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Resumo

Laboratérios de pequeno e médio portes que ndo possuem métodos automatizados identificam Enterobacterales através de testes bioquimicos manuais.
Desenvolvemos e avaliamos uma planilha Excel para auxiliar os usudrios desta metodologia na realizacdo da identificacao bacteriana. A planilha também
foi organizada para fornecer as identificacoes em ordem de probabilidade e sua validagao foi realizada comparando os resultados obtidos com o
método de referéncia e o MALDI-TOF MS. Em resumo, quando preenchida com os resultados esperados pela literatura, a planilha Excel correspondeu
ao microrganismo correto, o que demonstrou que eventuais limitacdes decorrem de fatores externos a ela. Ao comparar os resultados da planilha Excel
com os resultados indicados pelo MALDI-TOF MS, apenas quatro isolados da mesma espécie apresentaram divergéncia, identificados como Klebsiella
oxytoca pelo método classico e como Klebsiella varicola pelo MALDI-TOF MS, microrganismo recentemente identificado apenas por métodos genémicos,
protednicos ou moleculares.
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Abstract

Small and medium-sized laboratories that do not have automated methods identify Enterobacterales through manual biochemical testing. We developed
and evaluated an Excel spreadsheet to assist users of this methodology in carrying out bacterial identification. The spreadsheet was also organized to
provide the identifications in order of probability and its validation was performed by comparing the results obtained with the reference and MALDI-TOF
MS methods. In summary, when filled with the results expected from the literature, the Excel spreadsheet corresponded to the correct microorganism,
which demonstrated that any limitations arise from factors external to it. When comparing the results of the Excel spreadsheet with the results indicated
by MALDI-TOF MS, only four isolates of the same species showed divergence, identified as Klebsiella oxytoca by the classical method and as Klebsiella
variicola by MALDI-TOF MS, a microorganism recently identified only by genomic, proteonic or molecular methods.
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INTRODUCAO

Os bacilos Gram-negativos pertencentes a ordem Entero-
bacterales sao os isolados mais frequentemente encontrados
em espécimes clinicos analisados no setor de microbiologia
de um laboratério de analises clinicas. Para sua identificacdo
sao utilizados métodos convencionais (manuais), automa-
tizados e, mais atualmente, a espectrometria de massa por
ionizacao/dessorcao a laser auxiliada por matriz (MALDI-TOF
MS). Os métodos automatizados oferecem muitas vantagens
como, por exemplo, a reprodutibilidade e a disponibilidade
de fornecer resultados dentro de 24 horas. Além disso, esses
métodos apresentam um sistema de interfaceamento que
facilita ao médico obter resultados parciais ou integrais do
exame de seu paciente.”’ As desvantagens, porém, sdo o custo
elevado e a dependéncia de um sistema fechado, que exige
manutencao e renovacao de seus softwares.?

Atecnologia protedmica, com a utilizagao da metodolo-
gia de MALDI-TOF MS, deu inicio a uma nova era, de modo
que novos géneros foram validados e muitas novas espécies
foram descritas.”” No entanto, os custos da implementacao
da tecnologia de espectrofotometria de massas ainda estao
além das possibilidades financeiras de muitos laboratérios.

Os laboratérios de pequeno e médio portes que nao
contam com métodos automatizados fazem a identificacdo de
Enterobacterales através de testes bioquimicos manuais, nos
quais caracteristicas metabolicas especificas sao detectadas
nos microrganismos. Apds a leitura dos testes, os resultados
sdo interpretados através de consulta em tabelas. Tais tabelas
sdo fornecidas pelas principais literaturas de referéncia em
microbiologia e possuem a caracterizacdo bioquimica dos
principais microrganismos, o que permite a identificacdo
da bactéria a partir da coincidéncia do resultado com o
perfil fornecido para espécie/género. Com este método,
é possivel realizar a identificacdo dos principais géneros
bacterianos de interesse clinico” a um custo mais acessivel
para os laboratérios com menos recursos, embora tal rotina
seja problemética em razdo da falta de praticidade, prin-
cipalmente para os profissionais com menor experiéncia,
pois é necessario o manuseio fisico de tabelas extensas,
demandando demasiado tempo.

