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RESUMO: Tendo em vista gue as dificuldades no diagndstico lmboratorial das
meningites bacterianas poderiam estar ligadas a agentes antibacterianos presentes no
liquido cefalorraguidiane (LCR), foi desenvolvids metodelogia f4cil para evidenciar a
sua presenga nesse material, Em placa de agar Mueller Hinton, semeada com Staphy-
lococeus aureus ATCC 6538 P nic produtora de penicilinase e sensivel a grande
nimere de antibacterianes, foi colocado um molde metdlics com orificies nos quais
se apleou o LCR que se difundia impedindo ou nio o crescimento da bactéria-
-padrio. Das 641 amostiras de LCR estuadadas, em 38,539% o antlbacteriane estava
presente, & em #0,58% das amostras o apente etiolégice foi caracterizade por
exames bacteriolGgicos e/ou imuneldgicos. Os restantes 38479% foram considerados
de ctiologia indeterminada. Pela andlise estatistica pode-se concluir ¢ue a presenga
de antibacteriane ne LCR prejudica sobremaneira o diagndstico laboraterial das
meningites bacterianas. Considerande gque a téenlca empregada & de facil execucdo,
o seu uso robdineire contribuird para melhor interpretacio deos resultados, prinei-
palmente daguelas amostras de LCR purulents em que nio se visualiza ou identi-

fica o agente bacteriano.
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INTRODUCAO

As dificuldades existentes para evidenciar
as bactérias responsiveis pelas meningites
purulentas s#o reconheeidas de longa data il
Com o advento da quimioterapia antibacte-
riana, comecou-se a discutir se a presenca
dessas substBneias ne liquide cefalorraqui-
diano seria a responsavel por grande nitmero
de casos em que a doenca é rotulada como
meningite de ecansa indeterminada ® 48,

A informacio sobre a administracio ou
nio de antibacterianes, antes da rvetirada do
LCR, raramente & confidvel 1%, Investigande
o assunto, observamos que a Identificacéo
dos casos tratados antes da colheita do LCR
foi baseada em revisbes de prontudrios cli-
nicog 6 83, 14, 18,16, 8 Ny lteratura que consul-
tamos, s6 encontramos duas referéneias sobre
& pesquisa de antibacterianes no LCR. Em

**  Po Instituto Adolfo Lata.

uma, o8 autores 17 mostram a permeabilidade
das meninges & peniciling nas diferentes
fases da doenga e, na outra, estudam =a
influéneia do quimioterdpico no resultado do
exame laboratorial em pequeno ndmero de
asos.

Visando esclarecer este problema, desenvol-
vemos metodologia simples, de féeil emprego
até em laboratérios de recursos médios, que
permite informar a eventual presenca ou
auséncia de antibaeterianos no LCR.

MATERIAIS E METODOS

No periode de 2 anos, foram estudados
1.340 LCR de pacientes internades no Hos-
pital “Emilio Ribas"”, 8S&c Paulo, cem sus-
peita clinica de meningite, que foram envia-
dos ao Instituto “Adolfo Lutz” para diag-
néstico  imunobacteriologico. Em todas as
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amostras de LCR foi pesquisada a presenca
de antibacteriano; entretanto, sé foi possivel
evidenciar alteracoes consideradas como indi-
cativas de infeccéio bacteriana em 641 amos-
tras. O critério adotado foi a positividade
do exame bacteriolégico ou a identificacdo de
antigenos bacterianos demonstrades pela téc-
nica da contraimunceletroforese. Foram tam-
bém incluidos os casos nos guais os exames
acima citados foram negativos, mas estavam
presentes alteracdes quimico-citolbgicas, tais
eomo o sumento do ndmere de células por
mm? igual ou maior do de 1.000, ou entio,
a porcentagem de neutréfiles era de 60%
ou mais, e a concentracio de glicose e pro-
teinas era 40 mg/m! ou menor, e 80 mg/mi
ou maior, respectivamente, Qualquer variacéo
marcanie nas amostras de LCR, gque suge-
risse tratar-se de meningite baeteriana, foi
incluida neste estudo.

Colheila e transporfe do material

0 LCR dos pacientes foi cothide por pun-
gho raguidiana lombar. Foi separado em duas
aliquotas, uma para o exame bioguimico e
citoldgieo e outra encaminhada ao Instituto
“Adolfo Lutz” para gue se processassem pro-
vas de diagnéstico eticldgico.

Recomendou-se que essa segunda aliquota
tivesse pelo menos 2 ml; que fosse colhida
em tubo de vidro esterilizade; conservads
em estufa a B55-837°C, e enviada so labora.
torio no menor espag¢o de tempo, se possivel,
entre 8 a 4 horas apéds a colheita.

