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Resumo

Objetivo: Comparar a positividade das hemoculturas antes e apés a implementagéo do
método automatizado em um laboratério do sudoeste do Parana, em um determinado peri-
odo, além de identificar os patégenos encontrados. Métodos: Foram analisados 1.403 lau-
dos de hemoculturas realizadas no periodo de outubro de 2010 a setembro de 2012 e, em
seguida, foram produzidos resultados com a incidéncia de positividade de hemoculturas
manuais e ap6s a automatizacéo, além de se identificarem os patégenos causadores. Re-
sultados: Das 1.403 amostras analisadas, 95 apresentaram resultados positivos (6,8 %).
Das 550 hemoculturas realizadas no periodo em que o método era o manual, 13 (2,4%)
foram positivas, enquanto que das 853 realizadas no periodo em que o método utilizado
passou a ser automatizado, 82 (9,6%) foram positivas. Dos patégenos causadores, a maior
incidéncia foi de Escherichia coli (18) sendo 15 no método automatizado e 3 no manual. Na
segunda posigéo, foi encontrado o Staphylococcus coagulase-negativo (15). Desses, 14
foram obtidos empregando o método automatizado. Conclusao: os dados obtidos véo ao
encontro das evidéncias levantadas na literatura, reforgando a maior sensibilidade do méto-
do automatizado de hemocultura.

Palavras-chave

Hemocultura; Automagéo; Infecgéo hospitalar

INTRODUCAO

A hemocultura é realizada para identificar a presenca
de microrganismos viaveis na corrente sanguinea, o que é
de grande importancia diagnéstica, ja que estes sao res-
ponsaveis por uma taxa elevada de mortalidade."

Dessa forma, o laboratério de analises clinicas pro-
duz grande impacto no tratamento do paciente, ja que as
hemoculturas positivas para microrganismos patogénicos
indicam sepse sanguinea, permitindo a identificacdo do
patdégeno e ajudando na conduta clinica.

O corpo humano é constituido por uma microbiota bas-
tante diversa, rica em microrganismos de baixa viruléncia,
que, em um individuo saudavel, exerce um efeito protetor
contra organismos potencialmente patogénicos.?

A septicemia é uma sindrome complexa causada pela
resposta inflamatéria sistémica descontrolada do individuo,
de origem infecciosa, caracterizada por manifestacdes
multiplas, e que pode determinar disfungao ou faléncia de
um ou mais 6rg@os ou mesmo a morte.®

Dentre as culturas a serem colhidas, a hemocultura
tem papel primordial, pois na sepse pode haver microrga-
nismos circulando na corrente sanguinea de forma conti-
nuada e persistente. Os microrganismos entram na circu-
lacdo sanguinea a partir de um ou mais focos infecciosos,
independentemente de sua localizagédo, e podem se insta-
lar em outros tecidos formando focos secundarios. Em tor-
no de 30% a 50% dos pacientes com sepse grave exibem
hemoculturas positivas.®

Em vista da taxa de mortalidade poder alcancar
40% ou mais em certas populagées de pacientes hospi-
talizados, o tempo de isolamento bacteriano, a partir da
coleta de sangue, é fator critico para o manejo desses
pacientes.®

As fontes mais comuns de septicemia (incluindo as
de origem comunitaria e hospitalar) séo: dispositivos
intravasculares (19%), trato geniturinario (17%), trato respi-
ratoério (12%), intestino e peritdnio (5%), pele (5%), trato biliar
(4%), abscesso intra-abdominal (3%), outros sitios (8%) e
sitios desconhecidos (27%).©
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Registra-se o fato de que, apesar de qualquer infec-
¢éo poder se disseminar para o sangue, a chance desse
fendmeno ocorrer € maior no caso da existéncia de dispo-
sitivos intravasculares (cateteres), infecgées abdominais, do
trato respiratério e urinario.”

