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APRESENTACAO

A resisténcia microbiana é um grave problema mundial, estando associada ao aumento do
tempo de internacdo, dos custos do tratamento e das taxas de morbidade e mortalidade dos
pacientes. O uso indiscriminado e incorreto dos antimicrobianos na comunidade e no am-
biente hospitalar é reconhecidamente um importante fator de risco para o aparecimento e a
disseminacao da resisténcia microbiana.

Nesse contexto, insere-se o Laboratério de Microbiologia, que tem como objetivo nao ape-
nas apontar o responsavel por um determinado estado infeccioso, mas também indicar,
através do monitoramento de popula¢des microbianas, qual o perfil dos micro-organismos
que estao interagindo com o organismo humano, possibilitando a indicacao de tratamen-
tos mais adequados. Para o desempenho satisfatério dessa funcao, é fundamental que os
laboratérios de microbiologia possuam estrutura capaz de estabelecer informacdes sobre
a melhor amostra biolégica, reconhecer a microbiota e os contaminantes, identificar micro-
-organismos associados a infeccao ou com propdsitos epidemioldgicos, obter resultados
rapidos em casos de emergéncia, realizar o transporte rapido das amostras e manter uma
educacado continua em relacao aos aspectos da infeccao relacionada a assisténcia a saude.

Tendo em vista esses aspectos e considerando que a microbiologia € um campo muito dina-
mico, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa, em cooperacao com a Organiza-
¢ao Pan-Americana da Saude — OPAS, propde a terceira revisao do Manual de Procedimentos
Basicos em Microbiologia Clinica para o Controle de Infeccao Relacionada a Assisténcia a
Saude, buscando atualizar informagdes nos temas considerados essenciais e contando com
um seleto e conceituado corpo editorial. O manual é composto por nove médulos, a saber:
Moédulo 1 - Biosseguranga e manutencao de equipamentos em laboratério de microbiolo-
gia clinica; Médulo 2 - Controle externo da qualidade; Médulo 3 - Principais Sindromes In-
fecciosas; Médulo 4 - Procedimentos laboratoriais: da requisicao do exame a andlise micro-
biolégica e laudo final; Médulo 5 - Tecnologias em Servicos de Saude: descricdao dos meios
de cultura empregados nos exames microbiologicos; Médulo 6 — Deteccao e identificacao
de bactérias de importancia médica; Médulo 7 — Deteccao e identificacdo de micobactérias
de importancia médica; Médulo 8 — Deteccao e identificacao de fungos de importancia mé-
dica e Médulo 9 - Infecgdes virais.

A Anvisa e a OPAS esperam com essa publicagao contribuir para que os laboratérios de micro-
biologia possam assimilar e alcancar novos niveis de complexidade laboratorial, atendendo as
exigéncias e caracteristicas préprias de cada unidade hospitalar, além de subsidiar a adocao
de procedimentos basicos padronizados nesses servicos.
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Seguranca em laboratorio de Microbiologia Clinica

Maria José Franco Landi Bartelega

Laboratérios sdo estabelecimentos que prestam servicos especificos a populacao e apresen-
tam uma diversidade de atuacdes em saude que expdem seus profissionais a grande varie-
dade de agentes de riscos bioldgicos, quimicos e fisicos, associados aos materiais e métodos
utilizados.

Visando minimizar tais riscos, é essencial o estabelecimento de um Programa de Biossegu-
ranca especifico, que devera dotar o laboratdério de estrutura fisica, administrativa e técnica
compativel com as atividades desenvolvidas, promovendo assim a¢des preventivas.

1.1 Biosseguranca

Conjunto de medidas destinadas a prevenir riscos inerentes as atividades dos labora-
térios de assisténcia, ensino, pesquisa e desenvolvimento tecnolégico, que possam
comprometer a saude dos profissionais e 0 meio ambiente.

A responsabilidade legal pela seguranca em ambientes de trabalho cabe aos admi-
nistradores, no entanto os funciondrios devem incorporar em sua rotina de trabalho
as Boas Técnicas Microbioldgicas e as Normas de Biosseguranca. (NR-32 MTE)

Deve-se designar uma pessoa ou Comissao de Biosseguranca que vise:

= Implementar as normas preconizadas em Biosseguranca a fim de prevenir riscos
para funcionarios, alunos, pacientes e meio ambiente.

m Padronizar e normatizar procedimentos que regulamentem as normas de segu-
ranca.

m Identificar e classificar areas de risco.
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m Estabelecer programas de treinamento para prevencao de acidentes e monitorar
acidentes de trabalho.

Classificacao dos laboratorios, segundo Nivel de Biosseguranca

O nivel de Biosseguranca de um procedimento sera determinado segundo o agente
biolégico de maior classe de risco envolvido. Quando nao se conhece a patogenici-
dade do agente biologico deve-se realizar uma avaliagcao do risco para estimar o nivel
de contencao.

A Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) é responsavel pelas atribui-
¢oes relativas ao estabelecimento de normas, andlise de risco, definicao dos Niveis
de Biosseguranca e classificacao de Organismos Geneticamente Modificados (OGM).
As caracteristicas fisicas, estruturais e de contencao de um laboratério determinam o
tipo de micro-organismo que pode ser manipulado em suas dependéncias.

1.2.1 Nivel 1 de Biosseguranca (NB-1)

- Adequado ao trabalho que envolva agente com menor grau de risco (Clas-
se de Risco I) para profissionais do laboratério e para o meio ambiente.

- Aplicacao das BPLs e utilizacao de EPlIs.

- O trabalho geralmente é conduzido em bancadas abertas, ndao exigindo
equipamentos especiais de contencao.

- Os profissionais deverao ter treinamento especifico nos procedimentos
realizados e trabalhar sob supervisao.

- O acesso ao laboratoério sera limitado ou restrito de acordo com definicao
do responsavel e ndo sera permitida a entrada de animais e criancgas.

- Procedimentos técnicos e administrativos descritos.

- O laboratério nao esta separado das demais dependéncias do edificio.

- Deve possuir uma pia especifica para lavar as maos.

1.2.2  Nivel 2 de Biosseguranca (NB-2)
- Adequado ao trabalho que envolve agentes de risco moderado para os
profissionais e para o meio ambiente, em geral agentes causadores de
doencas infecciosas (Classe de Risco Il).
- As instalagbes exigidas devem atender as especificagdes estabelecidas
para o NB-1 acrescidas das seguintes exigéncias:
1) autoclave disponivel para descontaminacao no interior ou préxima ao
laboratério de modo a permitir a descontaminacao de todo o material
antes do seu descarte;



1.2.3

1.2.4
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2) cabine de Seguranca Biolégica Classe | ou Il e centrifuga com cacapa
protegida sempre que houver manipula¢ao de materiais em que possa
existir a formacao de aerossais.

Os profissionais deverao ter treinamento especifico no manejo de agen-

tes patogénicos, ser orientados sobre os possiveis riscos e trabalhar sob

supervisao.

O acesso ao laboratério sera limitado durante os procedimentos opera-

cionais.

Nivel 3 de Biosseguranca (NB-3)

Adequado ao trabalho com micro-organismos com elevado risco infec-
cioso (Classe de Risco lll) podendo causar doencas sistémicas sérias e po-
tencialmente letais como Mycobacterium tuberculosis, Coxiella burnetti e
Brucella spp., entre outros.

Barreiras de protecao individual devem ser utilizadas e toda manipulacao
realizada em cabine de seguranca biolégica classe Il ou lll, com filtro HEPA.
Oferecer treinamento especifico aos funciondarios no manejo de agentes
patogénicos e potencialmente letais, orientar sobre os possiveis riscos e
trabalhar sob supervisao.

Quando nao houver condicbes especificas para o NB-3 e instalagdes labo-
ratoriais sem area de acesso especifica, com ambientes selados ou fluxo
de ar unidirecional, as atividades de rotina e operacdes repetitivas podem
ser realizadas em laboratério com instalacao NB-2, acrescidas de equipa-
mentos de contencao e das praticas recomendadas para NB-3. Cabe ao
pesquisador principal a decisao de implementar essas modificacoes, co-
municando-as a CIBio e CTNBio (Biosseguranca em Laboratério de Saude
Publica - Oda, Leila, Avila, Suzana et al. Brasilia).

O acesso ao laboratério sera controlado. Menores de idade nao serao per-
mitidos dentro do laboratério.

Nivel 4 de Biosseguranca (NB-4)

Representa o nivel maximo de seguranca. Adequado ao manuseio de
agentes infecciosos que possuem alto risco de infeccdo individual e de
transmissao pelo ar e sempre que o trabalho envolver OGM resultante de
organismo receptor ou parenteral classificado como classe de risco NB-4.
Responsavel técnico tem a responsabilidade final no controle do acesso
ao laboratério.
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1.3 Classes de agentes de Risco Bioldgico

Agentes biologicos humanos e animais sao divididos em classes de acordo com cri-
térios de patogenicidade: alteracao genética ou recombinacao génica, estabilidade,
viruléncia, modo de transmissdao, endemicidade, consequéncias epidemioldgicas,
disponibilidade de medidas profilaticas e tratamento eficaz (Diretrizes Gerais para o
Trabalho em Contencao com Material Bioldgico — Ministério da Saude).

Classe de Risco |

Classe de Risco Il

Classe de Risco lll

Classe de Risco IV

Classe de Risco V

Nenhum ou baixo risco individual e comunitério. Microrganismo que tenha pouca
probabilidade de causar enfermidades humanas e em animais.
Ex: Bacillus subtilis, Lactobacillus casei

Risco individual moderado e risco comunitario limitado. A exposicao ao agente
patogénico pode provocar doenca humana ou animal, porém se dispde de
medidas eficazes de tratamento e prevencao, sendo o risco de propagagao
limitado.

Ex: Clostridium tetani, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Schistosoma
mansoni, Plasmodium etc.

