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São relatadas observações acum uladas nos períodos pré-epidêmico e epidê­
m ico (1973-1975) do a tual surto de m eningoencefalite meningocócica na área do 
G rande Rio, e realizados estudos bacteriológicos baseados em  1.000 casos suspeitos 
de m eningoencefalite e subm etidos à punção lombar, no Hospital Estadual São 
Sebastião.

É proposto e discutido esquema simples e eficaz para processamento bacte­
riológico dos LCR suspeitos, a partir da colheita e pronta  semeadura do m aterial. 
É tam bém  discutida a real contribuição da bacterioscopia no diagnóstico presun- 
tivo  das m eningoencefalites, definindo-se as limitações da técnica.

Foi obtido elevado grau de isolam ento de m icroorganismos, variando de 3%, 
para líquores en tre  zero e 10 célu las/m m ’ e 72%, para líquores acima de 1000 cé­
lu la s/m m 3. No decorrer do estudo, foram  isoladas e caracterizadas 356 cm ostras  
bacterianas, assim  discrim inadas: N. m eningitidis, 281; Haemophilus sp., 22; Ente- 
robacteriaceae, 15; D. pneum oniae, 26; bastonetes gram  negativos oxidattvos, 3; 
estreptococo beta hemolitico, 1 e enterococo, 1.

As am ostras de meningococos eram, em  15% dos casos, do grupo sorológico 
A, em  2% do grupo B e em  14%, do grupo sorológico C.

Os testes de sensibilidade, em disco, aos agentes antimicrobianos principal­
m en te  utilizados na  quim ioprofilaxia e tra tam ento  da doença meningocócica re­
velaram  alto grau de sensibilidade das am ostras ensaiadas a todos os agentes 
testados. A resistência à sulfadiazina sódica, em  testes realizados segundo as nor­
m as preconizadas pela Food and Drug A dm inistra tion  (F.D.A.), revelaram eleva­
do grau de resistência, particularm ente dos meningococos do grupo C.

INTRODUÇÃO

No quadro das doenças transm issíveis, 
as m eningoencefalites ocupam  um  lugar de 
destaque, ta n to  pela  freqüência como se 
m an ifestam  e gravidade do estado clínico,

quanto pela possibilidade de ocorrerem  em 
surtos epidêmicos.

Não apenas bactérias, m as toda um a 
considerável variedade de agentes infeccio­
sos, como virus, fungos e protozoários po­
dem causar m eningoencefalites, o que im-
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plica no uso de recursos laboratoria is apro- 
piados p a ra  a definição etiológica da doen­
ça, conforme a suspeita  clínica.

É definida a  m eningoencefalite bacte- 
r ian a  puru len ta  como inflam ação aguda 
das m em branas que recobrem  o sistem a 
nervoso central, com repercussõees no encé- 
falo e n a  m edula, assim  como alterações 
m ais ou m enos carac teristicas do líquido 
céfalo raquidiano (LCE) de onde se podem 
isolar bactérias causadoras da enferm ida­
de <.™>.

Em 1970 e anos seguintes, a incidência 
de m eningoencefalites no Estado da G ua­
nabara  perm aneceu estável, sem grandes 
oscilações até  o fim  de 1973, excetuando 
dois psquenos surtos no ano de 1971, de ja ­
neiro a m arço e no mês de setefnbro. (Bo­
letim  Epidemiológico, SESP, 1971).

No en tan to , a p a rtir  de 1971, com unica­
ções provenientes de outros Estados, p rin ­
cipalm ente do sul do país, re la tavam  um a 
freqüência da doença bem acim a do lim ite 
máximo esperado, ocorrendo amplo predo­
mínio de casos rotulados como m eningite 
meningocócica.

No G rande Rio, que abrange as zonas 
urbanas e ru rais da cidade do Rio de J a ­
neiro e áreas lim ítrofes da baixada flumi- 
nanse, o ano de 1974 caracterizou-se, no 
prim eiro sem estre, por oscilações acim a do 
lim ite máxim o esperado, ocorrendo, a p a r­
tir  de junho, um  notável increm ento do 
núm ero de casos.

A m aioria dos casos de m eningoencefa­
lites da  área do G rande Rio é d renada p a ra  
o Hospital Estadual São Sebastião da Se­
cre ta ria  de Saúde do Estado da G uanabara , 
que funciona como isolam ento p a ra  doen­
ças infecciosas e parasitá ria s  p a ra  m uitos 
pacientes provenientes de hospitais da rede 
esta ta l (federais e estaduais) e privados.

A p a rtir  do m om ento em que a doença 
mostrou tendência a elevar seus índices na  
nossa área, o H ospital E stadual São Sebas­
tião e o Serviço de Microbiologia e Imuno- 
logia da Universidade do Estado da  G uana­
bara  coordenaram  seus esforços, utilizando 
elementos comuns as duas instituições, vi­
sando o diagnóstico laboratorial, estudo dos 
agentes eiológicos e das populações acome­
tidas.

Os processos infecciosos, como resu ltan ­
te de m últiplas causas e envolvendo agen­
tes, hospedeiro e meio am biente, consti­
tuem  um sistem a dinâmico, sujeito a m úl­

tip las variações, m orm ente em períodos 
epidêmicos, obrigando o investigador a um a 
con tínua observação. As variações nem  sem­
pre são previsíveis, assim, o m aior núm ero 
possível de agentes deve ser controlado 
cuidadosam ente, e não som ente o respon­
sabilizado pela am pla m aioria de casos. 
Com esta  visão e por t r a ta r  se de problem a 
de Saúde Pública, a ro tin a  proposta p ara  o 
diagnóstico etiológico de m eningoencefalites 
bacterianas, fundam entou  sua eficácia n a  
sim plicidade e rapidez do processam ento 
efetuado Com isto, visamos o diagnóstico 
não apenas de N. m eningitiãis, m as a dis­
crim inação de am pla m argem  de micror- 
ganism os passíveis de isolam ento a  p a rtir  
do LCR dos pacientes atendidos.

