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RESUMO: Tendo em vista que as dificuldades no diagnóstico laboratorial das
men.ingites bacterianas poderiam estar ligadas a agentes antibacterianos presentes no
líquido cefalorraquidiano (LCR), foi desenvolvida metodologia fácil para evidenciar a
sua presença nesse material. Em placa de ágar Muellez Hinton, semeada com Staphy-
lococcue aureus ATCC 6538 P não produtora de penicilinase e sensível a grande
número de an tibacterianos, foi colocado um molde metálico com orifícios nos quais
se aplicou o LCR que se difundia impedindo ou não o crescimento da bactéria-
-padrão. Das 641 amostras de LCR estudadas, em 38,53% o antibacteriano estava
presente, e em 60,530/0 das amostras o agente etiológico foi caracterizado por
exames bacteriológicos e/ou imunológicos. Os restantes 39,47% foram considerados
de etiologia indeterminada. Pela análise estatística pode-se concluir que a presença
de antibacteriano no LCR prejudica sobremaneira o diagnóstico laboratorial das
meningites bacterianas. Considerando que a técnica empregada é de facil execução,
o seu uso rotineiro contribuirá para melhor interpretação dos resultados, princi-
palmente daquelas amostras de LCR purulento em que não se visualiza ou identi-
fica o agente bacteriano.

DESCRITORES: substâncias antibacterianas, pesquisa no líquido cefalorraqui-
diano; meningite, diagnóstico bacteriológico; líquido cefalor raquidiano, pesquisa
de substâncias antibacterianas.

INTRODUÇÃO

As dificuldades existentes para evidenciar
as bactérias responsáveis pelas meningites
purulentas são reconhecidas de longa data 11.

Com o advento da quimioterapia antibacte-
riana, começou-se a discutir se a presença
dessas substâncias no líquido cefalorraqui-
diano seria a responsável por grande número
de casos em que a doença é rotu! ada como
meningite de causa indeterminada 2. 4. 8.

A informação sobre a administração ou
não de antibacterianos, antes da retirada do
LCR, raramente é confiável P. Investigando
o assunto, observamos que a identificação
dos casos tratados antes da colheita do LCR
foi baseada em revisões de prontuários clí-
nicos 6.13.14.15.16.18. Na literatura que consul-
tamos, só encontramos duas referências sobre
a pesquisa de antibacterianos no LCR. Em

uma, os autores 17 mostram a permeabilidade
das meninges à penicilina nas diferentes
fases da doença e, na outra, estudam a
influência do quimioterápico no resultado do
exame laboratorial em pequeno número de
casos.

Visando esclarecer este problema, desenvol-
vemos metodologia simples, de fácil emprego
até em laboratórios de recursos médios, que
permite informar a eventual presença ou
ausência de antibacte:rianos no LCR.

MATERIAIS E MÉTODOS

No período de 2 anos, foram estudados
1.340 LCR de pacientes internados no Hos-
pital "Emílio Ribas", São Paulo, com sus-
peita clínica de meningite, que foram envia-
dos ao Instituto "Adolfo Lutz" para diag-
nóstico imunobacteriológico. Em todas as
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amostras de LCR foi pesquisada a presença
de antibacteriano; entretanto, só foi possível
evidencíar alterações consideradas como indi-
cativas de infecção bacteriana em 641 amos-
tras. O critério adotado foi a positividade
do exame bacteriológico ou a identificação de
antígenos bacterianos demonstrados pela téc-
nica da contraimunoeletroforese. Foram tam-
bém incluídos os casos nos quais os exames
acima citados foram negativos, mas estavam
presentes alterações quimico-citológicas, tais
como o aumento do número de células por
mmê igualou maior do de 1.000, ou então,
a porcentagem de neutrófilos era de 60%
ou mais, e a concentração de glicose e pro-
teínas era 40 mg/ml ou menor, e 80 mg/ml
ou maior, respectivamente. Qualquer variação
marcante nas amostras de LCR, que suge-
risse tratar-se de meningite bacterrana, foi
incluída neste estudo.

Colheita e transporte do material
O LCR dos pacientes foi colhido por pun-

ção raquidiana lombar. Foi separado em duas
aliquotas, uma para o exame bioquímico e
citológico e outra encaminhada ao Instituto
"Adolfo Lutz" para que se processassem pro-
vas de diagnóstico etiológico.

Recomendou-se que essa segunda alíquota
tivesse pelo menos 2 ml; que fosse colhida
em tubo de vidro esterilizado; conservada
em estufa a 35-37°C, e enviada ao labora-
tório no menor espaço de tempo, se possível,
entre 3 a 4 horas após a colheita.