E relevante observar que os métodos fenotipicos de iden-
tificacdo microbiana, como os testes bioquimicos manuais,
ainda sao os métodos de primeira escolha para a realizacao
do diagnéstico microbiolégico na maioria dos laboratérios
dos paises em desenvolvimento.®’ Dados do PNCQ - Programa
Nacional de Controle de Qualidade da Sociedade Brasileira de

Andlises Clinicas, referentes ao ano de 2022, apontam paraa
mesma realidade: aproximadamente 87% das identificacoes
encaminhadas para o Programa utilizaram métodos manuais,
ou seja, foram 23.037 cepas identificadas pelo método manual
versus 3.405 pelo método automatizado.®

OBJETIVO

Elaborar um modelo informatizado em planilha Excel,
como alternativa dinamica de identificacao bacteriana para
uso em laboratérios de pequeno e médio portes que utilizam
os testes bioquimicos Citrato, Ureia, Ornitina, Lisina, TSI, SIM,
para identificacao de Enterobacterales de forma manual.

MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, foi desenvolvida uma planilha no modelo
Excel 2016 em que os testes bioquimicos (Citrato, Ureia,
Ornitina, Motilidade, H,S, Lisina, Lactose, Indol, Gas) foram
organizados em colunas. Para cada teste foram atribuidas
possibilidades de resultado positivo ou negativo usando a
funcao SE do Excel como condicionante (SE(teste_ldgico;[-
valor_se_verdadeiro]; [valor_se falso]).”

Um banco de dados com 512 possibilidades de perfis
para as diferentes familias e géneros bacterianos de maior
probabilidade de isolamento em laboratérios de menor
porte foi inserido conforme literatura especializada.“® A
planilha foi desenvolvida também com a capacidade de
calcular a probabilidade conforme frequéncia de ocorréncia
nos testes de identificacdo dos microrganismos. Para este
calculo foi necessario, além da tabela de resultado dos perfis
para cada familia e género bacteriano, fornecer ao modelo
em Excel, a tabela com os perfis de positividade para cada
teste bioquimico.“®

A identificacdo de uma bactéria desconhecida foi
baseada, entdo, no calculo da probabilidade entre o perfil
desconhecido e o perfil de cada espécie de microrganismo
armazenada no banco de dados da planilha Excel 2016.% Os
cdlculos seguiram o modelo exemplificado por Koneman et
al, 2001,® em que somente a probabilidade de reacao positiva
da prova listada na base de dados é utilizada para célculo. A
probabilidade dareagao negativa é 1 menos a probabilidade
da reacao positiva. A frequéncia de ocorréncia é calculada
por multiplicagdo conjunta de todas as frequéncias de ocor-
réncia das reagoes. Por fim, para obtencao da porcentagem
de identificacdo, cada frequéncia é dividida pela soma de
todas as frequéncias, e o resultado é multiplicado por 100.
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As identificacbes que atingiram uma probabilidade de
90% ou mais foram consideradas excelentes identificacdes,
enquanto aquelas que se aproximaram de 90% foram con-
sideradas satisfatorias, porém com a recomendacao de que
fossem submetidas a melhor identificacdo por meios de
provas adicionais ou liberacdo da identificacdo somente em
nivel de género. Por fim, foram desconsideradas aquelas com
probabilidade muito baixa.®

Apos concluida a etapa do desenvolvimento da planilha,
esta foi validada comparando os resultados encontrados com
aqueles obtidos pelo método referéncia de interpretacao.
Neste método, os testes sdo lidos e comparados visualmente
com os resultados constantes em uma tabela de reacdes
bioquimicas conhecidas para cada familia e/ou género.

As amostras utilizadas para validacdo da planilha foram
deisolados clinicos (urinas) e isolados provenientes do Con-
trole Externo de Qualidade (PNCQ). Os resultados obtidos
com a rotina classica e com o modelo Excel foram também
comparados com resultados obtidos por MALDI-TOF MS.