Baseado em dados que se referem a positividade
cumulativa de hemoculturas coletadas durante epis6dios
sépticos comprovados, recomenda-se coletar no minimo
duas até quatro amostras por episodio infeccioso, o que
permite o isolamento do agente bacteriano ou flingico em
mais de 95% dos eventos. Estudos de décadas anteriores
indicaram que, ao se obter somente uma hemocultura, ha-
via cerca de 80% a 90% de chance de recuperacéo; em
duas amostras aumentaria significativamente para > 88%;
e em trés amostras em até > 99% de recuperacgdo. Ja estu-
dos mais recentes tém mostrado que as chances de recu-
peragé@o com somente uma amostra fica em torno de 70%;
duas amostras em torno de 80% a 90%; trés amostras en-
tre 96% a 98 %; e quatro amostras >99%, desafiando os
conceitos tradicionais de que duas a trés amostras eram
suficientes, sugerindo que podem ser necessarias de trés a
quatro amostras para 6tima recuperagéao dos agentes.®®

Uma possivel explicagédo para este fato é que, com
as metodologias atuais mais sensiveis, tornou-se possivel
a deteccdo de baixos niveis de bacteremia com mais pa-
cientes em uso prévio de antimicrobianos e, provavelmen-
te, também, pela diferengca metodologica de andlise dos
estudos."®

O sangue deve ser coletado logo apds o aparecimen-
to dos primeiros sintomas de infecgéo, tendo em vista que
as bactérias sdo rapidamente eliminadas da corrente san-
guinea pelas células do sistema reticuloendotelial. Por esta
mesma razdo recomendam-se coletas separadas por pe-
riodos de tempo concretos.("")

A hemocultura manual depende de homogeneizagdes
em intervalos de tempo determinados. A positividade é
verificada apoés turvacéo ou através de repiques cegos. Ja
no caso da hemocultura automatizada, se existirem micror-
ganismos na amostra inoculada dentro do frasco, a
consequente produgéo de CO, € detectada pelo equipamen-
to no qual os frascos estédo sendo incubados.®®

O volume é uma das variaveis mais criticas para a
positividade do exame, pois quanto maior o volume, maior
sera a chance de positividade. Todavia, deve-se respeitar a
idade do paciente e o volume recomendado pelo fabricante
para os tipos de frascos utilizados, mantendo a proporgéo
de sangue/caldo de cultura de 1:5 a 1:10.('%9 Para adultos,
coleta-se 5 mL a 10 mL de sangue por frasco em cada pun-
¢éao, totalizando 20 mL, distribuidos pelo nimero de frascos
indicados, ou seja, um par de frascos por pungéo/amostra.®

O meio de cultura utilizado em frascos para hemo-
cultivos tem multiplas finalidades e é nutricionalmente enri-
quecido. E comum a utilizagao de triptico ou tripticase-soja,
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caldo com peptonas suplementando, infusdo de cérebro e
coragao, caldo Columbia, e outros. Amaioria dos meios para
hemocultivos disponiveis no comércio contém o anti-
coagulante poliametolfulfonato de sédio em concentragdes
que variam de 0,025% a 0,05%.5)

O método manual necessita de um periodo de sete
dias de incubacéao e agitacédo periddica dos frascos, que é
um fator importante para a maior positividade. Nos casos
positivos, a amostra deve ser subcultivada imediatamente
e preparada lamina para microscopia com coloragéo de
Gram. Ainspecao visual e o subcultivo sédo fundamentais, e
o crescimento é incrementado a medida que é feita a agi-
tacao do frasco. A grande maioria dos microrganismos é
isolada nas primeiras 72 horas.("?

No mercado existem muitos equipamentos automa-
tizados para a realizagdo de hemoculturas, alguns disponi-
veis no Brasil: o MGIT (Becton Dickinson Diagnostic
Instrument Systems, Sparks, MD, USA), BacT/ALERT® 3D
60/120/240 (BioMérieux, Durham, NC, EUA), e BACTEC®
modelos FX , série 9000 (9050, 9120, 9240), que t¢m como
forma de deteccéo a colorimétrica ou fluorescéncia.

O principio da tecnologia do sistema BACTEC®9050
€ baseado na detecgéo da produgéo de CO, através de luz
fluorescente, monitorando a concentragéo de CO, produzi-
do pelo metabolismo microbiano. O sinal fluorescente é en-
tédo avaliado por um microprocessador e a positividade é
indicada quando presente.(™®

Os agentes bacterianos responsaveis por 50% das
septicemias sdo da familia Enterobacteriaceae.'¥ Dentro
do grupo dos bacilos Gram negativos ha ainda os nao
fermentadores, que séo caracterizados por serem aer6bios,
néo esporulados, incapazes de utilizar hidratos de carbono
como fonte de energia através da fermentacao, degradan-
do-os pela via oxidativa. Este grupo apresenta geralmente
altas taxas de resisténcia a antibacterianos.("