Pesquisa de substâncias antibacterianas no
líquido cefalorraquidiano
A metodologia para verificação da presença

dos agentes antibacterianos no LCR foi
baseada no método desenvolvido por GRO-
VER & RANDAL 9, em 1955. Na padroni-
zação da prova, esta técnica foi posterior-
mente modificada; empregou-se como bactéria-
-teste o Staphylococcus aureue ATCC Roek-
ville MD 6538P, não produtor de penicilinase.
Inicialmente, foi verifícada a sensibilidade da
cepa-padrão à ampicilina diluída em tampão
fosfato, pH 6,0, em diferentes concentrações
e padronizado o volume do LCR a ser apli-
cado em cada teste. De cada diluição da
ampicilina foram utilizados os volumes de
0,2 e de 0,4 ml, feita em triplicata para cada
volume. As concentrações do antibiótico nos
volumes de 0,2 e 0,4 ml foram de 0,25 /-Lg/ml,
0,5 /-Lg/ml, 1,0 /-Lg/ml, 1,5 /-Lg/ml, 2,0 /-Lg/ml
e 2,5 /-Lg/ml e 3,0 /-Lg/ml. Os mesmos volu-
mes também foram utilizados para uma
amostra de LCR proveniente de um paciente
que era sabido já ter feito uso do antibac-
teriano antes da punção.

A fim de verificar se a sensibilidade do
estafilococo usado como padrão, não sofrera
mudança aos diferentes antibacterianos,
empregamos para o teste a técnica descrita
por BAUER et alii 3. Utilizamos discos de
procedência DIFCO impregnados com arnpi-
cilina (10 /-Lg), penicilina (10 U), tetracic1ina
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(30 /-Lg), eritromicina (15 /-Lg), kanamicina
(30 /-Lg), c1oranfenicol (30 /-Lg), estreptomi-
cina (10 /-Lg), cefalosporina (30 /-Lg), genta-
micina (10 /-Lg), novobiocina (30 /-Lg), oxa-
cilina (2/-Lg), sulfametoxazol-trimethopim
(25 /-Lg). Tal prova foi repetida algumas
vezes durante a pesquisa, não tendo sido
verificada nenhuma variação da sensibilidade
da cepa-padrão em relação aos mesmos agen-
tes antibacterianos.

Na pesquisa de antibacterianos no LCR,
a cepa-padrão de Stapliuloooccue aureus foi
semeada em placa contendo ágar Mueller
Hinton, obedecendo à técnica de estrias a
fim de se obterem colônias isoladas, da qual,
18-24 horas após a incubação a 35-37oC,
tomamos 5 colônias separadas, que foram
semeadas em tubo contendo quantidade
conhecida de caldo comum. Do crescimento
obtido após incubação, foi feita a diluição
de 100 vezes em outro caldo de volume conhe-
cido e semeada por inundação em outra
placa contendo ágar Mueller Hinton, retl-
rando-se o excesso da suspensão bacteriana
com pipeta Pasteur. A preparação foi dei-
xada em estufa a 37°C por 15 min e, á
seguir, um "molde" de metal contendo 6
orifícios de 5 mm de diâmetro (figura 1),
foi colocado sobre a superfície devidamente
semeada.

Em cada um dos orifícios com pipeta volu-
mêtrica depositou-se 0,2 ml de LCR, de modo
a se difundir lentamente no ágar. A prova
foi feita o mais precocemente possível, evi-
tando que o LCR permanecesse por longo
tempo à temperatura ambiente, o que pode-
ria ocasionar a degradação do quimioterápico.
As placas assim preparadas foram incubadas
a 35-37°C por um período de 18-24 horas.
A leitura da prova foi feita retirando o
molde metálico e medindo, quando presente,
o halo de inibição do crescimento bacteriano
com régua milimetrada, (figuras 2 e 3).
Sempre que possível, esta prova era feita
em duplicata. Foi considerado LCR com anti-
biótico ou quimioterápico presente aquele em
que o halo de inibição do crescimento bac-
teriano foi de 10 mm de diâmetro ou maior,
e antibiótico ausente, quando não houve Ini-
bição.

RESULTADO

As diferentes concentrações da arnpicilina
empregada na padronização do método, nos
volumes de 0,2 ou 0,4 ml resultaram em
média, em diâmetros do halo de inibição do
crescimento bacteriano de 10; 12; 16; 21;
23; 23,3 e 24,2 mrn segundo maior ou menor
concentração. O mesmo procedimento, feito
com um LCR cujo paciente sabidamente fez
uso de quimioterápico, não demonstrou varia-
ção significativa quando se usou o volume
de 0,2 ou 0,4 ml para aplicação do teste.

Aplicada a metodologia descrita na pesquisa
de antibacterianos no LCR, observou-se que,
de 641 amostras com características de
meningite purulenta, em 38,53% foi detectado
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FIGURA 1 - Molde metálico utilizado para realização do teste.

