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1. CONSIDERACOES INICIAIS

Durante minha atividade clinica como pneumologista pediatrica, muito
me angustia 0 uso inadequado de antibibticos, seja por ndo ter indicacdes, seja
pelo desconhecimento do agente causador da infeccao.

Dentro da pneumologia um quadro de dificil diagnostico etiolégico € o
derrame pleural. Na pratica clinica, o que vemos € o inicio da antibioticoterapia
prévia a coleta do espécime e aos resultados dos exames, quando € realizado
a toracocentese. A justificativa € que o resultado da cultura, que € o exame
mais indicado para definir a etiologia, demora muito.

O conhecimento do agente etiolégico e sua sensibilidade, permitiria o
uso de antibiéticos de menor espectro com diminuicdo no custo e na selecdo
de resisténcia; além da identificacdo de patdogenos incomuns.

Temos, atualmente, varias técnicas laboratoriais que nos auxiliam no
diagnostico etioldgico de varios quadros infecciosos. Porém, a maioria dessas
novas técnicas, sdo de custo elevado, necessitam recursos humanos
especializados, aparelhagem especifica, itens de dificil acesso para nossa
realidade cotidiana.

Um exame que é muito utilizado na pratica clinica para o diagnéstico
etiolégico das meningites purulentas € a realizagcdo no liquor do teste de
aglutinacdo de particulas de latex. E um exame rapido, de baixo custo, sem
necessidades de treinamento prolongado ou equipamentos sofisticados.

Dai surgiu o interesse em avaliar a aplicabilidade do teste de aglutinagéo
de particulas de latex no diagndstico etiolégico dos derrames pleurais.
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2. NOTA EXPLICATIVA

A presente dissertacdo foi organizada na forma de dois artigos, de
acordo com o regimento do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias da
Saude, area de Concentracdo em Saude da Crianca e do Adolescente, da
Faculdade de Medicina da UFMG.

O primeiro artigo consiste em uma revisao da literatura sobre diagnéstico
etiologico dos derrames pleurais em criancas e adolescentes através de testes
ndo convencionais, comparando-os com o teste de aglutinacdo de particulas de
latex (TAPL). J& o segundo teve como objetivo avaliar a utilidade clinica do
teste de aglutinacdo de particulas de latex para deteccdo de antigenos dos
diversos sorotipos de Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae

tipo b em pacientes que apresentaram derrame pleural.
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3. ARTIGO 1 - DIAGNOSTICO ETIOLOGICO DOS DERRAMES PLEURAIS
EM CRIANCAS E ADOLESCENTES ATRAVES DE TESTES NAO
CONVENCIONAIS COMPARADOS COM O TESTE DE AGLUTINACAO
DE PARTICULAS DE LATEX (TAPL): UMA REVISAO DA LITERATURA.
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3.1. Resumo

Introducdo: O diagndstico etiolégico dos derrames pleurais é um desafio
vivenciado frequentemente na pratica clinica. Corrobora essa observacdo a
existéncia de grande numero de técnicas de imunodiagnéstico e métodos de
biologia molecular, tais como contraimunoeletroforese (CIE), reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) DNA, deteccdo de imunocomplexos circulantes, ELISA,
imunocromatografia, teste de aglutinacdo de particulas de latex (TAPL), entre

outros.

Objetivo: Fazer uma revisdo da literatura sobre a utilizacdo de técnicas néo
convencionais como a CIE, TAPL, PCR-DNA, ELISA, no diagndstico etiolégico

dos derrames pleurais nas criancas e adolescentes, com énfase no TAPL.

Métodos: Revisdo narrativa nas bases de dados Medline e Lilacs,
selecionando os artigos mais relevantes. Foram revisados 33 trabalhos a partir
das seguintes palavras-chaves: pleural effusion,
counterimmunoelectrophoresis, DNA-PCR, ELISA, immunochromatography,
latex particles agglutination test, children, adolescents.

Sintese dos Dados: As técnicas ndo convencionais sdo mais sensiveis que as
convencionais, inclusive o TAPL, no diagnéstico etiolégico dos derrames
pleurais, com sensibilidade variando de 68-100%. Afora o TAPL a grande
maioria delas exige capacitacdo técnica, aparelhagem sofisticada e

apresentam custo elevado para sua realizacao.

Conclusdes: O TAPL é uma opcao de técnica simples, de grande utilidade
clinica, de facil execucdo, dispensando recursos humanos especializados e
com custo acessivel, além de receber pouca influencia com o uso prévio de

antibacterianos.

Palavras-chave: Derrame pleural, técnicas imunoquimicas, diagndstico

etiologico, criancas, adolescentes.
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3.2 Abstract

Introduction: The etiological diagnosis of pleural effusion is a challenge often
experienced in clinical practice. Corroborate this observation the existing of
many immunodiagnosis and molecular biology methods such as
counterimmunoelectrophoresis (CIE), polymerase chain reaction (PCR) DNA,
detection of circulating immune complexes, ELISA, immunochromatography,

latex particles agglutination test (LPAT), among others.

Objective: To review the literature on the use of unconventional techniques
such as CIE, LPAT, DNA-PCR, ELISA in diagnosis of pleural effusions in

children and adolescents, with emphasis on LPAT.

Methods: Narrative review of the Medline and Lilacs databases, selecting the
most relevant articles. Were reviewed 33 studies from the following keywords:
pleural  effusion,  Counterimmunoelectrophoresis, ¥ DNA-PCR, ELISA,
immunochromatography, latex particles agglutination test, children,

adolescents.

Summary of Data: The non-conventional techniques are more sensitive than
conventional ones, including the LPAT in the etiological diagnosis of pleural
effusions, with sensitivity ranging from 68-100%. Aside from the LPAT most of
them require qualification technique, sophisticated equipment and have high

cost for its implementation.

Conclusions: LPAT is an option with simple technique, clinically very useful,
easy execution, cost-effective, without requiring specialized human resources

beyond the little influence of the previous use of antibiotics.

Keywords: Pleural effusion, immunochemical techniques, etiologic diagnosis,
children, adolescents.
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3.3Introducéao

Derrame pleural € o acumulo anormal de liquido na cavidade pleural,
que é o espaco virtual entre as pleuras visceral e parietal, as quais deslizam
uma sobre a outra, separadas por uma fina pelicula de liquido.

As principais causas de derrame pleural em criangas s&o as infecciosas.
Sendo o principal agente o Streptococcus pneumoniae. A tuberculose também
€ uma causa infecciosa nédo desprezivel de derrame pleural nesse grupo etario,
principalmente nos paises de alta prevaléncia da doenca, como o Brasil.

