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Resumo

A despeito dos avangos tecnoldgicos em relagdo ao diagndstico, a patogénese e ao tratamento, a meningite bacteriana
ainda permanece como importante doenga de distribuicdo mundial, cujo diagndstico se apoia, principalmente, no exame
bacteriolédgico. Mesmo com o avango das técnicas moleculares, o diagndstico microbiolégico continua sendo amplamente
utilizado e, portanto, merece atencdo especial. O objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento bibliografico
sobre os principais métodos microbiolégicos para o diagndstico das meningites bacterianas e seus principais agentes
causadores, visto que a identificagdo precisa do agente etioldgico permite a correta utilizagdo da terapia farmacoldgica,
o que diminui significativamente os riscos de desenvolvimento de sequelas neuroldgicas.

Palavras-chave: Meningite bacteriana. Meios de cultura.

Abstract

Despite technological advances in the diagnosis, pathogenesis and treatment, bacterial meningitis still remains an
important disease of worldwide distribution in which the diagnosis relies mainly on bacteriological examination. Even
with the advances in molecular techniques, microbiologic diagnosis is still widely used and therefore deserves special
attention. The aim of this study was a literature review on the main microbiological methods for diagnosis of bacterial
meningitis and its main agents, since the precise identification of the agent allows the correct use of drug therapy which

significantly reduces the risk of developing neurological sequelae.
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INTRODUGAO

A meningite bacteriana é uma infec¢do severa
do sistema nervoso central (SNC) e constitui uma das
principais emergéncias médicas. A meningite consiste
basicamente na inflamagdo das meninges e pode ser
causada por agentes virais, fungos ou bactérias®. A
infeccdo ocorre dentro do espago subaracnoideo, e os
sintomas mais comuns incluem a cefaleia, vomitos,
febre, rigidez de nuca, sonoléncia e enjoos 2. Devido a
gravidade dos casos, o diagndstico precoce é
fundamental para o tratamento, a fim de se evitarem
sequelas neuroldgicas e, nos casos mais graves, a
evolugdo ao ébito do paciente. 3

A meningite bacteriana continua sendo um
problema de saude publica, sobretudo nos paises em
desenvolvimento. Atualmente, cerca de 5% a 40% das
criangas ainda morrem em decorréncia de meningite
bacteriana, na dependéncia, entre outros fatores, da
idade do paciente e do patogeno envolvido. As sequelas
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neuroldgicas ocorrem em 5% a 30% dos sobreviventes,
e devem-se, principalmente, ao retardo no estabeleci-
mento do diagndstico e no inicio do tratamento
antimicrobiano eficaz.*

A meningite bacteriana, também denominada
piogénica, compromete o sistema nervoso e pode causar
graves sequelas. Com relagdo a prevaléncia do agente
etioldgico, o Streptococcus do grupo B e os bacilos gram-
negativos sdao encontrados com maior frequéncia em
neonatos, entre o nascimento e o primeiro més de idade.
Em criangas de até os cinco anos de idade, Haemophilus
influenzae é o agente etioldgico predominante, enquanto
que, em criangas acima de cinco anos, o microrganismo
predominante é a Neisseria meningitidis. Em pacientes
idosos e imunodeprimidos, o agente etioldgico
identificado com maior frequéncia é a Listeria
monocytongenes >%’. Escherichia coli, Klebsiella ssp,
Staphylococcus aureus também ja foram descritos como
agentes causadores de meningite bacteriana, porém em
menor proporgdo.’

Mantense et al.* estudaram um total de 415
criangas internadas com diagndstico de meningite
bacteriana e demonstraram que o agente etioldgico foi
identificado em 315 pacientes (75,9%), sendo, de modo
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definitivo, em 289 (69,3%) e presuntivo, por intermédio
da bacterioscopia em 26 (6,6%). Os agentes mais
comumente identificados foram o Haemophilus
influenzae (54,2%), o meningococo (20,6%) e o
pneumococo (18,1% dos 315 pacientes). Houve um
predominio do acometimento de criangas com idade
até 48 meses pelo Haemophilus influenzae,
particularmente em relagdo ao meningococo. A
letalidade geral foi de 10,1%, com diferenca significante
entre a letalidade do pneumococo, de 17,5%, e a do
meningococo, de 4,6%.