Na presente publicação, re la tam os as ob­
servações acum uladas no período pré-epidê- 
mico e epidêmico (1973-1975) do surto  de 
m eningite m eningocócica no G rande Rio, 
referen tes a pacientes atendidos, submçti- 
dos à  punção lom bar e eventualm ente in ­
ternados no H ospital E stadual São Sebas­
tião  (HESS).

MATERIAL E MÉTODOS

P acientes: Utilizamos os registros do la ­
boratório  de Bacteriologia do HESS, refe­
ren tes aos anos de 1973 e 1974, p a ra  obter 
as freqüências m ensais de punções e exa­
mes que apresen tavam  celularidade a lte ra ­
da (m ais de 10 células/m m ^ n a  contagem  
global). Consideram os úteis estes dados 
p a ra  realizar um a estim ativa  m ensal do nú­
m ero de casos suspeitos (pacientes puncio- 
nados) e núm ero provável de pacientes 
com m eningoencefalites (LCR com m ais de 
10 células/m m 8).

E ntre 2ll de setem bro de 1974 e 17 de 
janeiro  de 1975, foram  atendidos, com sus­
peita  de m aningoencefalite  e subm etidos à  
punção lombar, 1.000 pacientes.

Na admissão, colhemos os dados da iden­
tificação e anotam os o aspecto m acroscó­
pico do LCR (claro, opalescente, turvo, pu- 
ru len to  e .h em o rrág ico ). Especial atenção 
foi dedicada a  ocorrência de acidentes de 
punção, com passagem  de sangue ao líquor, 
no m om ento da  colheita.

Processamento do m a teria l: Im ed ia ta­
m ente após a colheita, o LCR e ra  encam i­
nhado ao laboratório  e subm etido a  exam es 
citológicos, bioquímicos e bacteriológicos.
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O exam e citológico consistiu n a  con ta­
gem celular global e específica, pelos m é­
todos convencionais, sendo os resultados 
expressos, respectivam ente, em term os de 
leucócí to s/m m ' e percentuais relativos de 
linfócitos e /ou  polim orfonucleares.

A bacterioscopia era  realizada a  p a r tir  
do sedim ento obtido pela centrifugação do 
LCR a 3.000 rpm , por 20 m inutos. E spalha­
da um a gota em lâm ina  adequadam ente 
lim pa, era  o esfregaço fixado pelo calor e 
corado pelo m étodo de G ram  (modificação 
de K opellof-Beerm an), de acordo com Cohn, 
B artholom ew  & Jenn ison  (8). Tão logo ob­
tido, o resultado do exam e bacterioscópico 
e ra  enviado à  enferm aria.

A cu ltu ra  e ra  fe ita  a  p a r tir  do sedim en­
to do LCR, colhido com pipeta  estéril (0,1 
a 0,2 ml.) e espalhado n a  superfície dos 
meios de cu ltu ra  com a p rópria  ex trem ida­
de da pipeta. O tem po decorrido en tre  a 
colheita e sem eadura do LCR situou-se en ­
tre  30 m inutos a té  um  m áxim o de l  hora.

Os cultivos foram  efetuados nos meios 
“Columbia Agar Base” (BBL) com sangue 
de carneiro a  5%, chocolatado, suplem en­
tado com “Isovitalex-enrichm ent” (BBL) ou 
com suplem ento de Lankford, a  2% («) e 
agar Levintnal i^), de particu la r im portân ­
cia no isolam ento de hemófilos.

Ambos os meios eram  distribuídos, em 
cam ada inclinada, por tubos 16x180, que, 
um a vez semeados, eram  incubados em es­
tu fa  bacteriológica, em la ta  'herm éticam en- 
te  fechada, n a  qual estabelecíam os atm os­
fe ra  de C 02 (de 3 a 4%) pela queim a de 
um a vela e condições sa tisfa tó rias de um i­
dade graças a pequeno recipiente contendo 
algodão embebido em água. As cu ltu ras ne­
gativas eram  observadas por a té  48 horas, 
após o que eram  descartadas.

A identificação dos m icrorganism os ini- 
ciava-se pela  observação das características 
coloniais, presença e tipo de hemólise e 
ocorrência e abundância  de crescim ento em 
um ou em am bos os meios de cu ltura . Em 
prosseguim ento, e ra  realizado o teste  da 
oxidase, p o r m odificação da técnica de 
Kovacs, consistindo em espalhar, sobre pe­
quena área  eiíi papel de filtro, um a colônia 
do germe, p ingando em seguida, um a gota 
de solução 0,5 a  1% de oxalato de paradi- 
m etil fenileno d iam ina (DIFCO).

As carac terísticas m orfo-tintoriais eram  
en tão  apreciadas pela observação m icros­

cópica de esfregaços corados pelo método de 
G ram  (modificação de Kopellof-Beerman).

Os diagnósticos bacteriológicos efetuados 
obedeceram  aos seguintes critérios:

Neisseria m eningitidis: diplococos gram 
negativos, oxidase positivos e com provas 
de ferm entação de carboidratos, realizadas 
em tubos com 3 ml. de “C ystin Trypticase 
Agar” (BBL) com 1% de glicose, sacarose, 
m altose e lactose, apresen tando  reações po­
sitivas p ara  a glicose e m altose.

As am ostras de N. m eningitidis assim 
definidas foram  repicadas em ag a r Muel- 
ler-H inton (BBL) sangue de carneiro a  5% 
ou em GC agar com 2% de suplem ento de 
L ankford  U6), m an tidas a  37°C por 24 ho­
ras, em atm osfera de C 02 e então rea­
lizada a sorologia por técnica de aglu­
tinação  em lâm ina, utilizando soros anti- 
m eningococos grupos A, B e C (Institu te 
Pasteur, P a r is ) . Consideramos duas cate­
gorias de am ostras não grupadas: as auto- 
aglutináveis — que ag lu tinaram  quando 
testadas em  solução salina — e as não gru- 
páveis — que não ag lu tinaram  com quais­
quer dos soros testados.