Os testes bioquimicos manuais e as placas com meio
de cultivo primario utilizados para cultura e identificacdo
de Enterobacterales foram aqueles utilizados na rotina do
Laboratério Nucleo Andlises Clinicas/Gravatai e adquiridos da
marca Laborclin®. Sao eles: Citrato de Simmons, Triple Sugar
Iron (TSI), Lisina Descarboxilase (LIA), Ornitina Descarboxilase
(MIO), Agar Ureia, SIM, Agar Mueller Hinton, assim como placa
de Agar MacConkey.

As respostas bioquimicas proporcionadas pelo conjunto
de meios identificatérios foram:®
- Citrato de Simmons: utilizagao do citrato de s6édio como

Unica fonte de carbono;

+  Meio SIM: produgao de H_S, produgéo de indol (ap6s
adicao de reativo de Kovacs), motilidade;

«  Meio de MIO: descarboxilacdo da ornitina, producdo de
indol (apos adicao de reativo de Kovacs) e motilidade;

«  Meiode LIA: descarboxilagao da lisina, desaminagao da
lisina, producao de H.S;

«  Meio de TSI: fermentacdo da glicose, fermentacao da
lactose, produgdo de H,S e gas (quanto a esta prova, em
especial, deve ser registrado o fato de que o TSI detecta
lactose e sacarose, de forma que podera ocorrer positivi-
dade na superficie do meio de organismos fermentadores
da sacarose e ndo fermentadores da lactose, sendo que
se faz necessdria a confirmacao da fermentacao ou ndo
da lactose através de meios seletivos como o Mac Conkey

ou, ainda, a utilizacdo da Prova de Kliger Iron Agar, em
que o diferencial para o Triple Sugar Iron Agar - TSI é a
auséncia da sacarose).

«  Urease (Meio de Christensen): producao de urease (nesta
prova, deve ser destacada aimportancia de se usar o Meio
de Christensen, em vez da Ureia em caldo, visto que esta
ultima sé detecta microrganismos fortes produtores de
urease, como o género Proteus sp., por exemplo, e ndo
consegue detectar fracos produtores, como, por exemplo,
0 género Klebsiella sp.).

A semeadura, temperatura e tempo de incubacao, ante-
riores a leitura dos resultados, seguiram a orientagao presente
na bula do fornecedor e também presente no Procedimento
Operacional Padrao do Laboratério (POP).

Cabe ressaltar que boas praticas em laboratério de
microbiologia sdo importantes e foram seguidas, como por
exemplo: ndo foram usadas col6nias isoladas em um periodo
superior a 24 horas, pois, a partir deste periodo, o metabolismo
bacteriano pode ficar comprometido e a leitura de alguns
parametros pode consequentemente ficar prejudicada ou até
mesmo nao ocorrer; assim como nao foram usadas coldnias
muito recentes (inferior ao periodo de 18 horas), pois nao
se encontram com o metabolismo bem definido e algumas
provas podem ter seus resultados alterados; a leitura das
provas foi realizada dentro de um periodo de 18 a 24 horas;
aguardou-se que os meios de cultura de identificacao bac-
teriana estivessem em temperatura ambiente para entdo
se realizar os testes; assim como nao foi usado sobrecarga
de in6culo.®19

As identificacOes bacterianas obtidas através da meto-
dologia de MALDI-TOF MS foram realizadas de acordo com
instrucdes do fabricante, no Laboratério de Pesquisa em
Resisténcia Bacteriana (LABRESIS-HCPA). O software utilizado
para a identificacao foi o MBT Compass 4.1 (Bruker).

As cepas foram acondicionadas em eppendorf com caldo
TSB (Laborclin®) com 16% de glicerol e armazenadas em free-
zer no periodo de margo de 2023 até junho do mesmo ano.

RESULTADOS

As funcbes implementadas na planilha conseguiram
associar, apos a introducédo dos resultados encontrados no
bioquimismo bacteriano, a identificacdo automatizada de
microrganismo nos isolados testados (Figura 1).