Um aumento na incidéncia de derrame pleural em criancas tem sido
descrito em alguns centros de pesquisas internacionais, e talvez esteja
associado ao uso inadequado de antibidticos, ao atraso no diagnostico, ou
presenca de agentes etiolégicos incomuns. 2

A incidéncia de derrame pleural nas pneumonias varia de 25% a 44%,
em pacientes internados, sendo sua presenca considerada como um fator de
pior prognadstico, com maior morbidade e mortalidade. A conduta inicial frente
ao derrame pleural é a toracocentese, que tem como um de seus objetivos a
obtencdo de material para a identificacdo do agente etiolégico. > Em geral, o
material colhido é enviado para andlise bioquimica, cultura, coloracdo pelo
Gram e antibiograma. Em alguns centros, principalmente aqueles dedicados a
pesquisa, sdo realizados exames mais complexos, tais como
contraimunoeletroforese (CIE), reacdo em cadeia de polimerase (PCR) DNA,
deteccdo de imunocomplexos circulantes, ELISA, imunocromatografia, teste de
aglutinacéo de particulas de latex (TAPL), entre outros.

Apesar de existir por mais tempo que o0s métodos relatados
anteriormente, o TAPL é muito pouco utilizado na identificacdo dos agentes
etiologicos nos derrames pleurais. Sua utilizacdo clinica, em muitos locais, fica
restrita & pesquisa de agentes etiolégicos em amostras de liquor, quando se
tem suspeita de meningite bacteriana. E visto com especial interesse, pois,
tem um custo relativamente baixo quando comparado aos exames de
tecnologia mais recente e até mesmo aos tradicionais, como a hemocultura e
cultura de liquido pleural; é de facil execucédo, dispensa o uso de aparelhos
sofisticados e onerosos, pode ser facilmente manuseado por pessoal com
conhecimento basico em técnicas laboratoriais, oferece resultados rapidos com
leitura a olho nu, pode ser realizado em laboratérios de qualquer porte mesmo
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aqueles com recursos minimos. *°
Este artigo faz uma revisdo sobre a utilizagcdo de técnicas néo
convencionais comparadas com o TAPL no diagndstico etiolégico do derrame

pleural.
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3.4Teste de aglutinacéo de particulas de latex (TAPL)

O teste de aglutinacéo de particulas de latex baseia-se numa reacéo de
aglutinacdo entre antigeno e anticorpo, ou seja, microparticulas de latex séo
recobertas com concentracdes especificas de anticorpos a determinados
componentes antigénicos da parede do patdégeno de interesse, obtidos a partir
de soro sensibilizado de animais, mais precisamente de coelhos. Colhe-se o
material biologico (liquido pleural no caso) que contém antigenos capsulares,
processa-se 0 mesmo de acordo com as recomendacdes de cada fabricante e
adiciona-se o reagente no qual estdo contidas as particulas de latex fixadas
com anticorpos sensibilizados. Na presenca de reacdo de aglutinacdo entre
antigeno e anticorpo, nota-se, a olho nu, uma aglutinacéo nitida e rapida com
um padréo de granularidade homogéneo; caso contrario, nenhuma alteracéo &
observada. *°

O primeiro relato com uso do TAPL em doengas infecciosas foi em 1963,
sendo empregado no diagnéstico de infeccado por Crypytococcus neoformans,
através de reacdo em diversos liquidos corporais. °

A publicagao inicial, utilizando o TAPL em pneumonia foi em 1976;
Coonrod e Rylko-Bauer selecionaram 50 pacientes adultos com pneumonia
pneumocécica e 45 individuos sadios ou com infeccdo ndo pneumocécica.
Amostras de sangue foram colhidas dos participantes e submetidas ao teste
para deteccdo de polissacarideo capsular pneumocdcico; obteve-se
sensibilidade de apenas 22% e especificidade de 100%. Neste mesmo estudo
0 método de comparacao adotado foi a contra-imunoeletroforese (CIE), que foi
positiva em 20 pacientes (sensibilidade de 40%) e negativa em todos o0s

controles. ’
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3.5TAPL no liquido pleural

O derrame e empiema pleural tém incidéncia de 3,3/100.000 criancas,
sendo sua presenca considerada como um fator de pior prognostico em casos
de pneumonias, com maior morbidade e mortalidade. A conduta frente ao
derrame pleural é a toracocentese. > *°

Através da toracocentese busca-se o diagnostico etiolégico, seja pelos
métodos convencionais (cultura e coloracdo pelo Gram), seja por métodos mais
avangados, a saber, técnicas imunoquimicas (entre as quais se situa o teste de
aglutinacdo de particulas de latex) e de biologia molecular. Esta ultima, devido
ao elevado custo, tem aplicacéo restrita em paises como o Brasil.

O diagnéstico etiolégico dos derrames pleurais parapneumonicos €
frequentemente dificil, mesmo em nacfes desenvolvidas. O grande numero de
técnicas de imunodiagndstico e a recente introducdo de métodos de biologia
molecular para tal finalidade corroboram essa observacao. ®

Segundo o Guidelines da Sociedade Britanica de Doencas do Térax, a
identificacdo do organismo infectante no liquido pleural varia de 8 a 76% de
acordo com a técnica utilizada (cultura, coloracdo pelo Gram, PCR-DNA). Em
um recente estudo multicéntrico no Reino Unido somente 17% das culturas de
liquido pleural foram positivas. O uso de novas técnicas moleculares, como
PCR, permite uma positividade maior na pesquisa do agente etioldgico. *°

A presenca de um exsudato parapneumOnico aumenta
consideravelmente a chance de se isolar o agente etioldgico em cultura, com
sensibilidade que varia de 50 a 70%. Na pratica clinica, entretanto, observa-se
baixa identificacdo do patdégeno (em torno de 30%) decorrente do uso

freqliente de antibiéticos antes da toracocentese. ** *°

Em 1991, Requejo et al *®

conduziram um estudo, onde 27 amostras de
liquido pleural foram pesquisadas. Foram realizados o TAPL e o CIE nas
amostras de liquido pleural obtendo-se sensibilidade de 100% para ambos 0s
métodos. Neste estudo a hemocultura teve sensibilidade de 19,3%. Os autores
concluiram que o TAPL, sobretudo em amostras de derrame pleural, como
teste de imunodiagndstico, apresenta desempenho semelhante em relacdo a
CIE e superior a hemocultura no diagnoéstico etioldgico de pneumonias
comunitérias.

1
| 9

Num outro estudo, Requejo et a propuseram-se determinar a
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acuracia de técnicas de imunodiagnéstico em estabelecer a etiologia de
pneumonias comunitarias. Entre estas foram realizados o TAPL, a CIE e o Dot-
ELISA em amostras de liquido pleural de criancas de zero a 12 anos de idade
com achados clinicos, laboratoriais e radioldégicos sugestivos de quadro
bacteriano. Com a finalidade de avaliar a especificidade desses testes,
amostras de liquido pleural de pacientes com tuberculose e de sangue de
outras criancas sadias foram obtidas e culturas de todas as amostras foram
realizadas. Os autores focaram a pesquisa nas propriedades do Dot-ELISA, e
assim consideraram para fins de comparacdo, o TAPL, a CIE e as culturas,
como "padrdes de referéncia”. A cultura de liquido pleural apresentou 14,5%
de isolamento, com 40 casos positivos para S. pneumoniae, 21 para Hib e trés
para S. aureus. O TAPL mostrou-se ligeiramente superior ao Dot-ELISA e
também a CIE, com sensibilidade de 97,5%. Entretanto estes dois ultimos
testes apresentaram maior especificidade, a saber, Dot-ELISA 83%, CIE 79,1%
e TAPL 61,3%.

