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Sdo relatadas observacbes acumuladas nos periodos pré-epidémico e epidé-
mico (1973-1975) do atual surto de meningoencefalite meningocdocica na drea do
Grande Rio, e realizados estudos bacteriologicos baseados em 1.000 casos suspeitos
de meningoencefalite e submetidos & puncfo lombar, no Hospital Estadual Sdo
Sebastido.

E proposto e discutido esquema simples e eficaz para processamento bacte-
riologico dos LCR suspeitos, a partir da colheita e pronta semeadura do material.
E também discutida a real contribuic@o da bacterioscopia no diagndstico presun-
tivo das meningoencefalites, definindo-se as limitacées da técnica.

Foi obtido elevado grau de isolamento de microorganismos, variando de 3%,
para liquores entre zero e 10 células/mm’ e 72%, para liqguores acima de 1009 c2-
lulas/mm’. No decorrer do estudo, foram isoladas e caracterizadas 356 c¢mostras
bacterianas, assim discriminadas: N. meningitidis, 281, Haemophilus sp., 22, Ente-
robacteriaceae, 15; D. pneumoniae, 26, bastonetes gram negativos oxridativos, 3;
estreptococo beta hemolitico, 1 e enterococo, 1.

As amostras de meningococos eram, em 15% dos casos, do grupo sorologico
A, em 2% do grupo B e em 14%, do grupo soroldgico C.

Os testes de sensibilidade, em disco, aos agentes antimicrobianos principal-
mente utilizados na quimioprofilaria e tratamento da doenga meningocdcica re-
velaram alto grau de sensibilidade das amostras ensaiadas a todos os agentes
testados. A resisténcia a sulfadiazina sédica, em testes realizados segundo as nor-
mas preconizadas pela Food and Drug Administration (F.D.A.), revelaram eleva-
do grau de resisténcia, particularmente dos meningococos do grupo C.

INTRODUCAO quanto pela possibilidade de ocorrerem em

surtos epidémicos.
No quadro das doencas transmissiveis, Nao apenas bactdrias, mas toda uma

as meningoencefalites ocupam um lugar de consideravel variedade de agentes infeccio-
destaque, tanto pela freqiiéncia como se sos, como virus, fungos e protozoarios po-
manifestam e gravidade do estado clinico, dem causar meningoencefalites, o que im-

Comunicacio do Servigo de Microbiologia e Imunologia da U.E.R.J. e Hospital Estadual S&n Sebastido
(Diretor: Dr. Waldyr Tavares, Diretor da DivisGo Médica: Dr. Linandro Dias e Chefe do Laboratério
de Patologia Clinica: Dr. Jayme Kac).

Recebido para publicacdo em 20.6.1975.



222

Rev. Soc. Bras. Med. Trop.

Vol. IX — N0 5

plica no uso de recursos laboratoriais apro-
piados para a defini¢do etiolégica da doen-
¢a, conforme a suspeita clinica.

E definida a meningoencefalite bacte-
riana purulenta como inflamacdo aguda
das membranas que recobrem o sistema
nervoso central. com repercussoees no encé-
falo e na medula, assim como alteracdes
mais ou menos caracteristicas do liquido
céfalo raquidiano (LCR) de onde se podem
isolar bactérias causadoras da enfermida-
de (12),

Em 1970 e anos seguintes, a incidéncia
de meningoencefalites no Estado da Gua-
nabara permaneceu estivel, sem grandes
oscilagdes até o fim de 1973, excetuando
dois paquenos surtos no ano de 1971, de ja-
neiro a margo e no més de setembro. (Bo-
letim Enidemiolégico, SESP, 197‘#).

No entanto, a partir de 1971, comunica-
¢tes provenientes de outros Estados, prin-
cipalmente do sul do pais, relatavam uma
freqiiéncia da doencga bem acima do limite
maximo esperado, ocorrendo amplo predo-
minio de casos rotulados como meningite
meningococica.

No Grande Rio, que abrange as zonas
urbanas e rurais da cidade do Rio de Ja-
neiro e areas limitrofes da baixada flumi-
nanse, o ano de 1974 caracterizou-se, no
primeiro semestre, por oscilagées acima do
limite maximo esperado, ocorrendo, a par-
tir de junho, um notavel incremento do
numero de casos.

A maioria dos casos de meningoencefa-
lites da area do Grande Rio é drenada para
o Hospital Estadual S&o Sebastido da Se-
cretaria de Saude do Estado da Guanabara,
que funciona como isolamento para doen-
cas infecciosas e parasitarias para muitos
pacientes provenientes de hospitais da rede
estatal (federais e estaduais) e privados.

A partir do momento em que a doenca
mostrou tendéncia a elevar seus indices na
nossa area, o Hospital Estadual Sdo Sebas-
tidn e o Servico de Microbiologia e Imuno-
logia da Universidade do Estado da Guana-
bara coordenaram seus esforcos, utilizando
elementos comuns as duas instituicdes, vi-
sando o diagnoéstico laboratorial, estudo dos
agentes eiologicos e das populacoes acome-
tidas.

Os processos intecciosos, como resultan-
te de multiplas causas e envolvendo agen-
tes, hospedeiro e meio ambiente, consti-
tuem um sistema dindmico, sujeito a maul-

tiplas variacoes, mormente em periodos
epidémicos, obrigando o investigador a uma
continua observaciao. As variacoes nem sem-
pre sao previsiveis, assim, o0 maior nimero
possivel de agentes deve ser controlado
cuidadosamente, e nio somente o respon-
sabilizado pela ampla maioria de casos.
Com esta visdo e por tratar se de problema
de Saude Publica, a rotina proposta para o
diagnostico etiolégico de meningoencefalites
bacterianas, fundamentou sua eficacia na
simplicidade e rapidez do processamento
efetuado. Com isto, visamos o diagnostico
nao apenas de N. meningitidis, mas a dis-
criminacdo de ampla margem de micror-
ganismos passiveis de isolamento a partir
do LCR dos pacientes atendidos.

