappa agreement
{k), when compared with culture, exhibited better K indices for Haemophifus influenzae b, and better
K. indices for this bacterial agent and for Neisseria meningitidis group C as well, when the results of
iatex agglutination test were compared with counterimmunoelectrophoresis method.

DESCRIPTORS: Bacterial meningitis, diagnosis; latex aggiutination; bacterial antigens in cere-
brospinai fluid.
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