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Introducao

O programa de controle interno da qualidade é um conjunto de a¢Ges que visam garantir a
qualidade e reprodutibilidade dos processos e dos resultados produzidos por meio da verificacdo
continua dos fatores que interferem nessa. Deve ser visto como uma oportunidade de aprimoramento
das atividades desenvolvidas no laboratorio. Segundo a Organizacdo Mundial de Saade (OMS)* a
implantacio de um programa da qualidade é necesséaria para:

« melhorar a qualidade dos servicos de satde;

« gerar resultados confiaveis e reproduziveis;

+ propiciar que resultados interlaboratoriais sejam comparéaveis;

» aumentar a credibilidade do laboratério entre os médicos e seus clientes;

« motivar os funcionarios a melhorar o desempenho; e

« prevenir de complicacoes legais que podem seguir a liberacao de exames de baixa qualidade.

Muitos fatores interferem na qualidade dos resultados liberados pelo laboratorio de microbiolo-
gia, como por exemplo: (a) a selecao, coleta, transporte e acondicionamento apropriados do espécime
biologico; (b) o treinamento, comprometimento e motivacao do pessoal de laboratorio; (c) fatores
ambientais, como luminosidade deficiente ou excessiva, ventilagio e condi¢oes do local de trabalho;
(d) fatores analiticos, como baixa qualidade dos reagentes, vidraria, corantes, meios de cultura e falta
de equipamentos precisos; e (e) erros de transcrigao de resultados, resultados liberados incompletos
e interpretacao errada das provas bioquimicas ou antibiograma.

Este guia é um instrumento que tem como objetivo oferecer subsidios aos laboratérios de micro-
biologia na elaboracio do manual de procedimentos operacionais padrao (POP) que deve ser construido
pelo laboratério. Ele faz parte do Manual de Microbiologia Clinica para o controle de infeccdo em servicos
de satde elaborado e disponivel na pagina eletronica da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (An-
visa)2. Este deve ser utilizado em consonancia com a Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI),
Boas Préticas de Laboratérios, Norma Brasileira Reguladora - NBR ISO/ IEC 17025 por microbiol6gicos
e bioldgicos e Resolugio Diretoria Colegiada - RDC 302, de 13 de outubro de 2005.

Os documentos aqui apresentados contém informacoes basicas acerca da realizacao, da freqiién-
cia e das indicacGes dos testes de controle interno da qualidade (CIQ) dos laboratérios de microbiologia
clinica, na fase analitica.

1. PARAMETROS PARA UM PROGRAMA DE CONTROLE DA QUALIDADE?2?

|- FASE PRE-ANALITICA

A) Garantia da qualidade das amostras clinicas

O laboratério de Microbiologia deve elaborar um manual de instrucoes, contemplando os
seguintes itens:

« coleta, identificacdo e conservacao da amostra;

+ transporte da amostra, estabelecendo meio recomendado, prazo, condicoes de temperatura

e padrao técnico para garantir a sua integridade e estabilidade;
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« critérios para o preparo do cliente com instrucoes claras e escritas em linguagem acessivel, sendo
que somente as instrugoes simples e de facil compreensio podem ser dadas verbalmente;

« critérios para a aceitacao ou rejeicao das amostras; e

+ documentacao das informacoes relacionadas as amostras coletadas, como data, horario e
responsavel pela coleta e eventuais intercorréncias, garantindo sua rastreabilidade durante
todo o processo.

Il - FASE ANALITICA
A) Manual de Procedimentos Operacionais Padrdo (POP)

O laboratério de Microbiologia deve elaborar os documentos internos de procedimentos,
seguindo as indica¢ées de GP2-A4 do CLSI (Clinical Laboratory Technical Procedure Manuals; Ap-
proved Guideline - Fourth Edition (2002) e deste documento.

«  OsPOP’sdeverao conter, no minimo: técnica, limites de tolerancia, aceitacio e rejeicao da amostra,

preparo de reagentes, controle de qualidade (CQ), calculos, critérios de liberagio de resultados.

« Revisar os documentos, anualmente, ou sempre que ocorrer mudancas nos processos descritos.

 Disponibilizar as informagGes escritas no ambiente de trabalho.

B) Garantia da qualidade técnica dos colaboradores

« Oferecer e documentar capacitacao técnica para as atividades desempenhadas na rotina do
laboratoério de microbiologia.

« Manter programa de capacitacdo para o uso apropriado de equipamentos.

« Utilizar equipamentos de protecao individual (EPI) e equipamentos de protecao coletiva
(EPC) e cumprir as normas de biosseguranca.

« Participar ativamente junto a Comissao de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH), forne-
cendo dados epidemiologicos de diferentes agentes etiologicos de infeccao hospitalar e seus
perfis de sensibilidade.

« Armazenar cepas de interesse para estudos.

« Osresultados dos procedimentos e testes devem ser conferidos quanto a exatidao, reprodu-
tibilidade e concordancia com os padroes de CQ pelo responsavel designado.

C) Desempenho dos equipamentos e instrumentos

« Elaborar e manter um programa de manutencao preventiva e corretiva dos equipamentos.

« Manter registro diario de temperaturas dos equipamentos de banho-maria, estufa, freezer,
geladeira e meio ambiente.

« Fazer controle da eficacia do processo de esterilizacdo das autoclaves (Bacillus stearother-
mophilus).

« Dispor de manual de funcionamento do equipamento em portugués.

« Estabelecer cronograma de manutencao preventiva.

« Registrar a manutencao preventiva e corretiva dos equipamentos em uso.

« Documentar o estado de calibracio dos equipamentos e instrumentos usados nos processos
analiticos, como pipetas automaticas e pipetadores, termometros, centrifugas, microscopios,
espectrofotometros, turbidimetro, balancas analiticas, pHmetro, equipamentos analiticos, etc.

« Documentar a verificacdo do funcionamento do equipamento.

« Documentar a realizacao da limpeza dos equipamentos.

« Manter e documentar a higienizacao periddica de fluxos, cabines de seguranca, capelas,
geladeiras, freezer, banho-maria, centrifugas, estufas, etc.
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D2.

D3.

D4.

Documentar a utilizacao de cepas de referéncia para o CIQ de acordo com as especificacoes
do equipamento.

Documentar alertas emitidos pelo equipamento.

Atualizar software a cada mudancga, documentando as modificacoes.

Definir os limites de aceitabilidade para as inexatidGes encontradas nas calibragoes, verifi-
cacOes e comparacoes entre equipamentos, e garantir a implementacao de ag¢oes corretivas
para os eventuais desvios.

Controle da Qualidade dos Insumos Laboratoriais (CQIL)

. Corantes e reagentes

Respeitar as orientacGes escritas dos fabricantes para o uso dos reagentes.

Solicitar copia dos laudos qualitativos junto ao fabricante para cada lote recebido.

Rotular cada produto com: nome, ntimero do lote, concentracao, condi¢coes de estocagem,
data do preparo, recebimento, quando foi colocado em uso e prazo de validade.

Testar com controles positivos e negativos antes do uso, conforme o tipo de teste.

Se os resultados nao forem satisfatérios notificar o fornecedor e o SNVS.

Descartar o produto se o controle nao estiver apropriado.

Definir e documentar o grau de pureza da 4gua reagente utilizada nas anéalises, assim como
a forma de obtencdo e controle dessa agua.

Meios de cultura

Documentar a quantidade de meio preparado no laboratério, nimero do lote, método de
esterilizacao, data do preparo, pH, validade e técnico responsavel pela preparagao.
Realizar e documentar teste de esterilidade e desempenho dos meios preparados no labo-
ratorio, utilizando cepas de referéncia, tipo ATCC.

Observar o meio quanto a cor, consisténcia, profundidade e/ou superficie, hemolise, presenca
de bolhas e contaminacao.

Documentar o nimero do lote e a data de recebimento dos meios comerciais. Solicitar ao for-
necedor o certificado de controle de qualidade, conforme recomendacoes do CLSI.
Documentar os meios que nao estejam de acordo com os padroes, as acdes corretivas tomadas
e informar ao fornecedor e ao SNVS.

Discos e fitas E-test

Testar os discos ou fitas E-test de antimicrobianos, cartdoes ou painéis com antibioticos,
diariamente, por 20 dias consecutivos, a fim de validar a metodologia. Utilizar cepas de
referéncia, tipo ATCC.

Seguir, rigorosamente, as recomendacoes do fabricante quanto ao armazenamento dos
discos antimicrobianos.

Documentar os discos de antimicrobianos que nao estejam de acordo com os padrdes CLSI,
as acoes corretivas tomadas e informar ao fornecedor e SNVS.

Kits comerciais e anti-soros

Verificar se ha registro do kit junto ao ministério da saade www.anvisa.gov.br

Testar os kits e anti-soros de um novo lote em paralelo com o lote anterior ou com cepas de
referéncia, antes de coloci-los em uso. Utilizar controles positivos e negativos, juntamente
com cepas de referéncia recomendadas. Documentar os resultados desses testes.
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« Seguir as recomendacoes do fabricante para o teste do controle da qualidade.
+ Registrar as informacoes contidas no rétulo do Kit para rastreabilidade do processo.
« Notificar ao fornecedor e SNVS os desvios de qualidade encontrados.

- FASE POS-ANALITICA

« Documentar a liberacao de resultados, emissao e entrega de laudos.
« Garantir a confidencialidade dos resultados dos laudos.
« Fornecer aos colaboradores uma avaliacdo periodica de desempenho do laboratério no

controle interno, verificando a abrangéncia e adequacao desses controles.

2. CEPAS DE REFERENCIAS”

2.1. DEFINICOES®

As cepas de referéncia destinam-se a verificagio dos resultados obtidos, pois suas caracteristicas
fenotipicas ja sdo conhecidas, ou seja, sua identificagao e seu perfil de sensibilidade ja foram determinados.

As cepas de referéncia devem possuir uma origem confiavel, vindo de um laboratorio de referéncia
que realiza testes fenotipicos e moleculares para confirmar sua identificacdo e perfil de sensibilidade.

Define-se como cultura de estoque o subcultivo das cepas de referéncia. Essa cultura € ar-
mazenada no laboratério de microbiologia (a -20°C ou menos) e é descongelada anualmente.

A cultura de trabalho é o subcultivo semanal ou mensal da cultura de estoque e serd mantida
no laboratorio (4°C a 8°C) para realizacdo dos testes diarios ou semanais de CIQ.

