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CONCORDANCIA DOS RESULTADOS DO SISTEMA BD PHOENIX
COM PROVAS BIOQUIMICAS MANUAIS NA IDENTIFICAGAO DE
ENTEROBACTERIAS EM AMOSTRAS CLINICAS’

AGREEMENT OF RESULTS OF THE BD PHOENIX SYSTEM
AND MANUAL BIOCHEMICAL TESTS IN THE IDENTIFICATION OF
ENTEROBACTERIACEAE FROM CLINICAL SAMPLES

Natacha Allgayer', Helena Schirmer?, Jussara Amaro Castelan?

RESUMO

Introdugédo: Enterobactérias pertencem a um grupo grande e heterogéneo de
bacilos Gram-negativos cujo habitat natural é o célon de humanos e animais, sendo
microrganismos amplamente distribuidos na natureza. Devido a essas caracteristicas
séo frequentemente responsaveis por infecgdes hospitalares. O principal objetivo
desse estudo foi avaliar a concordéncia entre as provas bioquimicas manuais e o
sistema automatizado BD Phoenix 100 na identificagdo de enterobactérias, a partir
da analise de registros de pacientes hospitalizados.

Métodos: No periodo de agosto de 2011 a abril de 2012, foram realizados 303 exames
no Laboratério Exame de Analises Clinicas pelos métodos manual e automatizado,
os quais foram submetidos a analise dos dados.

Resultados: Do total, 27,7% foram positivos para enterobactérias. Os microrganismos
mais frequentes isolados foram a Klebsiella pneumoniae (36,9%) e Escherichia coli
(29,8%). O estudo apresentou uma alta concordancia entre os métodos, principalmente
na identificacdo dos géneros, caso em que a concordancia chegou a 97% dos
registros. Na identificagdo das espécies, as bactérias dos géneros Klebsiella spp. e
Serratia spp. ndo tiveram suas espécies identificadas pelo método manual em sete
dos registros observados, sendo identificadas somente pela automacéo. Da mesma
forma, algumas amostras de Escherichia coli nao foram detectadas pelo método
manual, que as identificou como indeterminadas em quatro dos registros analisados.

Conclusao: Verificou-se uma boa concordancia entre os métodos na identificagcao
das principais enterobactérias isoladas de amostras clinicas.

Palavras-chave: Enterobactérias; automacao, infecgbées hospitalares

ABSTRACT

Introduction: Enterobacteriaceae are microorganisms that are widely distributed in
nature and belong to a large and heterogeneous group of Gram-negative bacilli whose
natural habitat is the colon of human beings and animals and are. Because of these
characteristics they are often responsible for hospital infections. The main objective
of this study was to assess the agreement between manual biochemical tests and the
BD Phoenix 100 automated system in the identification of the Enterobacteriaceae,
based on an analysis of hospitalized patients’ records.

Methods: In the period between August 2011 and April 2012, 303 tests were made
at Laboratério Exame de Analises Clinicas by the manual and automated methods,
which were subjected to analysis.

* Laboratério Exame de Analises Clinicas Ltda., Novo Hamburgo — Rio Grande do Sul, Brasil.
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Results: Results revealed that 27.7% of the tests were positive for Enterobacteriaceae.
The most commonly isolated microorganisms were Klebsiella pneumoniae (36.9%) and
Escherichia coli (29.8%). The study showed a high agreement between the methods,
especially in the identification of genders, in which case agreement reached 97% of
records. When it comes to identifying the species, seven samples of Klebsiella spp.
and Serratia spp. bacteria had their species identified only by the automated method
and not by the manual method. Similarly, some samples of Escherichia coli, were
not detected by the manual, which identified them as indeterminate in four of the

records analyzed.

Conclusions: There was a good agreement between both methods in identifying the
major Enterobacteriaceae isolated from clinical samples.

Keywords: Enterobacteriaceae; automation; hospital infections

Os bacilos Gram-negativos que pertencem a familia
Enterobacteriaceae sdo os mais frequentemente
isolados a partir de amostras clinicas, sendo
responsaveis por qualquer tipo de doenga infecciosa.
Correspondem a quase 50% dos casos de sepse
e a mais de 70% das infecgbes do trato urinario,
além de responder por um percentual significativo
das infecgbes intestinais. Atingem principalmente
pacientes imunocomprometidos ou debilitados,
altamente suscetiveis a infecgbes hospitalares,
quer por colonizagado por cepas ambientais ou
por procedimentos invasivos, como o cateterismo,
broncoscopia, ou biopsias cirurgicas".