RBAC. 2024,;56(1):34-43

36



Estudo de um modelo em Excel para identificacao de Enterobacterales | Bonetti AR

fx  =SE(C6>="Sim";"Positivo";"Negativo")

B = D E F G H I J K
Gds H2s URE IND Mot ORN ar LIA LACTOSE
Resultados sim nao nao sim sim nao nao sim nao
Interpretagdo Positivo | Negativo | Negativo | Positivo | Positivo | Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
Regras para Todos os Testes
Gds H25 URE IND Mot ORN ar LIA LACTOSE
Yositivo
Positivo Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
\egativo
Negativo| Nao Nao Nio N&o Nao Nao Nao Néo Nao

Tabela Excel — Exemplo de atribuicdo de resultados positivos ou negativos aos testes bioquimicos e fungdo SE.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Comaimplementacdo do banco de dados com as tabelas positividade frente aos testes e os calculos de probabilidade,
com todos os perfis de resultados para os testes bioquimicos a planilha conseguiu identificar o microrganismo e fazé-lo
da ordem Enterobacterales, além da tabela com o perfil de em ordem de probabilidade (Figuras 2, 3, 4).

Iden bacteriana e probabilidades

Teste Laboratorial Positivo Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo  Positivo 1 1
Gds KX  URE IND  MOT  ORN  CT LA  LACTOSE  Escherichi col Shigella dysenterioe
N

205 Positivo Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo  Positivo 100,00% 0,00%

Tabela Excel- Exemplo de identificacao bacteriana e probabilidade.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Banco de Dados — Exemplo de tabela de perfil de positividade frente aos testes bioquimicos dos géneros e espécies bacterianas.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Escherichia Coli
Gés H25 URE IND MOT
'rob. Positiva ==> 95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 95%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 98% 5%
95% 1% 1% 2% 95%
95% 1% 1% 2% 95%
5% 1% 1% 2% 95%

ORN ar LA LACTOSE  Probabilidade  Resultado
65% 1% 90% 95%
65% 1% 90% 95% 0,00% 1
65% 1% 90% 5% 0,00% 2
65% 1% 10% 95% 0,00% 3
65% 1% 10% 5% 0,00% 4
65% 99% 90% 95% 0,00% 5
65% 99% 90% 5% 0,00% 6
65% 99% 10% 95% 0,00% 7
65% 99% 10% 5% 0,00% 8
35% 1% 90% 95% 0,00% 9
35% 1% 90% 5% 0,00% 10
35% 1% 10% 95% 0,00% 11
35% 1% 10% 5% 0,00% 12
35% 99% 90% 95% 0,00% 13
35% 99% 90% 5% 0,00% 14
35% 99% 10% 95% 0,00% 15
35% 99% 10% 5% 0,00% 16
65% 1% 90% 95% 0,00% 17
65% 1% 90% 5% 0,00% 18
65% 1% 10% 95% 0,00% 19
65% 1% 10% 5% 0,00% 20
65% 99% 90% 95% 0,00% 21
65% 99% 90% 5% 0,00% 22
65% 99% 10% 95% 0,00% 23
65% 99% 10% 5% 0,00% 24
35% 1% 90% 95% 0,00% 25
35% 1% 90% 5% 0,00% 26
35% 1% 10% 95% 0,00% 27
35% 1% 10% 5% 0,00% 28
35% 99% 90% 95% 0,00% 29
35% 99% 90% 5% 0,00% 30
35% 99% 10% 95% 0,00% ) ]
35% 99% 10% 5% 0,00% 32
65% 1% 90% 95% 0,00% 33
65% 1% 90% 5% 0,00% 34
65% 1% 10% 95% 0.00% 35

Banco de dados — Exemplo de tabela de frequéncia de positividade perante os testes bioquimicos de cada género e espécie bacteriana.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Avalidacdo da planilha Excel foi feita mediante compara-
¢ao com os resultados obtidos através do método referéncia
deinterpretacao, bem como, igualmente, com os resultados
obtidos por MALDI-TOF MS, utilizando isolados de amostras
clinicas de urina e cepas provenientes do Controle Externo
de Qualidade (PNCQ).