Le Monnier et al ** coletaram amostras de 78 criancas com derrame
pleural com idade média de 3,9 anos e realizaram 0s seguintes testes: cultura
convencional, TAPL, imunocromatografia e reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) 16S rDNA. Das amostras selecionadas, 40 eram de empiemas
pneumocécicos. Dentre essas, a cultura foi positiva em 23 (58%); a coloracao
pelo Gram em 28 (70%); o TAPL em 36 amostras (90%); hemocultura positiva
em 14 (35%); e o PCR DNA em todas as 40 amostras (100%). A sensibilidade
e especificidade do TAPL, quando comparado com cultura e/ou PCR, foi de
90% e 95%, respectivamente. Ao final do artigo, os autores sugerem um
algoritimo para a abordagem etiologica dos derrames pleurais, utilizando
métodos rapidos de diagnosticos (coloracéo pelo Gram + TAPL) e cultura:

- se Gram e/ou TAPL positivos e cultura negativa — realizar PCR especifico
para S. pneumoniae
- se Gram, TAPL e cultura negativo — realizar PCR-DNA para identificar
etiologia bacteriana.

Eastham et al, em Newcasthe, estudaram 47 criangas com derrame
pleural e idade média de 5,6 anos. Realizaram cultura em amostra de sangue e
liquido pleural, além de TAPL e PCR. O Streptococcus pneumoniae foi o
agente etiolégico implicado em 36 das amostras estudadas. A cultura do liquido
pleural foi negativa em 94% das amostras. O TAPL apresentou positividade de
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26%, enquanto o método de PCR foi positivo em 75% das amostras de liquido
pleural. %’

Boersma et al analisaram 9 amostras de derrame pleural e compararam
TAPL, com coloracdo pelo Gram e cultura. O método de aglutinacdo de
particulas de latex apresentou uma sensibilidade de 89%. Apesar do nimero
pequeno de amostras, 0s autores concluiram que o TAPL tem alta
especificidade para a deteccdo do S. pneumoniae no liquido pleural, sendo o
resultado (Gtil no direcionamento do tratamento antibacteriano. %

Chandler et al compararam 4 métodos diferentes (sonda de DNA, TAPL,
solubilidade em bile, teste de suscetibilidade a optoquina) utilizando amostras
de 209 culturas positivas para Streptococcus pneumoniae provenientes do trato
respiratorio com o objetivo de avaliar as técnicas de identificacdo desse
microorganismo. Ao final do estudo, o teste da optoquina apresentou 100% de
sensibilidade e especificidade, e o TAPL 98,5 e 95%, respectivamente. A
sensibilidade e especificidade para o teste de solubilidade em bile foi de 98% e

100% respectivamente. *°
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3.60utros métodos nao convencionais

Varios estudos internacionais tém utilizado amostras de liquido pleural
aplicando técnicas como reacdo em cadeia de polimerase (PCR) DNA,
imunocromatografia, sonda de DNA, ELISA, para pesquisa do agente
etiolégico de pneumonias, com sensibilidade variando entre 68 — 100%. 2/
Porém a necessidade de profissional altamente capacitado, alto custo
financeiro, complexidade técnica, tem feito com que o uso destas técnicas seja
restrito a centros de pesquisa.

Saglani et al, pesquisaram a presenca do agente etioldgico em criancas
com empiema através da comparacdo entre técnica molecular (PCR 16S
rDNA) e cultura bacteriana. Foram analisadas 32 amostras de pacientes com
idade média de 2,9 anos. A cultura apresentou uma sensibilidade de 18,7%
enquanto o exame de PCR foi de 69%. *

Andreo et al, estudaram 91 amostras de derrame pleural de pacientes
entre 18 a 91 anos. Foram realizados hemocultura, deteccdo de antigeno
urinario pela imunocromatografia, deteccdo de antigeno no derrame pleural
pela CIE e imunocromatografia, cultura e coloracdo pelo Gram do liquido
pleural. A imunocromatografia em liquido pleural apresentou uma sensibilidade
de 79% e especificidade de 93,6%. °

Lahti et al estudaram 30 amostras de sangue e 12 amostras de liquido
pleural, provenientes de criancas entre 2,4 e 8,7 anos com quadro de
pneumonia e empiema. Foram realizados cultura de ambos os espécimes e
pesquisa de PCR DNA. Com o uso da técnica de PCR foi possivel identificar o
Streptococcus pneumoniae em 75% mais amostras que somente pela cultura
do liquido pleural. **

Ploton et al utilizaram a técnica de imunocromatografia - Binax Now, em
69 amostras de liquido pleural de criancas com idade média de 4,1 anos e
compararam com cultura. A cultura convencional teve uma positividade de
22%, enquanto o Binax Now apresentou 69%, sendo a sensibilidade de 100% e
a especificidade de 33%. *°

Requejo e Cocoza estudaram o valor diagnéstico da proteina C-reativa
em pneumonias bacterianas. Um total de 265 amostras de liquido pleural foram

submetidas a exames de cultura, CIE, DOT-ELISA e proteina c-reativa. Como
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resultado encontrou-se uma positividade de 22% para cultura, 30% para a CIE,
42% para DOT-ELISA e 51% para a proteina C-reativa.

Tabela 1 - Sinopse das principais publicaces com o emprego de técnicas néo

convencionais em derrames pleurais em criangas e adolescentes

Autor N° pacientes ou Testes realizados Sensibilidade  Especificidade
N° amostras ou (%)
positividade
(%)
Requejo 27 Hemocultura 19 NR
etal'® CIE 100
TAPL 100 NR
Requejo 442 casos TAPL 97,5 61,3
etal *° 58 controles  Dot-Elisa 94 83
CIE 87,5 79
Cultura 14 NR
Monnier 78 TAPL 90 95
et al 2 (40 casos de  Imunocromatografia 100 NR
empiema PCR-DNA 100 NR
pneumocécico) Cultura 58 NR
Eastham 47 Cultura 6 NR
etal *’ TAPL 26 NR
PCR 75 NR
Saglani 32 PCR 16S rDNA 69 NR
etal' Cultura 18,7 NR
Andreo 91 CIE 21 NR
etal 1 (19 casos de  Imunocromatografia 79 93,6
empiema Cultura 5 NR
pneumocadcico)
Chandler 209 TAPL 98,5 95
etal *° Solubilidade em bile 98 100
Teste de 100 100

suscetibilidade a

optoquina
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Lahti et 9

al 14

Ploton et 69
al 13

Boersma 9

et al %°

Requejo 265
e Cocoza

33

PCR DNA
Cultura
Imunocromatografia

Cultura

TAPL

Cultura

Coloracéao pelo
Gram

Cultura

CIE

DOT-ELISA

Proteina C-reativa

100
11
100
22

89
11
22

22
30
42
51

100
NR
33

NR

92
NR
NR

NR
NR
NR
NR

(NR — N&o relatado)

O teste de PCR DNA é uma técnica de custo elevado, que sofre

interferéncia do uso prévio de antibiético, pois dependendo do tempo de lise da

bactéria, o DNA se decompdem e nao é possivel amplifica-lo. Outra dificuldade

desse teste é a presenca de mais de um patégeno na amostra. Quando se faz

a amplificacdo do DNA, o resultado ndo pode ser interpretado.