Outra classe de microrganismos causadores de sepse
é do género Staphylococcus spp., que se caracterizam por
serem cocos Gram positivos, em pares ou pequenas ca-
deias, com uma forte tendéncia para a formacgao de
"clusters", e distinguem-se dos Streptococcus spp. por se-
rem catalase positiva. Sdo frequentemente encontrados na
microbiota normal da pele e das membranas mucosas do
ser humano e sé@o os mais resistentes no meio ambiente.("®

Os individuos saudaveis sao colonizados por Staphylo-
coccus aureus desde a amamentacao, através da pele e
membranas mucosas do ser humano, objetos inanimados
ou pelo contato direto com outros humanos ou por aerosséis,
e podem alojar este microrganismo na nasofaringe, ocasio-
nalmente na pele e raramente na vagina.('®

Aincidéncia de Enterococcus spp. aumentou em gran-
de parte devido a utilizagdo de antimicrobianos de largo
espectro, muitos dos quais com atividade minima para es-
tes microrganismos, como é o caso das quinolonas.("

RBAC. 2016;48(3):223-8



Estudo comparativo entre hemocultura automatizada e manual em um laboratério do sudoeste do Parana, Brasil

Os principais fatores responsaveis pela emergéncia
da resisténcia microbiana sao constituidos pelo uso exces-
sivo dos antimicrobianos e a baixa conformidade com os
protocolos e medidas de controle de infec¢do.("®

Todas as precaugdes devem ser tomadas para mini-
mizar o cultivo de sangue contaminado. Em todos os labo-
ratérios de microbiologia, deve ser realizada ao menos uma
vez a monitoragdo da certificacdo da qualidade, evidenci-
ando a incidéncia de amostras contaminadas que devem
estar a menos de 3% dos cultivos.”

Todos os esforgos desenvolvidos para melhorar o ni-
vel da qualidade dos servigos em saide tém como objetivo
primordial ampliar o nivel de seguranca do paciente. Entre-
tanto, o nivel de qualidade dos servicos prestados e, conse-
guentemente, a garantia de seguranca ofertada ao pacien-
te ndo tém sido ampliadas em patamares proporcionais aos
esforgos e recursos empregados.('®

O principal objetivo deste estudo foi comparar a posi-
tividade das hemoculturas antes e ap6s a implementacéao
do método automatizado em um laboratério do sudoeste
do Parana em um determinado periodo, além de identifi-
car os patégenos causadores. Os resultados poderédo
embasar a tomada de decisées futuras em outros labora-
torios, além de justificar o investimento realizado no labo-
ratorio em questao.

MATERIAL E METODOS

O estudo retrospectivo foi realizado em um laboraté-
rio do sudoeste do Parana. Foram analisados 1.403 laudos
de hemoculturas realizadas no periodo de outubro de 2010
a setembro de 2012. Destes, 550 foram analisados no
periodo de outubro de 2010 a setembro de 2011 com o
método de estudo manual, e os 853 restantes no periodo
de outubro de 2011 a setembro de 2012 com o método auto-
matizado. Com base nos resultados foram calculadas as
positividades antes e depois da implementacdo da meto-
dologia automatizada.

A hemocultura manual foi realizada utilizando-se fras-
cos da marca Newprov, designados Hemoprov | adulto e
pediatrico. O meio de cultura é composto por caldo triptico
de soja, polianetol sulfonato de s6dio, agua deionizada e
vacuo CO,. Ametodologia manual procedeu-se com a incu-
bacédo a temperatura de 35 + 2°C e agitacédo constante do
frasco por sete dias, contendo o sangue coletado assepti-
camente por puncdo venosa; durante esse periodo também
realizaram-se subcultivos em placa agar chocolate com in-
cubagéo em atmosfera de CO,. Além dos subcultivos, veri-
ficou-se diariamente a presenca de hemdlise, turbidez,
producédo de gas, bolhas, pelicula de crescimento, grumos,
entre outros, que indicam a positividade da amostra.

