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RESUMO

As meningites infecciosas sdo problemas de Salude Publica sendo responsaveis por altas taxas
de morbidade e mortalidade. Conduzimos a presente pesquisa com 0 objetivo de comparar
culturas de liquido cefalorraquidiano (LCR) pelo método de semeadura em meios de cultura
tradicional (manual) e no procedimento automatizado. Foram analisadas 85 amostras de
pacientes internados no Instituto de Neurologia de Curitiba (INC), com indicacdo clinica de
infecgdo entre os periodos de margo e setembro de 2012. Destas, apresentaram 32 bactérias
(37,65%) de interesse patogénico e 53 (62,35%) nédo apresentaram crescimento bacteriano. Os

organismos identificados na metodologia manual e automatizados foram, Staphylococcus
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epidermidis (n=9; 10,59%), Staphylococcus aureus (n=2; 2,35%), Enterobacter aerogenes
(n=2; 2,35%), Klebsiella pneumoniae (n=2; 2,35%), Escherichia coli (n=1; 1,18%),
estafilococos coagulase negativos (n=5; 5,88%), Streptococcus salivarius (n=1; 1,18%),
Staphylococcus haemolyticus (n=1; 1,18%), Streptococcus mitis oralis (n=1; 1,18%),
Pseudomonas aeruginosa (n=3; 3,53%), Staphylococcus hominis (n=1; 1,18%), Micrococcus
sp. (n=2; 2,35%), Serratia marcescens (n=2; 2,35%). Atraves da metodologia automatizada
foram identificadas 27 amostras (31,8%) positivas para algum patégeno e 4 amostras (4,7%)
positivas pela metodologia manual. Concluiu-se que divergentes resultados encontrados nas
técnicas manuais e automatizadas suscita uma discussdo a respeito dos protocolos
microbioldgicos, especialmente nos procedimentos realizados de forma manual.

Descritores: liquido cefalorraquidiano; liquor; culturas; meningites; Bactec®.

ABSTRACT

The infectious meningitis is a public health problems are responsible for high morbidity and
mortalidade. We conduct this research with the objective of comparing cultures of
cerebrospinal fluid (CSF) by the method of seeding in culture media traditional (manual) and
automated procedure . We analyzed 85 samples from patients admitted to the Institute of
Neurology in Curitiba (INC) with clinical suspicious of infection at the period between
March and September 2012. Of these, 32 showed bacteria (37.65%) interest pathogenic and
53 (62.35%) showed no bacterial growth. The organismos identified manual and automated
methodology were Staphylococcus epidermidis (n=9; 10,59%), Staphylococcus aureus (n =2;
2,35%), Enterobacter aerogenes (n=2; 2,35%), Klebsiella pneumoniae (n=2; 2,35%),
Escherichia coli (n=1, 1,18%), coagulase-negative staphylococci (n=5; 5,88%), Streptococcus
salivarius (n=1, 1,18%); Staphylococcus haemolyticus (n=1, 1,18%), Streptococcus mitis

oralis (n=1; 1,18%), Pseudomonas aeruginosa (n=3; 3,53%), Staphylococcus hominis (n=1;
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1,18%), Micrococcus sp. (n=2; 2,35%), Serratia marcescens (n=2; 2,35%). Through
automated methodology identified 27 samples (31.8%) positive for any pathogen and four
specimens (4.7%) positive by the manual method. We conclude that different results found in
manual and automated techniques raises a discussion of microbiological protocols, especially
in procedures performed manually.

Keywords: cerebrospinal fluid; CSF; cultures; meningitis; Bactec ©.