Pneum ococos: diplococos gram  positivos, 
causando alfa-hem ólise (em agar sangue) 
e descoram ento no meio C.A.B. Semeados 
em agar sangue, ap resen taram  positividade 
ao teste  de inibição do crescim ento pela 
optoquina (cloreto de etil hidro-cupreína), 
em discos de 50 ng.

Enterobactérias e Pseudomonas sp 
bastonetes gram  negativos, que repicados 
em ag ar eosina-azul de m etileno (DIFCO) 
ap resen taram  crescim ento, sendo o teste da 
oxidase, se positivo, indicativo de Pseudo­
m onas ou alguns outros grupos bacteria- 
nos (17). Os bastonetes gram  negativos cujo 
teste da  oxidase m ostrou-se negativo, eram  
então  subm etidos aos testes de ferm entação 
da lactose e glicose, utilização da uréia, pro­
dução de HiS e indol e prova da  mobilida­
de, conform e o esquem a sum ário de identi­
ficação de en terobactérias proposto por 
Suassuna & Suassuna <m).

H em ófilos: bastonetes gram  negativos, 
frequentem ente pleomórficos, não crescen­
do em meio de agar eosina-azul de metileno 
(DIFCO) e apresen tando  crescimento em 
ag ar Levinthal. Repicados em placas de 
agar M ueller-Hinton (BBL) sangue de car­
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neiro a 5%, ap resen taram  teste  de sateli- 
tismo 12) positivo. A cu ltu ra  de estafilococo 
utilizada como fonte de fa to r V correspon­
deu a am ostra Staphylococcus aureus 6538 
P (ATCC).

Os cocos gram  positivos da fam ília  Mi- 
crococacceae (Staphylococcus e Micro- 
coccus) e os Streptococcus a lfa  hemolíticos, 
foram  ro tineiram ente considerados como 
germes de contam inação.

Testes de sensibilidade aos agentes an- 
tim icrobianos:

u ifusao  em  agar: utilizam os o meio de 
M ueller-Hinton (BBL) sangue de carneiro 
a 5%, distribuído em placas de Petri, n a  
espessura de 5 mm, e adotando, nos testes, 
afastam ento , en tre  os discos, de 3 cm. e 
destes à  borda da placa, a d istância  de 
2 cm.

Os inóculos foram  padronizados p a ra  a 
obtenção de crescim ento quase confluente, 
pela diluição de um a alçada do crescim ento 
de, 24 hs. em caldo M ueller-Hinton (BBL), 
em 3 ml. de solução salina. As placas eram  
então sem eadas com “sw ab” embebido n a  
suspensão em salina e pressionado nas p a ­
redes do tubo, visando re tira r  o excesso de 
líquido.

Foram  utilizados os seguintes antim icro- 
bianps: Penicilina G,, Cloranfenicol, Ampi- 
cilina, K anam icina, G entam icina, Cefaloti- 
na, Rifam picina, M inociclina e Sulfadiazi- 
na. A metodologia adotada, concentrações 
de antim icrobiánòs nos discos e critérios de 
in terpretação  dOs testes foràm  os propostos 
pela “Food and  Drug A dm iniátratiõh’' tf).

Sensibilidade à Su lfadiazina por dilui­
ção em placas: . usam os . o meio utilizado 
para  o teste de.d ifusão em. agar, adiciona­
do do sal sódico de sulfadiazina (Farm itá- 
lia ), nas concentrações finais de 1,0; 10,0 
e 100,0 ( ig /m l.,

Os inóculos utilizados foram  análogos 
aos adotados no teste  de difusão em agar, 
sendo cada am ostra  sem eada em placas 
adicionadas de sulfad iazina e placas de 
controle, destitu ídas do antim icrobiano. Só 
foram  consideradas sensíveis as am ostras 
que, crescendo no controle, m ostra ram  au ­
sência do meio adicionado de sulfa, após 
24 'horas de incubação em atm osfera de
co*.

RESULTADOS

No periodo referen te  ao presente estudo, 
seguindo a  ro tin a  descrita, isolamos 356 
am ostras bacteríanas, correspondentes aos 
seguintes diagnósticos: Neisseria meningi- 
tidis, 281; pneumococos, 26: bastonetes 
gram  negativos, 18; hemófilos, 22; estrepto- 
coco beta-hem olítico, l e enterococo, 1 
am ostra.

Considerando a idade dos pacientes (Ta­
bela I) e o isolam ento de N. m eningitidis^  
encontram os 83% de casos no grupo etário  
de 0 — 25 anos, concentrando-se o m aior 
núm ero de casos en tre  os 6 — 10 anos. 
Q uanto  aos pneumococos, 42% dos casos 
ocorreram  no grupo de 0 — 1 ano, a inda 
ocorrendo isolam entos a té  os 20 anos, e dois 
casos, ta n to  n a  fa ixa  de 31 — 35 anos quan­
to em 41 — 45 anos. Dos achados de he­
mófilos, 63% situaram -se no grupo de 0 — 1 
ano, 6 casos en tre  2 — 10 anos, e dois ca­
sos de isolam ento 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 en tre  2 — 10 anos 
e os demais, distribuídos en tre  os grupos 
etários restan tes.

A freqüência de definição etiológica, con­
siderada a  c itom etria  global, foi de 3% nos 
LCR en tre  0 — 10 cels./m m 8, de 16% en tre  
11 1000 cels./m m 3 e 72% naqueles acim a
de 1000 cels./m m ' (Tabela II).

Q uanto à procedência dos pacientes dós 
quáís isolam os JV. m eningitidis; 58% resi­
dem  n a  G uanabara , 38,5% no Estado do 
Rio dè Jane iro  e 3,5% não tiveram  ap u rad a  
suá residência (Tabela I I I ) .

Das am ostras, de N.: m eningitid is  isola­
das, 144(51%) pertencem  ao grupo soroló­
gico A, 5 (2%) ãO grupo B, 42 (14%) ao 
grupo c é 12 (4%) consideradas líâd tipá- 
veis pelos soros disponíveis (Tabefo*TV).

