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RESUMO: Em pesfode pds-epidémico de meningite bacteriana foi planejado comparar a
possibilidade do exame bacterioscépico, cultura e pesquisa de antigenos polissacarfdeos através
da imunceletroforese cruzada (IEC) no diagndstico dos trés agentes etioldgicos que aparecem
com maior fregiitncia nestas infecges, Neisseria meningitidis, Strepiococcus pretanoniae
e Haemophilus influenzae. Nas 326 amostras de liquide cefalorraguidiano (1.CR} em que foram
identificadas estas bactérias, o exame bactertoscdpico foi positivo em 273 (83,74%), a IEC em
273 (83,74%) e & cultura em 207 (63,50%). Para o total de amosiras estudadas tivemos igual
ndmere de casos diagnosticados pela bacterioscopia e IHC (p<C,65) entrotanto, quande com-
paramos a positividade dos métodos laboratoriais associados entre si, a positividade da bacte-
rioscopia para os trés agentes citados (95,33%) supera a da IBC {91,05%) e a da cultura {77,04%;
{(p<0,05). A IEC & um importanle método diagndstico, principaimente gquando aplicado em
LCR que por gqualquer razio & impréprio 4 bacterioscopia ¢ cultivo de bactérias. Nenhum dos
métodos citados deverd ser utilizado em detrimento do outro; a associacio dos métodos além de
melhorar as possibilidades diagndsticas evitando erros de interpretagiio, estabelece controle de

qualidade no diagndstico laboratorial.

DESCRITORES: meningite bacteriana, diagndstico laboratorial.

INTRODUCAO

As meningites bacterianas, apesar do desen-
volvimento de novas drogas antibacterianas, con-
tinuam grassando entre nds, com alta incidéncia.
O cuidadoso exame laboratorial do lignido cefa-
lorraquidianc (L.CR) € o suporte para o diagnésti-
co ¢ tratamento adequado do paciente.

Na rotina laboratorial, sio utilizados para o
diagndstico das meningites o exame bacterioscd-
pico, a cuitura € a pesquisa de anligenos polissa-
carideos no LCR através da imunoeletroforese
cruzada (IEC).

O exame bacterioscdpico do LCR é da maior
valia pela grande rapidez com que se pode
demonsirar 0 agente bacteriano, a observagdo de
qualquer morfologia bacteriana neste exame €
imporiante para o clfnico, pois serd guia na esco-
Iha inicial do antibidtico para o tratamento’*". O
valor diagndstico do exame bacterioscépico estd
na dependéncia de sua correta interpretacio, pois
mesmo um técnico experiente pode cometer erros
de leitura’”*®, e também, no niimerc de bactériag
contidas no LCR que geralmente, sd é positivo
quando a concentragio for de 10° bactérias/mili-
litte de uma amostra de LCR ndo centri-
fugada®™?.

* Realizado na Secdo de Bacteriologia do Instituto Adoifo Lutz, Sio Paulo, SP.

=+ Do Instituto Adolfo Lutz.
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Podem aconlecer enganos na interpretagio dos
resultados da bacterioscopia, pois os microrga-
nismos podem sofrer alteragdes fisico-qufinicas,
provocando desvios na coloragfio de Gram?®®°.
Outra fonte de erro no diagndstico pela bacte-
rioscopia ¢ o resultado falso-positive dado por
bactérias ndo vidveis oriundas de tubos de ensaio
confaminados®**, por falhas na limpeza de 1ami-
nas de microscopia’®, ¢ por bactérias agregadas
células epidérmicas quando o paciente € puncio-
nado®®, A fregiiéncia com que ocorrem falhas no
exame bacterioscopico pode ser da ordem de
10-15%, quando comparade aos resultados obti-
dos pelo cultivo de bactérias® 7%,

Para o cultivo das bactérias sdo necessdrias
virias preocupagdes gue deverfio ser tomadas e
que possibilitam o crescimenio dos microrganis-
mos, sendo indispensdveis os cuidados no trans-
porte e conservacdo do LCR, bem como, a esco-
lha dos meios de cultura utiizados no diagnéstico
bacterioldgico. Geralmente, o3 microrganismos
causadores de meningites bacterianas s3o bastante
sensiveis até a pequenas variagdes de temperatura
e teor de umidade’ #7245,

