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Preficio

A SOCIEDADE BRASILEIRA de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial
(SBPC/ML) mais uma vez tem a grande alegria de apresentar este projeto edi-
torial, intitulado Recomendacoes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/
Medicina Laboratorial (SBPC/ML): Boas Prdticas em Microbiologia Clinica,
lang¢ado durante o 48° Congresso Brasileiro de Patologia Clinica/Medicina
Laboratorial, na cidade do Rio de Janeiro, Centro de Conveng¢des Sul América,
de 9 a 12 de setembro de 2014.

A SBPC/ML cumpre novamente sua missao de difundir os conhecimentos das
boas praticas no laboratério clinico e deixa aqui a sua colaboragdo no processo
de educagio e desenvolvimento dos profissionais atuantes no ambiente laborato-
rial, bem como nas institui¢des de ensino que vém utilizando os diversos livros
publicados pela SBPC/ML no processo de formagdo dos futuros profissionais.

Assim, estamos orgulhosos em auxiliar os laboratérios clinicos no processo
de melhoria da qualidade do servigo prestado e, por consequéncia, na garantia
da seguranga do paciente.

Este livro ndo tem a pretensao de esgotar o tema proposto. Comentarios,
sugestoes e criticas sdo muito bem-vindos e, certamente, serao incorporados
nas futuras revisoes.

Agradeco aos organizadores(as) e aos autores(as) pela dedicagdo e empenho
no desenvolvimento de mais este documento de recomendacdes.
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Néo poderia deixar de registrar um especial agradecimento as empresas
parceiras que tornaram realidade mais este magnifico projeto da SBPC/ML:

« BD

« bioMeriéux

» Roche Diagnostica Brasil Ltda.

« Plast Labor

« Probac do Brasil

Deixo aqui um abraco a vocé, associado da SBPC/ML.

Boa leitura!

Paula Fernandes Tavora
Presidente da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Labora-
torial (SBPC/ML) - Biénio 2014/2015
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1. Area fisica do laboratério de microbiologia e legislacio

vigente

INTRODUGCAO
O gestor de um laboratério de microbiologia, como o de qualquer laboratoério,
tem como fungoes:

+ Garantir a qualidade efetiva dos processos pré-analiticos, analiticos e pds-
-analiticos.

« Tangibilizar a qualidade dos seus servigos para os clientes finais.

« Garantir custo-efetividade do sistema de qualidade do laboratoério.

« Obter a conformidade legal junto aos 6rgaos reguladores.

Portanto, para a obteng¢do da conformidade legal, o gestor tem de atender aos
requisitos que determinam as resolugdes, normas, diretrizes e outros docu-
mentos de regulagdo para que o laboratdrio consiga a habilitagao para seu fun-
cionamento. Sendo o laboratério de microbiologia um servigo de saude, esta
sujeito a regulamentagdo dessa drea. Esses documentos geralmente estabelecem
os requisitos gerais para qualquer tipo de laboratoério, seja de nivel nacional,
estadual ou municipal, mas, dependendo do escopo do servico, existem nor-
matizagoes especificas.

DEFINICOES IMPORTANTES

1. Resolugdo da Diretoria Colegiada, também conhecida como RDC:r, é um
decreto. Uma ordem emanada de uma autoridade superior ou 6rgao, conten-
do as diretrizes e normas regulamentadoras. E o poder do Estado que, nos
moldes da constitui¢ao de um pais, possui a atribuigao de governar o povo e



administrar os interesses publicos, cumprindo fielmente as ordenagdes legais.
Exemplo: Resolu¢ao - RDC/Anvisa n. 302, de 13 de outubro de 2005, que dis-
poe sobre regulamento técnico para funcionamento de laboratérios clinicos.

2. Portaria: documento de ato administrativo de qualquer autoridade publica
que contém ordens, instrugdes acerca da aplicagdo de leis ou regulamentos,
recomendacdes de carater geral e normas sobre a execugdo de servigos, a
fim de esclarecer ou informar sobre atos ou eventos realizados internamen-
te em 6rgao publico. Exemplos: Portaria n. 485, de 11 de novembro de 2005,
que aprova a NR 32. Portaria n. 29, de 17 de dezembro de 2013, que aprova
o manual técnico para o diagnéstico da infec¢do pelo HIV em adultos e
criangas e da outras providéncias.

3. Norma regulamentadora (NR): regulamenta e fornece orientagdes sobre pro-
cedimentos obrigatorios relacionados a seguranca e a medicina do trabalho.
Exemplo: NR 32, que tem por finalidade estabelecer as diretrizes basicas para
a implementa¢ao de medidas de protecao a seguranca e a saude dos traba-
lhadores dos servigos de saide, bem como daqueles que exercem atividades
de promogao e assisténcia a saude em geral.

4. Norma técnica: ou norma padrao, ¢ um documento, normalmente produzido
por um orgao oficial acreditado para tal, que estabelece regras, diretrizes ou ca-
racteristicas acerca de um material, produto, processo ou servico. A obediéncia
a uma norma técnica, como as normas ISO ou ABNT, quando ndo referendada
por uma norma juridica, ndo ¢ obrigatoria. A Associagio Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT) é o 6rgao responsavel pela normalizagdo técnica no Brasil.

5. Nota técnica: procedimentos a serem adotados na realizagdo dos critérios
de indicacio, inclusdo e exclusdao de produtos. Exemplo: Nota técnica n.
01/2013, medidas de prevengio e controle de infec¢des por enterobactérias
multirresistentes.

6. Diretrizes: conjunto de instru¢des ou indicagdes para se tratar e levar a ter-
mo uma agao, um plano, um negocio, etc., definidas por meio de um con-
senso de profissionais com expertise no assunto.

ESCOPO DO LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Na tentativa de habilitar um servigo para seu funcionamento, seja ele qual for,
a primeira coisa a ser feita é a definicdo do escopo de trabalho. O escopo de
um laboratério de microbiologia pode ser muito amplo e composto por um ou
mais testes, como:



1. Teste de esterilidade.

2. Ensaios microbiolégicos para detecgao, isolamento, enumeracao e identifica-
¢do de micro-organismos (bactérias, virus, parasitas, leveduras e fungos fila-
mentosos) em espécimes clinicos, produtos, superficies, vestuario e ambiente.

3. Testes de antigenos, toxinas e endotoxinas em diferentes materiais (p.ex.,
urina, liquido cefalorraquidiano, liquidos orgénicos, soro, fezes, matérias-

-primas, dgua, etc.).

4. Avaliagao de suscetibilidade a antimicrobianos, antifingicos ou quimiote-
rapicos.

5. Ensaio utilizando micro-organismos como parte do sistema-teste.

6. Testes moleculares.

7. Agentes geneticamente modificados.

REQUISITOS PARA FUNCIONAMENTO

O segundo passo para habilitacao é providenciar o registro da empresa na pre-
feitura para requerer o alvard municipal de funcionamento e o alvara sanita-
rio. E importante lembrar que essa documentacio deve ser solicitada junto a
prefeitura do municipio em que esta localizado o imével da empresa. Para o
licenciamento, existem vérios requisitos e documentag¢des; inicialmente, é ne-
cessaria a obtenc¢do do Alvarad de Aprovacido de Edificagdo nova ou de reforma;
depois, o Alvara de Execu¢ao de Edificacdo nova ou de reforma, etc., junto a
prefeitura, por meio do Licenciamento de Construgao (SLC).

Sao exigidos também comprovacao de dedetizagao, licenciamento junto ao
6rgao de meio ambiente do municipio, perante apresentagdo de Plano de Ge-
renciamento de Residuos de Servigo de Saude (PGRSS), registro no 6rgao de
classe, documentos e programas das areas trabalhista e previdenciaria, como
Programa de Controle Médico e Satide Ocupacional (PCMSO) e Programa de
Prevengdo de Riscos Ambientais (PPRA), além da comprovagao de conformi-
dade com a RDC n. 302, de 13 de outubro de 2005.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa),
considerando a necessidade de normalizacdo do funcionamento do labora-
torio clinico e posto de coleta laboratorial, e a relevancia da qualidade dos
exames laboratoriais para apoio ao diagnéstico eficaz, adotou a RDC n. 302,
que ¢ um regulamento técnico para funcionamento dos servigos que realizam
atividades laboratoriais, como laboratério clinico e posto de coleta laborato-
rial, e estabelece que a construgéo, reforma ou adaptagdo na estrutura fisica do
laboratdrio clinico e posto de coleta laboratorial deve ser precedida de apro-



vagdo do projeto junto a autoridade sanitaria local, em conformidade com a
RDC/Anvisa n. 50, de 21 de fevereiro de 2002, e RDC/Anvisa n. 189, de 18 de
julho de 2003, suas atualizagdes ou instrumento legal que venha a substitui-
-las. Define também que as Secretarias de Saude Estaduais, Municipais e do
Distrito Federal devem implementar os procedimentos para adogao do regula-
mento técnico estabelecido por essa RDC, podendo adotar normas de carater
suplementar, com a finalidade de adequa-lo as especificidades locais. Deve-se
lembrar que essa resolugao regulamenta todos os servigos de satde e, portanto,
também o laboratério de microbiologia.

Essa resolugdo define as condigoes gerais de funcionamento, bem como os
requisitos relacionados:

1. Consideragdes gerais:

a.Organizacao da empresa, considerando desde o alvara de funcionamento
até as fungdes da direcdo e do responsavel técnico.

b. Gestdo de recursos humanos, equipamentos, produtos para diagndstico
in vitro, biosseguranca, limpeza, desinfecgdo e esterilizagao, e descarte de
residuos e rejeitos.

Obs.: quanto ao descarte de residuos, deve-se cumprir o estabelecido pela
RDC n. 306.
2. Processos operacionais das fases pré-analitica, analitica e pds-analitica dos
exames.
3. Registros.
4. Garantia da qualidade.
5. Controle de qualidade.

Embora seja destinado principalmente a laboratdrios clinicos, ha necessidade
de adequagao para laboratérios que realizam ensaios microbioldgicos em ali-
mentos e amostras ambientais.

A RDC n. 302, que regulamenta os laboratérios clinicos, estabelece que a
construgdo, reforma ou adaptagdo na estrutura fisica do laboratdrio clinico e
posto de coleta laboratorial deve ser precedida de aprova¢ao do projeto junto
a autoridade sanitaria local, em conformidade com a RDC/Anvisa n. 50, de 21
de fevereiro de 2002, e RDC/Anvisa n. 189, de 18 de julho de 2003, suas atua-
lizagdes ou instrumento legal que venha a substitui-las.

A RDC/Anvisa n. 50 dispde sobre o regulamento técnico para planejamento,
programacao, elaboragao e avaliacao de projetos fisicos de estabelecimentos



assistenciais de satide, em todo o territorio nacional, na area publica e privada,
compreendendo:

a. As constru¢des novas de estabelecimentos assistenciais de saude de todo o
pais.

b. As dreas a serem ampliadas de estabelecimentos assistenciais de saude ja
existentes.

c. As reformas de estabelecimentos assistenciais de satude ja existentes e os an-
teriormente ndo destinados a estabelecimentos de satde.

Todos os projetos de estabelecimentos assistenciais de saude (EAS) devem,
obrigatoriamente, ser elaborados em conformidade com as disposigoes dessa
norma. Embora exista uma hierarquia entre as trés esferas, o autor ou avaliador
do projeto deve considerar a prescri¢ao mais exigente, que eventualmente pode
ndo ser a do 6rgdo de hierarquia superior.

A RDC n. 50 adota varias outras normas como complementares, por exemplo:

+ NBR 6.492 - representacao de projetos de arquitetura.

« NBR 13.532 - elaboragio de projetos de edificagdes — arquitetura.

« NBR 14.100 - protegdo contra incéndio — simbolos graficos para projetos
e outras.

Ela define a terminologia que deve ser utilizada na apresentagdo da proposta
do projeto para avaliagdo e aprovacdo. Estabelece que os projetos para a cons-
trugdo, complementagao, reforma ou ampliagao de uma edificagdo ou conjun-
to de edificagdes serdo desenvolvidos, basicamente, em trés etapas:

+ Estudo preliminar, em que ha escolha da solu¢do que melhor responda ao
programa de necessidades, de acordo com os aspectos legais, técnicos, eco-
ndmicos e ambiental do empreendimento.

+ Projeto basico, que deve demonstrar a viabilidade técnica da edifica¢ao a
partir do programa de necessidades e do estudo preliminar desenvolvidos
anteriormente, possibilitar a avaliacdo do custo dos servigos e obras, bem
como permitir a defini¢do dos métodos construtivos e prazos de execugdo
do empreendimento. Serdo solucionadas as interferéncias entre os sistemas e
componentes da edificagdo. O projeto basico de arquitetura (PBA) é composto
da representagdo grafica e relatorio técnico, conforme exigéncia da RDC.



+ Projeto executivo, que deve apresentar todos os elementos necessarios a rea-
lizagao do empreendimento, detalhando todas as interfaces dos sistemas e
seus componentes. Também deve constar do projeto executivo, se solicitado
pelo contratante e previsto em contrato, o orgamento analitico da obra e o
cronograma fisico-financeiro.

A RDCn. 307, de 14 de novembro de 2002, altera a RDC n. 50, de 21 de fevereiro
de 2002, que dispde sobre o Regulamento Técnico para planejamento, programa-
¢do, elaboragao e avaliagdo de projetos fisicos de estabelecimentos assistenciais
de saude, principalmente em areas nas quais ha assisténcia de pacientes.

O desenvolvimento consecutivo dessas etapas tem como ponto de partida
o programa de necessidades (fisico-funcional) do estabelecimento assistencial
de satde (EAS), no qual devem estar definidas as caracteristicas dos ambientes
necessarias ao desenvolvimento das atividades previstas na edificagéo.

E importante enfatizar que:

a. S6 serao analisados pelas vigilancias sanitarias estaduais ou municipais os pro-
jetos elaborados por técnicos ou firmas legalmente habilitados pelo Conselho
Regional de Engenharia, Arquitetura e Agronomia (CREA) local, que devem
assinar todas as pegas graficas dos projetos respectivos, mencionando o nimero
do CREA, e providenciar sempre a anotagao de responsabilidade técnica (ART),
correspondente e recolhida na jurisdigao em que for elaborado o projeto.

b. Os desenhos e documentos a serem elaborados devem respeitar a NBR 6.492
e também os requisitos de padronizagdo e unificagdo da apresentagio, por
exemplo, o formato das folhas de desenho, a apresentacédo grafica do desenho.

Para a execug¢do de qualquer obra nova, de reforma ou de amplia¢ao de EAS,
ou seja, um laboratorio clinico geral ou especial, ¢ exigida a avaliagdo do pro-
jeto fisico em questao pela vigilancia sanitaria local (estadual ou municipal),
que licenciard a sua execugdo. A avaliagdo de projetos fisicos de EAS exige a
documentagao denominada PBA - representacdo grafica + relatdrio técnico,
baseados na NDC 50. Quando do término da execucdo da obra e da solicita-
¢do de licenga de funcionamento do estabelecimento, as vigilancias sanitarias
estaduais ou municipais fardo inspecio no local para verificar a conformidade
do construido com o projeto aprovado anteriormente e emitirdo um parecer
técnico final, aprovando ou ndo o funcionamento do servico.



Todo o projeto arquitetonico do laboratério de microbiologia deve ser baseado
em uma programacao fisico-funcional preestabelecida, em que estdo deter-
minadas as acdes a serem desenvolvidas e as metas a serem alcancadas, assim
como estao definidas as distintas tecnologias de operagao, delimitando no seu
conjunto a listagem de atribuigdes. Essas atribuigdes sio conjuntos de ativida-
des e subatividades especificas que correspondem a uma descri¢do sindptica
da organizagdo técnica do trabalho. Por exemplo, prestacao de atendimento
de apoio ao diagndstico e terapia a pacientes internos e externos, prestagao de
servigos de apoio técnico, isto é, atendimento direto a outras instituicdes em
func¢oes de apoio, etc.

Quanto a prestagao de atendimento de apoio ao diagnoéstico e a terapia, esta
referenciado na RDC n. 50, no item 4.1, que as atividades da patologia clinica
que podem ser extrapoladas para os laboratdrios de microbiologia, tanto assis-
tenciais como os de pesquisas, ou de atividades especiais, sdo:

« Coleta de material (no préprio laboratdrio ou descentralizada).

+ Triagem do material.

+ Analise e procedimentos laboratoriais de substancias ou materiais biologi-
cos com finalidade diagnostica e de pesquisa.

+ Preparo de reagentes/solugoes.

+ Desinfeccao do material analisado a ser descartado.

+ Lavagem e preparo do material utilizado.

+ Laudo das andlises realizadas.

O dimensionamento, a quantificacdo e as instalacdes prediais dos ambientes
estdo estritamente relacionados com as diversas atribuicdes e atividades dos
servicos. Portanto, ao se elaborar o programa arquiteténico de um laboratdrio,
¢ necessario, antes de elaborar o projeto. Devem-se descrever quais atividades
serdo realizadas, isto é, qual sera seu escopo, e assim identificar os ambientes
necessarios para a realizagdo dessas atividades. Nao é correto listar ambientes
sem saber antes que tipos de atividades serdo desenvolvidas no local. A norma
nao estabelece uma tipologia de edificios de saude, como laboratério geral, de
microbiologia ou de analise microbioldgica de agua para servigos de hemodia-
lise e edificio de pesquisa, mas trata genericamente todos esses edificios como
EAS, que devem se adequar as peculiaridades epidemiologicas, populacionais
e geograficas da regido em que estdo inseridos.



A existéncia ou nao de um determinado ambiente depende da execugdo ou
ndo da atividade correspondente. Entretanto, em alguns casos, o fato de deter-
minada atividade ser realizada nao garante a existéncia de ambiente especifico
para essa atividade, pois ela eventualmente pode ser executada junto com outra
atividade em um determinado ambiente. Os ambientes em cuja coluna-quantifi-
cagdo aparecem numerais ou formulas matematicas identificando a quantidade
ou medida minima sdo obrigatdrios, ou seja, quando a unidade existir, assim
como a atividade correspondente, esses ambientes obrigatoriamente devem estar
presentes. Os demais sdo optativos, dependendo do tipo do estabelecimento.

Se o laboratdrio faz atendimento ao paciente, ha necessidade de um ambiente
de apoio para seu acolhimento. Esse ambiente deve conter, levando sempre em
consideracdo a acessibilidade:

« Sala de espera para pacientes e acompanhantes.

« Area para registro de pacientes/marcagio.

« Sanitarios para pacientes e publico (masculino e feminino).
« Sanitdrios para pacientes.

« Sanitarios para funcionarios.

+ Depdsito de equipamentos e cadeiras de rodas.

+ Sala administrativa.

+ Copa para funcionarios.

» Dep0sito de material de limpeza (DML).

A RDC n. 50 define as normas na unidade funcional: 4 - Apoio ao diagnoéstico
e terapia, na area de Patologia Clinica:

a. Box de coleta de material: 1 para cada 15 coletas/hora, 1,5 m* por box. Um
dos boxes deve ser destinado a maca e com dimensao para tal. Estas sdo as
dimensoes para o box de coleta de secregdes, ja o box de coleta de urina deve
ter acoplado um banheiro exclusivo para o paciente em questao.

b. Sala para coleta de material, caso haja s6 um ambiente de coleta: 3,6 m>.

c. Area para classificacio e distribuicio de amostras: 3 m>.

d. Sala de preparo de reagentes: 3 m>.

e. Laboratorio de bacteriologia ou microbiologia, laboratério de micologia e
laboratério de virologia:

« AntecAmara de paramentagio.
+ Sala de manuseio de células.



f. Laboratdrio de biologia molecular:
« Sala de preparo de solu¢des: 9 m>.
« Sala de extracdo de acidos nucleicos: 8,5 m>.
« AntecAmara de paramentagio exclusiva para acesso a sala de PCR: 2,8 m>.
« Sala de PCR (amplificagio).
o Area de preparo de géis.
« Sala de revelagdo de géis in loco no laboratério ou nao: 4 m>.
g. Salas administrativas.
h. Deposito de equipamentos e materiais.
i. Deposito de material de limpeza.

Obs.: os laboratérios podem estar localizados em um unico saldo, separados
por areas e bancadas especificas, dependendo do nivel de biosseguranca e con-
di¢des ambientais necessarias para o controle de infec¢ao. De acordo com as
exigéncias dos procedimentos realizados em cada um dos laboratérios, pode
ou ndo ser necessdria a existéncia de sala exclusiva, inclusive com antecdmara,
como ¢ caso do laboratério de micobactérias/tuberculose.

As condigdes ambientais de controle de infec¢ao possuem dois componentes
técnicos indispensaveis e complementares:

« Componente em relacdo a pessoas, utensilios, roupas e residuos (RSS).

« Componente referente a uma série de elementos construtivos, como: padroes
de circulacdo, sistemas de transportes de materiais, equipamentos e residuos
solidos; sistemas de renovagdo e controle das correntes de ar, facilidades de
limpeza das superficies e materiais; e instalagdes para a implementagdo do
controle de infecgoes.

O papel da arquitetura na preven¢ao das infecgoes de servicos de saude, que
deve ser extrapolado para o laboratdrio de microbiologia, pode ser entendido
em seus aspectos de barreiras, protecdes, meios e recursos fisicos, funcionais
e operacionais, relacionados a pessoas, ambientes, circulagdes, praticas, equi-
pamentos, instalagdes, materiais, RSS e fluidos. Limitam-se a prevencao e o
controle de infecgao de origem interna ao EAS, no que se refere a agua, esgo-
to, roupa, residuos, alimentos, ar-condicionado, equipamento de esterilizacio,
destilador de agua, etc., além da prevengao de doengas ocupacionais dos fun-
cionarios e profissionais.



As precaugdes-padrao constituem-se em barreiras e énfase nos cuidados
com certos procedimentos, visando a evitar que a equipe de assisténcia tenha
contato direto ou indireto com os diversos liquidos corporais, secre¢des, agulhas,
instrumentos e equipamentos inclusos nos diversos procedimentos. O projeto
deve contemplar estratégias contra a transmissao de infec¢des adquiridas em
seu recinto por meio do zoneamento dos setores, segundo sua sensibilidade ao
risco de transmissao de infecgdo, tanto individual como coletivo ou ambiental.

A minimizac¢io do risco de disseminagéo, aquisi¢do e/ou transmissdo de mi-
cro-organismos envolve as medidas de biosseguranga em laboratérios, aplica-
das por meio de um conjunto de praticas, equipamentos e instalagdes voltadas
para a prevenc¢ao, minimizagdo ou eliminacgao de riscos inerentes a atividades
de prestacao de servicos, pesquisas, producédo e ensino, visando a saide dos
homens, a preservacido do ambiente e a qualidade dos resultados.

LABORATORIO DE MICOBACTERIAS
Um dos laboratérios de microbiologia que apresentam caracteristicas especiais
¢ o de micobactérias (tuberculose — TB).

O Manual de Seguranca Bioldgica em Laboratério da Organizagao Mundial
da Satide (OMS) recomenda que a avaliagao dos riscos dos procedimentos para
as redes de laboratdrios da TB seja feita para cada um dos laboratérios, com o
intuito de identificar praticas, abordagens e cuidados apropriados de acordo com
suas atividades. O atual Manual difere do anterior ao fornecer recomendacdes
baseadas em procedimentos laboratoriais, usados especificamente no diagnds-
tico da TB e que sao tipicamente realizados por diferentes niveis de servi¢os da
TB. Os niveis de biosseguran¢a baseiam-se em uma combinagio de caracteris-
ticas de projeto, construcao, instalagdes de contengdo, equipamentos, praticas
e procedimentos operacionais exigidos para o trabalho com agentes dos varios
grupos de risco. Com frequéncia entende-se, erroneamente, que um micro-
-organismo atribuido a um grupo de risco (p.ex., grupo de risco 3) exige um
laboratério de nivel de biosseguranga analogo (ou seja, nivel de biosseguranca 3)
para a realizagdo segura do trabalho. Na verdade, um nivel mais alto ou mais
baixo de biosseguranga pode ser mais apropriado, conforme o procedimento
especifico realizado associado a outros fatores das boas praticas do trabalho.

Considerando essas regras, as instalagdes dos laboratérios de TB podem ser
classificadas em trés niveis principais de risco, tomando como base as ativida-
des realizadas e riscos associados:
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« Baixo risco de TB.
« Risco moderado de TB.
« Alto risco de TB (como um laboratério de contengdo de TB).

O Manual de Segurancga Bioldgica em Laboratério da OMS recomenda que
seja usada uma cdmara de seguranca bioldgica sempre que sejam manipuladas
amostras infecciosas. O grupo de peritos considera que, com boas técnicas
microbioldgicas, a baciloscopia direta da expectoragdo oferece baixo risco de
gerar aerossois infecciosos; consequentemente, esse procedimento pode ser
realizado em bancada aberta, desde que seja assegurada ventilagao adequada.
Essa recomendacao é consistente com as orientacdes anteriores.

O método para avaliagdo dos riscos de um laboratério de TB deve considerar:

+ Carga bacilar dos materiais (como amostras de expectoragdo e culturas) e
viabilidade dos bacilos de TB.

+ Viade transmissdo da TB, que é respiratoria, portanto por meio de aerossois.

+ Se o material manipulado e as manipulagdes necessérias para cada procedi-
mento s30 propensos a gerar aerossois infecciosos.

+ Volume de trabalho do laboratdrio e respectivo pessoal.

« Localizagdo do laboratério, por exemplo, se estd dentro ou fora de um hospital.

« Caracteristicas epidemiologicas da doenga e do grupo de doentes atendido
pelo laboratdrio.

+ Nivel de experiéncia e competéncia dos técnicos do laboratério.

« Condigao fisica do pessoal do laboratorio, especialmente técnicos de HIV
positivo.

Assim como todo laboratério, o laboratério de microbiologia de TB deve ser
dividido em duas dreas:

1. Uma técnica, composta pelas instalagdes de ensaio, onde sio realizados os
testes microbioldgicos e as atividades correlacionadas. Esta pode ser consi-
derada a area suja ou de risco.

2. Uma drea de instalagdes auxiliares, onde ficam os acessos, corredores, setor
administrativo, vestidrio, banheiros, almoxarifados, arquivos, etc. Esta pode
ser considerada a drea limpa.
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A concepcio adequada, assim como a construgdo propriamente dita das suas
instalacdes, deve contribuir para a protecdo dos seus funcionarios e proporcionar
uma barreira que proteja as pessoas da comunidade contra aerossdis com bacilos
da TB que possam ter sidos gerados na drea de trabalho. As caracteristicas do
laboratério, incluindo dreas separadas e seu sistema de ventilagdo especifico,
sao medidas secunddrias de conten¢ao que devem sempre estar associadas a
classificagdo do nivel do laboratdrio: baixo, moderado ou alto risco de TB.

