Meningoencefalitis por H.influenzae y
Str. pneumoniae: diagndstico rapido por

coaglutinaciéon en LCR'

HECTOR GUISCAFRE?, CARLOS ENRIQUE MARRUFOQ?, JUAN ANTONIO TRE]O,
MARTA RAMIREZ?*, SILV!A GONZALEZ? y ONOFRE MUNOZ?.

introduccion

La meningoencefalitis purulenta es una enfer-
medad grave cuando ocurre en la infancia y tiene
una letalidad y secuelas elevadas, relacionadas di-
rectamente con el retraso en el diagnéstico vy el
tratamiento oportuno (1, 3); es por ello que fa
identificacidon del agente etioldgico, en el menor
tiempo posible, esde primordial importancia{4, 5).

En México, Streptococcus pneumoniae v Hae-
mophylus influenzae son los causantes de las dos
terceras partes de los casos de meningoencefalitis
purulenta {2). El cultivo del iiquido cefalorraqui-
deo {L.LCR} es el tinico medio para tener un diag-
ndstico etioldgico de certeza; sin embargo, su re-
sultado se conoce hasta 48 a 72 horas después v
solo es positivo en un 50 a 60 por ciento de los
casos, debido principalmente al uso previo de an-
timicrobianos en estos pacientes (6). El frotis del
LCR es orientador del diagndstico, pero s6lo es
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positivo en un 60 a 70 por ciento de los casos v
frecuentemente se presta a confusiones, sobre to-
do en manos inexpertas (7, 8). Las técnicas de
diagnostico etiolégico rdpido hasta ahora descri-
tas: aglutinacién (9), hemaglutinacion (10}, agluti-
nacién con ldtex (11}, contrainmunoeiectroféresis
(12, 13) y ELISA (14 - 16) tienen un porcentaje
bajo de positividad o su realizacién es muy labo-
riosa y algunas no son accesibles al jaboratorio de
rutina,

La coaglutinacion es un método, descrito por
Kronvall en 1973 (17 - 19), que consiste en una
reaccién antigeno-anticuerpo utilizando Staphyio-
coccus aureus ricos en proteina A (cepa Cowan 1)
cubiertos con anticuerpos especificos. Esta pro-
tena tiene la caracteristica de fijar el anticuerpo
por su fragmento cristalizable {fragmento Fc¢) y
dejar libre su sitio activo {fragmento Fab) por lo
que al ponerse en contacto con el antigeno espe-
cifico, los estafilococos se aglutinan. La aglutina-
cién se lleva a cabo en 30 a 60 segundos vy es visi-
ble macroscopicamente, Esta técnica identifica
antigenos bacterianos en concentraciones tan ba-
jas como 8 a 12 ng/ml (8). La coaglutinacién, por
lo tanto, es un método rdpido, sencillo y sensible,
que no necesita de equipo especializado y que per-

mite la identificacion de antigenos bacterianos. E/
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Material y métodos

Se incluyeron en el estudio 231 muestras de
LCR tomadas de 198 nifios internados en el De-
partamento de Infectologia del Hospital de Pedia-
tria del Centro Médico Nacional, Instituto Mexi-
cano del Seguro Social, durante el lapso de enero
de 1982 a marzo de 1983, Las edades de los nifios
estuvieron comprendidas entre cuatro dias vy 14
afios; 198 muestras correspondieron al LCR ini-
cial tomado ante la sospecha clinica de meningitis
v 33 aios LCR de contral.

En los nifios con meningoencefalitis por H. in-
fluenzae y Str. pneumoniae, se recabé la informa-
cidn correspondiente al tiempo de evolucion del
padecimiento y al tratamiento antibiotico que ha-
bian recibido.

El criterio para considerar que un paciente tuvo
meningoencefalitis fue el siguiente: a) presencia
de sindrome infeccioso mas sindrome meningeo o
de daho neuronal y b} incremento de la celulari-
dad del LCR.

El criterio para clasificar a la méningoencefali-
tis fue:

Purulenta, si el cultivo del LCR fue positivo o
la celularidad del LCR fue mayor a 1000/ml con
hipoglucorraquia.

Probablemente viral, si el .CR fue de caracte-
risticas asépticas y el paciente se recuperd sin tra-
tamiento antimicrobiano.

