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RESUMO: Em período pós-epidêmico de meningite bacteriana foi planejado comparar a
possibilidade do exame bacterioscópico, cultura e pesquisa de antígenos polissacarídeos através
da imunoeletroforese cruzada (IEC) no diagnóstico dos três agentes etiológicos que aparecem
com maior freqüência nestas infecções, Neisseria meningiiidis, Streptococcus pneumoniae
e Haemophilus influenzae. Nas 326 amostras de líquido cefalorraquidiano (LCR) em que foram
identificadas estas bactérias, o exame bacterioscópico foi positivo em 273 (83,74%), a IEC em
273 (83,74%) e a cultura em 207 (63,50%). Para o total de amostras estudadas tivemos igual
número de casos diagnosticados pela bacterioscopia e IEC (p< 0,05); entretanto, quando com-
paramos a positividade dos métodos laboratoriais associados entre si, a positividade da bacte-
rioscopia para os três agentes citados (95,33%) supera a da IEC (91,05%) e a da cultura (77,04%)
(p<0,05). A IEC é um importante método diagnóstico, principalmente quando aplicado em
LCR que por qualquer razão é impróprio à bacterioscopia e cultivo de bactérias. Nenhum dos
métodos citados deverá ser utilizado em detrimento do outro; a associação dos métodos além de
melhorar as possibilidades diagnósticas evitando erros de interpretação, estabelece controle de
qualidade no diagnóstico laboratorial.

DESCRITORES: meningite bacteriana, diagnóstico laboratorial.

INTRODUÇÃO

As meningites bacterianas, apesar do desen-
volvimento de novas drogas antibacterianas, con-
tinuam grassando entre nós, com alta incidência.
O cuidadoso exame laboratorial do líquido cefa-
lorraquidiano (LCR) é o suporte para o diagnósti-
co e tratamento adequado do paciente.

Na rotina laboratorial, são utilizados para o
diagnóstico das meningites o exame bacterioscó-
pico, a cultura e a pesquisa de antígenos polissa-
carídeos no LCR através da imunoeletroforese
cruzada (!EC).

O exame bacterioscópico do LCR é da maior
valia pela grande rapidez com que se pode
demonstrar o agente bacteriano, a observação de
qualquer morfologia bacteriana neste exame é
importante para o clínico, pois será guia na esco-
lha inicial do antibiótico para o tratamento'<". O
valor diagnóstico do exame bacterioscópico está
na dependência de sua correta interpretação, pois
mesmo um técnico experiente pode cometer erros
de leitura 17,43. e também, no número de bactérias
contidas no LCR que geralmente, só é positivo
quando a concentração for de 105 bactérias/mili-
litro de uma amostra de LCR não centri-
fugada 27 ,36 .

* Realizado na Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.

** Do Instituto Adolfo Lutz.
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Podem acontecer enganos na interpretação dos
resultados da bacterioscopia, pois os microrga-
nismos podem sofrer alterações físico-quúnicas,
provocando desvios na coloração de Gram22

,4'.

Outra fonte de erro no diagnóstico pela bacte-
rioscopia é o resultado falso-positivo dado por
bactérias não viáveis oriundas de tubos de ensaio
contaminados'": •• , por falhas na limpeza de lâmi-
nas de microscopia 12. e por bactérias agregadas à
células epidérmicas quando o paciente é puncio-
nado'". A freqüência com que ocorrem falhas no
exame bacterioscópico pode ser da ordem de
10-15%, quando comparado aos resultados obti-
dos pelo cultivo de bactérias3,4,7,2s

Para o cultivo das bactérias são necessárias
várias preocupações que deverão ser tomadas e
que possibilitam o crescimento dos microrganis-
mos, sendo indispensáveis os cuidados no trans-
porte e conservação do LCR, bem como, a esco-
lha dos meios de cultura utilizados no diagnóstico
bacteriológico. Geralmente, os microrganismos
causadores de meningites bacterianas são bastante
sensíveis até a pequenas variações de temperatura
e teor de umidade 16,28,4'.