Risco individual elevado e risco comunitario limitado. A exposicao pode causar
doencas graves ao homem podendo propagar-se de uma pessoa infectada para
outra, entretanto existe profilaxia e/ou tratamento.

Ex: Bacillus anthracis, Brucella, Mycobacterium tuberculosis, Histoplasma,
Toxoplasma gondii, Trypanossoma cruzi, virus da Hepatite, HIV.

Elevado risco individual e comunitério. Os agentes patogénicos representam
grande ameaca para as pessoas e animais, com facil propagacao de um individuo
a outro, direta e indiretamente, ndo existindo profilaxia nem tratamento.

Ex: virus de febres hemorrégicas, virus Ebola, certos arbovirus etc.

Elevado risco de causar doenca animal e disseminagao no meio ambiente.
Aplica-se a agentes de doenga animal, ndo existente no Pais e que, embora nao
sejam patdgenos de importancia para o homem, podem gerar graves perdas
econOmicas. Os agentes devem ter sua importacao proibida e manipulados em
laboratério de contencao maxima NB-4.
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1.5 Instalacoes laboratoriais

“ Instalacoes

1 Facil limpeza e descontaminacdo.
- Superficie das bancadas impermeavel e resistente a acidos, alcalis, solventes e calor.
« Espaco entre bancadas e equipamentos que permita a limpeza.
« Pia para lavagem das méaos.

2 NB-1 acrescida de:
» Autoclave para descontaminacao (dentro ou préoximo).

3 NB-2 acrescido de:
- Separado de areas de transito.
- Sistema de dupla porta.
- Superficies internas, pisos e tetos resistentes a dgua.
- Portas com fechamento automatico.
. Sistema de ar independente, ventilacdo unidirecional, sem recirculacdo de ar e filtrado
com filtro HEPA para eliminacdo.
- Linhas de vacuo protegidas por sifao contendo desinfetante e filtro HEPA ou semelhantes.

4 NB-3 acrescido de:
» Camara de entrada e saida de pessoal separada por chuveiro.
- Sistema de autoclave de dupla porta, camara de fumigacao.
« Paredes, tetos e pisos construidos com sistema de vedacao interna.
« Sistema coletor de descontaminacgao de liquidos.
- O ar deve ser insuflado através de filtros HEPA e eliminado para o exterior através de
dutos de exaustao.

OBS: As instalagOes deverao ser verificadas uma vez por ano e filtros substituidos quando necessario.

1.6 Equipamentos de protecao

Considera-se Equipamento de Protecao Individual (EPI) todo dispositivo ou produto,
de uso individual utilizado pelo trabalhador, destinado a protecao de riscos susceti-
veis de ameacar a seguranca e a satde no trabalho (NR 6 MTE). E regulamentado pela
Portaria 485, de 11 de novembro de 2005, que aprova a NR 32 (Segurancga e Saude no
Trabalho em Estabelecimentos de Saude) do Ministério do Trabalho, competindo ao
profissional usa-los e conserva-los.

1.6.1 Equipamento de Protecao Individual (EPI)

- Avental: uso para todos que trabalham em ambiente laboratorial, confec-
cionado em algodao, com manga longa e punho sanfonado, na altura dos
joelhos e usado abotoado. Ndo usar fora da area de trabalho, nem guardar
junto com objetos pessoais. Para laboratérios NB-3, recomenda-se que o
abotoamento do avental seja nas costas. Ha necessidade de descontami-
nacao antes da lavagem. Apesar do avental de algodao nao ser conside-
rado EPI por ndo ter ne de CA, seu uso deve ser obrigatorio.

- Avental Impermeavel: evita a contaminacao do vestuario.
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- Luvas: uso para todos que trabalham em ambiente laboratorial, na mani-
pulacdao de amostras bioldgicas, preparo de reagentes, lavagem de mate-
riais, atendimento ao paciente. Descartar sempre que estiverem contami-
nadas ou quando sua integridade estiver comprometida.

Nitrilica: usadas em trabalhos gerais, preparo de solucdes, lavagem de
materiais.

De latex ou silicone descartavel: usadas em procedimentos que ne-
cessitem de protecdo contra material biolégico. Devem ser despreza-
das apos uso.

- Kevlar: usadas para trabalhar em baixas ou altas temperaturas (autocla-
ves e estufas e freezer a — 80°).

- Mascaras e Respiradores: protecao de boca e nariz contra respingos e
inalacdo de particulas em aerossol e substancias quimicas volateis e t6-
xicas.

Mascara N-95: composta de 4 camadas de fibras sintéticas imperme-
aveis a fluidos, com densidade e porosidade capazes de atuar como
barreira a micro-organismos transportado pelo ar (aerossoéis) com efi-
ciéncia de filtracdo maior ou igual a 95%/ particulas de 0,3 u.
Respirador PFF2 + VO: usado quando da manipulacao de reagentes
quimicos volateis.

- Oculos de Protecao: destinado a protecéo dos olhos contra respingos de
material bioldgico, substancias quimicas e particulas.

- Protetor Facial: destinado a protecdo da face contra respingos de mate-
rial bioldgico, substancias quimicas e particulas. Deve ser leve, resistente,
com visor em acrilico.

- Sapatos: devem ser fechados, evitando-se assim impactos e respingos.

1.6.2 Equipamento de Protecao Coletiva (EPC)

- Cabine de Seguranca Bioldgica: é o principal equipamento de conten-
cao fisica para agentes infecciosos. Protegem o material e o profissional,
na manipulacao de materiais bioldégicos altamente infectantes, substan-
cias toxicas e cultura de células. Cumprir os prazos de revisao e troca de
filtros. As cabines devem estar em local de pouco transito e distantes de
portas. Existem trés tipos de cabine de seguranca bioldgica (Classes |, Il e
).

Classe I: ¢ uma cabine em que o fluxo de ar ocorre de fora para den-
tro, pela abertura frontal, sem recirculacao do ar. O ar da cabine passa
por um filtro HEPA antes de ser liberado para o interior do laboratério.
Essas cabines protegem o operador, mas nao o material que esta sen-
do manipulado e podem ser usadas quando se esta trabalhando com
micro-organismos de baixo ou moderado risco.
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Classe II: ¢ uma cabine com abertura frontal na qual uma parte do ar

é recirculado. Esse tipo de cabine protege o operador, o material a ser

manipulado e o meio ambiente. Existem dois tipos de cabine classe Il

1) Classe Il A: 30% de ar ambiente entra pela abertura frontal, 70% é
recirculado para o interior da cabine passando por um filtro HEPA
e 30% é exaurido para dentro ou fora do laboratério passando por
filtro HEPA. Usadas na auséncia de substancias quimicas volateis, ra-
dioativas ou toxicas.

2) Classe Il B: 70% de ar ambiente entra pela abertura frontal, 30% é
recirculado para o interior da cabine passando por um filtro HEPA e
70% é exaurido para fora do laboratério através de outro filtro HEPA,
por um sistema de exaustao. Sao indicadas para manipulacao de
cultura de micobactérias e com algumas substancias téxicas, vola-
teis e/ou radioativas.

Classe lll: ¢ uma cabine hermeticamente fechada, impermeavel a gases,
e todo o trabalho é realizado com luvas de borracha que estdo presas
a camara. O ar que entra passa por um filtro HEPA e o ar que sai pelo
exaustor passa por dois filtros HEPA dispostos sequencialmente. Todos
0s equipamentos necessarios (centrifuga, incubadora etc.) devem es-
tar dentro da cabine. E indicada para o trabalho com micro-organis-
mos de alto poder infectante. Oferece o mais alto grau de protecao ao
operador e ao meio ambiente.

- Lava-olhos: usado quando ocorrem acidentes onde haja contato de ma-
terial biolégico ou substancia quimica, com os olhos e/ou a face. Os pro-
fissionais devem estar treinados quanto ao seu uso e as orientagdes loca-
lizadas préximas ao equipamento. Manter o acesso facilitado.

- Chuveiro de Seguranca: usados quando ocorrem acidentes com derra-
mamento de grande quantidade de material biolégico ou substancia qui-
mica sobre as roupas e pele do profissional, ou quando as roupas estive-
rem em chamas. Os profissionais devem ser treinados quanto ao seu uso
e as orientagdes localizadas préximas ao equipamento. Manter o acesso
facilitado.

- Protecao de Linha de Vacuo: evita contaminacao do sistema de vacuo
com aerossois e fluidos derramados.

- Autoclave: esterilizacao por calor eficaz, tornando material infeccioso se-
guro para ser eliminado ou reutilizado.

- Garrafas com Tampa de Rosca: produz confinamento eficaz contra ae-
rossois e derrames.

- Microincineradores de alca: a gas ou eletricidade tém escudo de vidro
ou ceramica que minimizam salpicos ou borrifos quando se esterilizam as
alcas.
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Conduta em laboratério

O diretor e/ou coordenador do laboratério é responsavel por assegurar a implemen-
tacdo das Normas de Biosseguranca e as Condutas em Laboratério.

m Programa de Prevencao de Risco Ambiental (PPRA) avaliado anualmente (NR-32
Ministério do Trabalho).

m Exame pré-admissional e periédico (Clinico e Laboratorial) - Programa de Controle
Médico de Saude Ocupacional (PCMSO) anual.

m Programa de Vacinacgao atualizado.

m Registro de doencas e acidentes de trabalho.

m BPLCs (Boas Praticas em Laboratério Clinico) implantadas e seguidas.

m Acesso limitado ao laboratério.

1.7.1  BPLGCs

Proibido comer, beber, fumar, guardar alimentos e aplicar cosméticos na
area técnica.

Prender os cabelos e evitar o uso de bijuterias.

E vedado o uso de calcados abertos (chinelos e sandalias).

Toda amostra bioldgica deve ser considerada potencialmente contami-
nada.

Obrigatério o uso de EPIs.

Proibido pipetar com a boca.

Obrigatéria a descontaminacgao das bancadas de trabalho antes e ap6s o
desenvolvimento das atividades.

Proibido reencapar e entortar agulhas apés o uso.