Jé a hemocultura automatizada foi realizada com o
equipamento BACTEC® 9050 da marca BD (Becton
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Dickinson),utilizando-se trés respectivos frascos com mei-
os de cultura, sendo recomendados pelo fabricante o aerébio
(Plus Aerobic/F Medium), o anaerébio (Plus Anaerobic/F
Medium) e o pediatrico (Peds Plus Medium), todos com re-
sinas inibidoras de antibioticos, que também provocam a
lise dos leucocitos, além de servirem como superficie de
crescimento para certas bactérias. O meio de cultura é cons-
tituido basicamente por agua deionizada, caldo de soja
tripsicaseina, extrato de levedura, aminoacidos, agucar,
citrato de sodio, sulfato de sédio, vitaminas, antioxidantes
redutores e resinas anidnicas e catidnicas. Todos os fras-
cos contém vacuo e CO,,. Os frascos para anaerobios tém a
atmosfera acrescida com nitrogénio. O equipamento tem
por finalidade a detecgéo da fluorescéncia emitida por um
sensor nos frascos.

RESULTADOS

Durante o periodo do estudo (inicio de outubro de
2010 ao fim de setembro de 2012), o laboratério em ques-
tédorealizou 1.403 hemoculturas, das quais 1.308 apresen-
taram resultados negativos (93,2%) e 95 resultados positi-
vos (6,8%). Das 550 hemoculturas realizadas entre outu-
bro de 2010 e setembro de 2011, em que o método de
realizacao foi o manual, 13 (2,4%) foram positivas, enquan-
to que das 853 realizadas entre outubro de 2011 e setem-
bro de 2012, em que o método automatizado foi utilizado,
82 (9,6%) foram as positivas. O Grafico 1 mostra esses
dados. Quanto a etiologia, os resultados estdo descritos
no Gréfico 2.

A analise dos dados referentes a positividade mos-
tra um percentual mais elevado no método automatizado
quando comparado ao método manual (9,6% vs 2,4%). As
vantagens do primeiro em relagéo ao segundo estdo am-
plamente descritas na literatura, como evidenciado em es-
tudos, onde os equipamentos automatizados apresentam
mais rapidez dos resultados, devido a alta sensibilidade e
a diminuigcéo do trabalho técnico com consequente dimi-
nuicdo de erros.® Ao revisar recomendacdes de coleta,

Hemocultura Hemocultura
Manual Automatizada
® Positivas ~ ® Negativas ® Positivas  mNegativas

2%
10%

98% 90%

Gréfico 1. Comparagéo entre os resultados, pelos métodos manual e
automatizado.
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Gréfico 2. Etiologia das hemoculturas positivas.

processamento e interpretacdo de resultados de hemo-
culturas relataram-se os beneficios da automatizagdo como
continuo monitoramento pelo sistema, possibilidade de
interfaceamento com o sistema do laboratério, determina-
¢éo do tempo para positividade de cada frasco facilitando
o diagnostico, diminuigédo do risco de contaminagéo labo-
ratorial, economia de tempo e materiais, além de menor ris-
co de manipulagéo.” Todas essas vantagens foram confir-
madas neste estudo.

Como em qualquer processo manual, a hemocultura
néo automatizada sofre interferéncias de falhas técnicas dos
operadores, o que é bastante reduzido no processo auto-
matizado.

De acordo com uma avaliagéo dos sistemas de cul-
tura de sangue disponiveis concluiu-se que a hemocultura
manual ndo pode ser recomendada devido a falta de um
controle de qualidade padronizado, ao contrario dos mé-
todos automatizados, que trazem, segundo o autor, con-
trole de qualidade orientado pelo fabricante e a produ-
¢do em larga escala que também permite a padroniza-
¢&0.?0

A automatizacgéo traz beneficios importantes, porém,
algumas desvantagens podem limitar a implanta¢do, como
custos elevados e grandes dimensdes do aparelho para la-
boratérios com pouco espaco.

Com os resultados obtidos observou-se um aumento
significativo de hemoculturas positivas apés a imple-
mentagédo do método automatizado, confirmando-se a afir-
macao de estudos anteriores, que evidenciam a eficacia
deste método.

Em relagéo aos patégenos causadores, a analise de-
monstrou maior incidéncia de Escherichia coli n=18, no
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método automatizado n=15, e no manual n=03, seguido
igualmente da Serratia liquefaciens n=03 neste.

O patoégeno encontrado em segundo nimero foi o
Staphylococcus coagulase negativa n=15, dos quais n=14
séo relativos ao método automatizado.