Estudos realizados em diversas areas do mundo
indicam que trés tipos de bactérias sdo responsaveis
por mais de 90% das meningites bacterianas fora do
periodo neonatal, sendo elas: Haemophilus influenzae,
Neisseria meningitidis e o Streptococcus pneumoniae *2. A
meningite tuberculosa, causada pelo Mycobacterium
tuberculosis, se apresenta como uma complicagdo
precoce da tuberculose primaria e ocorre com maior
frequéncia nos primeiros seis meses apos a infec¢do.*°

O diagndstico das meningites é feito a partir da
andlise do liquido cefalorraquidiano (LCR), através da
cultura, e bacterioscopia, além de outros exames
complementares®. A realizagdo da semeadura em meios
de cultura selecionados e a bacterioscopia precisa sdo
importantes para o diagndstico e o tratamento da
meningite, pois permite a identificagdo do agente
causador. Sendo assim, é de grande valia esclarecer o
procedimento correto a ser seguido, a fim de que se
possa obter um resultado seguro e preciso.

Exame do Liquido Cefalorraquidiano (LCR)

O LCR é um liquido estéril, geralmente claro, de
aspecto aquoso e transparente. E produzido nos plexos
coroides, e uma das suas fungdes mais importantes é a
de proteger o sistema nervoso central, agindo como
amortecedor contra choques. Apresenta concentragao
de glicose entre 45 e 100 mg/dL, dependendo do nivel de
acucar no sangue e da concentragao de proteinas entre
14 e 45 mg/dL, sendo, portanto, de composi¢do quimica
pobre em proteinas 3. E coletado para diagnosticar
meningite, mielite e, menos frequentemente, encefalite
viral. Preferencialmente, a puncdo liqudrica pode ser
realizada na regido lombar, entre L1 e S1, sendo mais
indicados os espagos L3-L4, L4-L5 ou L5-S1, embora
possa ser obtido por meio de pungao via suboccipital e
cisternal.t1?

Por se tratar de um procedimento diagndstico
invasivo, o exame do LCR so6 deve ser realizado apés a
assinatura do TCLE (Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido) pelo doente ou por seu representante legal,
de acordo com a Resolugdo 196 do Conselho Nacional
de Saude (CNS) de 10 de outubro de 1996.13

A assepsia da pele deve ser feita de forma
adequada e cuidadosa, para evitar a contaminagao do
material estéril, o qual, tipicamente, é enviado ao
laboratério em trés tubos de vidro. O primeiro tubo é

utilizado para a contagem de células e para as
coloragdes diferenciais; o segundo para a cultura e
preparacao de esfregacos, que devem corados com o
gram ou outras coloragdes especificas; no terceiro tubo,
sdo realizados testes bioquimicos, como dosagem de
proteina e glicose, e, quando indicado, testes especiais,
tais como o antigeno criptocdcico, teste soroldgico para
sifilis, outros estudos soroldgicos e citologia.®

A amostra deve ser transportada imediatamente
ao laboratdrio e nunca deve ser refrigerada durante o
transporte®. Um dos aspectos avaliados no exame
macroscopico do LCR sdo as alteragdes na coloracdo,
observadas em alguns casos. A pleocitose confere uma
aparéncia turva ou de vidro fosco e é detectada quando
ha presenca de 200 hemdacias/mm? ou mais. A presenca
de hemiécias (1.000 a 6.000/mm?3) confere uma
coloragdo rosa-turva a vermelha, o que confere aspecto
eritrocrémico ao LCR. A presenca de bilirrubina
(indicativo de fase tardia pds-hemolise) confere uma
coloracdo amarelada ou xantocrémica.?

Nos casos em que o LCR se encontra com aspecto
hemorragico, é necessario distinguir se esse aspecto é
decorrente de uma hemorragia ou de um acidente de
puncédo (traumatico). Na puncgdo traumatica, o nimero
de hemacias no segundo e no terceiro tubo, obtido
durante a coleta, geralmente é progressivamente menor,
a pressao liqudrica costuma ser normal, e, se um grande
volume de sangue for misturado ao liquor, ele coagulara
ou formara teias fibrosas. Esse fato ndo é observado
nos casos de hemorragia preexistente, visto que o
sangue se encontra diluido ao LCR e desfibrinado. Apds
centrifugacdo, o liquor sanguinolento apresentara um
sobrenadante incolor nos casos de puncdo traumatica,
apenas com grandes volumes de sangue (> 100.000
hemdcias/mm?3).3?

