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INTRODUCCION

» El diagndstico etioldgico de un paciente con una infeccién del SNC es una emergencia en el
laboratorio clinico, que se convierte en una prioridad desde la solicitud de estudio

» Implicancias:

- Clinicas en el paciente

- En prevencion y control de infecciones

- Salud publica

» La interpretacion rapida de parametros bioquimicos en LCR y sangre del paciente y la
microscopia, pueden brindar una rapida comprension de la etiologia infecciosa y orientar
tratamiento y otras estrategias de pruebas diagndsticas confirmatorias.

» Importante! . avances en metodologia diagndstica @ recursos para atencion en salud
> seleccionar la prueba adecuada en el momento adecuado para maximizar los beneficios de

diagnostico, “Diagnostic Stewardship”.

» Desafio! Educacién y fortalecimiento de interrelacion de clinicos y laboratorio



e PREANALITICA
+ °© RECOLECCION DE LA MUESTRA: PL, derivacidn ventriculo peritoneal. En tubos estériles, de poliestireno. No

vidrio. Idealmente 3 tubos.
® |DENTIFICACION CORRECTA DE LOS TUBOS. Nombre, N2 tnico de identificacidon personal. Numerar los tubos.

e ESTUDIO CITOQUIMICO
o Examen macroscopico:
o Volumen recibido (mL)
o ASPECTO. Importancia clinica. A la cabecera del paciente.
o COLOR
o RECUENTO CELULAR
o PRUEBAS QUIMICAS
m Proteinas
s Glucosa
= LACTATO
e PRUEBAS MICROBIOLOGICAS



Importancia clinica del aspecto del LCR

Aspecto

Claro, cristalino

Opalescente, turbio, lechoso

Sanguinolento

Xantocrémico (rosa, anaranjado o amarillo)

Coagulado

Con pelicula (membrana)

Causa

Leucocitos y/o microorganismos
Proteinas

Eritrocitos

Hemoglobina

Bilirrubina

Proteinas (> 1,5 g/L)
Melanina

Proteinas
Factores de coagulacion

Proteinas
Factores de la coagulacién

Principal significado
Normal
Meningitis

Trastornos barrera hematoencefalica
Produccion de IgG dentro del SNC

Hemorragia subaracnoidea
Puncién traumatica

Hemorragia antigua
Células destruidas por puncion traumatica

Degradacidn de eritrocitos
Concentracion elevada de bilirrubina sérica

Trastornos barrera hematoencefalica
Melanosarcoma meningeo

Trastornos barrera hematoencefalica
Introducidos por la puncién traumatica

Trastornos barrera hematoencefalica
Meningitis tuberculosa



EXAMEN CITOLOGICO

Ranura perpendicular

1. RECUENTO CELULAR

e De inmediato. Antes 2 hrs. De no ser posible, refrigerar.
([

([

Sin centrifugar. Homogeneizar y cargar camara de Neubauer. Observar al MO
Reticulo superior: recuento glébulos rojos. Nimero GR / mm?3. Consignar % de crenados e
intactos.
e Reticulo inferior: recuento de leucocitos. Liquido diluido con Turk (mezcla de acido acético
glacial y azul de metileno). Nimero de GB / mm?3. Consignar % de PMN y MN.
No se recomienda los recuentos celulares en los equipos automatizados debido a los valores
elevados de fondo (ruido). La mala reproducibilidad de recuentos bajos e incapacidad de
clasificacion.

2. Recuento diferencial. En un frotis tefiido con técnica de Wright, con previa concentracion de la
muestra (centrifugacion, cito centrifugacién). En camara de Neubauer pasan desapercibidas células
anormales con considerable importancia diagndstica (blastos, células neoplasicas)



CONSTITUYENTES CELULARES DEL LCR

® LCR normal: linfocitos y monocitos
o Adultos 0 a 5 leucocitos/uL. Predominio de linfocitos 70:30
o Nifos mas elevado. Hasta 30 mononucleares / uL en RN