O projeto de construgao deve ser estabelecido apoés a classificagao de risco,
e as caracteristicas basicas recomendadas sdo:

1. Ventila¢do adequada e fluxo de ar direcional.

2. Espago amplo para a area técnica, com normas de limpeza e manutengoes
adequadas.

3. Paredes, pisos e tetos seguindo normas da RDC n. 50.

4. As bancadas devem ser impermedveis a agua e resistentes aos produtos qui-
micos normalmente utilizados no laboratério e também ao calor.

5. Local para lavagens de maos com dispensador de sabao e de toalhas proxi-
mo do lavatdrio, com torneiras com sensores ou de fechamento automatico.

6. Proibida area de alimenta¢io e de descanso dentro da area de trabalho.

7. As portas do laboratério devem ser a prova de fogo, com visor de vidro, de
preferéncia com fechamento automatico.

8. Fornecimento de agua e energia deve seguir as normas da RDC n. 50.

Em consideragdes gerais, existem quatro niveis de biosseguranqa, NB-1, NB-2,
NB-3 e NB-4, crescentes no maior grau de contengdo e complexidade do nivel
de protecdo, que consistem em combinagdes de praticas e técnicas de labora-
torio e barreiras primarias e secundarias de laboratdrio.

O responsavel técnico pelo laboratorio é o responsavel pela avaliagdo dos
riscos e pela aplica¢ao adequada dos niveis de biosseguranga, em fungdo dos
tipos de agentes e das atividades a serem realizadas. Podem ser adotadas pra-
ticas mais ou menos rigidas quando existir informagéo especifica disponivel
que possa sugerir a viruléncia, a patogenicidade, os padroes de resisténcia a
antibioticos, a vacina e a disponibilidade de tratamento, ou outros fatores sig-
nificativamente alterados.

1. O nivel de biossegurancga 1 representa um nivel basico de contengio, que
se baseia nas praticas padroes de microbiologia sem indicagdo de barreiras
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primadrias ou secundarias, com excegdo de uma pia para a higienizag¢ao das
maos. Acesso limitado.

. O nivel de biosseguranga 2 ¢ o nivel em que as praticas, os equipamentos, o
projeto e a construgio sdo aplicaveis aos laboratérios clinicos, de diagndstico,
laboratdrios-escolas e outros laboratorios nos quais o trabalho é realizado
com maior espectro de agentes nativos de risco moderado presentes na co-
munidade e que estejam associados a uma patologia humana de gravidade
variavel. Com boas técnicas de microbiologia, esses agentes podem ser usados
de maneira segura em atividades conduzidas sobre uma bancada aberta, uma
vez que o potencial para a producao de borrifos e aerossdis é baixo. Este nivel
¢ adequado para qualquer trabalho que envolva sangue humano, liquidos
corporais, tecidos ou linhas de células humanas primarias, em que a presenca
de um agente infeccioso pode ser desconhecida. Embora os organismos roti-
neiramente manipulados no nivel de biosseguranca 2 nao sejam transmitidos
por meio de aerossois, os procedimentos envolvendo alto potencial para a
produciao de salpicos ou aerossois que possam aumentar o risco de exposicao
dos funcionarios devem ser conduzidos com equipamento de contencio
primaria ou dispositivos como a cabine de segurancga bioldgica (CSB) ou os
copos de segurancga da centrifuga. Outras barreiras primarias, como escu-
dos para borrifos, protecio facial, aventais e luvas, devem ser utilizadas. As
barreiras secundérias, como pias para higieniza¢cdo das maos e instalagoes
para descontaminagdo de lixo, devem existir com o objetivo de reduzir a
contaminagdo potencial do meio ambiente. Acesso controlado.

. O nivel de seguranca 3 envolve as praticas, o equipamento de seguranga,
o planejamento e a construgdo das dependéncias que sao aplicaveis para
laboratdrios clinicos, de diagndsticos, laboratdrio-escola, de pesquisa ou de
produgoes. Nesses locais, realiza-se o trabalho com agentes nativos ou ex6-
ticos que possuam potencial de transmissdo via respiratoria e que possam
causar infecgdes sérias e potencialmente fatais. O Mycobacterium tuberculosis,
o virus da encefalite de St. Louis e a Coxiella burnetii sio exemplos de micro-
-organismos determinados para esse nivel. Os riscos primarios causados aos
trabalhadores que lidam com esses agentes incluem a autoinoculagéo, a in-
gestao e a exposi¢do aos aerossois infecciosos. Nesse nivel, enfatizam-se mais
as barreiras primarias e secundarias para proteger os funcionarios de areas
contiguas, a comunidade e o meio ambiente contra a exposi¢ao aos aerossois
potencialmente infecciosos. Por exemplo, todas as manipulagdes laboratoriais
devem ser realizadas em CSB ou em outro equipamento de conteng¢do, como
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uma camara hermética de geragao de aerossois. As barreiras secundarias
para esse nivel incluem o acesso controlado ao laboratdrio e sistemas de
ventilagdo que minimizam a liberagdo de aerossois infecciosos do laboratério.
E necesséria a troca de roupa antes de entrar. As instalagdes devem conter
sala de paramentac¢io, dependendo com area de saida com banho de ducha
e todo material deve ser descontaminado na saida das instala¢des. Edificio
separado ou drea isolada, com acesso controlado.

. O nivel de biosseguranca 4, no qual as praticas, o equipamento de seguranga,

o planejamento e a construgao das dependéncias sio aplicaveis para trabalhos
que envolvam agentes exdticos perigosos que representam um alto risco por
provocarem doencas fatais em individuos. Esses agentes podem ser trans-
mitidos via aerossois e até o momento ndo ha nenhuma vacina ou terapia
disponivel. Os agentes que possuem relagdo antigénica préxima ou idéntica
aos dos agentes do nivel de biosseguranca 4 também devem ser manuseados

nesse nivel. Quando possuirem dados suficientes, o trabalho com esses agen-
tes deve continuar nesse nivel ou em um nivel inferior. Os virus como os de

Marburg ou da febre hemorragica Crimeia-Congo sao manipulados nesse

nivel. Todas as manipula¢des de materiais de diagndstico potencialmente

infecciosos, substincias isoladas e animais natural ou experimentalmente

infectados apresentam alto risco de exposic¢do e infec¢iao aos funciondrios de

laboratério, a comunidade e a0 meio ambiente. Cuidados que estabelegam

o completo isolamento dos trabalhadores de laboratérios em relagdo aos

materiais infecciosos aerossolizados sdo realizados primariamente em CSB

classe III ou com macacéo individual suprido com pressdo de ar positiva. A
instalagao do nivel de biosseguranca 4 ¢ geralmente construida em um pré-
dio separado ou em uma zona completamente isolada com uma complexa

e especializada ventilagdo e sistemas de gerenciamento de lixo que evitem a

liberagao de agentes vidveis no meio ambiente.

As barreiras primarias contribuem para a protecdo da equipe do estabelecimento
de saude, proporcionando uma barreira de prote¢do para as pessoas que se en-
contram fora do laboratdrio contra agentes infecciosos que podem ser liberados
acidentalmente pelo ambiente.

As barreiras secundérias recomendadas dependem do risco de transmissao

dos agentes especificos.

Quando o risco de contaminag¢io por meio da exposi¢do aos aerossois infec-

ciosos estiver presente, niveis mais elevados de contengao primadria e barreiras de
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protecio secunddrias podem ser necessarios para evitar que agentes infecciosos
escapem para o meio ambiente. Essas caracteristicas do projeto incluem sistemas
de ventilagdo especializados em assegurar o fluxo de ar unidirecionado, sistemas
de tratamento de ar para a descontaminac¢éo ou remocéo do ar liberado, zonas
de acesso controlado, cAmaras pressurizadas como entradas de laboratério
separadas ou mddulos para isolamento do laboratdrio.

PROJETO EXECUTIVO

Acabamentos de paredes, pisos, tetos e bancadas

Os requisitos de limpeza e sanitizagdo de pisos, paredes, tetos, pias e bancadas
devem seguir as normas contidas no manual Processamento de Artigos e Su-
perficies em Estabelecimentos de Satide, do Ministério da Saide/Coordenagio
de Controle de Infec¢do Hospitalar, ou o que vier a substitui-lo.

Os materiais adequados para o revestimento de paredes, pisos e tetos de
ambientes de areas criticas (niveis 3 e 4) e semicriticas (niveis 1 e 2) devem ser
resistentes a lavagem e ao uso de desinfetantes. Os materiais, cerdmicos ou nao,
quando usados nas areas criticas, ndo podem ter indice de absor¢do de agua
superior a 4% individualmente ou depois de instalados no ambiente, além dis-
so, o rejunte de suas pecas, quando existir, também deve ser de material com
esse mesmo indice de absor¢do. O uso de cimento sem qualquer aditivo an-
tiabsorvente para rejunte de pegas ceramicas ou similares é vedado tanto nas
paredes como nos pisos das dreas criticas.

As tintas elaboradas a base de epdxi, PVC, poliuretano ou outras destinadas
a areas molhadas podem ser utilizadas nas dreas criticas tanto nas paredes e
tetos como nos pisos, desde que sejam resistentes a lavagem, ao uso de desin-
fetantes e nao sejam aplicadas com pincel. Quando utilizadas no piso, devem
resistir também a abrasao e a possiveis impactos.

O uso de divisorias removiveis nas areas criticas nao é permitido, entretanto,
paredes pré-fabricadas podem ser usadas, desde que, quando instaladas, tenham
acabamento monolitico, ou seja, ndo possuam ranhuras ou perfis estruturais
aparentes e sejam resistentes a lavagem e ao uso de desinfetantes. Nas areas se-
micriticas, niveis I e I, as divisdrias s podem ser utilizadas se forem, também,
resistentes ao uso de desinfetantes e a lavagem com agua e sabao.

Nas areas criticas e semicriticas, ndo devem haver tubulacdes aparentes nas
paredes e tetos.

A execugio da jun¢io entre o rodapé e o piso deve ser realizada de modo
que permita a completa limpeza do canto formado. Especial aten¢do deve ser

15



dada a unido do rodapé com a parede, de modo que ambos estejam alinhados,
evitando-se o tradicional ressalto do rodapé, que permite o acimulo de p6 e é
de dificil limpeza.

Instalagao de climatizagao

E preciso haver sempre ventilagio adequada e fluxo de ar direcional. Portan-
to, é necessdria atengdo especial quanto ao tipo e a forma de instalagdo do
ar-condicionado, da exaustdo, quando necessaria, e da ventilagdo, que deve
seguir as normas de acordo com a classifica¢ao de risco da drea. A norma que
regulamenta a climatizacdo ¢ a ABNT NBR 6401.

Esgoto sanitdrio

As normas para a adequagao do esgoto sanitario ndo estdo descritas na RDC
n. 50, por isso devem ser adotadas como complementares as seguintes normas
regulamentadoras das instalagoes hidrossanitdrias:

« ABNT NBR 8.160 - sistemas prediais de esgoto sanitario — projeto e execugao.

« NBR7.229 - projeto, construcdo e operagao de sistemas de tanques sépticos.

« NBR 13.969 - tanques sépticos — unidades de tratamento complementar e
disposigao final dos efluentes liquidos — projeto, constru¢ao e operagao.

+ CNEN NE - 6.05 - geréncia de rejeitos, radioativos em instalagdes radioa-
tivas.

« CNEN NE - 3.05 - requisitos de radiagdo e seguranca para servi¢os de me-
dicina nuclear.

« NBR5.626 - instalagao predial de dgua fria.

« NBR 8.160 - sistemas prediais de esgoto sanitario.

As instalagdes de esgoto sanitario do EAS devem dispor, além das caixas de se-
paragdo de materiais usuais, aquelas especificas para os rejeitos das atividades
desenvolvidas:

» Caixa de separa¢do de material quimico em atividades de laboratorio: deve
ser observada a natureza do elemento quimico e o quantitativo de uso deste
para defini¢ao da necessidade ou nao de instalagao da caixa.

+ Caso a regido em que o laboratério esteja localizado tenha rede publica de
coleta e tratamento de esgoto, todo o esgoto resultante do laboratdrio pode
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ser lancado nessa rede sem qualquer tratamento. Nao havendo rede de cole-
ta e tratamento, todo o esgoto deve receber tratamento antes de ser lancado
em rios, lagos, etc. (se for o caso).

Gds combustivel
As instalagdes para gases devem atender a NB 98 - armazenamento e manu-
seio de liquidos combustiveis e inflamaveis.

Condicdes de seguranca contra incéndio
Entende-se por setorizagdo para fins de seguranca contra incéndio a divisao das
unidades funcionais e ambientes do EAS em setores com caracteristicas especifi-
cas em relagdo a populagio, instalagoes fisicas e fungdo, tendo em vista subsidiar
o zoneamento de incéndios, por exemplo, area em que ha bico de Bunsen.
Existem varias normatizagdes brasileiras referente a seguranca contra in-
céndio em edificagdes urbanas a serem observadas; algumas que sdo relacio-
nadas ao laboratério sdo:

« NBR 5.628 - componentes construtivos estruturais. Determinagao da resis-
téncia ao fogo.

« NBR 9.077 - saidas de emergéncia em edificios.

« NBR 11.711 - portas e vedadores corta-fogo com nucleo de madeira para
isolamento de riscos em ambientes comerciais e industriais.

« NBR 12.693 - sistemas de prote¢do por extintores de incéndio.

+ NBR 13.434 - sinaliza¢ao de seguranga contra incéndio e panico - formas,
dimensodes e cores.

« NBR 13.437 - simbolos graficos para sinaliza¢ao contra incéndio e panico.

HABILITA(;Z\O PARA LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
Quando o laboratorio pretende obter um certificado de habilitacao diante de
uma certificadora de qualidade na drea, é necessario o cumprimento dos re-
quisitos exigidos pela norma especifica. Por exemplo:

+ Aquisi¢ao de habilitagdo junto a Rede Brasileira de Laboratérios (REBLAS):
devem ser cumpridos os contidos na Norma Internacional Requisitos Ge-
rais para a Competéncia de Laboratérios de Ensaio e Calibragao, a ISO/IEC
17025 1.2 ed., 1999, chamada de ISO 17025. Embora sejam destinados prin-
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cipalmente a ensaios microbiologicos ambientais e de alimentos, os prin-
cipios gerais podem ser aplicados a outras areas. Esse documento pode ser
considerado um “documento de aplicagao” para ensaios microbioldgicos,
conforme descrito no Anexo B da ISO 17025.

+ Aquisi¢do da certificagdo Sistema de Credenciamento ou Acreditagdo, ofe-
recida pelo DICQ - Sistema Nacional de Acreditagdo: deve buscar a norma
especifica.

+ Agquisi¢ao da certificagao da Organizagao Nacional de Acreditagao (ONA):
deve buscar a norma especifica.

+ Aquisicdo da certificacao de acreditacdo do Programa de Acreditagdo de
Laboratdrios Clinicos: deve buscar a norma especifica.

Lembrando que todas as certificadoras apresentam suas normas especificas,
exigindo inclusive requisitos de ambiente e seguranga no laboratério, mas
nunca estdo em desacordo com as resolugdes e normas regulamentadoras.
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2. Biosseguranca

O conhecimento sobre Biosseguran¢a deveria estar associado aos interesses da-
queles que lidam com os servigos de satide. Os trabalhadores da drea voltam para
suas casas todos os dias, passeiam, viajam e tém uma vida como qualquer outra
pessoa. Durante a jornada de trabalho, estdo expostos a um risco invisivel e, por
vezes, desconhecido, que podem carregar para outros ambientes. (Editorial do
Boletim informativo Anvisa — agosto de 2005)

INTRODUCAO

Nao existe discussdo quanto ao risco que os colaboradores do laboratorio de
microbiologia tém ao se exporem a agentes infecciosos. As rotas mais frequen-
tes de contamina¢do dos profissionais acontecem por inalagdo de aerossois
produzidos por acidente, pelo processamento de amostras contaminadas com
esses agentes ou pela inoculagdo com agulhas contaminadas.

A biosseguranga no laboratoério pode ser traduzida como um conjunto de
praticas, equipamentos e instalacdes voltadas para a preveng¢do, minimizagéo
ou até eliminagdo de riscos inerentes as atividades realizadas no ambiente de
trabalho, pensando em preservar a saide dos colaboradores, o meio ambiente
e a qualidade dos trabalhos desenvolvidos. Esse conjunto de atividades e itens
deve estar descrito no manual de biosseguranca do laboratdrio e a linguagem
adequada deve ser propagada entre todos os colaboradores. Na Tabela 1, ha
algumas defini¢des que precisam ser explicadas a todos os colaboradores e
devem constar no manual em questao.

Uma série de barreiras tem sido desenvolvida ao longo do tempo para
proteger os colaboradores e é referida em varias publicages como barreiras
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de contengdo. Essas barreiras de conten¢do sdo uma combinagao de praticas
pessoais e técnicas, equipamentos de protecdo individual e adequacio fisica
do laboratério para minimizar a exposi¢ao aos agentes bioldgicos. Os agentes
biologicos, por sua vez, sao classificados de acordo com o risco de causar in-
feccao em quatro niveis (Tabela 2) e dependendo do risco que podem causar
ao colaborador ou a0 meio ambiente é que se determina o nivel de contengao
que o laboratério deve ter.

Tabela1 Definicdes importantes para o bom entendimento de biosseguranca no
laboratdrio de microbiologia

Aerosséis: microparticulas sélidas ou liquidas com aproximadamente 0,1 a 50 micras,
constituidas de micro-organismos, matéria orgénica e fragmentos expelidos pela boca.
Podem permanecer em suspensdo por vérias horas em condi¢des vidveis e podem alcangar
longas distancias. As particulas maiores caem no chao e se juntam as sujidades, sendo
ressuspensas pelo movimento das pessoas no ambiente, contaminando roupas, superficie

do mobilidrio e a pele. Podem provocar contaminagdo biolégica e quimica

Descontaminagdo: processo de desinfec¢do ou esterilizagdo terminal de superficies e
objetos contaminados com micro-organismos patogénicos, de forma a torné-los seguros a

manipulagdo

Desinfeccao: processo de eliminagdo ou destrui¢do de todos os micro-organismos, na
forma vegetativa, presentes em objetos inanimados, por meio de meios quimicos ou

fisicos. A desinfec¢do ndo destréi os esporos de bactérias

Equipamento de protecao individual (EPI): jalecos, toucas, visor ou escudo facial, éculos
de protecdo, luvas, botas e sapatos antiderrapantes e impermedveis, mdascaras e outros.

S3o de uso individual e intransferivel

Equipamento de protecdo coletiva (EPC): cabine de seguranca bioldgica, capela de

exaustdo, exaustor, extintor de incéndio, chuveiro, lava-olhos, sinaliza¢do, entre outros

Esterilizagdo: processo de eliminagao de todos os tipos de micro-organismos, inclusive

de esporos, com produtos quimicos ou meios fisicos

Infecgdo: doenca caracterizada pela presenca de agentes infecciosos, que causam danos
em determinados érgdos ou tecidos do organismo. Produz febre, dor, eritema, edema,

alteracdes sanguineas e, por vezes, secre¢do purulenta

(continua)
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Tabela1 Definicdes importantes para o bom entendimento de biosseguranca no

laboratdrio de microbiologia (continuagao)

Material perfurocortante: material pontiagudo, como agulhas, fragmento de vidros,

bisturis e outros. Podem perfurar e/ou cortar

Micro-organismos: formas de vida de dimensdes microscépicas. Organismos
visiveis individualmente apenas ao microscépio. Abrangem bactérias, virus, fungos e

protozodrios

Patogenicidade: capacidade de um micro-organismo causar doenga em um hospedeiro

suscetivel

Residuos: materiais considerados sem utilidade por seu possuidor

Tabela 2 Classificagdo dos grupos de riscos dos agentes biolégicos

Classe  Risco individual Risco para o Risco de infeccao
de risco meio ambiente
1 Baixo/ausente  Baixo/ausente ~ Nenhum risco ou baixa probabilidade de

causar infec¢do no homem

2 Moderado Baixo Pode causar infeccdes no homem
e existem medidas terapéuticas ou
profilaticas eficazes. Risco de propagacdo

da infec¢do é limitado

3 Elevado Moderado Pode causar infec¢des graves no homem,
podendo infectar outras pessoas. Existem

medidas terapéuticas e/ou profilaxia

4 Elevado Elevado Altamente patogénicos e de grande poder
de transmissibilidade de uma pessoa para
outra, direta ou indiretamente.

N3o existem medidas terapéuticas ou

profilaticas conhecidas

MANUAL DE BIOSSEGURANCA

Todo laboratério deve elaborar o seu manual de biosseguranca e incluir cuida-
dos especiais para o setor de microbiologia. O manual deve ser escrito de for-
ma simples, de modo que incentive as pessoas a o ler. Devem-se incluir varias
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tabelas, graficos e quadros, em que os topicos mais importantes estejam des-
critos de maneira sucinta e completa. Também deve ser feito um treinamento
referente ao contetido do manual com todos os colaboradores, seguido de uma
prova de avaliagdo de conhecimento para comprovar a eficacia do treinamento,
ja que as normas contidas no manual sdo de extrema importancia para o bom
andamento do laboratério e a redugédo de riscos.

MELHORES PRATICAS LABORATORIAIS (BOAS PRATICAS

EM LABORATORIO CLiNICO - BPLC)

Como dito, a biossegurancga se define por um conjunto de atividades, sendo a
primeira as boas praticas em laboratdrio clinico. Quando se fala em boas prati-
cas, refere-se as atividades operacionais no laboratério, uma série de regras ou
normas que deve ser instituida, orientada e disponivel para todos os colabo-
radores do laboratério, juntamente com as normas da Norma Reguladora 32 -
Seguranga e Saude no Trabalho em Servigos de Satide (NR 32). A Tabela 3 cita
algumas das praticas mais importantes para o laboratério de microbiologia,
sendo que outras podem ser agregadas, dependendo das normas especificas
da instituicao e das atividades desempenhadas.

Apesar do treinamento e conhecimento das boas praticas em laboratério, é
necessario também realizar treinamentos especificos e periddicos sobre nor-
mas para laboratérios de microbiologia e avaliagdo da eficacia desses treina-
mentos (avaliagdo da competéncia dos colaboradores).

Tabela 3 Priticas de biosseguranca para o laboratdrio de microbiologia

Descricao
Conduta do Proibido comer, beber, fumar, guardar alimentos e aplicar cosméticos
colaborador na drea técnica

Cabelos longos devem estar sempre presos durante a jornada de
trabalho. Evitar o uso de adornos como joias, bijuterias e outros

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

E obrigatério o uso de EPI na area de trabalho

Proibido pipetar com a boca. Utilizar pipetas automdticas

Proibido reencapar e entortar agulhas apés o uso. Descartar em

recipiente apropriado

(continua)

24



Tabela 3 Pridticas de biosseguranca para o laboratdrio de microbiologia (continuagio)

Conduta do

colaborador

Descri¢ao

E obrigatéria a descontaminagdo das bancadas de trabalho antes e

apds o desenvolvimento das atividades

Manter organizadas todas as dreas de trabalho

Tirar o jaleco quando sair do setor e colocar em local apropriado.
Higienizar corretamente as maos ao sair e entrar na drea de trabalho
e durante procedimentos em que houver contaminagdo das maos ou

das luvas

Tomar as vacinas exigidas

Notificar acidente ou incidente ocorrido na 4rea envolvida ao

supervisor para que sejam tomadas as devidas providéncias

Ambiente e

infraestrutura

Determinar as dreas limpas e contaminadas, sinalizando claramente

Depositar todo material contaminado utilizado em recipientes

apropriados para autoclavagdo prévia, antes do descarte final

Os equipamentos devem ser descontaminados antes de serem

transportados para fora do laboratério ou realocados

Segregar e acondicionar adequadamente residuos biolégicos,

quimicos e ionizantes

Acesso ao laboratério é restrito as pessoas autorizadas; visitantes

devem receber EPI para entrar

Todos os profissionais devem ser informados sobre as saidas de
emergéncia, os avisos de seguranca e a localizagdo dos equipamentos

de seguranca e como os utilizar

Os cilindros de gases devem sempre estar devidamente acorrentados

e identificados

Estabelecer o controle efetivo dos insetos e roedores (Programa de

Gerenciamento Integrado de Roedores e de Insetos — PGIRI)

N3o utilizar botijoes de gds doméstico dentro do laboratério

A utilizag3o de incinerador elétrico de bancada é recomendada pela

contengdo de aerossdis na flambagem de alcas e fios bacteriolégicos

EPI: equipamento de protecdo individual.
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INSTALACOES

A infraestrutura ou o desenho do laboratério de microbiologia ¢ uma impor-
tante barreira de prote¢ao para os colaboradores que exercem suas atividades
dentro da area de trabalho e protege as areas externas ao laboratério. A area
fisica ocupada pelo laboratdrio deve ser planejada de acordo com os materiais
clinicos que serao manipulados e o risco dos agentes porventura isolados. De
acordo com a RDC 50, o Center for Disease Control and Prevention (CDC) e
o National Institute of Health (NTH), classificam-se os laboratdrios em quatro
niveis. Na Tabela 4, podem ser verificadas as caracteristicas especificas de in-
fraestrutura e de condutas relacionadas aos micro-organismos que estdo sen-
do isolados no laboratério, dependendo do nivel. Em geral, os laboratérios de
microbiologia clinica sdo considerados nivel 2 ou 3.
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EQUIPAMENTOS

Os equipamentos para garantir a seguranca dos colaboradores sao descritos
como equipamentos de protecao individual (EPI) e equipamentos de prote-
¢do coletiva (EPC). A Tabela 5 exemplifica os EPI utilizados no laboratdrio, o
tipo de risco que é evitado e quais sdo as caracteristicas importantes que esses
equipamentos devem ter. Na Tabela 6, estao descritas algumas das atividades
mais frequentes realizadas no laboratdrio e que tipo de EPI ou EPC deve ser
empregado.