Os resultados do teste  dese jig ib ilidade  
aos agentes antim icrobianos, em  disco, re ­
velaram , em 44 am ostras de N. m eningitid is  
testadas, sensibilidade a  todos os agentes 
utilizados, exceto 1 am o stra  de m oderada 
sensibilidade e l  am ostra  resisten te  à  K a­
nam icina (Tabela V ).

Q uanto aos testes em placa, com dilui­
ções de sulfadiazina, de 96 am ostras de 
meningococos, 100%, foram  sensíveis a  con­
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T abela I — Correlaçao en tre  grupo etário  e isolam ento de m icrorganism os do LCR.

G rupo etário  
(anos)

M icrorganismos

Neisseria Pneumococo Hemófilo 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 2 — —
46 — 50 5 — — 1
51 e m ais 5 — 1 2
ignorado 6 2 — —

TOTAL 281 26 22 18

* enterobactérias e bastonetes gram negativos oxldativos.

centrações de 100 ug/m l, 100% resistentes 
à  1 ng/m l. e 44% sensíveis a 10 ug/m l. (Ta­
bela V I).

As tax as  de resistência à  sulfadiazina, 
c o n w m e  o grupo sorológico de meningoco- 
co (A, B e C ) , foram  de 20,5% no grupo A, 
66% no grupo B, 98% no grupo C e  50% n a  
categoria das não  g rupadas (autoaglutiná- 
veis e não  tipáveis>, conform e a Tabela VII.

Observando a  distribuição m ensal de ca­
sos, verificam os que, de janeiro  de 1973 a 
junho  de 1974, ocorreram  en tre  29 e 67 ca-' 
sos suspeitos i de m eningoencefalite. Neste 
mesmo período, a freqüência de casos in ­
ternados variou en tre  26 a  48 casos por mês, 
com exceção de ju lho de 1973, onde ocorre­
ram  cerca de 2 in ternações por dia. A p a r­
tir  de ju lho  de 1974, o núm ero de casos por 
d ia elevou-se, sendo de 2,5 casos em m édia 
naquele mês, e ating indo  o clím ax em ja ­
neiro de 1975, com a  m édia de 10 casos 
puncionados e 6 in ternados, por dia. Em 
fevereiro sucedeu notável declínio n a  fre ­
qüência de casos suspeitos e casos in te rn a ­
dos (m édia de 4 punções e 3 internações, 
por dia), o que corresponde a  m enos da  m e­
tade das ocorrências de janeiro  (Gráfico I).

D1SUUSSAO

Exam e bacterioscópico do LCR: Em de­
corrência da  possibilidade de obter-se diag­
nóstico etiológico precoce, visando in s ta la ­
ção de te rap êu tica  específica e avaliação d a  
evolução e prognóstico clínicos, tornou-se 
rotineiro, no processam ento laboratorial 
das m eningoencefalites, a observação mi­
croscópica do sedim ento do LCR, geralm en­
te corado pelo método de G ram  e suas va­
riações ou pelo azul de m etileno, com a  
finalidade precípüa de p ro n ta  resposta ao 
clínico (s,»).

No en tan to , mesmo considerando a sua 
fe itu ra  dentro  de todos os critérios técnicos 
aconselháveis, é fato  estabelecido as limi­
tações que a bacterioscopia do LCR apre­
senta. Estas idecorrem, basicam ente, de e r­
ros de observação e in terp re tação  decorren­
tes de variações da afin idade bacteriana 
aos corantes, pleomorfismo dos m icrorga­
nismos, in terferência  de restos celulares na. 
visualização das bactérias ou ações deleté­
rias, por enzim as e produtos liberados nos 
exsudatos, sobre as características morfo- 
tin to ria is  dos m icrorganism os.
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ta b e la  II  — Correlação en tre  densidade celular dos LCR exam inados e freqüência de isolam ento de m icrorganism os.

Citom etria global 
(células/mm*)

Número de 
casos

M icrorganism os isolados
TOTAIS

N. m eningitidis D. pneum oniae Haemophilus sp. BGN *

0 — 10 204 5 ( 2,5%) 1 (0,5%) — 1 (0,5%) 7 ( 3 % )

11 — 100 117 9 ( 7,5%) 2 (1,5%) — 4 (3% ) 15 (12% )

101 — 500 112 7 ( 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% ) 7 (2% ) 283 (72% )

sem registro 110 4 ( 3,5%) 3 (3% ) — 2 (2% ) 9 ( 8 %  )

TOTAIS 1000 28il (28% ) 26 (3% ) 22 (2% ) 18 (2% ) 347 (35% )

* inclui enterobactérias e bastonetes gram negativos cxidatlvos.
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Tabela I I I  — Correlação en tre  isolam entos de N. m eningitid is  e local de domicílio dos 
pacientes.

Domicílio M eningite meningocócica (%)

G uanabara 163 58,0%
Rio de Janeiro 108 38,5%
Ignorado 10 3,5%

TOTAL 281 100,0%

T abela IV — Discrim inação sorológica das am ostras de N. m eningitidis

Grupo sorológico N.° de am ostras (%)

A 144 51%
B 5 2%
C 42 14%

não-grupáveis 12 4%
auto-aglutináveis 43 15%

não testadas 35 12%

TOTAL 281
. í ' 1

100%

Tabela V — Ação de vários antim icrobianos sobre 44 am ostras de N. m eningitidis, u tili­
zando m étodo de difusão em ag ar (Kirby & B a u e r) .

Agentes

antim icrobianos

Am ostras

Sensíveis 

n.° (%>

M oderada sensibilidade

n.° (%)

Resistentes 

n.° (%>

PENICILINA G 44 (100) 0 0
KANAMICINA 42 (95) 1 (2,5) 1 (2,5)
CLORANPENICOL 44 (100) 0 0
AMPICILINA 44 (100) 0 0
RIFAMPICINA 44 (100) 0 0
MINOCICLINA 44 (100) 0 0
GENTAMICIN A 44 (100) 0 0
c e f a l o t in a 44 (100) 0 0
SULFADIAZINA 44 (100) 0 0
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Tabela VI — Ação de diversas concentrações de sulfadiazina sódica sobre 96 am ostras de 
N. m eningitidis.