SHo mdltiplos os fatores gue podem infiuir na
viabilidade das bactérias, principalmente do me-
ningococo, como o volume de LCR semecado®®,
stia composico®,- condicdes de conservacio ¢
transporte '**©°% ¢ ainda a aglo da antibiotico-
terapia prévia 4 pungol® %% Devido a estes
fatores so recomendados exames ipunoldgicos
como complementares no diagnéstice das menin-
gites bacterianas, entre os quais utiliza-se, princi-
palmente, a imunoeletroforese cruzada (IEC) na
pesquisa de antigenos® bacterianos eventnalmente
presentes no LCR 1842,

A IEC pode ser empregada na pesquisa de
anifgenos  polissacarfdeos de N,  meningiri-
dis® 120 de 8. pnewmonice ¢ de H. influen-
zae' P24 Heta metodologia fol padronizada en-
tre nés ¢ demonstron grande sensibilidade e espe-
cificidade®-38:20-41

Algumas restrices sfo feitas ac uso desta
prova imunol6gica relacionadas ao aparecimenio
eventual de resultados falsos, devidos a reacBes
cruzadas entre géneros e espéeies’*r79:2%%2 Sa-
lienta-se que o valor da imunocletroforese cruza-
da no diagndstico das meningites bacterianas de-
pende inteiramente da gualidade dos reagenies e
do anti-soro empregados na reagio®.

Em publicagdo anterior MELLES et alii*®, fa-
zendo estudo de métodos comparativos de
diagndstice das meningites bacterianas, dentro do
periodo epidémico causadeo pela N, meningitidis e
obedecendo a todos os pardmetres j& menciona-
dos nos cuidados com o LCR, empregaram, com
sucesso, além dos méfodos laboratoriais citados
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acima, a pesquisa de anticorpo pela hemagluti-
nagdo passiva. O presente frabatho visa analisar a
metodologia utilizada para o diagndstico das me-
ningites bacterianas através dos resuitados obti-
dos na rotina diagndstica de nosso laboratério em
periodo pés epidémico quande houve maior va-
riedade de agentes etioldgicos diagnosticados
quando comparado com o perfodo epidémico.

MATERIAL E METODOS
Marerial

Em perfodo de aproximadamente 12 meses, de
1981-1982, foram analisadas 641 amostras de -
quido cefalorraguidiano de pacientes com suspei-
ta de meningite bacteriana. Os LCR foram pro-
venientes do Hospital Emflio Ribas, S50 Paulo, ¢
os exames laboratoriais foram processados nas
Segdes de Bacteriologia e Imunologia do Instituto
Adolfo Lutz, Sdo Paulo.

Métodos

A metodologia seguida para o diagndstico la-
boratorial das meningites bacterianas foi a reco-
mendada pelo Centro de Referéncia Nacional pa-
ra Meningites, Instituto Adolfo Lutz - Ministério
da Saiide®.

Os anti-soros aglutinantes e precipitantes para
N. meningitidis e H. influenzae foram preparados
no Instituto Adolfo Lutz. Os de §. pnewmnonice
foram provenientes do ‘'Stats Serum Institut™,
Copenhagem, Dinamarca.

RESULTADOS

Das 641 amostras de LCR, examinadas no
perfodo indicado, 326 foram positivas sendo que
145 o foram para N. meningitidis, 98 para S.
preumoniae ¢ 83 para M. influenzae, através dos
exames bacterioscOpico, cultura e IEC, Estes re-
sultados estdo expostos na tabela n? |, na quai ve-
rificamos gue, para estes agenfes citados, a IEC
foi o exame iaboratorial que, guando usado sepa-
radamente, obteve o maior fndice de positividade,
ou seja, 11,96% do total das amostras. Em segui-
da vem a bacterioscopia com 7,97% e a cultura
com 1,23%. Quando a IEC foi utilizada em com-
binagao ou associada & bacterioscopia ¢ 4 bacte-
rioscopia mais cultura, a positividade passou a ser
16,56% para a primeira combinacdo e 52,15% pa-
ra a segunda.