São múltiplos os fatores que podem influir na
viabilidade das bactérias, principalmente do me-
ningococo, como o volume de LCR semeado:".
sua composição"; condições de conservação e
transporte 18,34,3', e ainda a ação da antibiotico-
terapia prévia à punção: 0,31,33,36. Devido a estes
fatores são recomendados exames imunológicos
como complementares no diagnóstico das menin-
gites bacterianas, entre os quais utiliza-se, princi-
palmente, a imunoeletroforese cruzada (lEC) na
pesquisa de antígenos" bacterianos eventualmente
presentes no LCR'_3,'5,42.

A lEC pode ser empregada na pesquisa de
antígenos polissacarídeos de N. meningiti-
dis":' 0,20, de. S. pneumoniae e de H. influen-
zae' ,,23,24. Esta metodologia foi padronizada en-
tre nós e demonstrou grande sensibilidade e espe-
cificidade6,38,39,41 .

Algumas restrições são feitas ao uso desta
prova imunológica relacionadas ao aparecimento
eventual de resultados falsos, devidos a reações
cruzadas entre gêneros e espécies'4,'9,29,32. Sa-
lienta-se que o valor da imunoeletroforese cruza-
da no diagnóstico das meningites bacterianas de-
pende inteiramente da qualidade dos reagentes e
do anti-soro empregados na reação 8

•

Em publicação anterior MELLES et alii?", fa-
zendo estudo de métodos comparativos de
diagnóstico das meningites bacterianas, dentro do
período epidêmico causado pela N. meningitidis e
obedecendo a todos os parâmetros já menciona-
dos nos cuidados com o LCR, empregaram, com
sucesso, além dos métodos laboratoriais citados
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acima, a pesquisa de anticorpo pela hemagluti-
nação passiva. O presente trabalho visa analisar a
metodologia utilizada para o diagnóstico das me-
ningites bacterianas através dos resultados obti-
dos na rotina diagnóstica de nosso laboratório em
período pós epidêmico quando houve maior va-
riedade de agentes etiológicos diagnosticados
quando comparado com o período epidêmico.

MATERIAL E MÉTODOS

Material

Em período de aproximadamente 12 meses, de
1981-1982, foram analisadas 641 amostras de lí-
quido cefalorraquidiano de pacientes com suspei-
ta de meningite bacteriana. Os LCR foram pro-
venientes do Hospital Emílio Ribas, São Paulo, e
os exames laboratoriais foram processados nas
Seções de Bacteriologia e Imunologia do Instituto
Adolfo Lutz, São Paulo.

Métodos

A metodologia seguida para o diagnóstico Ia-
boratorial das meningites bacterianas foi a reco-
mendada pelo Centro de Referência Nacional pa-
ra Meningites, Instituto Adolfo Lutz - Ministério
da Saúde'.

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

RESULTADOS

Das 641 amostras de LCR, examinadas no
período indicado, 326 foram positivas sendo que
145 o foram para N. meningitidis, 98 para S.
pneumoniae e 83 para H. influenzae, através dos
exames bacterioscópico, cultura e IEC. Estes re-
sultados estão expostos na tabela n'! 1, na qual ve-
rificamos que, para estes agentes citados, a IEC
foi o exame laboratorial que, quando usado sepa-
radamente, obteve o maior índice 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 lEC foi utilizada em com-
binaçao ou associada à bacterioscopia e à bacte-
rioscopia mais cultura, a positividade passou a ser
16,56% para a primeira combinação e 52,15% pa-
ra a segunda.