Tabela 5 Equipamentos de protecio individual e suas caracteristicas

EPI Risco que evita Caracteristicas de seguranca

Jalecos, aventais  Contaminagdo da roupa Mangas longas para proteger bragos
e até os joelhos para proteger a
maior parte do corpo no caso
de derramamento de qualquer

substancia

Sapatos Impacto e de derramamento  Fechados

Oculos Respingos nos olhos Resistentes a impactos, podem ter
grau, permite o uso sob os 6culos de

grau. Protecdo lateral

Viseira Respingos nos olhos e na Permite o uso sob os éculos de grau.
boca Protecdo total do rosto. Facilmente

higienizaveis

Respiradores Protege contra inalag3o de As mais adequadas s3o as tipo Ngs,
aerossois podem ser utilizadas mais de uma
vez
Luvas Contato direto com micro- Descartdveis e do tamanho adequado

-organismos. Protege em caso para as maos dos colaboradores.

de lesdes na pele Latex, vinil ou nitrilo

EPI: equipamento de prote¢do individual.
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Tabela 6 Equipamentos de protecdo individual e coletiva para as atividades mais

frequentemente realizadas no laboratério

Atividades

Processamento inicial das amostras

biologicas

EPI/EPC

Luvas, jaleco, cabine de seguranca

bioldgica

Subcultivo de hemoculturas

Luvas, jaleco, cabine de seguranca ou

6culos ou viseira de protecdo

Subcultivo de col6nias ou meios em caldo  Jaleco, éculos ou viseira de protecdo, luvas

Repique em meios de identificagdo Jaleco, éculos ou viseira de protecdo, luvas

Realizagdo de antibiograma Jaleco, éculos ou viseira de protecdo, luvas

Manipulagdo de culturas positivas de Cabine de seguranca apropriada, luvas,

micobactérias jalecos, respirador Ngs, centrifuga com

cagapa protegida

EPI: equipamento de prote¢do individual; EPC: equipamento de protecdo coletiva.

Fonte: adaptado de Oplustil et al., 2010.

Entre os EPC utilizados no laboratério de microbiologia, a cabine de seguran-
ca bioldgica é o equipamento de maior importancia, e requer maior cuidado
e controle, ja que o operador se sente confiante por estar utilizando um equi-
pamento com protecdo completa (operador, amostra e ambiente). Existem va-
rias classes de cabines de seguranca biologica. A Tabela 7 mostra as principais
cabines, o tipo de protecdo que elas oferecem e em que nivel de laboratério é
mais apropriado o seu uso.

A luz ultravioleta (UV) é considerada um item dispensavel, mas algumas
cabines de seguranca a possuem instalada e ¢ utilizada para descontaminar a
superficie de trabalho interna da cabine. Deve-se dar atengdo especial 8 manu-
tencao dessa lampada; é necessario realizar limpeza semanal para que sujidade
e poeira ndo bloqueiem a atividade germicida. Controle de utilizagdo da luz
deve ser estabelecido porque o poder de descontamina¢iao vai decrescendo
conforme a utilizagao. Nao expor os olhos e a pele a luz UV.
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Tabela 7 Tipos de cabine de seguranca biolégica utilizados em laboratdrios

Classe e tipo Caracteristica Nivel de Protecdo
biosseguranca
Classe | Cabine em que o fluxo de ar ocorre 2e3 Operador,
de fora para dentro, pela abertura ambiente
frontal, sobre a superficie de trabalho. N3o a
Os aerossdis eventualmente gerados amostra
pela manipulagdo do material s3o
carregados pelo fluxo de ar para o
duto de exaustdo. No final do duto de
exaustdo existe um filtro HEPA e o ar é
liberado para o interior do laboratério
Classe Il tipo A Cabine com abertura frontal; 70% do ar 2e3 Operador,
é recirculado para o interior da cabine ambiente e
passando por um filtro HEPA; 30% é amostra
exaurido para a drea do laboratério por
meio de outro filtro HEPA
Classe Il B1 30% de recirculagdo do ar; 70% é 2e3 Operador,
exaurido passando por um filtro HEPA ambiente e
e dutada para o exterior do laboratério amostra
Classe Il B2 100% de exaustdo, sem recirculacio 3 Operador,
do ar, e dutada para o exterior do ambiente e
laboratério amostra
Classe Il B3 Igual a classe Il A, sé que dutada para 3 Operador,
o exterior do laboratério ambiente e
amostra
Classe Il Cabine hermeticamente fechada, 4 Alta
impermedvel a gases; todo o trabalho protecdo ao
é realizado com luvas de borracha que operador,
estdo presas a cdmara. O ar que entra ambiente e
por um filtro HEPA e o ar que sai pelo amostra

exaustor passam por dois filtros HEPA
dispostos sequencialmente. Todos os
equipamentos necessdrios (centrifuga,
incubadora, etc.) devem estar dentro da

cabine
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RESIDUOS

O laboratério gera uma quantidade importante de residuos potencialmente
infectantes, e uma norma importante de biosseguranga refere-se a forma de
descarte desses residuos. A RDC 306/4 descreve as normas que devem ser se-
guidas, sendo de suma importancia que o laboratério de microbiologia tenha
acesso e conhecimento dessa resolucéo.

Os residuos na area da satde sdo classificados em quatro grupos de A a E
(Tabela 8), sendo que os residuos infectantes gerados na microbiologia sao do
grupo A e E. A mesma norma orienta a forma de tratamento desses residuos,
0 que esta exposto na Tabela 9.

Tabela 8 Resumo da classificagdo dos residuos que podem ser gerados no laboratério de
microbiologia, segundo a RDC n. 306/2004
Grupo Simbologia Caracteristica Subgrupo Descricio resumida com foco na

microbiologia

A ] Presenca de A1 Micro-organismos em culturas,
possiveis agentes instrumentais utilizados para
biol6gicos que transferéncia, inoculagio ou
podem apresentar mistura de culturas; produtos
risco de infec¢do utilizados na atencdo de pacientes;

sobras de material biolégico

enviados ao laboratério para anilise

A4 Sobras de amostras de laboratério
(fezes, urina e secre¢des) de
pacientes sem agentes classe de
risco 4; pecas anatémicas (érgados
e tecidos) e outros residuos
provenientes de procedimentos
cirurgicos ou de confirmacao

diagnéstica

Ag Orgaos, tecidos, fluidos organicos,
materiais perfurocortantes ou
escarificantes e demais materiais
resultantes da atengdo a satde de
individuos, com suspeita ou certeza

de contaminagdo com prions

(continua)
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Tabela 8 Resumo da classificacio dos residuos que podem ser gerados no laboratério

de microbiologia segundo a RDC n. 306/2004 (continuagao)

Grupo Simbologia Caracteristica Descri¢ao resumida com foco na

microbiologia

B Quimicos que Produtos classificados como corrosivos,
apresentam risco  téxicos inflamdveis e reativos
a satde ou ao
meio ambiente
C el Rejeitos Qualquer material resultante do uso de
‘.‘ radioativos radionucleotideos em quantidades superiores
‘ aos limites previstos pelo CNEN para
MATERIAL RADIOATIVO
reutilizagdo ou descarte comum
D @ Comum Papel de sanitdrio, fraldas, absorventes
higiénicos, resto de alimentos de pacientes,
%@ material utilizado na antissepsia; residuos
do administrativo; residuos da 4drea de
construgdo. Neste grupo, est3o localizados
os materiais que podem ser reciclados (vidro,
papel, metal e plastico)
E Materiais Laminas de barbear, agulhas, laminas

perfurocortantes  de bisturi, ampolas de vidro, lancetas,
vidros de laboratério quebrados,

micropipetas, entre outros

Tabela g Citagdo da RDC n. 306 sobre o descarte de residuos na microbiologia

5— Grupo A1

5.1 — “culturas e estoques de micro-organismos residuos de fabrica¢do de produtos
biol6gicos, exceto os hemoderivados; meios de cultura e instrumentais utilizados
para transferéncia, inocula¢do ou mistura de culturas; residuos de laboratérios de
manipulagdo genética. Estes residuos ndo podem deixar a unidade geradora sem

tratamento prévio.” (RDC n. 306, de 7 de dezembro de 2004)

(continua)
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Tabela 9 Citagdo da RDC n. 306 sobre o descarte de residuos na microbiologia (continuagao)

14— Grupo E

14.7.1 — “Os residuos perfurocortantes contaminados com agente bioldgico Classe de
Risco 4, micro-organismos com relevincia epidemioldgica e risco de disseminagdo ou
causador de doenga emergente que se torne epidemiologicamente importante ou cujo
mecanismo de transmiss&o seja desconhecido, devem ser submetidos a tratamento,
utilizando-se processo fisico ou outros processos que vierem a ser validados para a
obtencdo de reducdo ou eliminag3o da carga microbiana, em equipamento compativel
com Nivel Ill de Inativagdo Microbiana (Apéndice IV).” ( RDC n. 306, de 7 de dezembro
de 2004)

O tratamento prévio mais adequado para a redugdo da carga microbiana, no
caso do laboratdrio de microbiologia, é a autoclavagao. Os materiais contami-
nados devem ser postos em sacos proprios para autoclave com a identificagdo
de infectante e colocados dentro de recipientes a prova de vazamentos. Apos
a autoclavacio, o material deve ser colocado em recipientes adequados para
coleta, conforme as normas locais.

E muito importante monitorar semanalmente o funcionamento da autocla-
ve com indicadores biologicos que contém Bacillus stearothermophilus. Esses
indicadores devem ser colocados no centro da autoclave, preferencialmente
dentro de um saco que esta sendo autoclavado. Os ciclos que garantem a corre-
ta esterilizacdo sdo: 3 minutos a 134°C, ou 10 minutos a 126°C, ou 15 minutos
a 121°C, ou 25 minutos a 115°C, sendo que o ciclo rotineiramente empregado
¢ 0 de 15 minutos a 121°C.

ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE DE MATERIAL
BIOLOGICO

Armazenamento de amostras no laboratério

E uma prética comum armazenar amostras clinicas que ja foram manipula-
das no laboratdrio, para o caso de haver a necessidade de repetir algum teste.
As amostras devem ser acondicionadas em caixas plasticas, preferencialmente
com tampa e devidamente fechadas, com a correta identificagdo, indicando
que sdo amostras clinicas ja manipuladas. Podem ser armazenadas sob refri-
geragao.
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TRANSPORTE DE MATERIAL BIOLOGICO
O transporte das amostras clinicas deve ocorrer de acordo com as normas
de seguranca apropriadas. O laboratdrio deve descrever a forma em que as
amostras devem ser transportadas até o laboratério de microbiologia e é res-
ponsavel por orientar os prestadores de servi¢o ou os colaboradores do la-
boratério que realizam tal atividade. O cumprimento das normas tem como
objetivo reduzir a probabilidade de danos a amostra, como vazamentos, re-
duzir exposigdo resultando em possiveis infeccdes e melhorar a eficiéncia da
entrega.

Algumas recomendagdes que devem constar do documento de transporte
de amostras bioldgicas e devem ser transmitidas aos responsaveis por essa ati-
vidade sao:

+ O acondicionamento das amostras deve suportar manipulagdes bruscas e
conter o material liquido sem que ocorra vazamento.

+ As embalagens devem ser rotuladas de forma adequada com o simbolo de
“risco bioldgico” e outro rétulo que alerte sobre o conteudo perigoso da em-
balagem.

+ A documentacao sobre o conteudo da embalagem deve conter informagdes
necessarias para o caso de situa¢ao de emergéncia.

« Verificar se os frascos estdo bem vedados.

« Utilizar maletas ou caixas rigidas higienizaveis.

PROCEDIMENTO EM CASOS DE ACIDENTE COM
AMOSTRAS BIOLOGICAS

Derramamento de material biologico

No caso de derramamento de uma amostra bioldgica ainda nao manipulada
na qual nao se sabe que tipo de risco ela pode apresentar ou no caso de meio
de cultura contendo micro-organismos crescidos, deve-se isolar a drea e nao
entrar no local por pelo menos 30 minutos, para permitir que os aerossdis
eventualmente gerados possam decair. Utilizando luvas e jaleco, entrar na area
e colocar sobre o local do derramamento papel absorvente (p.ex., papel-toa-
lha) e sobre o papel colocar hipoclorito de s6dio a 0,5 a 1% (geralmente a agua
sanitdria comercial apresenta 2% de cloro livre) e deixar agir por 10 minutos.
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Remover o papel e descartar em saco de autoclave. Fazer uma nova descon-
tamina¢do da drea com hipoclorito de s6dio a 0,5 a 1% e depois com dlcool.
Todo material utilizado na limpeza deve ser descartado no saco de autoclave.

QUEBRA DE FRASCOS DE CULTURA COM
MICRO-ORGANISMOS

No caso de quebra de um frasco contendo meio de cultura com micro-orga-
nismos crescidos, isolar a drea e nao entrar no local por pelo menos 30 minu-
tos, para permitir que os aerossois eventualmente gerados possam decair. Uti-
lizando luvas e jaleco, entrar na drea e colocar sobre o local do derramamento
papel absorvente (p.ex., papel-toalha) e sobre o papel colocar hipoclorito de
sédio a 0,5 a 1% e deixar agir por 10 minutos. Remover os residuos e o papel e
descarta-los em caixa apropriada (perfurocortante). Fazer uma nova descon-
taminagdo da area com hipoclorito de sédio a 0,5 a 1% e depois com alcool. O
material utilizado na limpeza deve ser descartado no saco de autoclave, inclu-
sive as luvas.

ACIDENTE DENTRO DA CABINE DE SEGURANCA
BIOLOGICA

Deixar a cabine de seguranca bioldgica ligada a fim de conter os aerossdis.
Colocar papel absorvente sobre a area do acidente e aplicar um desinfetante
apropriado. Se houver espirros nas paredes da cabine, desinfetar com papel
absorvente embebido na solugdo desinfetante. Deixar agir durante pelo menos
30 minutos com a cabine ligada. Se houver necessidade de retirar a superficie
de trabalho para fazer a limpeza da parte de baixo, realizar essa acdo apds essa
primeira limpeza e sempre colocar papel-toalha sobre o material derramado
antes de proceder a limpeza.

BIOSSEGURANCA COM MICOBACTERIAS

As medidas de biosseguranga mais adequadas para um laboratério que mani-
pula amostras para deteccdo de micobactérias depende das atividades reali-
zadas. A Tabela 10 associa as atividades realizadas no laboratdrio com o nivel
de risco para os colaboradores. Considerando-se as atividades realizadas no
laboratdrio e o nivel de risco que apresentam, determinam-se os EPI e EPC a
serem utilizados.
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Tabela 10 Nivel de risco associado a atividade realizada no laboratério, EPl e EPC

recomendados

Nivel de risco Atividade do Avaliacao do risco EPI/EPC
laboratério recomendados

Baixo Preparo da lamina, Baixo risco de a Respirador, cabine
coloragdo pelo método amostra gerar aerossol; de seguranga, jaleco,
de Ziehl e microscopia baixa concentragdo de luvas, éculos
de amostra de escarro. particulas infecciosas
Preparo da amostra
para amplificacdo de
acido nucleico

Moderado Processamento Risco moderado dea  Todos os anteriores e
e concentragdo amostra gerar aerossol; centrifuga refrigerada
da amostra para baixa concentragdo de  com cagapa protegida;
inoculagdo em meios  particulas infecciosas  sala reservada
de cultura primadrios e
teste direto na amostra
de sensibilidade a
drogas

Alto Manipulagao Alto risco de a amostra Todos os itens

de cultura para
identificacdo. Teste de
sensibilidade a drogas

em isolados de cultura

gerar aerossdis; alta
concentracdo de

particulas infecciosas

anteriores e sala
separada com
sistema de ventilagdo
apropriado e pressdo

negativa

EPI: equipamento de protecdo individual; EPC: equipamento de prote¢do coletiva.

Em uma avaliagdo do risco de colaboradores adquirirem tuberculose, devem-
-se considerar também as boas praticas para manipulacdo das amostras, o que
ira gerar consideravelmente menos aerossoéis, assim como menor volume de
trabalho do laboratdrio. As avaliagdes de risco requerem um julgamento cui-
dadoso; nao se devem subestimar nem supervalorizar os riscos, o que pode
ocasionar encargos tanto financeiros como em recursos humanos.
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3. Rotinas em microbiologia

3.1. Urocultura

As INFECGOES DO trato urinario (ITU) constituem um dos quadros mais
frequentes entre as infeccoes humanas e compreendem varias sindromes, ca-
racterizadas pela presenca de micro-organismos no trato urindrio e por serem
frequentemente acompanhadas de resposta inflamatdria aguda e sintomatica.
As sindromes mais frequentes incluem: cistite, pielonefrite e bacteriuria assin-
tomatica. A cistite ¢ definida como a infecgao da bexiga e caracteriza-se por
sintomas como disuria, estranguria e polaciuria. Na pielonefrite, a infecgao
envolve os rins e a pelve renal e é geralmente associada a sintomas sistémi-
cos, como a febre. A bacteridria assintomatica é definida como a presenca de
bactérias na urina na auséncia de sintomas. Tem maior significado clinico em
gestantes, individuos em uso de dispositivos ou submetidos a procedimentos
invasivos no trato urinario e criangas com refluxo vesicouretral.

Os principais agentes das ITU sdao geralmente limitados aos componentes
da prépria microbiota intestinal do paciente. Entre os bacilos Gram-negativos,
a maioria é causada por Escherichia coli e, em menor frequéncia, por Proteus
mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp e Pseudomonas aeruginosa.
Este ultimo patégeno é usualmente detectado em pacientes submetidos a
procedimentos invasivos ou hospitalizados. Entre os micro-organismos Gram-
-positivos, destacam-se, em relagdo a frequéncia, Enterococcus spp e Staphy-
lococcus saprophyticus. Sua frequéncia é variavel em infec¢des em pacientes
ambulatoriais ou hospitalizados. Em mulheres, E. coli é responsavel pela maioria
dos casos de ITU nao complicadas, seguido pelo S. saprophyticus. Em pacientes
hospitalizados, E. coli também predomina, mas outros bacilos Gram-negativos
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se destacam (Enterobacter spp, Serratia spp, Klebsiella spp, Providencia spp,
Pseudomonas spp e Acinetobacter spp). Entre os Gram-positivos, destaca-se
Enterococcus spp. Em alguns grupos especificos de pacientes, micro-organis-
mos incomuns podem ter significado. ITU por Corynebacterium urealyticum
estd usualmente associada a cistite e pielite em criangas e adultos com litiase
urindria e eventualmente em receptores de transplantes renal. Streptococcus
agalactiae (Streptococcus beta-hemolitico do grupo B) deve ser pesquisado
em urina de gestantes. As ITU sao, na sua maioria, causadas por um unico
agente e, em algumas situagoes, uroculturas com até dois micro-organismos
podem ser relevante.

Estima-se que aproximadamente 10% da populacdo feminina tenha pelo
menos um episédio de ITU ao longo da vida e a cultura de urina é conside-
rada o método laboratorial de referéncia para o diagndstico. A urocultura é
uma técnica quantitativa e, tradicionalmente, o diagnoéstico é baseado no nu-
mero de unidades formadoras de colonias/mL de urina (UFC/mL). E o exa-
me mais solicitado em laboratério de microbiologia clinica. O maior desafio
para se obter resultados de urocultura fidedignos esta na fase pré-analitica. A
qualidade dos resultados da urocultura é influenciada pela orientagao correta
sobre os procedimentos de coleta e transporte fornecidos ao paciente ou pro-
fissional que ira realizar a coleta. A coleta deve ser feita de modo a evitar ao
maximo a contaminagdo com a microbiota uretral e perineal. Mesmo quando
a coleta é considerada adequada, os indices de contamina¢do podem variar
de 7 a 31%.

METODOS DE COLETA DE URINA

Segundo jato de urina, urina jato médio ou meio de jato da primeira urina
da manha

Este é o método de coleta de urina mais usual, especialmente em pacientes
ambulatoriais, e é passivel de contaminagdo com a microbiota genital. A cor-
reta instru¢ao ao paciente para a coleta tem relagdo direta com a diminui¢ao
nos indices de contaminagao.

O ideal é que o paciente realize a coleta no préprio laboratério, e ndo em
casa, visando a eliminar o viés gerado pelo aumento da contagem de colonias
durante o transporte. Vale lembrar que uma enterobactéria duplica-se, em
média, a cada 20 minutos e o transporte em temperatura inadequada pode
alterar significativamente a contagem bacteriana, levando a culturas falso-
-positivas.
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+ Sexo feminino: antes de iniciar a coleta, a paciente deve lavar as maos. Em
pacientes ambulatoriais, o ideal é que a paciente realize sua higiene genital
com agua e sabonete comum e a seguir seque a regido genital com toalha
limpa em sua residéncia antes de se dirigir ao laboratdrio. Fazer a higiene
genital com gaze embebida preferencialmente com agua e sabonete neutro e
com movimentos de frente para tras. Retirar o excesso com gaze seca. Ideal-
mente, a higienizagao deve ser feita 3 vezes consecutivas. Alternativamente,
utilizar solu¢ao aquosa de clorexidina ou lengos para higiene, comercial-
mente disponiveis. Afastar os grandes labios. Desprezar o primeiro jato e
coletar a por¢do média da urina sem interrupgao do fluxo em frasco estéril
de boca larga. Desprezar a por¢éo final da urina no vaso sanitario.

» Sexo masculino: lavar as méaos e fazer a higiene da regido genital. Embeber
gaze, preferencialmente com agua e sabonete neutro. Retirar o excesso com
gaze seca. Em homens ndo circuncidados, afastar o preptcio, desprezar o
primeiro jato e coletar a por¢ao média da urina sem interrup¢ao do fluxo
em frasco estéril de boca larga. Desprezar a porgao final da urina no vaso
sanitario. Deve-se ter especial aten¢do para nao tocar no interior do frasco
e ndo o encostar na pele.

Nota 1: os laboratérios que dispoem de infraestrutura adequada podem reco-
mendar a coleta em suas dependéncias e, dessa forma, evitar as variaveis de
coleta e transporte que podem interferir na qualidade do exame.

Nota 2: idealmente, a urina de jato médio deve ser preferencialmente a da pri-
meira urina da manha. Existem variagdes em relacao as recomendagoes dos
documentos normativos sobre o tempo de reten¢do da urina para a realizagio
de uroculturas. A reten¢ao por pelo menos 4 horas diminui o numero de re-
sultados falso-negativos.

Nota 3: também ¢ importante nao estimular a ingestdo de liquidos, uma vez
que pode haver dilui¢ao da urina e diminui¢do proporcional da quantidade de
bactérias na amostra.

Urina coletada com cateter

Indicada em situagdes em que o paciente esta incapacitado para coletar a urina
em razao, por exemplo, de complicagdes neuroldgicas ou urologicas. Mesmo
sob rigidos procedimentos de assepsia, existe o risco de introduc¢ao de bacté-
rias na bexiga e, em alguns casos, a indugdo da infecgdo; portanto, ¢ um méto-
do que deve ser executado exclusivamente sob indicagdo médica.
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Hé duas possibilidades quanto ao cateterismo. A primeira é a sondagem
vesical de alivio, indicada para confirmagdo de resultado ou em pacientes sa-
bidamente com limitagdes na mic¢do espontanea. O cateterismo vesical é um
procedimento realizado exclusivamente por enfermeiro ou médico, sob rigo-
rosa técnica de assepsia. Na sondagem vesical de alivio, deve ser feita antissep-
sia com solugdo aquosa de clorexidina e a seguir ¢ introduzida sonda vesical
compativel com o diametro da uretra. A amostra deve ser coletada em frasco
estéril descartavel.

Em pacientes com sondagem vesical de demora, deve-se pingar a canula
do coletor e aguardar pelo menos 1 hora, de modo a haver volume de urina
suficiente na bexiga. Esse procedimento ¢ necessario para realizar o exame de
urina tipo 1, sumdrio ou EAS na mesma amostra. Realizar antissepsia com eta-
nol ou isopropanol a 70%. Segurando a sonda com a pinga e utilizando seringa
e agulhas estéreis, coletar de 5 a 10 mL de urina e transferir para um frasco
estéril. Deve-se tomar cuidado para ndo puncionar o canal de preenchimento
do baldo intravesical. Ndo coletar urina diretamente da bolsa coletora, a nao
ser que seja trocada imediatamente antes da coleta. Recomenda-se que a coleta
seja feita em até 72 horas ap6s a colocagdo ou troca do cateter. Caso esse tempo
ndo possa ser seguido, recomenda-se, sempre que possivel, a troca do cateter
antes da coleta.

Urina coletada por puncao suprapubica

Este método é considerado de referéncia, pois a urina é obtida diretamen-
te da bexiga, evitando a contaminag¢ao com a microbiota genital; entretanto,
destina-se a situagdes especificas, para esclarecimentos de casos suspeitos de
ITU cujos resultados da urocultura com urinas coletadas por métodos nao
invasivos foram inconclusivos (especialmente em criangas) e para cultura para
germes anaerobios.

E um procedimento realizado exclusivamente por enfermeiro ou médico
sob rigorosas condigoes de assepsia. A bexiga deve estar cheia e palpéavel antes
da aspiragdo. A coleta é realizada por puncdo diretamente da bexiga com agu-
lha e seringa estéreis apos desinfeccdo da pele com clorexidina alcoodlica. Apos
a coleta, a amostra ¢ transferida para um frasco estéril.

Urina coletada com saco coletor (autoaderente)

E um procedimento indicado para criangas sem controle esfincteriano. O con-
trole esfincteriano é alcangado aos 2 anos por algumas criangas e aos 3 anos
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pela maioria absoluta delas. E o método que fornece os maiores indices de
resultados falso-positivos. A taxa de contaminagio é alta, especialmente em
meninos nao circuncidados.

Deve-se recomendar aos pais ou cuidadores que deem banho na crianca e
removam completamente qualquer residuo de pomadas ou cremes. Colocar
fralda, mas sem utilizar cremes ou pomadas na genitélia.

No laboratdrio, fazer a higiene prévia da regiao genital e anal com gaze em-
bebida em agua morna e sabonete neutro. Retirar o excesso com gaze seca.
Alguns laboratdrios utilizam a clorexidina aquosa apds a limpeza prévia com
agua e sabdo. Fixar o coletor assepticamente de forma que a uretra fique co-
berta por ele. Trocar o saco coletor a cada 30 minutos e repetir a higiene a
cada troca. Apds a coleta, fechar o saco coletor. Ndo transferir para outros
recipientes.

Nota 1: quando ¢ solicitada a coleta de sangue e de urina, alguns laboratdrios
optam por colocar o saco coletor e posteriormente proceder a coleta do san-
gue, uma vez que o estresse do procedimento da coleta de sangue favorece a
eliminacio da urina.