Enterobactérias, com poucas excegdes, demonstram
as seguintes caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas:
crescem em meios simples, fermentam glicose, séo
oxidase negativas e reduzem nitratos a nitritos’2.

A maioria dos laboratérios utiliza, como rotina
para identificacdo desses microrganismos, o0 método
manual, baseado em compostos bioquimicos como
glicose, lactose, sacarose, citrato, ornitina, lisina,
sulfato de hidrogénio, ureia, fenilalanina, entre outros,
incorporados a meios contendo agar®. Porém, nos
ultimos anos os laboratorios de analises clinicas,
principalmente os inseridos em ambientes hospitalares,
estdo optando por usufruir de automagdes, devido
a crescente pressao de médicos e administradores
para fornecer resultados de identificacao bacteriana
rapidos e precisos*.

Atualmente um dos sistemas automatizados para
a identificagdo bacteriana disponiveis no mercado
€ o BD Phoenix 100, que é constituido por painéis
descartaveis que combinam identificagdo e perfil
de sensibilidade, com um instrumento que executa
a leitura automatica, tendo um tempo maximo
de 12 horas para obter uma identificacdo e de
16 horas para completar um antibiograma®. Para a
identificagao de bactérias Gram-negativas, o painel
possui 45 substratos bioquimicos secos®, permitindo
a discriminagédo de aproximadamente 160 grupos
taxonémicos diferentes®.
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Sabe-se que tanto os testes bioquimicos manuais
quanto os automatizados possuem deficiéncias na
identificacdo. Essa deficiéncia pode ser observada na
identificacao dos géneros Shigella spp. e Salmonella
spp., que requerem testes adicionais por aglutinagao?,
e na diferenciacao entre os géneros Klebsiella spp.
e Enterobacter spp. Nem todas as espécies de
Enterobacter spp. sdo moéveis, e como tal podem
ser erroneamente identificadas como Klebsiella
spp., tornando-se necessario o uso de um meio
com ornitina descarboxilase para a diferenciagao’.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi verificar
a concordancia entre os resultados obtidos por
ambos os métodos, manual e automatizado, a partir
de amostras clinicas provenientes de um ambiente
hospitalar, encaminhadas a um laboratério de
analises clinicas.

METODOS

Foram analisados 303 registros oriundos de
pacientes hospitalizados que tiveram suas amostras
submetidas a anadlise bacterioldgica, atendidos no
Laboratério Exame de Analises Clinicas Ltda., em
Novo Hamburgo (RS), Brasil, no periodo de agosto de
2011 a abril de 2012. Para o estudo de concordancia
foram selecionados registros de pacientes que
tiveram suas amostras identificadas com a presenca
de enterobactérias por testes bioquimicos manuais
e pelo sistema automatizado BD Phoenix 100.

Em todas as 303 amostras foi realizada a técnica
de Gram. Amostras com presenca de bacilos
Gram-negativos passaram para a etapa seguinte
de identificagédo. Tanto para o método manual como
para o automatizado foi realizado o cultivo primario
de 24 horas em agar sangue ou agar cromogénico. O
agar cromogénico foi utilizado como meio de cultivo
apenas em amostras de urina. Apds o crescimento
de culturas puras a identificagcdo por ambos os
métodos foi realizada. No método manual, foi utilizado
um conjunto de meios bioquimicos, contemplando
seis tubos: TSI (Triplice Agucar Ferro), citrato, MIO
(Motilidade, Indol, Ornitina), SIM (Sulfeto, Indol,
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Motilidade), fenilalanina e ureia. Para a identificagéo
no método automatizado foram realizadas escalas
de 0,5 McFarland, em meios liquidos de ID Phoenix
padronizados. Essas escalas foram colocadas em
painéis NMIC/ID 121 e carregadas no equipamento.

Os resultados foram expressos em percentual,
para analise da prevaléncia de enterobactérias e
das amostras clinicas com a presenca destas, e
submetidos ao teste kappa para avaliar a intensidade
de concordancia entre os métodos manual e
automatizado.

RESULTADOS

Entre os 303 registros avaliados, 84 (27,7%)
foram positivos para enterobactérias. Na categoria
de n&o enterobactérias, correspondente a 188 (62%)
dos registros, foram identificados 105 (55,9%) cocos
Gram-positivos, 67 (35,6%) bacilos Gram-negativos
nao fermentadores, 16 (8,5%) foram outros patdgenos
(Corynebacterium spp. e Aeromonas spp.). Além disso,
foram encontrados 31 (10,2%) resultados negativos,
nos quais ndo foram identificados microrganismos.