Com base nessas publica¢des, conclui-se que o teste de aglutinagédo de

particulas de latex em amostras de derrame pleural apresenta uma boa

sensibilidade e especificidade, quando comparado inclusive com exames

bacterioldgicos convencionais (coloracdo pelo Gram e cultura), e com aqueles

mais sofisticados

custo mais elevado,

imunocromatografia, entre outros.

como

PCR-DNA,
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3.7 Consideracgdes finais

Atualmente, o teste de aglutinacdo de particulas de latex (TAPL) é muito
utilizado na deteccdo de antigeno polissacarideo capsular do Streptococcus
pneumoniae e do Haemophilus influenzae tipo b para o diagndstico rapido de
meningites bacterianas em amostra de soro e liquor. E um método empregado
em muitas unidades de satde. #??

Devido aos escassos recursos que paises em desenvolvimento, como o
Brasil, dispdem para a area de saude, os resultados da presente revisdo da
literatura sugerem que o teste de aglutinacdo de particulas de latex se torna
uma opcao de técnica simples, de facil execucdo, dispensando recursos
humanos especializados e com custo acessivel, além da pouca influencia do
uso prévio de antibacterianos (pois € muito comum o paciente com derrame
pleural receber antibioticoterapia prévia a realizacdo dos exames), e de alta

efetividade no diagnéstico etioldgico de derrame pleural. ** %> 2
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4 ARTIGO 2 - DIAGNOSTICO ETIOLOGICO DOS DERRAMES PLEURAIS
ATRAVES DO TESTE DE AGLUTINACAO DE PARTICULAS DE LATEX
(TAPL)
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4.1 Resumo

Introducdo: Um aumento na incidéncia de derrame pleural em criancas tem
sido descrito desde a Ultima década em alguns centros de pesquisas
internacionais, talvez pelo uso inadequado de antibidticos, ou o atraso no
diagnostico, ou presenca de agentes etiolégicos incomuns. Segundo o
Guidelines da Sociedade Britanica das Doencas do Térax, a identificacdo do
organismo infectante no liquido pleural varia de 8 a 76% de acordo com a
técnica utilizada (cultura, coloragcdo pelo Gram, reacdo em cadeia de
polimerase).

Objetivo: Avaliar a aplicabilidade do teste de aglutinacao de particulas de latex
(TAPL) para deteccdo de antigenos dos diversos sorotipos de Streptococcus
pneumoniae e Haemophilus influenzae tipo b em pacientes que apresentaram
derrame pleural, através da comparacdo com O exame de

contraimunoeletroforese (CIE).

Métodos: Entre 1996 e 2003, foram submetidas aos exames de TAPL e CIE
418 amostras de liquido pleural coletados de criancas e adolescentes menores
de 18 anos com quadro clinico compativel com derrame parapnéumonico ou

empiema pleural.

Resultados: A sensibilidade e especificidade do TAPL, quando comparado
com a CIE, foi 98,5% (IC 95% 92,5 - 99,9) e a 83,3% (IC95% 79,1 — 86,9),
respectivamente; enquanto que os valores preditivos positivo e negativo foram,
respectivamente, 52,0% (IC95% 43,2 — 60,7) e 99,7% (IC 95% 98,3- 99,9).

Conclusdes: O TAPL, como teste imunodiagnéstico, € uma opc¢ao de técnica
simples, de facil execugcdo, com custo acessivel e de grande utilidade no
diagnéstico etiolégico de derrame pleural, além da pouca influencia do uso

prévio de antibacterianos.

Palavras-chave: Derrame pleural, empiema, teste de aglutinacédo de particulas

de latex, contraimunoeletroforese, diagndstico etioldgico.
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4.2 Abstract

Introduction: An increase in the incidence of pleural effusion in children has
been reported since the last decade in international research centers, perhaps
due to inappropriate use of antibiotics, or delayed diagnosis, or presence of
unusual etiologic agents. According to the Guidelines of the British Thorax
Society, the identification of the infecting organism in the pleural fluid varies
from 8 to 76% according to the technique used (culture, Gram stain,

polymerase chain reaction).

Objective: To evaluate the applicability of the latex particle agglutination test
(LPAT) to detect antigens of different serotypes of Streptococcus pneumoniae
and Haemophilus influenzae type b in patients with pleural effusion, through the

comparison with the contraimunoeletroforese (CIE).

Methods: Between 1996 and 2003, were collected and submitted to LPAT and
CIE, 418 samples of pleural fluid from children and adolescents younger than
18 years of age with clinical symptoms compatible with parapneumonic effusion

or pleural empyema.

Results: The sensitivity and specificity of LPAT compared with CIE were 98.5%
(95% ClI, 92.5 — 99.9) and 83.3% (95% ClI, 79.1 — 86.9), respectively, while the
positive and negative predictive values were respectively 52.0% (95% ClI, 43.2
—60.7) and 99.7% (95% Cl, 98.3 - 99.9).

Conclusions: LPAT as an immunodiagnostic test is a simple technique, easy
execution, cost-effective and useful in etiologic diagnosis of pleural effusion,

beyond the little influence of the previous use of antibiotics.

Keywords: Pleural effusion, empyema, agglutination of latex particles,

counterimmunoelectrophoresis, etiologic diagnosis.
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4.3Introducéao

As principais causas de derrame pleural em criangas sdo as infecciosas,
sobretudo os derrames para-pneumonicos e 0s empiemas. A tuberculose
também é uma causa importante de derrame pleural nesses pacientes,
principalmente nos paises de alta prevaléncia da doenca, como o Brasil.

A incidéncia de derrame pleural nas pneumonias varia de 25% a 44%,
em pacientes internados, sendo sua presenca considerada como um fator de
pior prognéstico, com maior morbidade e mortalidade. *

Um aumento na incidéncia de derrame pleural em criancas tem sido
descrito desde a ultima década em alguns centros de pesquisas internacionais,
talvez pelo uso inadequado de antibidticos, ou o atraso no diagndéstico, ou
presenca de agentes etiolégicos incomuns. 3

A conduta frente ao derrame pleural é a toracocentese. Um dos objetivos
desse procedimento € a obtencdo de material para a identificacdo do agente
etiologico. Na pratica clinica o material colhido, geralmente, é enviado para
analise bioquimica, cultura e coloracdo pelo Gram, que sao considerados
métodos convencionais. Em determinados servicos e paises sdo realizados
exames mais complexos, como reagdo em cadeia de polimerase (PCR) DNA,
deteccdo de imunocomplexos circulantes, ELISA, imunocromatografia,
contraimunoeletroforese (CIE), teste de aglutinacdo de particulas de latex
(TAPL), entre outros.

