Rev. Inst. Adolfo Lutz,
61(1):45-49, 2002 ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Contribuicido de amostras de sangue no diagnostico laboratorial
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Contribution of blood samples in laboratorial diagnosis of
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RESUMO. Foram estudados retrospectivamente 73 casos de doenga meningococica (DM), dos quais,
analisou-se amostras de liquido céfalorraquidiano (LCR) e de sangue, empregando-se as técnicas de
cultura e pesquisa de antigenos polissacaridicos, através da contraimunoeletroforese (CIE) e pela reacdo
de aglutinacdo de particulas de latex sensibilizadas por antissoros especificos (LA). Os resultados
laboratoriais revelaram que 45,2% das amostras foram positivas através da analise do LCR; 41,0% foram
positivas pela analise do LCR, hemocultura e/ou soro e 13,6% foram positivas através da analise de
hemocultura e/ou soro. Quanto ao tipo de exame realizado com o sangue, notou-se que 35,2% dos casos
foram positivos pela hemocultura, e quando se pesquisou o antigeno no soro dos pacientes, obteve-se
24,6% de positividade pela CIE e 46,7% pelo LA. Constatou-se que 13,6% dos casos, s¢ tiveram a confirmago
laboratorial, através dos exames realizados em amostras de sangue, destacando-se assim, a importante
contribuicdo desse tipo de material na identificagdo do agente etioldgico e no aumento da positividade do
diagnostico laboratorial da DM.
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INTRODUCAO

A doenca meningocdcica (DM) foi descrita em 1805, em
decorréncia a um surto ocorrido em Genebra na Suica, porém o
agente etioldgico, a bactéria Neisseria meningitidis ou
meningococo, so6 foi identificado em 18871

Esse agente pode infectar de forma aguda o organismo
humano, atingindo principalmente criangas com menos de cinco
anos ou adultos jovens, levando a um quadro de meningite, que
¢ a forma sintomadtica mais freqliente. Por outro lado, a
meningococcemia pode acompanhar a meningite ou se
manifestar de maneira fulminante sem o envolvimento das
meninges':?,

Assim, a DM € confirmada quando, além do diagndstico
clinico, forem realizados exames laboratoriais para o isolamento
da bactéria Neisseria meningitidis em liquido
céfalorraquidiano(LCR) e/ou sangue ou na detecgdo de
antigenos meningococicos no LCR e/ou soro, através dos testes
de contraimunoeletroforese (CIE) e de latex'2.

O diagnostico laboratorial realizado com o LCR e sangue,
além de confirmar o diagndstico clinico, tem também relevante
importancia epidemioldgica, pois permite a identificagdo do
sorogrupo prevalente numa populagdo e consequentemente
oferece subsidios para sua profilaxia, e ainda, possibilita a
classificagdo da DM direcionada ao sistema da Vigilancia
Epidemiologica® 2.

Desse modo, o escopo do presente trabalho foi
demonstrar o incremento do diagndstico laboratorial da DM,
obtido pela utilizagcdo de amostras de sangue, empregando-se
para esse fim, a hemocultura e/ou reagdes imunologicas no
SOT0.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados retrospectivamente e caracterizados
por um ou mais métodos laboratoriais, 73 casos de DM,
provenientes de cidades do Vale do Paraiba e Litoral Norte/SP e
que foram encaminhados ao Setor de Bacteriologia do
Laboratdrio I do Instituto Adolfo Lutz (IAL) de Taubaté, no
periodo de 1996 a 2000

1. Métodos Laboratoriais
1. 1. Cultura de liquido céfalorraquidiano

Foram semeadas 5 a 10 gotas da amostra em agar
Mieller-Hinton chocolate 5% (sangue de carneiro), incubando-
se 0 material em atmosfera e umidade de 5 a 10% de CO,a 35-
37°C por 24-48 horas. Para a identificacdo da bactéria, apos
seu isolamento, procedeu-se a bacterioscopia pelo método de
Gram modificado por Hucker; prova de oxidase; utilizagdo de
carbohidratos (dextrose, maltose, lactose e sacarose) e
aglutinacdo em ldmina com os soros aglutinantes anti-
meningococo grupo especifico. Foram considerados positivos,
0s casos em que se observaram bactérias com morfologia de
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diplococos gram-negativos, tendo prova de oxidase positiva,
utilizando dextrose e maltose e aglutinando com um dos soros
especificos A, B ou C’.

1.2. Hemocultura

O sangue coletado no momento da internacdo foi
semeado imediatamente em meio de cultura “Probac” numa
quantidade correspondente a 10% do volume do meio e incubado
a35-37°C. Sub-culturas foram realizadas apds 24 horas a 7 dias
de incubagdo em agar Miieller-Hinton chocolate 5% (sangue de
carneiro) e para as sub-culturas positivas, usaram-se as mesmas
técnicas de identificagdo preconizadas pelo Ministério da Satide’
para a cultura de LCR.