Nunca manipular materiais ndo identificados.

Segregar e acondicionar adequadamente residuos bioldgicos, quimicos
e ionizantes.

Depositar todo material contaminado em recipientes apropriados para
autoclavacao.

Higienizar sempre as maos.

1.7.2  Transporte de Amostras

Utilizar caixas rigidas preferencialmente providas de tampas higienizaveis,
contendo estantes que permitam que os frascos permanecam na posicao
vertical, evitando acidente por derramamento. Devem ser resistentes a
desinfetante quimico ou calor. Devem ser lavadas frequentemente e sem-
pre que ocorrer derramamento.

1.7.3  Utilizacao de Cabines de Seguranca

Ligar a cabine e aluz 10 a 15 minutos antes do uso.
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- Fechar as portas do laboratério e evitar circulacao de pessoas durante o
uso da cabine.

- Colocar os equipamentos, meios de cultura, vidrarias etc. no plano de ati-
vidade da area de trabalho.

- Limpar todos os objetos antes de introduzi-los na cabine e organizar os
materiais de modo que nao se misturem os itens limpos e contaminados.

- Bicos de Bunsen ndo devem ser utilizados dentro da cabine, pois o calor
pode acarretar danos ao filtro HEPA e interromper o fluxo laminar de ar,
causando turbuléncia.

- Usar pipetador automatico.

- Conduzir as manipulagdes no centro da cabine.

- Minimizar os movimentos dentro da cabine.

- Terminado o trabalho, a superficie de trabalho da cabine deve ser limpa
com desinfetante apropriado.

- Deixar a cabine ligada 10 a 15 minutos antes de desliga-la.

- Fazer controle da contagem de tempo do uso das lampadas UV, e de utili-
zacao da cabine para fim de manutencao e troca do pré-filtro.

1.7.4 Controle da Geracao de Aerossois
A manipulacao de micro-organismos, sangue, fluidos organicos, p6 e subs-
tancias quimicas podera levar a formacao de aerosséis, podendo contribuir
para ocorréncia de enfermidades ocupacionais. Algumas operagdes contri-
buem para formacao de aerossais.

- Uso de agitadores.

- Remocao de tampas de borracha, de rosca ou de algoddo de tubos de
ensaio.

- Flambagem de al¢as de maneira inadequada.

- Inoculagao de culturas com pipeta ou al¢a de forma inadequada.

- Remocao de meio de cultura liquido com seringa e agulha.

- Destampar frasco de cultivo ou suspensao de liquidos imediatamente
apos agita-lo.

- Romper células com ultrassom.

- Soprar a uUltima gota de cultivo ou substancia quimica de uma pipeta.

- Nao vedar adequadamente frascos de substancias téxicas volateis.

1.8 Limpeza e desinfeccao
As superficies contaminadas podem servir como reservatério de agentes patogéni-

cos, mas normalmente nao sao associadas diretamente a transmissao de infeccbes
para Profissionais da Area da Saude ou pacientes. Mesmo diminuindo o impacto des-
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sa transmissdo através da higienizacao das maos, a realizacao da limpeza e desinfec-
¢ao das superficies é fundamental para a reducao da incidéncia de infecgoes.

Os fatores que influenciam na escolha do procedimento de desinfeccao das superficies
sdo: a) natureza do item a ser desinfetado; b) nimero de micro-organismos presentes;
¢) resisténcia do micro-organismo aos efeitos do germicida; d) quantidade de matéria
organica presente; e) tipo e concentragao do germicida usado; f) duracao e tempera-
tura do contato com o germicida; g) as especificacoes e indicacdes de uso do produto
pelo fabricante.

Eficiéncia dos agentes quimicos frente aos tipos comuns de micro-organismos

. Bactéria Bactéria Bacilo .
Desinfetante Virus
gram (+) gram (-) Tuberculose
Sabao 0 0 0
Detergente

Quaternario de amonia

Cloro

w w N

Comp. Fendlicos
Hexaclorofeno

Alcoois 3

w w w w w w N

N O O O O O O o
w N NN NN O O
W N N N N N O O

0
0
0
0
0
3
3

Glutaraldeido 3

Niveis: 3 =Bom 2 =Satisfatério 1 =Insatisfatério 0 = Nao ativo
Fonte:  Seguranca no Ambiente Hospitalar, Ministério da Saude

1.8.1 Higienizacao das maos
Maos contaminadas podem ser as principais vias de transmissao de infecc-
¢ao. O simples ato de lavar as maos com agua e sabao liquido, visando a re-
mocao de bactérias transitdrias e algumas residentes, como também células
descamativas, pelos, suor, sujidades e oleosidade da pele, contribui para a
diminuicao do risco de infeccéo.

- Abrir a torneira e molhar as maos sem encostar-se a pia.
- Ensaboar as maos com sabao liquido. Friccionar as maos por cerca de 30
segundos, realizando todos os movimentos a seguir:
a) friccione circularmente palma com palma;
b) friccione circularmente dorso com palma;
¢) lavar os espacos interdigitais deslizando uma mao sobre a outra;
d) friccione as articulagdes de uma mao sobre a palma da outra;
e) lave o polegar com auxilio da outra mao;
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f) friccione circularmente as unhas (pontas dos dedos) na palma da outra
mao;
g) friccionar os pulsos com a palma da mao.
- Enxaguar as maos retirando todo o residuo de sabao.
- Enxugar as maos com papel toalha e fechar a torneira utilizando o mes-
mo papel (se a torneira nao for com acionamento automatico). Torneiras
manuais devem ser mantidas abertas até o término da lavagem das maos.

Residuos

O laboratério é responsavel pelo correto gerenciamento de todos os residuos gera-
dos, atendendo as normas e exigéncias legais, desde o momento de sua geragao até
seu destino final.

Os Residuos de Servicos de Saude (RSS), segundo a RDC n° 306 de 2004 da Anvisa, sao
classificados em cinco grupos, a saber:

m Grupo A: residuos com a possivel presenca de agentes biolégicos que, por suas
caracteristicas, podem apresentar risco de infecgao.

m Grupo B: residuos contendo substancias quimicas que podem apresentar risco a
salide publica ou ao meio ambiente, dependendo de suas caracteristicas de infla-
mabilidade, corrosividade, reatividade e toxicidade.

m Grupo C: quaisquer materiais resultantes de atividades que contenham radionu-
clideos em quantidades superiores ao nivel de isencao estabelecida pelas normas
da Comissao Nacional de Energia Nuclear (CNEN).

m  Grupo D: residuos que nao apresentam risco bioldégico quimico ou radiolégico po-
dendo ser equiparado a residuo doméstico, passivel de segregacao para recicla-
gem.

m Grupo E: materiais perfurocortantes ou escarificantes.

Num laboratério de Microbiologia, todos os residuos gerados como culturas e esto-
ques de micro-organismo, meios de cultura e instrumentais utilizados para transfe-
réncia, inoculacao ou mistura de culturas, amostras bioldgicas, devem ser acondi-
cionados de maneira compativel com o processo de tratamento a ser utilizado, que
podera ser um processo fisico ou outro que venha a ser validado para obtencdo de
reducao ou eliminagao da carga microbiana.

Se o processo utilizado ndao promover a descaracterizacao fisica das estruturas, o mes-
mo devera ser acondicionado em saco branco leitoso com simbologia de substancia
infectante conforme NBR 7500 da ABNT que sera substituido sempre que atingirem
2/3 de sua capacidade ou pelo menos uma vez ao dia.



Médulo 1: Biosseguranca e Manutencao de Equipamentos em Laboratério de Microbiologia Clinica

Havendo descaracterizacdo fisica das estruturas, podem ser acondicionados como
residuos do Grupo D.

Materiais perfurocortantes devem ser descartados em recipientes rigidos, resistentes
a punctura, ruptura e vazamento, devidamente identificados e autoclavados antes
do descarte.

Os instrumentos de trabalho a serem reutilizados deverao ser colocados em recipien-
tes preferencialmente plasticos contendo solucao desinfetante e permanecer o tem-
po estabelecido pelo fabricante para posterior autoclavagem, lavagem e reutilizagao.

1.10 Acidentes

1.10.1 Acidente com derramamento de Material Bioldgico

- lIsolar a area atingida.

- Impedir a manipulacao no local por pelo menos 30 minutos.

- Usar EPIs.

- Colocar papel toalha sobre o material derramado e sobre o mesmo, so-
lucao de hipoclorito de sédio a 2%, ou cloro ativo, aguardar 15 minutos.

- Recolher em recipiente com saco para residuo infectante ou saco auto-
clavavel as toalhas de papel, luvas e todo material usado na descontami-
nacao.

- Estilhagos de vidro ou plastico deverao ser recolhidos em caixa de perfuro-
cortante.

- Refazer a descontaminagao da drea com solucgao de hipoclorito de sédio
a 2%.

1.10.2 Quebra de tubos contendo Material Bioldgico em Centrifuga

- Desligar a centrifuga e manter fechada por 30 minutos para dispersao de
aerossois:

- UsarEPls.

- Retirar estilhacos com auxilio de pinca e descartar em caixa de perfuro-
cortante.

- Limpar cacapas, pinos e rotor com solucao de hipoclorito de sédio a 2%.

- Limpar internamente a centrifuga com gaze embebida com solucao de
hipoclorito de sédio a 2% e apds com pano embebido em dgua e sabao.

- Descartar todo o material usado na descontaminagao em recipiente com
saco para residuo infectante.

1.10.3 Acidente com derramamento de Produtos Quimicos
_ Utilizar EPls.
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- Conter o liquido derramado em érea reduzida.

- Cobrir o residuo com vermiculina ou areia e aguardar sua absorcao.