Segundo o Guidelines da Sociedade Britanica das Doengas do Torax, a
identificacdo do organismo infectante no liquido pleural varia de 8 a 76% de
acordo com a técnica utilizada (cultura, coloracdo pelo Gram, PCR-DNA). O
uso de novas técnicas moleculares, como PCR, permite uma maior
identificacdo do agente etiolégico (em torno de 75%). &11°

O TAPL tem sido amplamente utilizado no diagndstico etiologico de
meningites bacterianas; é de facil execucédo, técnica simples, baixo custo, boa
sensibilidade, especificidade, e valores preditivos. 8192 A gglutinacdo pode
ser identificada a olho nu (como ocorre, por exemplo, no grupamento
sanguineo), ndo requer equipamentos especializado, € agil (o resultado pode
ser fornecido em 2 minutos), pode ser realizada em laboratorios de pequeno

porte.
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Especialmente em relacdo a utilizagdo do TAPL no diagnéstico etiologico
do derrame pleural, existem poucos artigos na literatura mundial, mas todos
eles demonstram ser o TALP uma boa técnica com sensibilidade variando de
90-100% e especificidade de 61,3-95%. 1% 1819

Este artigo tem como objetivo avaliar a aplicabilidade do teste de aglutinacao
de particulas de latex para deteccédo de antigenos polissacarideos dos diversos
sorotipos do Streptococcus pneumoniae e do Haemophilus influenzae tipo b
em pacientes que apresentaram derrame pleural, através da comparagdo com

o exame de contraimunoeletroforese (CIE).
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4.4 Material e Métodos

Entre 1996 e 2003, amostras de liquido pleural de 418 criancas e
adolescentes internados em hospitais publicos de Belo Horizonte com quadro
clinico-radiolégico de derrame ou empiema pleural foram consecutivamente
encaminhadas para a realizacdo de CIE e TAPL no Laboratério Central de
Saude Publica da Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED). Os técnicos (que nao
eram médicos) que realizaram cada um dos dois exames desconheciam o
quadro clinico-radiol6gico de cada um dos pacientes, bem como os resultados
dos exames que nao estiveram sob sua responsabilidade.

A contraimunoeletroforese (CIE) foi escolhida como padrdao de
comparacao por apresentar uma sensibilidade maior que a cultura de liquido
pleural, tanto em nosso meio como na literatura. Andreo e colaboradores, por
exemplo, encontraram sensibilidade de 5% para a cultura e 21% para a CIE *°,

ao passo que Requejo et al *°

, encontraram 14% para cultura e 45% para CIE.
Por sua vez, Kalin e Lundberg encontraram 13% de pacientes com culturas
positivas, ao passo que com a CIE foi 56%. 2° Todos esses autores utilizaram o
mesmo antissoro para Streptococcus pneumoniae que o presente trabalho.

Definicdo de caso:

Criangas com contraimunoleletroforese positiva para Streptococcus
pneumoniae ou Haemophilus influenzae tipo b nas amostras de liquido pleural

Definicao de controle:

Criancas com contraimunoleletroforese negativa para Streptococcus
pneumoniae ou Haemophilus influenzae tipo b nas amostras de liquido pleural

Critérios de incluséo:

Foram incluidas criancas e adolescentes menores de 18 anos, de ambos
0S sexos, que apresentavam derrame pleural ou empiema franco, e tinham
indicacdo clinica formal de puncao e/ou drenagem pleurais.

Critérios de excluséo:

Foram excluidas criangas cujo volume de liquido pleural colhido foi

insuficiente para realizacdo da CIE e TAPL.

4.4.1 Técnicas laboratoriais
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a) Contraimunoeletroforese (CIE)

A CIE, técnica escolhida como padrdao de comparacao, foi realizada
conforme padronizacdo do Ministério da Saude para amostras de liquor,
utilizando anti-soros anti-Streptococcus pneumoniae omniserum contra 85

sorotipos (anti-Pn) produzido pelo Statens Seruminstitut (Copenhague,

Dinamarca) e anti-Haemophilus influenzae tipo b (anti-Hib) produzidos no
Instituto Adolfo Lutz (S&o Paulo, Brasil).

A CIE foi realizada em fitas de acetato de celulose previamente
conservadas em solucdo de metanol a 40%. Posteriormente, foram lavadas
durante 10 minutos em solucdo-tampéo de corrida eletroforética e secas entre
folhas de papel-filtro. Para cada amostra testada pela CIE, foram aplicados
anti-Hib e anti-Pn omniserum, na posi¢do anddica, ao passo que a amostra de
liquido pleural foi aplicada na posi¢céo catddica. Para auxiliar na comprovacéo
de uma reacgdo positiva ou negativa, antigenos de Streptococcus pneumoniae e
de Haemophilus influenzae foram aplicados como controles positivos. A corrida
eletroforética teve a duracdo de 10 minutos. As linhas de imunoprecipitacédo
foram reveladas pela coloragdo em banho de 0,5 g% de negro de amido em
acido acético a 10% em solucao de metanol:agua (1:1).

Assim, ao entrarem em contato, a amostra contendo antigeno com o
anti-soro, forma-se uma linha de precipitacdo que indica positividade da

reacao.

b) Teste de aglutinacéo de particulas de latex (TAPL)

O TAPL baseia-se na reagdo de aglutinacéo entre antigeno e anticorpo,
evidenciada em uma placa de vidro. Foram utilizados kits Slidex-Meningite,
comercializados pela BioMérieux® (Lyon, Franca), que contém anticorpos
polissacarides anticapsulares para 83 sorotipos de Streptococcus pneumoniae
e para o Haemophilus influenzae tipo b fixados em particulas de latex. As
amostras de liquido pleural foram diluidas a 1:4 em EDTA 0,1M pH 7,5,
aguecidas a 100°C, por 5 minutos. Ap0Os esse tratamento as amostras foram
centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos e 0s sobrenadantes utilizados para o

teste de latex.
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Numa reacgdo positiva, os antigenos polissacéarides se aglutinam com os
anticorpos na superficie das particulas de latex previamente sensibilizadas com
0s anti-soros especificos. O tempo maximo de observacao da reacédo foi de 2
minutos e considerou-se positiva a reacdo em que foi visualizado qualquer grau

de aglutinagdo em um dos anti-soros.

4.4.2 Andlise estatistica

Pela auséncia de trabalhos na literatura utilizando os calculos de co-
positividade e co-negatividade, optou-se por utilizar célculos estatisticos de
validacao.

A sensibilidade, especificidade, valores preditivos (e seus respectivos
intervalos de confianca a 95%) e as razdes de verossimilhanca do teste de
aglutinacdo de particulas de latex para o diagnostico etiolégico de derrame
pleural foram calculados a partir de sua comparagdo com o0s resultados
verificados na contraimunoeletroforese.

Para efeito de célculo desses indicadores, quando alguma das caselas

tinha valor zero, elas foram substituidas pelo numeral 1 (um).
4.4.3 Aspectos Eticos

O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais com prévio acordo da Fundacao

Ezequiel Dias.
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4 5Resultados

As caracteristicas da populacéo estudada sdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas gerais da populagéo estudada

Caracteristicas Casos Controles

N % N %
Sexo
Masculino 41 64,1 194 54,8
Feminino 23 35.9 160 45,2
Total 64 100 354 100
Faixa Etaria
até 3 meses zero zero 09 2,5
3 meses a5 anos 49 76,6 252 71,2
5anosal0anos 12 18,7 64 18,1
10 anos a 18 03 4.7 29 8,2
anos
Total 64 100 354 100

Resultados da CIE

Positivos 64 NA
S. pneumoniae 45 70,3

H. influenzae tipo 19 29,7

b

Negativos NA 354

(NA — N&o se aplica)
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Observa-se maior numero de amostras de derrame pleural no sexo
masculino e na faixa etaria de 3 meses a 5 anos, o que esta de acordo com a

maior prevaléncia de pneumonia e derrame pleural nessa mesma faixa etéaria.