Uma passagem ¢ a transferéncia do organismo de uma cultura viavel para um novo meio
de cultura com crescimento de microrganismos. A hidratacao (ou decongelamento) de uma cepa de
referéncia nao é considerada uma passagem ou repique. A primeira passagem sera o subcultivo da
cepa de referéncia para a cultura de estoque. A transferéncia do microrganismo da cultura de estoque

para a cultura de trabalho serd a segunda passagem (Figura 1).

FIGURA 1. PROPAGAGAO DA CULTURA DE BACTERIAS?

A A
» A A A
- A A A
A A
A A A
A A A
A A
Cepa de referéncia Cultura de estoque Cultura de trabalho
12 passagem 22 passagem
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2.2. TABELA 1: INDICAGAO DE USO DAS CEPAS DE REFERENCIA*®

Gram-negativos

E. coli ATCC 25922
- Cepa nao produtora de B-lactamase.

» Qualidade da prova de DD e CIM de
enterobactérias

» Qualidade da prova de DD e CIM de
Pseudomonas, Acinetobacter, S. maltophilia e
Burkholderia

« Qualidade da prova de DD e CIM de Vibrio colerae
« Testes de triagem e confirmatério de ESBL

« Qualidade da prova em testes automatizados de
susceptibilidade em painéis de gram negativos

E. coli ATCC 35218
- Cepa produtora de B-lactamase

Deve ser mantida a -60°C para prevenir perda
do plasmideo

» Qualidade da prova de DD e CIM para de
B-lactamicos e inibidores de B-lactamase

 Qualidade da prova de DD e CIM para Amoxacilina
- Ac. clavulanico de Haemophilus spp

« VITEK GNS MIC painel QC set

« Testes automatizados para inibidores de
B-lactamase em painéis de gram-negativos

E. coli ATCC 51446

« Testes automatizados de para ESBL

K. pneumoniae ATCC 13883

« Qualidade da prova em testes automatizados de
identificacao de bacilos gram-negativos

K. pneumoniae ATCC 700603
- Cepa produtora de B-lactamase de
espectro ampliado

Deve ser mantida a -60°C para prevenir perda
do plasmideo

« Testes de triagem e teste confirmatorio de ESBL

P. aeruginosa ATCC 27853
Sensivel aos agentes anti-pseudomas

» Qualidade da prova em testes de diluicdo em
caldo e diluicdo em agar de P. aeruginosa e
outros nao-enterobacteriaceas

« Testes automatizados para verificacdo da
concentracao de cation e pH com aminoglicosideos
em painéis de gram-negativos

P. mirabilis ATCC 7002

« Qualidade da prova em testes automatizados de
identificacdo de bacilos gram-negativos
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2.2. TABELA 1: INDICAGAO DE USO DAS CEPAS DE REFERENCIA*®

Gram-positivos

E. faecalis ATCC 29212
- Sensivel a vancomicina,
ampicilina e altos niveis de

Adequacio do meio para testes de sulfonamidas e
trimetropim, DD e CIM

Qualidade da prova de CIM para Enterococcus spp

- Resistente a vancomicina e altos
niveis de aminoglicosideos

aminoglicosideos
« Teste de triagem de alto nivel de resisténcia aos
aminoglicosideos e a vancomicina
» Qualidade da prova em testes automatizados de
identificacao e susceptibilidade de gram-positivos
E. faecalis ATCC 51299 « Teste de triagem de alto nivel de resisténcia aos

aminoglicosideos e a vancomicina

Testes automatizados de susceptibilidade a
vancomicina para gram-positivos

S. aureus ATCC 25923
- Cepa nao produtora de -lactamase

Qualidade da prova em testes de DD para
Staphylococcus spp, Enterococcus spp

S. aureus ATCC 29213
- Cepa produtora de B-lactamase

Qualidade da prova em testes de CIM para
Staphylococcus spp

Teste confirmatodrio de susceptibilidade a Oxacilina

Qualidade da prova em testes automatizados de
identificacao e susceptibilidade de gram-positivos

S. aureus ATCC 43300
- Resistente a oxacilina

Teste confirmatodrio de susceptibilidade a Oxacilina

S. pneumoniae ATCC 49619
- Intermediario para penicilina

Leveduras

C. albicans ATCC 14053

Qualidade da prova de DD da susceptibilidade de S.
pneumoniae ou Streptococcus Spp

Qualidade da prova em testes automatizados de
identificacao de leveduras

C. parapsilosis ATCC 22019

Qualidade da prova em testes de susceptibilidade por
CIM e DD de fluconazol

C. kruzei ATCC 6258

Qualidade da prova em testes de susceptibilidade por
CIM de leveduras

C. albicans ATCC90028

Qualidade da prova em testes de susceptibilidade por
DD de fluconazol

C. tropicalis ATCC750

Qualidade da prova em testes de susceptibilidade por
DD de fluconazol
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Capitulo 1

Controle da qualidade em testes
de sensibilidade para Bacteriologia

1. CEPAS DE REFERENCIA

1.1. MANUSEIO E ESTOCAGEM

As cepas de referéncia tém um nimero maximo de geracoes a qual podem ser submetida, sdo
cinco passagens a partir da cepa de referéncia original®. O nimero indefinido de passagens pode com-
prometer principalmente a pureza da cultura e as caracteristicas fenotipicas de algumas bactérias.

Seguindo os procedimentos descritos neste documento e em condicoes ideais de armazenagem,
a passagem para a producao das culturas de estoque pode ser anual e a passagem das culturas de
trabalho pode ser realizada a cada trés semanas.

Algumas cepas devem ser mantidas em condicoes especiais devido a suas caracteristicas in-
trinsecas (ex. cepas exigentes).

« Ascepas de controle da qualidade devem ser testadas usando os mesmos materiais e métodos

empregados para testes de isolados clinicos.

« No caso de armazenamento prolongado, as culturas de referéncia devem ser mantidas a tem-
peratura de -20°C, ou menos, (de preferéncia a -60°C ou menos, ou em nitrogénio liquido)
em meio estabilizador recomendado.

« Meios utilizados para a manutencao das cepas de referéncia (Figura 2):

o Skin milk a 20% (p/v) de leite desnatado em po6 dissolvido em agua destilada, autoclavar
a 121°C por 20 minutos.

o Caldo de soja triptica a 10 - 20% de glicerol (v/v), autoclavar 121°C por 20 minutos.

o Sangue de coelho desfibrinado.

« OBS: Os criotubos com selo de prote¢ao interna sao os mais utilizados para o processo de arma-
zenamento dessas amostras. Os criotubos sdo preparados com antecedéncia, em volumes que
em geral estdo em torno de 0,5mL por tubo, e previamente testados quanto a esterilidade.

A) Partindo da cepa original liofilizada:

« Ressuspender a cepa liofilizada, conforme as recomendacoes do fabricante.

« Homogenizar o frasco.

« Semear em meio de cultura especifico (Agar Sangue, MacConkey ou Agar Chocolate).

« Fazer dois repiques.

+ Identificar através de provas bioquimicas manuais ou automatizadas e coloracdo de Gram.

+ Realizar testes de sensibilidade antimicrobianos.

« Depois de certificar a identificacio e os testes de sensibilidade, armazenar a cepa.

« Transferir as colonias recentes de 18 a 24 horas, em 15 frascos estéreis (criotubos), para cada
cepa de referéncia a ser utilizada no controle.

« Etiquetar os frascos com o nome do microrganismo, nimero da cepa de referéncia, a data
do armazenamento e o més a ser utilizado (janeiro a dezembro). Nos outros trés frascos,
colocar a data dos trés anos seguintes para realizar o mesmo procedimento.

+ Armazenar em freezer —20°C ou — 60°C (Figura 2).
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FIGURA 2. FLUXOGRAMA PARA MANUSEIO E ESTOCAGEM DA CEPA DE REFERENCIA
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B) Partindo da cepa congelada:

« Retirar o criotubo com a cepa (ex.: janeiro) do freezer e com o auxilio de uma al¢a bacterio-
logica, semear a amostra ainda congelada em meio especifico.

« Incubar a placa por 18 a 24 horas em temperatura e atmosfera recomendadas.

« Fazer um segundo repique utilizando duas placas.

« Numa das placas, fazer os testes de sensibilidade a antimicrobianos (para a 12 semana).

+ Na outra placa, semear a cepa em trés tubos de Agar Miieller Hinton inclinado.

« Incubar por 18 a 20 horas em temperatura e atmosfera recomendadas.

+ Colocar esses tubos na geladeira ( 2 a 8°C) para serem utilizados nos testes de sensibilidade
aos antimicrobianos para a 2%, 3 e 4° semanas do més, repicar apenas uma vez.

« Esse procedimento deve ser realizado para todas as cepas envolvidas no CIQ (Figura 3).

+ OBS: As culturas congeladas ou liofilizadas devem ser cultivadas duas vezes antes de se
realizar os testes de sensibilidade.

« Atencao especial a manutencado do organismo (subcultivo minimo) e seu armazenamento
(ex.- 60°C ou menos) sao particularmente importantes para as cepas CIQ E. coli ATCC 35218
e K. pneumoniae ATCC 700603, visto que tem sido documentada a perda espontanea do
plasmideo que codifica a B-lactamase.

» Deve-se preparar um novo lote de cultivos se forem obtidos resultados aberrantes.

FIGURA 3. FLUXOGRAMA PARA MANUSEIO DA CEPA DE REFERENCIA NO CONTROLE DA QUALIDADE
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2. CONTROLE DE TURBIDEZ PARAA PREPARO DO INOCULO?

Para padronizar a densidade do in6culo para um teste de sensibilidade, deve-se usar um con-
trole de turbidez de BaSO,, equivalente a uma solucdo padréao 0,5 de McFarland ou seu equivalente
optico (ex., suspensao de particulas de latex). A solugio padrio 0,5 de McFarland de BaSO4 pode ser
preparada da seguinte maneira.

+ Acrescenta-se uma aliquota de 0,5mL de BaCl, 0.048 mol/L (1,175% v/v BaCl, « 2H,0)

a99,5mLde H,SO, 0,18mol/L (1% v/v), homogeneizando constantemente para manter
a suspensio.

» Adensidade correta do controle de turbidez deve ser verificada usando um espectrofotometro
com fonte de luz de 1-cm e cubeta apropriada para determinar a absorbancia. A absorbancia
da solugao padrao 0,5 de McFarland devera variar de 0,08 a 0,10 utilizando um comprimento
de onda de 625 nm.

« A suspensio de sulfato de bario deve ser transferida, em aliquotas de 4 a 6 mL, para tubos
com tampas de rosca do mesmo tamanho usados para cultivar e diluir o in6culo bacteriano.