A coloragdo xantocrémica é observada nos casos
de ictericia grave, em que a bilirrubina direta e indireta
se difunde para o LCR. A elevacgdo no nivel de proteinas
por qualquer causa confere ao liquor opacidade e
coloragdo amarelada, a qual s6 é observada a olho nu,
nesse caso, quando a concentragdo das proteinas é
superior a 150 mg/100 mL.

Em relacdo aos niveis encontrados de proteinas
no sangue (5.500 a 8.000 mg/dL), o teor de proteinas no
liquor é pequeno (45mg/dL), e normalmente equivale a
1% do nivel sanguineo, sendo que 80% dessas proteinas
sdo provenientes do plasma. As proteinas no LCR podem
estar elevadas em diferentes patologias, como meningite
(especialmente bacteriana), doencgas neurolégicas,
tumores entre outras. Essa elevagdo pode ser decorrente
da alteracdo da permeabilidade da barreira
hematoencefilica. A fragdo albumina no liquor esta
aumentada em varias doengas do SNC que aumentam a
permeabilidade da barreira hematoliqudrica. Certas
enzimas com origem no cérebro, em especial a
creatinocinase (CK-BB), também sdo encontradas no
liquor apds acidente vascular cerebral (AVC) ou
traumatismo.®
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Os niveis de glicose no LCR correspondem a 2/3
da glicose sanguinea de jejum. S3o considerados
anormais os valores de glicose inferiores a 40mg/dL e
(ou) relagdes inferiores a 0,3. As doengas neuroldgicas
nao alteram as concentragoes liqudricas de cloro, sodio
e magnésio. 3

Normalmente, o LCR ndo contém célula alguma,
ou, no maximo, até cinco linfocitos ou outras células
mononucleares por mm3.0 aumento de leucécitos pode
significar processo reativo a bactérias ou outros
agentes infecciosos, sangue, substancias quimicas,
vasculite, neoplasia.*

Analise microbioldgica

De acordo com o material a ser analisado, os
meios de cultura devem ser selecionados
cuidadosamente, com a finalidade de fornecer condi¢des
ideais de crescimento para os patégenos comumente
encontrados no tipo de espécime em questdo. O
crescimento dos microrganismos nos diferentes meios
de cultura utilizados fornece as primeiras informagdes
para a sua identificacdo. E importante conhecer o
potencial de crescimento de cada meio de cultura e
adequar ao perfil bacteriano esperado para cada
material. 3

Os meios utilizados para semeadura do liquor
s3o Agar Chocolate, Agar Sangue, Tioglicolato e ainda
outros menos utilizados, como o Eosina azul de metileno
(EMB), Agar Sabouraud e Mycosel (fungos). O meio
especifico para pesquisa de Neisseria meningitidis é o
Thayer Martin.®

Poucos sdao os microorganismos que comumente
causam meningite bacteriana, e é por essa razdo que
poucos meios sdo rotineiramente requeridos para a
inoculagdo primaria de LCR & Um bom meio de cultura
que demonstra acdao hemolitica das col6nias é o Agar
suplementado com sangue. ®

O Agar Sangue é um meio altamente nutritivo,
utilizado para o crescimento da maioria dos germes
causadores de infecgdo. No entanto, é particularmente
util noisolamento e identificagao de patdgenos exigentes
e para a determinagdo da atividade hemolitica de
algumas bactérias. Além da base para preparo do Agar
Sangue, varios outros meios sdao utilizados na
preparagao desse meio com excelentes resultados, como
é o caso do Agar Mueller Hinton. A base nutritiva oferece
6timas condigdes de crescimento aos microorganismos
presentes. O pH do meio (6,8) é especialmente favoravel
para a conservagao dos eritrocitos e para a formacdo
de halos claros de hemodlise. A verificagdo da
capacidade hemolitica é particularmente importante na
escolha dos testes complementares e diferenciais do
género Streptococcus.**

O Agar Chocolate é preparado a partir de uma
base rica (Agar Muller-Hinton, Agar Columbia, Agar GC)
e adicionando-se um percentual de 5 a 10% de sangue
desfibrinado de carneiro em condi¢Bes assépticas.