A tabela 2 contém a comparagdo entre os dois testes realizados na
identificacdo de antigenos polissacarideos de Streptococcus pneumoniae e

Haemophilus influenzae tipo b nas 418 amostras analisadas.

Tabela 2. Comparacéo entre contraimunoeletroforese e teste de aglutinacao de
particulas de latex no diagnéstico etioldgico dos derrames e empiemas pleurais

causados pelo Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae tipo b

Contraimunoeletroforese

POSITIVA NEGATIVA TOTAL
Teste de POSITIVO 64 59 123
aglutinacéo
de particulas NEGATIVO Zero 295 295
de latex
TOTAL 64 354 418

A sensibilidade do TAPL quando comparado com a CIE foi 98,5% (IC
95% 92,5 - 99,9) e a especificidade 83,3% (IC95% 79,1 — 86,9), enquanto que
os valores preditivos positivo e negativo foram, respectivamente, 52,0% (1C95%
43,2 - 60,7) € 99,7% (IC 95% 98,3- 99,9).

Quando avaliado separadamente, a sensibilidade para cada um dos dois
microorganismos foi a seguinte:
- para Streptococcus pneumoniae foi 97,8% (IC 95% 88,4 — 99,9). Sendo o
valor preditivo positivo de 59,2% e o0 negativo 99,7% (IC 95% 98,1 — 100,0);
- em relagédo ao Haemophilus influenzae tipo b, os valores encontrados foram
95% de sensibilidade (IC 95% 75,1 — 99,9), sendo o valor preditivo positivo de
40,4% e o negativo de 99,7% (IC 95% 98,1 — 100,0).

A razdo de verossimilhanca positiva (ou razdo de probabilidade
diagnéstica positiva) do TAPL para o diagnéstico etiolégico de derrame pleural
para Streptococcus pneumoniae foi de 10,5 e para Haemophilus influenzae de

11,5, ou seja, € cerca de 10,5 a 11,5 vezes maior a chance do TALP ser
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positivo na presenca de derrame pleural por Streptococcus pneumoniae e
Haemophilus influenzae do que nos derrames causados por outro patégeno.

Ja a razado de verossimilhanca negativa foi de 0,02 para Streptococcus
pneumoniae e de 0,05 para Haemophilus influenzae tipo b, o que significa dizer
uma chance muito baixa do TAPL ser negativo para esses agentes quando eles
forem os causadores do derrame pleural (resultado falso negativo).
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4.6Discussao

O diagnéstico etiologico dos derrames pleurais através de métodos
classicos representa um problema na préatica clinica, mesmo em nacdes
desenvolvidas. O grande numero de técnicas de imunodiagnostico e a recente
introducdo de métodos de biologia molecular para tal finalidade corroboram
essa observacdo. °

As técnicas bacterioldégicas convencionais (coloracdo pelo Gram e
cultura), independentemente do fluido corporal, obtidos por qualquer meio ou
local, tem limitada contribuicdo para o diagndstico etiolégico dos derrames
pleurais, pois a positividade ndo ultrapassa 50% - 60%. ' A cultura,
principalmente, sofre interferéncia de fatores tais como o0 wuso de
antibioticoterapia prévia, coleta e transporte inadequados, todos eles
concorrendo para a inibigdo do crescimento bacteriano. Associa-se a isto a
necessidade deste método laboratorial requerer véarios dias para se obter o
resultado final. ® No presente estudo, conduzido em um ambiente que é a
realidade do sistema publico de saude brasileiro que poderia comprometer
ainda mais o rendimento da cultura de liquido pleural, optou-se por ndo adotar
esta técnica classica como padrdo de comparacao.

A CIE como o TAPL demonstram maior sensibilidade quando
comparadas com a cultura porque os antigenos capsulares, polissacarideos
sollveis, presentes no liquido pleural, sdo termoestaveis, mesmo apds varios
dias de uso de antibidticos, ou sob acondicionamento e transporte em
condicdes adversas. 2819

O método de comparacao escolhido no trabalho ndo é um dos melhores,
pois sua sensibilidade quando comparada a outros métodos imunoquimicos,
como PCR-DNA, Dot-ELISA, e mesmo ao TAPL é mais baixa. **!°% porem,
tendo em vista os métodos disponiveis e por ser mais especifico que o TAPL, a
contraimunoeleltroforese foi a técnica mais viavel a ser utilizada.

O presente estudo utilizou os mesmos soros anti-Streptococcus
pneumoniae e anti-Haemophilus influenzae tipo b que os demais trabalhos da
literatura mundial, porém apresenta um namero de amostras superior aos que
utilizaram o TAPL em sua metodologia, com excecdo apenas do trabalho de

Requejo et al *°.
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E interessante observar que das 418 amostras, tem-se um total de 123
positivas a CIE elou TAPL, ou seja, somente 30% das amostras foram
positivas. Apesar de todos os pacientes apresentarem quadro clinico de
derrame pleural, outros agentes etioldgicos podem ter contribuido para o maior
namero de testes negativos, como é o caso do Mycoplasma pneumoniae,
Staphilococcus aureus, H. influenzae ndo tipaveis e Mycobacterium
tuberculosis. Além do que, os testes utilizados podem sofrer alguma influencia
do tempo de coleta da amostra e de uso de antibidticos; se este for muito
prolongado leva a perda dos antigenos, podendo o teste dar falso-negativo.

Outro dado que chama a atencdo € o maior numero de amostras
positivas ao TAPL do que a CIE. Isto pode ser explicado, em parte, pelo
fendbmeno prozona, ou seja, amostras com titulos altos de antigenos que
impedem a reacédo (por saturacao dos locais de ligacao) e o resultado se torna
negativo. Isso ocorre menos com o TAPL, pois a amostra é diluida com ETDA.
818 E possivel ainda que a titulacdo de anticorpos fixados nas particulas de
latex guardem uma relacdo mais otimizada que a CIE em relacdo a
concentracdo de antigenos no liquido pleural, pois, no Brasil e em outros
paises, a CIE foi concebida, originalmente, para identificacdo de antigenos de
Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae tipo b no liquor para o
diagnéstico etiologico das meningites purulentas. Infelizmente ndo identicou-se
na revisdo da literatura estudo que tivesse demonstrado se a concentracdo de
antigenos no liquor é superior ou inferior aquela do liquido pleural. Por outro
lado, a literatura dispde de varios estudos que demonstram uma sensibilidade
maior do TAPL em relacdo a CIE. Por ser o exame de TAPL baseado em
reacao de aglutinacdo,esse se torna mais sensivel que a CIE que se baseia em
reacdo de precipitacdo, pois necessita de uma presenca menor de antigenos
para sua positivagéo. ** 1>1819

No presente estudo, o TAPL apresentou valores de sensibilidade e
especificidade comparaveis com os encontrados na literatura. Vale ressaltar
que o valor preditivo negativo de 99,7%, como a razdo de verossimilhanca
negativa, indicam que um TAPL negativo leva o profissional a pensar em outras
possibilidades etioldgicas para o derrame ou empiema pleural.