» Esses tubos devem ser selados hermeticamente e armazenados em local escuro, a tempera-
tura ambiente.

« O controle de turbidez de sulfato de bario deve ser agitado vigorosamente num misturador
mecanico tipo vortex antes de cada uso, verificando se esta uniformemente tarbido. No caso
de precipitacio visivel, o controle deve ser substituido. As suspensoes de particulas de latex
devem ser misturadas invertendo-as suavemente, e ndo num misturador tipo vortex.

o Os controles de sulfato de bario devem ser substituidos, ou suas densidades verificadas,
todo més.

3.  METODO DE DISCO-DIFUSAQ

O método de Kirby-Bauer ou disco-difusao é recomendado para algumas combina¢des micror-
ganismo/ antimicrobiano e é muito utilizado em nosso meio. Sua praticidade, baixo custo e facilidade
operacional facilitam a implantacao deste método nos laboratoérios de microbiologia clinica.

Alguns fatores relacionados ao preparo do meio de cultura e sua composicao podem interferir
no resultado final liberado pelo laboratério. A confirmacao da qualidade, esterilidade e composi¢ao

do meio de cultura devem ser avaliadas através dos testes de CIQ.

3.1. FREQUENCIA DOS TESTES DE CONTROLE DA QUALIDADE

A freqiiéncia dos testes de CIQ deve ser no minimo mensal. Entretanto, as recomendacées
nacionais e internacionais>® preconizam testes semanais. Essas recomendacoes devem ser seguidas
se a estrutura ou a capacidade do laboratorio permitir.

A introducao do programa de CIQ inicia-se com a realizacdo de testes diarios, passando, em
fase posterior, para a realizagdo mensal dos testes.

« Teste diario - Testar todas as cepas de controle pertinentes durante cinco dias consecutivos

e documentar os resultados.
+ Para passar a realizacdo dos testes de diaria para mensal nenhuma das cinco leituras de halos,

para cada combinacao de agente/antimicrobiano, pode estar fora dos limites aceitaveis.
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Teste mensal - Testar todas as cepas de CIQ no minimo mensalmente e sempre que qual-
quer novo reagente do teste for utilizado (ex.: um novo lote de 4gar ou meio, um novo lote
de discos ou outro fabricante de insumos).

Documentar a realizacao dos testes de controle da qualidade, anotando os nimeros dos lotes,
meios de cultura, reagentes, discos de antibibticos testados nas respectivas datas e més.
Sempre que algum resultado dos testes mensal de controle da qualidade estiver fora da faixa
aceitavel, faz-se necessario implantar acao corretiva®.

Sempre que um novo agente antimicrobiano for acrescentado ou houver mudancas impor-
tantes no método de leitura dos resultados dos testes, estes devem ser realizados por cinco

dias consecutivos e documentados, antes de se passar para uma freqiiéncia mensal.

3.2. TESTE DE CONTROLE DA QUALIDADE DOS MEIOS DE CULTURA®

A) Meio de cultura

O meio indicado para os testes de disco-difusdo em organismos nio fastidiosos é o Agar Miieller-
Hinton (MH).

B) Espessura

A espessura do meio deve ser de 4 mm uniformemente distribuida. Volumes médios utilizados:

60 a 70 mL / placa de 150 mm e 25 mL / placa de 90 mm.

C)

Esterilidade

Ap6s preparo das placas, examinar uma amostra significativa (10%) e aleatéria de cada lote
das placas para confirmar sua esterilidade, mediante sua incubacao a 30°C - 35°C por, pelo
menos, 24 horas.

Asplacas devem ser usadas até sete dias ap6s o preparo, a nao ser que sejam tomadas precaucoes

adequadas, como embrulha-las em saco plastico, para minimizar o ressecamento do agar.

pH

O pH de cada lote de Agar Miieller-Hinton deve ser verificado quando o 4gar é preparado.

O meio agar devera ter pH entre 7,2 e 7,4 a temperatura ambiente apos solidificacao.

A medida do pH deve ser feita preferencialmente através de pHmetro apropriado, submerso

em por¢ao de meio solidificado a temperatura ambiente. Caso esteja fora das especificagoes,

deve-se checar a procedéncia do meio, a qualidade da 4gua e, eventualmente, preparar novo

lote seguindo estritamente as recomendaco6es do fabricante®.

Métodos de verificagdo de pH (ver CLSI Norma M2-A9° ou norma substituta):

o Macerar uma quantidade suficiente de agar para submergir a ponta de um eletrodo do
pHmetro calibrado.

o Ou permitir que uma pequena quantidade de agar solidifique-se em torno da ponta de
um eletrodo do pHmetro calibrado.

o Ou em um béquer contendo o agar usar um eletrodo de superficie devidamente calibrado.

Efeitos da timidina ou timina

Excesso dessas substancias pode levar a falsas resisténcias para sulfa-trimetoprim. Portanto,

deve-se usar meio Agar Miieller-Hinton com o menor teor possivel de timina ou timidina
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« O teor de timidina ou timina deve ser testado com Enterococcus faecalis ATCC 29212
com discos de sulfametaxol/trimetoprim. Um meio satisfatério produzira halos de inibicao

nitidos com didmetro = 20 mm.

F) Efeitos de Variagdo nos Cations Divalentes

« AsvariacOes nos cations divalentes, principalmente magnésio e calcio, afetarao os resultados
dos testes dos aminoglicosideos e da tetraciclina e variacdo nos niveis de célcio também
afeta os resultados dos testes de daptomicina. Realizar teste de qualidade da prova para

estes agentes antimicrobianos.

G) Armazenamento de Discos Antimicrobianos

Os discos devem ser armazenados conforme indicado a seguir.

« Refrigerar os recipientes a temperatura de 8°C ou menos, ou congelar a -15°C ou mais frio,
num congelador comum (nao do tipo “frost-free”) até o momento de usar.

+ Os pacotes fechados de discos contendo drogas da classe de B-lactdmicos devem ser armaze-
nados congelados, com exce¢ao de um pequeno namero de discos reservados para o trabalho
cotidiano, que pode ser refrigerado (entre +4°C e +8°C) durante, no maximo, uma semana.

+ Alguns agentes labeis (ex., combinacoes de acido clavulanico, carbapenémicos e cefaclor)
devem ser armazenados congelados até o uso.

« Os recipientes fechados de discos devem ser retirados da geladeira ou congelador uma ou
duas horas antes de serem usados, para que se equilibrem em temperatura ambiente antes
de serem abertos.

« Apos retirar o cartucho de discos do pacote selado, coloca-lo num dissecador.

« Quando se usa um dissecador, este deve ser tampado hermeticamente, acrescentando-se
um dissecante recomendado. Deve-se deixar que a temperatura do dispensador chegue a
temperatura ambiente antes de abri-lo. Evitar umidade excessiva, substituindo o dissecante
sempre que o indicador mudar de cor.

« Quando nio estiver em uso, o dispensador de discos deve ser mantido refrigerado.

« Apenas os discos dentro do prazo de validade do fabricante podem ser usados. Os discos

devem ser descartados no vencimento.

3.3. TESTES DE CONTROLE DA QUALIDADE DA PROVA E DO PERFIL DE SENSIBILIDADE

Falhas na deteccao do padrao de resisténcia podem estar relacionadas a diversos fatores como:
ma qualidade do meio de cultura, disco com baixa concentracao de antimicrobiano, falhas no proce-
dimento, in6culo com concentracdo de microrganismos fora do preconizado, tempo e temperatura
de incubacao inapropriados.

O controle da acuracia dos testes realizados deve ser feito utilizando-se as cepas referéncia para
0 género ou espécie do microrganismo ou classe de antimicrobiano que esté sendo testado.

Serao testados os antimicrobianos que fazem parte do antibiograma utilizado na rotina do
laboratorio. Ex. Se o laboratorio testa para Enterococcus spp ampicilina, ciprofloxacina, clorafenicol,
teicoplanina, vancomicina, quinupristin/dalfopristin, estes mesmos antimicrobianos serao testados
com a cepa referéncia S. aureus ATCC 25923 (ver abaixo) para avaliar a qualidade da prova realizada,

e os halos encontrados serao comparados com os valores de referéncia’.
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Os limites aceitaveis para os halos encontrados para as cepas de referéncias e os diversos anti-
microbianos sdo descritos em CLSI norma M100-S167 ou norma substituta.

A) Condicoes dos testes de controle da qualidade e cepas de referéncia
usadas para monitorar a acuracia dos testes de disco difuséo

Enterobactérias

« Meio: Agar Miieller-Hinton

« Inbculo: Método de crescimento ou suspensao direta das colonias, equivalente a uma solugao
padrao 0,5 de McFarland

« Incubacao: 35°C £ 2 graus, ar ambiente, de 16 a 18 horas

« Cepas referéncia: E. coli ATCC 25922 e E. coli ATCC 35218 (para combinacé6es B-lactami-
cos/inibidor de B-lactamase)

Detecgdo de ESBL em K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli e P. mirabilis

Testes de triagem e confirmatério de ESBL

« Meio: Agar Miieller-Hinton

« Inoculo: Método de crescimento ou suspensao direta das colonias, equivalente a uma solucao
padrao 0.5 de McFarland.

« Incubacao: 35°C + 2 graus, ar ambiente, de 16 a 18 horas

« Cepas de referéncia: E. coli ATCC 25922 e K. pneumoniae ATCC 700603

P. aeruginosa

« Meio: Agar Miieller-Hinton

« Inbculo: Método de crescimento ou suspensao direta das colonias, equivalente a uma solucao
padrao 0.5 de McFarland.

« Incubacao: 35°C + 2 graus, ar ambiente, de 16 a 18 horas

« Cepas de referéncia: P. aeruginosa ATCC 27853 e E. coli ATCC 25922 e/ou E. coli ATCC
35218 (para combinacoes B-lactidmicos/inibidor de B-lactamase)

Acinetobacter spp, S. maltophilia e B. cepacia

« Meio: Agar Miieller-Hinton

+ Inéculo: Método de crescimento ou suspensao direta das coldnias, equivalente a uma solucao
padrao 0.5 de McFarland.