TRANSPORTE

As amostras devem ser transportadas em até 2 horas em temperatura ambiente
(20 a 25°C) ou sob refrigeragdo (2 a 8°C) em até 24 horas. Alguns laboratérios
optam por exigir o transporte exclusivamente sob refrigeracao, em funcao das
elevadas temperaturas observadas na maioria das regides do Brasil. Esse tem-
po corresponde ao periodo transcorrido entre a coleta e a entrega para proces-
samento no laboratorio. A urina nio deve ser congelada.

Quando a refrigeracao nao for possivel, recomenda-se o uso de conservan-
tes bacteriostaticos. Existem disponiveis no mercado sistemas com conser-
vantes, especialmente o acido borico, que mantém o pH em torno de 6,0 e
preservam a contagem de colonias proxima a contagem real, por 24 a 48 horas,
diminuindo as chances de culturas falso-positivas.

Outra op¢ao, dependendo das caracteristicas do laboratoério, € iniciar o pro-
cessamento da urina nas unidades de atendimento e encaminhar os meios ja
semeados para a central técnica.

O envio das amostras de urina ao laboratdrio de apoio/matriz deve ser feito
em tempo habil, em recipientes contendo gelo reciclavel e temperatura contro-
lada. As amostras devem ser acondicionadas de modo a nao ficarem soltas no
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recipiente de transporte. O acondicionamento deve obedecer rigorosamente
as normas de biosseguranca vigentes no pais.

VOLUME

Como regra geral, quanto maior o volume, melhor a qualidade do exame bac-
teriologico. Um volume minimo de 0,1 mL ¢ suficiente para a realizacao da
urocultura; entretanto, ¢ importante lembrar que, na maioria absoluta das ve-
zes, o médico solicita também o exame de urina tipo I, sumario ou EAS na
mesma amostra. Nesse caso, o volume ideal é de 12 mL e o minimo é de 5
mL para a maioria dos laboratdrios clinicos. No caso de urinas coletadas com
conservantes, recomendam-se volumes acima de 3 mL. A Tabela 1 resume as
condig¢des de encaminhamento das amostras para uroculturas.

Tabela1 Sugestdes sobre as condices de encaminhamento e estabilidade das amostras

para urocultura

Tipo de material Volume Condicoes de Temperatura  Condices de
usado na coleta minimo encaminhamento  de transporte viabilidade
recomendado  ao laboratério da amostra

para eventual

processamento
posterior
Frascos estéreis 0,1 mL Inferior a 30 Sob Até 24 horas
minutos em refrigeracdo  sob refrigeragao
temperatura
ambiente
Até 24 horas sob
refrigeragdo
Recipientes de 3 mL Inferior a 24 horas ~ Temperatura  Inferior a 24
transporte com em temperatura ambiente horas em
conservante ambiente temperatura
ambiente
Meios de N3o se aplica Inferior a 6 horas Temperatura  Inferior a 24
cultura em temperatura ambiente horas em
semeados ambiente temperatura
ambiente
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CADASTRO

Além das informagoes gerais para o cadastro do paciente/cliente, de acordo
com os procedimentos de gestao de qualidade do laboratério, especificamente
para a realizagdo da urocultura, as informagoes listadas a seguir devem, obri-
gatoriamente, ser cadastradas: horario da coleta, horario do recebimento, tipo
de amostra e exames solicitados. Idealmente devem constar também a indica-
¢do clinica e o0 uso de antimicrobianos.

CRITERIOS DE REJEICAO
Cada laboratdrio deve estabelecer os critérios a serem seguidos para a rejeigao
das amostras. Para urocultura, sdo inadequadas:

« Urina coletada em recipientes nao estéreis.

+ Urina sem refrigeragcdo com periodo superior a 2 horas apds a coleta.

+ Urina com volume inferior ao minimo aceitavel.

+ Urina de 24 horas.

+ Urina coletada da bolsa de pacientes com sondagem vesical de demora.
 Urina em recipiente com vazamento, quebrado e/ou sem identificagdo.
+ Pontas de sonda vesical (cateter de Foley).

Nota 1: antes de rejeitar as amostras de urina coletadas por procedimentos inva-
sivos, consultar o médico-assistente e o responsavel pelo setor de microbiologia.
Nota 2: em situagdes em que a urina serd processada mesmo em condigoes ina-
dequadas, deve ser incluida no laudo uma observag¢ao sobre as condigdes que
possam ter comprometido a qualidade do resultado.

PROCESSAMENTO
A defini¢cdo de um método-padrao para o processamento de urocultura que seja
utilizado por todos os laboratdrios de microbiologia nao existe. O volume de
urina a ser usado, o método de coleta da urina, o meio de cultura, o tempo de
incubagdo e os critérios de interpretacdo sdo varidveis relacionadas a caracteristi-
cas do laboratério e da populagao de pacientes assistidos: origem (ambulatoriais,
internados ou ambos), idade, sexo, doenga de base, transplantados, entre outros.
Cada laboratério deve estabelecer seu proprio guia para o processamento e
interpretacao de uroculturas, respeitando alguns principios basicos. A seguir,
sdo apresentadas algumas recomendag¢des baseadas na literatura.
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A cultura de urina deve ser realizada por metodologia quantitativa, em que
¢ estimado o numero de unidades formadoras de coldénias/mL de urina (UFC/
mL), a partir de amostra ndo centrifugada. Recomenda-se que o cultivo rea-
lizado com urinas coletadas por procedimentos ndo invasivos detecte de 10*
a 10° UFC/mL. Para urinas coletadas por procedimentos invasivos, o limite
de detec¢do é de 10> UFC/mL, quando utilizada a alga de 10 pL (Tabela 2). O
procedimento é usualmente feito com algas calibradas, estéreis e descartaveis.
O volume recomendado é dependente do tipo de amostra de urina e do limite
de detecgdo desejavel. Idealmente, a requisi¢ao deve especificar a necessidade
de detecgdo de contagens com limites baixos, porém, como isso ¢ raro, o labo-
ratério pode instituir as situagdes em que esse limite é considerado significa-
tivo para determinados patégenos (p.ex., pacientes transplantados, pacientes
uroldgicos).

Tabela2 Volume recomendado para a urocultura de acordo com o tipo de amostra de urina

Método Volume
Métodos n3o invasivos: urinas de meio de jato 1L
Urina coletada com cateter em pacientes adultos 1L
Urina coletada com cateter em pacientes pediatricos 1pL
Urina coletada por punc¢do suprapubica 10 pL
Urinas de pacientes transplantados 10 pL

MEIO DE CULTURA

Ha varias opg¢des de meios para urocultura. Classicamente, os meios recomen-
dados sdo o agar sangue e um meio seletivo para bacilos Gram-negativos. Em-
bora possa ser usado o agar MacConkey (MAC) ou eosina azul de metileno
(EMB), visando a otimizar custos, o agar cystine lactose electrolyte deficient
(CLED) ¢ o meio classicamente usado na maioria dos laboratdrios brasileiros,
pois permite o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O
meio seletivo agar colistina acido nalidixico (CNA) é recomendado para de-
teccdo de bactérias Gram-positivas.

Os meios com substratos cromogénicos tém sido amplamente utilizados
para urocultura. Tém como vantagem a identificagao presuntiva dos princi-
pais géneros e espécies associados a ITU, além de caracterizar mais facilmente
culturas polimicrobianas, reduzindo o niimero de identificagdes desnecessa-
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rias. Entre eles, podem ser citados: CHROMagar® Orientation (BD Diagnos-
tics) e CPS® ID3 (bioMérieux).

INCUBACAO

O tempo de incubagdo minimo para a liberagdo de um resultado negativo é
de 24 horas; entretanto, recomenda-se a incubag¢do por até 48 horas no caso
particular de urinas coletadas por procedimentos invasivos e de urinas com
pedidos especificos ou de grupos de pacientes em que a ITU esta relacionada a
micro-organismos fastidiosos (p.ex., Corynebacterium urealyticum).

Nota 1: opcionalmente, pode-se utilizar o laminocultivo. Apés homogenei-
zagdo da urina, um pequeno volume é depositado na superficie dos meios. A
maioria das laminas comercialmente disponiveis contém os meios dgar CLED
e MAC. Tem como vantagem a facilidade de semeadura e como desvantagem a
dificuldade na avaliacio do numero de coldnias e deteccao de culturas mistas.
Nota 2: todos os métodos de cultura devem ser capazes de detectar os patoge-
nos mais frequentes em I'TU: Enterobacteriaceae, Staphylococcus, Streptococcus,
Enterococcus e Streptococcus agalactiae.

POS-ANALITICO
Interpretacdo das culturas
A bacteritria ainda hoje é considerada o marcador definitivo de ITU. Em es-
tudo conduzido na década de 1950, a contagem de 10° UFC/mL de bacilos
Gram-negativos em cultura pura de urina de meio de jato em mulheres sinto-
maticas era indicativo de ITU. Entretanto, estudos posteriores mostraram que
esse limite poderia levar a resultados falso-negativos em pacientes com ITU
e cujas contagens estdo entre 10* e 10* UFC/mL. Contagens de 10> UFC/mL
estao associadas a ITU em até 50% das mulheres com quadro de cistite quando
a coleta ¢é realizada no inicio da sintomatologia. No sexo masculino, o limite
de 10° é considerado ITU. Para o diagnéstico de ITU, devem ser levados em
consideragdo a contagem de coldnias, o método de coleta da amostra e dados
demograficos e clinicos (sexo, idade, presen¢a ou auséncia de sintomas, fatores
predisponentes, populacio de risco, entre outros).

A correlagao dos dados do sedimento urinario com a urocultura é util para
a interpretagdo diagnodstica e para a tomada de decisdes terapéuticas. Um
numero elevado de leucécitos na urina (pitria) esta presente na maioria dos
pacientes com quadros de uretrite, cistite e pielonefrite; entretanto, em al-
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guns pacientes com bacteritria, a contagem de leucdcitos pode se apresentar

normal.

E fundamental também levar em consideracio na andlise o tipo de paciente
e o método de coleta da urina. A interpretacao dos resultados de urocultura
difere entre laboratorios, e procedimentos bem estabelecidos devem ser deter-

minados e usados. Também ¢é fundamental que esses critérios sejam comuni-
cados ao corpo clinico. Na Tabela 3, estdo descritas sugestdes sobre critérios de
interpretacao de acordo com o tipo de urina.

Tabela 3 Interpretagio da urocultura de acordo com o método de coleta de urina

Tipo de urina  Micro-organismos UFC/mL

Procedimento

Nao 1 Menor que 10* ID
invasivos: =10*com sintomas ID + TSA
meio de jato, > 10°sem sintomas ID + TSA
saco coletor = 10° de uropatégenos em ID + TSA
mulheres (14 a 30 anos) e
homens sintométicos
2 Ambos menor que 10 ID
Ambos =10 ID + TSA de ambos
1<105e1= 105 ID do < 10°
ID + TSAdo = 10°
>3 1=10° ID e TSA do isolado com
2 <104 contagem = 10’ e ID dos

Qualquer outro achado

outros dois
Reportar multiplos micro-
-organismos e solicitar

nova amostra

Invasivos:
sondagem
vesical de

alivio

=10?

ID + TSA
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Tabela 3 Interpretacio da urocultura de acordo com o método de coleta de urina

(continuacao)

Tipo de urina

Micro-organismos UFC/mL

Procedimento

Invasivos: 2=10° ID + TSA de ambos
sondagem 1<10%e1=10" ID do <102
vesical de ID + TSAdo =102
alivio =3 1=10* ID e TSA do isolado com
2 <10 contagem = 10* e ID dos
Qualquer outro achado outros dois
Reportar multiplos micro-
-organismos e solicitar
nova amostra
Puncio 10U2 Qualquer contagem ID + TSA
suprapubica 3 Qualquer contagem ID + TSA ou entrar em

contato com o clinico

ID: identificagdo; TSA: teste de sensibilidade aos antimicrobianos.

Levando em consideracdo os aspectos clinicos, o sexo do paciente e 0 método
de coleta de urina, as seguintes contagens sdo relevantes:

> 10° UFC/mL de uropatdgenos em urinas de jato médio em casos de cistite
nao complicada em mulheres.

> 10* UFC/mL de uropatdgenos em urinas de jato médio em casos de pielo-
nefrite ndo complicada em mulheres.

10° UFC/mL de uropatégenos em urinas de jato médio em mulheres ou
> 10* UFC/mL de uropatégenos em homens ou em mulheres com cateter
urinario em UTI complicadas.

Bacteritria assintomatica em mulheres é diagnosticada quando em, duas
culturas consecutivas (idealmente com intervalos de 24 horas ou a critério
do médico solicitante), ocorre o isolamento do mesmo micro-organismo
em contagens > 10° UFC/mL.

Bacteritria assintomatica em homens é definida pela presenca de um tnico
uropatdgeno em contagens > 10° UFC/mL em uma amostra de urina de jato
médio.
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+ Bacteritria assintomatica em homens e mulheres é definida pela presenca
de um tnico uropatégeno em contagens > 10* UFC/mL em amostra de uri-
na coletada com cateter.

Nota 1: S. aureus é um agente raro de ITU. Em pacientes febris, a sua detec¢ao
deve disparar investigacdo de endocardite a direita, usualmente por uso de
cateter venoso central.

Nota 2: P. aeruginosa em amostra de crianga sem controle esfincteriano deve
ser discutida com o clinico, pois usualmente representa colonizagio vaginal.

O diagnostico de ITU em alguns grupos de pacientes é um desafio. Os pacientes
idosos estdo entre os grupos com maior suscetibilidade em adquirir ITU e que
se apresentam de maneira atipica. Os sintomas classicos de ITU estdo alterados
ou ausentes nos pacientes mais idosos ou naqueles em uso de cateter vesical
de demora. Na maioria das vezes, a bacteridria é assintomdtica e com mais de
um micro-organismo. Segundo consenso publicado pela Infectious Diseases
Society of America (IDSA), nao é recomendada a realizagdo de uroculturas para
triagem e tratamento de bacteritria assintomatica em idosos institucionalizados
ou nao. Alguns clinicos confundem a presenga de leucocittria com o fato de
uma infecgao ser sintomatica ou nao. Leucocituria é um sinal, e ndo um sintoma.
Ha pacientes completamente assintomaticos com leucocituria significativa. Em
criangas, o diagndstico ¢ dificultado especialmente nos casos de urinas coleta-
das com saco coletor. Recentemente foi publicado um consenso da Academia
Americana de Pediatria sobre critérios para o diagnostico e manejo de ITU em
criangas de 2 meses a 2 anos, com febre de origem a esclarecer. Foi estabelecido
que o diagnoéstico de ITU requer a associagdo de dados de urinalise (pitria e/
ou bacteridria) e a presenga de pelo menos 50.000 UFC/mL de um unico uro-
patégeno em urina coletada com cateter ou puncao suprapubica. No Brasil, os
pediatras optam por uma conduta menos invasiva e utilizam as amostras de
urina coletadas com saco coletor como triagem. Essa conduta vem do fato de
que amostras coletadas por esse método, quando sem piuria ou quando a cultura
¢ negativa, tém elevado valor preditivo negativo. As coletas com sondagem de
alivio sdo reservadas para os quadros graves ou para confirmacao diagnostica.

Como reportar os resultados

O laudo da urocultura deve conter o tipo de amostra coletada (urina de jato
médio, pungao, saco coletor, urina coletada com sonda), a identificacao bacte-
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riana e as respectivas contagens em UFC/mL. Sugestoes de formatos de resul-
tados sdo apresentadas a seguir:

Culturas negativas
a.Se nenhum micro-organismo foi observado nos meios usados, reportar:
negativo ou sem crescimento de uropatdgenos ou nao houve crescimento
de micro-organismos na amostra analisada.
b.Se foi semeado o indculo de 1 uL, reportar: negativa. Auséncia de cresci-
mento de uropatdgenos em contagem > 10° UFC/mL.

Nota: se o laboratdrio opta por utilizar algas calibradas de 1 pL, o resultado re-
portado como “negativo” em mulheres sintomaticas deve ser interpretado com
cautela.

Culturas positivas
a.Reportar a identifica¢do e as UFC/mL de cada patégeno separadamente.
b.Com trés ou mais micro-organimos: reportar multiplos micro-organis-
mos sugestivos de contaminagdo durante a coleta ou reportar a UFC/mL
de cada micro-organismo sem ID ou reportar a UFC/mL de cada micro-
-organismo e a ID presuntiva. Em todos os casos, deve ser incluida a ob-
servagao: “Sugere-se nova amostra, a critério do médico-assistente”.
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3.2. Hemocultura

ALTAS TAXAS DE morbidade e mortalidade sdo atribuidas a infec¢éo da cor-
rente sanguinea em criangas e adultos em todo o mundo. Assim, uma detecgao
rapida e com boa acuracia de casos de bacteremia e fungemia é fundamental
para os devidos cuidados do paciente. Para esse fim, utiliza-se a hemocultura,
considerada o melhor teste laboratorial para detec¢ao de micro-organismos
no sangue.

Sabe-se que os principais erros dos laboratorios clinicos ocorrem durante a
fase pré-analitica, que compreende a requisi¢cao do exame, identificagdo cor-
reta do paciente e coleta, transporte e estocagem da amostra. Assim, um bom
envolvimento do médico com o laboratério de microbiologia pode ser muito
proveitoso para ambos. Adiciona-se, também, o treinamento adequado do
profissional responsavel pela coleta.

No caso de hemoculturas, o monitoramento de taxas de contaminagéo pelo
laboratdrio, juntamente com o retorno dessa informagao para os profissionais
do laboratorio, pode auxiliar o controle e a diminui¢ao dos indices de resulta-
dos falso-positivos originados em erros executados na fase pré-analitica.

COLETA

Para que haja sucesso na coleta de hemoculturas, é necessario que certos requi-
sitos sejam adotados e seguidos com rigor, como: materiais utilizados, horarios,
nimero total de frascos e volume de sangue. Deve existir no laboratério cli-
nico um manual de coleta de amostras, sendo este um documento que define
instrucdes especificas para o procedimento de coleta, de acordo com o tipo de
paciente e de espécime. Tal manual também deve conter instrugdes de medidas
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de precaugédo de transmissdo de agentes infecciosos por instrumentos e mate-
riais laboratoriais, além de especificar os cuidados a serem tomados em caso
de exposi¢ao ao material biologico. Instituido pela dire¢do do laboratério, o
manual deve estar sempre a disposi¢ao dos responsaveis pela coleta, que devem
ser orientados para consulta em caso de dividas, assim como para treinamento
e consulta dos funcionarios da recep¢ao.

Os hordérios de coleta de hemocultura devem ser estabelecidos pelo médico
solicitante, podendo ser realizada de hora em hora, no inicio da febre (o pico
febril deve ser evitado) e em hordrio anterior a administracdo da medicacéo,
de preferéncia.

O numero de frascos coletados sera definido de acordo com a condi¢ao cli-
nica do paciente e da suspeita diagndstica. Contudo, um total de trés hemocul-
turas obtidas em 24 horas costuma ser suficiente para descartar casos de bac-
teremia ou endocardite, além de permitir discriminar casos de contaminacéo
de uma bacteremia verdadeira. No caso de pacientes pediatricos, geralmente
sao suficientes duas amostras em intervalos de 2 a 3 horas. Ja em pacientes
adultos com sepse e/ou instaveis, a exemplo de suspeita de endocardite bacte-
riana aguda, a hemocultura deve ser realizada o mais breve possivel, a fim de
se ter conhecimento do agente etioldgico e de evitar falhas na antibioticotera-
pia. Neste caso, é recomendada a coleta de trés amostras de sangue a partir de
pungdes venosas, em bragos alternados, com intervalos de 15 a 30 minutos, 1
a 2 horas antes da antibioticoterapia. Caso haja suspeita de endocardite bacte-
riana subaguda, as coletas podem ser realizadas com intervalos maiores, sendo
recomendado coletar trés amostras nas primeiras 24 horas, com intervalos de
15 minutos até 1 hora, em pungdes venosas diferentes, sendo as duas primeiras,
preferencialmente, antes do inicio da febre. Em adultos com episddio febril
agudo, duas coletas, de bragos alternados, com intervalo de 10 minutos antes
da antibioticoterapia, geralmente sdo suficientes para o diagndstico. Quando a
febre no adulto é de origem desconhecida, recomendam-se duas ou trés cole-
tas diferentes, com intervalos de 1 hora ou mais em periodo de 24 horas.

O método de coleta de sangue, além do volume coletado, influencia direta-
mente no sucesso de recuperagdo do patdgeno e interpretacdo correta de resul-
tados. Dessa maneira, a coleta realizada por meio de cateteres ou canulas nio é
recomendada, em virtude de maiores taxas de contaminacio da hemocultura,
sendo o uso de pung¢des venosas o0 método mais apropriado. Pungdes arteriais
ndo trazem beneficios diagndsticos quando comparadas a pungdes venosas e,
portanto, também ndo sao recomendadas.
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O sangue humano normal contém substancias que inibem o crescimento
bacteriano e, para reduzir a concentra¢do desses fatores de inibicéo, ele deve
ser inoculado em frascos com meio de cultura, de modo a manter a propor¢ao
sangue:meio de cultura de 1:5 a 1:10. Dentro dessa propor¢do, quanto maior
o volume de sangue, melhor é a recuperacao do micro-organismo, visto que
ha correlagao direta entre o volume de sangue e a quantidade de unidades
formadoras de colonias por microlitro de sangue de um individuo adulto. Em
geral, no caso de adultos, ¢ ideal a coleta de aproximadamente 10 a 20 mL de
sangue. Alguns sistemas comerciais utilizam propor¢des sangue:meio de cul-
tura menores que 1:5, mas pelo fato de apresentarem substincias que atuam se
ligando e evitando a agdo dos inibidores contidos no sangue. Para neonatos e
criangas pequenas, o volume adequado varia de 0,5 a 3 mL, aproximadamente.
Entretanto, o ideal é se levar em conta a idade do paciente, visto que o volume
de sangue coletado nunca deve ser maior do que 1% do volume total de sangue
do individuo.

O material necessario para a coleta de sangue para hemocultura compreen-
de frascos de hemocultura, garrote, seringas e agulhas de coleta, gazes e luvas
esterilizadas, alcool etilico ou isopropilico a 70% e solu¢ao de iodopovidona a
10% ou de iodo a 1%.

Para o procedimento de extragao de sangue para realizagdo de hemocultura,
o responsavel pela coleta deve, imediatamente antes da conduta, lavar as maos
cuidadosamente e enxugar com gaze esterilizada. Apos garrotear o brago do
paciente para localizar a veia a ser puncionada, deve-se realizar antissepsia
com dlcool a 70%, em uma area da pele de cerca de 10 cm de didmetro ao
redor do local da puncio. A antissepsia é realizada a partir do centro, em mo-
vimentos circulares, a fim de minimizar a contamina¢do da hemocultura. Esse
procedimento deve ser repetido utilizando solugdo de iodo a 1% ou iodopovi-
dona a 10%, deixando a solugdo atuar por até 2 minutos, para em seguida ser
retirada com alcool a 70%. Nos Estados Unidos, o uso de clorexidina glucona-
to também é empregado para esse fim em criangas acima de 2 anos de idade,
entretanto o alcool a 70% é o método preferencial. Deve-se também desinfetar
a tampa do frasco de hemocultura com a solugdo de iodo e posteriormente
com alcool a 70%, deixando secar o excesso de alcool. A fim de minimizar o
risco de acidente, utiliza-se a mesma agulha da coleta para injetar o sangue
extraido diretamente no frasco contendo o meio de cultura. Apés introdugio
do sangue no frasco, este deve ser agitado suavemente para misturar o meio de
cultura com o material coletado.
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A identificacao da amostra deve ser realizada no frasco de coleta, nunca
sobre rotulos ou na tampa. Para frascos de sistemas automatizados, retirar a
identificagdo do frasco e colar na folha de requisigdo correspondente, deixan-
do livre o cédigo de barras contido na etiqueta desse recipiente. A identifica-
¢do do paciente deve ser repetida pelo profissional na hora que realizar a coleta,
de forma legivel e correta, evitando coleta de material de pessoa diferente da
cadastrada.

Os devidos cuidados devem ser tomados para ndo contaminar a requisi¢ao
médica ou a superficie externa do frasco, o qual também deve ser verificado
quanto a vedagdo adequada. Em caso de respingos na superficie ou contami-
nac¢do externa do frasco, realizar descontaminacao com alcool a 70% ou outra
solugdo descontaminante disponivel. Evitar contamina¢do com as dreas ad-
jacentes, além do uso de luvas esterilizadas, saio medidas indispensaveis para
minimizar o crescimento de potenciais contaminantes na hemocultura. Deve-
-se evitar didlogo durante a coleta e toda amostra deve ser considerada como
potencialmente patogénica.

TRANSPORTE

Deve existir monitoramento do transporte das amostras coletadas de modo a
assegurar que sejam transportadas dentro do prazo e na temperatura adequa-
da especificada no manual de coletas, para que haja manutengio da viabilida-
de do patdgeno e garantia da seguranga do transportador, demais individuos,
meio ambiente e laboratério de destino, de acordo com as exigéncias nacionais
ou locais.

O frasco de hemocultura contendo a amostra nao deve ser refrigerado, visto
que o resfriamento pode causar a morte de certos micro-organismos ou até
mesmo levar a quebra do frasco. Apds a coleta, os frascos devem ser mantidos
em temperatura ambiente e encaminhados imediatamente ao laboratério. O
tempo critico para o transporte de frascos contendo amostras para hemocul-
turas ¢ de 30 minutos.

CADASTRAMENTO DA AMOSTRA

Os frascos contendo as amostras e os pedidos médicos devem ter a identificagdo
do paciente e a hora de coleta, além de informar se estd em uso de antibi6ticos e o
possivel diagnostico. Para minimizar erros na identificagdo da amostra, devem-se
utilizar, no minimo, duas informag¢des por amostra (nome do paciente, sobreno-
me, data de nascimento, sexo, numero de registro, leito ou ambulatério e espe-
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cialidade). Também deve estar identificado quem realizou a coleta. Atualmente,
uma alternativa eficaz para o cadastramento de amostras é a utilizacio de etiquetas
impressas com cddigo de barras. Vale ressaltar, ainda, que é indispensavel que a
equipe laboratorial seja composta por pessoal devidamente instruido e treinado.

O cadastro do paciente no sistema do laboratdrio deve estar em cumpri-
mento com a Resolugao da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigi-
lancia Sanitaria (RDC Anvisa), nimero 302, de 13 de abril de 2005, que inclui:
numero do prontuario e do registro de identificagdo do paciente gerado pelo
laboratério, nome do paciente, idade, sexo, procedéncia, telefone ou endere-
¢o (quando aplicavel), nome e contato do responsavel pelo paciente (quando
aplicavel), nome e contato do solicitante do exame, data e hora de atendimen-
to, horario da coleta, informagdes adicionais relevantes para o diagnédstico do
processo infeccioso e data prevista para entrega do laudo.