Na presente publicacao, relatamos as ob-
servacodes acumuladas no periodo pré-epidé-
mico e epidémico (1973-1975) do surto de
meningite meningocécica no Grande Rio,
referentes a pacientes atendidos, submeti-
dos & puncado lombar e eventualmente in-
ternados no Hospital Estadual Sio Sebas-
tido (HESS).

MATERIAL E METODOS

Pacientes: Utilizamos os registros do la-
boratorio de Bacteriologia do HESS, refe-
rentes 20s anos de 1973 e 1974, para obter
as freqiiéncias mensais de puncoes e exa-
mes que apresentavam celularidade altera-
da (mais de 10 células/mm‘, na contagem
global). Consideramos uteis estes dados
para realizar uma estimativa mensal do nu-
mero de casos suspeitos (pacientes puncio-
nados) e numero provavel de pacientes
com meningoencefalites (LCR com mais de
10 células/mm?).

Entre 21 de setembro de 1974 e 17 de
janeiro de 1975, foram atendidos, com sus-
peita de maningoencefalite e submetidos &
puncao lombar, 1.000 pacientes.

Na admissao, colhemos 0s dados d: iden-
tificagao e anotamos o aspecto macrosco-
pico do LCR (claro, opalescente, turvo, pu-
rulento e. hemorragico). Especial atencio
foi dedicada a ocorréncia de acidentes de
punc¢io, com passagem de sangue ao liquor,
no momento da colheita.

Processamentio do material: Imediata-
mente apés a colheita, o LCR era encami-
nhado ao laboratério e submetido a exames
citologicos, bioquimicos e bacteriologicos.
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O exame citolégico consistiu na conta-
gem celular global e especifica, pelos mé-
todos convencionais, sendo os resultados
expressos, respectivamente, em termos de
leucocitos/mm?® e percentuais relativos de
linfécitos e/ou polimorfonucleares.

A bacterioscopia era realizada a partir
do sedimento obtido pela centrifugacao do
LCR a 3.000 rpm, por 20 minutos. Espalha-
da uma gota em lamina adequadamente
limpa, era o esfregaco fixado pelo calor e
corado pelo método de Gram (modificagdo
de Kopellof-Beerman), de acordo com Cohn,
Bartholomew & Jennison (8). Tao logo ob-
tido, o resultado do exame bacterioscénico
era enviado a entermaria.

A cultura era feita a partir do sedimen-
to do LCR, colhido com pipeta estéril (0,1
a 0,2 ml) e espalhado na superficie dos
meios de cultura com a proépria extremida-
de da pipeta. O tempo decorrido entre a
colheita e semeadura do LCR situou-se en-
tre 30 minutos até um méaximo de 1 hora.

Os cultivos foram efetuados nos meios
“Columbia Agar Base” (BBL) com sangue
de carneiro a 5%, chocolatado, suplemen-
tado com “Isovitalex-enrichment” (BBL) ou
com suplemento de Lankford, a 2% (16) e
agar Levinthal (2), de particular importan-
cia no isolamento de heméfilos.

Ambos os meios eram distribuidos, em
camada inclinada, por tubos 16x180, que,
uma vez semeados, eram incubados em es-
tufa bacteriologica, em lata herméticamen-
te fechada, na qual estabeleciamos atmos-
fera de CO. (de 3 a 4%) pela queima de
uma vela e condicoes satisfatorias de umi-
dade grag¢as a pequeno recipiente contendo
algodao embebido em 4gua. As culturas ne-
gativas eram observadas por até 48 horas,
apdés o que eram descartadas.

A identificacdo dos microrganismos ini-
ciava-se pela observacao das caracteristicas
coloniais, presenca e tipo de hemédlise e
ocorréncia e abundancia de crescimento em
um ou em ambos os meios de cultura. Em
prosseguimento, era realizado o teste da
oxidase, por modificacio da técnica de
Kovacs, consistindo em espalhar, sobre pe-
quena area et papel de filtro, uma colénia
do germe, pingando em seguida, uma gota
de solucdo 0,5 a 1% de oxalato de paradi-
metil fenileno diamina (DIFCO).

As caracteristicas morfo-tintoriais eram
entdo apreciadas pela observagio micros-

copica de esfregacos corados pelo método de
Gram (modificacao de Kopellof-Beerman).

Os diagnésticos bacteriologicos efetuados
obedeceram aos seguintes critérios:

Neisseria meningitidis: diplococos gram
negativos, oxidase positivos e com provas
de fermentacdo de carboidratos, realizadas
em tubos com 3ml de “Cystin Trypticase
Agar” (BBL) com 1% de glicose, sacarose,
maltose e lactose, apresentando reac¢ges po-
sitivas para a glicose e maltose.

As amostras de N. meningitidis assim
definidas foram repicadas em agar Muel-
ler-Hinton (BBL) sangue de carneiro a 5%
ou em GC agar com 2% de suplemento de
Lankford (16), mantidas a 37°C por 24 ho-
ras, em atmosfera de CO. e entao rea-
lizada a sorologia por técnica de aglu-
tinacao em lamina, utilizando soros anti-
meningococos grupos A, B e C (Institute
Pasteur, Paris). Consideramos duas cate-
gorias de amostras nido grupadas: as auto-
aglutinaveis — que aglutinaram quando
testadas em solu¢ao salina — e as nao gru-
paveis — que nao aglutinaram com quais-
quer dos soros testados.