Foram 32 amostras que apresentaram identidade com
alto indice de probabilidade (superior a 90%). Duas amostras
(21 e 22) de Escherichia colinao apresentaram resultado espe-
rado para sua espécie, ou seja, ndo foram capazes de utilizar
o carboidrato lactose presente no meio, como caracteristico,
sendo desta forma somente possivel a identificacdo com o
uso da tabela Excel ou pelo MALDI-TOF MS.

De outra parte, quando testadas as 6 bactérias prove-
nientes do Programa Nacional de Controle de Qualidade
(PNCQ), 2 destes microrganismos (Escherichia coli Tem-1
e Klebsiella pneumoniae) foram identificados conforme o
método referéncia, sendo que tais identificacdes atingiram
um bom indice de probabilidade (superior a 90%). As outras
3 bactérias (Salmonella enteritidis; Serratia marcescens e
Serratia liquefaciens) foram identificadas com mais de uma
possibilidade de identificacao bacteriana, o que também
se verificou tanto no método classico como no método de
leitora em planilha Excel, porém a identificacdo mediante
leitura na tabela Excel possibilitou concluir pela necessidade
de execucdo de mais provas bioquimicas para determinacao
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da bactéria (dada a baixa probabilidade) ou liberacdo do
resultado apenas pelo género bacteriano.

A amostra fornecida pelo Controle Externo de Qualidade
(PNCQ) lote 03512020/ATCC 13047 de Enterobacter cloacae nao
apresentou resultado esperado para sua espécie, ou seja, nao foi
capaz de hidrolisar a ureia presente no meio através da enzima
urease, como caracteristico, sendo, assim, somente possivel a
identificacdo pelo MALDI-TOF MS. Com o uso da tabela Excel,
o Enterobacter cloacae foi identificado com um percentual de
27,87%, enquanto o Enterobacter sakasakii obteve 70,12%.

Registra-se, como premissa, o fato de que a tabela,
quando preenchida com os resultados esperados pela litera-
tura, guardou correspondéncia com o microrganismo correto,
0 que evidencia que as eventuais limitacdes decorrem de
fatores que lhe sao externos.

Por fim, quando comparados os resultados obtidos na
identificacdo pelo método classico com os resultados da
planilha Excel e com os resultados obtidos no MALDI-TOF
MS, verificou-se que somente 4 amostras (11, 12, 25 e 26)
de Klebsiella variicola foram identificadas equivocadamente
como Klebsiella oxytoca, tanto pelo método referéncia como
pelaleitura com a planilha Excel. O microrganismo em questao
faz parte do Complexo Klebsiella pneumoniae, o qual teve sua
taxonomia expandida recentemente e que somente pode
ser identificado com o auxilio dos métodos moleculares,
gendmicos, protednicos ou pela atualizacdo dos protocolos
desenvolvidos para aumentar a precisdo na identificacdo de
novas espécies de tal Complexo.

NasTabelas 1 e 2, seguem os resultados encontrados para
asamostrasisoladas e identificadas de urinas da rotina do labo-
ratério e de cepas do Controle Externo de Qualidade (PNCQ).

DISCUSSAO

Segundo o Programa Nacional de Controle de Qualidade
da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas,® a maioria dos
laboratérios que participam do controle externo utiliza
métodos manuais de identificacdo para Enterobacterales. O
objetivo deste trabalho foi proporcionar, aos microbiologistas
que utilizam tais métodos, uma alternativa mais dinamica
para realizar a identificacdo bacteriana a partir dos resulta-
dos obtidos nos testes, mediante simples lancamento dos
mesmos em planilha Excel que fara a identificacao, inclusive
com os percentuais correspondentes, reduzindo o tempo
necessario para realizacao da tarefa.

O objetivo do trabalho foi alcancado, embora seja neces-
sario registrar que o método proposto néo afasta a influéncia

de fatores externos e independentes da planilha Excel, que
ocorreriam igualmente sem a sua utilizacao, bem como,
ainda, que os resultados encontrados foram de um niimero
relativamente pequeno de isolados, quando a familia Ente-
robacterales possui inimeros géneros e espécies, algumas
humanas e muitas ambientais, sendo a tabela proposta
somente de utilizacdo em isolados clinicos.