CRITERIOS DE ACEITABILIDADE DA AMOSTRA
O laboratorio de microbiologia deve determinar critérios de avaliagao e rejei-
¢do das amostras para assegurar melhor correlagao clinico-laboratorial.

As amostras podem ser rejeitadas por identificagdo inadequada ou falta de
identificacdo no frasco da amostra, pela realizacdo de coleta em frasco inade-
quado ou danificado, por apresentar volume insuficiente, pela armazenagem
e/ou transporte inadequado, pela coleta de amostra fora do horério especifi-
cado, por terem sido realizadas mais de trés coletas em periodo de 24 horas,
entre outros fatores. Em todos os casos citados, nova coleta deve ser realizada.
Entretanto, quando houver excecdo e for realizada hemocultura com volume
de sangue menor do que o ideal, tal informacao deve estar contida no resulta-
do, a fim de elucidar a diminui¢do da sensibilidade do exame.

PROCESSAMENTO
Os frascos especificos para hemocultura contém o anticoagulante polianetol-
sulfonato sodico (SPS) em concentragdes que variam de 0,025 a 0,05%, visto
que o rendimento da hemocultura ¢ reduzido se o sangue coagular, sendo re-
comendada sua transferéncia imediata para o frasco de hemocultura, garan-
tindo o crescimento bacteriano imediato.
Na hemocultura, pode-se realizar pesquisa de micro-organismos aerdbicos,
anaerobicos, Brucella sp, micobactérias, Listeria sp, fungos e antibiograma.
Devem-se utilizar frascos apropriados e, em casos de requerimento de cul-
tura para pesquisa de bactérias anaerdbicas, o sangue deve ser injetado em
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frascos e meios de cultura especiais para esse tipo de procedimento. Contudo,
a menor incidéncia de infecgdes de corrente sanguinea causada por bactérias
anaerobicas estritas indica que nao ha necessidade do uso de frascos de anae-
rébicos em rotina. Em casos em que forem solicitadas hemoculturas para ae-
rébicos e anaerdbicos e em que o volume de sangue nao seja satisfatorio, ele
deve ser primeiramente inoculado em frasco para pesquisa de micro-organis-
mos aerdbicos, a fim de garantir uma propor¢ao de volume de sangue ideal, e
qualquer sangue remanescente deve ser inoculado para pesquisa de patdgenos
anaerobicos.

Os frascos de hemocultura encaminhados ao laboratdrio devem ser incuba-
dos em estufa na temperatura de 35 a 37°C. Apesar de a maioria dos patégenos
ser isolada em até 72 horas, recomenda-se periodo de incubagio de 7 dias para
metodologias manuais e de 5 dias para métodos automatizados. Em casos de
métodos manuais, subcultivos devem ser realizados durante esse intervalo.

Exceto em casos de suspeita de infec¢do por micro-organismos que exigem
hemocultura em frascos especificos, se a cultura for negativa dentro de 24 a 48
horas, devem ser coletadas mais duas ou trés amostras e estas devem ser inje-
tadas em frascos para crescimento de bactérias aerdbicas. Tal escolha se deve
ao fato de frascos aerdbicos serem mais produtivos do que aqueles especificos
para anaerdbicas, uma vez que os primeiros permitem crescimento de bacté-
rias aerdbicas, anaerdbicas facultativas e leveduras, além da baixa proporgao
de infec¢des de corrente sanguinea causadas por agentes anaerdbicos estritos,
conforme ja citado.

O Manual de Coleta de Amostras deve definir instrugdes especificas para o
processamento, de acordo com o tipo de sistema utilizado, manual ou automa-
tizado, sendo este ultimo um sistema mecénico que realiza incubagao, agitagdo
e/ou monitoramento do crescimento microbiano nos frascos contendo o meio
de cultura.
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3.3. Cultura de liquidos cavitdrios

EXISTEM NO ORGANISMO humano varios liquidos em determinadas cavi-
dades, que sdo normalmente estéreis, mas que podem ser invadidos e infecta-
dos por bactérias, fungos, virus e parasitas. Por serem normalmente estéreis, o
achado de qualquer quantidade de micro-organismos nesses liquidos é impor-
tante para configurar um processo infeccioso

Este capitulo apresentara o estudo microbioldgico dos liquidos pleural, pe-
ritoneal, pericardico e sinovial. Também serdo referidas as carateristicas mi-
crobiologicas do liquido de didlise peritoneal.

LiIQUIDO PLEURAL
O liquido pleural estd localizado entre a pleura parietal e visceral. Normalmente
é transparente e contém poucas células e baixa quantidade de proteinas.

Quando esse conteudo liquido aumenta sem que haja aumento das célu-
las e proteinas, forma o transudato, que ndo apresenta micro-organismos. Por
outro lado, quando o conteudo de leucdcitos e proteinas aumenta, forma-se
o que se chama de exsudato, que geralmente é provocado por uma infecgio,
embora tumores e respostas autoimunes também possam produzir processos
inflamatorios da cavidade pleural. Quando o exsudato contém numerosos po-
limorfonucleares e tem aspecto purulento é chamado de empiema. Em geral, é
secundario a pneumonias bacterianas.

Os agentes etioldgicos mais frequentes das infec¢des da cavidade pleural
sao: Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Haemophilus influen-
zae, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae e anaerdbios estritos.

Também podem ser isolados micobactérias, fungos e actinomicetos.
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Coleta e transporte

O material para processamento laboratorial é colhido por aspiragdo com agu-
lha e seringa estéreis do espago pleural e colocado em um tubo estéril para
pesquisa de anaerobios facultativos, fungos e micobactérias. Nao se recomen-
da o uso de tubos que contenham anticoagulante que nao seja o polianetol
sulfonato de sédio (SPS). Outros anticoagulantes, como o citrato de sédio ou
0 EDTA, podem diminuir a viabilidade de determinadas espécies microbianas.

Para a pesquisa de anaerdbios estritos, recomenda-se colocar uma aliquota
em um tubo estéril contendo tioglicolato de sddio, que, por suas caraterisicas
redutoras, mantém a viabilidade dessas bactérias. Nao é recomendado o envio
do material com seringa e agulha para evitar os acidentes perfurocortantes.

Antes da pungdo, deve ser realizada cuidadosa antissepsia da parede toraxica no
local. Esse procedimento deve ser realizado com tintura de iodo 1% ou iodopovi-
dona (PVPI) a 10%. E importante lembrar que, apds a pun¢io, a solugio de iodo
deve ser removida com dlcool a 70% para evitar queimaduras ou reagdes alérgicas.

Quanto maior a quantidade de liquido enviada ao laboratério, maiores sdo
as possibilidades de isolar o agente. Em geral, 1 a 5 mL sao adequados. No caso
de pesquisa de fungos ou micobactérias, recomenda-se um volume de pelo
menos 5 mL.

O material deve ser enviado ao laboratorio em temperatura ambiente (20 a
30°C) em periodo maximo de 2 horas. Alternativamente, uma aliquota do ma-
terial (2 a 10 mL) pode ser inoculada em um frasco de hemocultura e enviada
assim ao laboratdrio. Nesse caso, lembra-se que sempre deve ser enviada uma
aliquota sem diluir em um tubo para realizar o exame microscépico direto
ou por coloragdo. Uma vantagem em se utilizar frascos de hemocultura é que
a composicdo dos meios contempla inibidores de antimicrobianos, que sdo
especialmente uteis quando o paciente ja esta em tratamento antimicrobiano
no momento da pungao.

Na suspeita de infeccao por micobactérias, recomenda-se semear também a
amostra em frasco de hemocultura com meio especifico para essas bactérias.

As amostras semeadas em frascos de hemocultura devem também ser man-
tidas em temperatura ambiente e enviadas ao laboratério em até 12 horas ap6s
a semeadura do material.

LiIQUIDO PERITONEAL

O peritonio é uma membrana serosa com duas faces. Entre essas duas faces,
existe uma cavidade chamada cavidade peritoneal, na qual estiao localizados
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tigado, estdmago, pancreas, bago, intestinos, bexiga, ovarios e tubas uterinas.
Os rins estdo atras dessa face e por isso sao chamados 6rgaos retroperitoneais.

No ser humano normal existe nessa cavidade um pequeno quantidade de li-
quido com pouca quantidade de células e proteinas. Diferentes processos, infec-
ciosos ou ndo, podem fazer com que essa quantidade de liquido aumente, con-
dicdo que é chamada de ascite e o liquido denomina-se liquido ascitico. Quando
a etiologia da ascite é infecciosa, existe um aumento da quantidade de células e
proteinas. Os agentes infecciosos podem entrar na cavidade peritoneal, provo-
cando um processo inflamatdrio das membranas peritoneais — a peritonite.

De acordo com a forma como o agente chega a cavidade peritoneal, divi-
dem-se as peritonites em primarias ou secunddrias. Nas peritonites primarias,
nao existe um foco aparente de infecgdo e o agente chega por via hematogénica
e linfatica. Nesses casos, os agentes que podem ser isolados sdao Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus spp, Enterobacteriaceae,
Neisseria gonorrheae, Mycobacterium tuberculosis e Candida spp.

A peritonite secundaria aparece como consequéncia de penetracao direta do
agente na cavidade peritoneal a partir de algum 6rgdo abdominal ou pélvico
(ruptura traumatica do intestino, apéndice perfurado, salpingite, etc.). Nesses
casos, os agentes mais frequentes sao Enterobacteriaceae e anaerobios estritos.

Coleta e transporte

O material para processamento laboratorial é colhido por aspiragdo com agulha
e seringa estéreis da cavidade peritoneal e colocado em um tubo estéril, para
pesquisa de anaerdbios facultativos, fungos e micobactérias. Nao é recomendado
o uso de tubos que contenham anticoagulante que nao seja o SPS. Outros anti-
coagulantes, como o citrato de sédio ou 0 EDTA, podem diminuir a viabilidade
de determinadas espécies microbianas.

Para a pesquisa de anaerébios estritos, recomendamos colocar uma aliquota
em um tubo estéril contendo tioglicolato de sédio, que por suas caraterisicas
redutoras, mantém a viabilidade dessas bactérias. Nao é recomendado o envio
do material com seringa e agulha para evitar os acidentes perfurocortantes.

Antes da puncéo deve ser realizada cuidadosa antissepsia da parede abdo-
minal no local. Este procedimento deve ser realizado com tintura de iodo 1%
ou PVPI a 10%. Deve-se lembrar que, apds a puncéo, a solugdo de iodo dever
ser removida com alcool a 70% para evitar queimaduras ou reagdes alérgicas.

Quanto maior é a quantidade de liquido enviada ao laboratdrio, maiores sdo
as possiblidades de isolar o agente. Em geral, de 1 a 5 mL sao adequados. No
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caso da pesquisa de fungos ou micobactérias, é recomendado um volume de
pelo menos 5 mL.

O material deve ser enviado ao laboratdrio a temperatura ambiente (20 a
30°C), em um periodo maximo de 2 horas.

Alternativamente, uma aliquota do material (2 a 10 mL) pode ser inoculada
em um frasco de hemocultura e enviada assim ao laboratdrio. Nesse caso, lem-
bramos que sempre deve ser enviada uma aliquota sem diluir em um tubo para
realizar o exame microscopico direto ou por coloragdo. Uma vantagem em se
utilizar frascos de hemocultura é que a composi¢do dos meios contempla ini-
bidores de antimicrobianos, que sdo especialmente tteis quando o paciente ja
esta em tratamento antimicrobiano no momento da pungao.

Na suspeita de infecgdo por micobactérias, recomendamos semear também
a amostra em um frasco de hemocultura com meio especifico para estas bac-
térias. As amostras semeadas em frascos de hemocultura devem também ser
mantidas em temperatura ambiente e enviadas ao laboratdrio em até 12 horas
apos a semeadura do material.

LIQUIDO PERICARDICO

O coragao e os grandes vasos estdo envolvidos por uma membrana chamada pe-
ricardio, que deixa uma drea virtual até o epicardio, que envolve o cora¢do. Nessa
cavidade, existe uma pequena quantidade de liquido transparente (15 a 20 mL).

Na presenca de agentes infecciosos, essa quantidade aumenta, assim como
as proteinas e células inflamatdrias. Esse processo inflamatorio é chamado de
pericardite.

As bactérias que mais frequentemente provocam esse quadro sdo: Mycoplas-
ma pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterobac-
teriaceae e Mycobacterium tuberculosis.

O quadro também pode ser produzido por virus, fungos e parasitas. Muitas
vezes, o quadro de pericardite estd acompanhado de uma inflamagio do mus-
culo cardiaco chamada de miocardite.

Coleta e transporte

O material para processamento laboratorial é colhido por aspiragdo com agulha
e seringa estéreis da cavidade pericardica e colocado em um tubo estéril, para
pesquisa de anaerdbios facultativos, fungos e micobactérias. Nao se recomenda
o uso de tubos que contenham anticoagulante que ndo seja o SPS. Outros anti-
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coagulantes, como o citrato de sédio ou 0 EDTA, podem diminuir a viabilidade
de determinadas espécies microbianas.

Antes da pungdo, deve ser realizada cuidadosa antissepsia da parede toraxi-
ca no local. Esse procedimento deve ser realizado com tintura de iodo 1% ou
PVPI a 10%. Deve-se lembrar que, apds a puncao, a solucido de iodo dever ser
removida com alcool a 70% para evitar queimaduras ou reagdes alérgicas.

Quanto maior a quantidade de liquido enviada ao laboratério, maiores sdo
as possiblidades de isolar o agente. Em geral, de 1 a 5 mL sao adequados. No
caso da pesquisa de fungos ou micobactérias, é recomendado um volume de
pelo menos 5 mL.

O material deve ser enviado ao laboratério em temperatura ambiente (20
a 30°C) em um periodo maximo de 2 horas. Alternativamente, uma aliquota
do material (2 a 10 mL) pode ser inoculada em um frasco de hemocultura e
enviada assim ao laboratdrio. Nesse caso, lembra-se que sempre deve se envia-
da uma aliquota sem diluir em um tubo para realizar o exame microscopico
direto ou por coloragdo. Uma vantagem em se utilizar frascos de hemocultura
¢ que a composi¢ao dos meios contempla inibidores de antimicrobianos, que
sdo especialmente tuteis quando o paciente ja esta em tratamento antimicro-
biano no momento da pungao.

Na suspeita de infecgdo por micobactérias, recomenda-se semear também
a amostra em um frasco de hemocultura com meio especifico para essas bac-
térias. As amostras semeadas em frascos de hemocultura devem também ser
mantidas em temperatura ambiente e enviadas ao laboratdrio em até 12 horas
apos a semeadura do material.

LIQUIDO SINOVIAL

A inflamagao das articulagdes ¢ chamada de artrite e pode ser produzida por
multiplicagdo direta do agente na articulagdo ou por reagdes antigeno-anti-
corpo nas doengas autoimunes. No caso das infec¢des bacterianas, os agentes
podem infectar por via hematogénica ou por extensao direta de uma infecgéo
do osso contiguo. Os processos podem ser mono ou poliarticulares.

A inflamacédo provoca aumento da quantidade de liquido sinovial e aumen-
to das proteinas e células. O agente mais frequente é o Staphylococcus aureus.
Outras bactérias que provocam o quadro sdo: Neisseria gonorrhoeae, Haemo-
philus influenzae, Streptococcus pyogenes e Streptococcus agalactie.

No caso de infecgdo de proteses articulares, a contaminagdo pode ocorrer
durante a cirurgia e pode se manifestar clinicamente até 1 ano ap6s o procedi-
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mento. Nesses casos, os agentes mais frequentes sao Staphylococcus coagulase
negativa, Staphylococcus aureus, Corynebacterium spp e Propionibacterium spp.

Coleta e transporte

O material para processamento laboratorial é colhido por aspiragdo com agu-
lha e seringa estéreis do espago sinovial e colocado em um tubo estéril, para
pesquisa de anaerobios facultativos, fungos e micobactérias. Nao se recomen-
da o uso de tubos que contenham anticoagulante que nao seja o SPS. Outros
anticoagulantes, como o citrato de sédio ou 0 EDTA podem diminuir a viabi-
lidade de determinadas espécies microbianas.

Antes da pungdo deve ser realizada cuidadosa antissepsia da pele no local.
Esse procedimento deve ser realizado com tintura de iodo 1% ou PVPI a 10%.
Deve-se lembrar que apds a pungio a solugéo de iodo deve ser removida com
alcool a 70% para evitar queimaduras ou reagdes alérgicas.

Quanto maior a quantidade de liquido enviada ao laboratério, maiores sao
as possiblidades de isolar o agente. Em geral, 1 a 5 mL sdo adequados. O mate-
rial deve ser enviado ao laboratério em temperatura ambiente (20 a 30°C) em
periodo méaximo de 2 horas.

Alternativamente, uma aliquota do material (2 a 10 mL) pode ser inoculada
em um frasco de hemocultura e enviada assim ao laboratorio. Nesse caso, lem-
bra-se que sempre deve ser enviada uma aliquota sem diluir em um tubo para
realizar o exame microscopico direto ou por coloragdo. Uma vantagem em se
utilizar frascos de hemocultura é que a composi¢do dos meios contempla ini-
bidores de antimicrobianos, que sdo especialmente tteis quando o paciente ja
estd em tratamento antimicrobiano no momento da puncéo.

As amostras semeadas em frascos de hemocultura devem também ser man-
tidas em temperatura ambiente e enviadas ao laboratério em até 12 horas apds
a semeadura do material

LiQUIDO DE DIALISE PERITONEAL
Pacientes com insuficiéncia renal sdo tratados com diélise peritoneal ambula-
torial continua.

Nesse tratamento, liquidos com eletrdlitos sdo injetados na cavidade perito-
neal e depois removidos, o que permite uma troca de eletrdlitos e a remogao
de substancias toxicas.

Como a solugdo ¢é injetada por meio de um cateter, existe perda da barreira
mecanica da pele, o que aumenta o risco de infecgdo. Em média, um paciente
corre o risco de ter duas infecgdes por ano.
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O diagnostico de peritonite é feito quando o liquido de dialise aparece turvo,
ou o paciente apresenta dor abdominal e a cultura do dialisado é positiva.

Os agentes mais frequentes sdo Staphylococcus coagulase negativa, Staphy-
lococcus aureus, bacilos Gram-negativos, Enterococcus spp, Estreptococcus spp,
Pseudomonas aeruginosa e Candida spp.

Coleta e transporte

O material para processamento laboratorial é colhido por aspiragdo com seringa
estéril do cateter utilizado para a dialise e colocado em um tubo estéril, para
pesquisa de anaerdbios facultativos e fungos. Nao se recomenda o uso de tubos
que contenham anticoagulante que ndo seja o SPS. Outros anticoagulantes, como
o citrato de s6dio ou 0 EDTA, podem diminuir a viabilidade de determinadas
espécies microbianas.

Quanto maior a quantidade de liquido enviada ao laboratério, maiores sdo
as possiblidades de isolar o agente, ja que o nimero de bactérias infectantes
habitualmente é muito baixo. Em geral, 5 a 10 mL sdo adequados.

O material deve ser enviado ao laboratdrio a temperatura ambiente (20 a 30°C),
em um periodo maximo de 2 horas. Alternativamente, uma aliquota do material
(5a10 mL) pode ser inoculada em um frasco de hemocultura e enviada assim ao
laboratério. Nesse caso, lembra-se que sempre deve ser enviada uma aliquota sem
diluir em um tubo para realizar o exame microscopico direto ou por coloragio.
Uma vantagem em se utilizar frascos de hemocultura é que a composi¢do dos
meios contempla inibidores de antimicrobianos, que sdo especialmente tteis
quando o paciente ja estd em tratamento antimicrobiano no momento da coleta.

As amostras semeadas em frascos de hemocultura devem também ser man-
tidas em temperatura ambiente e enviadas ao laboratério em até 12 horas ap6s
a semeadura do material.

IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS

As amostras devem estar identificadas com os seguintes pontos importantes:
nome e registro do paciente, leito e especialidade, material colhido, data e hora
da coleta e nome do médico que realizou a pungaio.

Amostras que ndo cumpram os requisitos descritos de identifica¢ao, coleta
em tubo ndo estéril ou maior tempo de transporte devem ser recebidas pelo
laboratério, ja que é muito dificil a realizagdo de nova pungao. Recomenda-se,
nesse caso, contatar o médico requisitante, explicando as falhas encontradas e
as possiveis consequéncias no resultado do exame. O laudo também deve ter
nota explicando as carateristicas ndo conformes da amostra.

67



PROCESSAMENTO LABORATORIAL DOS LiQUIDOS
CAVITARIOS
Para o processamento laboratorial, recomendam-se as seguintes técnicas.

Amostras liquidas recebidas em recipiente estéril

Centrifugar uma aliquota do material a 3.000 rpm durante 15 minutos. Separar
o sobrenadante e utilizar o sedimento para o processamento microbiologico.
Realizar o exame microscopico direto ou por coloragdo, dependendo da suspeita
clinica. Reportar de imediato o resultado do exame microscopico, porque este
pode ser de enorme valia para a orientagdo terapéutica precoce.

A semeadura para bactérias aerdbias e anaerodbias facultativas deve ser feita
em agar sangue, agar chocolate e agar MAC. Para bactérias anaerdbias estritas,
semear em agar Brucella enriquecido com sangue, hemina e menadiona. Esse
meio deve ser incubado em jarra de anaerobiose durante 48 horas a 35°C.

O 4gar chocolate deve ser incubado em estufa de CO, ou em jarra com um
gerador de CO, que produza uma atmosfera de 5a 10% desse gés, a 35°C, por 24
horas. Agar sangue e 4gar MAC devem ser incubados em estufa com atmosfera
normal a 35°C por 24 horas.

Se as culturas forem negativas em 24 horas, incubar por mais 24 horas. No
caso dos anaerdbios estritos, incubar por mais 48 horas se a primeira observaciao
de 48 horas ndo acusar crescimento bacteriano.

Na suspeita de infec¢ao por micobactérias, semear em meios especificos
como o Lowenstein Jensen, incubando os meios por 4 a 6 semanas. Na suspeita
de fungos, semear em meios especificos nas temperaturas recomendadas, de
acordo com a suspeita do agente etioldgico.

Se com 24 horas ou 48 horas as placas mostrarem crescimento microbiano,
deve-se proceder a idendificagdo do agente e aos estudos de suscetibilidade
aos antimicrobianos. Se, ap6s esses passos, as culturas continuarem negativas,
o resultado deve ser reportado como negativo.

Amostra enviada em frasco de hemocultura

O frasco deve ser colocado em estufa prépria com agitagdo, o que favorece o
crescimento bacteriano. Os frascos positivos devem ser processados de acordo
com o recomendado nas hemoculturas, realizando a identificagao do agente e o
estudo da sua suscetibilidade. Se o frasco nao apresentar positividade apds um
periodo de incubacdo adequado para o agente suspeito de causar a infec¢ao, o
resultado deve ser reportado como negativo.
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3.4. Cultura de secrecGes e cateter

Os MICRO-ORGANISMOS SAO encontrados em todos os ambientes inani-
mados e em associagdo com outros organismos vivos, incluindo as plantas, os
animais e 0 homem. No entanto, apesar da distribui¢ao universal, as bactérias
sao responsaveis pela maioria das doengas infecciosas, seguidas pelos virus. A
relagao entre as bactérias e 0o homem tem caracteristicas que devem ser conhe-
cidas tanto pelo microbiologista como pelos profissionais de satide que aten-
dem o paciente, principalmente o médico. A pele e as mucosas do organismo
humano apresentam microbiota que pode ser permanente ou transitdria e que
sofre influéncias do sitio anatomico, da fisiologia desse sitio, da suscetibilidade
aos patogenos e da morbidade do hospedeiro.

Sabe-se que muitos fungos e bactérias que compdem o meio ambiente ou a
microbiota normal podem causar doengas em individuos severamente com-
prometidos, especialmente quando ha imunossupressao, como ocorre nos
pacientes transplantados, casos em que acontecem mudangas dramaticas no
potencial do hospedeiro de tornar-se suscetivel a esses micro-organismos. A
utilizacdo de cateter venoso central é um fator de risco importante para infec¢oes
da corrente sanguinea, cujos agentes mais prevalentes sdo os que compdem a
microbiota da pele, o que torna essencial a adequagado da fase pré-analitica do
exame microbiologico para que o médico-assistente e o laboratdrio de micro-
biologia considerem assertivamente o micro-organismo isolado como o agente
responsavel ou ndo pelo processo infeccioso.

O conhecimento e a integra¢ao dos vérios profissionais da equipe que presta
assisténcia ao paciente, como médicos, enfermeiros, coletores e outros envolvidos
no cuidado ao paciente, sio muito importantes para que a tarefa do laboratério
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de microbiologia seja adequadamente cumprida. Por isso, é fundamental a
comunicagao constante entre o microbiologista e os outros profissionais, pois
a auséncia dessa integra¢do ou a ndo compreensdo das informagoes de rele-
vancia clinica contidas no pedido ou no laudo do exame leva os laboratdrios
de microbiologia a enfrentarem criticas ou até a serem questionados quanto
aos seus resultados.

A eficiéncia do laboratério de microbiologia em reportar resultados corre-
tos depende da selecdo do sitio para a coleta, do procedimento e do transporte
adequado da amostra biologica. Coleta e transporte inadequados sdo fatores
que interferem no isolamento do agente responsavel pelo processo infeccioso,
podendo acarretar maior recuperacdo de contaminantes e, consequentemente,
induzir ao tratamento inapropriado do paciente.

E importante salientar que toda informagdo diagnéstica do laboratério de
microbiologia clinica ¢ influenciada pela qualidade da amostra bioldgica re-
cebida e que a acuracia do exame microbioldgico depende de vérios fatores
envolvidos nas fases pré-analitica, analitica e pds-analitica.

Os principais fatores que influenciam a qualidade das fases do exame mi-
crobiolégico sao:

1. Pré-analitica: hipdtese diagndstica, escolha do local para coleta, coleta, trans-
porte da amostra clinica, cadastro do exame e triagem da amostra clinica.

2. Analitica: escolha adequada do método de coloragdo, dos meios de cultura
e incubagio para o processamento da amostra clinica.