1. 3. Contraimunoeletroforese

A pesquisa de antigenos no liquido céfalorraquidiano e
soro por esse método foi realizada em fita de acetato de celulose,
usando tampao TRIS em pH 8,6, empregando-se forca idnica
iguala 0,113; 0,05 M com a fonte ajustada para 30 mA e a corrida
marcada para 10 minutos. Posteriormente, a fita foi lavada com
solugdo fisiologica a 0,85%, durante | hora, seguida da coloragéo
com Ponceau S durante 5 minutos e descoloragdo com acido
acético a 5% para a leitura da corrida eletroforética. Os antissoros
aglutinantes e precipitantes de anti A, B, C e antigenos
especificos foram fornecidos pelo Instituto Adolfo Lutz Central
- Sao Paulo.

1. 4. Teste de Aglutinacgdo de latex

Para a pesquisa de antigenos de meningococo no LCR e
soro, empregou-se o kit (Slidex meningite-kit 5 Biomérieux)
seguindo-se as normas do fabricante. O principio do método
baseia-se na aglutinagdo em laminas, quando se aplica sobre o
material bioldgico estudado, reagentes contendo particulas de
latex sensibilizadas por antissoros especificos A, B e C.

RESULTADOS

Verificou-se que em 38 (52,0%) casos foram
encaminhadas amostras de LCR, hemocultura e soro, nas quais,
foram processadas todas as provas laboratoriais descritas. Em
5 (6,8%) casos, ndo foram encaminhadas amostras de
hemocultura. De 8 (10,9%) pacientes ndo foram enviadas
amostras de soro. Em 22 (30,1%) casos que foram positivos na
cultura de LCR, nio foi realizado o teste de latex no soro e/ou
LCR por falta de reagentes ou insuficiéncia de material (figura
D).

Analisando individualmente os exames realizados em
cada tipo de material encaminhado ao laboratorio, observa-se
na figura 2 que a positividade da cultura de LCR foi de 78,0%
(57/73),do LA 55,7% (39/70) e da CIE 43,8% (32/73). No soro,
constatou-se que 24,6% (16/65) das amostras foram positivas
na CIE e 46,7% (20/43) na LA. Do total de hemoculturas
realizadas, 35,2%(24/68) foram positivas.
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E CIE+LA+cult.* de LCR, sg** e soro
B CIE ¢ LA no LCR e soro+cult. no LCR

O CIE e LA no LCR+cult. de LCR e sg
O cult. de LCR+sg+CIE no LCR e soro

8(10,9%)

* cult = cultura
** sg = sangue

Figura 1. Distribuicdo do numero e percentual das analises
realizadas nos 73 casos de DM no Laboratério I de Taubaté no
periodo de 1996 a 2000.
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Figura 2. Distribui¢do do percentual de positividade de DM,
segundo o tipo de material examinado e o método laboratorial
empregado. [AL-Taubaté, 2002.
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Figura 3. Distribui¢do do percentual da positividade obtida
nos 73 casos de DM, segundo o tipo de material analisado.
IAL-Taubaté, 2002.

Considerando-se os 73 casos estudados, a figura 3
mostra que 33 (45,2%) foram positivos s no LCR; 30 (41,0%) no
LCR e na hemocultura e/ou soro; 10 (13,6%) foram positivos
apenas na hemocultura e/ou soro.

Em relacdo aos sorogrupos de N. meningitidis
identificados nos 73 casos estudados, constatou-se que
32(43,8%) eram do sorogrupo B e 41(56,1%) do sorogrupo C.

DISCUSSAO

Embora o Centro de Referéncia Nacional para
Meningites/IAL e Centro de Vigilancia Epidemiolégica do Estado
de Sao Paulo preconizem a coleta do LCR, sangue para
hemocultura e soro para o diagnéstico de DM, verificamos em
nosso estudo que nem todas as amostras foram encaminhadas
pareadas (figura 1). No entanto, ressaltamos que, quando foi
possivel a realizacdo de qualquer uma das provas laboratoriais
usando o sangue como material, houve um acréscimo na
obtencdo do diagndstico da DM (figura 3).