Tuberculosa, si el cuadro clinico fue prolonga-
do (mds de 10 dias) con frotis (BAAR) o cultivo
positivo en LCR para Mycobacterium tuberculosis
0 con dos o0 mas de los siguientes datos:

Combe positivo, PPD positivo, hidrocefalia por
bloqueo de la base, frotis o cultivo positivo en
exudado tragueal o jugo gdstrico, neumonia silen-
ciosa y respuesta favorable al tratamiento.

lLa coaglutinacién se realizé con cuatro reacti-
vOs comerciales® existentes en México para laiden-
tificacion bacteriana en medio de cultivo:

a} S, aureus ricos en proteina A “forrados’ con
antisuero de conejo anti Haemophylus influen-
zae tipo b. b) 8. aureus ‘“forrados’ con antisuero

* Phadebac Haemophilus Test,
Phadebac Pneumococcus Test.
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de conejo anti Haemophylus influenzae, poliva-
lente (a, c, f). ¢) 5. aureus *“forrados” con antisue-
ro de conejo anti Preurnococcus omnivalente (83
serotipos}). d} S. aureus “‘forrados’’ con suero de
conejo no inmunizado (suero control}.

Un mililitro del LCR fue calentado a 909C por
15 minutos v dejado enfriar a temperatura am-
biente (20). Se colocaron cuatro gotas del mismoso-
bre un papel con superficie impermeable y encada
una de ellas se mezcld una gota de cada uno de los
reactivos. Se realizaron movimientos de rotacidn
manual y la lectura se hizo macroscépicamente 30
a 60 segundos después. Se considerd positiva una
prueba cuando la aglutinacion fue franca y el con-
trol negativo; las reacciones dudosas se considera-
ron negativas. l.as muestras del LCR fucron pro-
cesadas en general en forma inmediata a su toma;
algunas de ellas fueron almacenadas a —20°C por
dos o tres dias antes de practicdrseles fa coagluti-
nacion.

Para valorar la sensibilidad i vitro de los reacti-
vos utilizados para la coaglutinacidn, se procedid
a obtener la concentracién minima bacteriana de
H. influenzae o Str. pneumoniae capaz de dar coa-
glutinacién positiva. La cuenta bacteriana se reali-
z6 mediante la técnica de vaciado de placa (21).
Las diluciones se efectuaron en solucion salina,
LCR vy caldo de cultivo (Levinthal para H. influen-
zae y Tood Hewitt para Str. preumoniae).

Para valorar si las falsas negativas que se obtu-
vieron en la coaglutinacion fueron por no tener una
cantidad suficiente de antigeno se procedid a
efectuar un método de concentracion del LCR
mediante precipitacién con etanol (22). Se prac-
ticé este procedimiento a las muestras de LCR
con el cultivo positivo pero con la coaglutinacion
negativa para H. influenzae y Str. preumoniae.

Para obtener la sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y valor predictivo negativo se
uso el método de Ranschoff y Feinstein (23},

Resultados

En la tabla 1, se describen las muestras de LCR
que se estudiaron en cada uno de los tipos de me-
ningitis y el ndmero de ellas con coaglutinacion
positiva para H. influenzae o Str. pneumoniae. Co-
mo se puede observar, 36 de 41 muestras con culti-
vo positivo para H. influenzae (87.8% )y 14 de 17
muestras con cultivo positivo para Str. preumo-
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nige (82.3% ) tuvieron coaglutinacién positiva. En
ninguna de las muestras del grupo control, se en-
contrd coaglutinacién positiva. De los 85 LCR de
ninos con meningoencefalitis purulenta sin ger-
men aislado, se pudo demostrar por coaglutina-
cién, la presencia de antigenos de H. influenzae en
19 (22.3% ) v de Str. pneumoniae en 14 (16.5%).

La identificacion de H. influenzae o Str. pneu-
moniae en LCR por coaglutinacion, de acuerdo con
el tiempo de tratamiento antibidtico se puede apre-
ciar en la tabla 2. A diferencia del cultivo, la coa-
glutinacién persistié positiva en la mayorfa de los
casos, a pesar de la administracion de los antimi-
crobianos durante varios dias

al diluyente (solucion salina, LCR o caldo de cul-
tivo).

l.a concentracién de las muestras de LCR por
medic de la precipitacion con etanol {22) permi-
ti6 obtener una coaglutinacién positiva en tres de
los cinco LCR con cultive positivo para H. influen-
zge y coaglutinacion negativa antes de la concen-
tracion. El mismo resuitado se obtuvo en dos de
las tres muestras falsas negativas para Str. pneu-
moniae,

Discusion
En este trabajo hemos evaluado la sensibilidad
y especificidad /in vitro e /n vive de la coaglu-

La sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo v valor predictivo negativo, para H. in-
fluenzae y Str. pneuroniae, se muestran en la ta-
bla 3

No se aprecid ninguna relacién entre la positivi-
dad o negatividad de la coaglutinacion y el tiempo
de evolucion del padecimiento o el tratamiento
antimicrobiano previo al diagn dstico de meningitis.