- Recolher todo o residuo e o material utilizado para limpar a drea em saco
plastico preto para posterior descarte.
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Capitulo 2:

Garantia da qualidade em Microbiologia

2.1

Ana Lucia Roscani Calusni
Paula Virginia Bottini

Introducao

Um Servico de Microbiologia pode compreender diversos setores, dependendo da
forma de estruturacdo da area. De maneira geral podemos subdividir a microbiologia
em Microbiologia Geral, Bacteriologia, Micobacteriologia, Micologia além de Virolo-
gia e Parasitologia, sendo que os dois ultimos habitualmente constituem servicos se-
parados na maioria dos laboratérios clinicos.

O laboratério clinico de Microbiologia é responsavel por providenciar informacao
precisa e relevante quanto ao diagndstico do paciente. O valor e a precisao clinica
das andlises do material clinico e o respectivo isolamento do(s) micro-organismo(s)
sao dependentes do programa de qualidade que, por sua vez, avalia a qualidade do
material, documenta a validade do método aplicado, monitora a performance dos
procedimentos, reagentes, meios, instrumentos e do individuo que executou a anali-
se e verifica os resultados do teste quanto aos erros e relevancia clinica. Um programa
de qualidade efetivo depende de um processo de avaliacao continuo e do seu cons-
tante aprimoramento.

Os principais erros em Microbiologia incluem tipo de amostra inadequada para o
exame a ser realizado, frascos de coleta nao estéreis, o0 ndo uso de meios de trans-
porte adequados, demora no transporte, uso de meios de cultura nao apropriados,
informacao incorreta dos achados, desconsiderar um achado na analise, desconheci-
mento do papel dos interferentes e nao analisar todos os achados em conjunto.
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2.2 Manual de procedimentos

Todos os laboratérios devem possuir um manual de procedimentos atualizado e dis-
ponivel na area de trabalho. Esses procedimentos operacionais (POPs) tém o objetivo
de padronizar e minimizar a ocorréncia de desvios na execucao de tarefas fundamen-
tais para a qualidade do exame, independentemente de quem as faca. Assim, garan-
te-se que sejam tomadas as acdes na fase pré-analitica, analitica e pds-analitica para
assegurar que a qualidade de seus exames seja a mesma, de uma rodada para a outra,
de um turno para outro, de um dia para outro, aumentando-se a previsibilidade de
seus resultados e minimizando as variacdes causadas por impericia e adaptacgdes ale-
atorias da metodologia.

Todos os POPs do laboratério contém, no minimo, as seguintes informacgades:

m Nome do laboratério

= Titulo

m Identificacao, assinatura e data da elaboracao, revisdao e aprovacao do POP

m Numero da versao atual

m Numero do documento

m Abrangéncia e distribuicao

= Numero de copias

m Principio do teste

m Aplicacao clinica

m Amostra analisada (tipo de amostra e suas condi¢des necessarias)

m Padrées, controles, reativos e outros insumos

m Equipamentos (uso, calibracao e manutencao preventiva)

m Passo a passo do ensaio (fase analitica detalhada)

m Calculos (quando aplicavel: conversao de unidades ou aplicacao de fatores)

m Controle da Qualidade (externo e interno com periodicidade e faixa de aceitacao
de valores)

m Interferentes e reacdes cruzadas

m Valores de referéncia (referentes a populacao atendida)

m Linearidade, limites de deteccao e limitacdes do método (que deverao estar con-
gruentes com as necessidades do usudrio: sensibilidade, robustez contra fatores
externos, incertezas de medicao etc.)

m Interpretacao dos resultados

m Referéncias Bibliograficas (fontes dos dados obtidos no procedimento)
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Recursos humanos

O dimensionamento do quadro de pessoal leva em conta algumas caracteristicas dos
laboratérios, tais como: nimero de amostras processadas por dia, perfil dos pacien-
tes atendidos, presenca ou nao de atividade cientifica e/ou didatica concomitante,
necessidade de supervisdo constante, além do horario de funcionamento e prazo de-
terminado para liberacdao dos laudos.

Em termos de qualificacdo recomenda-se que os ensaios microbiolégicos sejam re-
alizados e supervisionados por pessoal experiente, qualificado em microbiologia ou
equivalente. A geréncia do laboratério tem o papel de garantir que todo pessoal te-
nha recebido treinamento adequado para o desempenho competente de ensaios e
operacao de equipamentos. Isso inclui treinamento em técnicas basicas, tais como
semeadura em placas, contagem de col6nias, trabalhos em condicao de assepsia etc.,
com o uso de critérios para determinar niveis de aceitacao. O pessoal do laboratério
somente pode realizar os ensaios se for reconhecidamente capacitado para fazé-lo
ou se estiver sob supervisao adequada. A capacitacao continua deve ser monitorada,
sendo capaz de detectar necessidades de reciclagem, cuja periodicidade necessita
ser estabelecida e documentada. A interpretagdo dos resultados de ensaio para iden-
tificacdo e verificacao de micro-organismos é fortemente relacionada com a experi-
éncia do analista e deve ser monitorada regularmente.

Vale lembrar que é importante que o pessoal que realiza ensaios que exigem avalia-
cao de cores seja testado com relacdo a possivel dificuldade de discriminacao destas.
Isso ndo significa que pessoas com dificuldade de discriminagao de cores nao possam
atuar em microbiologia, mas apenas que devem exercer outras funcdes compativeis
com discromatopsias.

Area fisica e instalacoes

A area fisica deve ser suficiente para permitir que as areas de trabalho sejam mantidas
limpas e arrumadas, sendo o espaco proporcional ao volume de analises realizadas
e a organizacao interna do laboratério. Dependendo dos tipos de ensaio realizados,
ha necessidade de o acesso ao laboratério microbioldgico ser restrito ao pessoal au-
torizado.

O planejamento da area fisica de um laboratério de microbiologia necessita atender
a alguns requistos basicos:

m Fluxo de trabalho que minimize riscos de contaminacao cruzada. Para tanto pode-
-se executar as rotinas de maneira sequencial ou separando atividades por tempo
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ou espaco. Sao consideradas necessarias areas independentes para preparagao de
meios de cultura, pesquisa e cultura de micobatérias e fungos.

m Ventilacao e temperatura apropriada. Isso pode ser obtido por ventilagao natural
ou forcada ou pelo uso de um condicionador de ar.

m Uso de filtros apropriados quando do uso de condicionadores de ar, inspeciona-
dos, conservados e substituidos de acordo com o tipo de trabalho realizado. A
temperatura deve ser adequada aos procedimentos realizados e ao fluxo de traba-
Iho da area, mantendo-se registros diarios de sua variagao.

m lluminacao adequada. Nao se recomenda apenas insolacao direta, pois esta € muito
varidvel. Recomenda-se que o controle da iluminacdo seja setorial para que possa
ser regulada para as diversas atividades que requerem maior ou menor incidéncia
de luz.

m Programa de limpeza documentado para instalagdes, equipamentos e superficies
de laboratério, bem como um procedimento para lidar com derramamentos.

2.5 Fase pré-analitica

2.5.1 Requisicao
Para garantir a qualidade do exame, é essencial que as requisicdes para anali-
ses microbioldgicas contenham algumas informacdes adicionais relevantes,
tais como origem da amostra, tipo de infec¢ao, micro-organismo esperado,
uso de antimicrobianos, presenca de imunodeficiéncia, entre outras.

2.5.2 Coleta

A coleta da amostra depende da andlise a ser realizada. No manual de coleta
constam todas as informacodes necessdrias para coleta dos diversos materiais
bioldgicos (tais como escarro, urina, secrecoes, feridas, sangue, entre outros),
incluindo o procedimento detalhado para sua obtencao, tempo maximo para
entrega ao laboratdério apds a coleta, meios de transporte utilizados (quando
apropriado) e métodos de preservacao da amostra em caso de demora para
processamento. Como frequentemente amostras para exames microbiolégi-
cos sao coletados por pessoal externo ao laboratério (ex: médicos e equipe
de enfermagem), é necessaria a existéncia de orientacdes especificas sobre
conservagao, manuseio seguro e transporte dos materiais biolégicos para o
laboratorio.

No caso de liquido cefalorraquidiano (LCR), este deve ser coletado em frasco
estéril, sem gel separador e sem a adicao de qualquer tipo de conservante.
O volume a ser coletado varia de acordo com a idade e as condi¢des do pa-
ciente.
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Da mesma forma, material proveniente de derrames cavitarios também sao
coletados em frasco estéril sem gel separador e sem a adicao de qualquer
tipo de conservante. Grandes volumes de amostra podem ser também en-
caminhados em frascos de hemocultura pois a positividade das culturas au-
menta quando um volume maior é utilizado.

Para realizacao de urocultura, deve-se coletar uma amostra isolada de urina,
jato médio apds assepsia, tendo o paciente mantido de duas a quatro horas
de estase vesical. Essa amostra pode ser randdémica (coletada a qualquer mo-
mento do dia) ou na primeira urina da manha.

No caso de hemoculturas, geralmente duas coletas sao suficientes, com
amostras obtidas antes do pico febril e com um intervalo minimo de 15 a
20 minutos entre as pung¢des. Havendo solicitacao médica de uma terceira
amostra esta pode obtida apds 15 a 20 minutos da coleta anterior ou prazo
de até 24 horas. O volume de sangue coletado é uma das varidveis mais cri-
ticas para a positividade do exame. Quanto maior o volume coletado maior
a probabilidade de positividade, respeitando-se sempre o volume padroni-
zado para cada frasco.

No caso de pacientes com dados clinicos e achados radiolégicos sugestivos
de tuberculose, recomenda-se que as amostras de escarro para pesquisa e
cultura para micobactérias sejam coletadas preferencialmente em trés dias
consecutivos ou alternados (3 amostras matinais).

Transporte e conservacao

Apos a coleta, as amostras necessitam ser encaminhadas o mais rapidamen-
te possivel ao laboratério a fim de eliminar possivel crescimento da micro-
biota normal. O objetivo primario no transporte de amostras para diagnos-
tico laboratorial consiste em manter a integridade do material biolégico,
evitando-se a deterioracao. Deve-se evitar condi¢des ambientais adversas
como exposicdo ao frio e calor intensos ou dessecamento excessivo. Para mi-
nimizar os riscos aos transportadores é necessaria a utilizacdao de recipientes
adequados, isotérmicos, higienizaveis, impermeaveis, com tampa e devida-
mente sinalizados para material bioldgico.