« Incubacao: 35°C + 2 graus, ar ambiente, de 20 a 24 horas

+ Cepas de referéncia: P.aeruginosa ATCC 27853 e E. coli ATCC 25922 e/ou E. coli ATCC

35218 (para combinacgdes B-lactdmicos/inibidor de B-lactamase)

Staphylococcus spp

« Meio: Agar Miieller-Hinton
« Inoculo: Suspensio direta das colonias, equivalente a uma solucio padrao de 0,5 de McFarland.
« Incubacio: 33 a 35°C, ar ambiente, de 16 a 18 horas; 24 horas para oxacilina, cefoxitina,

meticilina, nafcilina e vancomicina.
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Cepas de referéncia: S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 35218 (para combinacoes B-lacta-
micos/inibidor de B-lactamase), S. aureus ATCC BAA-977 e/ou BAA-976 (teste de inducao

a clindamicina)

Enterococcus spp

Meio: Agar Miieller-Hinton

In6culo: Método de crescimento ou suspensao direta das colonias, equivalente a uma
solucdo padrao 0.5 de McFarland.

Incubacio: 35°C + 2 graus, ar ambiente, de 16 a 18 horas; 24 horas para vancomicina.
Cepas de referéncia: S. aureus ATCC 25923; E. faecalis ATCC 29212 para os testes de de-

teccdo de resisténcia a altos niveis de aminoglicosideos.

S. pneumoniae ou Streptococcus spp

Meio: Agar Miieller-Hinton com 5% de sangue de carneiro

In6culo: Método de suspensao direta das coldnias, equivalente a uma solucao padrao 0,5
de McFarland.

Incubacao: 35°C+ 2 graus, CO, a 5%, de 20 a 24 horas.

Cepas de referéncia: S. pneumoniae ATCC 49619

Haemophilus influenzae e H. parainfluenzae

Meio: Haemophilus Test Medium ( HTM ) — ver CLSI Norma M2-Ag

In6culo: Método de suspensao direta das coldnias, equivalente a uma solucao padrao 0,5
de McFarland

Incubacao: 35°C+ 2 graus, CO, a 5%, de 16 a 18 horas.

Cepa de Referéncia: H. influenzae ATCC 49247, H. influenzae ATCC 49766, E. coli ATCC

35218 (quando testar amoxacilina - acido clavulanico).

4. METODO DE DILUICAO EM CALDO OU AGAR (CIM)

Os testes de diluicao em caldo ou em agar sao utilizados para a determinacao da sensibilidade in

vitro de um microrganismo a um agente antimicrobiano. Por este método se determina a concentracao

inibitoria minima (CIM) de um antimicrobiano, ou seja, a menor concentrac¢ao de antimicrobiano que

inibe o crescimento de um microrganismo. Esse método é também utilizado na confirmacao de alguns

perfis de resisténcia detectados inicialmente por disco-difusao.

Falhas na deteccao do padrao de resisténcia pelos métodos dilucionais podem estar relacionadas

adiversos fatores, como: mé qualidade do meio de cultura, concentracao de cations ou pH fora da faixa

recomendada, baixa concentracdo de antimicrobiano, solugao estoque de antibiético com concentragao

fora do preconizado, falhas no procedimento técnico, in6culo com concentracao de microrganismos

fora do preconizado, tempo e temperatura de incubagio nao recomendadas.

Os testes de CIQ avaliam os parametros criticos para a deteccao da resisténcia. E devem ser

realizados nas mesmas condicOes e pelo mesmo pessoal técnico que realiza os testes de rotina.
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41.

FREQUENCIA DOS TESTES DE CONTROLE DA QUALIDADE 26

A freqiiéncia dos testes de CIQ deve ser no minimo mensal. Entretanto, as recomendacées

nacionais e internacionais>°® preconizam testes semanais. Essas recomendacoes devem ser seguidas

se a estrutura ou a capacidade do laboratério permitirem.

A introducao do programa de CIQ inicia-se com a realizacdo de testes diarios, passando, em

fase posterior, para a realizagdo mensal dos testes.

Teste diario — Testar todas as cepas de controle pertinentes durante cinco dias consecutivos
e documentar os resultados.

Para passar os testes de diarios para mensais nenhuma das cinco leituras de CIM para cada
combinacgio de microrganismo/antimicrobiano pode estar fora dos limites aceitaveis.
Teste mensal — Testar todas as cepas de controle no minimo mensalmente e sempre que
qualquer reagente do teste for utilizado (ex. um novo lote de 4gar ou meio, um novo lote de
antimicrobianos ou outro fabricante de insumos).

Sempre que algum resultado dos testes mensais de controle de qualidade estiver fora da
faixa aceitavel, faz-se necessario implantar acao corretiva3

Sempre que um novo agente antimicrobiano for acrescentado ou houver mudangas impor-
tantes no método de leitura dos resultados dos testes (ex.conversao de leitura visual da CIM
para leitura instrumental ou mudanca no tipo de painel usado), estes devem ser realizados por

cinco dias consecutivos e documentados, antes de se passar para uma freqiiéncia mensal.

4.2. FREQUENCIADOS TESTES DE CONTROLE DE QUALIDADE PARA TESTES DE TRIAGEM

Testes em placas para triagem de resisténcia a vancomicina e de resisténcia de alto-nivel de
aminoglicosideos podem ser realizados no minimo mensalmente, desde que o laboratério
realize os testes rotineiramente e os critérios de mudanca do sistema de teste de diario para
mensal tenham sido atingidos.

Se o teste de triagem nao for realizado rotineiramente (< que uma vez/semana) ou se o agente
antimicrobiano for l14bil (ex. ampicilinas, meticilinas, imipenem, 4cido clavulanico, ceflacor
e cefamandole), ser4 necessaria a realizacao de testes de controle de qualidade sempre que

o teste de triagem for realizado em amostras clinicas.

4.3. TESTES DE CONTROLE DA QUALIDADE DO MEIO DE CULTURA

4.4. METODO DE DILUIGAO EM AGAR®

Os meios indicados para os testes de diluicio em Agar sido: Agar Miieller-Hinton ou Agar

Miieller-Hinton com sangue lisado de cavalo ou sangue desfibrinado de carneiro a 5%.

A) Esterilidade

Apdés preparo das placas, examinar uma amostra significativa de cada lote (10%) para con-
firmar sua esterilidade, mediante sua incubacao a 30°C-35°C, por pelo menos 24 horas.

As placas devem ser usadas até sete dias apOs o preparo, a ndo ser que sejam tomadas
precaucoes adequadas, como embrulha-las em saco plastico e protegé-las da luz quando

o antimicrobiano é fotossensivel.
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B) pH

« OpH de cadalote de placas de Agar Miieller-Hinton ou Agar Miieller-Hinton com sangue
lisado de cavalo ou sangue desfibrinado de carneiro a 5% deve ser verificado quando o
agar for preparado. O meio agar devera ter pH entre 7,2 e 7,4 a temperatura ambiente
apos solidificagao.

« A medida do pH deve ser feita preferencialmente através de pHmetro apropriado, submerso
em porc¢ao de meio solidificado a temperatura ambiente. Caso esteja fora das especificacoes,
deve-se checar a procedéncia do meio, a qualidade da 4gua e, eventualmente, preparar novo
lote, seguindo-se estritamente as recomendacé6es do fabricante.

« Mdétodos de verificacdo de pH — ver CLSI Norma M7-A7 ou norma substituta.

45. METODO DE DILUICAO EM CALDO (MICRODILUIGAO E MACRODILUIGAO)®

+ O meio indicado para os testes de dilui¢do em caldo é Miieller-Hinton.

A) Esterilidade

« Apos preparo do meio, examinar uma amostra significativa e aleatoria (10%) de cada lote para

confirmar sua esterilidade, mediante sua incubacio a 30°C-35°C por, pelo menos, 24 horas.

B) pH
« OpH de cadalote de caldo Miieller-Hinton deve ser verificado quando o meio for preparado.

O meio devera ter pH entre 7,2 e 7,4 a temperatura ambiente.

C) Efeitos da timidina ou timina

« Para determinar a adequacao do meio para testes de sulfonamida e trimetropim, os testes
de CIM podem ser realizados com E. faecalis ATCC 29212. Os pontos finais devem ser de
facil leitura (com uma reducdo de 80% ou mais no crescimento, quando comparado com o
controle). Se a CIM para trimetoprim-sulfametoxadol for < 0,5/0,95ug/mL, o meio podera

ser considerado apropriado para uso.

Os testes dilucionais para monitorar a acuracia dos resultados devem ser realizados com os
antimicrobianos que fazem parte do antibiograma liberado pelo laboratério. Para cada género ou
espécie de bactérias ou classe de antimicrobiano sdo recomendadas cepas de referéncia especificas.

Os limites aceitaveis para as concentracoes CIM (ug/mL) definidos para as cepas de referéncias

e os diversos antimicrobianos sao descritos — em CLSI norma M100-S16 ou norma substituta.

4.6. TESTES DE QUALIDADE DA PROVA E DO PERFIL DE SENSIBILIDADE

A) Condigdes dos testes e cepas de controle de qualidade usadas para monitorar a acuracia dos testes de

CIM (pg/mL).
Enterobactérias
» Meio

o Diluicao em caldo: Caldo Miieller-Hinton ajustado com cations

o Diluicio em agar: Agar Miieller-Hinton
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« Inbculo: Método de crescimento ou suspensao direta das colonias, equivalente a uma solugao
padrao 0.5 de McFarland.

« Incubacao: 35°C + 2 graus, ar ambiente, de 16 a 20 horas

« Cepas de referéncia: E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218 (para combinacoes B-lactami-
cos/inibidor de B-lactamase)

Deteccao de ESBL em K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli e P. mirabilis

Testes de triagem de ESBL K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli

+ Meio: Diluicdo em caldo: Caldo Miieller-Hinton ajustado com cétions
« Concentracao de Antimicrobianos:
o Cefpodoxima 4ug/mL ou
o Ceftazidima 1ug/mL ou
o Aztreonam 1ug/mL ou
o Cefotaxima 1ug/mL ou
o Ceftriazona 1ug/mL
+ Inéculo: Método de crescimento ou suspensao direta das colénias, equivalente a uma solucao
padrao 0.5 de McFarland.
« Incubacao: 35°C + 2 graus, ar ambiente, de 16 a 20 horas

+ Cepas de referéncia: E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 700603

Testes de triagem de ESBL P. mirabilis

+ Meio: Diluicido em caldo: Caldo Miieller-Hinton ajustado com cétions
« Concentracao de Antimicrobianos:
o Cefpodoxima 1ug/mL ou
o Ceftazidima 1ug/mL ou
o Cefotaxima 1ug/mL ou
« Inéculo: Método de crescimento ou suspensao direta das colonias, equivalente a uma solucao
padrao 0.5 de McFarland.
« Incubacio: 35°C + 2 graus, ar ambiente, de 16 a 20 horas
+ Cepas de referéncia: E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 700603

Teste confirmatorio de ESBL

» Meio: Diluicao em caldo: Caldo Miieller-Hinton ajustado com céations
+ Concentracdo de Antimicrobianos:

o Ceftazidima 0,25 - 128ug/mL

o Ceftazidima/4cido clavulanico 0,25/4 - 128/4ug/mL

o Cefotaxima 0,25 - 64ug/mL
o Cefotaxima/4cido clavulanico 0,25/4 - 64/4ug/mL

« Inbculo: Método de crescimento ou suspensao direta das colonias, equivalente a uma solugao
padrao 0.5 de McFarland.