Nos resultados obtidos para os agentes isola-
damente, verificamos que, no diagndstico do H.
influenzae, a IEC corresponde 3 segunda maior
freqiééncia de positividade, o mesmo acontecendo
para o meningococo quando esta prova fol asso-
ciada 4 bacterioscopia.
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Relacionando o nimero de vezes e o percen-
tual com que cada método laboratorial apresentou
positividade nas 326 amostras de LCR, verifica-
mos, na tabela n? 2, que a cultura foi o ¢xame de
mais baixa positividade para o conjunto de agen-
tes etioldgicos diagnosticados (63,50%). Quando
consideramos a bacterioscopia ¢ IEC para este
mesmo conjunto de bactérias, verificamos o
mesmo percentual de positividade (83,74%) com
p<{,05 independente da presenga de fatores im-
pedientes no LCR. Alnda, nesta tabela, constata-
mos, nos agemntes bacterianos isoladamente, dis-
creta superioridade da bacterioscopia sobre a
IEC, guando a bactéria identificada foi o menin-
gococo {84,14% - 82,75%). O inverso, com con-
siderdvel superioridade (71,08% - 95,18%), acon-
teceu para o Haemophilus porque o seu diagnds-
tico presuntivo de género ndo poderia ser dado
simplesmente pela bactertoscopia; os dados consi-
derados foram os da soma das amostras em que a
bacterioscopia fol positiva juntamente com a cul-
tura ¢ ou IEC. Para o pneumeococo, a tabela mos-
tra que foi evidente a supcrioridade da bacterios-
copia na visualizagio da sua morfologia carac-
teristica (93,87%. -~ 75,519). O valor da cultura
foi o mesmo que da IEC pa sua identificagdo
(75,51%).

Tomando somente aquelas amostras de LCR
em que a eticlogia bacteriana foi esclarecida quan-
do houve associacdo dos métodos laboratoriais,

ou seja, em 257 (78,83%) das 326 amosiras fotais
positivag, verificamos que, independentemente da
presenca de elementos impedientes no LCR, o
agente etiol6gico foi identificado pela combi-
nagdo parcial ou total de bacterioscopia, cultura e
IEC. Considerando separadamente o diagndstico
de cada agente etioldgico verificamos que,
através dessa associacio, o meningococo fof iden-
tificado em 106 (73,10%) das 145 amostras posi-
tivas para meningococo, 0 pueamococo om 87
(88,77%) das 98 amostras positivas para pneumo-
coco ¢ o H. influenzae em 64 {77,10%) das 83
amostras positivas para esta bactéria (tabela 3).

Comparando isoladamente cada méiodo labo-
ratorial participantc dessa associagdo, pudemos
verificar que a bacterioscopia fol positiva em
95,33% das oportunidades de exames realizados,
a IBC em 91,05% e a cultura em 77,04% com
p=<20,03,

Como pode ser verificado ainda, na tabela 3, a
concordincia dos resultados positivos para a bac-
terioscopia quando em associagdo, ou seia, quan-
do confirmada pela IEC ou cuitura foi de 95,28%
nas amostras de LLCR positivas para meningoco-
co; de 100,00% para o pnewnococo, e de 92,18%
para o H. influenzae, Em relacio & 1EC, a con-
cordéncia de resultados foi de 98,11% para o me-
ningococo, 79,31% para 0 poelmococo © para
o H. influenzae foi de 95,31%.

TABELA 1

Identificacdo da N, meningitidis, S.pneumoniae, H. influenzae pela bacterioscopia, imunoeletroforese
cruzada e cultura, isoladamenie e nas vdrias combinagdes

\Ageme etioldgico no LCR
N. meningitidis §. prewmoniae H. influenzae Total

Exame Laboratorial nNe {96} NE (%) N# (%) N2 {9%)
Bacterioscopia 21 (14,53 5 (51 - - 26 (7,97
Imunoeleiroforese cruzada i6 11,0 5 {5 18 (21,7 39 {11,96)
Cultura 2 {14 1 (1,0 1 (1,23 4 { 1,23
Bacterioscopia + LE.C, 34 (23,4 14 (14.3) 6 (712 54 (16,36}
Bacterioscopia + Cultura 2 (14 18 {184 3 { 3,6} 23 { 7,06
Cultura + LE.C, 5 {34 - - 5 (6,0 0 (30N
Bacterioscopia+eultura+1.E.C. 65 {44,9) 55 (56,1 50 (60,3} 170 (52,15
Total de cagos 145 (100,00) 98 {106,00) 83 {160,00) 326 {100,003

1.E.C. = Imunoeletroforese cruzada,
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TABEILLA 2

Paositividade dos wrés métodos laboratoriais wiilizados no diagndstico da N, meningitidis,

S. pacumoniae ¢ H. influenzae

Agente ctioldgico
no LCR N. meningitidis S. pneumoniae H. influenzae Total

(145 omostros (88 amostras) (83 amestras} (326 amostras)
Fxame laboratorial Ne (%) N (%o} N¢ {%0) Ne (%6}
Bacterioscopia 122 (84,14) 92 (93,87 50 (71,08 273 (83,71
Imuanocletraforese cruzada 120 (82,75 74 (75,51) 79 (95,18) 273 (83,74
Cultura 74 (51,93 T4 (75,51 59 {71,08) 207 {63,350