Pesquisa de substincins antibacterionas no
liquido cefalerraguidiane

A metodologia para verificacfo da presenca
dos agentes antibacterianos noe LCR foi
baseada no método desenvolvide por GRO-
VEE & RANDALS®, em 1955. Na padroni-
zagho da prova, esta iécnica foi posterior-
mente modificada; empregou-se como bactéria-
-teste o Staphuvliococcus aureus ATCC Rock-
vilie MD 6538P, ndo produtor de penicilinase,
Inicialmente, foi verificada a sensibilidade da
eepa-padriio & ampicilina diluida em tampéo
fosfato, pH 6,0, em diferentes concentractes
e padronizado ¢ volume do LCR a ser apli-
cado em cada teste. De eada diluiefio da
ampicilina foram utilizados os volumes de
0,2 e de 0,4 ml, feita em triplicata para cada
volume. As concentraces do anfibidfico nos
volumes de 0,2 ¢ 6,4 mi foram de 0,25 pg/ml,
0,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 1,5 pg/ml, 2,0 pg/ml
e 2,5 ug/ml e 8,0 pmg/ml. Os mesmos volu-
mes também foram utilizados para uma
amostra de LCR proveniente de um paciente
que era sabido j4 ter feito uso do antibac-
teriano antes da pungio.

A fim de verificar se a sensibilidade do
estafilococo usade como padrao, nde sofrera
mudanca aos  diferenfes  antibacterianes,
empregammos para o teste a téenica descrita
por BAUER et alii3, Utillizamos discos de
procedéncia DIFCO impregnados com ampi-
eilina {10 pg), penicilinra (10 U), tetraciclina
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(30 pg), eritromicina (15 ug), kanamicina
(80 pg), cloranfenicol (30 ug), estreptomi-
cina (10 ug), cefalosporina €30 ug), genta-
micina (10 ug), novobiocina (80 ug), oxa-
cilina (2ug), sulfametoxazol-trimethopim
(25 pg). Tal prova foi repetida algumas
vezes durante a pesguisa, nio itendo sido
verificada nenhuma variacao da sensibilidade
da cepa-padrio em relacio aos mesmos agen-
tes antibacterianos.

Na pesquisa de antibacterianos no LCR,
a cepa-padrio de Staphylococcus equreus fol
semeada em placa contendo Agar Mueller
Hinton, obedecendo & téenica de estrias a
fim de se oblerem colonias isoladas, da qual,
18-24 horas apés & incubacic a 35-37°C,
tomamos 5 coldnias separadas, gue foram
semeadas em tubo contendo quantidade
conhecida de ecaldo comum. Do crescimento
obtido apés incubacdo, fol feita a diluicdo
de 100 vezes em outrc ezldo de volume conhe-
cido e semeada por inundagic em outra
placa contendo agar Mueller Hinton, reti-
rando-se ¢ excesso da suspensio bacteriana
com pipeta Pasteur. A preparagic foi dei-
xada em estufa a 379C por 15 min e, a
sezuir, um “molde” de metal contende 6
orificios de 5 mm de difmetre {(figura 1},
foi colocado schre a superficie devidamente
semeada.

Em ecada um dos orificios com pipeta volu-
métrica depositou-se 0,2 ml de LCR, de modo
a se difundir lentamente no &gar. A prova
foi feita o mais precccemente possivel, evi-
tande cque o LCR permanecesse por longo
tempo 4 temperatura ambiente, o gue pode-
ria peasionar a degradacic do guimicterapico.
As placas assim preparadas foram ineubadas
a 35-37°C por um periodo de 18-24 horas.
A leitura da prova foi feita retirande o
molde metdlico e medindo, quando presenie,
o hale de inibi¢io do crescimento bacteriano
com régua milimetrada, (figuras 2 e 3).
Sempre gue possivel, esta prova cra feita
em duplicata, Fol considerade LCR com anti-
bidtieco ou quimioterdpico presente aguele em
que © halo de inibic8o do crescimento bac-
teriano foi de 10 mm de didmetrc ou maior,
e antibidtico ausente, quandc ndo houve ini-
bigdo.

RESULTADO

Az diferentes concentracdes da ampieilina
empregada na padronizagdo do métedo, nos
volumes de 0,2 ou 0,4 ml resultaram em
média, em didmetros do halo de inibigde do
creseimento bacteriano de 10; 12; 18; 21;
28: 23,3 e 24,2 mm segundo malor cu menor
concentraciio. O mesmo procedimento, feifo
eom um LCRB cujo paciente sabidamente fez
uso de quimicterapico, nfo demonstrou varia-
¢ao significativa quando se usoun o volume
de 0,2 ou 0,4 ml para aplicacdo do teste.

Aplicada a metodologia descrita na pesguisa
de antibacterianos no LOCR, chservou-se que,
de $41 amostras com earacteristicas de
meningite purulenta, em 38,539 fol detectado
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FIGURA 1 — Molde metalico utilizado para realizacdo do teste.