Pneumococos:/diplococos gram positivos,
causando alfa-hemoélise (em agar sangue)
e descoramento no meio C.AB. Sameados
em agar sangue, apresentaram positividade
ao teste de inibicao do crescimento pela
optoguina (cloreto de etil hidro-cupreina),
em discos de 50 ug.

Enterobactérias e Pseudomonas sp.:
bastonetes gram negativos, que repicados

‘em agar eosina-azul de metileno (DIFCO)

apresentaram crescimento, sendo o teste da
oxidase, se positivo, indicativo de Pseudo-
monas ou alguns outros grupos bacteria-
nos (17, Os bastonetes gram negativos cujo
teste da oxidase mostrou-se negativo, eram
entdo submetidos aos testes de fermentacio
da lactose e glicose, utilizacdo da uréia, pro-
ducao de H.S e indol e prova da mobilida-
de, conforme o esquema sumario de identi-
ficacdo de enterobactérias proposto por
Suassuna & Suassuna (24),

Hemofilos: bastonetes gram negativos,
frequentemente pleomoérficos, nio crescen-
do em meio de agar eosina-azul de metileno
(DIFCO) e apresentando crescimento em
agar Levinthal. Repicados em placas de
agar Mueller-Hinton (BBL) sangue de. car-
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neiro- a 5%, apresentaram teste de sateli-
tismo (2) positivo. A cultura de estafilococo
utilizada como fonte de fator V correspon-
deu a amostra Staphylococcus aureus 6538
P (ATCC).

Os cocos gram positivos da familia Mi-
crococacceae (Staphylococcus e Micro-
coccus) e os Streptococcus alfa hemoliticos,
foram rotineiramente considerados como
germes de contaminacao.

Testes de sensibilidade aos agentes an-
timicrobianos:

vrusao em agar: utilizamos o meio de
Mueller-Hinton (BBL) sangue de carneiro
a 5%, distribuido em placas de Petri, na
espessura de 5 mm, e adotando, nos testes,
afastamento, entre os discos, de 3cm. e
destes a borda da placa, a distancia de
2 cm.

Os inéculos foram padronizados para a
obtencdo de crescimento quase confluente,
pela diluicao de uma al¢cada do crescimento
de 24 hs, em caldo Mueller-Hinton (BBL),
em 3ml. de solucao salina. As placas eram
entdo semeadas com “swab” embebido na
suspensao em salina e pressionado nas pa-
redes do tubo, visando retirar o excesso de
vhqmdo

_Foram utlllzados Qs segumtes antlmlcro-
bianos: Penicilina G,( Cloranfemcol Ampl-
cilina, Kanammma, Gentamicina, Cefalon-
na, Rifampicina, Minociclina.e Sulfadiazi-
na. A metodologla adotada concentracoas
‘de antimicroblahos nos discos e critéflos de
‘mterpretagao dos testes foram os propostos

Senmbzhdade a Su;jadwzzna por dzluz-
¢do em ;ptacas - USamos..Q . melo ut111zado
para o teste de, dlfusa.o em, agar adiciona-
do .do sa1 sodlco de sulfadiazina (Farmita-
lia), nas. concentragoes finais .de- 1,0; 10,0
€.100,0 ug/ml, -

Os :inéculos utmzados foram analogos
a0s adotados no teste-'de-difusdo em agar,
“sendo. cada amostra ‘sémeada em ‘placas
adicionadas de fSulfadiazina e placas de
controle, destituidas do antimicrobiano. S6
foram consideradas sensiveis as amostras
que, crescendo no controle, mostraram au-
séncia .do meio adicionado de sulfa, apds
24 horas de incubacdo em atmosfera de
‘CO. -

RESULTADOS

No periodo referente ao presente estudo,
seguindo a rotina descrita, isolamos 356
amostras bacterianas, correspondentes aos
seguintes diagnodsticos: Neisseria meningi-
tidis, 281; pneumococos, 26: bastonetes
gram negativos, 18; hemofilos, 22; estrepto-
coco beta-hemolitico, 1 e enterococo, 1
amostra.

Considerando a idade dos pacientes (Ta-
bela I) e o isolamento de N. meningitidis,
encontramos 83% de casos ho grupo etario
de 0 — 25 anos, concentrando-se o maior

numero de casos entre os 6 — 10 anos.
Quanto aos pneumococos, 42% dos casos
ocorreram no grupo de 0 — 1 ano, ainda

ocorrendo isolamentos até os 20 anos, e dois
casos, tanto na faixa de 31 — 35 anos quan-
to em 41 — 45 anos. Dos achados de he-
mofilos, 63% situaram-se no grupo de 0 — 1
ano, 6 casos entre 2 — 10 anos, e dois ca-
sos de isolamento em pacientes com idades
de 23 e 58 anos. No que se refere aos bas-
tonetes gram negativos, em quase 50% dos
casos foram isolados do grupo. de 0 — 1
ano, em 22% -dos casos entre 2 — 10 anos
e os demais, -distribuidos -entre os grupos
etarios restantes. : .

A freqiiéncia de definicao etioldgica, con-
siderada a citometria global, foi de 3% nos
LCR entre 0.—:10 cels./mm’, de 16% .entre
11 —~ 1000 cels./mm* e 72% naqueles acima
de 1000 cels./mm’ (Tabela II).

“Quanto & procedéncin dos pacientes dos

‘quais isolarnos N. meningitidis, 58% ‘resi-

dem “hia ‘Guandbara, 38,5% no Estado do
Rio de Janeiro €°'3;5% nio tlveram apurada
sua resxdencxa (Tabela IIn.-

Das amostras de N.. menmgztzdzs 1sola-
das, 144(51%) pertencem ao grupo sorolo-
gico A 5 (2%) ab grupo B, 42 (14%) a0
grupo C € 12 (4%) consideradas nag tipa-
veis pelos soros dlspomvels (Tabef‘a“IV)

~ Os resultados do teste de squlblhdade
aos agentes. antimicrobianos, em: d;sco, Te-
velaram, em 44 amostras de N.. memngztzdzs
testadas, sensmmdade a todos os .agentes
utilizados, exceto .1 amostra de moderada
sensibilidade e 1 amostra resistente .4 Ka-
namicina (Tabela V).