FIGURAS 2 e 3 - Halos de inibição do crescimento bacteriano.
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antibacteriano. Nestas, 51,01 %, mesmo na
presença de antibiótico, foi possível identi-
ficar o agente etiológico e, em 48,99% não
foi possível determinar a etiologia bacteri-
na. Nas amostras em que não foi detectado
antibiótico (61,47 0/0), o agente foi identifi-
cado em 66,50% delas. Do total de 641 LCR
examinados, em 60,53% das amostras o
agente etiológico foi esclarecido.

Aplicando o teste unicaudal, dentro dos
parâmetros escolhidos, verificou-se que quanto
menor o diâmetro do halo de inibição bacte-
riana, maior foi a probabilidade de identifi-
car o agente etiológico (Z= -1,73 =0,05).

DISCUSSÃO

Apesar de alguns autores I, 5 preconiza-
rem a pesquisa de substâncias antibacterianas
em líquidos biológicos, somente FELDMAN7,
1977, pesquisou a presença de antibacteriano
em número limitado de amostras de LCR
de indivíduos em tratamento; sua intenção
foi a de relacionar a interferência do anti-
bacteriano no diagnóstico do agente etioló-
gico.

A análise dos resultados por nós obtidos na
pesquisa de antibacterianos no LCR mostrou
que, das amostras examinadas, em 38,53% foi
detectada a presença desses agentes. Na lite-
ratura consultada, 03 dados de alguns auto-
res 10, 12, 13, relacionados ao assunto, têm
como base somente levantamentos retrospec-
tivos de prontuários de casos suspeitos de
meningites. Por est.a razão, na realidade não
podem ser comparáveis aos nossos, quando
procuramos o antibacteriano no LCR. Seria
também interessante, entre outros, o conhe-
cimento da via utilizada na aplicação do
antibacteriano, a duração e a efetiva pene-
tração deste agente através da barreira
Iiquórica. Estas informações são de difícil
obtenção, o que é comentado por HARTER 10,

quando afirma que dados sobre um trata-
mento prévio à internação nem sempre são
corretos.

A avaliação estatística dos nossos resulta-
dos demonstra haver associação entre a pre-
sença de antibiótico no LCR e a identifica-
ção do agente etiológico, ou seja, a presença
de antibiótico no LCR diminuiu significati-
vamente a caracterização da bactéria. Entre-
tanto, a posítividade de um exame, seja bac-
teriológico ou imunológíco, não exclui a pre-
sença de antibiótico no LCR, principalmente
se a bactéria não for sensível ao mesmo. Tal
fato foi constatado no presente trabalho;
contudo, observou-se, também, que a concen-
tração do agente antibacteriano (medida pelo
diâmetro do halo de inibição do crescimento
bacteríano) foi significativamente menor
naquelas amostras em que foi identificado
o agente etiológico. Este resultado apresen-
tado contradiz, em parte, a afirmativa de
que a duração do tratamento preliminar não
parece influenciar nos achados clínicos ou
nos do LCR de forma a prejudicar o reco-
nhecimento de uma meningite bacteriana 10.

Considerando que a demonstração da pre-
sença de antibacteriano no LCR é prova de
fácil execução, segundo a técnica descrita;
que a quantidade de LCR utilizada na prova
é pequena (0,2 ml), e que durante toda a pes-
quisa a cepa-padrão utilizada não apresentou
variações em sua sensibilidade aos vários
antibacterianos testados, é que recomenda-
mos sua aplicação na rotina pois traria con-
tribuição de valor na interpretação dos resul-
tados do exame bacteriológico e imunológico
de líquido cefalorraquidiano.

A razão de recomendarmos a pesquisa de
antibacterianos no LCR é porque esta vem
elucidar os inúmeros casos de LCR purulen-
tos onde, pela bacterioscopia, se visualizam
corpos bacterianos dos quais não há cresci-
mento nos meios de cultura habituais, ou
onde são vistas "imagens" semelhantes a
bactérias, porém com morfologia tão alterada
que não permite uma conclusão diagnóstica.
Da mesma forma, estes corpos não são capa-
zes de se multiplicar nos meios de cultura
de escolha para o diagnóstico bacteriológico
das meningites.
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MELLES, C.E.A.; LEE, I.M.L. & TAUNAY, A.E. - Search for antibacterial
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ABSTRACT: A sirnple procedure for detection of antibacterial substances
in the spinal fluid was devised. The aim was disclosing to which extent an.tíbac-
terial substances could interfere with the diagnosis of bacterial meningites. MüIler-
-Hinton aga r plates were inoculated witlr Staphylococcus aureus ATCC-e538 P which
is a non-penicillinase-producing strain and is sensitive to many antibacterial subs-
tances. A perfora ted metal model receivcd th e spinal fluid, the occurance or absence
of growth being noted.

Out of 641 spinal fluid specimens, 38,53% showed presence of antibacterial
substances, In 60,53% of th e LCR studied, a bacteria was identified bactertologically
and/or immunologicaIly.
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