FIGURAS 2 e 3 — Halos de inibigcdo do crescimento bacteriane.
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antibacteriano. Nestas, 51,0i%, mesmo na
presenca de antibidtico, fol possivel identi-
ficar o agente etioldgico e, em 48,990% ndo
foi possivel determinar 8 etiologia bacteri.
na. Nag amostraz em que ndc foi detectado
antibistico (61,47%), o agente foi identifi-
cado em 66,509% delas. Do total de 641 LOCR
examinados, em 60,537; das amostras o
agente eticldgico fol eselarecido.

Aplicando o teste unicaudal, deniro dos
pardmetros escolhidos, verificou-se que quanto
menor o diimetro do halo de inibigie bacte-
riana, malor foi a probabilidade de identifi-
ear o agente etiolégico (Z=x -1,73 =0,05).

DISCUSSAO

Apesar de alguns aufores’ preconiza-
rem a pesguisa de substincias antibacterianas
em liquidos biclégicos, somente FELDMANT,
1977, pesguisou a presenga de antibacteriane
em: numerc limitado de amostras de LCR
de individuos em tratamento: sua intencgéo
foi a de relacionar a interferéncia do anti-
bacteriano no diagnoéstico do agente etiolé-
zico.

A andlise dos resultados por nés obtidos na
pesquisa de antibacterianos no LCR mostreu
que, das amostras examinadas, em 38,534; foi
detectads a presenca desses agentes. Na lite-
ratura consuitada, os dados de alguns auto-
res 0 12 13 relacionados a0  assunte, tém
como base somente levantamentos retrospec-
tivos de proniuirios de casos suspeites de
meningites. Por esta razdo, na realidade ndo
podem ser compardveis aos nossos, quando
procuramos o antibacteriano no LCR. Seria
também interessante, entre outros, o conhe-
cimente da via utilizada na aplicagio do
antibacteriano, a duracio e a efetiva pene-
traciio deste agente através da barreira
Hquérica. Fastas informactes sdo de diffeil
obtenc¢éc, o que é comentado por HARTER 19,
guando afirma gque dados sobre um trata-
niente prévio f internacio nem sempre sdo
corretos,

A avaliacio estatistica dos nossos resulta-
dos demonstra haver associacfio entre a pre-
senca de antibidtico no LCR e a identifica-
cio do agente sticlégico, ou seia, a presenca
de antibidtico no LCR diminuin sipnifieati-
vamente a caracterizaciio da bactéria. Entre.
tanto, & posifividade de um exame, seja bae-
teriolégico ou imunoldgico, nde exclui a pre-
senga de antibiétize ne LCR, principalmente
se a bactéria nio for sensivel ao mesmo. Tal
{fato foi constatade no presente trabalho;
contudo, chservou.se, também, gue a concen-
tragio do agente antibacteriane (medida pelo
didmetre do halo de inibigio do erescimento
bacteriano} foit significativamente menor
naquelas amostras em gue fol identificado
o agente etiolégico, Este resultado apresen-
tado contradiz, em parte, a afirmativa de
gque a duragio do tratomento preliminar nfo
parece influenciar nos achados clinicos ou
nogs do LCR de forma a prejudicar o reco-
nhecimente de uma meningite bacteriana 19,

Considerando que a demonstragie da pre-
senca de antibacteriano no LCR é prova de
facil execucio, segundo a téenica descrita;
que a quantidade de LCR utilizada na prova
é pequena (0,2 ml}, e que durante toda a pes-
guisa a cepa-padrio utilizada nio apresentoun
variacdes em sua sensibilidade aos varios
antibacterianos testados, & que recomenda-
mos suz aplicagdo na rotina pois traria eon-
tribuigdo de valer na interpretag¢io dos resul-
tados do exame bacterioldgico e imunolégice
de liquido cefalorraquidiano.

A razic de recomendarmos z pesquisa de
antibacterianos no LCR é porgue esta vem
elueidar os intmeros casos de LCR purulen-
tos onde, pela bacterioscopia, se vizualizam
corpos bacterianos dos quais ndo ha cresei-
mento nos meios de cultura habituals, ou
onde sic vistas “imagens” semelhantes a
bactérias, porém com morfologia tdo alterada
qie nioc permite uma conclusio diagnéstica.
Da mesma forma, estes corpos nfo s&o capa-
zes de se multiplicar nos meios de cultura
de escolha para o diagnéstico bacterioclégico
das meningites.
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ABSTRACT: A simple procedure for detection of antibacterial subsiances
in the spinal flmid was devised. The aim was disclosing tc which extent antibac-
terizl substances could interfere with the diagnosis of hacterial meningites, Miiller-
-Hinton agar plates were inoculated with Staphylococcus anreus ATCC-£538 P which
is 3 non-penicillinase-producing strain and is sensitive to many antibacterial subs-
tances. A perforated metal mode] received the spinal fluid, the occurance or absence

of growth being noted.

Out of 841 spinal fluid specimens, 38,539, showed presence of antibacterial
sizbstances. In 60,589 of the LCR studied, a haeteria was identified bacteriologically

and/or immunelegically.
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