Os exames realizados no LCR revelaram que a
positividade maior foi obtida na cultura com 78,0%, seguida da
LA com 55,7% e de 43,8% na CIE (figura 2). Esses dados sdo
semelhantes aos descritos por Rocha et al. (1999)!° que
confirmaram uma positividade de 87,4% na cultura de LCR e
54,8% na CIE, afirmando que, apesar das dificuldades da coleta,
transporte e semeadura do LCR na cultura, essa teve um 6timo
desempenho, considerando-se a proposta da melhoria do
diagnéstico das DM. Por outro lado, os mesmos autores afirmam
que a menor positividade da CIE pode estar associada a menor
quantidade de antigeno bacteriano no inicio da doenga e mais
especificamente, em relagdo ao sorogrupo B, por problemas
relativos a pouca imunogenicidade daquele polissacaride
bacteriano. Kemp et al. (1998)° obtiveram percentuais mais baixos
de positividade na cultura de 61,5% e 38,8% na CIE. Amostras
de LCR analisadas através LA por Weiss et al. (2001)"3, revelaram
um percentual de apenas 3,8% de positividade, enquanto Alkmin
et al. (1995)!, em estudo avaliando o teste de latex comparado a
outras metodologias empregadas relatam 5,2% de positividade
no teste para N. meningitidis C e 23,4% para N. meningitidis B,
valores superiores aos percentuais encontrados na cultura e
dessa forma referendando a aplicacdo do teste por sua
simplicidade e rapidez.

Quanto a positividade nas amostras de soro, observou-
se um percentual de 24,6% na CIE, valor esse, superior aos
12,0% descrito por Alkmin et al. (1996) num estudo de avaliagéo
da eficiéncia das técnicas empregadas para o diagndstico
laboratorial das infecgdes meningocéceicas do grupo B. Ja na
técnica do LA, a positividade de 46,7% pode ser comparada aos
valores referidos por Requejo ez al. (1995)°, em pesquisa testando
a sensibilidade das técnicas do LA e CIE, na qual os autores
obtiveram respectivamente, uma positividade em amostras de
soro de 40,8 + 8,8 ¢ 20,8 + 7,3, resultando em indices compativeis
aos do presente trabalho.
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Observamos que o percentual de positividade obtido nas
hemoculturas foi de 35,2%, percentual esse mais alto do que aquele
verificado no estudo realizado por Ragunathan et al (2000) que
foi de 22,0% e por Weiss et al. (2001)"* que foi em torno de 15,0%,
porém mais baixo que o valor de 98,0% encontrado em trabalho
similar descrito por Kuppermann ez al (1999)°.

E sabido, segundo vérios autores**'* que quando a
coleta de sangue ¢ feita fora do periodo de maior concentracio
de microorganismos circulantes, ha dificuldade na recuperacéo
das bactérias através da cultura. J4 em relagdo as reagdes
imunoldgicas, pequenas quantidades de antigenos circulantes
sdo suficientes para se obter a positividade, mesmo nos
pacientes em tratamento com antimicrobianos.

Verificou-se nesse trabalho que amostras de sangue
exclusivamente contribuiram com 13,6% para o diagndstico da
DM, como mostra a figura 3. Carrol et al.(2000)* em trabalho
realizado comparando técnica molecular com a hemocultura,
revela que 9,0% dos casos suspeitos de DM s6 foram

confirmados através da hemocultura, enfatizando a importancia
do emprego de técnicas associadas para incrementar o
diagnostico laboratorial da DM.

Em relagdo aos sorogrupos identificados de Neisseria
meningitidis, houve maior ocorréncia do sorogrupo C, seguido
do sorogrupo B nas amostras estudadas, o que evidencia a
tendéncia do aumento desse sorogrupo ja discutido por Rocha
et al.(1999)"°.

Desta forma, fica evidente a importancia da contribuicio
do sangue para incrementar o diagnostico laboratorial da DM,
bem como o uso de métodos laboratoriais associados.

AGRADECIMENTOS
Agradecemos a pesquisadora Marilu Mendes
Moscardini Rocha pela leitura do texto e pelas sugestdes
recomendadas.

RIALA6/917

Lopes, M.; Santos, S. I. S. dos. Contribution of blood samples in laboratorial diagnosis of meningococcal
disease . Rev. Inst. Adolfo Lutz, 61(1):45-49,2002

ABSTRACT. 73 cases of meningococcal disease (MD) have been studied retrospectively in which
samples of cerebrospinal fluid (CSF) and blood were analysed using culture and meningococcal antigen
detection through counterimmunoelectrophoresis (CIE) and reaction of latex agglutination (LA). The
laboratory results showed that 45,2% of the samples were found positive in the CSF alone; 41,0% in the
CSF, blood culture and/or serum, and only 13,6% in the blood culture and/or serum. As for the type of test
carried out in the blood, it was observed that 35,2% of the cases were positive in the blood culture, while
the tests of antigen detection in the serum, showed that 24,6% were positive by CIE and 46,7% by LA. It
was noticed that 13,6% of the cases only had the laboratorial confirmation through blood samples, thus
showing the important contribution of the blood in the identification of the ethiological agent and the
increase of the positivity of MD laboratorial diagnosis.

KEY WORDS. latex agglutination; blood culture; counterimmunoelectrophoresis; meningococcal disease;

laboratorial diagnosis.
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