Nos resultados obtidos para os agentes isola-
damente, verificamos que, no diagnóstico do H.
influenzae, a IEC corresponde à segunda maior
freqüência de positividade, o mesmo acontecendo
para o meningococo quando esta prova foi asso-
ciada à bacterioscopia.
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Relacionando o número 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 exame de
mais baixa positividade para o conjunto de agen-
tes etiológicos diagnosticados (63,50%). Quando
consideramos a bacterioscopia e IEC para este
mesmo conjunto de bactérias, verificamos o
mesmo percentual de positividade (83,74%) com
p<0,05 independente da presença de fatores im-
pedientes no LCR. Ainda, nesta tabela, constata-
mos, nos agentes bacterianos isoladamente, dis-
creta superioridade da bacterioscopia sobre a
IEC, quando a bactéria identificada foi o menin-
gococo (84,14% - 82,75%). O inverso, com con-
siderável superioridade (71,08% - 95,18%), acon-
teceu para o Haemophilus porque o seu diagnós-
tico presuntivo de gênero não poderia ser dado
simplesmente pela bacterioscopia; os dados consi-
derados foram os da soma das amostras em que a
bacterioscopia foi positiva juntamente com a cul-
tura e ou IEC. Para o pneumococo, a tabela mos-
tra que foi evidente a superioridade da bacterios-
copia na visualização da sua morfologia carac-
terística (93,87% - 75,51%). O valor da cultura
foi o mesmo que da IEC na sua identificação
(75,51%).

Tomando somente aquelas amostras de LCR
em que a etiologiabacteriana foi escIarecida quan-
do houve associação dos métodos laboratoriais,

ou seja, em 257 (78,83%) das 326 amostras totais
positivas, verificamos que, independentemente da
presença de elementos impedientes no LCR, o
agente etiológico foi identificado pela combi-
nação parcial ou total de bacterioscopia, cultura e
IEC. Considerando separadamente o diagnóstico
de cada agente etiológico verificamos que,
através dessa associação, o meningococo foi iden-
tificado em 106 (73,10%) das 145 amostras posi-
tivas para meningococo, o pneumococo em 87
(88,77%) das 98 amostras positivas para pneumo-
coco e o H. influenzae em 64 (77,10%) das 83
amostras positivas para esta bactéria (tabela 3).

Comparando isoladamente cada método labo-
ratorial participante dessa associação, pudemos
verificar que a bacterioscopia foi positiva em
95,33% das oportunidades de exames realizados,
a IEC em 91,05% e a cultura em 77,04% com
p<0,05.

Como pode ser verificado ainda, na tabela 3, a
concordância dos resultados positivos para a bac-
terioscopia quando em associação, ou seja, quan-
do confirmada pela IEC ou cultura foi de 95,28%
nas amostras de LCR positivas para meningoco-
co; de 100,00% para o pneumococo, e de 92,18%
para o H. influenzae. Em relação à IEC, a con-
cordância de resultados foi de 98,11% para o me-
ningococo, 79,31% para o pneumococo e para
o H. influenzae foi de 95,31%.

TABELA 1

Identificação da N. meningitidis, S.pneumoniae, H. influenzaepela bacterioscopia, imunoeletroforese
cruzada e cultura, isoladamente e nas várias combinações

~Agente etiológico no LCR

Exmn"C,~
N. meningitidis S. pneumoniae H. influenzae Total

N~ (%) N~ (%) N~ (%) N2 (%)

Bacteriosco pia 21 (14,5) 5 ( 5,1) - - 26 ( 7,97)

Imunoeletroforese cruzada 16 (11,0) 5 ( 5,1) 18 (21,7) 39 (11,96)

Cultura 2 ( 1,4) 1 ( 1,0) 1 ( 1,2) 4 ( 1,23)

Bacterioscopia + LE.C. 34 (23,4) 14 (14,3) 6 ( 7,2) 54 (16,56)

Bacterioscopia + Cultura 2 ( 1,4) 18 (18,4) 3 ( 3,6) 23 ( 7,06)

Cultura + LE.C. 5 ( 3,4) - - 5 ( 6,0) 10 ( 3,07)

Bacterioscopia + cultura +LE.C. 65 (44,9) 55 (56,1) 50 (60,3) 170 (52,15)

Total de casos 145 (100,00) 98 (100,00) 83 (100,00) 326 (100,00)

LE.C. = Imunoeletroforese cruzada.
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TABELA 2

Positividade dos três métodos laboratoriais utilizados no diagnóstico da N. meningitidis,
S. pneumoniae e H. influenzae

R N. meningitidis S.pneumoniae H. influenzae Total
(145 amostras) (98 amostras) (83 amostras) (326 amostras)