Para pesquisa de BAAR e cultura de BK as amostras devem ser entregues ao
laboratério prontamente, idealmente dentro de 30 minutos, ou serem refri-
geradas dentro da primeira hora apds a coleta e entregues ao laboratério em
até 48 horas apos a coleta.
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Critérios de rejeicao

Os critérios de rejeicao podem variar para cada laboratério, mas obrigatoria-
mente incluem: requisicao incompleta ou ilegivel, material mal identificado
ou com contaminacao visivel a olho nu, material coletado em frascos nao
estéreis ou com conservantes e amostras insuficientes. Outro critério de re-
jeicao inclui amostras inadequadas para realizacao do teste solicitado (ex:
sonda Foley, material de colostomia, etc.).

2.6 Fase analitica

2.6.1

Microbiologia geral

Reagentes

Os reagentes ou insumos preparados ou aliquotados pelo laboratério de-
vem conter em seus rétulos: nome, concentragao, nimero do lote (se apli-
cavel), data de preparo, identificacao do responsavel pelo preparo (quando
aplicavel), data de validade, condi¢cbes de armazenamento, além de infor-
macodes referentes a riscos potenciais e precaucdes de seguranc¢a. Da mesma
forma, todos os reagentes, kits e meios de cultura comerciais necessitam de
armazenamento segundo as orientacdes do fabricante e devem ser utiliza-
dos dentro do prazo de validade.

Os laboratdrios sao responsdveis por assegurar que a qualidade dos rea-
gentes utilizados seja apropriada para o ensaio em questao. A verificacao
da adequacao de cada lote de reagentes criticos para o ensaio, inicialmen-
te e durante sua validade, é realizada através do uso de micro-organismos-
-controle positivos e negativos que sejam rastredveis a colecdes de culturas
nacionais ou internacionais reconhecidas. Havendo multiplos componentes
em um conjunto de reagentes (kit), os diferentes componentes serdo utiliza-
dos apenas com conjuntos de mesmo lote, a nao ser que o fabricante permi-
ta o uso interlotes.

O desempenho dos reagentes é sempre avaliado antes ou durante a sua co-
locacdo em uso. Para as pesquisas diretas, o uso de materiais de referéncia
ou o teste em paralelo dos reagentes novos versus antigos sao aceitaveis e
seus resultados sao documentados apropriadamente. No caso de pesquisas
diretas de antigenos em amostras, por meio de conjuntos diagndsticos (kits)
dotados de controles internos, recomenda-se testar também controles in-
dependentes, um positivo e um negativo (organismo ou extrato antigénico)
com resultados documentados para cada novo lote ou para cada nova par-
tida recebida. Os controles internos fornecidos pelo fabricante podem ser
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usados dai em diante. Nao havendo controles internos como parte integran-
te dos kits deve-se testar um controle positivo e um negativo (organismo ou
extrato antigénico) a cada dia em que se analisam amostras de pacientes.
Para painéis ou baterias, sao usados controles para cada antigeno bacteriano
pesquisado. Para testes complexos, que incluem uma fase de extracao, o sis-
tema é verificado a cada dia de uso por meio de um organismo sabidamente
positivo.

Equipamentos

Os equipamentos existentes no laboratério dependem da complexidade
e da demanda dos servicos. Os equipamentos, sejam eles nacionais ou im-
portados, devem estar regularizados junto a Anvisa/Ministério da Saude, de
acordo com a legislacao vigente.

E obrigatério que todo laboratério tenha um programa documentado para
a manutencao, calibracgao e verificacao de desempenho de seus equipamen-
tos. A manutencao de equipamentos criticos é realizada em intervalos espe-
cificados, de acordo com vdrios fatores, como, por exemplo, as especificacdes
do fabricante e a taxa de uso, com registros detalhados de sua execucao. Na
Tabela 1 encontram-se os equipamentos mais utilizados em um laboratério
de microbiologia, bem como os procedimentos de controle de qualidade,
periodicidade e limites de tolerancia.

Tabela 1 Procedimentos para o controle de qualidade de alguns equipamentos

EQUIPAMENTO PROCEDIMENTO PERIODICIDADE LIMITES DE TOLERANCIA

Refrigeradores
Freezers
Estufas
Banho-Maria
Aquecedores

Estufas de CO,

Autoclaves

Medidor de pH

Registro de Diério ou continuo 2°Ca 8°C
temperatura*® -8°Ca-20°C/-60°Ca-75°C
35,5°C + 1°C
36°C a 38°C / 55°Ca 57°C
+ 1°C do estabelecido
Medida do contetido de  Diario ou duas vezes 5a10%
CO.: ao dia

2
Usar analisador de

gases sanguineos ou
dispositivo Fyrite'

Teste com tiras de Semanalmente O ndo crescimento de
esporos (Bacillus esporos indica corrida
stearothermophilus) estéril.

Testes com solugdes A cada uso + 0,1 unidade de pH do
para padao em uso.

calibrar pH
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EQUIPAMENTO PROCEDIMENTO PERIODICIDADE LIMITES DE TOLERANCIA

Jarras de Tira indicadora com azul A cada uso A conversao da tira de
anaerobiose de metileno azul para branco indica
baixa tensao de CO.,.

Camera anaerdbia Cultivo de Clostridium Periodico O crescimento indica baixa

com novyi tipo B tensdao de O,.

luvas Solugao indicadora de Utilizada apenas quando é
azul de metileno preciso uma tensao de O,

extremamente baixa.
A solugdo permanece
incolor se a tensao de O, for

baixa.

Rotador de Contagem de rpm A cada uso 180 rpm £ 10 rpm
sorologia
Centrifugas Controlar revolucoes Mensalmente Dentro de 5% do

com tacoémetro estabelecido no indicador.
Cabines de Medir a velocidade do Semestral ou Fluxo de 1,52m de fluxo
seguranca ar através da abertura trimestralmente de ar/minuto = 0,152 m/

para o rosto? minuto.

* cada termdmetro de controle deve ser calibrado contra um termémetro padrao.
1. Bacharach Instrument Co, Pittsburgh, PA.
2. Velometer Jr.,, Alnor Instrument Co., Chicago, IL.

E obrigatério que o laboratério mantenha um programa para calibracéo e
verificacao de desempenho dos equipamentos que possuem influéncia dire-
ta sobre os resultados dos ensaios. A frequéncia de calibracao e a verificagcao
de desempenho sao determinadas pelo histérico documentado do equipa-
mento e baseadas na necessidade, tipo e desempenho anterior do equipa-
mento (Tabela 2)

Tabela 2 Calibracdo e verificagdes de calibracdo — sugestao de periodicidade

EQUIPAMENTO REQUISITO PERIODICIDADE SUGERIDA

Termometros de referéncia Recalibracéo inteiramente A cada 5 anos
(liqguido em vidro) rastreavel
Um Unico ponto (p. ex.: Anualmente

verificacdo do ponto de
congelamento)

Termopares de Recalibragao inteiramente A cada 3 anos
referéncia rastredvel
Verificacdo com termémetro de Anualmente
referéncia
Termometros de Verificagdo com termoémetro Anualmente
trabalho e Termopares de referéncia no ponto de
de trabalho congelamento e/ou faixa de
temperaturas operacionais
Balancas Calibragao inteiramente Anualmente
rastredvel
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EQUIPAMENTO REQUISITO PERIODICIDADE SUGERIDA

Pesos de calibracao Calibracao inteiramente A cada 5 anos
rastreavel
Peso (s) Verificagdo com peso calibrado Anualmente
aferidor (es) ou verificacdo na balanca
imediatamente apos a calibragao
rastreavel
Vidrarias volumétricas Calibracao gravimétrica na Anualmente

tolerancia exigida

Microscopios Calibragao rastredvel de Ap0s a instalacao, antes do uso
micrometro de mesa (onde inicial
apropriado)

Higréometros Calibracao rastreavel Anualmente

Centrifugas Calibragao rastreavel ou Anualmente

verificagdo com um tacometro

Uso de controles

As amostras de controle da qualidade sao testadas da mesma maneira que
as amostras de pacientes e pelo mesmo pessoal que rotineiramente realiza
os testes de pacientes. Os resultados dos controles sao sempre avaliados an-
tes da emissao do laudo, havendo a¢des corretivas documentadas quando
o controle excede os limites de tolerancia. Resultados de controle que se
encontrem fora dos critérios de aceitabilidade especificados devem ser ime-
diatamente reportados ao supervisor responsavel para que agbes corretivas
imediatas sejam tomadas.

Resultados de pacientes obtidos em uma rotina analitica cujos controles en-
contram-se fora dos limites de aceitacao ou desde a ultima rotina aceitdvel
serao re-analisados para determinar se existe alguma diferenca clinicamente
significativa nos resultados obtidos.

Controle de microscopia

A maneira pela qual o exame microscépico é realizado tem de ser consisten-
te. Para garantir a reprodutibilidade, uma vez que na maioria dos casos nao
se dispde de controles de qualidade comerciais, pode-se adotar a pratica da
dupla observacao, e/ou avaliagao de um mesmo material por todos os indi-
viduos e/ou uso de slides ou figuras previamente validadas por consenso.
Mensalmente utilizar analise de replicatas ou duplo-cego.

E fundamental que o laboratério disponha de um arquivo de micro-organis-
mos nao usuais, como também de atlas, figuras ou outras publicacbes que
auxiliem na identificacdo dos elementos presentes nos diversos materiais
biolégicos.

29




30

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

2.6.2

Recomenda-se guardar todas as laminas por pelo menos uma semana para
possivel revisao ou referéncia. Laminas com achados raros devem ser con-
servadas por periodos de tempo mais longos, dependendo do espaco dispo-
nivel. Nesse caso fixar a preparacao através de meios de inclusao rapida para
microscopia e cobertas com laminulas.