1. INTRODUCAO

O liquido cefalorraquidiano (LCR) também chamado de liquor, liquido cérebro-
espinal (LCE) ou liquido espinal, foi descrito em 1764 por Cotugno, é um fluido bioldgico
que preenche os ventriculos e o espaco subaracnoéideo ao redor do cérebro e da medula
espinal, tem como funcdo distribuir nutrientes pelo tecido nervoso, retirar residuos
metabdlicos, veicular as secre¢fes da hipdfise e amortecer as vibragcdes e choques que
atingem o eixo encefalomedular ),

O liquor em suas condi¢oes fisioldgicas é limpido, incolor e possui aspecto de “agua
de rocha” qualquer ligeira alteragcdo nesse aspecto ou na cor pode indicar alguma patologia.
Um LCR levemente turvo, descrito como “agua de arroz”, sugere a presenca de células
sanguineas e/ou micro-organismos. O aspecto leitoso é associado a presenca de numero
aumentado de leucdcitos, bactérias, fungos ou niveis elevados de proteinas e lipideos. Em
relacdo a cor, a xantocromia consiste em coloracdo rosada, laranja ou amarela e é devida
comumente & lise de eritrocitos e a degradacdo de hemoglobina ®. O LCR auxilia no
diagnostico e na avaliacdo de condigdes infecciosas, inflamatérias e ndo infecciosas
(vasculares), envolvendo o cérebro, medula espinal, meninges, sendo obtido através de

puncao lombar ©.
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Uma das doencas que sdo diagnosticadas através do liquor sdo as meningites. As
meningites infecciosas sdo problemas de Salude Publica sendo responsaveis por altas taxas de
morbidade e mortalidade. S&0 doencas cuja notificacdo € compulsoria e a investigacéo
obrigatdria; podem causar morte ou deixar os sobreviventes com sequelas neuroldgicas graves
)

No laboratério de andlises clinicas que realiza esta rotina, a cultura do LCR ¢é
processada no setor de microbiologia para identificacdo de patdgenos. Na meningite
bacteriana, é importante identificar o antimicrobiano que ir4& combater esse patdégeno no
menor tempo possivel, por isso que a cultura com antibiograma é essencial ©.

Em qualquer laboratério clinico; a partir do método de cultura tradicional em meios
de cultura com &gar; o tempo médio para obtencdo de resultados que levardo a um diagndstico
é de 24 horas no caso de meningites bacterianas ©.

Para que bactérias gram-positivas e gram-negativas se desenvolvam séo utilizados
meios de culturas apropriados como o agar chocolate que permite o isolamento dos principais
patdgenos relacionados a esta patologia incluindo os fastidiosos como, Haemophilus influenza
e Neisseria meningitidis .

Em laboratorio de microbiologia o resultado do crescimento bacteriano pode ser
obtido até no minimo 24 horas ap6s semeadura. Caso haja suspeita de meningite sdo liberados
outros resultados mais rapidos como, por exemplo, os exames de coloracdo de Gram,
coloracdo de Ziehl-Nelseen (alcool-acido-resistentes) e da prova com tinta da China, para que
a conduta terapéutica seja rapida, garantindo maior seguranca para o paciente ©.

Nesse estudo optou-se por semear 0 LCR em meios de cultura com agar (método
tradicional) e em frascos usados para hemocultura automatizada, simultaneamente. Esses
frascos que foram utilizados no estudo pertencem ao equipamento Bactec® 9050 da empresa
BD - Becton & Dickinson ©. Essa técnica pode agilizar o processo, ja que alguns sistemas

automatizados sdo capazes de detectar culturas positivas em poucas horas. O aparelho
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Bactec® baseia-se na deteccdo da producdo de CO, pelos micro-organismos (detectado por
sinal fluorescente). Um software analisa estas variagGes e em caso positivo é emitido um sinal
sonoro. Nesse sistema existem resinas que facilitam a lise de leucdcitos (liberando bactérias
fagocitadas) e neutralizam a ac¢do de antimicrobianos (facilitando o crescimento microbiano)
aumentando a superficie de crescimento microbiano, sendo que os resultados positivos sdo
obtidos, na maioria dos casos, em poucas horas %,

Fazendo analogia com outros fluidos corporais, e seguindo as recomendacdes da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) surgiu a possibilidade de utilizagdo
simultanea do método tradicional de cultura em meios com agar e do método automatizado
utilizado pelo equipamento Bactec®, que poderia acelerar o procedimento, ja que esses
sistemas detectam culturas positivas em poucas horas. Frente ao exposto, conduzimos o
presente estudo com o objetivo de comparar culturas de LCR em método de semeadura em
placas tradicionais e o procedimento automatizado em frascos usados para hemocultura
(Sistema Bactec®) a fim de obter crescimento microbiano com resultados rapidos, para que

posteriormente auxilie o tratamento eficaz do paciente.