3. Pds-analitica: interpretagao do resultado, liberacdo do laudo corretamente
no menor tempo possivel.

PEDIDO MEDICO

O pedido médico deve conter o maximo de informagdes que orientem o labo-
ratorio de microbiologia na busca do resultado mais adequado para o exame,
portanto deve apresentar os itens a seguir.

+ Identificagdo clara do paciente. Nome completo, nimero de um registro
pessoal ou institucional e data de nascimento, para evitar problemas com
homonimos e com a faixa etaria.

+ Informagoes sobre o paciente relevantes para o diagnostico do processo in-
feccioso (Tabela 1).
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Tabela1 Informagdes sobre o paciente relevantes para o diagnéstico do processo

infeccioso

Dados relevantes Exemplos

Hipotese diagnoéstica Tuberculose, micose profunda, etc.

Achados clinicos mais Lesdes cutineas ou de mucosas, local e caracteristicas
significativos do sitio de infec¢do, etc.

Dados epidemiolégicos Doenga ocupacional (p.ex., brucelose)

relevantes Viagem ou excursdo, se vive em drea endémica de

alguma doenca infecciosa (p.ex., maldria, riquetsioses,
cblera), se mantém contato com animais, acidentes
(p-ex., mordida, trauma, picada de carrapato,
enchentes), envolvimento em surto de infecgdo

relacionada a assisténcia a saude, etc.

Provavel origem do processo Adquirida na comunidade

infeccioso Adquirida em assisténcia a satde (hospitalar):
relacionado a procedimento invasivo? Qual? (cirurgia,
cateter de curta ou longa duragdo, sonda vesical,

traqueostomia, didlise, alimentagao parenteral, etc.)

Fez uso nos ultimos 10 dias de  Qual ou quais?

antimicrobianos?

Doenga de base ou Existe comprometimento imunoldgico? Qual?

comorbidades

Obs.: verificar se o paciente foi transferido ou se teve alta de outro hospital nos dltimos 30 dias.

Conferir também se é portador, colonizado ou infectado por bactérias multirresistentes.

+ Descri¢do da amostra clinica e seu sitio de coleta.

« Campo para identificacdo do exame no laboratério (nimero da andlise mi-
crobioldgica e se¢ao do laboratdrio).

+ Natureza do teste solicitado.

« Testes de sensibilidade aos antimicrobianos ou fungos.

COLETA E TRANSPORTE DA AMOSTRA CLiNICA

O diagnostico laboratorial das doengas infecciosas comega com a indicagao
clinica adequada do exame microbioldgico, portanto, o conhecimento da epi-
demiologia e fisiopatologia do processo infeccioso tem fundamental impor-
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tancia para que a indicagdo seja bem feita. Contudo, a coleta e o transporte
da amostra sao etapas criticas na execugao do exame microbioldgico. O sitio
de infeccdo deve ser cuidadosamente selecionado e, para que a amostra seja
adequada, devem ser considerados alguns conceitos basicos gerais:

+ O conhecimento da histéria natural e da fisiopatologia dos processos infec-
ciosos é fundamental na determinagdo do periodo 6timo para a coleta da
amostra clinica para o exame microbioldgico. Esse momento, além de ser
determinado pelo tipo de doenga infecciosa, depende também da habilida-
de do laboratério em executar esse exame.

+ Sendo os antibidticos agentes bactericidas ou bacteriostaticos, podem difi-
cultar o crescimento bacteriano, por isso, sempre que possivel, deve-se cole-
tar a amostra antes da administracdo da terapéutica antimicrobiana, sempre
tendo a informagédo de qual antimicrobiano o paciente esta utilizando.

« A amostra clinica deve representar o material do verdadeiro local da in-
feccdo. Portanto, deve ser evitada a sua contaminac¢io a partir de tecidos
adjacentes.

+ Deve ser obtida quantidade de material suficiente para serem executadas as
técnicas de cultivo solicitadas, evitando assim resultado falso-negativo.

+ A suspeita de potencial agente etioldgico define o método de coleta adequa-
do e o sistema de transporte que suporte a viabilidade do micro-organismo
responsavel pela infecgdo. Por isso, deve-se sempre utilizar materiais e mé-
todos adequados para a execugao desses procedimentos, o que implica a uti-
lizacdo de frascos estéreis, com ou sem meio de transporte, ou com soluc;éo
salina 0,89%, e que devem ser tampados de modo a evitar vazamentos ou
contaminagdes durante o transporte.

 Apesar da ampla utilizacao do swab na coleta de amostra, principalmente de
secregOes, ele deve ser evitado. Caso seja inevitavel a sua utilizagdo, devem
ser confeccionados com algodao alginatado e encaminhados ao laboratério
em meio de transporte ou em solucdo salina 0,89%, nunca secos, 0 mais
rapido possivel.

+ Existem micro-organismos que exigem cultivos especiais, por isto é de fun-
damental importancia informar sempre ao laboratério a suspeita de um
agente infeccioso especifico. Por exemplo: micobactérias, Campylobacter
ssp, Legionella spp, etc.

+ Deve-se ter sempre o conhecimento da origem da amostra e/ou sitio de coleta
para que os meios de cultura sejam corretamente selecionados.
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+ Sempre identificar adequadamente o frasco encaminhado para o laborato-
rio, facilitando o retorno do resultado para o paciente.

+ Os membros da equipe envolvida com coleta de amostras bioldgicas devem
ter em mente que 0s micro-organismos sao seres vivos, que se multiplicam
e morrem rapidamente. Se isto ocorrer durante a coleta, o transporte ou a
estocagem, a amostra clinica enviada ndo serd representativa do processo
infeccioso. Portanto, deve-se encaminhar a amostra bioldgica ao laboratério
imediatamente ap6s a coleta com a finalidade de assegurar o isolamento, prin-
cipalmente dos micro-organismos mais sensiveis e exigentes, além de evitar
o isolamento de bactérias da microbiota normal, que geralmente sdo mais
resistentes e menos exigentes. Independentemente do sistema de transporte
usado, o objetivo principal é reduzir ao minimo o periodo que decorre entre
a coleta e o processamento da amostra.

+ Toda amostra clinica deve ser considerada potencialmente infectante, por
isso, deve ser manuseada com muito cuidado.

A suspeita clinica do processo infeccioso determina o tipo de amostra que
deve ser coletada para confirmar, estabelecer ou complementar o diagnostico
clinico. Dependendo da amostra a ser colhida, serdo necessarios alguns cuidados
especificos.

TRATO RESPIRATORIO
Secrecdo de orofaringe
A amostra clinica é coletada da orofaringe ou tonsilas utilizando-se uma zara-
gatoa (swab) de algodao alginatado, evitando-se a contaminagao com secregdo
da mucosa oral e/ou da lingua, o que ¢ facilitado com um abaixador de lingua.
A amostra deve ser colocada em meio de transporte, sendo o dgar Stuart o
mais utilizado. Ha recomendagdes para que, se possivel, a inoculagao em agar
sangue de carneiro a 5% seja feita imediatamente apos a coleta, sem a utiliza-
¢do do meio de transporte, portanto, a beira do leito.

Nao deve ser utilizado medicamento tépico nas ultimas 6 horas. O jejum
ndo interfere no exame propriamente dito, mas recomenda-se que a coleta da
amostra seja feita no minimo 2 horas apos a refeigéo.

Secrecdo de nasofaringe

A secregao de nasofaringe é coletada utilizando-se um swab de algodao alginatado
especial, com al¢a fina e flexivel, ou aspirada com um cateter nasofaringeo. Este
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deve ser introduzido cuidadosamente na narina do paciente e delicadamente
levado até a nasofaringe, onde sera coletada a amostra. O swab é colocado em
meio de transporte, o agar Stuart, e se a amostra for coletada por meio de cateter,
deve ser encaminhada no recipiente de coleta.

Secre¢do nasal
A secrecdo nasal é utilizada principalmente para pesquisa de individuos por-
tadores de S. aureus e é coletada com um swab de algodao alginatado, que
deve ser introduzido cuidadosamente na narina do paciente e rolado contra a
mucosa interna.

A amostra deve ser encaminhada ao laboratdério em meio de transporte agar
Stuart.

Secrecdo de seios nasais

A amostra de escolha para o diagndstico de sinusite é obtida por meio de aspi-
rado de seios nasais, apos descontaminacio do local da punc¢édo com antissep-
sia rigorosa. A amostra deve ser transportada em frasco para anaerdbio ou na
propria seringa utilizada na coleta, mas nao deve ser refrigerada.

Escarro

O exame microbioldgico do escarro tem grande valor diagnoéstico, principal-
mente de micobacterioses, fungos patogénicos e Legionella spp, mas ¢ inade-
quada para a cultura de anaerobio. A coleta deve ser muito cuidadosa e a in-
terpretacdo do resultando também, pois o trato respiratorio superior pode ser
colonizado por provaveis patégenos respiratdrios.

O ideal é que a coleta seja feita pela manha e supervisionada por um profis-
sional de saude. O paciente deve ser orientado a enxaguar a boca e fazer garga-
rejo com agua antes da coleta, e ndo coletar saliva ou secre¢ao nasal posterior.
Ele deve tossir algumas vezes para desprender a secre¢do pulmonar. A amostra
deve ser coletada e transportada em frasco estéril, que deve estar adequada-
mente identificado com os dados do paciente, data e hora de coleta, e encami-
nhada rapidamente ao laboratério.

Devem ser enviados ao laboratério no minimo 2 mL de amostra, adequada-
mente coletada e transportada. Apenas uma amostra em 24 horas é suficiente
para o diagnostico de doengas causadas pelos patdgenos mais prevalentes, mas
para a detecgao por fungos ou micobactérias, devem-se coletar 2 a 3 amostras
em dias consecutivos. Segundo o Consenso de Tuberculose de 1997, para o
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diagnostico, a primeira amostra deve ser coletada no momento da consulta,
a segunda pela manha do dia consecutivo e a terceira deve ser solicitada se a
hipétese for forte e os dois resultados anteriores forem negativos.

A amostra clinica deve ser processada em menos de 2 horas, evitando o
supercrescimento da flora contaminante, o que dificultaria o isolamento do
verdadeiro agente infeccioso, por isso, se a amostra nao for processada dentro
desse periodo, deve ser mantida a 4°C no maximo por 24 horas.

Escarro induzido

Alguns pacientes com processo infeccioso pulmonar apresentam pouca quan-
tidade ou dificuldade na elimina¢ido do escarro, sendo, nesses casos, indicada
a coleta do escarro induzido, que deve ser feita apds a inalagdo com solugiao
salina hipertdnica, composta de 20 a 30 mL de solu¢ido de NaCl de 0,85 a 10%.
Os cuidados durante a coleta e o transporte sdo os mesmos descritos para o
escarro. Deve-se lembrar que o Histoplasma capsulatum e o Blastomyces derma-
tidis sobrevivem pouco tempo nesse tipo de espécime clinico. O escarro pode
nao ser a amostra de escolha para determinar o agente etioldgico de algumas
pneumonias bacterianas, sendo sangue, lavado broncoalveolar ou aspirado
transtraqueal os mais indicados.

Aspirado traqueal

A coleta da amostra do aspirado endotraqueal tem fécil execug¢ao e nao é muito
invasiva, mas pode apresentar alguns problemas, como coleta de amostra de
secrecdo de nasofaringe no lugar de secre¢ao endotraqueal e, principalmente,
contaminagdo da amostra com a microbiota do trato respiratério superior.

A canula de traqueostomia e dos respiradores torna-se rapidamente coloni-
zada por bactérias Gram-negativas, portanto o isolamento desse agente pela
cultura pode néo indicar o agente infeccioso pulmonar, dificultando a inter-
pretacdo do resultado, que deve ser muito bem correlacionado com os dados
clinicos. Caso seja inevitavel, essa coleta deve ser feita por aspiragao transtra-
queal ou por meio de cateter protegido. Esta indicada quando o resultado tiver
influéncia terapéutica e se os resultados da avaliacao de amostras obtidas por
procedimentos menos invasivos nao foram esclarecedores.

Amostras broncoalveolares

As amostras broncoalveolares sdo coletadas com os recursos da broncoscopia,
que foi desenvolvida em 1930, e tem sido usada primariamente para a investi-
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gacdo de doengas pulmonares nao infecciosas e, nos ultimos 20 anos, tem sido
muito utilizada para detecgdo de agentes infecciosos nao usuais, em pacientes
em uso de ventilagdo mecénica e principalmente em pacientes imunocompro-
metidos. Essas amostras incluem lavado broncoalveolar, escovado protegido
e escovado ndo protegido, sendo que apenas o escovado protegido pode ser
utilizado para o isolamento de bactérias anaerdbias, desde que o transporte
seja feito em anaerobiose.

O lavado ou escovado broncoalveolar deve ser encaminhado imediata-
mente ao laboratorio em frasco estéril e processado dentro de 1 hora, pois a
recuperagdao de micro-organismos é feita por meio de cultura quantitativa, e
qualquer demora no seu processamento pode alterar a contagem de colonias
ou permitir a recuperagao maior de contaminantes.

Para o diagnostico de pneumonia por fungos, micobactérias e Legionella
spp, apenas a cultura qualitativa é suficiente.

FERIDAS E ABSCESSOS

Pela presenca da flora normal da pele, deve-se tomar cuidado para coletar
amostra representativa do processo infeccioso. Esta deve ser coletada da bor-
da interna dalesdo, e ndo da secre¢do purulenta ou exsudato espontaneamente
eliminados. Assim, a melhor amostra é a coletada por meio de bidpsia.

Lesao aberta

Fazer debridamento da lesao e depois limpar com solugéo fisiologica. A amos-
tra deve ser coletada da borda interna da lesdo. Se usar swab, colocd-lo em
meio de transporte ou solugao salina 0,89% e encaminhar imediatamente ao
laboratorio.

Abscessos
A secregao de abscesso deve ser coleta por meio de pungdo. Portanto, para
evitar contaminagdo por agentes da microbiota da pele, deve ser feita antissep-
sia no local da pungdo e coletar a amostra com seringa e agulha, colocando-a
em frasco estéril. Se houver suspeita de micro-organismo anaerobio, colocar
a amostra em meio de transporte para anaerébio e informar ao laboratério o
sitio da infec¢do e a suspeita clinica.

A secregao de abscessos cavitarios e a biopsia cerebral sdo amostras adqui-
ridas por meio de processo cirurgico. Sempre que possivel, a secre¢do deve ser
obtida por aspiracdo. Essas amostras clinicas devem ser encaminhadas rapida-
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mente ao laboratério em condigdes de anaerobiose, isto €, na seringa ou em
meio de transporte para anaerdbio.

TRATO GENITAL

As amostras do trato genital sio submetidas ao exame microbioldgico principal-
mente para detecgdo de patdgenos sexualmente transmissiveis. O diagndstico
dessas infecgdes genitais depende fundamentalmente da amostra coletada, e a de-
terminac¢do da amostra apropriada depende do sitio da infecgdo e do micro-orga-
nismo suspeito, portanto, a integragdo entre o médico e o laboratério é essencial.

Trompa de Falépio ou anexos

O material ¢ coletado por aspiragdo durante o procedimento cirtrgico; envia-
-se rapidamente ao laboratdrio 1 a 2 mL do material em meio de transporte
para anaerdbio.

Glandula de Bartolin

Fazer a assepsia da pele e da mucosa com solugdo de iodopovidine a 10%; deixar
secar, aspirar o material do ducto glandular e enviar rapidamente ao laboratério
o material em meio de transporte para anaerébio ou seringa vedada.

Cérvice uterino

A avaliagao microbioldgica da secre¢dao do cérvice uterino ¢ utilizada para o
diagnoéstico de infecgdes especificas pela N. gonorrhoeae, C. trachomatis, her-
pes-virus simplex, Actinomyces israelii e papilomavirus humano. E a amostra
de escolha para a detec¢ao de N. gonorrhoeae em mulheres.

Ao coletar a amostra, umedecer o espéculo com solugao fisioldgica estéril;
ndo deve ser utilizado lubrificante, pois este pode inibir crescimento bacteria-
no. Retirar o excesso de secre¢ao que se apresenta no orificio externo do colo
com swab ou gaze estéril e introduzir um swab estéril delicadamente no colo
uterino e deixd-lo durante 15 ou 20 segundos, rotacionando-o para obter ma-
terial das glandulas endocervicais. Encaminhar o swab em meio de transporte:

» N. gonorrhoeae: Stuart modificado ou Amies com carvao.

+ C. trachomatis: fosfato de sucrose.

+ Herpes-virus simplex: Stuart modificado ou caldo de infusao de carne com
antibidtico.

« Actinomyces israelii: transporte para anaerdbio.
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Secrecdo vaginal
O exame microbioldgico de secrecao vaginal é utilizado para o diagndstico de in-
feccoes por Trichomonas vaginalis, Candida albicans e para a detecgdo de vaginose.

A paciente deve ser orientada a nao fazer uso de creme e/ou 6vulos vaginais,
nem de ducha com lavagem vaginal interna nas 48 horas que antecedem a coleta
da amostra. A higiene intima deve ser a habitual, com dgua e sabonete, somente
externamente. Se for solicitado exame microbiologico de secre¢do uretral, deve
estar pelo menos ha 2 a 3 horas sem urinar. Ao coletar a amostra, umedecer o
espéculo com solugao fisiologica estéril; nao deve ser utilizado lubrificante, pois
este pode inibir o crescimento bacteriano. Se possivel, a coleta deve ser feita
pela manha, seguindo as normas anteriores.

Coletar secre¢do da mucosa alta do canal vaginal com dois swabs estéreis.
Encaminhar um swab em meio de transporte e outro em NaCl 0,89%, pois sera
necessario para preparar o esfregago para o exame microscopico.

Secrecdo uretral
A avaliagdo microbiolégica da secregao uretral ¢ util no diagnostico das uretri-
tes. No exame microscopico, é pesquisada a presenca de Trichomonas spp e a
bacterioscopia do esfregaco corado pelo Gram. Faz parte da cultura de rotina
a pesquisa de diversos agentes, como a N. gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis e
Candida spp. Para a detec¢ao de outros agentes, como Mycoplasma hominis, Urea-
plasma urealyticum e Chlamydia trachomatis, sdo necessarios métodos especiais.
O material deve ser colhido 2 a 3 horas apds mic¢ao. Deve-se estimular a
eliminacdo da secrecio:

+ Na mulher: massageando delicadamente a uretra contra a superficie pubica
através da vagina; coletar a secre¢do com zaragatoa e colocar em meio de
transporte, sendo o meio de Amies com carvao o mais recomendado, ou o
meio de Stuart modificado.

+ No homem: varia de acordo com a situac¢ao:

« Secrecao abundante:

« Fazer assepsia da glande com gazes embebidas em solugéo salina, ini-
ciando pelo meato e a partir dai abrangendo toda a glande e, em segui-
da, enxugar com gaze seca.

« Solicitar ao paciente que faca a expressdo do pénis, para que a secre¢io
se exteriorize, coletar a amostra com swab alginatado e colocar em
meio de transporte.
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« N. gonorrhoeae: Stuart modificado ou Amies com carvao.

+ C. trachomatis: fosfato de sucrose.

« Preparar o esfregago em duas laminas delimitadas de 1 x 2 cm, rolan-
do-o de uma extremidade a outra da drea, ou enviar o swab em salina
0,85%.

+ Secregdo escassa:

+ ApOs assepsia da glande, introduzir um swab alginatado 2 a 3 cm no
canal uretral, deixar durante 15 segundos, fazendo uma raspagem das
paredes da uretra.

« Preparar o esfregaco em duas laminas com drea padronizada de 1 x 2 cm,
rolando o swab de uma extremidade da drea a outra lentamente de uma
unica vez, para se obter um esfregaco o mais uniforme possivel.

« Coletar material com swab alginatado e coloca-lo em meio de transporte.

« Auséncia de secre¢io:

« Fazer assepsia da glande com a orientagdo acima.

+ Coletar a urina de 1° jato, solicitando ao paciente para urinar apenas
5 mL; encaminhar para o laboratério em frasco estéril.

Cultura de secrec@o prostatica, urina pds-massagem prostatica e esperma

Estes sao os materiais clinicos processados no diagndstico laboratorial de prosta-
tites e orquiepididimite. Historicamente, é definido como o melhor exame para
diagndstico de prostatites o método dos quatro frascos de Meares e Stamey, de
1968 (referéncia Meares), que avalia comparativamente urina e secre¢io pros-
tatica, obtidas sequencialmente, conforme segue: no frasco 1, colhe-se a urina
de primeiro jato; frasco 2, urina jato médio pré-massagem prostatica; frasco 3,
liquido prostatico pds-massagem; e frasco 4, o terceiro jato pds-massagem. O
critério diagndstico para prostatite bacteriana cronica consiste no resultado da
cultura do liquido prostatico (frasco 3) e/ou urina apds massagem (frasco 4)
com contagem superior a 5.000 UFC/mL. A contagem bacteriana do liquido
prostatico (frasco 3) e do primeiro jato pds-massagem (frasco 4) deve ser pelo
menos 10 vezes maior que a do primeiro e segundo jatos pré-massagem (frascos
1 e2). Quando as culturas dos frascos 1 e 2 forem negativas, qualquer contagem
de culturas positivas nos frascos 3 e 4 precisam ser avaliadas com aten¢io. Devem
ser utilizados dgar sangue e dgar Thayer Martin com incubagao em microarofilia.
Para orquiepididimite, sugere-se coleta prévia de urocultura com jato médio
seguida pela coleta do esperma. Considerar resultados da cultura de esperma
com contagens maiores ou iguais a 5.103 UFC/mL para uropatégenos conven-
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cionais e qualquer contagem para N. gonorrhoeae. Avaliar os resultados para
descartar infec¢ao do trato urindrio primaria ou concorrente a orquiepididimite.

Les3o genital
O uso prévio de medicamento tépico interfere no exame microbioldgico, por-
tanto deve ser suspenso durante 3 dias antes da coleta.

Limpar a superficie da lesdao com NaCl 0,85%; se houver crosta, deve ser
removida antes da coleta da amostra. Pressionar a base da lesdo até a saida
de fluido limpido; coletar o material com swab estéril. Para a bacterioscopia,
coletar esse fluido colocando uma lamina sobre a lesdo ou com swab estéril em
solu¢do salina 0,85%.

Colocar em meio de transporte especifico e encaminhar imediatamente ao
laboratdrio.

INFECCAO RELACIONADA AO CATETER
Existem varios tipos de cateteres intravasculares: de curta permanéncia, de longa
permanéncia, sistemas abertos e sistemas fechados.

Na implanta¢ao do cateter ha o rompimento da barreira do tecido cuténeo,
colocando o paciente em risco de desenvolver infec¢des relacionadas a esse
tecido. O local da insercdo do cateter torna-se colonizado com bactérias da
pele do paciente, principalmente estafilococos, ou com as carreadas pelos pro-
fissionais de satude. Esses agentes podem ser responsaveis por infecgdes locais,
com a possibilidade de infec¢do primaria da corrente sanguinea adquirida por
meio da inser¢do, ou do limen, cuja fonte é a colonizagdo do hub ou a infusdo
de fluidos contaminados.

A infecgdo relacionada ao cateter venoso central pode se manifestar como
infeccao do sitio de inser¢ao, como celulite dos tecidos moles adjacentes ao tu-
nel de inser¢ao do cateter, e pelo fato de o cateter estar diretamente com espago
intravascular estéril, é grande o risco de resultar em bacteremia.

A coleta e o transporte sdo etapas criticas para a execu¢do adequada do exame.

» Infeccdo do sitio de insercdo do cateter: a coleta de secrecdo do sitio de
insercao do cateter deve ser feita apds a limpeza do local com solugéo fi-
sioldgica estéril e coletada com zaragatoa alginatada, colocada em meio de
Stuart e encaminhada o mais rapido possivel ao laboratdrio.

+ Infec¢ao da corrente sanguinea relacionada ao cateter — bacteremia: con-
firmagdo da infec¢ao relacionada ao cateter venoso central requer a recupe-
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ragdo do mesmo agente isolado na hemocultura. A cultura pode ser feita de

trés formas:

« Amostra de sangue pareado: esta op¢ao de coleta é a de escolha, pois nao
hd necessidade da remocio do cateter. Deve ser coletada uma amostra de
sangue periférico e uma obtida pelo cateter no mesmo momento, contendo o
mesmo volume de sangue. Se ndo houver possibilidade da coleta do sangue
periférico, é recomendada a coleta de > 2 amostras de sangue obtidas de
diferentes lumens do cateter. As amostras de sangue sdo imediatamente
inseridas nos frascos de hemoculturas, que sdo rapidamente enviados ao
laboratdrio. A interpretagao do resultados é feita dependendo do método
de cultura utilizado.

+ Cultura da ponta do cateter: a mais frequentemente utilizada quando
o cateter é de curta duragao ou intravascular, mas sé é feita apds a indi-
cacdo clinica e retirada do cateter. Deve ser evitada a contaminacéo do
cateter durante sua retirada, sendo necessario que esse procedimento seja
realizado em condigdes totalmente assépticas. Ap0ds sua retirada, cortar
5 cm do segmento distal do cateter e coloca-lo em tubo conico estéril.
Encaminhd-lo rapidamente ao laboratdrio, pois seu processamento deve
ser realizado dentro de 2 horas. A demora na inoculacio nos meios ade-
quados resulta em ressecamento da amostra e, consequentemente, em erro
na interpretagao do resultado da cultura. Se houver secre¢do no local da
insercdo do cateter, esta também deve ser enviada ao laboratdrio para o
exame microbioldgico. A cultura da ponta de cateter pode ser quantitativa
ou semiquantitativa, utilizando o método descrito por Cleri ou Maki, res-
pectivamente (Cleri, 1980; Maki, 1977). A interpretagdo ¢ feita por meio
da contagem de colonias do isolado, sendo que o isolamento de > 1000
UFC/mL na cultura quantitativa e > 15 UFC/mL na semiquantitativa, é
sugestiva de que o cateter seja a fonte de infecgdo da corrente sanguinea.

+ Infecgiao do cateter de longa duragio: o diagndstico pode ser feito por
meio da cultura do sitio de insercdo e do hub do cateter. Pode ser feita
também a cultura do segmento subcutdneo, mas s6 ¢ realizada apoés a
indicagdo clinica e retirada do porte. Deve ser evitada a contamina¢io do
cateter durante sua retirada, sendo necessario que o procedimento seja
realizado em condigdes totalmente assépticas. Apos a retirada, o segmento
subcutaneo do cateter deve ser colocado em frasco estéril e encaminhado
rapidamente ao laboratdrio. A interpretacao do resultado é feita de acordo
com a amostra clinica e a metodologia utilizada. A colonizag¢do é definida
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como a presenca de > 15 UFC por placa e > 100 UFC por placa, pelos
métodos de rolamento e sonicagdo, respectivamente. Semiquantitativo
com crescimento de < 15 UFC por placa do mesmo agente em ambas as
culturas da secre¢ao do sitio de inser¢ao e do hub do cateter é indicativo
de que a infecgdo da corrente sanguinea nao esta relacionada ao cateter.