Vale lembrar que a conservagao e manutengao dos microscopios sao fun-
damentais para a qualidade da analise microscopica. Diariamente realiza-se
a limpeza de particulas de sujeira na ocular, objetivas e condensador com
lenco de papel ou lencos préprios para limpeza de lentes. Nao utilizar gaze
ou papel higiénico. Ao final da rotina retirar residuos de 6leo utilizando um
cotonete umedecido com uma solucao de alcool - éter (1:1) ou alcool iso-
propilico 70% (nunca usar xilol), evitando contato com a regido periférica
das lentes. Pode-se utilizar ainda solug¢bes préprias para limpeza de lentes
disponiveis em Opticas. Semestralmente procede-se a limpeza da parte inter-
na das oculares e objetivas.

Bacteriologia

Meios de cultura

O laboratério é responsavel por garantir que todos os meios de cultura
usados, tanto comprados prontos como de preparo proprio, sejam esté-
reis, capazes de permitir o crescimento adequado dos micro-organismos
e apresentem a reatividade bioquimica apropriada. Em geral, o laboratério
mantém em estoque cepas de micro-organismos para testar os meios antes
ou simultaneamente ao uso, mantendo os registros adequados. Os micro-
-organismos empregados para o controle de qualidade devem ser mantidos
no laboratério por meio de subcultivos de isolados recuperados como parte
do trabalho de rotina ou micro-organismo de referéncia como os da ATCC.

Meios preparados no laboratdrio

O desempenho apropriado dos meios de cultura, diluentes e outras solugoes
preparadas no laboratério deve ser verificado com relacao a sobrevivéncia
ou recuperacao do micro-organismo-alvo, a inibicao ou supressao dos mi-
cro-organismos nao-alvo, as propriedades bioquimicas (diferenciais e diag-
noésticas) e as propriedades fisicas (por exemplo: pH, volume e esterilidade).
Na Tabela 3, encontram-se listados os microganismos-controle e as reacoes
esperadas para o controle de qualidade dos meios de cultura, segundo Winn
2006.
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Tabela 3 Micro-organismos-controle e reagdes para o controle de qualidade dos meios de

cultura

Agar-sangue

Agar bile-esculina

Agar chocolate

Agar uréia de Christensen

Agar citrato de Simmons

Agar cistina-tripticase (ACT)

- Dextrose

- Sacarose

- Maltose

- Lactose

Descarboxilases
- Lisina

- Arginina

- Ornitina

DNAse

Streptococcus do Grupo A
Streptococcus pneumoniae

Espécies de Enterococcus

Streptococcus alfa-hemolitico

nao do grupo D

Haemophilus influenzae
Neisseria gonorrhoeae

Proteus mirabilis

Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli

Neisseria gonorrhoeae
Branhamella catarrhalis

Escherichia coli
Neisseria gonorrhoeae

Espécies de Salmonella ou
Neisseria meningitidis
Neisseria gonorrhoeae
Neisseria lactamicus
Neisseria gonorrhoeae
Klebsiella pneumoniae

Enterobacter sakasakii

Enterobacter cloacae
Proteus mirabilis

Proteu mirabilis
Klebsiella pneumoniae

Enterobacter cloacae

Serratia marcescens

Bom crescimento, beta-hemolise
Bom crescimento, alfa-hemolise

Bom crescimento, cor negra
Nenhum crescimento, sem
coloracdo do meio

Bom crescimento
Bom crescimento

Toda a superficie de cor rosa
(positivo)

Inclinacdo do meio rosa (positivo
parcial)

Cor amarela (negativo)

Crescimento ou cor azul (positivo)
Sem crescimento, permanece
verde (negativo)

- Cor amarela (positivo)
- Nao modifica a cor (negativo)

- Cor amarela (positivo)
- Nao modifica a cor (negativo)

- Cor amarela (positivo)
- Nao modifica a cor (negativo)

- Cor amarela (positivo)
- Nao modifica a cor (negativo)

- Cor azulada (positivo)
- Cor amarela (negativo)

- Cor azulada (positivo)
- Cor amarela (negativo)

- Cor azulada (positivo)
- Cor amarela (negativo)

Zona de clarificacao
(adicionar HCI 1 N)
Sem zona de clarificacao
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Agar eosina azul-de-metileno Escherichia coli Bom crescimento, brilho verde
metalico
Klebsiella pneumoniae Bom crescimento, purpuras, sem
brilho
Shigella flexneri Bom crescimento, transparentes
(lactosenegativas)
Agar de Hecktoen Salmonella typhimurium Verdes com centro negro
Shigella flexneri Verdes transparentes
Escherichia coli Crescimento algo inibido,

alaranjadas

Indol Escherichia coli Cor vermelha (positivo)
Klebsiella pneumoniae Auséncia de cor vermelha
(negativo)
Agar lisina-ferro Salmonella typhimurium Profundidade e inclinacao
purpura +H.S
Shigella flexneri Inclinagdo purpura /
profundidade amarela
Proteus mirabilis Inclinagcao vermelha /

profundidade amarela

Agar MacConkey Escherichia coli Col6nias vermelhas (lactose-
positivas)
Proteus mirabilis Colonias incolores, sem
disseminacdo
Espécies de Enterococcus Sem crescimento
Malonato Escherichia coli Sem crescimento
Klebsiella pneumoniae Bom crescimento, cor azul
(positivo)
Motilidade Proteus mirabilis Meio turvo (positivo)
Klebsiella pneumoniae Sem borda plumosa em estria
(negativo)
Caldo ou agar nitrato Escherichia coli Cor vermelha ao adicionar
reativos
Acinetobacter Iwoffi Auséncia de cor vermelha
(negativo)
Agar sangue fenletil alcool Espécies de Streptococcus Bom crescimento
Escherichia coli Sem crescimento
o-Nitrofil-beta- Serratia marcescens Cor amarela (positivo)
Dgalactopiranosideo (ONPG) Salmonella typhimurium Incolor (negativo)
Fenilalanina desaminase Proteus mirabilis Cor verde (adicionar FeCl3 a 10%)
Escherichia coli Auséncia de cor verde (negativo)
Agar Salmonella-Shigella Salmonella typhimurium Colbnias incolores, centro negro
Escherichia coli Sem crescimento
Voges-Proskauer Klebsiella pneumoniae Cor vermelha (adicionar reativos)
Escherichia coli Néao desenvolve cor (negativo)
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I-'\gar xilose-lisina-dextrose Espécies de Salmonella Colonias vermelhas (lisina-
(XLD) positivas)
Escherichia coli Colonias amarelas (positiva para
agucares)
Espécies de Shigella Coldnia transparentes (negativo)

Matérias-primas (formulagdes comerciais desidratadas e constituintes indi-
viduais) devem ser armazenadas sob condi¢des apropriadas, em ambiente
frio, seco, protegido da luz e em recipientes hermeticamente fechados, espe-
cialmente aqueles com meios desidratados. Meios que apresentem qualquer
tipo de alteracao de cor ou aspecto nao podem ser usados. A dgua utilizada
na preparacao dos meios pode ser destilada, deionizada, ou produzida por
osmose reversa, livre de substancias bactericidas, inibidoras ou interferentes.

A validade dos meios preparados, mantidos nas condi¢des definidas de ar-
mazenamento, deve ser determinada e controlada.

Meios prontos para uso

Para meios comprados prontos para uso, o laboratério deve ter registros de
gue cada lote tenha sido testado quanto a esterilidade, a capacidade de fa-
vorecer o crescimento dos organismos pretendidos e a reatividade bioqui-
mica, antes ou coincidentemente ao inicio do uso.

E obrigacdo do fabricante fornecer as especificacdes de qualidade do seu
produto, incluindo:

- Nome dos meios e lista dos ingredientes, incluindo quaisquer suplemen-
tos.

- Prazo de validade e critérios de aceitacao aplicados.

- Condigbes de armazenamento.

- Frequéncia de amostragem.

- Verificagao da esterilidade.

- Verificagdo de crescimento dos micro-organismos de controle-alvo e ndo-
-alvo (com suas referéncias da colecao de cultura) e Critérios de aceitacao.

- Verificag0es fisicas e critérios de aceitacao aplicados.

- Data de edicao da especificacao.

Lotes de meios devem ser identificaveis, sendo acompanhados pela evidén-

cia de que satisfazem a especificacao de qualidade. O laboratério devera se

certificar de que o fabricante notificara quaisquer alteracdes na especifica-

¢ao da qualidade do produto.
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Corantes

Todos os procedimentos de coloracao sao controlados, com seu desempe-
nho registrado pelo menos semanalmente e para cada novo lote ou partida
de corante em uso, com organismos de referéncia sabidamente gram-posi-
tivos e gram-negativos. Outras coloracdes que nao a de Gram (coloragdes
nao-imunofluorescentes e nao-imunoldgicas) sao testadas com o uso de
controles positivos e negativos para a reatividade pretendida a cada dia de
uso e a cada novo lote ou partida recebida.

Controles positivos e negativos sao processados em todas as coloragdes es-
peciais para bactérias. As coloragdes sao verificadas a cada dia de uso ou
pelo menos semanalmente (o que for mais adequado) para a reatividade
pretendida de modo a garantir o desempenho consistente da coloragao. Da
mesma forma, controles positivos e negativos sdo processados a cada vez
em que se utilizam coloragdes fluorescentes.

Reagentes e controles

Para cada novo lote de reagentes para testes qualitativos, a minima verifica-
¢ao cruzada inclui a andlise de uma amostra sabidamente positiva e de uma
amostra sabidamente negativa. E preferivel que essas validacdes sejam rea-
lizadas utilizando-se amostras de pacientes que tenham sido testados ante-
riormente, ou que possam ser testadas simultaneamente com o lote anterior.
Em alguns casos as comparacdes entre lotes podem apresentar dificuldades
praticas, como por exemplo para a pesquisa direta de Shigella nas fezes, uma
vez que amostra é instavel e os positivos sao raros. Em situagdes em que a
maior parte das amostras ou organismos provenientes de pacientes reage
muito intensamente ao teste de interesse pode ser preferivel usar contro-
les bem caracterizados, fracamente positivos, para validar a sensibilidade do
novo lote de reagentes.