« Incubacao: 35°C £ 2 graus, ar ambiente, de 16 a 20 horas

« Cepas de referéncia: E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 700603
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P. aeruginosa e outros nao-enterobacteriaceas (inclue Pseudomonas spp., e outros bacilos gran-

negativos ndo fastidiosos e ndo fermentadores exceto B. cepacia, B. mallei, B. pseudomallei, S.

maltophilia e Acinetobacter spp.)

Meio

o Diluicao em caldo: Caldo Miieller-Hinton ajustado com cations

- Diluicio em agar: Agar Miieller-Hinton

Inoculo: Método de crescimento ou suspensao direta das colonias, equivalente a uma solucao
padrao 0.5 de McFarland.

Incubacio: 35°C + 2 graus, ar ambiente, de 16 a 20 horas

Cepas de referéncia: P. aeruginosa ATCC 27853; E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218
(para combinacdes B-lactamicos/inibidor de B-lactamase)

Acinetobacter spp., Burkodelia cepacia, S. maltophilia

Meio

o Diluicao em caldo: Caldo Miieller-Hinton ajustado com cations

- Diluicio em agar: Agar Miieller-Hinton

Inoculo: Método de crescimento ou suspensao direta das colonias, equivalente a uma solucao
padrao 0.5 de McFarland.

Incubacio: 35°C + 2 graus, ar ambiente, de 20 a 24 horas

Cepas de referéncia: P. aeruginosa ATCC 27853; E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218
(para combinac6es B-lactdmicos/inibidor de B-lactamase)

Staphylococcus spp.

Meio

o Diluicao em caldo: Caldo Miieller-Hinton ajustado com cétions + NaCl a 2% para oxa-
cilina, meticilina e nafcilina; Caldo Miieller-Hinton ajustado com cations suplementado
com 50ug/mL de calcio para daptomicina.

o Diluicdo em agar: Agar Miieller-Hinton, Agar Miieller-Hinton +NaCl a 2% para
oxacilina, meticilina e nafcilina. Diluicdo em &gar nao é recomendada atualmente
para daptomicina.

In6culo: Método de suspensao direta das colonias, equivalente a uma solucao padrao 0.5

de McFarland.

Incubacio: 33 - 35°C, ar ambiente, de 16 a 20 horas, 24 horas para oxacilina, meticilina,

nafcilina e vancomicina

Cepas de referéncia: S. aureus ATCC 29213; E. coli ATCC 35218 (para combinacoes B-lacta-

micos/inibidor de B-lactamase); S. aureus ATCC BAA-977 e/ou BAA-976 (teste de inducao

a clindamicina)

Teste de triagem com agar Oxacilina — NaCl para S. aureus

Meio: Diluicio em agar: Agar Miieller-Hinton + NaCl a 4% m/v e 6ug/mL de oxacilina.
In6culo: Método de suspensao direta das colonias, equivalente a uma solucio padrao 0.5
de McFarland.

Incubacao: 35°C, ar ambiente, 24 horas.

Cepas de referéncia: E. faecalis ATCC 29212 — sensivel, E. faecalis ATCC 51299 - resistente.
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Teste de triagem com agar Vancomicina para S. aureus

« Meio: Diluicio em agar: Agar BHI e 6ug/mL de vancomicina.

+ Inbculo: Método de suspensao direta das colonias, equivalente a uma solucao padrao 0.5
de McFarland.

« Incubacao: 35°C, ar ambiente, 24 horas.

+ Cepas de referéncia: S. aureus ATCC 29213 — sensivel, S. aureus ATCC 43300 - resistente

Enterococcus spp.
+ Meio
o Diluicao em caldo: Caldo Miieller-Hinton ajustado com cations ou Caldo Miieller-
Hinton ajustado com cations suplementado com 50ug/mL de calcio para daptomicina.
o Diluicio em agar: Agar Miieller-Hinton. Diluicio em 4gar no é recomendada atual-
mente para daptomicina.
« Inoculo: Método de crescimento e suspensao direta das colonias, equivalente a uma solucao
padrao 0.5 de McFarland.
« Incubacao: 35°C + 2 graus ar ambiente, de 16 a 20 horas, 24 horas para vancomicina.

« Cepas de referéncia: E. faecalis ATCC 29212

Teste de triagem para alto nivel de resisténcia a aminoglicosideos e resisténcia a vancomicina para
Enterococcus spp. Tabela 2D - M100-S16
« Meio
o Diluicio em agar: Agar BHI
¢ Antimicrobianos:
— 6ug/mL de vancomicina ou
— 2000ug/mL de estreptomicina ou
— 500ug/mL de gentamicina.
o Diluicao em caldo: meio BHI
¢ Antimicrobianos:
— 1000ug/mL de estreptomicina ou
— 5o0ug/mL de gentamicina.
« Inbculo: Método de crescimento ou suspensao direta das col6nias, equivalente a uma solugao
padrao 0.5 de McFarland.
o Agar: colocar 10 pL da suspensio 0,5 de McFarland na superficie da placa
« Incubacio: 35°C, ar ambiente, 24 horas.
« Cepas de referéncia: E. faecalis ATCC 29212 - sensivel, E. faecalis ATCC 51299 - resistente.
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Capitulo 2

Controle da qualidade em testes
de sensibilidade para Leveduras

O CIQ tem como objetivo monitorar os seguintes aspectos:

« precisao (repetitividade) e acuracia (exatidao) dos resultados obtidos nos testes de sensibilidade;

+ desempenho dos reagentes utilizados nos testes; e

« desempenho dos técnicos que executam os testes e realizam a leitura dos resultados.

Esse objetivo é mais facilmente atingido, com uso de cepas de referéncia que tém sua sensibi-
lidade aos antifngicos pré-determinada. No entanto, isso ndo dispensa a adoc@o de outras medidas

que melhoram a qualidade dos resultados.

1. CEPAS DE REFERENCIA® "

1.1.  CEPAS RECOMENDADAS PARA TESTES DE CIM DE 48 HORAS POR DILUIGAO EM CALDO

Faixa de leitura CIM: Ver tabela 4- M27-A2 ou norma substituta.
Candida parapsilosis ATCC22019.
Candida krusei ATCC 6258.

1.2. CEPAS RECOMENDADAS PARA TESTES DE CIM DE 24 E 48 HORAS POR MICRODILUIGAO EM CALDO

Faixa de leitura CIM: Ver tabela 5- M27-A2 ou norma substituta.
Candida parapsilosis ATCC22019.
Candida krusei ATCC 6258.

1.3. CEPAS RECOMENDADAS PARA DISCO-DIFUSAO

Candida parapsilosis ATCC 22019 — Intervalo de valores do halo de inibicao (didmetro em
mm), esperado em testes com discos de fluconazol (25 mg) - 22-33mm.

Candida albicans ATCC 90028 — Intervalo de valores do halo de inibicao (didmetro em mm),
esperado em testes com discos de fluconazol (25 mg) - 28-39 mm.

Candida tropicalis ATCC 7750 — Intervalo de valores do halo de inibicdo (didmetro em mm),

esperado em testes com discos de fluconazol (25 mg)- 26-37mm.

2. MANUSEIO E ESTOCAGEM DAS CEPAS DE REFERENCIA

2.1. PREPARO DAS CEPAS DE REFERENCIA PARAARMAZENAMENTO

« Assuspensoes-padrio, preparadas de acordo com o procedimento delineado a seguir, podem
ser mantidas indefinidamente, sem risco significativo de alteragio nos perfis de sensibilidade
ao agente antifingico.

« Para preparar as cepas para armazenamento, deve-se obedecer ao procedimento abaixo:
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o Cultivar os organismos em placas de Petri, durante uma noite, em agar Sabou-
raud-dextrose, ou em agar batata-dextrose, ou dgar enriquecido com digerido de
soja-caseina.

o Selecionar varias colonias e realizar testes de sensibilidade apropriados, para de-
monstrar resultados esperados de sensibilidade, halo de inibicdo no método de
disco-difusao ou CIM na macrodiluicao ou microdiluicao (ver item anterior para
halos de referéncia ou Tabelas 4 e 5 do doc. M27A2 ou norma substituta para valores
esperados de CIM).

o Realizar uma subcultura das cepas, que produziram os resultados esperados, no mesmo
meio usado para a cultura primaria e incubar para que ocorra crescimento suficiente
(em geral, de um a trés dias).

o Examinar, com cuidado, a morfologia e cor das colonias para se certificar da pureza da
cultura.

o Suspender as col6nias na solucdo estabilizante de glicerol a 50%, até fazer suspensao
densa ou, se estiver liofilizado, suspender no meio apropriado.

o Distribuir pequenos volumes (uma ou duas gotas) da suspensdo turva em recipientes
estéreis recomendados para congelamento.

o Colocar esses recipientes em freezer (preferencialmente a — 60°C ou -20°C ) ou em ni-
trogénio liquido.

> Quando o estoque de recipientes estiver praticamente exaurido, repete-se o processo

para produzir um novo estoque.

2.2.  ARMAZENAMENTO DAS CEPAS DE REFERENCIA

Para o armazenamento prolongado das cepas de referéncia. As leveduras devem ser cul-
tivadas em agar batata-dextrose e depois congeladas a -70°C. Alternativamente, as cepas
de referéncia (ndo Criptococcus) podem ser cultivadas suspendendo as células fingicas em
solucdo de glicerol a 50% em pequenos frascos e armazenados a -70°C.

Para armazenamento de curto prazo, as culturas-padrao de trabalho, ou seja, de uso rotineiro
nos testes, devem ser cultivadas a 35°C (+ 2°C) em tubos de agar-Sabouraud ou 4gar sangue,
em tubos inclinados, até se observar crescimento suficiente, sendo depois armazenadas a

temperatura de 2 a 8°C, enquanto nao sao utilizadas nos testes.