Dentre tais fatores externos, podemos mencionar os
meios identificatérios para bacilos Gram-negativos perten-
centes a familia das Enterobacterales, que possuem limitacoes
inerentes ao método, como, por exemplo, o fato de que a
positividade de 90% de algumas bactérias a determinado
teste exige umaincubacdo em até 48 horas, que nem sempre
é cumprida. E o caso do meio citrato, por exemplo, no qual
os produtos metabolicos decorrentes da reagao provocam
alcalinizacdo do meio de cultura, que é detectado pelo
indicador de pH incluido na formulagcdo em até 48 horas.”

Na execucao deste trabalho, em caso de reacao negativa
nas primeiras 24 horas, principalmente em identificacbes
indeterminadas, os tubos foram mantidos em incubacéo
por 24 horas adicionais, tendo sido considerado positivo
quando o meio citrato mudou de cor para azul (originalmente
verde) ou foi observado crescimento na linha de semeadura,
demonstrando que a bactéria foi capaz de utilizar o citrato
como Unica fonte de carbono.”

Adificuldade de observacao daresposta frente a motili-
dade bacteriana é outro complicador que pode ser melhorado
com o entendimento sobre o movimento bacteriano, que é
demonstrado através da turvacdo dos meios semissélidos
SIM ou MIO a partir da localizagao do inéculo (Figura 5).

Motilidade bacteriana negativa e positiva no meio de SIM.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Resultados comparativos das identificacdes em isolados urindrios feitas por metodologia referéncia, planilha Excel (objeto do trabalho) e MALDI-TOF MS.

o
;lA ME;I(;DO RESULTADOS DOS TESTES BIOQUIMICOS TAIIBIZLA PROBAIIBI:I.IDADE M ALDII-I1)'0F Ms

AMOSTRA REFERENCIA EXCEL (%)

LAC CIT ORN GAS UREIA LIA HS INDOL MOT

1 K.pneumoniae + + - + + + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
2 Pmirabilis -+ + + + - o+ - + Pmirabilis 99,94 Pmirabilis
3 K.pneumoniae + + - + + + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
4 K.aerogenes + + + + - + - -+ K.aerogenes 95,96 K.aerogenes
5 K.pneumoniae + + - + + + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
6 K.pneumoniae P oar o A oar SEI = = K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
7 Pmirabilis - + + - - Pmirabilis 99,94 Pmirabilis
8 Pmirabilis - + + + -+ - + Pmirabilis 99,94 Pmirabilis
9 K.pneumoniae + + - + + + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
10 Pmirabilis -+ + + o+ - o+ - + Pmirabilis 99,94 Pmirabilis
N K.oxytoca + + - + + - - K.oxytoca 100 K.variicola
12 K.oxytoca + + - + + - - K.oxytoca 100 K.variicola
13 K.pneumoniae + + - + o+ + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
14 Pmirabilis -+ + + + -+ - + Pmirabilis 99,94 Pmirabilis
15 K.pneumoniae + + - + o+ + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
16 M.morganii - -+ + + - - + + M.morganii 95,53 M.morganii
17 K.pneumoniae + + - + + + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
18 M.morganii - -+ + + - - + + M.morganii 95,53 M.morganii
19 K.pneumoniae -+ o+ + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
20 K.pneumoniae + - + + + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
21 Ndo identificada - - + - - + + E.coli lactose- 98,62 E.coli
22 Nao identificada - - + - - + + E.coli lactose- 98,62 E.coli
23 K.pneumoniae + + - + o+ + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
24 K.pneumoniae + + - + + + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
25 K.oxytoca + + - + + + - - K.oxytoca 100 K.variicola
26 K.oxytoca + + - + + + - - K.oxytoca 100 K.variicola
27 K.aerogenes + + + + - + - -+ K.aerogenes 95,96 K.aerogenes
28 K.pneumoniae + + - + + + - - - K.pneumoniae 98,81 K.pneumoniae
29 Pmirabilis -+ + o+ + - - + Pmirabilis 99,94 Pmirabilis
30 Pmirabilis -+ o+ + o+ - - + Pmirabilis 99,94 Pmirabilis
31 M.morganii - -+ + + - - + + M.morganii 95,53 M.morganii
32 K.aerogenes + + + + - + - -+ K.aerogenes 95,96 K.aerogenes
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Resultados comparativos das identificaces em cepas CEQ-PNCQ feitas por metodologia referéncia, planilha Excel (objeto do trabalho) e MALDI-TOF MS.