Quanto aos testes em placa, com dilui-
¢oes de sulfadiazina, de 96 amostras de
meningococos, 100%. foram sensiveis a con-
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Tabela I — Correlacao entre grupo etario e isolamecnto de microrganismos do LCR.

Microrganismos
Grupo etario
{(anos)
Neisseria J Pneumococo Hemoéfilo BGN *
0— 1 19 11 14 9
2 — 5 44 2 4 2
6 — 10 60 2 2 2
11 — 15 43 3 —_ —_
16 — 20 41 2 — _
21 — 25 25 — 1 —
26 — 30 14 —_— — 1
31 — 35 9 2 — 1
36 — 40 8 — —_ —
41 — 45 2 — —
46 — 50 5 — 1
51 e mais 5 —_ 1 2
ignorado 6 2 — —
TOTAL 281 26 22/ 18

* enterobactérias e bastonetes gram negativos oxidativos.

centracdes de 100 ug/ml, 100% resistentes
a 1 ug/ml. e 44% sensiveis a 10 ug/ml. (Ta-
bela VI).

As taxas de resisténcia & sulfadiazina,
coniorme o grupo sorolégico -de meningoco-
co (A, B e C), foram de 20,5% no grupo A,
66% no grupo B, 98%.no grupo C.e 50% na
categoria das ndo grupadas (autoaglutiné-
veis e nao tipaveis), conforme a Tabela VII.

Observanda a distribuicdo mensal de ca-
sos, verificamos que, de janeiro de 1973 a

junho de 1974, ocorreram entre 29 e 67 ca-"

s0s suspeitos:de meningoencefalite. Neste
mesmo periodo, a freqiiéncia de casos in-
ternados variou entre 26 a 48 casos por més,
com excecao de julho de 1973, onde ocorre-
ram cerca de 2 interna¢oes por dia. A par-
tir de julho de 1974, o numero de casos por
dia elevou-se, sendo de 2,5 casos em média
naquele més, e atingindo o climax em ja-

neiro de 1975, com a média de 10 casos-

puncionados e 6 internados, por dia. Em
fevereiro sucedeu notavel declinio na fre-
giiéncia de casos suspeitos e casos interna-
dos (média de 4 puncoes e 3 internacoes,
por dia), 0 que corresponde a menos da me-
tade das ocorréncias de janeiro (Grafico I).

DISCUSSAO -

Exame bacterioscopico do LCR: Em de-
corréncia da possibilidade de obter-se diag-
nostico etiologico precoce, visando instala-
cdo de terapéutica especifica e avaliacdo da
evolucio e prognostico clinicos, tornou-se
rotineiro, no processamelito laboratorial
das meningoencefalites, a - observa¢io mi-
croscopica do sedimento do LCR, geralmen-
te corado pelo método de Gram e suas va-
riagoes: ou pelo azul de metileno, com a

finalidade precipua de pronta resposta ao

clinico (5, 6), ) -

No entanto, mesmo considerando a sua
feitura dentro de todos os critérios técnicos
aconselhaveis, é fato estabelecido as limi-

tagdes que a bacterioscopia do LCR apre-

senta. Estas decorrem, basicamente, de er-
ros de observacao e interpretagido decorren-
tes de variacbes da afinidade bacteriana
aos corantes, pleomorfismo dos microrga-
nismos, interferéncia de restos celulares na.
visualizagdo das bactérias ou agdes deleté-
rias, por enzimas e produtos liberados nos
exsudatos, sobre as caracteristicas morfo-
tintoriais dos microrganismos.
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Tabela II — Correlacao entre densidade celular dos LCR examinados e fregiiéncia de isolamento de microrganismos.

Microrganismos isolados

Citometria global Numero de
(células/mm?) casos TOTAIS
N. meningitidis D. pneumoniae Haemophilus sp. BGN*
0— 10 204 5 (25%) 1 (0,5%) — 1 (0,5%) 7 (3% )
11 — 100 117 9 (15%) 2 (1,5%) — 4 (3% ) 15 (12% )
101 — 500 112 T (6,5%) 6 (5,5%) — 1 (1% ) 14 (13% )
501 — 1000 69 9 (13% ) 1 (1,5%) 6 (8,5%) 3 (4,5%) 19 (27,5%)
> 1000 388 247 (63,5%) 13 (3,5%) 16 (4% ) T 2% ) 283 (712% )
sem registro 110 4 (35%) 3 3% ) —_ 2 2% ) 9 (8% )
TOTAIS 1000 281 (28% ) 26 3% ) 22 2% ) 18 2% ) 347 (35% )

* inclui enterobactérias e bastonetes gram negativos cxidativos.
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Tabela III — Correlag¢io entre isolamentos de N. meningitidis ¢ local de domicilio dos

pacientes.