Concentrações (|xg/ml.)

Amostras 1 10 100

n.° (%) n.o (%) n.° (%)

Resistentes 96 (100) 54 (56) 0

Sensíveis 0 42 (44) 96 (100)

Assim é que M cCarty (19) e Briody <5> 
apontam , dentre  algum as das causas de er­
ro n a  avaliação bacterioscópica do LCR, a 
dem ora n a  fixação dos esfregaços, perm i­
tindo autólise de certos m icrorganism os, 
como neissérias, hemófilos, etc. Por outro 
lado, é conhecida a in terferência  nociva de 
radicais ácidos nas técnicas com uns de co­
loração, sendo esta  condição norm alm ente 
encontrada em exsudatos, pelo acúm ulo de 
ácido lático e outros produtos (2°).

Evidentem ente, ta is  variáveis podem 
com prom eter seriam ente a  fidelidade e cre­
dibilidade de diagnósticos etiológicos de 
m eningoencefalites que se baseiem  exclu­
sivam ente em achados bacterioscópicos, le­
vando à  confusão diagnostica, m á o rien ta ­
ção clínica e erros n a  avaliação epidemio- 
lógica da doença.

Na Tabela VIII, podemos verificar que, 
dentre os três agentes bacterianos m ais 
freqüentes em m eningoencefalites, os diplo-

cocos gram  negativos ap resen tam  o m aior 
percen tal (51%) de achados concordantes 
en tre  bacterioscopia e cultura, bem  como o 
m aior percen tual (38%) de bacterioscopias 
falso-negativas. Q uanto aos dados de bac­
terioscopia conflitan tes com o cultivo, va­
riam  de 16% p a ra  os diplococos gram  ne­
gativos até  57% p a ra  os diplococos gram  
positivos. D esta form a, torna-se c lara  a n í­
tida  tendência  da bacterioscopia, caso seja 
considerada como parâm etro  suficiente p a ­
ra  defin ir o diagnóstico etiológico, em a tr i­
buir falsas etioiogias.

Por outro lado, se tom arm os em con­
ju n to  os achados conflitan tes e os achados 
falso-negativos da bacterioscipia, verificare­
mos que a  m argem  de erro da  técn ica é 
m uito elevada, variando de 49% (diploco­
cos gram  negativos) a 71% (diplococos 
gram  positivos). Assinala-se que os nos­
sos achados de bacterioscopias falso-nega­
tivas são p ra ticam ente  superponíveis aque­

Tabela VII — Freqüência de resistência à  sulfadiazina sódica (10 ng/m l.) em relação ao 
grupo sorológico de meningococo.

Grupos sorológicos

A B C não-grupáveis auto-aglut.

N.° de am ostras 39 3 37 3 14

Resistentes 8 2 36 1 7

Freqüência de 
resistência (%) 20% 66% 98% 33% 50%



Set.-Out., 1975 Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 229

Tabela V III — Com paração en tre  os resultados de bacterioscopia (G ram ) e os achados 
de cultura, em 142 líquores em que se isolou agente bacteriano.

M icrorganismos N.° de cu ltu ras
Bacterioscopias

isolados positivas
concordantes conflitan tes negativas

N. m eningitidis 111 57 (51% ) 18 (16 ) 36 (33% )

D. pneum oniae 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  heméfiios, enterobactérias e bastonetes gram  negativos oxidativos.

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

F a ra  avaliarm os se as m argens de erro 
detectadas seriam  in trínsecas ao método 
ou decorrentes de fa lhas de observação ou 
de m anim ulação técnica, selecionamos 181 
bacterioscopias de LCR com cu ltu ras nega­
tivas, realizadas no mesmo período e com 
os mesmos coran tes e procedim entos téc­
nicos adotados nos exam es discrim inados 
na  Tabela VIII.

Em term os de densidade celular, ta l 
am ostragem  de LCR era  composta, em 49%, 
por líquores en tre  0 — 100 células/m m , em 
28%, en tre  101 — 1000 cels./m m 3 e em 23%, 
acim a de 1001 cels./m m 3. Em 70% destes 
líquores, os resultados de bacterioscopia e 
cu ltu ra  foram  coincidentes (ambos negati­
vos) , o que a te s ta  a  qualidade técnica* da 
observação e as lim itações do método.

No que diz respeito à discrim inação dos re­
sultados de bacterioscopia conflitan tes com 
a cu ltu ra  (Tabela V III) , p a ra  os diplococos 
gram  positivos, o erro consistiu, em 3 casos, 
em a trib u ir  gram  negatividade ao germe, 
e em  seguida, enquadrá-lo n a  categoria mor- 
fo-tin torial m ais sem elhante e, num erica­
m ente, freqüente: “diplococos gram  nega­
tivos”. É sabida a acen tuada tendência  à 
gram -iabilidade ap resen tada  pelos pneumo- 
cocos, que tendem  a assum ir, à sem elhança

dos estafilococos, coloração gram  negativa 
em exsudatos puruientos. Tal tendência é 
m inim izada quando utiliza-se, como o fize­
mos ro tineiram ente , soluções de bicarbonato 
de sódio n a  coloração de G ram  (modifica­
ção de Kopeloff-Beerm an).

Q uanto aos bastonetes gram  negativos, 
em 6 casos, o erro consistiu em  atribuir-lhes 
morfologia de “diplococos”. Como já  esta­
belecido n a  lite ra tu ra , ,&■A cen tu ad a  a ten ­
dência do gênero Haemophilus ao pleomor- 
fismo, com form as cocóides, delicadas e de 
coloração bipolar, causando, conj freqüên­
cia, erros de apreciação (5, 27).

Em relação aos diplococos gram  negati­
vos, em 9 casos, os achados conflitantes de 
bacterioscopia e cu ltu ra  resu ltaram  de a tr i­
buir-se gram -positividade ao germe visuali­
zado, e em 6 casos, confundi-los com formas 
cocóides de bastonetes gram  negativos.