® Anormal:
o Pleocitosis (mayor numero de estas células normales)
o Hallazgo leucocitos inmaduros, eosinéfilos, plasmocitos, macréfagos, aumento de células
tisulares, células malignas.
® Pleocitosis con neutrdfilos, linfocitos o monocitos: interés en recuento diferencial. Informacion
diagndstica acerca del tipo de microorganismo causante de meningitis:
o recuento elevado de leucocitos con predominio de neutrdfilos: meningitis bacteriana
o elevacién moderada de leucocitos con porcentaje alto de linfocitos y monocitos:
meningitis viral, tuberculoso, micético o parasitario



PRUEBAS QUIMICAS EN LCR

® Proteinas
o En equipos automatizados.
o Concentracién normal de 0.15 a 0.45 g/L en adultos
o valores elevados en meningitis, hemorragia y esclerosis multiple
® Glucosa
e En equipos automatizados.
o Normal de 60-70 % de la concentracidon plasmatica. 50-80 mg/dL en adultos.
o Concentracion disminuida en meningitis bacteriana, tuberculosa y micotica

o LACTATO



LACTATO

® Enlos ultimos afos, ha recibido creciente atencidn los niveles de lactato en el LCR como test auxiliar para
el diagndstico de Meningitis Bacteriana debido a la facilidad, precision y rapidez con la que se puede
medir en el Laboratorio Clinico.
® Su concentracidon en LCR depende de su tasa de produccién en el cerebro y es independiente del lactato
sérico. Indicador util del metabolismo cerebral.
® Meétodos enzimaticos lactato oxidasa incorporado en analizadores de multiparamétricos (Gasdometro,
Analizadores de Bioquimica)
® Alta sensibilidad y especificidad (93 % y 96% respectivamente) para distinguir entre MENINGITIS
BACTERIANA'Y VIRAL
® Puntos de corte de lactato en LCR:
® >2.4mmol/L (22 mg/dL) . Aumento leve. UTIL EN EXCLUIR LA ETIOLOGIA VIRAL
® >3 8 mmol/L (35 mg/dL). Aumento significativo. ALTA ESPECIFICIDAD PARA N.MENINGITIDIS
Y NEUMOCOCO
® Mejor marcador en comparacion con glucosa en LCR, cociente glucosa LCR /plasma,
proteinorraquia y el nimero total de leucocitos en LCR.
(Boswoth A et al. Elevated lactate levels in the cerebroespinal fluid associated with bacterial meningitis.

J Infect 2019;79:389-99)



Resultados de Laboratorio para el diagnodstico diferencial de Meningitis

Aspecto

Recuento
leucocitario
(células /ul)

Tipo celular
predominante

Proteinorraquia

(g/L)

Glucorraquia

Lactato

Normal

Cristal de roca

<5

< 0,40

60-70% del valor
en sangre

< 2,4 mmol/L

Bacteriana

Opalescente, turbio,
purulento

ELEVADO
> 100

NEUTROFILOS

marcado aumento

muy disminuida

> 3,8 mmol/L

Viral

Claro o nuboso

ELEVADO
5-1000

LINFOCITOS

moderado

Normal / leve
descenso

NORMAL

Tuberculosa

Claro o nuboso

ELEVADO
5-500

LINFOCITOS Y
MONOCITOS

moderada a
marcada

muy disminuida

>=2,4 mmol/L

Micética

Claro o nuboso

ELEVADO
5-500

LINFOCITOS Y
MONOCITOS

moderada a
marcada

normal a disminuida

>=2,4 mmol/L



Microbiologia convencional basica

Consideraciones iniciales

>

>

Muestra obtenida preferiblemente antes de TTO ATM

Preferentemente anunciar al laboratorio que recibird una muestra para diagndstico de infeccion de
SNC

La solicitud médica debe especificar claramente las determinaciones que se solicitan: bacterias
convencionales, micobacterias, hongos, virus o parasitos.