TABELA 3

Nymero ¢ percentual de vezes em gue os ivés métodos laborarorials foram positives, quando

et associacdo parcial on total no diagndsieo dos frés agentes etioldgicos estudados

Agente etioldgico N. meningitidis §. prewmoniae H_ influenzae Tota
ne LCR (106 amostras (87 amostras {64 amostras (257 amostras
73,109} 88,779%) T7,16%) 78,83%;
Exame laboratorial NE (%) N2 (%) NE (%) NE (%)
Bacterioscopia 101 (85,28; (100,00} 59 (b2, i;‘ﬁ) 245 (95,33)
Imunceletroforese cruzada 04 (98,113 {79,31) 61 (9531 | 234 (9105
Cultura o7 (63,20 {83,500 58 (950,65 D98 (77,04

DISCUSSAO

No pericdo estudado as meningites bacterianas
diagnosticadas por nosso laboratdrio foram cau-
sadas por ndmero razodvel de diferentes bacté-
rias, tendo na N. meningitidis, 8. prewmoniae e H.
influenzae os agentes eticldgicos predominantes,
seguidos por enterobactérias, cocos (Gram-positi-
vos, excetuando o pneumococo, Listeria monocy-
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togenes ¢ microbactérias, Foram, separados para
este estudo os irés primeiros agentes citados por
serem considerados como de dificil diagnostico
laboratorial devide a suas exigéncias nutricionais,
de manutencio ¢ sensibilidade a condigfes diver-
sas,

s resultados obtidos através da bacieriosco-
pia (tabela 1) evidenciam pouca seguranga no
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diagnostico presuntive de H. influenzae, razio
porque a IBEC deve ser o método de escolha no
dingndstico das meningites causadas por esse
agente etiologico. Ainda, que.o aumento do per-
cemtual de positividade, obtide pela associagio
dos métodos bacterioscdpico-IEC e, principal-
mente, bacterioscopia~cuitara e IEC, permite in-
ferir que esta associagio de métodos deverd ser
utilizada para o diagnéstico laboratorial das me-
mingites suspeitas clfnica e epidemiologicamente
de serem causadas por estes irés agentes bacte-
rianos escolhidos.

Deve ser comentado, segundo os resultados
obtidos (tabela 2} que, no total de amostras estu-
dadas, ou seja, naquelas em que foram ideniifica-
dos um dos trés agentes etiologicos, o percentual
de positividade para a bacterioscopia ¢ IEC,
quando empregados isoladamente, foi o mesmo,
fevando & assertiva de que néo hd distingdo na es-
colha de um determinado método laboratoriai a
ser utilizado no diagnéstico destas meningiles
causadas por estes trés agentes bacterianos.

Quando consideramos 0 némero e o percen-
tual de vezes em que os exames laboratoriais fo-
ram positives {iabela 3} ¢ quande utilizamos so-
mente a combinacdo dos métodos laboratoriais,
podemos inferir dos resultados gue a bacteriosco-
pia foi o método mais sensivel, seguido da IEC e
finalmente a cultura.

Ficou evidente, nas amostras de LCR em que
foram identificados qualquer destes trés agentes
bacterianos, que estes resultados foram obtidos
em 78,84% das vezes por combinacdo da bacte-
rioscopia, TEC e cuitura e os restantes resultados
foram obtidos por cada um dos métodos guando
realizados isoladamente. Dados semelhantes ou
préximos foram obtides por MELLES et al#®®,
quando trabalharam comn amostragem de LCR
obtida dentro do perfodo epidémico da doenga
meningocdecica guando, obviamente, o agente
etioldgico predominante foi 0 meningococo.

Quanto ao resultado do diagndstico do H. in-
fuenzae | em que a positividade da IEC fof alta,
praticamente o dobro em relacio a N.meningitidis.
demonstrando a importincia do uso desse método
imunolégico, deve ser lembrado insistentemente
que a bacterioscopia isoladamente nfo se prestou
ao diagndstico de género no caso deste agente, e a
confirmagfo bacterioscopica desta bactéria visua-
lizada no esfregaco s¢ foi vdlida quando a cultura
ou a IEC resultaram positivas. No h# divida, se-
gundo nossa experiéncia, de que nos casos de me-
ningites purulentas com bacterioscopia exausti-
vamente negativa e diagndstico pendente da cul-
tura e, ainda, para LCR conservados e transpor-
tados inadequadamente, a IEC € o método de es-
coiha, ndo 36 pela facilidade de mmplantagho da

técnica como pela seusibilidade ¢ rapidez no seu
processamento.