Domicilio Meningite meningocoécica (%)
Guanabara 163 58,0%
Rio de Janeiro 108 38,5%
Ignorado 10 35%

TOTAL 281 100,0%

Tabela IV — Discriminacado sorologica das amostras de N. meningitidis

Grupo sorolégico N.° de amostras (%)
A 144 51%

B 5 2%

C 42 14%
nao-grupaveis 12 4%
auto-aglutinaveis 43 15%
nio testadas 35 12%
TOTAL 281 100%

Tabela V — Acdo de varios antimicrobianos sobre 44 amostras de N. meningitidis, utili-
zando método de difusio em agar (Kirby & Bauer),

Amostras
Agentes
antimicrobianos Sen51}7e1s Moderada sensibilidade Resistentes

no (%) ne (%) no (%)
PENICILINA G 44 (100) 0 0
KANAMICINA 42 (95) 1 (2,5 1 (2,5)
CLORANFENICOL 44 (100) 0 1]
AMPICILINA 44 (100) 0 0
RIFAMPICINA 44 (100) 0 0
MINOCICLINA 44 (100) 0 0
GENTAMICINA 44 (100) 0 1]
CEFALOTINA 44 (100) 0 0
SULFADIAZINA 44 (100) 0 0
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Tabela VI — Acéo de diversas concentracdes de sulfadiazina sodica sobre 96 amostras de

N. meningitidis.

Concentracoes (ng/ml.)
Amostras 1 10 100
no (%) ne (%) n.e (%)
Resistentes 96 (100) 54 (56) 0
Sensiveis 0 42 (44) 96 (100)

Assim € que McCarty (19) e Briody (5
apontam, dentre algumas das causas de er-
ro na avaliacdo bacterioscépica do LCR, a
demora na fixacido dos esfregacos, permi-
tindo autdlise de certos microrganismos,
como neissérias, hfméﬁlos, etc. Por outro
lado, é conhecida a interferéncia nociva de
radicais acidos nas técnicas comuns de co-
loracao, sendo esta condicdo normalmente
encontrada em exsudatos, pelo acamulo de
4cido latico e outros produtos (20).

Evidentemente, tais variaveis podem
comprometer seriamente a fidelidade e cre-
dibilidade de diagnosticos etiolégicos de
meningoencefalites que se baseiem exclu-
sivamente em achados bacterioscopicos, le-
vando & confusdo diagndstica, ma orienta-
¢ao clinica e erros na avaliacdo epidemio-
loégica da doenca. )

Na ‘I'abela VIII, podemos verificar que,
dentre os trés agentes bacterianos mais
freqiientes em meningoencefalites, os diplo-

cocos gram negativos apresentam o maior
percental (51%) de achados concordantes
entre bacterioscopia e cultura, bem como o
maior percentual (38%) de bacterioscopias
falso-negativas. Quanto aos dados de bac-
terioscopia conflitantes com o cultivo, va-
riam de 16% para os diplococos gram ne-
gativos até 57% para os diplococos gram
positivos. Desta forma, torna-se clara a ni-
tida tendéncia da bacterioscopia, caso seja
considerada como pariametro suficiente pa-
ra definir o diagndstico etiologico, em atri-
buir falsas etiologias.

Por outro lado, se tomarmos em con-
junto os achados conflitantes e os achados
falso-negativos da bacterioscipia, verificare-
mos que a margem de erro da técnica é
muito elevada, variando de 49% (diploco-
cos gram negativos) a 7T19% (diplococos
gram positivos). Assinala-se que os nos-
sos achados de bacterioscopias falso-nega-
tivas s&o praticamente superponiveis aque-

Tabela VII — Freqiiéncia de resisténcia & sulfadiazina sédica (10 ug/ml.) em relacao ao
grupo sorolégico de meningococo.

Grupos sorolégicos

A B (o] nao-grupaveis auto-aglut.
N.© de amostras 39 3 37 3 14
Resistentes 8 2 36 1 7
Freqiiéncia de
resisténcia (%) 20% 66 % 98% 33% 50%
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Tabela VIII — Comparacio entre os resultados de bacterioscopia (Gram) e os achados
de cultura, em 142 liquores em que se isolou agente bacteriano.

Bacterioscopias
Microrganismos N.9 de culturas
isolados positivas

concordantes conflitantes negativas
N. meningitidis 111 57 (561% ) 18 (16 ) 36 (33% )
D. pneumoniae 7 2 (28,5%) 4 (57% ) 1 (14,5%)

bastonetes gram
negativos * 24 10 (42% ) 10 (42% ) 4 (16% )
TOTAL 142 69 (48,5%) 32 (22,5%) 41 (29% )

* Incluem heméfilos, enterobactérias e bastonetes gram negativos oxidativos.

les citados por Bryodi, em 1974 (5), que
publica resultados de 38% para diplococos
gram negativos, 16% para bastonetes gram
negativos e 14% para os diplococos gram
positivos.

Para availarmos se as margens de erro
detectadas seriam intrinsecas ao método
ou decorrentes de falhas de observag¢ao ou
de manimulac¢do técnica, selecionamos 181
bacterioscopias de LCR com culturas nega-
tivas, realizadas no mesmo periodo e com
0s mesmos corantes e procedimentos téc-
nicos adotados nos exames discriminados
na Tabela VIII.

Em termos de densidade celular, tal
amostragem de LCR era composta, em 49%,
por liquores entre 0 — 100 células/mm, em
28%, entre 101 — 1000 cels./mm® e em 23%,
acima de 1001 cels./mm®. Em 70% destes
liquores, os resultados de bacterioscopia e
cultura foram coincidentes (ambos negati-
vos), 0 que atesta a qualidade técnica: da
observagido e as limitacoes do método.

No que diz respeito 4 discriminacéo dos re-
sultados de bacterioscopia conflitantes com
a cultura (Tabela VIII), para os diplococos
gram positivos, o erro consistiu, em 3 casos,
em atribuir gram negatividade ao germe,
€ em seguida, enquadra-lo na categoria mor-
fo-tintorial mais semelhante e, numerica-
mente, freqiiente: “diplococos gram nega-
tivos”. E sabida a acentuada tendéncia a
gram-labilidade apresentada pelos pneumo-
cocos, que tendem a assumir, & semelhanca

dos estafilococos, coloracao gram negativa
em exsudatos purulentos. Tal tendéncia é
minimizada quando utiliza-se, como o fize-
mos rotineiramente, soluges de bicarbonato
de sodio na coloracdo de Gram (modifica-
c¢ao de Kopeloff-Beerman).