Contém hemina (fator X) e nicotina adenina
dinucleotideo (NAD/fator V), que sdo substancias
indispensaveis para o crescimento de bactérias do
género Haemophilus spp. e outras bactérias fastidiosas,
como a Neisseria spp. e Streptococcus pnemoniae, que
ndo se desenvolvem bem no Agar Sangue. Além disso,
utiliza-se uma placa de Agar EMB ou de Agar MacConkey,
incubadas nas mesmas condi¢cGes de temperatura e
tempo.>®

Os bacilos gram-negativos sdo separados dos
gram-positivos a partir do isolamento obtido em Agar
MacConkey, que adicionalmente divide as col6nias em
lactose-positiva e lactose-negativa, o que o torna um
meio seletivo e diferencial.?

O Tioglicolato € um meio utilizado para cultivo e
isolamento de germes microaerdéfilos, anaerdbios
estritos e facultativos. As substancias redutoras
(tioglicolato e cisteina) proporcionam uma anaerobiose
suficiente, inclusive para anaerdbios exigentes. A
elevada viscosidade do meio impede a penetragdo
rdpida de oxigénio. Uma eventual elevagdo da
concentragao de oxigénio se manifesta por uma viragem
a rosa do indicador redox resazurina.*?

O meio de cultura Thayer Martin contém, na sua
base, além de nutrientes, amido de milho, que tem a
funcdo de absorver os produto téxicos do metabolismo
das neisserias e tampdes fosfatos para amenizar as
trocas de pH, devido a produgdo de aminas, as quais
afetam a viabilidade dos agentes. E um meio enriquecido
com fatores de crescimento, o que proporciona um
desenvolvimento mais rapido dessas bactérias. Por fim,
é um meio acrescido de suplemento de antibidticos, o
que favorece o crescimento de Neisseria gonorrhoeae e
Neisseria meningitidis, inibindo o crescimento de
microrganismos indesejdveis presentes em sitios com
flora mista.?

0 Agar Mycosel é um meio Util para isolar fungos
patogénicos a partir de amostras altamente
contaminadas com diferentes tipos de flora
acompanhante. Nessa formulacdo, além da adicdo de
antibidtico, acrescenta-se a cicloheximida (actidione),
com a fung¢do de inibir o crescimento de fungos
contaminantes do ar, os quais dificultam o crescimento
e a visualizagdo dos fungos patogénicos. No entanto, a
cicloheximida ndo tem agao seletiva apenas para fungos
contaminantes, podendo inibir o crescimento de varios
fungos patogénicos, tais como Criptococcus neoformans
e varias espécies de Cdndida.*®

O processamento do liquor para a cultura
bacteriana de rotina inclui preparagdo de um esfregacgo
para coloragdo com gram e cultura. Para detecgdo de
meningite bacteriana, a coloragdo de gram possui uma
sensibilidade de 60% a 90%, quando realizada por
pessoal gabaritado, dependendo da quantidade e do
tipo de organismos presentes. O limite de detecg¢do é de
aproximadamente 10 ° unidades de col6nias em
formacdo/mL.°
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O diagndstico precoce da meningite tuberculosa
é extremamente dificil. As coloragdes fluorescentes
auramina-rodamina sdao recomendadas pela maior
sensibilidade e devem ser confirmadas com uma
coloragdo acido-resistente, a qual pode ser realizada
na mesma lamina. Grandes volumes de LCR sdo
recomendados para assegurar a maxima sensibilidade
da cultura, que varia de 75% a 90%.>%

O material deve ser centrifugado e semeado nos
meios Agar Sangue e Agar Chocolate enriquecido, tendo
como base o Agar Muller Hinton, a fim de que sejam
atingidas praticamente todas as alternativas. A
incubacdo deve ser realizada a uma temperatura de 35°
Cdurante 18 a 24 horas, com umidade e propor¢do de 5
a 10% de CO2. Apds crescimento bacteriano, é realizada
uma bacterioscopia pelo método de Gram, quando se
verifica a morfologia bacteriana e a presenga ou nao
de contaminagdo por outras bactérias. Em casos de
contaminacdo, é feito um reisolamento, para
posteriormente se proceder a identificagdo em cultura
pura.?