Controles positivos e negativos sao testados e registrados para cada novo
lote, novo lote ou nova partida recebida dos seguintes testes: reagentes para
catalase, coagulase, oxidase; discos para bacitracina, optoquina, ONPG, X,V e
XV; e sistemas de identificacao. Controles positivos e negativos também sao
testados e registrados para cada novo lote recebido de anti-soros (exceto
Salmonella e Shigella que sao testados quando preparados ou abertos e a
partir dai uma vez a cada seis meses). Da mesma forma, controles positivos e
negativos para beta-lactamase (que nao cefinase) sao testados e registrados
a cada dia de uso. Por outro lado, no caso da cefinase, hd necessidade de
testar apenas a cada novo lote.
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Tiras de azul de metileno, culturas de organismos anaerdbicos fastidiosos ou
outros procedimentos adequados sdao usados para a verificacao da anaero-
biose nos sistemas como jarras, camaras e sacos para anaerobiose.

Antibiograma

Falhas na deteccao do padrao de resisténcia podem estar relacionadas a di-
versos fatores, tais como: ma qualidade do meio de cultura, disco com baixa
concentracao de antimicrobiano, problemas no procedimento, inéculo com
concentracao de micro-organismos fora do preconizado, tempo e tempera-
tura de incubacgao inapropriados.

A poténcia dos discos para antibiograma é verificada por meio de testes
utilizando organismos de referéncia cujos padrées de susceptibilidade sao
conhecidos. Limites de tolerancia para a poténcia dos antimicrobianos (in-
tervalo dos halos) sao estabelecidos, sempre que possivel de acordo com o
CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute, antigo NCCLS).

As cepas de referéncia tém um nimero maximo de geracdes ao qual podem
ser submetidos, sao cinco passagens a partir da cepa de referéncia original.
O numero indefinido de passagens pode comprometer principalmente a pu-
reza da cultura e as caracteristicas fenotipicas de algumas bactérias. As cepas
de controle da qualidade devem ser testadas usando os mesmos materiais e
métodos empregados para testes de isolados clinicos.

A frequéncia dos testes de controle interno deve ser no minimo mensal. En-
tretanto, publicacdes recentes da Anvisa, em seu projeto de “Monitoramen-
to e Prevencao da Resisténcia Microbiana em Servicos de Saude”, e do CLSI
preconizam testes semanais. Essas recomendacbes devem ser seguidas se a
estrutura ou a capacidade do laboratorio permitir.

A introducao do programa de controle interno da qualidade inicia-se com
a realizacao de testes didrios, passando, em fase posterior, para a realizacao
mensal dos testes.

- Teste diario - Testar todas as cepas de controle pertinentes durante cinco
dias consecutivos e documentar os resultados. Para passar a realizacao
dos testes de didria para mensal, nenhuma das cinco leituras de halos,
para cada combinacao de agente/antimicrobiano, pode estar fora dos li-
mites aceitaveis.

- Teste mensal - Testar todas as cepas de CIQ no minimo mensalmente e
sempre que qualquer novo reagente do teste for utilizado (ex.: um novo
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lote de meio de cultura, um novo lote de discos ou outro fabricante de
insumos).

E obrigatorio que a realizacdo dos testes de controle da qualidade seja do-
cumentada, anotando-se os niumeros dos lotes, meios de cultura, reagentes,
discos de antibioticos testados nas respectivas datas. Caso algum resultado
do teste mensal de controle da qualidade encontrar-se fora da faixa aceita-
vel, faz-se necessario implantar agao corretiva.

Sempre que um novo agente antimicrobiano for acrescentado ou houver
mudancas importantes no método de leitura dos resultados dos testes, estes
devem ser realizados por cinco dias consecutivos e documentados, antes de
se passar para uma frequéncia mensal.

O controle da acuracia dos testes realizados deve ser feito utilizando-se as
cepas de referéncia para o género ou espécie do micro-organismo ou classe
de antimicrobiano que esta sendo testado. Serao testados os antimicrobia-
nos que fazem parte do antibiograma utilizado na rotina do laboratério. Por
exemplo: se o laboratério testa para Enterococcus spp. ampicilina, ciproflo-
xacina, clorafenicol, teicoplanina, vancomicina, quinupristin/dalfopristin, es-
tes mesmos antimicrobianos serdo testados com a cepa referéncia S. aureus
ATCC 25923 para avaliar a qualidade da prova realizada, e os halos encon-
trados serao comparados com os valores de referéncia. Os limites aceitaveis
para os halos encontrados para as cepas de referéncias e os diversos antimi-
crobianos sao descritos no documento M100-516/CLSI ou norma substituta.

E recomendavel que o laboratério de microbiologia hospitalar estabeleca in-
tercambios com a equipe médica (CCIH) e a farmacia para desenvolver uma
lista de antibioticos a ser reportada no laudo para os diferentes organismos
isolados de diferentes locais. Essa lista é baseada nas diretrizes do CLSI, nas
tabelas de rotina (Grupo A) e seletiva (Grupo B). Limitacbes ao niumero de
antimicrobianos reportados, chamada de “laudo em cascata’, em geral signi-
fica reportar ndo mais do que 4 agentes potenciais aos quais, pelo menos em
uma instancia, o organismo é susceptivel. O laudo seletivo ajuda a melhorar
a relevancia clinica e ajuda a minimizar a selecao de cepas multirresisten-
tes e a evitar o abuso de agentes de amplo espectro. O laboratério pode,
igualmente, reportar apenas os agentes antimicrobianos efetivos no local do
isolamento, havendo documentacao da padronizacao adotada. Os laboraté-
rios hospitalares devem participar da CCIH de forma a manter e reportar ao
corpo clinico relatérios cumulativos do perfil de susceptibilidade antimicro-
biana, pelo menos anualmente.
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Resultados aceitaveis derivados dos testes das cepas controle nao garantem
resultados acurados dos isolados de pacientes. Quando forem observados
resultados incomuns ou inconsistentes de isolados de pacientes, os resulta-
dos sao analisados criticamente para a garantia da sua acuracia. Recomen-
da-se inicialmente verificar a pureza da cultura e confirmar a identificacao
usando procedimentos alternativos (se disponiveis), principalmente quando
observa-se:

- Escherichia coli resistente ao imipenem;

- Klebsiella spp. suscetivel a ampicilina;

- Proteus mirabilis resistante a ampicilina;

- Staphylococcus aureus resistante a vancomicina.

Procedimentos analiticos
Os itens a seguir definem padrdes minimos para a rotina. Isso ndo impede
o uso de culturas de triagem (estudos limitados) e ndo implica que todas as
culturas de rotina exijam meios especiais, mas sim que estes estejam dispo-
niveis quando necessarios.

Culturas de material proveniente do trato respiratdrio

Inicialmente, sugere-se a realizagao rotineira de um esfregaco corado pelo
Gram em todos os escarros expectorados para determinar a aceitabilidade
da amostra para a cultura e a abrangéncia das pesquisas a serem realizadas.
As amostras inaceitdveis nao devem ser processadas, e/ou o médico assis-
tente deve ser notificado para que seja providenciada uma amostra adequa-
da de imediato.

Potenciais patdgenos podem fazer parte da flora oral dos pacientes e pode
nao ser necessaria identificacao e realizacao de antibiogramas, quando hou-
ver evidéncias de contaminagao grosseira do escarro com saliva. Deve-se
tentar estabelecer uma correlacao entre os resultados das culturas com os
resultados da coloracao de Gram e, quando possivel, com informacdes clini-
cas obtidas junto ao médico assistente quanto a evidéncias de uma possivel
pneumonia.

Os procedimentos de rotina para a cultura de amostras aceitaveis de escarro
permitem o isolamento de pneumococos, Staphylococcus aureus, Pseudomo-
nas aeruginosa, e Enterobacteriaceae.

Culturas de Urina
O padrao minimo para a avaliagao das culturas de urina inclui uma estimati-
va do numero de organismos isolados e sua classificagao em Gram-positivos
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ou Gram-negativos. As culturas quantitativas (contagem de col6nias) devem
ser realizadas rotineiramente, utilizando-se meios e procedimentos adequa-
dos ao isolamento e a identificacdo tanto de Gram-positivos como de Gram-
-negativos.

Culturas de Material Ginecolégico
A triagem para Streptococcus Grupo B em mulheres gravidas é feita de acor-
do com as diretrizes atuais, que recomendam a triagem universal para colo-
nizacao vaginal e retal por estreptococos do Grupo B para todas as mulheres
gestantes entre a 35-372 semanas.

Coproculturas

Os procedimentos de rotina para o processamento de amostras quanto a
patdgenos devem permitir o isolamento e a identificacdo de patégenos en-
téricos relevantes em pacientes com diarréia.

Culturas de Liquor

Amostras de liquor para cultura necessitam ser processadas imediatamente
apods seu recebimento no laboratério. Esfregacos para coloracao de Gram
sao preparados de rotina, e os resultados positivos sao liberados de acordo
com a politica de comunicacao de resultados potencialmente criticos. Os ti-
pos de meios inoculados e os métodos de incubacao devem garantir a re-
cuperacao de patégenos comuns e exigentes como a Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae e o Haemophilus influenzae.

Quando se utiliza métodos de pesquisa de antigenos, culturas de seguranca
sao realizadas, tanto para amostras positivas como para amostras negativas.