Quanto aos bastonetes gram negativos,
em 6 casos, o erro consistiu em atribuir-lhes
morfologia de ‘“diplococos”. Como ja esta-
belecido na literatura, é-dcentuada a ten-
déncia do género Haemophitus ao pleomor-
fismo, com formas cocoides, delicadas e de
coloracio bipolar, causando, com freqiién-
cia, erros de apreciagao (5, 27).

Em relacdo aos diplococos gram negati-
vos, em 9 casos, os achados conflitantes de
bacterioscopia e cultura resultaram de atri-
buir-se gram-positividade ao germe visuali-
zado, e em 6 casos, confundi-los com formas
cocoides de bastonetes gram negativos.

Cultura e identificagdo dos microrganis-
mos isolados do LCR: A escolha e forma de
acondicionamento dos meios de cultura ado-
tados orientou-se, fundamentalmente, em
permitir o isolamento de ampla gama de
agentes bacterianos causadores de menin-
goencefalites, promover vigoroso crescimen-
to de germes considerados de dificil isola-
mento, como os do género Haemophilus e
preencher requisitos de economia e simpli-
cidade. A par destas vantagens, a constan-
cia das caracteristicas culturais e padrao de
crescimento apresentados nestes meios, pe-
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los principais agentes bacterianos envolvi-
dos no quadro infeccioso, permitia estabe-
lecer diagnésticos presuntivos em tempo re-
lativamente curto e com grande margem
de acertos, com indiscutiveis beneficios pa-
ra os pacientes.

Paralelamente 3 utilizacao de tal esque-
ma, adotamos procedimentos que previam a
semeadura do LCR em curto espaco de tem-
po apds a colheita, pela atividade diuturna
continua, proximidade e integracdo do la-
boratorio com as equipes de plantio na ad-
missdo de casos suspeitos.

" A utilizagio de atmosfera de CO. para a

se técnica bastante simples, barata e eficaz.
Recentements, James-Holmquist et al. (15),
realizando estudo comparativo de algumas
técnicas destinadas a fornecer a atmosfera
de: CO,, puderam verificar a nitida superio-
ridade do método da vela sobre os demais,
particularmente para representantes do gé-
nero Neisseria. Por outro lado, a utilizacéo
de atmosfera de CO: a 3-4% é extremamente
benetica ao isolamento de heméfilos (2, 10, 27),
de estreptococos (23) e de pneumococos (4),
além de nao interferir no crescimento de
outros. microorganismos encontradicos em
meningoencetalites purulentas.

‘No que diz respeito & utilizacdo de tubos
de 16x180 para acondicionar os meios, em
supertficie inclinada, embora nao nos pareca
ter interferido significativamente na efica-
cia ‘do metodo, certamente nio contribuiu
para que fosse minimizado o problema de
caracterizacio de contaminantes ou aumen-
tadas as chances de isolamento em liquo-

res contendo poucos germes viaveis, o que
poderia decorrer da utilizacdo de placas de
Petri.

Como demonstra a Tabela II, o esquema
de processamento bactcriolégico adotado
permitiu-nos obter altos percentuais de iso-
lamento de agentes bacterianos, particular-
mente na fajxa de LCR com celularidade
acima de 1001 células/mm® bem como sig-
nificativa taxa de isolamentos (3%) em
LCR claros, com contagens celulares varian-
do de zero a 10 células/mm?®. Desta forma,
parece-nos confirmar-se a validade do pro-
cessamento bacteriolégico de toda amostra
de LCR, mesmo se definida macroscopica-
mente como “liquor claro”, particularmente
quando, na citometria, apresente granulo-
citos.

Quanto ao padrio de crescimento bac-
teriano nos meios utilizados, foi possivel ob-
servarmos que, de 286 amostras de N. me-
ningitidis isoladas de LCR, 71 (25%) cresce-
ram exclusivamente em C.AB. enquanto
215 (75%) desenvolveram-se igualmente bem
agar Levinthal. Desta forma, ressaltamos
a importancia do'meio C.A.B., em nossa ro-
tina, ao suprir as exigéncias culturais de
significativa parcela de amostras de Neisse- -
ria meningitidis.

No que diz respeito ao género Haemo-
philus, a utilizacdo do agar Levinthal foi
decisiva, permitindo, em quase todos os ca-
sos de isolamento do agente, crescimento
vigoroso, confluente ou em colénias bem
individualizadas, em 24 horas ou menos. No
entanto, em nenhum caso ocorreu, no meio
C.AB,, crescimento marcante, em 24 horas,
de heméfilos.
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Uma vez isolados em agar Levinthal,
eram os hemofilos repicados em placas de
agar Mueller-Hinton sangue a 5% para a
realizacao do teste de satelitismo, o que fa-
cultou-nos avaliar a eficacia do agar sangue
em permitir o crescimento das amostras iso-
ladas de LCR. Mesmo em 48 horas de ob-
servacio, dentre 25 amostras assim repi-
cadas, nenhuma delas desenvolveu-se, exce-
to em torno do ponto de inoculacio e cres-
cimento da cultura de Staphylococcus au-
reus 6538P.

Tais resultados apenas confirmam a li-
teratura pertinente, pois, como salientam
Alexander (2) e Young (27, quase todos o0s
“hemofilos, especialmente o mais fregiiente
em meningoencefalites (Haemophilus in-
fluenzae), requerem os fatores X e V para
0 seu crescimento, sendo recomendavel o
acrescimo, ao agar sangue, do fator vV (di-
fosfopiridina nucleotideo — DPN). Conti-
nuam ainda os autores, ressaltando que
particularmente na bacteriologia das me-
ningoencefalites, 0 uso de agar Levinthal,
para o isolamento de hemofilos, torna-se
recomendavel, pelas razoes discutidas.