Com o crescimento de diplococos gram-negativos
com morfologia semelhante & de Neisseria em Agar
Chocolate, deve-se realizar a prova da oxidase, seguida
de identificagdo bioquimica através da semeadura em
tubos de Agar Cystine Tripticase (CTA) com os
carboidratos dextrose, maltose, sacarose e lactose.>*®

O meningococo, crescendo em 37° C, de
preferéncia em atmosfera de CO, e umidade, degrada
apenas dextrose e maltose. Essas caracteristicas,
juntamente com o teste da oxidase positivo e
crescimento no Agar Chocolate, identificam a bactéria
Neisseria meningitidis. Em meio sélido, as col6nias de
meningococos sao convexas, transparentes, nao-
pigmentadas, ndo-hemoliticas e com aproximadamente
1a5mm de didmetro.'?

No caso de o microrganismo encontrado
apresentar a forma de bacilo gram-negativo pleomorfico
e sé se desenvolver no Agar Chocolate e com muita
dificuldade nos meio que contenham sangue, pode-se
afirmar, presuntivamente, que se trata de um bacilo do
género Haemophilus, provavelmente o Haemophilus
influenza. O teste de utilizagdo dos fatores X e V por
amostras de Haemophilus e a prova de satelitismo sdo
realizados para a confirmagao do diagndstico e também
para uma investigacdo mais detalhada. A prova do
satelitismo é realizada quando a semeadura de
Haemophilus é feita em agar sangue de carneiro,
transpassando na superficie do meio de cultura uma
linha de semeadura de Staphylococcus aureus. As
colénias de Haemophilus crescem ao redor do alo de
hemolise do S. aureus, originando, assim, o nome
“satelitismo”."’

Os estreptococos sdo exigentes quanto aos
nutrientes do meio de cultura. Caldo ou agar enriquecido
com triptose de soja ou infusdo de coragdo bovino,
proteose peptona ou caldo Todd-Hewitt sdo os mais

indicados. Esses meios sdo livres de agucares redutores
ou de substancias que influenciam a expressdao R-
hemdlise pelos estreptococos.!

As listérias sdo bacilos gram-positivos ndo-
esporulados, anaerdbio-facultativos. Nos esfregacos de
LCR corado pelo gram, a listéria se encontra intra ou
extracelularmente, podendo ser confundida com
pneumococo, estreptococos e, se excessivamente
descorada, com hemofilos. Listeria monocytogenes cresce
bem em caldo com infusdo de coragdo bovino (BHI) ou
em placas de dgar contendo 5% de sangue de coelho ou
carneiro. No agar sangue, dentro de 18 a 24 horas, ocorre
R-hemolise visivel ao redor ou abaixo das coldnias.
Todas as espécies de listéria sdo produtoras de catalase.
A identificacdo presuntiva dentre as diversas espécies
se faz pelas provas de hemdlise, mobilidade, reducdo
de nitrato e fermentacgdo de aglcares.>®

Para detecgdo de meningite por enterobactérias,
as culturas obtidas em caldo de enriquecimento devem
ser repicadas em agar MacConkey, que é um meio
diferencial para enterobactérias. Além dos nutrientes
proteicos e da lactose, o agar MacConkey contém sais
biliares e cristal violeta, que inibem o crescimento de
bactérias gram-positivas, e vermelho neutro, que é um
indicador colorimétrico que serve para distinguir os
gram-negativos fermentadores ou n3do de lactose. As
bactérias fermentadoras de lactose desenvolvem
colonias vermelhas, enquanto as ndo-fermentadoras
desenvolvem col6nias transparentes °. Uma vez
isoladas, as colonias bacterianas devem ser
submetidas as demais provas diferenciadoras para
enterobactérias e outros bacilos gram-negativos. A
presenga dos bacilos gram-negativos nao-
fermentadores também pode ser observada no LCR e,
nesse caso, O microrganismo mais comumente
encontrado é Pseudomonas spp.**®

A despeito dos avangos tecnoldgicos em relagao
ao diagndstico, a patogénese e ao tratamento, a
meningite bacteriana ainda permanece como
importante doenca de distribuicdo mundial, na qual o
diagndstico se apoia, principalmente, no exame
bacterioldgico. Tal exame permite o isolamento e a
identificacdo do agente etioldgico, que se faz essencial
para o diagndstico preciso e o tratamento adequado.
Cabe ressaltar que, mesmo com o avango das técnicas
moleculares, o diagndstico microbiolégico continua
sendo amplamente utilizado e, portanto, merece atengdo
especial.
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