En las pruebas de sensibilidad in vitro se encon-
tré que la concentracion minima bacteriana para
que fa coaglutinacidn resultara positiva fue: 2.3 x
10° unidades formadoras de colonias (UFC) para
H. influenzge v de 1.14 x 10% UFC para Str. pneu-
morniae. No se observaron diferencias en relacion

tinacion para la identificacién de antigenos de
H. influenzae y de Str. pneumoniage en LCR, Los
resultados fueron satisfactorios, como se puede
apreciar en las tablas T a 3. La sensibilidad para
H. influenzae fue 87.8 por cicnto y para Str. pneu-
maonige de 82.3 por ciento. Estos resultados estan
de acuerdo con estudios recientes que han utiliza-
do el mismo tipo de reactivos (24, 25).

La coaglutinacion en LCR permanece positiva
en relacion directa con la concentracion de anti-
geno de H. influenzae o Str. pneumoniae v no de
la cantidad de bacterias viables (24). Este hecho
ofrece la ventaja de que la coaglutinacidon no se
modifica, cuando menos durante varios dias, por
la administracion de antimicrobianos como se
puede observar en la tabla 2 v permite realizar un

TABLA 1. Identificacién de antigenos de H. influenzae y de Str. prneumoniae por coaglutinacion
en 231 muestras de LCR de nifios con meningoencefalitis o sospecha de la misma.

Etiologia de la meningitis

Haemophyius influenzae 41
Streptococcus pneumoniae 17
Purulenta sin germen aislado 85
Purulenta por otros gérmenes* 26
Probablemente viral 34
Tuberculosa 12
Sin meningitis 16

** H. influenzae 19/85 (22.3%)
Str. pneumoniae 14/85 (16.5%)

No. de muestras

* 5. epidermidis (5), S. aureus (3), E. coii (17), Klebsiella ozaenae (3), Enterobacter hafnia (3)
Proteus mirabilis (2), Pseudomonas, Bacilos difteroides, Listeria monocytogenes (1),

Nimero de muestras con

de LCR coaglutinacion positiva
36 (87.8%)
14 (82.3%)
33 (38.8%)**
0
Grupo 0
0
control 0

!
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TABLA 2. Identificacion de antigenos de H. influenzae y Str. pneumoniae en LCR por coaglutina-

cidn, de acuerdo con el tiempo de tratamiento antibidtico,

H. Influenzae Str. Pneumoniae

Tiempo de tratamiento Cultivo Coaglutinacion  Cultivo Coaglutinaciéon
Antes de su inicio 35/44 * 39/44 15/20 17/20
(79.5%) (88.6%) (75.0%) {85.0%)}
24 a 48 horas 6/17 1317 1/8 7/8
(35.2%) (76.5%) {12.5%) (87.5%)
3 al0dias 0/5 3/5 1/3 2/3

*  Namero de positivos /[ nimero de muestras.

Confiabilidad de la coaglutinacién para identificacion de anti-
genosde H. influenzae y Str. pneumoniae en 146* muestras de
.CR de ninos con meningoencefalitis o sospecha de la misma.

TABLA 3.

{ndices de confiabilidad H. influenzae (%) Str. pneumoniae (%)

Sensibilidad 87.8 82.3
Especificidad 100.0 100.0
Valor predictivo
positivo 100.0 100.0
Valor predictivo
negativo 95.4 90.1

*  Para el cdiculo de estos fndices no se incluyen las 85 muestras de LCR
de nifios con meningitis purulenta sin germen aislado.

diagndstico de probabilidad etioldgica adn en
aquellos enfermos que los han recibido. Nosotros
encontramos una coaglutinacion positiva en 33 de
85 LCR (38.8%) de nifios con meningitis purulen-
ta con cultivo negativo {tabla 1); de esta forma la
coaglutinacién también permitié tener un diag-
nostico etioldgico en un porcentaje de casos con-
siderablemente mayor que con el cultivo.