Cultura e identificação dos microrganis­
mos isolados do LCR: A escolha e form a de 
acondicionam ento dos meios de cu ltu ra  ado­
tados orientou-se, fundam entalm ente, em 
perm itir o isolam ento de am pla gam a de 
agentes bacterianos causadores de m enin­
goencefalites, prom over vigoroso crescim en­
to de germ es considerados de difícil isola­
m ento, como os do gênero Haemophilus e 
p reencher requisitos de economia e simpli­
cidade. A p a r destas vantagens, a constân­
cia das características culturais e padrão de 
crescim ento apresentados nestes meios, pe-
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los principais-agentes bacterianos envolvi­
dos no quadro infeccioso, perm itia  estabe­
lecer diagnósticos presuntivos em tem po re­
lativam ente curto e com grande m argem  
de acertos, com indiscutíveis benefícios p a ­
ra  os pacientes.

P aralelam ente à utilização de ta l  esque­
ma, adotam os procedim entos que previam  a 
sem eadura do LCR em curto espaço de tem ­
po após a colheita, pela atividade d iu tu rn a  
contínua, proxim idade e in tegração do la­
boratório com as equipes de p lan tão  n a  ad ­
missão de casos suspeitos.

A utilização de a tm osfera  de CO- p a ra  a 
incubação dos meios já  semeados, revelou- 
se técnica b astan te  simples, b a ra ta  e eficaz. 
Recentem ente, Jam es-Holm quist e t al. U5', 
realizando estudo com parativo de algum as 
técnicas destinadas a fornecer a a tm osfera 
de CO., puderam  verificar a n ítid a  superio­
ridade do método da vela sobre os demais, 
particu larm ente p a ra  rep resen tan tes do gê­
nero Neisseria. Por outro lado, a utilização 
de atm osfera de CO2 a 3-4% é extrem am ente 
benéfica ao isolam ento de hemófilos (2. 10> 2T>, 
de estreptococos e de pneumococos <4), 
além de náo in te rfe rir no crescim ento de 
outros m icroorganism os encontradiços em 
m eningoencefalites purulentas.

No que diz respeito à  utilização de tubos 
de 16x180 p ara  acondicionar os meios, em 
superfície inclinada, em bora não nos pareça 
ter in terferido  significativam ente n a  eficá­
cia do método, certam ente  não contribuiu 
p ara  que fosse m inim izado o problem a de 
caracterização de contam inan tes ou aum en­
tadas as chances de isolam ento em líquo­

res contendo poucos germ es viáveis, o que 
poderia decorrer da utilização de placas de 
Petrl.

Como dem onstra  a Tabela II, o esquem a 
de processam ento bacteriológico adotado 
perm itiu-nos obter altos percentuais de iso­
lam ento  de agentes bacterianos, pa rticu la r­
m ente n a  faixa de LCR com celularidade 
acim a de 1001 célu las/m m 3, bem como sig­
n ificativa tax a  de isolam entos (3%) em 
LCR claros, com contagens celulares v a rian ­
do de zero a 10 células/m m 3. D esta form a, 
parece-nos confirm ar-se a validade do p ro ­
cessam ento bacteriológico de to d a  am ostra  
de LCR, mesmo se defin ida macroscopica- 
m ente como “líquor claro”, particu larm en te  
quando, n a  citom etria, ap resen te  granuló- 
citos.

Q uanto ao padrão de crescim ento bac- 
teriano  nos meios utilizados, foi possível ob­
servarm os que, de 286 am ostras de N. m e­
ningitid is isoladas de LCR, 71 (25%) cresce­
ram  exclusivam ente em C.A.B., enquanto  
215 (75%) desenvolveram-se igualm ente bem 
agar Levinthal. D esta form a, ressaltam os 
a im portância  do-meio C.A.B., em nossa ro­
tin a , ao suprir as exigências cu ltu rais de 
significativa parcela  de am ostras de Neisse­
ria m eningitidis.

No que diz respeito ao gênero Haemo- 
philus, a utilização do agar Levinthal foi 
decisiva, perm itindo, em quase todos os ca­
sos de isolam ento do agente, crescim ento 
vigoroso, confluente ou em colônias bem 
individualizadas, em 24 horas ou menos. No 
en tan to , em nenhum  caso ocorreu, no meio 
C.A.B., crescim ento m arcan te , em 24 horas, 
de hemófilos.
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Uma vez isolados em agar Levinthal, 
eram  os hem ófilos repicados em placas de 
agar M ueller-Hinton sangue a 5% p a ra  a 
realização do teste  de satelitism o, o que fa- 
cultou-nos avaliar a eficácia do agar sangue 
em perm itir o crescim ento das am ostras iso­
ladas de LCR. Mesmo em 48 horas de ob­
servação, den tre  25 am ostras assim  repi- 
cadas, nenhum a delas desenvolveu-se, exce­
to em torno do ponto de inoculação e cres­
cim ento da  cu ltu ra  de Staphylococcus au- 
reus 6538P.

Tais resultados apenas confirm am  a li­
te ra tu ra  pertinen te , pois, como salien tam  
Alexander (2) e Young(27), quase todos os 
hemófilos, especialm ente o m ais freqüente 
em m eningoencefalites (H aemophilus in- 
flu en za e ) , requerem  os fatores X  e V para  
o seu crescim ento, sendo recom endável o 
acréscimo, ao ag ar sangue, do fa to r V (di- 
fosfopiridina nucleotídeo — D PN ). Conti­
n uam  ainda os autores, ressaltando  que 
particu la rm en te  na  bacteriologia das m e­
ningoencefalites, o uso de agar Levinthal, 
p ara  o isolam ento de hemófilos, torna-se 
recom endável, pelas razões discutidas.

Q uanto aos pneumococos, en terobacté­
rias e dem ais m icrorganism os isolados de 
LCR, não detectam os nenhum a ação inibi- 
dora ap aren te  dos meios de cultura, desen­
volvendo-se igualm ente bem em ambos os 
meios. Apenas cabe ressa lta r que os pneu­
mococos, quando crescendo em C.A.B., re­
velam  aspecto colonial e padrão de hemó- 
lise b astan te  peculiares, o rientando o diag­
nóstico presuntivo.