ACEITABILIDADE E REJEICAO DE AMOSTRAS CLiINICAS

O recebimento criterioso das amostras clinicas pelo laboratério de microbio-
logia é fundamental e garante melhor correlagao clinico-laboratorial. Desse
modo, devem existir normas para aceitar ou rejeitar determinados materiais e
condi¢des que, quando detectados, tornam necessario o contato com o médi-
co solicitante para melhores esclarecimentos, ou solicitagdo de nova amostra
dentro dos critérios de aceitacdo.

Critérios de aceitabilidade da amostra

» Amostras identificadas adequadamente, relacionadas com o pedido médico.

« Amostras coletadas e transportadas seguindo rigorosamente os critérios de
orientacio do laboratdrio.

« Amostras recentemente coletadas.

Critérios de rejeicao da amostra

 Erros na identificacéo.

« Amostras identificadas inadequadamente.

« Discrepancia entre a identificacao da amostra e o pedido médico.

« Falta de identificacdo da amostra.

+ Origem da amostra ou tipo de amostra nao identificada.

. Teste a ser realizado nao especificado.

» Amostras coletadas em frascos ou meio de transportes inadequados para o
exame solicitado.

« Amostras obtidas durante 24 horas, pois estas estdo sujeitas a contaminagao
em virtude da multiplicagdo de micro-organismos menos exigentes conti-
dos na amostra, o que pode induzir a resultados errdneos.

« Amostras coletadas e transportadas tardiamente ao laboratério, mesmo em
meios de transportes, pois estes mantém as amostras apenas por 6 a 8 horas.

» Material conservado inadequadamente.

 Ponta de cateter de Foley.

« Ponta de cateter em solugido salina ou meio de transporte.
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» Material de colostomia; material de debridamento.

« Mais de uma amostra colhida no mesmo dia e do mesmo sitio. Excecio:
hemocultura.

» Amostras contidas em formalina.
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3.5. Cultura de fungos

O PRINCIPAL OBJETIVO do laboratério de micologia clinica é o isolamento
e a correta identificagdo dos fungos patogénicos. A coleta adequada, o trans-
porte, o processamento e o cultivo das amostras clinicas sdo etapas essenciais
para que esse objetivo seja alcangado. Os profissionais do laboratério clinico
devem ter conhecimento sobre os critérios de obtencdo da amostra a fim de
obterem os melhores resultados que correlacionem com a suspeita clinica.

Tabela1 Tipos de amostras clinicas indicadas para a cultura de fungos

Micoses Tipos de amostra clinica
Micoses Ptiriase versicolor Raspados
superficiais Tinea nigra Raspados cutineos
Piedra Fios de cabelo cortados
Micoses Tinea capitis Fios de cabelo arrancados com o bulbo
cutineas capilar
Tinea corporis Raspados cutineos
Onicomicose Raspados ungueais
Candidiase Raspados de pele, unha, mucocutaneos,

swabs vaginais

(continua)
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Tabela 1

Tipos de amostras clinicas indicadas para a cultura de fungos (continuacao)

Micoses Tipos de amostra clinica
Micoses Cromoblastomicose Exsudatos ou raspados de lesdes
subcutaneas

Micetoma

Secre¢des purulentas drenadas, fluidos

aspirados, biépsias

Feo-hifomicose

Escarro, lavado brénquico, fluidos
corpéreos, secre¢des purulentas, raspados

de cérnea

Esporotricose

Secreg¢des purulentas de lesdes, fluidos

obtidos por aspiragdo

Fungos leveduriformes —

candidiase

Escarro, lavado brénquico, bidpsias, liquor,

urina, sangue

Fungos leveduriformes —

criptococose

Liquor, escarro, sangue, aspirado de
medula, urina, raspados de lesdes cutineas,

secrecdes de abscessos e trato sinusal

Fungos leveduriformes —

geotricose

Escarro, lavado brénquico

Fungos dimérficos —

blastomicoses

Raspados dos bordos das lesdes,
secre¢des purulentas de abscessos e
do trato sinusal, urina, escarro, lavado

brénquico

Fungos dimérficos —

paracoccidioidomicose

Raspados dos bordos das lesaes,
membranas mucosas, biépsias de

linfonodos, escarro, lavado brénquico

Fungos dimérficos —

coccidioidomicose

Escarro, lavado brénquico, liquor, urina,
raspados de lesdes, secre¢des purulentas

do trato sinusal e de abscessos

Fungos dimérficos —

histoplasmose

Sangue, aspirado de medula, escarro,
lavado brénquico, liquor, secre¢do
purulenta do trato sinusal ou ulcera,

raspados de lesdo
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Tabela1 Tipos de amostras clinicas indicadas para a cultura de fungos (continuagao)

Micoses Tipos de amostra clinica

Diversas Aspergilose Escarro, lavado brénquico
Zigomicose Escarro, lavado brénquico, bi6psias
Hialo-hifomicose Escarro, lavado brénquico, raspados

ungueais, sangue, liquidos corpéreos,

secre¢des purulentas e raspados de feridas

Otite externa Escamacdes epiteliais e detritos

CONSIDERACOES SOBRE BIOSSEGURANCA

Toda amostra processada em micologia deve ser considerada potencialmente
patogénica, devendo ser manipulada em uma cabine de seguranca biolégica.
Para fungos filamentosos observados em crescimentos bacterioldgicos usuais,
as placas devem ser seladas com pelicula Parafilm M® para prevenir a conta-
minac¢ao acidental com esporos potencialmente infectantes.

SELECAO, COLETA E TRANSPORTE DE AMOSTRAS PARA
CULTURA DE FUNGOS

Amostras cutaneas

Amostras de pele e unhas devem ser obtidas por raspagem e acondicionadas
em frascos estéreis ou em envelopes adequados para exame micoldgico, feitos
de papel cartonado preto, maleavel, com bordos contendo abas dobrantes au-
toadesivas para posterior fechamento do envelope. Para a coleta de amostras
cuténeas, ¢ feita uma limpeza prévia do sitio de coleta com alcool 70%, e as
areas ativas e periféricas da lesdo devem ser raspadas com auxilio dalamina de
um bisturi, a fim de serem obtidas escamacoes. Na suspeita de onicomicose, a
regido ungueal deve ser limpa com dlcool 70% e posteriormente raspada nas
camadas mais profundas para obtenc¢do de tecido ungueal invadido por fun-
gos. Amostras de couro cabeludo e cabelos sdo representativas quando obtidas
as partes basais do foliculo capilar infectado. Pode ser utilizada uma lampada
de Wood em quarto escuro (lampada ultravioleta de 365 nm) para a localiza-
¢do de areas potencialmente infectadas por dermatofitos que fluorescem na
presenca da luz ultravioleta. Os fios fluorescentes, distorcidos ou quebradigos
devem ser selecionados para cultivo.
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Aspirado de medula éssea

Amostras recebidas em seringas heparinizadas devem ser inoculadas diretamente
em meios apropriados para cultura de fungos. E indicada a coleta de aspirados
de medula déssea em frascos de coleta pediatricos de sistemas automatizados
de hemocultura, em que a proporg¢do amostra/caldo é ideal.

Aspirados, exsudatos, secrecdes purulentas
Aspirados, secre¢des purulentas em geral e exsudatos devem ser obtidos por
aspiracdo em seringa e transferidas para frascos estéreis. No laboratorio, de-
vem ser examinadas em microscopia direta quanto a presenca de granulos e
inoculadas em meios de cultura para fungos.

Sangue

Podem ser utilizados métodos automatizados de monitoramento continuo
para cultivo de fungos em amostras de sangue (BACTEC® - Becton Dickinson,
Sparks, MD ou BacT/Alert® - bioMérieux, Durham, NC) ou ainda sistemas de
lise centrifugagao (ISOLATOR® - Wampole Laboratories - Cranbury, NJ) e
métodos manuais (cultivos bifasicos — meio liquido e sélido).

Escarro

O escarro deve ser colhido preferencialmente pela manha, quando a expecto-
ragdo é produtiva, apos a higiene bucal habitual do paciente (escovagao den-
tal). A amostra deve ser obtida em frasco estéril.

Fezes

Em geral, amostras de fezes ndo apresentam muita utilidade clinica no diag-
nostico laboratorial, entretanto, o crescimento abundante e predominante de
leveduras pode ter significado ou é indicativo de auséncia de flora fecal normal.
A colonizagao por leveduras ¢ comum tanto em individuos saudaveis como em
imunocomprometidos. Na suspeita de infecgdes fungicas do trato gastrointes-
tinal, indica-se a obtengdo de fragmentos de bidpsia e tecidos.

Liquidos pleural, peritoneal e sinovial

E indicada a coleta em frascos para cultura para fungos de sistemas automati-
zados (p.ex., Frasco Myco F/Lytic Becton Dickinson) ou sistemas de lise cen-
trifugagao (ISOLATOR, Wampole Laboratories). Para outros tipos de coleta,

90



obter a amostra em frasco estéril, centrifugar a 2.000 x g por 10 minutos e
inocular o sedimento em meios de cultura para fungos.

Liquor

O liquor deve ser centrifugado a 2.000 x g por 10 minutos e o sedimento, ser
inoculado nos meios de cultura para fungos. Caso um volume inferior a 2 mL
seja recebido no laboratdrio, inocular diretamente nos meios, sem centrifugagao.

Tecidos

Tecidos devem ser fragmentados em pequenas por¢des com bisturi estéril ou
triturados com adi¢do de pequenos volumes de solucio salina estéril. Na sus-
peita de infec¢des por zigomicetos, os tecidos devem ser fragmentados em pe-
quenas porg¢des, nunca triturados e homogeneizados, uma vez que a trituragao
destroi as hifas e diminui a viabilidade desse grupo de fungos.

Urina

A amostra indicada para cultura de fungos ¢ a urina de jato médio, salvo outra
suspeita ou indicagdo clinica, devendo ser colhida em frasco estéril. E impor-
tante ressaltar que a presenca de leveduras na urina pode ser um sinal indicati-
vo da sua disseminagdo em pacientes imunossuprimidos, o que pode preceder
candidemia.

Tabela 2 Procedimentos para coleta e transporte das amostras clinicas para cultura de
fungos

Tipo de amostra Procedimentos para coleta e transporte

Secregdo de abscessos ou  Obter a amostra por aspiragdo e transferir para frasco

de feridas estéril
Sangue Colher a amostra preferencialmente em frasco para sistema
Aspirado de medula automatizado de hemocultura (p.ex., BACTEC® — Becton

Dickinson ou BacT/Alert® bioMérieux)

Ponta de cateter Colocar 5 cm da parte distal do cateter em frasco estéril de

boca larga

(continua)
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Tabela 2 Procedimentos para coleta e transporte das amostras clinicas para cultura de

fungos (continuacéo)
Tipo de amostra

Raspado de cérnea

Procedimentos para coleta e transporte

Inocular diretamente ap6s a coleta em meios de cultura
apropriados. O médico deve contatar o laboratério
previamente a coleta solicitando os meios para proceder

atividade diretamente no consultério

Secre¢do conjuntival

Colher em swab com meio de transporte de Stuart

previamente a aplicagdo de anestésicos

Fluido intraocular

Obter a amostra em frasco estéril

Raspados cuténeos (pele,
areas interdigitais)
Raspados ungueais

Cabelos

Ap6s selecionar a area infectada, promover raspagem do
material cutdneo ou ungueal e enviar em frasco estéril.
Para amostras de cabelo, obter os fios inteiros, contendo o
bulbo, e encaminhar em frasco estéril

Para reduzir a contaminagdo bacteriana das éreas da pele,
indica-se, sempre que possivel, descontaminacdo prévia

com dlcool 70%

Amostras respiratérias

Escarro obtido por expectoragdo profunda e transferido
para frasco estéril, de boca larga; lavado broncoalveolar;
aspirado transtraqueal; escovado brénquico (todas as

amostras colhidas e transportadas em frasco estéril)

Fluidos estéreis (liquor,

liquido pleural, liquido

pericardico, liquido sinovial,

liquido peritoneal)

Colher no minimo 2 mL em frasco estéril

Tecidos, biépsias

Obter fragmentos de tecido ou bi6psias e enviar em frasco
estéril contendo solucdo salina ndo bacteriostatica para
prevenir ressecamento. N3o s3o aceitdveis para cultura de

fungos amostras enviadas em formol

Urina

Amostra obtida em frasco estéril, preferencialmente a
primeira da manha ou urina colhida através de cateter ou
urina colhida apés massagem prostatica

N3o s3o indicadas para cultura de fungos: urina colhida

com cateter de Foley ou urina de 24 horas
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TRANSPORTE DE AMOSTRAS PARA CULTURA DE FUNGOS
As amostras devem ser colhidas e transportadas para o laboratério preferen-
cialmente em temperatura ambiente (15 a 30°C) em até 2 horas apds a coleta.
Em caso de demora, ¢ indicada refrigeracao (2 a 8°C), entretanto devem ser
consultados os critérios de exce¢do para outros setores do laboratério de mi-
crobiologia, uma vez que as amostras clinicas costumam ser compartilhadas
entre os departamentos.

CADASTRAMENTO DA AMOSTRA

Os dados demograficos do paciente e os detalhes referentes a amostra e ao sitio
de infec¢ao tém fundamental importancia para o diagnoéstico microbioldgico
das infec¢oes causadas por fungos. O cadastramento laboratorial dos dados
do paciente e da amostra deve conter, no minimo, as seguintes informagdes:

« Identifica¢ao do paciente, sexo, idade, localiza¢ao (ambulatorial, internado).
+ Indicagdo ou suspeita clinica.

+ Tipo de amostra clinica, sitio e topografia da coleta.

+ Uso atual ou prévio de medicamentos, antimicrobianos e antifiingicos.

CRITERIOS DE ACEITABILIDADE

+ Coleta asséptica, em frascos estéreis, a prova de vazamentos.

+ Entrega ao laboratdrio em prazos estabelecidos (o transporte no tempo apro-
priado definido para cada amostra é critico para garantir a sobrevivéncia e o
isolamento de organismos fastidiosos e prevenir o supercrescimento de bactérias).

+ Volumes minimos de amostra para evitar indices de resultados falso-negativos
e aumentar as chances de isolamento de organismos a partir de liquidos es-
téreis. Caso os volumes recebidos pelo laboratério nao sejam adequados, o
médico solicitante deve ser imediatamente contatado pelo laboratério para
eleger os testes laboratoriais que serdo prioritarios em tal amostra.

« Em geral, a obtengdo de swabs de feridas abertas nao é recomendada para
culturas de fungos por carrear micro-organismos da flora saproéfita local.

« Sempre que possivel, obter amostras antes do uso de agentes antifingicos.

+ Compatibilidade de dados entre a identifica¢do primaria da amostra, a requisi¢ao
médica que acompanha a amostra e a identificagdo do laboratério: qualquer
discrepancia observada na identificagdo da amostra deve ser cuidadosamente
verificada antes do processamento da cultura de fungos para evitar erros na
fase pré-analitica que possam comprometer o resultado do exame.
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PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA EXAME
MICROSCOPICO DIRETO
Uma amostra encaminhada para o cultivo em micologia pode ser examinada
em microscopia direta quanto a presenca de estruturas fingicas, sendo uma
andlise complementar, e nunca substitutiva a cultura. O exame direto é uma
analise primaria da amostra, que pode fornecer ao médico-assistente infor-
magoes preliminares que contribuem para o inicio do tratamento, podendo
ajudar na determinagdo do significado do micro-organismo que vira a ser
isolado na cultura.

Os métodos de exame microscdpico direto de amostras em micologia sao:

 Preparo e clarificagio em KOH.
+ Pesquisa direta para Cryptococcus.
« Coloragoes.

PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA CULTURA DE
FUNGOS

As amostras para cultivos em micologia devem ser inoculadas em meios com-
binados que garantam o crescimento de todos os agentes de significado clini-
co. Ha uma variedade de combinag¢des que podem ser usadas e, em geral, a
escolha do conjunto de meios depende de fatores como o perfil de pacientes e
de agentes fungicos mais prevalentes e endémicos na area, o custo, a disponi-
bilidade e a preferéncia de cada laboratério. Em todos os casos, alguns fatores
devem ser considerados e uma complementariedade entre os meios deve ser
garantida da seguinte maneira:

« Adicéo de cloranfenicol e/ou gentamicina na formulagao dos meios de cultura
para inibir a contaminagao bacteriana.

+ Incorporar a ciclo-hexamida ao meio de cultura para inibir o crescimento de
fungos saprofitas de crescimento rapido que possam atrapalhar o surgimen-
to de patogenos importantes e de crescimento mais lento. Sera necessario,
ao mesmo tempo, utilizar meio de cultura sem ciclo-hexamida. Deve ser
ressaltado que a ciclo-hexamida inibe o crescimento de fungos patogénicos
importantes, como Cryptococcus neoformans/gattii, Penicillium marneffei,
Aspergillus fumigatus, Scedosporium prolificans, algumas espécies de Candida
e zigomicetos.
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+ Recomenda-se o uso de um meio de enriquecimento para garantir o cresci-
mento de fungos fastidiosos e dimoérficos.

A temperatura para incubagio e crescimento dos fungos clinicamente relevan-
tes é de 30°C. Se nio for possivel disponibilizar uma estufa para incubagio a
30°C, indica-se a incuba¢ao dos meios em temperatura ambiente (aproxima-
damente a 25°C). Nao ha nenhuma vantagem adicional em incubar culturas
primarias rotineiramente também entre 35 e 37°C; isso deve ser feito apenas
em casos especificos, em que a suspeita de fungos dimorficos é levantada.

A maioria das culturas deve ser mantida por um periodo maximo de incu-
bagdo de 4 semanas, exceto culturas de orofaringe, secre¢ao vaginal e urina ou
culturas em meios cromogénicos, que podem ser liberadas em 48 horas. Para
cultivos com suspeita indicativa de fungos dimdrficos, recomenda-se incuba-
¢do estendida para até 8 semanas antes de ser liberado um resultado negativo
para crescimento de fungos.
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3.6. Cultura para Candida

A INCIDENCIA DE infec¢des fungicas vem aumentando progressivamente a
partir da década de 1980. Paradoxalmente, o aparecimento de doengas imu-
nossupressoras e a evolu¢do da medicina trouxe um numero crescente de pro-
cedimentos invasivos, terapias imunossupressoras agressivas, uso generalizado
de antimicrobianos de amplo espectro, nutri¢cdo parenteral e estadia hospitalar
prolongada, fatores que permitiram que os fungos emergissem como causadores
de infec¢des graves em seres humanos.

Entre as infec¢des causadas por fungos, as leveduras sio muito relevantes,
principalmente no ambiente hospitalar. As espécies de Candida sao as leveduras
patogénicas mais importantes e frequentes. Nos Estados Unidos, sdo a quarta
causa mais comum de infec¢des de corrente sanguinea, com a Candida albicans
sendo responsavel por mais de 50% das infec¢oes, seguida pela C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. lusitaniae.

FATORES DE RISCO

Se o individuo nédo apresentar nenhum tipo de imunodepressio, as infeccdes
por Candida tendem a ser limitadas em extensdo e gravidade. As espécies
de Candida fazem parte da microbiota normal do trato gastrointestinal, de
mucosas e da pele; assim, o uso de antimicrobiano de amplo espectro quebra
o equilibrio da microbiota da cavidade oral e do trato gastrointestinal ao eli-
minar a populagdo competitiva predominante. Quando o individuo apresenta
qualquer tipo de imunodepressdo, a infecgao pode ser grave e invasiva. Diabete,
terapias imunossupressoras ou quimioterapias em altas doses também sao
fatores de risco. Infecgdes de corrente sanguinea podem ser ocasionadas pelo
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uso prolongado de dispositivos vasculares, pratica comum no tratamento de
pacientes hospitalizados.

TIPOS DE INFECCOES
Infeccdo cutinea
E o tipo de infec¢io mais frequentemente causada por espécies de Candida.
Apresenta-se como lesoes eritematosas acompanhadas ou ndo de um exsudato
esbranquicado cremoso ou descamagdo. Em areas sujeitas a atrito, sob efeito de
calor e umidade, pequenas fissuras podem servir como porta de entrada para
infecgdo por Candida. Os locais mais comuns sdo virilha, entre os dedos das
maéos e dos pés, sob as mamas e axilas. Onicomicoses (acometimento das unhas)
e paroniquia (acometimento do leito ungueal) sdo frequentes em individuos
que lidam com agua ou umidade por tempo prolongado.

Para uma boa sensibilidade no resgate do micro-organismo, a coleta do ma-
terial tem grande valor, sendo diretamente responsavel pelo crescimento da
levedura. Dessa maneira, ¢ fundamental considerar:

+ O material coletado deve ser verdadeiramente representativo da lesao.

« Eimportante descrever se a pele estd integra ou ulcerada.

+ Coletar preferencialmente raspado das margens e base da lesao, ja que sao
os locais onde as leveduras estdo viaveis.

+ Nao é recomendado cultura de lesdes secas ou crostas.

Coleta de lesdes superficiais

+ Limpar a superficie cutinea com agua destilada ou soro fisioldgico estéril;
nao utilizar iodo.

+ Para amostras de pele, usando um bisturi pequeno estéril, raspar cuidado-
samente as bordas da lesao.

+ Para amostras de couro cabeludo, incluir alguns fios de cabelo para exame.

+ Para amostras de unha, obter raspado e/ou material abaixo da unha. Com a
ajuda de um bisturi estéril pequeno, raspar cuidadosamente a unha até atingir
o leito ungueal para a obtengdo de micro-organismos viaveis.

Os materiais obtidos podem ser colocados em placas de Petri estéreis e devem
ser identificados separadamente para cada sitio a ser identificado (p.ex., raspa-
do da unha do segundo dedo da mao direita, raspado da regido lateral do pé
esquerdo, raspado da regido central do antebrago direito, etc.).
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Transporte
A placa de Petri deve ser transportada em temperatura ambiente (20 a 25°C)
até 30 minutos apds a coleta.

Reporte do resultado
+ Cultura negativa: ndo houve crescimento de Candida spp na amostra analisada.
« Cultura positiva: identificar no laudo do exame a espécie de Candida isolada.

Candidiase oral

Manifesta-se por placas cremosas esbranquigadas na mucosa oral. Os sintomas
geralmente nao sao exuberantes e podem iniciar com fissuras nos cantos da
boca, porém, quando a infec¢do é macica, pode resultar em disfagia. A can-
didiase oral ocorre frequentemente em criancas e ¢ uma das infec¢des iniciais
nos pacientes infectados pelo HIV. A candidiase oral geralmente é causada pela
Candida albicans, mas outras espécies também podem causa-la.

Coleta

« Solicitar ao paciente que abra bem a boca.

+ Procurar uma drea esbranquicada e coletar a amostra da lesao com swab.
« Introduzir o swab em um tubo com solu¢éo salina estéril.

Transporte
O material deve ser transportado em temperatura ambiente (20 a 25°C) até 30
minutos apds a coleta.

Reporte do resultado
+ Cultura negativa: ndo houve crescimento de Candida spp na amostra analisada.
« Cultura positiva: identificar no laudo do exame a espécie de Candida isolada.

Candidiase esofagica
Ocorre sob a forma de lesdes erosivas recobertas por placas esbranquicadas no
esofago resultando em dor retroesternal com piora a deglutico.

Coleta

O material das lesdes pode ser coletado via endoscopia digestiva por meio de
escovado ou bidpsia.
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Transporte
O material deve ser transportado em temperatura ambiente (20 a 25°C) até 30
minutos apds a coleta.

Reporte do resultado

+ Cultura negativa: nao houve crescimento de Candida spp na amostra ana-
lisada.

« Cultura positiva: identificar no laudo do exame a espécie de Candida isolada.

Candidiase vaginal

A candidiase vaginal ocorre em mulheres pds-puberais e manifesta-se com
hiperemia local, placas esbranquigadas no canal vaginal, queimagéo e prurido
perivaginal, dispareunia e corrimento espesso com aparéncia de leite coagulado.
Diabete, antibioticoterapia, gravidez e atividade sexual sao fatores que predis-
poem esse tipo de infec¢ao.

Coleta
Para a coleta, recomenda-se a paciente ndo estar em periodo menstrual, evitar
ducha e cremes vaginais na véspera da coleta e estar em abstinéncia sexual por
3 dias.

Coleta vaginal

+ Inserir um espéculo (sem lubrificante; usar 4gua morna) na vagina.

+ Retirar o excesso de muco cervical com swab de algodao.

« Inserir o swab do meio de transporte, rodar por alguns segundos sobre o
fundo do saco, retirar e volta-lo no meio de transporte para cultura de fungos.

Transporte
O material deve ser transportado em temperatura ambiente (20 a 25°C) até 12
horas apos a coleta.

Reporte do resultado
+ Cultura negativa: nido houve crescimento de Candida spp na amostra analisada.

+ Cultura positiva: identificar no laudo do exame a espécie de Candida isolada.

Caso nao tenham sido pesquisadas somente leveduras, reportar os outros
agentes identificados.
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Infec¢des do trato urinario

E muito dificil diagnosticar uma infecgdo do trato urinério causada por Candi-
da spp, pois estas leveduras sao colonizantes do canal vaginal e também fazem
parte da flora da bexiga de pacientes com sonda de demora, principalmente
quando estdo em uso de antibioticoterapia sistémica.

Coleta
A coleta deve ser feita pela manha, preferencialmente na primeira mic¢ao do
dia, ou entdo apos reten¢ao vesical de 2 a 3 horas.

O primeiro jato de urina deve ser desprezado no vaso sanitario. Colher o jato
médio urindrio no frasco universal de boca larga fornecido pelo laboratério.
Colher um pouco mais da metade do frasco e evitar enché-lo.

Pacientes com sondagem vesical
Colher a urina puncionando-se o catéter na proximidade da jun¢do com o tubo
de drenagem. Nao colher a urina da bolsa coletora. No pedido laboratorial deve
constar que o paciente esta cateterizado.

Consultar o capitulo 3.1. Urocultura para a descri¢ao detalhada dos proce-
dimentos.

Transporte

O processamento laboratorial deve ser feito dentro de 2 horas. Caso nao seja
possivel, as amostras devem ser refrigeradas a 4°C até o momento da semea-
dura (no maximo de 24 horas).