E! nimero de muestras de LCR de niftos con
meningitis de etiologia diferente a H. influenzae o
Str. pneumoniae y en nihos sin meningitis (grupo
control, tabla 1) fue adecuado y no obtuvimos
ninguna falsa positiva, por lo que la especificidad
de la técnica fue del 100 por ciento. En los prime-
ros trabajos de coaglutinacion en LCR (12, 26) se
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observo que en mads de la mitad de los casos exis-
tian reacciones inespecificas. Estos autores prein-
cubaron las muestras de LCR con protefna A de
Staphylococcus y disminuyeron estas falsas posi-
tivas en la mavoria de los casos. Recientemente,
se describid el método de termodisociacién para
separar los complejos inmunes y exponer mejor
los antfgenos bacterianos, ademds de destruir los
anticuerpos del LCR que producen las reacciones
falsas positivas {20). E| polisacirido bacteriano es
un antigeno termoestable y no se afecta por ef ca-
lentamiento. Nosotros usamos esta técnica, preca-
fentando el LCR a 90°C por 15 minutos y de esa
forma evitamos las reacciones inespecificas, A pe-
sar de ello se debe mencionar que otros auto-
res, aln utilizando la termodisociacion, han en-
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contrado en un porcentaje muy bajo de los casos
reacciones cruzadas de Str, pneumoniae con Kleb-
siefla pneumoniae (25} de H. influenzae con E, co-
/i K1y Neisseria meningitidis (26) y de M. influen-
zae con Proteus mirabilis (24).

No encontramos relacidn entre el tiempo de
evolucion de la enfermedad v |a positividad o ne-
gatividad de la coaglutinacién. Esto estd de acuer-
do con lo revisado por otros autores (5, 27) los
cuales tampoco han observado relacion entre el
tiempo de evolucidn v la cantidad de bacterias o
de antigeno en LCR; por ¢l contrario, se ha esta-
blecido una correlacidn directa entre la concentra-
cion bacteriana en LCR v ¢l prondstico de los pa-
cientes. Nosotros no evaluamos este parametro,
pero pudiera ser gue la coaglutinacién, ademds de
su valor diagnostico, también tenga un valor pro-
nostico, ya que el hecho de que sea positiva impli-
ca una concentracion de bacterias en LCR>10°
UFC/ml.

En cinco de los 41 LCR, con cultivo positivo
para H. influenzae (12.2%) y en tres de los 17 con
cultivo positivo para Str. preumoniae (17.7%) la
coaglutinacién mostrd Talsas negativas, Cuando se
concentro ¢l LCR mediante precipitacién con eta-
nol (22) tres de los cinco y dos de los tres, respec-
tivamente, dieron coaglutinacion positiva. Esto

20r indicuae |- “.’fﬂ?"ﬂl@dﬁ&ﬁmﬂilﬁﬂf{?

ce ser lo suficientemente sensible para todos los
casos. Es necesario realizar estudios inm vivo para
valorar su utilidad y tomar en cuenta que su costo
es mas elevado.

b) Concentracién del LCR. Existen técnicas relati-
vamente sencilllas como ia precipitacion con eta-
nol (22) que usamos en este trabajo y que pueden
ser de utilidad para incrementar la cantidad de an-
tigeno e indirectamente mejorar la sensibilidad de
la prueba. Tienen la desventaja de que requieren
mayor tiempo y soto logran concentrar el LCR de
20 a 200 veces,

c) Utilizar otra prueba con mayor sensibilidad. L.a
técnica de ELISA puede detectar concentraciones
de antigeno bacteriano hastade 1 ng/ml (14-16)pe-
ro aun no estd disponible para los laboratorios de
rutina.

Con los resultados obtenidos en este trabajo
consideramos que ia coaglutinacién es una técnica
muy atil para el diagnéstico etioldgico de la me-
ningoencefalitis por H. influenzae o por Str. pneu-
monige, con un valor predictivo positive del 100
por ciento y un valor predictivo negative dei 90
por ciento y que por la facilidad de realizacién y
la rapidez en sus resultados, es una prueba de diag-
néstico que puede realizarse a la cabecera del en-

T

en el LCR no concentrado, no fue suficiente para
dar a prueba positiva. En [os resultados obtenidos
fn vitro encontramos que la concentracién mi-
nima bacteriana para que la coaglutinacion sea po-
sitiva, usando los reactivos comerciales Phadebac
Haemophilus test v Pneumococcus test, fue de
2.3 x 10% UFC/mt para H. influenzae v de 1.14
x 10% UFC/ml| para Str. pneumoniae. La mayoria
de los pacientes con meningitis purulenta por es-
tos gérmenes, tienen concentraciones similares o
superioresenel LCR (27) y esto se correlaciona con
la sensibilidad encontrada; sin embargo, aproxi-
madamente el 15 por ciento tienen concentracio-
nes menores, lo que explica las falsas negativas.

Para disminuir estas falsas negativas, existen va-
rias alternativas:

a) Incrementar la sensibilidad de [a coaglutinacion.
Recientemente, hemos probado cl Phadebac CFS
y encontramos que detectd hasta 2.87 x 10* UFC
Jml para H. influenzae v 5.85 x 10% UFC/ml para
Str. pnneumoniae. A pesar de ello, todavia no pare-
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