2. CASUISTICA E METODO

Foi realizado um estudo descritivo para comparacdo entre a técnica manual e sistema
automatizado na analise de culturas de liquido cefalorraquidiano em suspeitas de meningites
em parceria com o Instituto de Neurologia de Curitiba (INC). As amostras foram obtidas por
puncdo liquorica realizada pelos médicos do proprio hospital que seguiram uma padronizacao
interna do INC e encaminhada ao laboratdrio para realizacdo do exame. Na presente pesquisa
foi apenas realizado um levantamento de dados, que seguiram 0s seguintes critérios de
inclusdo: Todo resultado laboratorial de cultura de liquor obtido por puncdo lombar ou

ventricular com suspeita clinica de infeccdo. Foram excluidos da pesquisa todos os resultados
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laboratoriais de culturas de liquor obtido por puncéo, por outras doencas suspeitas, que ndo
infeccdo. Os resultados coletados das culturas de liquor das referidas amostras foram
submetidos aos procedimentos manuais e automatizados simultaneamente. A semeadura do
material foi realizada em meios de cultura (&gar-chocolate) e em meios de cultura
automatizado pelo sistema Bactec® 9050. No método manual foram realizadas a semedura por
esgotamento e logo em seguida essas placas foram incubadas em estufa a 35°C por no
minimo 24 horas em jarra de tensdo de CO,. J& no sistema automatizado as amostras foram
inoculadas de forma asséptica nos frascos do sistema Bactec® 9050 de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Quando essas amostras apresentavam sinal sonoro (indicando
positividade), os frascos eram removidos do aparelho e uma pequena aliquota era utilizada
para o exame de coloragdo de Gram 1 dando um parecer parcial a equipe médica do INC.
Esses procedimentos foram realizados pelos profissionais do laboratério do referido hospital
(INC).

As culturas positivas no Bactec® das semeaduras de liquor realizadas foram
comparadas e avaliadas de acordo com a positividade das culturas em placas (meios com
agar). As analises estatisticas aplicadas aos resultados dos procedimentos manuais e
automatizadas utilizaram-se do método estatistico de Frequéncia Absoluta Relativa

Percentual, os resultados foram analisados através de planilha Excel (Microsoft Windons®).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

85 amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) foram submetidas a testes
microbiol6gicos em meios de cultura e analisadas pelo método manual e pelo método
automatizado simultaneamente. A finalidade da utilizacdo de metodologias diferentes
comparou resultados apresentados pelo sistema automatizado em relacdo ao método manual,

para a deteccdo de diferentes bactérias nas amostras testadas. Apos a coleta de dados dos
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resultados foi calculada a frequéncia dos exames positivos e negativos por ambas as

metodologias, fracionando-os por meses. Do total das amostras testadas 4 (4,70%) se

mostraram positivas pelo método manual e 27 (31,8%) pelo sistema automatizado.

Através dos dois métodos de cultura utilizados neste estudo foram identificadas

bactérias como apresentadas na Figura 1.
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Figura 1 — bactérias encontradas entre 0 método manual e automatizado.

O método manual apresentou menor sensibilidade em comparacdo com a tecnologia

automatizada, embora seja a metodologia mais empregada nos laboratorios de andlises

microbioldgicas do pais devido os custos, mas claramente podem favorecer a contaminacéao

de agentes secundarios e que ndo o agente causal ®?.