No que concerne à caracterização bio­
quím ica -das am ostras de N. m eningitidis 
isoladas, incluímos, na  nossa ro tina, o teste 
de ferm entação  de lactose em paralelo aos 
da glicose, m altose e sacarose. A utilização 
de lactose justifica-se, particu larm ente, n a  
pesquisa de portadores, onde, mesmo u tili­
zando-se meios adicionados de antibióticos, 
isola-se com freqüência Neisseria lacta- 
micus, cujo padrão bioquímico som ents di­
fere de meningococos pela ferm entação da 
lactose ou utilização do ONPG o. n ) , além 
de reagir, a sem elhança dos meningococos, 
com soros ag lu tinan tes a n ti grupo B <7> e 
crescer em meios adicionados de inibidores, 
usados ro tine iram ente  n a  pesquisa de me­
ningococos 1.2a).

Na realização dos testes de ferm entação, 
em meio C.T.A., não procedemos à  adição 
de soro de coelho, cofno classicam ente des­

crito <26>, náo sucedendo, porém, em quase 
200 am ostras subm etidas a estudo bioquí­
mico, nenhum a que deixasse de desenvol­
ver-se no meio. No en tan to , utilizamos sem­
pre inoculos generosos, com picadas pouco 
profundas (cerca de 1 cm.), e consideramos 
n a  m aior p arte  dos casos as reações de 48 
horas, cuja nitidez é apreciável.

Em relação aos bastonetes gram  negati­
vos suspeitos de pertencerem  a fam ília En- 
terobacteriaceae, um a vez subm etidos aos 
testes bioquímicos sum ários descritos por 
Suassuna & Suassuna, em 1969 <24), foram  
grupados nos diversos gêneros e tribos que 
compõem a fam ília. Assim, de um to ta l de 
15 am ostras testadas, 6 (40%) correspon­
diam  ao gênero Proteus, 4 (27%) a tribo 
Klebsiellaz, 4 (27%) eram  Escherichia coli 
e 1 (7%) a tribo Salmonellae.

Q uanto aos bastonetes gram  negativos 
que ap resen ta ram  reação positiva ao teste 
da oxidase, tiveram  avaliadas as suas ca­
rac terísticas bioquím icas de acordo com es­
quem a proposto por K ing d?). Foram  3 as 
am ostras assim  estudadas, sendo duas de­
las reconhecidas como Pseudomonas sp.

Distribuição dos agentes por fa ixa  etá­
ria: P a ra  N. m eningitidis, verificamos que 
207 casos (74%) situaram -s3 en tre  0 — 20 
anos de idade. Na faixa e tá ria  com preen­
dida en tre  0 — 5 anos, ro tineiram ente  re­
ferida como aquela de predileção das me­
ningoencefalites meningocócicas, nossa fre­
qüência de casos foi da ordem  ds 22%, di­
versa daquelas descritas por autores como 
Bryodi<5>, p a ra  os Estados Unidos (48%) 
ou Le Víguellaux (is), p a ra  a  F rança  (60- 
-65%).

D iscrim inando nossos achados, pelas di­
versas faixas e tárias, verificarem os, entre 
0 — 1 ano, valores de 7%; 2 — 5 anos, 16%; 
6 — 15 anos, 37%; 16 anos e mais, 39%. 
(Tabeia I)

Dos dados expostos, ressa lta  a n ítida 
tendência à m aior freqüência de casos nas 
faixas e tá rias m ais elevadas, com acen tua­
do predom ínio nos grupos etários acima de 
6 anos. Em term os relativos, a m aior con­
centração de casos situa-se n a  faixa entre 
6 e 15 anos. Tais achados são comparáveis 
aqueles obtidos em São Paulo, por Morais 
e t ai., em 1974 W ) .

No en tan to , ao confrontarm os as fre­
qüências de casos por faixa etárias obtidas 
por nós com aquelas detectadas em regiões 
tropicais, como no “cin turão  m eningítico”



232 Rev. Soc. Bras. Med. Trop. Vol. IX  —  N.o 5

do Saara, verificarem os padrões bem  diver­
sos. Assim é que Le Viguellaux (18> cita  da­
dos obtidos no Alto-Volta, em 1970, em que 
definem-se valores de 14 — 15% p a ra  a  fa i­
xa de 0 — 1 ano, 25 — 27% p a ra  2 — 4 
anos, 41% p ara  5 — 15 anos e apenas 19% 
p ara  m aiores de 15 anos. Como se vê, em ­
bora o predom ínio relativo situe-se em gru­
po sim ilar ao por nós verificado, os valores 
para  os grupos etários m ais jovens (0 — 1 
ano) e de m aior idade (15 anos e m ais), 
são, respectivam ente, superiores e inferio­
res aos nossos.
Quanto a um a possível diferença n a  dis­

tribuição dos grupos sorológicos de m enin- 
gococo pelas diversas faixas e tárias, não 
nos loi dado observar quaisquer variações 
signliicativas.

P ara  o gênero Haemophilus, em  18 casos 
(82%), foram  isolados do grupo en tre  0 — 5 
anos, ocorrendo achado in teressan te  que 
consistiu no isolam ento do m icrorganism o 
do LCR de dois pacientes adultos contando 
23 e 58 anos de idade, o que constitu i ocor­
rência p a ra  .

E ntre as enterobactérias, de um  to ta l de 
15 am ostras isoladas, 7 casos (47%) s itu a­
vam-se na  faixa de 0 — 1 ano, e um  to ta l 
de 11 casos (73%) foram  obtidos de pacien­
tes até 7 anos de idade. Os 4 casos re s tan ­
tes foram  isolados de pacientes com 30, 50, 
52 e 83 anos de idade.

P ara  Escherichia coli, 75% dos casos fo­
ram  obtidos de crianças abaixo de 7 anos 
de idade, e p ara  o gênero Proteus, em 83% 
dos casos os pacientes contavam  en tre  l  e 
3 meses de idade.