0 ’
N II'chEE/:NO 1D METODO RESULTADOS BIOQUIMISMO 1D TABELA T::CEEIE_A D MALDI-TOE MS
AMOSTRA REFERENCIA BACTERIANO EXCEL %)
LAC CIT ORN GAS UREIA LIA HS INDOL MOT
462/23
S.enteritidis S.enteritidis -+ o+ + - + - + S.enteritidis 50,25 Salmonella sp.
S.thiphimurium -+ o+ o+ - + - + S.thiphimurium 49,75
463/23
E.coli TEM-1 E.coli + - + + - + + + E.coli 100,00 E.coli
464/23
S.marcescens S.liquefaciens -+ + o+ - + - - + S.liquefaciens 4391 S.marcescens
S.marcescens -+ + o+ - + - - + S.marcescens 36,72
465/23
K.pneumoniae K.pneumoniae + + - + + + - - K.pneumoniae 98,31 K.pneumoniae
03512020
ATCC13047
E.sakasakii E.sakasakii
E.cloacae
+ + + + - - - - + E.cloacae 70,12 E. cloacae
+ + + + - - - + 27,87
467/23
S.liquefaciens -+ + o+ - + - + S.liquefaciens 4391 S.liquefaciens
-+ + + - + - - + S.marcescens 36,72

Igualmente, o meio de identificacdo urease, que é um
importante diferenciador entre a familia dos Proteus e dos
demais géneros de Enterobacterales, também é um fator
complicador, pois algumas Enterobacterales podem apresentar
lenta atividade de urease, ou seja, sao positivos tardios.”

E relevante salientar, acerca da validacio realizada, que o
Manual de Procedimentos Basicos em Microbiologia Clinica
para o Controle de Infeccdo Hospitalar da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude (2002) registra
que qualquer sistema de testes existentes no comércio, com
leitura manual ou automatizada, apresenta limitacdes no
numero de provas e na discriminagao dos diferentes géneros
e espécies de enterobactérias, de modo que a maioria dos
esquemas trabalha com um méaximo de 80% de acerto. E
importante destacar que mesmo os sistemas semiautoma-
tizados e automatizados nao oferecem 100% de acerto para
a caracterizacdo das espécies de enterobactérias, mas repre-
sentam o principal comportamento descrito na literatura.®

O mesmo Manual também registra que para as espécies
dos géneros Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella e Serratia os
testes mais utilizados apresentam baixo poder de discrimi-
nacao, sendo a identificacdo feita pelo maior percentual de
probabilidade.™

CONCLUSAO

As funcdes implementadas na planilha conseguiram
associar, apos a introducao dos resultados encontrados no
bioquimismo bacteriano, a identificacdo automatizada de
microrganismo nos isolados testados.

Comaimplementacao do banco de dados com as tabelas
com todos os perfis de resultados para os testes bioquimicos
da ordem Enterobacterales, além da tabela com o perfil de
positividade frente aos testes e os calculos de probabilidade,
a planilha conseguiu identificar o microrganismo e fazé-lo
em ordem de probabilidade.
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A validacdo levada a termo na execucao do presente
trabalho permite a conclusao de que a planilha em Excel
desenvolvida apresenta indices de conformidade com o
método classico, sobressaindo-se pela maior dinamica e
facilidade de acesso aos resultados, com inegavel ganho em
termos de otimizacao das rotinas de trabalho.

Quando comparada com o método MALDI-TOF MS, a
identificacdo pela tabela Excel apresentou discriminacdo
inferior. Porém, a superioridade do método protedmico em
termos de agilidade e acuracia, como alternativa para os
laboratérios que possuem maior capacidade orcamentaria,
nunca foi alvo de questionamento no presente trabalho.
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