2.3.  MANUSEIO DAS CEPAS DE REFERENCIA NOS TESTES DE ROTINA

Todas as culturas usadas em testes de sensibilidade a antifingicos devem ser semeadas em
meio isentos de antibidticos, antes de serem submetidas as analises.
As cepas de controle de qualidade devem ser testadas usando os mesmos materiais e métodos

empregados para testes de isolados clinicos.

Para o uso das cepas de referéncia nos testes de rotina, é necessario realizar os seguintes

procedimentos:

Retirar o recipiente da cultura do freezer ou frasco liofilizado.

Deixar descongelar a suspensao congelada ou reidratar a cultura liofilizada.
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« Realizar uma subcultura, bem distribuida, em placa de Petri, contendo dgar batata-dextrose
e incuba-la a 35° C (+ 2°C) durante 24 horas.

+ Retirar quatro ou cinco coldnias, realizar subcultura em agar Sabouraud-dextrose ou agar
batata-dextrose e, apds 24h, realizar testes de sensibilidade.

« Ascepas-padrao, apds seu crescimento a 35°C (+ 2°C) por 24 horas em agar-batata-dextrose,
devem ser mantidas em geladeira, sob temperatura entre 2 a 8°C, como “cultura-padrao
de trabalho” para uso na rotina. Essas culturas devem ser substituidas de duas em duas
semanas, pelo menos, por outras do estoque congelado.

« Realizar sempre os testes de sensibilidade das colonias cultivadas durante uma noite.

« Os repiques das culturas de trabalho sao preparados a cada duas semanas pelo método de
transferéncia seriada.

« A cada trés repiques da cultura de trabalho, deve-se descongelar uma nova amostra para
uso em testes de rotina, para diminuir o risco de contaminacao.

« Deve-se obter uma cultura de trabalho nova sempre que ocorrerem resultados aberrantes.

3. FREQUENCIADOS TESTES DE CONTROLE DA QUALIDADE

3.1. INTERVALOS DE CIM

As Tabelas 4 e 5 (CLSI M27-A2 ou norma substituta) apresentam os intervalos de precisiao dos
valores de CIM para um tnico teste de controle.

Em geral, um dentre 20 valores de CIM, em série de 20 testes consecutivos, pode estar fora
do controle (i.e., fora da faixa definida), devido as variacoes aleatorias do teste. Dois resultados con-
secutivos, com valores fora do esperado ou mais de dois resultados fora do esperado em 20 testes
de controle consecutivos, exigem medidas corretivas. Toda vez que se tomar medidas corretivas, a

contagem de 20 testes consecutivos recomeca.

OBS.: Nao confundir esse procedimento com o procedimento para estabelecer o desempenho
satisfatorio dos testes de CIM visando a realizacdo de testes de controle da qualidade mensais, ao

invés de diarios.

3.2. TESTES DE SENSIBILIDADE AANTIFUNGICOS

Para monitorar o desempenho geral dos procedimentos para testes, recomenda-se incluir cepas
de referéncia apropriadas, todo dia que o teste for realizado.

Esse procedimento é apenas para estabelecer o desempenho satisfatério dos testes de CIM e
disco-difusao, com a finalidade de realizar testes de controle da qualidade mensais, ao invés de dia-
rios. Esse procedimento nao deve ser confundido com os passos que devem ser seguidos para tomar
as medidas de correcao.

A freqliéncia do monitoramento dos testes pode ser diminuida se o laboratério puder docu-
mentar desempenho satisfatério com testes de controle diarios. Para esse fim, define-se desempenho
satisfatorio da seguinte maneira:

« documentacao que comprove que todas as cepas de referéncia foram testadas durante cinco

dias consecutivos de testes; e
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para cada combinacao droga-microrganismo, nenhum dos cinco valores de CIM (i.e., valores
de CIM obtidos para uma combinacao droga-microrganismo durante cinco dias consecuti-
vos de testes) ou didmetros dos halos de inibicao podem estar fora do intervalo de acurécia
definidos nas Tabelas 4 e 5 em CLSI M27-A2 ou norma substituta e item cepas de referéncia

para leveduras.

Quando essas condicoes forem cumpridas, sera preciso testar cada cepa de referéncia pelo menos

uma vez por més>°e sempre que qualquer reagente ou artigo plastico for mudado.

Sempre que for constatado um valor de CIM ou didmetro de halo fora do intervalo de acuracia,

usando o sistema de monitoramento mensal, sera necessario recomecar e manter os testes de con-

trole diarios enquanto nao se definir qual é a fonte de erro para o resultado aberrante e a resolucao

do problema nao tiver sido documentada da seguinte maneira:

realizar os testes com cepas de referéncia apropriadas durante cinco dias consecutivos;
para cada combinacdo droga-microrganismo, os cinco valores de CIM (ex., valores de
CIM obtidos para uma combinacao droga-microrganismo durante cinco dias consecutivos
de testes) devem se manter dentro do intervalo de acuracia definidos nas Tabelas 4 e 5
(CLSI M27-A2);

se a solu¢do do problema nao puder ser documentada (ex., pelo menos um dos cinco valores
de CIM ou diametro do halo de inibicao estiver fora do intervalo de acuracia) sera necessario
continuar os testes diarios de controle da qualidade;

o retorno a adogdo de testes mensais exige documentacao do desempenho satisfatorio du-
rante cinco dias consecutivos, conforme ja descrito;

no caso de algumas drogas, os testes de controle de qualidade devem ser efetuados com
freqiiéncia maior do que uma vez por més, devido a degradacao relativamente rapida

da droga.

4. TESTES DE CONTROLE DA QUALIDADE DO
MEIO DE CULTURA E ARTIGOS DE PLASTICO?

Para controle de lotes de meio de cultura e de artigos plasticos, o procedimento pode ser divi-

dido nos passos abaixo.

Testar cada novo lote de meio usado em tubos de macrodilui¢ao, ou lote de placas de mi-
crodiluicdo, usando uma das cepas-controle da qualidade relacionadas na Tabela 4 CLSI
Mz27-A2 ou norma substituta para determinar se os valores de CIM estao dentro do intervalo
esperado; caso contrario, rejeitar o lote.

Pelo menos um tubo de cada lote deve ser incubado, sem inocular, durante o mesmo periodo
necessario para realizar o teste, de maneira a se verificar a esterilidade do meio.

Os lotes novos do meio RPMI-1640 devem ser testados para verificar se seu desempenho
sera aceitavel, antes de usa-los em testes de isolados clinicos, visto que estudos recentes
demonstram que alguns lotes nao tém desempenho apropriado. O pH do meio RPMI-1640
pode variar de 6,9 a 7,1 e o pH do meio Miieller-Hinton deve ficar entre 7,2 e 7,4.

Registrar os niimeros de lote de todos os materiais e reagentes usados nesses testes.
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5. OUTROS TESTES DE CONTROLE UTILIZADOS
NA MACRODILUIGCAO E MICRODILUICAO

5.1. CONTROLE DO CRESCIMENTO

Cada série de tubos na macrodiluicao deve incluir um controle de crescimento do meio RPMI
1640, sem agente antifngico, para avaliar a viabilidade das leveduras em teste. Na microdiluigdo
uma coluna da placa de micro titulagao é destinada a esse controle. Em testes de caldo, o controle do

crescimento também serve como controle da turbidez para a leitura dos pontos finais de reacao.

5.2. CONTROLE DE PUREZA

Uma aliquota de cada in6culo deve ser colocada numa placa de agar Sabouraud-dextrose e in-
cubada a temperatura de 35°C + 2°C até haver crescimento suficiente para detectar possiveis culturas

mistas e prover novas colonias isoladas para o caso de se tornar necessario repeticao do teste.

5.3. CONTROLE DA LEITURA DOS PONTOS FINAIS DA REAGAO

A leitura dos pontos finais da reacao deve ser monitorada, periodicamente, para minimizar pos-
siveis variacoes nos resultados de testes de CIM, realizados por diferentes observadores. Todo pessoal
de laboratorio que realiza esses testes devera ler, separadamente, um conjunto selecionado de testes de
diluicdo. Os resultados devem ser registrados e comparados com os resultados obtidos por um técnico
experiente. As cepas de referéncia, com valores de CIM pré-determinados, sdo particularmente tteis para

essa finalidade, especialmente, em testes com fluconazol, em que pode ocorrer o fendmeno de trailing.

6. TESTE DA QUALIDADE DA PROVAE DO PERFIL DE SENSIBILIDADE

A) Condigdes dos testes e cepas de controle da qualidade usadas para monitorar a acurécia dos testes de CIM (jg/mL)

« Meio: Diluicao em caldo: Meio RPMI -1640 (com glutamina, sem bicarbonato e com indi-

cador vermelho fenol) pH 7,0 + 0,1.

« Indculo: As diferentes operacgdes de preparo do in6culo sdo as abaixo.

o Deve-se realizar a subcultura (repique) dos organismos, em tubos estéreis com agar
Sabouraud dextrose ou agar batata-dextrose, executando passagens para assegurar sua
pureza e viabilidade.

o O indculo deve ser preparado escolhendo-se cinco coldnias com didmetro de ~1mm de
cultura de 24 horas para espécies de As colonias devem ser suspensas em 5mL de solucio
salina estéril 0,145 mol/L (8,5g/L NaCl; salina a 0,85%).

o Asuspensao resultante deve ser colocada em agitador de vortex durante 15 segundos e a den-
sidade celular, ajustada com espectrofotometro, acrescentando-se solugdo salina suficiente
para obter a transmitancia equivalente de uma solucao-padrao da escala 0,5 de McFarland
em comprimento de onda de 530nm. Esse procedimento fornece uma suspensao-padrao de
levedura contendo 1 x 10° a 5 x 10° células por mL A suspensio de trabalho é produzida fa-
zendo-se uma diluicao 1:100 seguida de uma diluicao de 1:20 da suspensao-padrao com meio
liquido RPMI 1640, resultando em concentracao de 5,0 x 10% a 2,5 x 103 células por mL.

+ Incubacao: A temperatura de incubagio deve permanecer em 35° C.
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Capitulo 3

Controle da qualidade em testes de sensibilidade
realizado por Métodos Automatizados®

1. ELEMENTOS ESSENCIAIS DO SISTEMA DE GESTAO DA QUALIDADE

1.1, FASE PRE-ANALITICA
A) Representante/empresa responsavel pelo equipamento

+ Manual de funcionamento do equipamento no idioma do pais.