MARCO
METODO Fi (freq.) | POSITIVO Fri% NEGATIVO | Fri%
MANUAL 7 0 0% 7 100,0%
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AUTOMATIZADO 7 1 14.3% 6 85,7%
ABRIL
METODO Fi (freq.) | POSITIVO Fri% NEGATIVO | Fri%
MANUAL 28 1 3,57% 27 96,43%
AUTOMATIZADO | 28 14 50,0% 14 50,0%
MAIO
METODO Fi (freq.) | POSITIVO Fri% NEGATIVO | Fri%
MANUAL 21 0 0% 21 100,0%
AUTOMATIZADO | 21 3 143 % 18 85,7%
JUNHO
METODO Fi (freq.) | POSITIVO Fri% NEGATIVO | Fri%
MANUAL 15 1 6,67% 14 93,33%
AUTOMATIZADO | 15 6 40,0% 9 60,0%
JULHO
METODO Fi (freq.) | POSITIVO Fri% NEGATIVO | Fri%
MANUAL 7 0 0% 7 100,0%
AUTOMATIZADO 7 0 0% 7 100,0%
AGOSTO
METODO Fi (freq.) | POSITIVO Fri% NEGATIVO | Fri%
MANUAL 3 2 66,67% 1 33,33%
AUTOMATIZADO 3 3 100,0% 0 0%
SETEMBRO
METODO Fi (freq.) [ POSITIVO | Fri% NEGATIVO | Fri%
MANUAL 2 0 0% 2 100,0%
AUTOMATIZADO 2 0 0% 2 100,00%
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Conforme apresentado na tabela no més de marco de 2012, a amostragem foi
comparativamente menor. Foram 7 amostras avaliadas, dessas amostras semeadas e
inoculadas pelos dois métodos, apenas 1 amostra foi positiva para crescimento bacteriano,
essa amostra positiva foi identificada no sistema automatizado (14,3%). A bactéria
identificada e responsavel pelo crescimento foi o Staphylococcus aureus bactéria de grande
importancia em ambientes nosocomiais e uma espécie de maior interesse médico, responsavel
por ébitos em pacientes hospitalizados ™.

No més de abril a amostragem foi comparativamente maior, 28 amostras. Dessas 1
amostra positivou no sistema manual (3,57%), contra 14 amostras no automatizado (50,0%).
Das bactérias que apresentaram crescimento pelo método automatizado foram identificadas
Micrococcus sp. em 1 amostra (7,14%), em 2 amostras Serratia marcescens (14,3%) e em 11
amostras estafilococos coagulase-negativos (ECN) (78,6%). A que apresentou positividade
nos dois métodos foi o ECN (Staphylococcus epidermidis). Nesse més observou-se que 0
sistema automatizado foi de grande importancia para o diagnostico de meningites por
patdgenos. O Staphylococcus epidermidis tem sido nas Gltimas décadas o principal causador
de infeccdes hospitalares %),

Os estafilococos coagulase-negativos sdo importantes agentes etioldgicos das
infeccdes nosocomiais e sdo frequentemente considerados como contaminantes, entretanto,
existem infec¢Oes graves associadas aos ECN. O Staphylococcus epidermidis é a espécie mais
frequente das bacteremias por ECN e estdo associados em diferentes situacdes clinicas .

No més de maio de 2012, das 21 amostras semeadas e inoculadas observou-se 3
amostras de culturas positivas (14,3%). Tais culturas apresentaram positividade quando
analisadas pelo método automatizado e, em contraste (0%) das amostras apresentaram-se

positivas quando analisadas pelo método manual.
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Do total de amostras desse més 2 foram ECN (66,67%) e 1 amostra apresentou duas
espécies bacterianas, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (33,33%). Desta
forma reitera-se a importancia do método automatizado como ferramenta auxiliar no
diagnéstico médico 9.

No més de junho de 2012 das 15 amostras analisadas, foi observado positividade no
sistema automatizado para 3 amostras de ECN (50,0%), 1 amostra para Micrococcus sp.
(16,67%), 1 amostra identificada com Enterobacter aerogenes (16,67%) e 1 amostra com
Escherichia coli (16,67%). Desses apenas 0 Enterobacter aerogenes positivou no método
manual e no método automatizado simultaneamente. O Enterobacter aerogenes é um
patégeno que preocupa qualquer equipe médica, ja que pode ser produtor de ESBL @7, As
betalactamases formam um grupo de enzimas que podem hidrolisar o anel betalactamico de
penicilinas, cefalosporinas e monobactdmicos (antibidticos betalactamicos). Dentre as
bactérias que possuem essas enzimas, as que possuem grande importancia em um ambiente
hospitalar sdo as betalactamases de espectro ampliado (Extended-Spectrum Betalactamase -
ESBL), pois conferem ampla resisténcia aos antimicrobianos que contém o anel
betalactdmico, rompendo-0 com suas enzimas, causando a inativacdo e prejudicando sua
eficacia ™.