Os resuitados apresentados decorrentes da
metodologia usada sdo tecnicamemte perfeitos
dentro dos conhecimentos ¢ possibilidades téeni-
co-cientificas atuais, ¢ qualquer eventual falha
seria por causas fora de nosso controle, como por
exeinplo, na visualizagio durante o exame bacte-
rioscdpico de alguns bacilos Gram-negativos que
ndc tiveram confirmagfo posterior com cresci-
mento da bactéria na cultura ou seus anifgenos
nao foram detectados na 1EC, resuliando que nio
poderiam ser enquadrados dentro do género, pois
tanto poderia ser uma enferobact€ria como um
heméfilo,

Como foi extensamente relatado na introdugéo
deste trabalhe, algumas falhas que poderiam
ocorrer nos exames por conta de deficiéncias na
limpeza, manutencio de lAminas, tubos de ensaio
¢ outros, durante a colheita ¢ fransporte do mate-
rial, estdo completamente afastadas porgue todos
os detalhes foram aventados durante o planeja-
mento do trabatho, inclwinde o usc dos corantes
filtrados no momento do uso e pardmetros adota-
dos na leitura das léminas; se pegsistisse gqualguer
dévida, a orientagdo foi para que “serig preferivel
o resuitado negativo a wm falso positivo”.

Em relacdo aos anti-soros especificos usados
para pesquisa de antigenos de polissacarfdeos,
através da 1EC, estes foram por nés produzidos e
testados sobre sua validade com controle de quali-
dade usando cepas ¢ antigenos padrdes. O anti-so-
ro para S, pneumoniae fol fornecido por laborato-
rie estrangeiro de alto padrio técnico-cientifico.

Finalmente, tendo em vista a importincia ¢ o
desempenho de cada exame ¢ as dificuldades en-
contradas ¢ inerentes a cada método laboratorial,
nZo temos dilvidas em estabelecer cormo parame-
tro os trés métodos empregados, dois bacterioi6-
gicos ¢ o imunolégico, no diagndstico das menin-
gites hacterianas causadas, em especial. pelos trés
agentes etiologicos estudados. Esta afirmativa ba-
seia~se no fato de que os trés métodos citados se
completam, como demonstrado pela concordédncia
dos resultados por nds obtidos neste trabalho,
com mimero apreciavel de amostras de LCR pro-
cedentes de pacientes com meningite bacteriana.

Deve, ainda, ser assinalado que nossos resulta-
dos sao referentes a estudo prospectivo das me-
ningites purujentas ot bacterianas realizado em
perfodo pés-cpidémico, representando desta ma-
neira perfodo de normalidade cpidemioldgica
quando relacionado ac periodo anormal epidémi-
co. Ademais, que a maioria dos trabathos nacionais
existentes na literatura especializada®***" . sobre
0 emprego do método imunoidgico comparado ou
nao com os métedos bacterioscépicos, € informa-
tiva sobre determinada bactéria isoladamente.

05



MELLES, C.E.A; LANDGRAF, LM,; FARACO, M.L. & BOSCARDIN, N.B. ~ Valer da bacterioscopiz, cullura ¢
imunocletroforese cruzada no diagndstico das meningites bacterianas. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 49(13:61-67, 1989,

9.

656

RIALAG/660

MELLES, C.E.A.; LANDGRAF, LM, FARACO, M. & BOSCARDIN, NB. -
Bacterioscopy, culture and counterimmunoelectrophoresis (IEC) values in the diagnosis of
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ABSTRACT: In a post-epidemic period of bacterial meningitis, a comparative study by
means of bacterioscopic amalysis, culture and counterimmunoelectroforesis {C.1LE.) of cere-
brospinal fluid {C.S.F.} the three most frequent bacterias were Neisseria Meningitidis, Strepto-
coccus pneumoniae and Haemophilus inflienzae, From 326 cases considered, the bacterioscopic
analysis was positive in 273 of them {83.74%), C.LE. in 273 (83.74%) and culture in 207
{63.509%). In the total of the samples, the nwmber of cases identified by bacterioscopic observa~
tion and by C,LE. was just the same (p<<{,05} but when the threc methods were compared in
association the positiviy of the bacterioscopic analysis was higher {95.33%) than C.LE,
{95.053%) and than culiure (77.04%; {p<<0,05). C.LE. is the most important diagnostic tool,
chiefly when the usefulness of the other tests in CSF is not reliable, because of some technical
reasons. None of these methods should be employed alone; therefore, when they are amployed
all together they may lead to a best diagnosis, that means to avoid interpretation ervor, and the

best quality controi for the diagnostic tools.

DESCRIPTORS: meningitis, bacterial, laboratorial diagnosis.
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