« Registro nacional e certificado de funcionamento in situ do equipamento e de qualidade dos
lotes dos reagentes.

» Plano de manutengao preventiva e corretiva do equipamento.

« Programa de capacitacdo para o uso apropriado do equipamento.

« Fornecimento de cepas ATCC para o controle interno de qualidade de acordo com as espe-
cificagbes do equipamento.

+ Atualizacgdo do software a cada mudanca.

« Comunicacao escrita dos problemas registrados que impliquem em mudanca da qualidade

dos resultados.

B) Usuério

« Manual de procedimento do laboratorio para o uso do sistema automatizado.

« Capacitacdo de pessoal no uso do equipamento.

» Programa de manutencéo preventiva e corretiva do equipamento.

« Notificacdo, a autoridade competente, de forma escrita, dos problemas registrados que

impliquem em mudancas na qualidade dos resultados obtidos.

1.2.  CONTROLE INTERNO DO LABORATORIO
A) Controle de temperatura

» Registro diario da temperatura ambiental.
+ Registro diario da temperatura interna do equipamento.
+ Registro de alertas do equipamento.

» Registro das medidas corretivas tomadas.

B) Preparo e padronizagéo do inoculo

+ Se for utilizado turbidimetro, deve-se calibrar e registrar diariamente transmitancia.

« Definir e registrar a forma e a freqiiéncia do controle de esterilidade da solucao de trabalho.

1.3. CONTROLE DA QUALIDADE DOS PROCESSOS AUTOMATIZADOS

A) Lista de cepas de referéncia recomendadas para testes de identificagéo

Recomenda-se testar no minimo uma cepa de referéncia por painel.
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Para painéis de Gram negativos:

E. coli 25922 (qualidade da prova).
P. mirabilis 7002 (qualidade da prova de identificacao de bacilos Gram-).
K. pneumoniae 13883 (qualidade da prova de identificacao de bacilos Gram-).

Para painéis de Gram positivos:

S. aureus 29213 (qualidade da prova de identificagdo de bacilos Gram+).
E. faecalis 29212 (qualidade da prova de identificagdo de bacilos Gram+).

Para painéis de Levaduras:

B)

C. albicans 14053 (qualidade da prova de identificagdo de levaduras).

Lista de cepas de referéncia recomendadas para testes de sensibilidade

Para painéis de Gram negativos:

E. coli 25922 (qualidade da prova).

E. coli 35218 (para inibidores de (3 lactamase).

E. coli 51446 (ESBL).

P. aeruginosa 27853 (concentracio de cations e pH com aminoglicosideos).

E. faecalis 29212 (quantidade de timina-timidina com SXT).

Para painéis de Gram positivos:

S. aureus 29213 (qualidade da prova).

E. faecalis 29212 (quantidade de timina-timidina com SXT).
E. faecalis 51299 (resisténcia a vancomicina).

E. coli 35218 (para inibidores de 3 lactamase).

14. VALIDACAO

A)

Protocolo de controle da qualidade diario

Prova diéria por 5 dias

Sem erro, seguir com o controle periédico.

> 1 de cada 5 ensaios apresentarem erro, tomar agdes corretivas:

o erro 6bvio®: testar novamente no mesmo dia e, se o resultado for o esperado, continuar
com as provas diaria.

> erronao 6bvio®: testar novamente no mesmo dia e controlar por cinco dias consecutivos.

Se todos os resultados estiverem dentro do esperado, passar ao controle mensal.

Protocolo de controle da qualidade periddico

Recomenda-se realizar os controles a cada més, utilizando as listas de cepas de refe-
réncia acima mencionadas. Também deve ser realizado um controle a cada troca de
lote do painel.

Se os testes mensais apresentarem erros, tomar acoes corretivas e retornar aos testes
de CIQ diarios.
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ANEXOS

ANEXO I: PROCEDIMENTOS UTILIZADOS PARA MANUTENCAO
E ESTOCAGEM DE MICRORGANISMOS

Microrganismos

Meétodos de

estocagem

Crio
conservante

Temperatura
de Estocagem

Viabilidade

Fungo filamentoso | Subcultivo | ------ 4 a 25°C 2 a 10 anos
Oleo mineral | ------ ambiente 1a 40 anos
Seco Terra ou silica gel | ambiente 1a4 anos
Freezer Glicerol e DMSO* | -70°C a -196°C 2 a 30 anos
Agua .
destilada | T ambiente 1a 10 anos
Skim milk,
Liofilizado glicerol, sacarose 4°C 2 a 30 anos
e DMSO!
Agua .
Leveduras I ambiente 1a2anos
destilada
Seco Meio nutriente ambiente 1a2anos
Agar batata o
dextrose | -70°C
Glicerol ou
Protozoarios Freezer DMSO! ou sangue | -70°C a-196°C
+ nutriente
Sangue, caldo
Congelador nutriente + -20°Ca40°C
DMSO!
Virus Subcultivo nutriente 4°C 6 meses
Freezer SPGA?2 -70°C a-196°C 1a 30 anos
Liofilizado SPGA:? 4°C 6 a 10 anos
Bac.te'rlas (G Subcultivo | -------- ambiente 2 a 3 meses
Positivas
Oleo mineral | ------- 4°C 6 meses
a 2 anos
3
Congelador chrose, TSB? + -20°C 1a3anos
glicerol
Skim milk,
Freezer sucrose, TSB3 + -70°C a-196°C 1a 30 anos
glicerol
Liofilizado Skim milk, 4°C 30 anos
sucrose
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Microrganismos bl dle ] G i) Viabilidade
estocagem conservante de Estocagem
Skim milk, sangue o .
Estreptococos Congelador de coelho -20°C 90 dias
Skim milk, sangue o o .
Freezer de coelho -70°C a -196°C 90 dias a 1 ano
Liofilizado Skim milk, sangue 40C 6meses
de coelho a 30 anos
Bacteljlas Gzt Subcultivo | ---—---- ambiente 1a 3 meses
Negativas
Oleo mineral | ------- 4°C 1a 2 anos
Congelador Sucrose,lactose -20°C 1a 2 anos
Lactose, sucrose,
Freezer TSB3 + glicerol ou | - 70°C a-196°C 2 a 30 anos
Skim milk
Liofilizado | Skim milk + 4°C 30 anos
sucrose + lactose
Bactérias 5 meses
formadoras de Subcultivo | ------- ambiente
a1ano
esporos
Oleo mineral | ------ 4°C 1ano
Seco | - ambiente 1a 2 anos
Congelador glicose -20°C 1a2anos
Freezer Skim milk, glicose | - 70°C a -196°C 2 a 30 anos
Liofilizado iSkzm milk + 4°C 30 anos
actose
Micobactérias Congelador Skim milk -20°C 3 a5anos
Freezer Skim milk -70°C a-196°C 3 a5anos
Liofilizado Skim milk 4°C 16 a 30 anos

Adaptada de: Reimer, LG and Carrol, K.C. Procedures
for Storage of Microorganisms. In: Manual of Clinical
Microbiology, cap.7, 67-73, 8%edi¢édo.,2003

' MSDS - dimetil-sulféxido

2 SPGA - sucrose fosfato glutamato contendo 1% de
albumina bovina.

3 TSB - caldo de soja triptica

M2-A-2
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ANEXO II: PLANILHAS PARA CONTROLE INTERNO DA QUALIDADE

(Nome do Laboratério e Logomarca)
REGISTRO DA CALIBRACAO DE PIPETAS E MICROPIPETAS

Agente calibrador: []Proprio Laboratério  [Terceirizado  []Fabricante

Metodologia: [] Espectrofotometria [ Gravimetria [JVerificagao por comparacio
REGISTRO
DADOS CONFORMIDADE
DATA VALOR OBTIDO CERTIFICADO N.° SIM NAO

Informacao: Especificacao da exatidao, de acordo com a ASTM.

Capacidade nominal (uL) Variabilidade (+/- uL)
0,5a2,0 0,006
3,0a5,0 0,01
10 0,02
20 0,03
50 0,05
100 0,08

Obs.: Para verificagdo de pipetas no proprio Laboratério, ha necessidade de equipamento préoprio ou
outra calibrada, para comparacio espectrofotométrica.

Assinatura/ Visto do Diretor do Laboratério
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(Nome do Laboratério e Logomarca)
REGISTRO DA CALIBRACAO DE REFRATOMETRO OU DENSIMETRO

Refratometro: [1  Densimetro: [ = MACAi...ccicceerereereeesrerieieieeeeressesseseeeeesessessesseseesessessessessessenes
Freqiiéncia da verificacdo: Semanal
Fase preliminar: Acertar a D=1,000 com 4gua reagente tipo I ou II.

Amostra-controle: Solucdo de NaCl a 3 % = 1,015

Amostra-controle: Solucdo de NaCl a 5 % = 1,022

Amostra-controle: Solucio de Sacarose a 9 % = 1,034

Critério de aceitabilidade: +/- 0,010

REGISTRO

Parametros Conformidade

DATA VALOR OBTIDO | ASSINATURA SIM NAO

Assinatura/ Visto do Diretor do Laboratério
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(Nome do Laboratério e Logomarca)

REGISTRO DA ESTERILIDADE DOS MEIOS DE CULTURA

Meio de cultura: ......ceeeeeeeeneeeeeeeeieiinneeeeen. Fabricante: .......cccccevvvuvveeeeeeeeciinnnns Lot€:uuunneieennenn.
Critério de Aceitabilidade: Estéril
REGISTRO
Crescimento bacteriano
DATA DA~ _ DATA Dé ASSINATURA
PREPARACAO SIM NAO LIBERACAO

Assinatura/ Visto do Diretor do Laboratério
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M2-A-6

(Nome do Laboratério e Logomarca)
REGISTRO DO CONTROLE INTERNO DA AGUA REAGENTE

Agua obtida por: [ Destilacio (I Deionizacao [1Osmose reversa

LI OULTO ProCESSO (CITAT): vovieveererrerreeeesieereeeestesreeeessesseessessesseeseesessessaesessessessenses
Periodicidade: [(IDiaria  [1Semanal [1Mensal
Marca do CONAUEIVIIMETITO: 1...iivuiirieriiiierieeiteeieeieerte et et et e st e st e stesabestesabessbesseesaessaesssesssesssesssessenns
Critério de aceitabilidade: Dentro das especificacoes da agua reagente

Temperatura da medicio: ............ oC

REGISTRO

Conformidade Tipo de Agua

Sim Nao Reagente Assinatura

Data Valor obtido*

O Om; 01

O O1m; 01

RN ERIHEbII

RN ERIHEbII

ERHERIHEbII

O O1m; 01

OO 01

RN ER NI

RN ER NI

ERHERIEbII

O 0m; O

O Om; O

O OI501r

UL OI5 01

RN ERIHEbII

O O1m; 01

Obs:

1. Quando o Condutivimetro permitir, assinalar o valor obtido em mmho, na coluna*.

2. Quando o Condutivimetro possuir apenas indicador luminoso, indicar nas colunas de
conformidade, se a Agua Reagente est4 conforme ou nio-conforme.