A anélise do més de agosto de 2012 apresentou 3 culturas positivas. Deste total de
amostras 2 foram identificadas através do sistema manual (66,67%) e todas deram positivas
no sistema automatizado (100,0%). Dessas bactérias que foram recuperadas atraves do
Bactec® apresentou-se 1 amostra constando Klebsiella pneumoniae (33,34%), 1 amostra de
Streptococcus mitis oralis (33,34%) e 1 amostra com Pseudomonas aeruginosa (33.34%). As
bactérias Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa foram observadas em ambos os

métodos.
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No més de setembro de 2012 ndo houve positivacdo para 0s mesmos testes tanto na

metodologia manual quanto na metodologia automatizada. Comparativamente ndo houve

divergéncia em resultados.

AMOSTRAS ANALISADAS PELO METODO MANUAL E AUTOMATIZADO

METODO Fi (freq.) | POSITIVO Fri% NEGATIVO | Fri%
MANUAL 85 4 4,70% 81 95,3%
AUTOMATIZADO 85 27 31,8% 58 68,2%

Tabela 2 — taxas para amostras analisadas pelo método manual e automatizado.

Conforme tabela 2, relatando o total de amostras do periodo de marco de 2012 a

setembro de 2012, que foram semeadas e inoculadas pelos dois métodos utilizados na

pesquisa, observou-se que em relacdo a positividade do método manual, o sistema

automatizado se mostrou mais sensivel.
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Figura 2 — positividade encontrada entre 0 método manual e automatizado.
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4. CONCLUSAO

Sistemas automatizados tém sido desenvolvidos com o objetivo de aumentar a
sensibilidade e a rapidez da deteccdo de crescimento de agentes etiol6gicos responsaveis por
infeccdes. S&@o sistemas que incubam, agitam e monitoram constantemente 0os meios, para
deteccéo réapida de crescimento microbiano “?. Como essa metodologia esta isenta de boa
parte da manipulacdo direta com os meios de cultura durante o procedimento das anélises,
torna-se menos sujeitas as contaminacOes externas durante esse procedimento operacional
padrao (POP).

As comparagdes apresentadas entre as técnicas manuais e automatizadas de culturas
para o diagndstico de meningites bacterianas apresentaram diferencas significativas para
positividades e negatividades. 31,8% das amostras apresentaram positividade em culturas de
amostras de liquor através do método automatizado. Uma taxa expressiva contra 4,7% de
positividade em culturas de amostras de liquor pelo método tradicional e manual. Esta
identificacdo torna-se relevante especialmente porque a identificagcdo das estirpes aponta para
patdgenos complicadores do quadro clinico do paciente como € visto em amostras que
apresentaram o Staphylococcus epidermidis.

O Staphylococcus epidermidis tem sido, nas ultimas décadas, o principal agente
etiolégico causador de infeccdes hospitalares conforme relatos de referéncias cientificas ®¥.
Os estafilococos coagulase-negativos (ECN) sdo importantes agentes etiolégicos das
infeccdes nosocomiais e sdo frequentemente considerados como contaminantes, entretanto,
existem infec¢bes graves associadas aos ECN. O Staphylococcus epidermidis é a espécie mais
frequente das bacteremias por ECN e estdo associados em diferentes situacdes clinicas .

N&do obstante, resultados concordantes foram obtidos em meses como julho e
setembro de 2012, onde os resultados laboratoriais das analises das colénias foram idénticos

na técnica manual e automatizada o que sugere que, quando a técnica manual para estes testes
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reproduzem o protocolo manual a rigor, podera ser tdo eficiente quanto a metodologia
automatizada. Em contraste os resultados das analises nos meses de marco, abril, maio, junho
e agosto de 2012 obtidos através da técnica manual e automatizada, apresentaram resultados
divergentes tanto para a metodologia manual quanto para a metodologia automatizada. Tal
fato suscita uma necessidade para as discussdes a respeito da credibilidade para os métodos

manuais dentro do setor de microbiologia dos laboratérios de analises clinicas.
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