E N2 (%) N2 (%) N2 (%) N2 (%)~

Bacterioscopia 122 (84,14) 92 (93,87) 59 (71,08) 273 (83,74)

Imunoeletroforese cruzada 120 (82,75) 74 (75,51) 79 (95,18) 273 (83,74)

Cultura 74 (51,03) 74 (75,51) 59 (71,08) 207 (63,50

TABELA 3

Número e percentual de vezes em que os três métodos laboratoriais foram positivos, quando
em associação parcial ou total no diagnóstico dos três agentes etiológicos estudados

N. meningitidis S.pneumoniae H. influenzae Total
R (106 amostras (87 amostras (64 amostras (257 amostras

73,10%) 88,77%) 77,10%) 78,83%)

E N2 (%) N2 (%) N2 (%) N2 (%)~

Bacterioscopia 101 (95,28) 87 (100,00) 59 (92,18) 245 (95,33)

Imunoe1etroforese cruzada 104 (98,11) 69 (79,31) 61 (95,31) 234 (91,05)

Cultura 67 (63,20) 73 (83,90) 58 (90,65) 198 (77,04)

DISCUSSÃO togenes e microbactérias. Foram, separados para
este estudo os três primeiros agentes citados por
serem considerados como de difícil diagnóstico
laboratorial devido a suas exigências nutricionais,
de manutenção e sensibilidade a condições diver-
sas.

No período estudado as meningites bacterianas
diagnosticadas por nosso laboratório foram cau-
sadas por número razoável de diferentes bacté-
rias, tendo na N. meningitidis, S.pneumoniae e H.
influenzae os agentes etiológicos predominantes,
seguidos por enterobactérias, cocos Oram-positi-
vos, excetuando o pneumococo, Listeria monocy-

Os resultados obtidos através da bacteriosco-
pia (tabela 1) evidenciam pouca segurança no
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diagnóstico presuntivo do H. influenzae, razão
porque a IEC deve ser o método de escolha no
diagnóstico das meningites causadas por esse
agente etiologico. Ainda, queo aumento do per-
centual de positividade, obtido pela associação
dos métodos bacterioscópico-IEC e, principal-
mente, bacterioscopia-cultura e IEC, permite in-
ferir que esta associação de métodos deverá ser
utilizada para o diagnóstico laboratorial das me-
ningites suspeitas clínica e epidemiologicamente
de serem causadas por estes três 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 identifica-
dos um dos três agentes etiologicos, o percentual
de positividade para a bacterioscopia e IEC,
quando empregados isoladamente, foi o mesmo,
levando à assertiva de que não há distinção na es-
colha de um determinado método laboratorial a
ser utilizado no diagnóstico destas meningites
causadas por estes três agentes bacterianos.

Quando consideramos o número e o percen-
tual de vezes em que os exames laboratoriais fo-
ram positivos (tabela 3) e quando utilizamos so-
mente a combinação dos métodos laboratoriais,
podemos inferir dos resultados que a bacteriosco-
pia foi o método mais sensível, seguido da IEC e
finalmente a cultura.

Ficou evidente, nas amostras de LCR em que
foram identificados qualquer destes três agentes
bacterianos, que estes resultados foram obtidos
em 78,84% das vezes por combinação da bacte-
rioscopia, IEC e cultura e os restantes resultados
foram obtidos por cada um dos métodos quando
realizados isoladamente. Dados semelhantes ou
próximos foram obtidos por MELLES et alii?".
quando trabalharam com amostragem de LCR
obtida dentro do período epidêmico da doença
meningocóccica quando, obviamente, o agente
etiológico predominante foi o meningococo.

Quanto ao resultado do diagnóstico do H. in-
fluenzae , em que a positividade da IEC foi alta,
praticamente o dobro em relação a N'meningitidis,
demonstrando a importância do uso desse método
imunológico, deve ser lembrado insistentemente
que a bacterioscopia isoladamente não se prestou
ao diagnóstico de gênero no caso deste agente, e a
confirmação bacterioscópica desta bactéria visua-
lizada no esfregaço só foi válida quando a cultura
ou a IEC resultaram positivas, Não há dúvida, se-
gundo nossa experiência, de que nos casos de me-
ningites purulentas com bacterioscopia exausti-
vamente negativa e diagnóstico pendente da cul-
tura e, ainda, para LCR conservados e transpor-
tados inadequadamente, a IEC é o método de es-
colha, não só pela facilidade de implantação da

técnica como pela sensibilidade e rapidez no seu
processamento.