Em 1991, Requejo e cols *® conduziram estudo no qual pesquisaram a
existéncia de antigenos bacterianos em amostras de urina, soro e liquido

pleural; e submeteram essas amostras ao TAPL e a CIE. Foram selecionadas
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criangas de zero a 12 anos de idade com pneumonia comunitaria, 27 amostras
de liquido pleural foram pesquisadas. Foram realizados o TAPL e o CIE em
liquido pleural (27 amostras), a sensibilidade foi de 100% para ambos os
testes. A hemocultura mostrou sensibilidade de 19,3%. A referida pesquisa
apresenta-se com metodologia minuciosamente detalhada, bem como
descricdo clara e objetiva dos resultados, trazendo o TAPL em amostras de
derrame pleural, como teste de imunodiagnostico com rentabilidade
semelhante em relacdo a CIE e superior a hemocultura no diagnostico
etioldgico rapido e confidvel de pneumonias comunitarias.

Propondo determinar a rentabilidade de técnicas de imunodiagnostico
em estabelecer a etiologia de pneumonias comunitarias, Requejo e cols ** em
1994 pesquisaram o TAPL, a CIE e o Dot-ELISA em amostras de liquido
pleural de criancas de zero a 12 anos de idade com achados clinicos,
laboratoriais e radiolégicos sugestivos de quadro bacteriano. E com a
finalidade de estudar a especificidade dos testes, amostras do referido fluido
biolégico de pacientes com tuberculose e de sangue de outras criancas sadias
foram obtidas; culturas de todas as amostras foram realizadas. Os autores
focaram a pesquisa nas propriedades do Dot-ELISA, e assim consideraram
para fins de comparacdo, o TAPL, a CIE e a cultura, como "padrdes de
referéncia”. A cultura de liquido pleural apresentou 14,5% de isolamento, com
40 casos positivos para S. pneumoniae, 21 para Hib e trés para S. aureus. O
estudo acima contou com uma grande casuistica, permitindo a observacéo
segura de que em termos de sensibilidade, o TAPL (97,5%), em amostras de
liquido pleural, mostrou-se ligeiramente superior a técnica central da pesquisa -
Dot-ELISA- (94%) e também a CIE (87,5%); quando a especificidade é
analisada, estes dois ultimos testes rendem melhores resultados.

Le Monnier et al ™ coletaram amostras de 78 criancas com derrame
pleural com idade média de 3,9 anos e realizaram 0s seguintes testes: cultura
convencional, TAPL, imunocromatografia e reacdo em cadeia de polimerase
16S rDNA. Das amostras selecionadas, 40 eram de empiemas pneumococicos.
Dentre essas, a cultura foi positiva em 23 (56%); a coloracéo pelo Gram em 28
(70%); a aglutinacéo de particulas de latex em 36 amostras (90%); hemocultura
positiva em 14 (35%); e o PCR DNA em todas as 40 amostras (100%). A
sensibilidade e especificidade do TAPL, quando comparado com cultura e/ou
PCR, foi de 90% e 95%, respectivamente.
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Devido aos escassos recursos que paises em desenvolvimento, como o
Brasil, dispdem para a area de saude, e considerando que, teoricamente, boa
parte dos Laboratorios de Saude Pulblica dispbe desse recurso para o
diagnéstico etioldgico rotineiro das meningites bacteriana, o TAPL se torna uma
opcao de técnica simples, de facil execugédo, dispensando recursos humanos
especializados e com custo acessivel, de grande utilidade no diagndstico
etiologico de derrame pleural, além da pouca influencia do uso prévio de
antibacterianos, pois em nosso meio € muito comum o paciente com derrame

pleural receber antibioticoterapia prévia a realizacdo dos exames. % %! 2



46

4.7Referéncias bibliogréaficas

1-

Marchi E, Lundgren F, Mussi R. Parapneumonic effusion and empyema.
J Bras Pneumol. 2006; 32(4):S190-S196.

Saglani S, Harris K A, Walllis C, Hartley J C. Empyema: the use of broad
range 16S rDNA PCR for pathogen detection. Arch Dis Child 2005; 90:
70-73.

Hernandez-Bou S, Garcia-Garcia JJ, Esteva C, Gené A, Luaces C,
Almagro CM. Pediatric Parapneumonic Pleural Effusion: Epidemiology,
Clinical Characteristics, and Microbiological Diagnosis. Pediatric
Pulmonology 2009; 44:1192-1200.

Adegbola RA, Obaro SK. Diagnosis of childhood pneumonia in the
tropics. Ann Trop Med Parasitol 2000; 94 (3): 197-207.

Rodrigues JC, Filho LVFS, Bush A. Etiological diagnosis of pneumonia —
a critical view. J Pediatr (Rio J) 2002; 78 (2): S129-S140.

Balfour-Lynn IM, Abrahamson E, Cohen G, Hartley J, King S, Parikh D,
et al. BTS guidelines for the management of pleural infection in children.
Thorax 2005; 60: 1-21.

Nunes AA, Camargos PAM, Costa PR, Campos MTK. Antigen Detection
for the Diagnosis of Pneumonia. Pediatric Pulmonology 2004; 38: 1-5.

Benfica MGA, Cardoso ICRA, Filho GL, Vieira CB, Chamone CB.
Importance of the laboratory diagnosis of acute bacterial pneumonia in
childhood. RBAC 1998; 30 (3): 159-160.

Rodrigues JC, Rozov T, Melles CE, Brandileone MC, Borcardin NB,
Okay Y. Derrames pleurales parapneumonicos en la infancia: andlisis de
la importancia de los métodos de laboratorio en el diagnéstico etioldgico.
In: Benguigui Y, editor. Investigaciones operativas sobre el control de las
infecciones respiratorias agudas (IRA) en Brasil. Washington, D.C.:
OMS/OPAS; 1999; 173-90.

10-Eastham KM, Freeman R, Clark J, et al. Clinical features, aetiology and

outcome of empyema in North East of England. Thorax 2004; 59: 522-5.

11-Monnier AL, Carbonnelle E, Zahar JR, Bourgeois ML, Abachin E,

Quesne G, et al. Microbiological Diagnosis of Empyema in Children:



47

Comparative Evaluations by Culture, Polymerase Chain Reaction, and
Pneumococcal Antigen Detection in Pleural Fluids. Clinical Infectious
Diseases 2006; 42:1135-40.

12-Ploton C, Freydiere AM, Benito Y, Bendridi N, Mazzocchi C, Bellon G, et
al. Streptococcus pneumoniae thoracic empyema in children: rapid
diagnosis by using the Binax NOW immunochromatographic membrane
test in pleural fluids. Pathologie Biologie 2006; 54: 498-501.