Caracterização sorológica de m eningoco­
cos e resistência aos antim icrobianos: Ao 
gruparm os sorologicam ente as am ostras de 
iN. m eningitidis  envolvidas no a tu a l surto  
epidêmico, pudemos observar, de junho  de 
1974 a janeiro  de 1975, n ítid a  predom inân­
cia do grupo sorológico A sobre o grupo C, 
na proporção de 3 a  4:1 (Tabela IV).

Porém, ao Iévarmos em conta o predo­
mínio, no a tu a l surto, da etiologia m enin­
gocócica e o fato  de que os meningococos 
do grupo C correspondem  a cerca de 14% 
dos isolam entos do m icrorganism os, pode­
mos supor que a  m aior p arte  dos casos clí­
nica e laboratorialm ente suspeitos de me- 
ningoenfalite bacteriana  devem te r etiolo­
gia meningocócica, o que sugere a ocorrên­
cia, para  o grupo sorológico C, de curva epi­
dêmica própria.

É tam bém  im portan te  ressa lta r que 
aproxim adam ente 1/5 das am ostras de N. 
m eningitid is  sorologicam ente tes tad as  (246) 
pertencem  a categoria de não-grupadas, 
sendo aí incluídas tan to  as cepas não gru- 
páveis (pelos soros ag lu tinan tes A, B e C) 
como as. auto-aglutináveis, com freqüências 
de, respectivam ente, 5% e 17% (Tabela IV ).

N aturalm ente, seria  de esperar-se con­
siderável redução n a  freqüência de cepas 
não-agrupáveis, caso utilizássem os antiso- 
ros p a ra  os grupos sorológicos X, Y e Z, 
principalm ente associados a portadores.

Hollis, Wiggins & S chubert <13>, testando  
299 am ostras de meningococos co n tra  os so­
ros A, B e C, verificaram  percen tual de 
am ostras não-grupáveis da ordem  de 12%, 
bem acim a da freqüência de 5% obtida por 
nós. No en tan to , é válido lem brar que p a r­
te  da am ostragem  te s tad a  por aqueles au to ­
res p rovinha de portadores (nasofaringe ou 
esca rro ), onde é sabidam ente adm itida  a 
g rande participação  dos grupos X, Y e, p a r­
ticularm ente, grupo Z.

No que concerne aos testes de avaliação 
da sensibilidade dos meningococos aos agen­
tes antim icrobianos de uso corrente, quer 
n a  quim ioprofilaxia quer no tra tam en to  
das m eningoencefalites, ficou dem onstrada 
com pleta sensíoiiidade a m aior p a rte  dos 
antim icrobianos testados. No en tan to , cabe 
assinalar a  inadequação do teste  de avalia­
ção da  sensibilidade às sulfas quando rea ­
lizado pela técn ica de difusão em discos, 
mesmo quando este é adequadam ente con­
trolado (Tabela V).

Ao serem  testadas con tra  sulfadiazina 
sódica, pelo teste  de diluição em agar, as 
am ostras de N. m eningitid is  revelaram  alto  
grau de resistência ao quim ioterápico, sen­
do todas elas resisten tes a  concentração de 
1 ng/m l. e apenas 44% sensíveis a concen­
trações de 10 ng/m l. (Tabela VI).

Q uanto  a  correlação en tre  grupo soro­
lógico e de meningococo e resistência à  con­
centração  de 10 ng/m l. de sulfadiazina só- 

«dica, verificam os m arcan te  resistência  exi­
bida pelo grupo C (95%), enquanto  o grupo 
A revelava m ais discreto grau  de resistên ­
cia (28). Abbott & G raves W , pesquisan­
do am ostras isoladas en tre  1966 e 1971, 
na  In g la te rra  e Irlanda , verificaram  situ a­
ção inversa a descrita  por nós, com nítido  
predom ínio de resistência no G rupo A, em 
com paração ao grupo C.
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No en tan to , no que se refere a a lta  re ­
sistência a sulfadiazina sódica dem onstra­
d a  pelo grupo C, nossos achados são p ra ti­
cam ente idênticos aqueles obtidos por Mo­
rais e t ai. w ,  p a ra  am ostras isoladas em 
São Paulo e testadas no C enter for Disease 
Control (C D C \ que definiu valores de resis­
tência, p a ra  10 M-g/ml. de sulfadiazina sódi­
ca, da ordem  de 95%.
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SUM M ARY

Data from  th e  pre-epidemic period and from  the  present epidemic o f menin- 
gococcal m eningoencephalitis in  th e  Great Rio de Janeiro area are presented. 
A thousand  suspected cases were bacteriologically studied after lumbar spinal 
puncture at th e  Hospital Estadual São Sebastião, in  Rio de Janeiro.

A im ing a t a rapid and sim ple diagnostic procedure to be applied to spinal 
flu ids errors and hazards o f some techniques, based on stained microscopic slides 
and lim ited  choice o f culture media, are discussed.

Isolation o f etiologic agents varied from  three per cen t in  specimens w ith  
less th a n  10 w hite ce lls/m m 1 to 72 per cent w ith  flu ids containing more than  a 
thousand ce lls /m m 1. The distribution o f 356 isolated stra ins correspended to: 
Neisseria m eningitid is (281); Haem ophilus sp. (22); E nterobacteriaceae (15); 
pneumococci (26); Gram -negative oxidative rods (3); beta hem olytic streptococ- 
ci (1) and enterococci (1).

Serologically th e  meningococci corresponded to 51 per cen t group A, 2 per 
cent group B and 14 per cent group C strains. The rem aining strains were not 
grouped w ith  th e  m en tioned available diagnostic sera or dem onstrated sponta- 
neous agglutination.

Very few  cases o f resistance to antibioties were found  by using the  diffusion  
sensitiv ity  tests w ith  discs o f the  com m on antim eningococcal drugs. Sulpha- 
diazine resistence was frequent, however, particularly w ith in  the  group C me- 
ningococcal isolations, w hen th e  dilution tests in  solid media, according w ith  the  
Food anã Drug A dm inistra tion  (U.S.AJ instru ctions were em ployed .
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