Os resultados apresentados decorrentes da
metodologia usada são tecnicamente perfeitos
dentro dos conhecimentos e possibilidades técni-
co-científicas atuais, e qualquer eventual falha
seria por causas fora de nosso controle, como por
exemplo, na visualização durante o exame bacte-
rioscópico de alguns bacilos Oram-negativos que
não tiveram confirmação posterior com cresci-
mento da bactéria na cultura ou seus antígenos
não foram detectados na IEC, resultando que não
poderiam ser enquadrados dentro do gênero, pois
tanto poderia ser uma enterobactéria como um
hemófilo.

Como foi extensamente relatado na introdução
deste trabalho, algumas falhas que poderiam
ocorrer nos exames por conta de deficiências na
limpeza, manutenção de lâminas, tubos de ensaio
e outros, durante a colheita e transporte do mate-
rial, estão completamente afastadas porque todos
os detalhes foram aventados durante o planeja-
mento do trabalho, incluindo o uso dos corantes
filtrados no momento do uso e parâmetros adota-
dos na leitura das lâminas; se persistisse qualquer
dúvida, a orientação foi para que "seria preferível
o resultado negativo a um falso positivo".

Em relação aos anti-soros específicos usados
para pesquisa de antígenos de polissacarídeos,
através da IEC, estes foram por nós produzidos e
testados sobre sua validade com controle de quali-
dade usando cepas e antígenos padrões. O anti-so-
ro para S. pneumoniae foi fornecido por laborató-
rio estrangeiro de alto padrão técnico-científico.

Finalmente, tendo em vista a importância e o
desempenho de cada exame e as dificuldades en-
contradas e inerentes a cada método laboratorial,
não temos dúvidas em estabelecer como paràme-
tro os três métodos empregados, dois bacterioló-
gicos e o imunológico, no diagnóstico das menin-
gites bacterianas causadas, em especial. pelos três
agentes etiologicos estudados. Esta afirmativa ba-
seia-se no fato de que os três métodos citados se
completam, como demonstrado pela concordância
dos resultados por nós obtidos neste trabalho,
com número apreciavel de amostras de LCR pro-
cedentes de pacientes com meningite bacteriana.

Deve, ainda, ser assinalado que nossos resulta-
dos são referentes a estudo prospectivo das me-
ningites purulentas ou bacterianas realizado em
período pós-epidêmico, representando desta ma-
neira período de normalidade epidemiológica
quando relacionado ao período anormal epidêmi-
co. Ademais, que a maioria dos trabalhos nacionais
existentes na literatura especializada3B,39,41. sobre
o emprego do método imunológico comparado ou
não com os métodos bacterioscópicos, é informa-
tiva sobre determinada bactéria isoladamente.
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ABSTRACT: In a post-epidemic period of bacterial meningitis, a comparative study by
means of bacterioscopic analysis, culture and counterimmunoelectroforesis (C.I.E.) of cere-
brospinal fluid (C.S.F.) the three most frequent bacterias were Neisseria Meningitidis, Strepto-
coccus pneumoniae and Haemophilus influenzae. From 326 cases considered, the bacterioscopic
analysis was positive in 273 of them (83.74%), C.I.E. in 273 (83.74%) and culture in 207
(63.50%). In the total of the samples, the number of cases identified by bacterioscopic observa-
tion and by C.LE. was just the same (p< 0,05) but when the three methods were compared in
association the positiviy of the bacterioscopic analysis was higher (95.33%) than C.I.E.
(95.05%) and than culture (77.04%) (p<0,05). C.I.E. 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 error, and the
best quality control for the diagnostic tools.

DESCRIPTORS: meningitis, bacterial, laboratorial diagnosis.
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