Criterios de rechazo de la muestra: Excepcional en LCR!
Procesamiento inmediato

Volumen minimo - 1ml



El diagndstico microbioldgico presuntivo de los principales agentes etioldgicos bacterianos puede
realizarse sobre las siguientes muestras y en base a diferentes técnicas

> LCR

* examen microscopico

* deteccidon de antigenos especificos
e cultivo bacteriano

* técnicas de amplificacidon de acidos nucleicos

> Hemocultivos

» Muestra de sangre para estudios seroldgicos- segun el cuadro clinico



Procesamiento de las muestras

» La manipulacion de la muestra debe llevarse a cabo en una cabina de seguridad bioldgica. (si disponible)
» A) Siel volumen es <1 ml de LCR, no se debe centrifugar; y se procede directamente (*) a la siembra en

* 1 placa de agar sangre

* 1 placa de agar chocolate

* Caldo de enriquecimiento (por ej. BHI)
Yy

* Preparacion de frotis y coloracion de Gram.

» B) Si hay un volumen > 1 ml de LCR disponible debe centrifugarse preferentemente en una citocentrifuga.
Normalmente, la centrifugaciéon a 1000 x g durante 10-15 minutos es suficiente para sedimentar las bacterias.

Una vez centrifugada la muestra, el sobrenadante debe extraerse con una pipeta Pasteur estéril y se reserva una porcion si
se planea la deteccién de antigenos capsulares por aglutinacidén con particulas de latex.

El sedimento debe mezclarse vigorosamente.

Una vez bien mezclado, se procede como anteriormente.(*)
Todos los cultivos en medio sdlido se incuban a + 35-372C en atmdsfera enriquecida con ~5% CO?, y se examinaran a las 18-

24h y diariamente durante 4 dias.
Es mandatorio un QC de medios de cultivo, debidamente registrado.



Coloracion de Gram W W W

VL L

: '..\ i ° t\ . 2g,
Vg 0~

(a) Application of (b) Application of (¢) Akkohol wash (d) Application of
crystal violet iodine safranin

» Preparacion adecuada del frotis de LCR

Pequeior tips....

» Se debe utilizar portaobjetos de vidrio nuevos y limpios

» Se debe producir una monocapa lo suficientemente densa para una facil visualizacion pero lo suficientemente
delgada para revelar las caracteristicas morfoldgicas. (confeccién del frotis por aposicion)

» Dejar secar al aire

» Fijar con metanol 95 % durante al minimo 2 minutos

» Las cepas de control de calidad (QC) positivas y negativas deben analizarse junto con las muestras desconocidas.
» Asegurar buena calidad de colorantes y agente decolorante.

» Examine el frotis tefiido bajo un microscopio con un objetivo de inmersién en aceite a 100X.



Coloracion de Gram

» La probabilidad de que se visualice algin microorganismo mediante esta coloracidn se correlaciona con la
concentracion bacteriana en el LCR.
Una concentracion de <103 UFC/ml mmmmm) 25% de positividad de la coloracién de Gram.

10* -10° UFC/m| e  60% de positividad

>105 UFC/ml ) J/% de casos con tinciUn de Gram positiva.

YV VYV

» Depende también del microorganismo:

S. pneumoniae se observa en el 90% de casos,

* H.influenzae en el 86%,

* N. meningitidis en el 75%,

* bacilos Gram negativos en el 50% y

* L. Monocytogenes se observan bacilos Gram positivos en 30%.




Cultivo
> Continua siendo el método de referencia. Permite:

» detectar cantidades menores de microorganismos que la tincion, aprox. 102
microorganismo/mi

* identificacion de especie, pruebas de tipificacion

e pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos

* envioy estudio a Labor: "a epidemioldgica




Table 1. Presumptive identification of N. meningitidis. S. pneumoniae. and H. influenzae based

on growth on primary culture media and Gram stain results

Growth on Growth on
Gram stain Presumptive ID
CAP BAP P
gram-negative 2o s
+ + i R N. meningitidis
diplococci
gram-positive .
+ + gram-p : S. pneumoniae
diplococci
gram-negative
.5 - pleomorphic H. inﬂuen:aei
coccobacilli

https://www.cdc.gov/meningitis/lab-manual/chpt06-culture-id.html
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Deteccidon de antigenos bacterianos mediante pruebas de
aglutinacion de latex

>

>

Técnicas rapidas de aglutinacidn con particulas de latex y permiten la deteccidon de antigenos bacterianos solubles
en el LCR. (polisacarido capsular)

Varios kits comerciales disponibles. Se debe seguir con precisidn las instrucciones del fabricante incluidas en el kit
para obtener los mejores resultados.