Ao estudar a incidéncia bacteriana em hemoculturas
no Laboratério de Bacteriologia do Hospital das Clinicas
da UFPE no periodo de 2002 a 2004, as bactérias mais
encontradas foram Staphylococcus aureus (31,63%),
Klebsiella pneumoniae (11,22%), Pseudomonas aerugi-
nosa (10,20%), Acinetobacter calcoaceticus (7,48%),
Escherichia coli (7,14%), Staphylococcus coagulase nega-
tiva(6,46%) e Enterococcus faecalis (6,12%), estando dis-
tante dos dados obtidos no estudo em questéo.? Ajustifica-
tiva pode ser dada pelas patologias associadas e interfe-
rentes, como no momento da coleta sanguinea e os meios
utilizados.

Em outra analise entre o periodo de janeiro de 2008 a
janeiro de 2009, com 4.379 hemoculturas enviadas ao La-
boratério de Analises Clinicas do HUSM, 625 (14%) foram
positivas e, destas, 124 (19,8%) resultaram em isolados de
Staphylococcus coagulase negativa,?” sendo um elevado
namero deste microrganismo, assim como na analise em
questao.

Um estudo realizado com 12.318 laudos do Hospital
Geral de Santo Antdénio no periodo de janeiro a dezembro
de 2006 obteve 92% de hemoculturas negativas, 6% de
hemoculturas positivas e 2% de contaminantes, sendo o
principal o Staphylococcus coagulase negativa.??

Os indices de contaminacéao aceitaveis ficam em tor-
no de 1% a 3%, sendo toleravel até 5%, podendo ser maio-
res em unidades de emergéncia e pediatria. Portanto, pre-
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ferencialmente, as unidades devem ser monitoradas sepa-
radamente.®

Na grande maioria, os meios disponiveis para auto-
macao tém desempenho entre os microrganismos mais
comuns. Os meios contendo resinas ou carvao ativado tém
tendéncia a elevar a recuperacéo de microrganismos como
Staphylococcus spp., Enterobacteriaceae e leveduras,
gerando o aumento da positividade em pacientes em trata-
mento com antimicrobianos. A recuperagdo de contami-
nantes, tipo Staphylococcus coagulase negativa, também
pode ocorrer.('?

Alguns estudos apontam que mesmo uma Unica amos-
tra com Staphylococcus coagulase negativo também pode
serindicativa de infeccdo em determinadas situagdes, como
na presenca de cateter intravascular e em pacientes de alto
risco, podendo ter significado clinico.®24

Portanto, a presenca do microrganismo Staphylo-
coccus coagulase negativo indica, na grande maioria das
vezes, contaminacao, seja ela por antissepsia incorreta da
pele ou procedimentos das técnicas laboratoriais inade-
quadas; porém, deve-se tomar cuidado, pois nem todas
as vezes trata-se de contaminacao, pois, segundo estudo,
Staphylococcus coagulase negativo representa em média
15% das bacteremias verdadeiras.®

CONCLUSOES

Os dados véao ao encontro das evidéncias levanta-
das na literatura, reforcando a maior sensibilidade do mé-
todo automatizado de hemocultura. O custo direto maior
no caso da automacao pode se transformar em economia
no uso de antimicrobianos, além de contribuir para um
melhor prognéstico no caso de infecgdes sistémicas.
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Abstract

Objective: To compare the number of positive blood cultures before
and after the implementation of the automated method in a laboratory
southwestern Parand in a given period, and identify the pathogens.
Methods: We analyzed 1.403 reports from blood cultures performed
from October 2010 to September 2012, then made up the result with
the incidence of positive blood cultures manual and after automation,
and identify causative pathogens. Results: Ofthe 1.403 samples, 95
were positive (6.8%). Of the 550 blood cultures performed in the period
in which the method was manual, 13 (2.4%) were positive, whereas the
853 in the period in which the method was automated, 82 (9.6%) were

RBAC. 2016;48(3):223-8

positive.The Escherichia coli (18) showed the higher incidence of
causative agentes. Ofthese, 15 were obtained by the automatide method
and 3 by the manual method. In the second position was found
coagulose-negative Staphylococcus (15). Of these, 14 was isolated by
the automatic method. Conclusion: The data meet the evidence raised
in the literature, reinforcing the greater sensitivity of automated blood
culture method.

Keywords
Blood culture; Automation; Hospital infection
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