Assinatura/ Visto do Diretor do Laboratério
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(Nome do Laboratério e Logomarca)
REGISTRO DO CONTROLE DA QUALIDADE DOS CORANTES

Corante: COGRAM  [JZIEHL OU SIMILAR  [TOUTRO (CItAT): wveevveeeerreeereeeieeeesreesiveessneessnnes
Lote: e,

Critério de aceitabilidade: Coloracao das bactérias de acordo com sua classificacao

REGISTRO

Data Conforme Nao-conforme Assinatura

Assinatura/ Visto do Diretor do Laboratério
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(Nome do Laboratério e Logomarca)
REGISTRO DO CONTROLE DA TEMPERATURA

[JBanho Mariaa ......... oC [JEstufaa......... oC ] Equipamento automatizado a ........... oC

NUMETO: .evieeiieeeieeeciieeeieeerieeesteeereeesreesssresenseesseens MES: eereeeeeeecee ettt sre e

LOCAlIZACAO: .veeevveeereeereeeieeieeieeieeieereeteesaeesaeesaeeaeens ADNO: ittt
REGISTRO

(descrever faixa aceitavel de temperatura ex.: 33 — 35°C)

Data Hora |Técnico| 35°C 36°C 37°C 38°C 39°C Outra

Manutencao especial:
1. [JLimpeza/Troca de agua

2. [JComprovagio da temperatura com termdmetro externo

Assinatura/ Visto do Diretor do Laboratério
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(Nome do Laboratério e Logomarca)
REGISTRO DO CONTROLE DA TEMPERATURA

[ Refrigerador (Geladeira) [J Camara Fria

NUMETO: . uueeeeneneeeenenns MES: i

Localizagao:.....cccveevueeereerreeneeenneennes ANO it
REGISTRO

(descrever faixa aceitavel de temperatura ex.: 2 — 8°C)

Temperatura em °C

Dia [Hora|Técnico| 1°C | 2°C | 3°C | 4°C 5°C 6°C | 7°C | 8°C Outra

Slnla B fo|oN|ao | |w v |-

[u—y
N

[
1

=
[*)}

[y
~

[y
(o2}

[y
\O

N
]

N
[y

N
N

23
24
25
26
27
28
29
30
31

Manutencio especial:

1. [ Descongelamento/Limpeza
2. [JComprovagio da temperatura com termdmetro externo de méxima e minima

Assinatura/ Visto do Diretor do Laboratério
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(Nome do Laboratério e Logomarca)
REGISTRO DA MAN UTEN(;AO DA
AUTOCLAVE E DO CONTROLE DA ESTERILIZACAO

Nuamero do aparelho:........cccceceeeveervienrienniennienniennee. Fabricante.................... Modelo:.....coeveervueruennne
LoCaliZaCA0: . ueeverrerreereeeieeeieeseeeeeeteeteeaeeae e MES:..uveererreereenreereeenns ANO:.eeiieeeeieeieeiene,
REGISTRO

Temperatura |Verificacio do| Controle da | Limpeza

Data| Hora | Tecnico| |, . qa em®C | nivel da agua | esterilidade | mensal

Obs.:

Manutencao especial:
1. [JLimpeza

2. [ Comprovacio da esterilizacdo, por processos quimicos, fisicos ou biologicos.

Assinatura/ Visto do Diretor do Laboratério
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(Nome do Laboratério e Logomarca)
REGISTRO DO CONTROLE DA TEMPERATURA

Banho Maria a 56°C NUMETO: cvvvveeeerreeeeerreeeeereeeeeeanen

REGISTRO
(descrever faixa aceitavel de temperatura ex.: 54-56°C)

Data Hora |Técnico| 54°C 55°C 56°C 57°C 58°C

Outra

Manutencio especial:
1. [ Limpeza/Troca de 4gua

2. [JComprovacdo da temperatura com termémetro externo

Assinatura/ Visto do Diretor do Laboratério

Tecnologia em Servigos de Saude

M2-A-11



(Nome do Laboratério e Logomarca)
REGISTRO DA CALIBRAC,AO E MAN UTENC,AO DE CENTRIFUGAS

Centrifuga: []Centrifuga Clinica [ Micro-centrifuga
Marca:...ccoceeeveennnen. Modelo:......cccuenueeue NUMETO: «..eeenveeeeeienieereereerieenieenne

Freqiiéncia da verificagdo e aceitabilidade: De acordo com o POP especifico.

REGISTRO

Parametros Conformidade

DATA R.P.M. ASSINATURA SIM NAO

Obs.:

1. Para a centrifuga clinica, de dessoracao, anotar somente a conformidade com o uso diario.

Para outras centrifugas, anotar na coluna R.P.M. o valor das rotacoes encontradas com o Tacometro.
Checar ainda, limpeza, vibragoes, calibracao do relogio (se houver), vedacdo da tampa, carvdes, etc.
Copiar este formulario e preencher um para cada aparelho existente.

P

Assinatura/ Visto do Diretor do Laboratério
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(Nome do Laboratério e Logomarca)
REGISTRO DO CONTROLE DA TEMPERATURA

Congelador (Freezer)

NUMETO: «..eenverveeveeieereeeeeseeneeene Localizagao: .....ccceveevevvereereerenrennennenes
MES: ettt ANO: et

REGISTRO
(descrever faixa aceitavel de temperatura ex.: -18 - -22°C)

Temperatura em °C

Dia

Hora |Técnico| -15°C | -16°C | -17°C | -18°C | -19°C [-20°C|-21°C | -22°C

-23°C

Outra

SR IE|B Moo |avjo & [wo (v |~

[y
N

[
1

—
(o))

-
~

-
o]

[
\O

N
o

N
=

N
N

23

24

25

26

27

28

29

30

31

Manutencao especial:

1. [ Descongelamento/Limpeza

2. [JComprovacao da temperatura com termdémetro externo de maxima e minima

3. [JOutros procedimentos COMPAIVEIS: .....c.ecceevverreereereenreereeeenieereeeesteeseesesseeseenens

Assinatura/ Visto do Diretor do Laborato6rio
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(Nome do Laboratério e Logomarca)
REGISTRO DAS ACOES CORRETIVAS

(COLOCAR O NOME DO APARELHO)

NUMETO:..ccoeveeeeeeeereeeeeeee e MES:uuvieeeieeeieeeieeieeeee e
Localizagao:.....cocvveeueeneeeeeneenvennnes ANO ittt
REGISTRO

Se for encontrada alguma nao conformidade, anotar a causa do problema e as agGes corretivas executadas.

Data Causa da} nao Acoes corretivas Assinatura
conformidade
10 ] oY= TSRS
Data: ...... [ e [ e Data: ...... . [ e
Supervisor do Setor Gestor de qualidade

Assinatura/ Visto do Diretor do Laboratério
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ANEXO lll: RELATORIOS DE REGISTRO DA REALIZACAO
DO CONTROLE INTERNO DA QUALIDADE - HOSPITAL

(Nome do Laboratério e Logomarca)
REGISTRO DA REALIZA(;AO DO CIQ

Gram-positivos

Halo (cm)/

CIM (pg/mL) Obs:

Data Microrganismos | Teste realizado

E. faecalis
ATCC 29212

E. faecalis
ATCC 51299

S. aureus
ATCC 25923

S. aureus
ATCC 29213

S. aureus
ATCC 43300

S. pneumoniae
ATCC 49619

Acoes corretivas:

1. [JRealizagdo de novo teste

Assinatura/ Visto do Diretor do Laboratério
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(Nome do Laboratério e Logomarca)
REGISTRO DA REALIZACAO DO CIQ

Gram-negativos

Data

Microrganismos

Teste realizado

Halo (cm)/
CIM (pg/mL)

Obs:

E. coli
ATCC 25922

E. coli
ATCC 35218

E. coli
ATCC 51446

K. pneumoniae
ATCC 13883

K. pneumoniae
ATCC 700603

P. aeruginosa
ATCC 27853

P. mirabilis
ATCC 7002

Acoes corretivas:

1. [JRealizacio de novo teste

Assinatura/ Visto do Diretor do Laboratério
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(Nome do Laboratério e Logomarca)
REGISTRO DA REALIZA(;AO DO CIQ

Leveduras

Data

Halo (cm)/

Leveduras Teste realizado CIM (png/mL)

Obs:

C. albicans
ATCC 14053

C. parapsilosis
ATCC 22019

C. kruzei
ATCC 6258

C. albicans
ATCC 90028

C. tropicalis
ATCC 750

Acoes corretivas:

1. [JRealizagdo de novo teste

Assinatura/ Visto do Diretor do Laboratério
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M2-A-18

(Nome do Laboratério e Logomarca)
REGISTRO DA REALIZACAO DO CIQ

Meétodos automatizados

Data

Microrganismos

Teste realizado

Leitura

Obs:

E. coli
ATCC 25922

E. coli
ATCC 35218

E. coli
ATCC 51446

K. pneumoniae
ATCC 13883

P. aeruginosa
ATCC 27853

P. mirabilis
ATCC 7002

E. faecalis
ATCC 29212

E. faecalis
ATCC 51299

S. aureus
ATCC 29213

C. albicans
ATCC 14053

Acoes corretivas:

1. [JRealizacdo de novo teste

Assinatura/ Visto do Diretor do Laboratério
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ANEXO IV: RELATORIOS DE REGISTRO DA REALIZACAO
DO CONTROLE INTERNO DA QUALIDADE - LACEN

REGISTRO DA REALIZACAO/AVALIACAO DO CIQ

Cepa de referéncia —

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

Colocar o Nome da Cepa (ex. E. coli ATCC 25922)

reall)iz;:::;ﬁo Hospital Teste Halo (cm)/ Adeg::: €491 Acdo Acdo
do teste realizado | CIM (ug/mL) Resultados Hospital | LACEN

AcOes corretivas:

1. [JRealizagdo de novo teste

Assinatura/ Visto do Diretor do Laboratério
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