Se realiza sobre el sobrenadante de la muestra de LCR centrifugada y debe analizarse lo antes posible.

Es imperativo que los kits se mantengan refrigerados antes de su uso, pero nunca congelados, especialmente en
climas tropicales, ya que los kits se deterioran a altas temperaturas que pueden hacer que los resultados de la
prueba no sean confiables antes de la fecha de vencimiento del kit.

Ventajas: se realiza en pocos minutos y su simplicidad hace de ella una técnica al alcance de cualquier laboratorio
de microbiologia.

Desventaja: menor sensibilidad es su principal desventaja respecto a los otros métodos diagndésticos como son el
cultivo y actualmente las técnicas de amplificacidon de acidos nucleicos. Tienen un alto coste por lo que es dudosa la
relacion coste-beneficio.

Reaccién - Reaccion +



» Técnicas diagnosticas rapidas inmunocromatograficas
Deteccion de antigeno neumocdccico en LCR

Validadas para deteccidon de S. pneumoniae en otras muestras, pueden aportar buenos resultados
cuando son empleadas en el LCR.

Principal utilidad: deteccién de antigeno en el diagndstico de los casos tratados cuando no se dispone
de técnicas de amplificacién de acidos nucleicos, que actualmente constituyen el método diagndstico
de eleccion en estas situaciones.




» Técnicas diagnodsticas rapidas (RDTs) para meningitis meningocodccica

Prueba directa de muestras de LCR sin calentamiento previo o centrifugacion.

Inmunocromatografia de flujo vertical en el que particulas de oro y las membranas de
nitrocelulosa se recubren con anticuerpos monoclonales para capturar antigenos de polisacaridos
especificos de serogrupo solubles de meningococos en LCR.

La prueba consta de 2 tiras reactivas que permiten la identificacidon de 4 serogrupos de N.
meningitidis (A, C, W135 e ).
Se ha utilizado en brotes y fue desarrollada para situaciones extremas con instalaciones precarias
y aplicado extensamente en areas epidémicas en Africa.

RDTY RDT2 IRD‘I’I ROT2 RDT1 RDT2 RDTT RDT2 RDT1 RDT2
. H n | | o m o m
— e —_— — —_— —_— —_— — — ——

et —_— —
— —

N meninglsdis N. moringiticlis N. N Negaive

seogroup A serogroup C sarogroup W3S serogrouwd Y

https://www.cdc.gov/meningitis/lab-manual/chpt06-culture-id.htm|

Figure & RDT results for N. meningiridis serogroups A. C. W135, and Y. as well as a negative
control (2).



Desafio clinico-diagndstico:

Antimicrobial & Diagnostic Stewardship!

Recommendations for
Implementing Antimicrobial
GLASS _// Stewardship Programs in

g Latin America and the Caribbean:
Mardd Sor Pubiic Health D mbon N ks

Diagnostic stewardship

A guithe to impleme ptation in
1111111 icrobial resistance
swrvelllance sites

MAMAL DiLML, ARALL
ESFAEN LoZo3 A3
Pl '{ﬁ{z oF

03
ll.I-L lllv SRE l% a3
- < ) (3 O
anFarofernia  Fon
e of YT, Xt X% O >
= n'-?\“ o i u",,
O ® QLS OEYe
(+)

$505¢

1

@




p)\ Organizacion
: ) Panamericana
s de la Salud

%
orazon s AMEricas

INCIENSA

Instituto Costarricense
Investigacion y Ensel
en Nutricion y Salud

: L\ n'xuu

4

CONTACTO:

‘ urypwr@paho.org
(f) @ opsomsuruguay
#SaludParaTodos

marielrovan@gmail.com
rodrigugri@paho.org



mailto:marielrovan@gmail.com
mailto:rodrigugri@paho.org