Nos 84 registros com presenca de enterobactérias,
foi realizada uma analise de concordéancia entre os
métodos manual (bioquimismo) e o automatizado
(BD Phoenix). O coeficiente de concordancia
kappa para género foi 0,971 (IC95% 0,943-0,998),
enquanto que para género e espécie esse coeficiente
foi 0,834 (IC95% 0,746-0,922). Ambos resultados

Percentual
N
S

K. Pneumoniae K. oxytoca Kebsiella sp. E. coli

S. marcescens  Serratia sp.

foram significativos (P < 0,001). Do total de
amostras analisadas, em apenas 11 registros nao
foi observada concordancia em nivel de género e
espécie entre os métodos. Destas, quatro foram
identificadas apenas ao nivel de género pelo método
manual e como trés Klebsiella pneumoniae e uma
Klebsiella oxytoca pelo método automatizado. Trés
amostras foram identificadas como Serratia spp.
pelo método manual e como Serratia marcescens
pelo método automatizado, e quatro amostras foram
consideradas como indeterminadas pelo método
manual e identificadas como Escherichia coli pelo
método automatizado (tabela 1).

As outras enterobactérias foram identificadas ao
nivel de género e espécie por ambos os métodos.
Na Figura 1 observa-se uma predominancia das
bactérias Klebsiella pneumoniae e Escherichia
coli, com 31 (36,9%) e 25 (29,8%) identificaces,
respectivamente, nas amostras de pacientes
hospitalizados. De acordo com a Figura 2, o material
que apresentou maior prevaléncia na identificagéo
de enterobactérias foi a urina (25%), seguido por
amostras de sangue (23,8%).

DISCUSSAO

Alguns estudos vém demonstrando a eficacia e
a reprodutibilidade dos sistemas automatizados na
rotina dos laboratdérios de microbiologia. Em nosso
estudo procuramos estabelecer a concordancia entre

2424

E. cloacae E. aerogenes M. morganii P. mirabilis C. koseri C. farmeri  Indeterminado

@ Automagdo O Manual

Figura 1: Detecgéo de enterobactérias em 303 amostras clinicas avaliadas de acordo com o método manual (bioquimismo)

e com o método automatizado (BD Phoenix).
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Figura 2: Frequéncia de amostras clinicas com a presenca de enterobactérias*: abcessos, Ulceras, biopsias, fezes e

lesdes diversas.

http://seer.ufrgs.br/hcpa

Clin Biomed Res 2015;35(1) 45



Allgayer et al.

"100°0 > d ‘(226°0-972°0 %S691) ¥£8°0 :0109dse & 018u9b op [9AIU W eddey

"L00‘0 > d (866°0-E76°0 %S6D1) 1260 :040uab ap |aAju wa eddey ‘elouepiodouod ap oedeinsus|y

(8'62)

(o01) ¥8 (0'0) 0 1L 1L (99¢ (Vo) z (9'e) € (e9)2 (000 (e'8) 2 G2 (0'0)o (B8P ¥ (6'9¢) LE IviOoL
(8'v) v (0'0) 0 (0'0)o  (0'0)o (0'0)0 (0'0) 0 (0‘'0) 0 (0'0)o  (00)0 (0'0) 0 8yt (000 (000 (0‘0) 0 opeujuLiiepu|
(') 1 (0'0) 0 (z'1)1L  (0'0)o (0'0)0 (0'0) 0 (0‘'0) 0 (0'0)o  (00)0 (0'0) 0 (0'0)o (0'0)o (0'0)0 (0‘0) 0 uewe) "0
@ (0‘0) 0 (000 (V1L (0o (000 (0'0)0 (0‘o0o (00)o (0‘0) 0 (000 (0'0)o (000 (000 uesoy "9
(9'e) ¢ (0‘0)0 (0000 (0'00o (9e)e (000 (0'0)o (0‘o0o (00)o (0‘0) 0 (0o (0'0)o (000 (000 siiqelw o
(Yo e (0‘0)0 (0o (0'00o (0'000 (v2¢ (0'0)o (0‘00o (00)o (0‘0)0 (0'mo (0'0)o (000 (000 fuebiow - -
(9¢) e (0o (000 (0’0o (000 (000  (9e)e (000 (000 (000 (000 (000  (0'0)0 (0'0) 0 seusbosee 3 &
(€'9) 2 (0‘0)0 (0'oo (0'00o (0‘0o (000 (0'0)0 (¢9)2 (000 (0‘0)0 (0mo (0'0)o (000 (000 oeoeOpP '§ &
(9'e) € (0'0)0 (000 (0’0o (0000 (000 (0o (000 (000 (9e)e  (0'0)0 (0000 (00O (0'0) 0 ds ejesss 3
(8'v) v (0'0) 0 (0'0)o  (0'0)o  (0'0)0 (0'0) 0 (0‘'0) 0 (0'0)o  (00)0 (8'v) v (0‘0)o (0'0)o  (0'0)0 (0‘0) 0 SudsvIIBW'S m