Quanto aos pneumococos, cnterobacté-
rias e demais microrganismos isolados de
LCR, nio detectamos nenhuma acio inibi-
dora aparente dos meios de cultura, desen-
volvendo-se igualmente bem em ambos os
meios. Apenas cabe ressaltar que os pneu-
mococos, quando crescendo em C.AB., re-
velam aspecto colonial e padriao de hemo-
lise bastante peculiares, orientando o diag-
néstico presuntivo.

No que concerne a caracterizacdo bio-
quimica -das amostras de N. meningitidis
isoladas, incluimos, na nossa rotina, o teste
de fermentagado de lactose em paralelo aos
da glicose, maltose e sacarose. A utilizagéo
de lactose justifica-se, particularmente, na
pesquisa de portadores, onde, mesmo utili-
zando-se meios adicionados d2 antibidticos,
isola-se com freqiiéncia Neisseria lacta-
micus, cujo padrdao biogquimico soment= di-
fere de meningococos pela fermentacio da
lactose ou utilizagdo do ONPG (9, 14), além
de reagir, a semelhanca dos meningococos,
com soros aglutinantes anti grupo B (7) e
crescer em meios adicionados de inibidores,
usados rotineiramente na pesquisa de me-
ningococos (20).

Na realizacdo dos testes de fermentacéo,
em meio C.T.A., nao procedemos a adicédo
de soro de coelho, como classicamente des-

crito (26), nao sucedendo, porém, em quase
200 amostras submetidas a estudo biogui-
mico, nenhuma que deixasse de desenvol-
ver-se no meio. No entanto, utilizamos sem-
pre inoculos generosos, com picadas pouco
profundas (cerca de 1cm.), e consideramos
na maior parte dos casos as reagoes de 48
horas, cuja nitidez é apreciavel.

Em relagido aos bastonetes gram negati-
vos suspeitos de pertencerem a familia En-
terobacteriaceae, uma vez submetidos aos
testes bioquimicos sumarios descritos por
Suassuna & Suassuna, em 1969 (24), foram
grupados nos diversos géneros e tribos que
compoéem a familia. Assim, de um total de
15 amostras testadas, 6 (40%) correspon-
diam ao género Proteus, 4 (27%) a tribo
Klebsiellaz, 4 (27%) eram Escherichia coli
el (7%) a tribo Salmonellae.

Quanto aos bastonetes gram negativos
qgue apresentaram reacado positiva ao teste
da oxidase, tiveram avaliadas as suas ca-
racteristicas bioquimicas de acordo com es-
giiema proposto por King (17). Foram 3 as
amostras assim estudadas, sendo duas de-
las reconiecidas como Pseudomonas sp.

Distribuicdo dos agentes por faixa etd-
ria: Para N. meningitidis, verificamos que
207 casos (74%) situaram-sz entre 0 — 20
anos de idade. Na faixa etaria compreen-
dida entre 0 — 5 anos, rotineiramente re-
ferida como aquela de predilecio das me-
ningoencefalites meningocécicas, nossa fre-
glidncia de casos fol da ordem dz 22%, di-
versa daquelas descritas por autores como
Bryodi (), para os Estados Unidos (48%)
ou Le Viguellaux (18), para a Franca (60-
-65%).

Discriminando nossos achados, pelas di-
versas faixas etarias, verificaremos, entre
0 — 1 ano, valores de 7% ; 2 — 5 anos, 16%;
6 — 15 anos, 37%; 16 anos e mais, 39%.
(Tabela I)

Dos dados expostos, ressalta a nitida
tendéncia a maior freqiiéncia de casos nas
faixas etarias mais elevadas, com acentua-
do predominio nos grupos etarios acima de
6 anos. Em termos relativos, a maior con-
centracdo de casos situa-se na faixa entre
6 e 15 anos. Tais achados sio comparaveis
aqueles obtidos em Sao Paulo, por Morais
et al, em 1974 (22),

No entanto, ao confrontarmos as fre-
qiiéncias de casos por faixa etarias obtidas
por nos com aquelas detectadas em regides
tropicais, como no “cinturido meningitico”
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do Saara, verificaremos padroées bem diver-
so0s. Assim € gque Le Viguellaux (18) cita da-
dos obtidos no Alto-Volta, em 1970, em que
definem-se valores de 14 — 15% para a fai-
¥a de 0 — 1 ano, 25 — 27% para 2 — 4
anos, 41% para 5 — 15 anos € apenas 19%
para maiores de 15 anos. Como se Vé, em-
bora o predominio relativo situe-se em gru-
po similar ao por nés verificado, os valores
para os grupos etarios mais jovens (0 — 1
ano) e de maior idade (15 anos e mais),
sao, respectivamente, superiores e inferio-
res aos nOSsos.

Quanto a uma possivel difereng¢a na dis-
tribuicdo dos grupos sorolégicos de menin-
gococo Dpelas diversas faixas etarias, nao
nos tol dado observar quaisquer variacgoes
signiticativas.

Para o género Haemophilus, em 18 casos
(82% ), foram isolados do grupo entre 0 — 5
anos, ocorrendo achado interessante que
consistiu no isolamento do microrganismo
do LCR de dois pacientes adultos contando
23 e 58 anos de idade, o0 que constitui ocor-
réncia para (i1),

Entre as enterobactérias, de um total de
15 amostras isoladas; 7 casos (47%) situa-
vam-se na faixa de 0 — 1 ano, e um total
de 11 casos (73%) foram obtidos de pacien-
tes até 7 anos de idade. Os 4 casos restan-
tes foram isolados de pacientes com 30, 50,
52 € 83 anos de idade.