13-Lahti E, Mertsola J, Kontiokari T, Eerola E, Ruuskanen O, Jalava J.
Pneumolysin polymerase chain reaction for diagnosis of pneumococcal
pneumonia and empyema in children. Eur J Clin Microbiol Infect Dis
2006; 25:783-789.

14-Chandler LJ, Reisner BS, Woods GL, Jafri AK. Comparison of four
methods for identifying Streptococcus pneumoniae. Diagnostic
Microbiology and Infectious Disease 2000; 37: 285-287.

15-Andreo F, Dominguez J, Ruiz-Manzano J, Prat C, Blanco S, Lores L, et
al. Usefulness of pneumococcal antigen detection in pleural fluid
samples by immunochromatographic assay for diagnosis of
pneumococcal pneumonia. Clin Microbiol Infect 2006; 12: 682-684.

16-Baranwal A K, Singh M, Marwaha R K, Kumar L. Empyema thoracis: a
10-year comparative review of hospitalised children from south Asia.
Arch Dis Child 2003; 88: 1009-1014.

17- Ahmad OB, Lopez AD, Inoue M. ‘The Decline in Child Mortality: A
reappraisal’, Bulletin of the World Health Organization 2000, vol. 78, no.
10.

18- Requejo HIZ, Matsumoto TK, Lotufo JPB, Santos M, Oliveira Filho JF,
Ribeiro TM, et al. Detecgdo de antigenos bacterianos em pneumonia
aguda: métodos de preparacdo das amostras de urina, soro e liquido
pleural para os testes de imunodiagnoéstico. Rev Hosp Clin Fac Med S
Paulo 1991; 46 (1): 19-25.

19- Requejo HIZ, Alkmin MGA, Almeida RG, Casagrande ST, Cocozza AM,
Lotufo JPB, et al. Dot-enzyme — linked immunosorbent assay (Dot-
ELISA) for detection of pneumococcal polysaccharide antigens in pleural
fluid effusion samples. Comparison with bacterial culture,
counterimmunoelectrophoresis and latex agglutination. Rev Inst Med
Trop Sao Paulo 1994; 36 (6): 531-537.



48

20- Camargos PAM, Almeida MS, Cardoso |, Filho GL, Filho D, Martins JlI,
et al. Latex particle agglutination test in the diagnosis of Haemophilus
influenzae type b, Streptococcus pneumoniae and Neisseria meningitidis
A and C meningitis in infants and chindren. J Clin Epidemiol 1995; 48
(10): 1245-1250.

21- Scheifele DW, Ward JI, Siber GR. Advantage of latex agglutination over
countercurrent immunoelectrophoresis in the detection of Haemophilus
influenzae type b antigen in serum. Pediatrics 1981; 68 (6): 888-891.

22- Isaacs D. Problems in determining the etiology of community- acquired
childhood pneumonia. Pediatr Infect Dis J 1989; 8: 143-148.

23-Ward N, Siber OR, Scheifele OW, Smith OH. Rapid diagnosis of
Haemophilus influenzae type b infections by latex particle agglutination
and counterimmunoelectrophoresis. J Pediatr 1978; 93 (1): 37-42.

24- Boersma WG, Lowenberg A, Holloway Y et al. Rapid detection of
pneumococcal antigen in pleural fluid of patients with community-
acquired pneumonia. Thorax 1993; 48:160-162.

25- Coonrod JO, Rylko--Bauer. Latex agglutination in the diagnosis of
pneumococcal infection. J Clin Microbiol 1976; 4: 168-74.

26- Kumar A, Congeni BL, Nankervis OA. Latex agglutination test for rapid
detection of bacterial antigens in body fluids. Ann Clin Lab Sei 1980; 10
(5): 377-82.

27- Oaum RS, Siber OR, Kamon JS, Russel RR. Evaluation of a comercial
latex particle agglutination test for rapid diagnosis of Haemophilus
influenzae type b infection. Pediatrics 1982; 69 (4): 466-71.

28- Nunes AA, Camargos PAM. Diagnoéstico etiologico de pneumonias
bacterianas comunitarias e empiemas em criangas e adolescentes: o
papel do teste de aglutinacdo de particulas de latex. Acta Pediatrica
Portuguesa, 2005; 36 (1): 5-13.

29-Kalin M, Lindberg AA. Diagnosis of pneumococcal pneumonia: a
comparison between microscopic examination of expectorate, antigen
detection and cultural procedures. Scand J Infect Dis 1983; 15: 247-255.

30-Requejo HI Z, Cocoza AM. C-Reactive Protein in the Diagnosis of
Community-Acquired Pneumonia. BJID 2003;7(4):241-244.



49

5. Consideracdes Finais

Apoés a revisdo bibliogréfica e a realizacdo do presente estudo fica
demonstrada a importancia do teste de aglutinacdo de particulas de latex no
diagnéstico etiologico do derrame pleural em nosso meio. O fato de ser um
exame de baixo custo, facil realizacdo e resultado rapido, facilita sua
implantagcdo nos locais onde a populagédo € atendida, mesmo porque a grande
maioria desses locais ja realiza o TAPL em amostras de liquor, quando se tem

suspeita de meningite bacteriana.

Em nosso trabalho ndo encontramos nenhum ponto desfavoravel ao uso
do TAPL no liquido pleural. Seria interessante que mais estudos fossem
realizados para podermos validar a técnica do TAPL no liquido pleural e dessa
forma inclui-lo em nossos laboratérios como um exame rotineiro, pois sua
utilizacgdo em muito ajudaria na redu¢cdo do uso desnecessario, como na

prescricao correta de antibacterianos na pratica clinica.



6. Anexo 1 - Protocolo de Estudo

AMOSTRA DE LIQUIDO PLEURAL N°

Ano de coleta:

Idade do paciente:

Sexo: Masc Fem

Resultado:

S. pneumoniae

H.influenzae

CIE

TAPL

P=POSITIVO
N= NEGATIVO

CIE — Contraimunoeletroforese

TAPL — Teste de aglutinacdo de particulas de latex

50



7. Anexo 2 - Figuras

TESTE DE AGLUTINACAO DE PARTICULAS DE LATEX

£l

J' +

)

Uma quantidade da amostra pesquisada contendo antigenos é colocada na placa.

%

3

4

Uma solugdo contendo os anticorpos especificos fixados as particulas de latex é

adicionada a placa juntamente com a amostra pesquisada.

RN
SR FRA

Homogeneiza-se suavemente as duas solugdes para que ocorra a reacdo. Se 0s
antigenos pesquisados estiverem presentes na amostra ocorrera um aglutinacdo

visivel a olho nu. Se os antigenos nao estiverem presentes ndo ocorrera

mudanca na textura da solucédo na placa.

POSITIVO

NEGATIVO
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CONTRAIMUNOELETROFORESE
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8. Anexo 3 — Tabelade Procedimentos do SUS

53

Exame Caddigo Valor (R$)
Hemocultura 020208015-3 11,49
Cultura p/ identificacéo de bactérias 020208008-0 5,62
Antibiograma 020208001-3 4,98
Bacterioscopia (Gram) 020208007-2 2,80
Prova do Latex p/ Haemophillus 020209029-9 1,89

influenzae, Streptococcus pneumoniae,

Neisseria meningitidis (sorotipos A, B, C)
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