(0's2) -

(0's2) Lz (0'0) 0 (0'o)o  (0'0)o  (0'0)0 (0'0) 0 (0‘'0) 0 (0'0)o  (00)0 (0'0) 0 (%4 (0'0)o (000 (0‘0) 0 joo '3
(8'v) v (0'0) 0 (0'0)o  (0'0)o (0'0)0 (0'0) 0 (0‘'0) 0 (0'0)o  (00)0 (0'0) 0 (0000 (000 (V1 (9'e) e ds ejjersqaly
(9'e) ¢ (0‘0) 0 (0'o0o  (0'0)o  (0'0)o (000 (0'0)0 (0‘00o (00)0 (0‘0) 0 (0o (0000 (9¢)¢ (000 BOOJAXO "y

(e'eg) 8z (0‘0) 0 (0000 (0'0)o  (0‘0)o0 (000 (0'0)0 (0‘o0o (00)0o (0‘0) 0 (0’0o (0'0)o (000 (e'ce) gz eeownsud -y
AvLiOL opeulwud)apu| Lsule] D UBS0Y D Siiqelw 4 .s.Emm\OE ‘W sausboloe g oeodeon g wa“w.mw susdssalew's 100 g N\\QNMQE moQbS M mm.EoE:th M

opezjjewolne opola\

‘(xiusoyd qg) opeziewoine a (owsiwinbolq) [enuew SOpPO}SW SO 8JjUd BIOUBPIOOUO0D 8p BSIjeuy | ejaqe|

http://seer.ufrgs.br/hcpa

Clin Biomed Res 2015;35(1)



Identificagao de enterobactérias em amostras clinicas

esse método e o método manual. Ambos os métodos
mostraram-se eficazes na identificagédo da maioria
das enterobactérias, sendo encontrado um nivel
de concordancia maior em relacao a identificagéo
dos microrganismos ao nivel de género do que ao
nivel de espécie.

Resultado similar ao acima citado foi encontrado
no estudo de Vargas et al.8, que obteve um nivel
de concordéancia de 98,1% entre os métodos para
a identificacdo de espécies e de 99,5% ao nivel
de género, em amostras clinicas de pacientes
hospitalizados.

Segundo Snyder et al.#, a precisdo do equipamento
BD Phoenix na identificacdo de enterobactérias em
género e espécie, foi determinada como sendo de 100%,
em comparagao com testes bioquimicos manuais. Ja
no estudo de O’Hara®, apenas 89,9% das culturas
da familia Enterobacteriaceae foram identificadas
corretamente nos niveis de género e espécie pela
automagéao, quando comparada ao método manual.
Os erros da automacgao observados neste estudo
foram relacionados, em sua maioria, ao género
Salmonella spp.*°.

Stefaniuk et al.’°, comparando o sistema Phoenix
com um método de identificagdo manual, obtiveram uma
preciséo de 92,5% para a familia Enterobacteriaceae.
As discordancias ocorreram ao nivel de género em
trés isolados de enterobactérias, identificados pelo
método manual como dois isolados de Proteus
mirabilis e um isolado de Serratia marcescens, que
no Phoenix foram identificados como Pasteurella
multocida, Alcaligenes faecalis, e Pantoea agglomerans,
respectivamente.

O estudo de Carroll et al.?, com 251 isolados de
enterobactérias identificados por ambos os métodos,
manual e BD Phoenix, obteve uma concordancia de
95,6% em género e 94,4% em nivel de espécie. Erros
preocupantes observados nos resultados obtidos pelo
método automatizado foram uma Escherichia coli
identificada como Salmonella spp. e quatro amostras
com Shigella spp. identificadas como Escherichia
coli, além de duas cepas de Klebsiella pneumoniae
identificadas com Klebsiella oxytoca e trés erros ao
nivel de espécie do género Enterobacter spp.®. Esse
estudo apresentou uma concordancia similar a do
presente estudo.