Hemoculturas

O volume de sangue coletado deve obedecer as especificagdes do fabrican-
te dos frascos de hemocultura. Os sistemas de uso na rotina para a realiza-
¢ao de hemoculturas permitem o isolamento e a identificacao de aerébios e,
quando indicado, de anaerdbios. Todas as culturas negativas macroscopica-
mente sao verificadas por meio de coloracao de Gram ou de subcultivo ae-
rébico, em algum momento, antes de serem liberadas como negativas, lem-
brando que hemoculturas automatizadas nao necessitam dessa conferéncia
adicional desde que tenham sido monitorizadas por pelo menos 5 dias.

As hemoculturas positivas sao liberadas de acordo com a politica de comu-
nicacao de resultados potencialmente criticos.
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Culturas de material de feridas

Para as feridas profundas, os procedimentos minimos permitem a recupera-
¢ao e a identificacdo de organismos aerébios e moderadamente anaerdbios.
Esfregacos diretos corados pelo Gram sdao preparados e examinados de ro-
tina. Os procedimentos para a coleta e o manejo de amostras de feridas sao
capazes de recuperar organismos anaerobios, quando indicado e em mate-
rial coletado adequadamente

Micobacteriologia

Meios de cultura

Da mesma forma que na bacteriologia uma amostra adequada de cada meio
e aditivo preparados pelo laboratério é verificada com relacao a esterilida-
de (caso sejam adicionados aditivos ap0s a esterilizagado inicial), capacidade
de favorecer o crescimento (quando aplicavel) por meio de cultivo de cepas
controle ou de testes em paralelo com lotes anteriores e reatividade bioqui-
mica (quando adequado). Meios micobacteriologicos deteriorados sao des-
cartados.

Coloragéao

As coloragbes para bactérias alcool acido resistentes sao controladas a cada
dia de uso por meio de cepas controle adequadas e os resultados registrados.
As coloracgoes fluorescentes sdo verificadas com o uso de controles positivos
e negativos a cada dia e os resultados sao registrados. Resultados positivos
na pesquisa para micobacterias sao liberados de acordo com a politica de
comunicagao de resultados criticos.

Procedimentos

- Concentracdo, inoculacao e incubagéo
Amostras potencialmente contaminadas com outros micro-organismos
(ex. escarro, lavado brénquico) quando submetidas a cultura para mico-
bactérias sao descontaminadas e concentradas. A coloracao para B.A.A.R.
é realizada em laminas preparadas do material antes e apds a concentra-
¢ao. Havendo uma quantidade adequada de material, o laboratério ino-
cula as amostras (que nao sangue) em meio apropriado.

- Culturas e identificag¢do
Caso o laboratério ofereca a identificagdo completa é necessaria uma va-
riedade de testes diferenciais suficientes para a diferenciacao acurada dos
diferentes tipos de micobactérias. Controles positivos e negativos sao tes-
tados rotineiramente e seus resultados registrados.

39




Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

40

2.6.5

Micologia

Meios de cultura

Assim como na bacteriologia e na micobacteriologia, todos os meios sao ve-
rificados quanto a esterilidade (se forem adicionados aditivos apés a esteri-
lizacdo), quanto a capacidade de favorecer o crescimento e quanto a reativi-
dade bioquimica (quando aplicavel) por meios de cepas controle ou testes
em paralelo contra lotes anteriores.

Coloragées

Todos os procedimentos de coloragao sao verificados e seus resultados regis-
trados para cada novo lote de corante preparado, e pelo menos diariamen-
te, contra cepas controle sabidamente positivas e negativas. Controle para
preparacdes de KOH nao sdo necessarios. Controles para o lactofenol-azul
de algodao ndo precisam ser feitos a cada dia de uso, mas devem ser feitos a
cada novo ou preparado. Para certas coloragdes, como Prata Metenamina de
Gomori e Giemsa, a propria lamina serve de controle negativo.

Procedimentos e testes

O principio da garantia da qualidade dos procedimentos analiticos em mico-
logia baseia-se no uso de meios e condicdes de cultura variados o suficiente
para permitir o isolamento de patdgenos significativos, com a menor inter-
feréncia possivel de contaminantes.

Os procedimentos preliminares, de triagem tais como KOH 10%, tinta da Chi-
na ou Giemsa estao disponiveis e sao realizados quando indicado. Os proce-
dimentos de isolamento e identificacao incluem a triagem preliminar pelo
exame de preparag¢Oes diretas ou coradas, pelo uso de meios seletivos para
dermatofitos e fungos sistémicos e pelo uso de meios contendo agentes an-
timicrobianos.

Meios adicionais ou diferentes sdo usados para a cultura de dermatofitos e/
ou fungos sistémicos. Meios contendo agentes antimicrobianos sao usados,
quando indicado, para a supressao do crescimento de bactérias, embora al-
guns agentes antimicrobianos possam inibir algumas leveduras ou a fase le-
vedurifome de organismos dimorficos. As temperaturas de incubacdo para
o crescimento e o isolamento de dermatofitos e de fungos sistémicos devem
estar definidas e seguidas rigorosamente. Quando as culturas sao deixadas
a temperatura ambiente (22-26°C), esta deve controlada, verificada e regis-
trada a cada dia.
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Processos Automatizados

E obrigatério o controle e registro dos lotes e validade dos insumos em uso.
No caso da utilizagao de turbidimetro, deve-se calibrar e registrar a transmi-
tancia diariamente.

Os requisitos minimos para controle de qualidade em processos automatiza-
dos sdo os que se seguem:

Cepas de referéncia recomendadas para testes de identifica¢éo
Recomenda-se testar no minimo uma cepa de referéncia por painel.

— Para painéis de Gram-negativos:
E. coli 25922 (qualidade da prova).
P. mirabilis 7002 (qualidade da prova de identificacao de bacilos Gram-
-negativo).
K. pneumoniae 13883 (qualidade da prova de identificacdo de bacilos
Gram-negativo).
— Para painéis de Gram-positivos:
« S.aureus 29213 (qualidade da prova de identificacao de bacilos Gram-
-positivo).
« E.faecalis 29212 (qualidade da prova de identificacao de bacilos Gram-
-positivo).
— Para painéis de Leveduras:
« C. albicans 14053 (qualidade da prova de identificacao de leveduras).

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 (concentracao de cations e pH com aminoglicosi-
deos).
« E. faecalis 29212 (quantidade de timina-timidina com SXT).
+ K. pneumoniae 700603 (ESBL).
« K. pneumoniae BAA - 1705 (Controle positivo para carbapenemase)
« K. pneumoniae BAA - 1706 (Controle negativo para carbapenemase)
- 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.coli35218 (para inibidores de (3 lactamase).
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2.6.7

Validagao
- Protocolo de controle da qualidade didrio
« Prova diaria por 5 dias
« Sem erro, seguir com o controle periédico.
« >1de cada 5 ensaios apresentarem erro, tomar agoes corretivas:
erros 6bvios: testar novamente no mesmo dia e, se o resultado for
o esperado, continuar com as provas diarias.
erros nao obvios: 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 peridédico
+ Recomenda-se realizar os controles a cada més, utilizando as listas de
cepas de referéncia acima mencionadas. Também deve ser realizado
um controle a cada troca de lote do painel. Se os testes mensais apre-
sentarem erros, tomar agoes corretivas e retornar aos testes diarios.

Testes de Proficiéncia

E obrigatéria a participacdo em um programa de proficiéncia em ensaios la-
boratoriais. Para as analises nao cobertas por programa de proficiéncia, o
laboratério deve dispor de um sistema alternativo documentado para ava-
liacao da confiabilidade dos resultados. A utilizacdao do controle alternativo
baseia-se em grande parte em documentos do CLSI no caso o GP29-A, que
estabelece que inicialmente o laboratério tem que identificar os testes nao
cobertos pelos programas de proficiéncia e desenvolver uma alternativa de
controle. Uma vez definido como sera feito esse controle, documenta-lo, es-
tabelecer limites de aceitacado e definir a frequéncia de utilizacao.

Na pratica, o uso de controles alternativos permitem uma estimativa da exa-
tidao dos resultados liberados na rotina e permite que o laboratério atenda
aos requisitos dos programas de gestao de qualidade. Entretanto, é uma pra-
tica dificil de gerenciar e de estabelecer os limites de aceitagcao dos resulta-
dos. Assim, o controle de qualidade alternativo nao pode ser encarado como
um substituto dos testes de proficiéncia, mas sim como uma alternativa pos-
sivel na indisponibilidade dos ensaios de proficiéncia.

2.7 Fase pos-analitica

2.7.1

Conferéncia

Todo laboratério necessita de um sistema documentado para detectar e cor-
rigir erros significativos de transcricao que poderiam afetar a conduta clinica.
Uma alternativa é a revisao e conferéncia dos resultados finais por um indivi-
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duo qualificado para tal, antes da liberacao final dos resultados, uma vez que a
maioria dos resultados nao sao interfaceados e sim digitados manualmente. O
sistema de informatica pode dispor de alertas, na etapa de digitacao, para re-
sultados improvaveis ou absurdos. Cada laboratério define quais os resultados
que serao reportados imediatamente ao médico responsavel pelo paciente.

Liberacao dos laudos e notificacao de resultados criticos

O laboratério deve possuir politicas e instru¢des escritas para a emissao de
laudos que contemplem as situacdes de rotina, os plantdes e as urgéncias.
Essas instrucoes incluem quem pode liberar os resultados e para quem, con-
templando também a liberacao de resultados verbais e de laudos provisé-
rios, quando aplicavel e necessario.

E necessario que os resultados das culturas sejam reportados o mais rapi-
damente possivel, dispondo-se de critérios documentados para notificacao
imediata ao médico ou responsavel de resultados potencialmente criticos
que possam implicar a necessidade de atuacao médica imediata. As comuni-
cagoes verbais e os laudos provisérios sao registrados e identificados como
tal, gerando-se laudos definitivos adequados no menor intervalo possivel.
Essa atividade deve ser devidamente registrada, mesmo quando o conta-
to nao for conseguido. Esses registros incluem o resultado potencialmente
critico, a data e hordrio da notificacdo, o responsavel pela comunicacao e a
pessoa notificada ou ainda a impossibilidade de comunicacdao e motivo.
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