Para Escherichia coli, '15% dos casos fo-
ram obtidos de criancas abaixo de 7 anos
de idade, e para o género Proteus, em 83%
dos casos os pacientes contavam entre 1 e
3 meses de idade.

Caracterizagdo sorolégica de meningoco-
cos e resisténcia aos antimicrobianos: Ao
gruparmos sorologicamente as amostras de
WN. meningitidis envolvidas no atual surto
epidémico, pudemos observar, de junho de
1974 a janeiro de 1975, nitida predominan-
cia, do grupo sorolégico A sobre o grupo C,
na proporcao de 3 a 4:1 (Tabela IV).

Porém, ao levarmos em conta o predo-
minio, no atual surto, da etiologia menin-
gocéeica e o fato de que os meningococos
do grupo C correspondem a cerca de 14%
dos isolamentos do microrganismos, pode-
mos supor que a maior parte dos casos cli-
nica e laboratorialmente suspeitos de me-
ningoenfalite bacteriana devem ter etiolo-
gia meningocécica, o que sugere a ocorrén-
cia, para o grupo sorolégico C, de curva epi-
démica proépria.

E também importante ressaltar que
aproximadamente 1/5 das amostras de N.
meningitidis sorologicamente testadas (246)
pertencem a categoria de néo-grupadas,
sendo ai incluidas tanto as cepas nédo-gru-
paveis (pelos soros aglutinantes A, B e C)
como as auto-aglutiniveis, com freqiiéncias
de, respectivamente, 5% e 17% (Tabela IV).

Naturalmente, seria de esperar-se con-
sideravel reducdo na freqiiéncia de cepas
nao-agrupaveis, caso utilizissemos antiso-
ros para os grupos sorolégicos X, Y e Z,
principalmente associados a portadores.

Hollis, Wiggins & Schubert (13), testando
299 amostras de meningococos contra os so-
ros A, B e C, verificaram percentual de
amostras nao-grupaveis da ordem de 12%,
bem acima da freqiiéncia de 5% obtida por
nos. No entanto, é valido lembrar que par-
te da amostragem testada por aqueles auto-
res provinha de portadores (nasofaringe ou
escarro), onde é sabidamente admitida a
grande participag¢do dos grupos X, Y e, par-
ticularmente, grupo Z.

No que concerne aos testes de avaliagao
da sensibilidade dos meningococos aos agen-
tes ‘antimicrobianos de uso corrente, quer
na quimioprofilaxia quer no tratamento
das meningoencefalites, ficou demonstrada
completa sensipoilidade a malor parte dos
antimicrobianos testados. No entanto, cabe
assinalar a inadequacdo do teste de avalia-
cao da sensibilidade as sulfas quando rea-
lizado pela técnica de difusio em discos,
mesmo quando este é adequadamente con-
trolado (Tabela V).

Ao serem testadas contra sulfadiazina
sodica, pelo teste de diluicio em agar, as
amostras de N. meningitidis revelaram alto
grau de resisténcia ao quimioterapico, sen-
do todas elas resistentes a concentragido de
1 pg/ml. e apenas 44% sensiveis a concen-
tracoes de 10 ug/ml. (Tabela VI).

Quanto a correlacdo entre grupo soro-
légico e de meningococo e resisténcia & con-
centracdo de 10 ng/ml. de sulfadiazina so-
+dica, verificamos marcante resisténcia exi-
bida pelo grupo C (95%), enquanto o grupo
A revelava mais discreto grau de resistén-
cia (28). Abbott & Graves (1), pesquisan-
do amostras isoladas entre 1966 e 1971,
na Inglaterra e Irlanda, verificaram situa-
cao inversa a descrita por nos, com nitido
predominio de resisténcia no Grupo A, em
comparacao ao grupo C.
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No entanto, no que se refere a alta re-
sisténcia a sulfadiazina sédica demonstra-
da pelo grupo C, nossos achados sdo prati-
camente idénticos aqueles obtidos por Mo-
rais et al. (22), para amostras isoladas em
Sdo Paulo e testadas no Center for Disease
Control (CDC), que definiu valores de resis-
téncia, para 10 ug/ml. de sulfadiazina sodi-
ca, da ordem de 95%.
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SUMMARY

Data from the pre-epidemic period and from the present epidemic of menin-
gococcal meningoencephalitis in the Great Rio de Janeiro area are presented.
A thousand suspected cases were bacteriologically ctudied after lumbar spinal
puncture at the Hospital Estadual Sdo Sebastido, in Rio de Janeiro.

diming at a rapid and simple diagnostic procedure to be applied to spinal
fluids errors and hazards of some techniques, based on stained microscopic slides
and limited choice of culture media, are discussed.

Isolation of etiologic agents varied from three per cent in specimens with
less than 10 white cells/mm’ to 72 per cent with fluids containing more than a
thousand cells/ymm’. The distribution of 356 isolated strains corresporded to:

Neisseria meningitidis (281); Haemophilus sp. (22);

Enterobacteriaceae (15);

pneumococci (26); Gram-negative oxidative rods (3); beta hemolytic streptococ-

ci (1) and enterococci (1).

Serologically the meningococci corresponded to 51 per cent group A, 2 per
cent group B and 14 per cent group C strains. The remaining strains were not
grouped with the mentioned available diagnostic sera or demonstrated sponta-

neous agglutination.

Very few cases of resistance to antibiotics were found by using the diffusion
-sensitivity tests with discs of the common antimeningococcal drugs. Sulpha-
diazine resistence was frequent, however, particularly within the group C me-
ningococcal isolations, when the dilution tests in solid media, according with the
Food and Drug Administration (U.S.A.) instructions were employed.
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