De acordo com os resultados anteriormente
apresentados, podemos observar que nossos dados
estdo de acordo com a literatura. A alta concordancia
observada entre os dois métodos, em nosso estudo,
pode ser justificada pelo fato de terem sido isoladas
apenas cepas comumente identificadas na rotina
laboratorial, a partir de amostras clinicas, ndo sendo
isolada nenhuma cepa rara.

Segundo os estudos apresentados, a precisao
do equipamento BD Phoenix na identificacdo de

http://seer.ufrgs.br/hcpa

enterobactérias, em comparagao ao método manual,
varia de 89,9% a 100%, com a utilizagéo de cepas
padrdao®*%1%. No presente estudo apenas pudemos
definir a concordancia entre os métodos, e ndo a
precisao, visto que nao foi utilizada a identificacao
de cepas padrao, somente de amostras clinicas de
pacientes hospitalizados.

Uma identificacdo precisa de microrganismos,
até o nivel de espécie, envolvidos num processo de
doenca é frequentemente essencial ndo so para a
terapia antimicrobiana eficaz, mas também para a
compreenséo do inicio e da progressao da doenga™.
Nesse sentido, observamos melhor eficiéncia do
método automatizado em relagéo ao método manual,
pois em sete dos registros analisados as espécies ndo
foram identificadas pelo método manual. E, apesar
da identificacdo manual ter uma boa sensibilidade,
a automacao teve um melhor desempenho na
identificacao.

Os métodos automatizados oferecem vantagens
como a reprodutibilidade, disponibilidade de gerar
resultados dentro de um dia util e liberagao de
quantidades reduzidas de contaminantes, Além
disso, esses métodos apresentam um sistema de
interfaciamento, que facilita a liberagéo de laudos
e proporciona a oportunidade ao médico de obter
resultados parciais ou integrais do exame de seu
paciente'. As desvantagens sao o custo elevado e
a dependéncia de um sistema fechado, que exige
manutencado e renovagado de seus softwares e o
treinamento do profissional que utiliza o equipamento.
Ainda em relacéo a automacao, a mesma é deficiente
na identificagcdo da motilidade das bactérias* 314,

No método manual com conjuntos de provas
bioquimicas, € possivel realizar a triagem e identificagéo
presuntiva dos principais géneros bacterianos de
interesse clinico, sem caracterizar com precisao
as respectivas espécies. Através desse método,
em torno de 90% das enterobactérias isoladas de
amostras clinicas sao identificadas por meio de
esquemas utilizando as tabelas de identificagéo,
apresentando um percentual alto de discriminagao.
Os resultados sao entregues entre 48 a 72 horas,
tempo relativamente longo quando comparado com
as automacodes’®.

Sistemas automatizados tém como principais
objetivos aumentar a eficacia e melhorar a relagéao
custo beneficio da rotina laboratorial®. No laboratério
em estudo, o custo efetivo da automacgéo é muito
superior ao método manual; porém, em se tratando de
um laboratério inserido em um ambiente hospitalar, &
importante a utilizacdo de metodologias que apresentem
boa precisdo na identificagdo de microrganismos.
Dessa forma, a identificagdo de bactérias através
do método automatizado é realizada apenas em
amostras provenientes de pacientes internados,

Clin Biomed Res 2015;35(1) 47
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concomitante ao método manual, o que justifica as
amostras selecionadas no atual estudo.

As enterobactérias prevalentes no presente
estudo apontam para uma representacao realista
dos microrganismos isolados em amostras clinicas
provenientes de um ambiente hospitalar, sendo comum
a predominancia de Escherichia coli, Klebsiella spp.
e Enterobacter spp.'®'”. No estudo de Moura et al.®,
evidenciou-se que o microrganismo causador do maior
numero de infec¢gdes em um ambiente hospitalar foi
a Klebsiella pneumoniae (35,46%), que teve uma
prevaléncia semelhante a observada no laboratorio

Como conclusao, o presente estudo demonstra
uma boa concordancia entre os métodos manual
(bioquimismo) e automatizado (BD Phoenix) na
identificagdo das principais enterobactérias isoladas
em amostras clinicas. A deficiéncia na identificagao
de espécies sugere a utilizacdo dos dois métodos,
principalmente em pacientes hospitalizados, que
apresentam frequentemente infecgbes por agentes
multirresistentes. Estudos subsequentes com cepas
raras e padronizadas poderao ser realizados para
estabelecer uma comparacgao entre os métodos e

em estudo’®.
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