Reporte do resultado
+ Cultura negativa: ndo houve crescimento de Candida spp na amostra analisada.
« Cultura positiva: identificar no laudo do exame a espécie de Candida isolada.

Caso ndo tenham sido pesquisadas somente leveduras, reportar os outros agentes
identificados.

Candidiase invasiva/candidemia

A maioria das infec¢des invasivas causadas por espécies de Candida resulta
de invasao da corrente sanguinea e disseminagdo hematogénica da levedura.
Candidemia é definida com o isolamento de Candida spp de pelo menos uma
amostra de sangue cultivada (hemocultura). Candidiase invasiva primaria em
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o6rgao profundo ¢é frequente apds cirurgia abdominal, pois pode haver conta-
minagao da cavidade peritoneal com leveduras da flora intestinal.

Coleta de hemocultura — procedimento

 Lavar as maos e secéd-las.

» Remover os selos da tampa dos frascos de hemocultura e fazer assepsia prévia
nas tampas com alcool 70%.

 Garrotear o braco do paciente e selecionar uma veia adequada. Essa drea nido
deve mais ser tocada.

« Fazer a antissepsia com alcool 70% de forma circular e de dentro para fora
por 2 vezes.

+ Coletar a quantidade de sangue e o nimero de amostras recomendados de
acordo com as orientagdes descritas ou conforme discriminados no pedido
médico.

+ Identificar cada frasco com todas as informagoes padronizadas e enviar ao
laboratério juntamente com a solicitagdo médica devidamente preenchida.

Observagoes:

+ Colher antes da administragdo de antibidtico.

+ A coleta com cateteres ndo é recomendada quando se podem utilizar pungdes
venosas.

+ Pungdes arteriais nao trazem beneficios na recuperagdo dos micro-organismos.

+ Nao se recomenda a troca de agulhas entre a pun¢ao de coleta e a distribuigdo
do sangue no frasco de hemocultura.

« Meétodo de coleta do sangue e volume coletado influenciam diretamente no
sucesso da recuperagdo de micro-organismos e interpretacao adequada dos
resultados.

+ Lembrar que algumas espécies de Candida fazem parte da flora normal da
pele; se a antissepsia nao for adequada, pode haver crescimento de Candida
na hemocultura e consequentemente tratamento equivocado ao paciente.

Consultar o capitulo 3.2. Hemocultura para a descrigdo detalhada do procedi-
mento de coleta.

Transporte

Nunca refrigerar o frasco. Manter o frasco em temperatura ambiente e encami-
nhar o mais rapido possivel para o laboratorio.
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Reporte do resultado
+ Cultura negativa: nao houve crescimento de Candida spp na amostra ana-
lisada.

« Cultura positiva: identificar no laudo do exame a espécie de Candida isolada.
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3.7. Cultura de liquor

CONSIDERANDO-SE QUE 0 liquor é uma amostra nobre de dificil obtengao,
recomenda-se que haja rigor especial em todas as fases de um procedimento
associado a esse material.

A cultura do liquor é direcionada principalmente ao isolamento de bactérias
aerdbias, anaerdbias facultativas, fungos e micobactérias.

FASE PRE-ANALITICA - COLETA, TRANSPORTE,
CADASTRAMENTO DA AMOSTRA, CRITERIOS DE
ACEITABILIDADE DA AMOSTRA

Os requisitos da fase pré-analitica para a cultura geral incluem:

« Cadastramento adequado da amostra: etapa inicial e inclui, além do nome
do paciente, data e hora da coleta, numeros de registro e identificagdo que
permitam rastreabilidade.

+ Volume: o ideal é superior a 1 mL. Volumes maiores (5 a 10 mL) aumentam
a sensibilidade da cultura e sdo recomendados para a recuperacio de mico-
bactérias e fungos.

« Acondicionamento: em frasco estéril que nao provoque aerossoéis quando
for aberto.

» Transporte: em temperatura ambiente, entre 20 e 35°C. A amostra nao deve
ser exposta a refrigeragdo e nem a calor ou frio excessivos. Deve ser enviada
em até 1 hora ao laboratdrio, a fim de ser processada o mais rapidamente
possivel.
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O fato de a temperatura de transporte ser ambiente é um fator critico; é reco-
mendada e admitida a refrigeragao do liquor apenas nos casos em que ele sera
processado por métodos moleculares.

De acordo com a literatura, quando ha requisi¢ao de coleta de liquor, seria
ideal a coleta de pelo menos trés tubos, a fim de que o liquor possa ser analisa-
do pelo setor de bioquimica, hematologia e microbiologia. Quando nao h4 in-
dicagao especifica no pedido, o tubo 1 deve seguir para a bioquimica (ndo é o
indicado para a cultura, pois é aquele que tem mais chance de contaminacio);
o tubo 2, para microbiologia e testes soroldgicos; o tubo 3, para hematologia;
e outros tubos, para demais procedimentos. Quando essa rotina nao é seguida,
¢ imperativo que um tubo seja enviado inicialmente a microbiologia, para que
a amostra possa ser processada de forma estéril.

De preferéncia, a amostra deve ser colhida antes da antibioticoterapia.

PROCESSAMENTO

Amostras com volume superior a 1 mL devem ser centrifugadas (de preferén-
cia, com o uso de citocentrifuga) e o sedimento deve ser utilizado para reali-
zagdo de bacterioscopia e semeadura, enquanto o sobrenadante é destinado a
realiza¢ao das provas de detecgao de antigenos bacterianos.

De acordo com as caracteristicas especiais dessa amostra, ja abordadas ante-
riormente, trata-se de material que deve ser aceito até com volume inferior ao
recomendado e, nesse caso, deve-se priorizar o nimero de testes que sera rea-
lizado. Outro ponto importante ¢ incluir obrigatoriamente uma nota no final
do laudo documentando que a coleta de volume foi inferior ao preconizado.

CULTURA GERAL (AEROBIA)
Para cultura geral, utilizam-se agar sangue e agar chocolate incubados por até
48 horas em temperatura de 35 a 37°C, em atmosfera de 5 a 10% de CO,, que
permitem o isolamento de patdgenos como Streptococcus pneumoniae, Neis-
seria meningitidis, Haemophilus influenzae (hoje mais dificilmente isolado) e
enterobactérias, entre outros. Para Listeria monocytogenes, uma vez que a tem-
peratura de incubagédo de 4°C é preferencial para seu crescimento, pelo menos
em criangas abaixo de 1 ano, deve-se considerar incluir uma placa suplementar
de agar sangue.

A cultura do liquor deve ser acompanhada de bacterioscopia da amostra;
esse procedimento tem especificidade acima de 97% e sensibilidade que varia
de 25% (para concentragdes de bactéria 10° UFC/mL) a 97% (para concentra-
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¢oes de bactéria > 10° UFC/mL). A probabilidade de visualizar bactérias pode
ser aumentada com o uso de citocentrifuga. O uso prévio de antimicrobianos e
a espécie do micro-organismo também estdo relacionados com a positividade
do esfregaco. Por outro lado, resultados falso-positivos podem ocorrer, sendo
atribuidos principalmente a contaminacio do corante e erro de interpretagdo
do observador.

Apesar de questionavel, a cultura também pode ser acompanhada da pes-
quisa de antigenos bacterianos. Este teste nao é superior a bacterioscopia e
pode ter resultados falso-positivos que levam a terapéutica e hospitalizagio
inadequadas, mas pode auxiliar como teste rapido de detec¢ao de patdgenos
em meningite aguda bacteriana e na analise de consisténcia da cultura. Sua
melhor indicagdo é para pacientes em uso de antibioticoterapia e com bacte-
rioscopia negativa. Existem varios kits comerciais com essa finalidade e que
tém como principio a aglutinagdo com latex. As vantagens do teste incluem
rapidez e facilidade de realizagdo, além de nao utilizar equipamento especial.
A sensibilidade também ¢é variavel de acordo com o agente, sendo de 67 a 100%
para S. pneumoniae, 50 a 93% para N. meningitidis e 69 a 100% para Strepto-
coccus agalactiae. De qualquer maneira, um teste negativo nao afasta infecgao.

Para cultura de micobactérias, a coleta de volume superior a 5 mL estd as-
sociada a melhor sensibilidade do teste. Se a solicita¢ao for exclusiva para esse
grupo de micro-organismos, podem-se aceitar até 2 horas como prazo de re-
cebimento da amostra.

A semeadura deve ser feita em meio solido (Lowenstein-Jensen) e meio liquido,
podendo ser considerado o uso dos frascos utilizados nos equipamentos auto-
matizados de hemocultura, como 0 BACTEC (BD) e BactAlert (bioMérieux) e
o caldo MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube/ BD), para ser utilizado
de forma manual ou com a linha de equipamentos BACTEC™ MGIT TB Sys-
tem. A pesquisa direta, por meio da coloragao de Ziehl-Neelsen, também deve
acompanhar esse procedimento.

Pode ainda ser feita a cultura para fungos, que visa a isolar principalmen-
te Cryptococcus neoformans, Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis e
Candida spp em pacientes hospitalizados.

Os meios de cultura recomendados sdo o agar Sabouraud e Mycosel com
tubos incubados a temperatura ambiente e a temperatura entre 35 e 37°C. O
periodo de incubagao dessas culturas é de até 21 dias. Para o rapido diagndstico
de Cryptococcus neoformans, podem-se utilizar também a coloragéo de tinta
da China e a detecgdo de antigenos por meio de particulas impregnadas com
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latex. Esse teste no liquor é mais sensivel do que no soro; tem sensibilidade e
especificidade acima de 90%, porém pode ter resultados falso-positivos e falso-
-negativos em pacientes HIV positivos, por exemplo.

A indica¢ao de cultura anaerobia do liquor é uma situacao de excegdo e esta
associada principalmente a hipotese diagnostica de empiemas e abscessos as-
sociados ao sistema nervoso central.

Ainda, como complementar a cultura do liquor, tem-se a detec¢do do perfil
de sensibilidade.

Os aspectos gerais desse procedimento sao abordados em outro capitulo,
mas seguem adiante algumas observagoes especificas para isolados de cultura
do liquor:

» Streptococcus pneumoniae: penicilina e cefotaxime, ceftriaxone ou merope-
ném devem ser testados por um método que determine concentracdo ini-
bitéria minima (CIM) e reportados rotineiramente. Para vancomicina, sdo
aceitaveis a disco-difusdao ou método que determine CIM. Existem critérios
especificos de leitura para interpretacdo de cefotaxime e ceftriaxone em iso-
lados do liquor.

« Haemophilus influenzae: reportar somente ampicilina, cefalosporina de ter-
ceira geracao, cloranfenicol e meropeném.
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3.8. Cultura para micobactérias

A TUBERCULOSE (TB) ¢, ainda nos dias de hoje, uma doenga devastadora e
um grande desafio de saude publica, pois é a segunda principal causa de morte
a partir de um unico agente infeccioso, ficando atras apenas do virus da imu-
nodeficiéncia humana (HIV).

Embora a taxa de mortalidade tenha apresentado queda de 45% de 1990 para
os dias atuais, a doenga acometeu 8,6 milhdes de casos novos no mundo em
2012, com 1,3 milhdo de mortes (deste total, 300 mil coinfectados com HIV).
Estima-se que, em 2012, houve 450 mil casos de TB multirresistente (MDR-
-TB), ou seja, com resisténcia ao menos a isoniazida e a rifampicina, com 170
mil mortes. Ja a tuberculose super-resistente (XDR-TB) foi detectada em pelo
menos 1 caso em 92 paises até o final de 2012, sendo estimado existir, em média,
9,6% dos casos de MDR-TB.

Para auxilio ao combate desse cendrio, o papel do laboratério é fundamental,
viabilizando um diagnéstico rapido e o mais acurado possivel. Para tal, o labo-
ratério de microbiologia tem a responsabilidade de orientar a obtengdo e vigiar
a qualidade das amostras bioldgicas, seu processo analitico, com indicadores
laboratoriais, e seu transporte, a fim de viabilizar as melhores condi¢des para o
seu processamento, respeitando as medidas de biosseguranga adequadas.

A TB ¢é causada pelos membros do complexo Mycobacterium tuberculosis
(CMTB), um grupo geneticamente muito correlacionado, e inclui as espécies e
subespécies M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. bovis bacillus Calmet-
te-Guérin (BCG), M. microti, M. canettii, M. pinnipedii e M. mungi.

O principal agente da TB humana é o M. tuberculosis, enquanto M. africa-
num é mais encontrado na Africa. A M. bovis causa doenga em bovinos e em
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varios outros mamiferos, além de atingir também o homem. Ja a M. microti é
patogénica para roedores, a M. caprae, para caprinos e a M. pinnipedii causa
infeccdo em ledes marinhos.

As micobactérias nio tuberculose (MNT) sdo comumente encontradas no
meio ambiente e possuem patogenicidade variavel conforme a espécie. As es-
pécies potencialmente patogénicas podem causar uma variedade de doengas
em humanos, que diferem em gravidade e importéncia em satde publica.

E fundamental ressaltar para os laboratérios que manejam material biolégico
com suspeita de tuberculose e/ou cepas de micobactérias a necessidade de se
adequarem as medidas de biosseguranga pertinentes a cada tipo de exposicéo,
visto que ja foi demonstrada a incidéncia 3 vezes maior de TB em profissionais
que trabalham com CMTB do que naqueles que ndo trabalham com esse agente,
em fungdo dos aerossois gerados nos procedimentos laboratoriais. Para mais
informacoes sobre esse assunto, consultar o documento “Manual de biosse-
guranca para laboratdrios da tuberculose”, da Organizagao Mundial da Saude
(OMS), publicado em 2012.

COLETA DE AMOSTRAS

Amostras respiratdrias

Escarro espontaneo

+ O funcionario que acompanha a coleta, devidamente paramentado com
mascara N95/PFF2, deve se certificar de que a identifica¢ao no frasco coletor
esta de acordo com as informagdes da requisicio médica de baciloscopia e
cultura para micobactérias.

+ Caso a coleta seja domiciliar, o paciente deve receber as orientagdes ao reti-
rar o recipiente de coleta no laboratério, e também deve ser orientado a es-
colher um local ao ar livre para a coleta; caso nao esteja disponivel, escolher
um local ventilado, em que ele possa fazer a coleta sozinho.

+ Registrar os horarios de inicio e término do horario de coleta e anota-los
nas requisi¢oes médicas; estas devem ser mantidas longe da coleta de escar-
ro para evitar sujidade.

+ A OMS recomenda, para o diagndstico da TB pulmonar, coletar 2 a 3 amos-
tras de escarro com intervalo minimo de 8 horas (preferencialmente 24 ho-
ras), com pelo menos uma das amostras coletada ao acordar, por causa da
maior sensibilidade nessa amostra.

« Para a coleta, utilizar frasco plastico estéril, de boca larga e tampa rosqued-
vel, com capacidade de 35 a 50 mL (Figura 1).
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Capacidade de 35 a 50 mL /

FIGURA 1 Recipiente para coleta de escarro.

Coleta

+ Volume ideal - 10 mL, volume minimo - 5 mL.

+ Recomenda-se jejum de, no minimo, 6 horas; durante o periodo de jejum, orienta-

-se ingerir o maximo de agua possivel, caso ndo haja contraindica¢ao médica.

« Coletar o escarro logo ao acordar, sentado, antes da ingestao de alimentos
e apos higienizagdo da cavidade oral (escovar os dentes, a mucosa bucal, a
lingua, sem pasta dental ou solugao de bochecho, apenas com agua filtrada).
Em seguida, realizar bochecho/gargarejo com agua filtrada. Caso haja protese
dentdria, remové-la antes da higienizagao da cavidade oral. Lavar as maos
antes e depois desse procedimento.

» Tossir e expectorar o material em um recipiente estéril de boca larga (coletor
universal). Evitar a coleta apenas de saliva ou de volume inferior a 5 mL.
Espuma nao é valorizada como volume.

« Amostras salivares e/ou com volume inferior a 5 mL ndo devem ser rejeita-
das, mas sugere-se incluir nota no laudo, para ciéncia do médico-assistente
da menor sensibilidade diagndstica nesses casos.

« Nao existe limite de tempo para a coleta, mas sdo raros os pacientes que
necessitam de mais de 30 minutos para expectorar 10 mL de escarro.

+ Intercorréncias durante a coleta: em casos de vomito, interromper imedia-
tamente a coleta e o pote deve ser descartado; em caso de expectoragcdo com
sangue ou hemoptise, o paciente deve ser avaliado por um médico imedia-
tamente para verificar a necessidade de interrup¢ao do procedimento (essa
amostra ndo pode ser utilizada para o teste molecular rapido).

111



+ Ao término da coleta, o paciente deve lavar as maos, fixar a mascara no rosto
e ser liberado, caso seja paciente ambulatorial.

+ Colocar o pote coletor em saco plastico transparente e fecha-lo para o trans-
porte.

Transporte e conservagdo pré-analitica

« Manter em temperatura ambiente até no maximo 2 horas apds a coleta, em
ambiente protegido de luz solar.

+ Caso o intervalo entre o término da coleta de escarro e o processamento da
amostra no laboratorio seja superior a 2 horas, refrigerar a amostra (tempe-
ratura entre 2 e 8°C), que pode ser processada em até 7 dias.

+ Transportar o pote (bem vedado) dentro de caixas térmicas com gelo seco,
sob temperatura entre 2 e 8°C até o laboratério.

Critérios de rejeigio
« Amostras nio identificadas.
e Pool de escarro.

Critérios de processamento com restrigiio de andlise
+ Amostras que nao obedeceram aos critérios pré-analiticos definidos.

Obs.: a coleta de escarro induzida com inalagao de solugdo salina hipertonica
estéril (5 mL NaCl 3%) deve ser desencorajada, pelo risco de broncoespasmo
e por necessitar de ambiente para a coleta com pressao negativa. Por isso, caso
seja opgao do médico realiza-lo, este deve ser feito apenas em ambiente hos-
pitalar, com condi¢es de atendimento de emergéncia. Orientar inalagdo com
solugdo salina hipertonica estéril (5 mL NaCl 3%) por no minimo 5 minutos
e no maximo 20 minutos, com os demais passos similares a coleta de escarro
espontineo. Nesses casos, anotar “escarro induzido” no pedido médico.

Secrecdo traqueal, lavado broncoalveolar

+ Procedimentos realizados com indica¢do médica, com coleta realizada por
equipe especializada: secrecao traqueal coletada por enfermeiro e/ou fisio-
terapeuta e lavado broncoalveolar coletado por médico por meio de bron-
coscopia.

+ O tempo de transporte e conservagao pré-analitica sdo os mesmos de uma
amostra de escarro.
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Lavado géstrico

Também considerado como amostra respiratoria.

E indicado para criangas que ndo conseguem escarrar e deglutem o escarro,
sendo recomendado pelo menos duas amostras em dias consecutivos.
Coleta realizada pela equipe de enfermagem, sob supervisao médica, com
o paciente internado.

Coleta

E feita preferencialmente assim que a crianga acordar, sem comer ou levan-
tar da cama, em jejum de 8 a 10 horas.

Introduzir a sonda nasogastrica fina, via oral ou nasal até o estdbmago.
Injetar 10 a 15 mL de solugéo fisioldogica estéril.

Apds 30 minutos, aspirar o lavado gastrico e transferir para frasco plastico
de boca larga, estéril, com tampa rosqueavel.

Transporte e conservagdo pré-analitica

Transporte sob refrigeragdo (2 a 8°C) em até 4 horas.

Sem adigdo de solugdo neutralizante, processar a amostra preferencialmen-
te em até 15 minutos.

Se o tempo de transporte é maior que 1 hora, é necessario neutralizar a aci-
dez para néo inviabilizar o crescimento da micobactéria com solugdo neu-
tralizante da acidez gastrica.

Para neutralizar a amostra clinica: neutralizar o suco gastrico com carbona-
to de soédio 1 mg para cada 1 mL de lavado gastrico.

Amostras extrapulmonares
Liquor

Material coletado por médico por meio de pungdo lombar ou de derivagao
ventricular, diante de suspeita de neurotuberculose.

Coletar em tubo conico estéril (tubo falcon de 15 mL).

Recomenda-se volume de 4 a 5 mL de liquor, em virtude da melhor sensibili-
dade diagndstica, porém deve-se processar o volume que for disponibilizado.

Transporte e conservagdo pré-analitica

Transportar a amostra em temperatura ambiente o mais brevemente possivel
(por menos de 15 minutos) e manté-la refrigerada (temperatura entre 2 e 8°C)
em ambiente protegido da luz solar se ela nao for processada em até 24 horas.
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Critérios de rejeigdo
« Amostras nao identificadas.

Critérios de processamento com restrigiio de andlise
+ Amostras que ndo obedeceram aos critérios pré-analiticos definidos.

Liquidos cavitdrios (exceto liquor)

+ A coleta desses liquidos organicos (liquido pleural, ascitico, peritoneal, sino-
vial) é realizada por médicos.

« Para o humor aquoso/vitreo, a coleta é realizada por médico oftalmologista
e geralmente nao passa de 0,5 mL.

Coleta

+ Para os liquidos organicos em geral, coletar em tubo conico estéril (tubo
falcon de 15 ou 50 mL) ou infundir 3 a 5 mL em frasco de hemocultura
especifico para micobactérias.

+ No geral, é recomendado volume maior ou igual a 10 mL, visando a melhor
sensibilidade diagnostica, porém deve-se processar o volume que for dispo-
nibilizado.

Transporte e conservagdo pré-analitica

« Transportar a amostra em temperatura ambiente o mais brevemente possivel
(por menos de 15 minutos) e manté-la refrigerada (temperatura entre 2 e
8°C) em ambiente protegido da luz solar se ela nao for processada em até
24 horas.

Critérios de rejeigio
« Amostras nio identificadas ou frascos rachados.

Critérios de processamento com restrigdo de andlise
« Amostras que nao obedeceram aos critérios pré-analiticos definidos.

Urina

+ Material coletado na suspeita de TB renal, principalmente.

» Recomenda-se coleta de 3 a 5 amostras consecutivas em dias diferentes.

+ Lembrar que ha MNT que podem colonizar a uretra distal e, por isso, a cul-
tura tem papel fundamental, pois viabiliza o isolamento e a identificagdo da
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micobactéria encontrada. Para considerar doencga renal por MNT, é neces-
sario isolar a mesma espécie em 2 amostras e correlacionar com o quadro
clinico e a patogenicidade da espécie encontrada.

Coleta

+ Coletar o volume total da primeira urina da manha, sem desprezar o primeiro
jato urindrio, ap6s higiene local com gaze com dgua e sabao neutro, em frasco
estéril, com tampa rosqueével.

+ Volume minimo 40 mL.

Transporte e conservagdo pré-analitica

+ Manter em temperatura ambiente por até 2 horas apds a coleta, protegida
de luz solar.

« Caso o intervalo entre o término da coleta e o processamento da amostra no
laboratdrio seja superior a 2 horas, refrigerar a amostra (temperatura entre
2 e 8°C), que pode ser processada em até 4 horas.

Critérios de rejeigdo

« Amostras ndo identificadas.

« Urina de 24 horas.

« Amostras de urina colhidas no mesmo dia.

Critérios de processamento com restri¢do de andlise
« Amostras com volume inferior ao minimo recomendado (40 mL).
« Amostras que nao obedeceram os critérios pré-analiticos definidos.

Biopsias, fragmentos ésseos, de partes moles, aspirados de ginglios ou

abscessos e secre¢des purulentas

« Em casos de materiais pos-cirurgicos, principalmente cirurgias estéticas, com
suspeitas de infeccao por MNT de crescimento rapido, orientar sinalizagao
no pedido médico.

+ Amostras de raspado de pele devem ser desencorajadas, sendo indicada co-
leta de pele com bidpsias.

Coleta

« Amostras devem ser coletadas pela equipe médica de modo asséptico e co-
locadas em frasco estéril com algumas gotas de solugao fisioldgica estéril.
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+ Nao coletar com swab, pois pode conter substancias que inibem o crescimento
de micobactérias.

Transporte e conservagdo pré-analitica

« Manter em temperatura ambiente por até 2 horas da coleta, protegido de
luz solar.

« Caso o intervalo entre o término da coleta e o processamento da amostra no
laboratério seja superior a 2 horas, refrigerar a amostra (temperatura entre
2 e 8°C), que pode ser processada em até 24 horas.

Critérios de rejeigio
« Amostras nao identificadas.
« Amostras encaminhadas em formol.

Critérios de processamento com restrigdo de andlise
« Amostras que nao obedeceram aos critérios pré-analiticos definidos.

Sangue ou sangue de medula dssea

+ A investigacao de micobactérias no sangue ¢ indicada caso haja suspeita de
bacteremia por MNT, especialmente Mycobacterium avium complex, ou por
TB disseminada, principalmente em imunocomprometidos; entre eles, o
principal grupo de risco sdo os pacientes com aids em estagios avangados.
Outros grupos de risco sdo pacientes sob terapia imunossupressora, diabete,
alcoolismo e doengas hematolodgicas.

Coleta

+ Deve ser realizada por meio da coleta do sangue periférico e/ou da medula
Ossea, que deve ser preferencialmente inoculado em frasco de hemocultura
especifico para micobactérias.

+ Naauséncia de frasco de hemocultura especifico para micobactérias, coletar
em tubo com anticoagulante, porém néo usar tubo com EDTA, pois este
inibe o crescimento de micobactérias. O anticoagulante menos téxico para
micobactérias é o sodium polyanethol sulfonate (SPS), e deve ser utilizado em
uma propor¢ao de 1,5 mL de SPC a 0,35% para 8,5 mL de sangue.

+ Volume:
a.Sangue periférico: em adultos, coletar o volume méximo do frasco (5 mL).
b.Sangue da medula 6ssea: volume minimo/ideal cerca de 0,5 a 1 mL.
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+ A coleta do sangue periférico, além de ser um procedimento menos invasi-
vo, possui sensibilidade semelhante ao do sangue da medula 6ssea. A tnica
vantagem da coleta de sangue de medula dssea ¢ que, neste caso, é possivel
solicitar também pesquisa de BAAR, sendo necessério fazer esfregaco na
lamina antes de aspirar volume maior para a hemocultura, embora esse exa-
me apresente uma baixissima sensibilidade.

Transporte e conservagdo pré-analitica
Manter em temperatura ambiente até incubagdo da amostra; nao refrigerar.

Critérios de rejeigio
Amostras n3o identificadas ou frascos de hemocultura rachados.

Critérios de processamento com restri¢do de andlise
Amostras que nao obedeceram aos critérios pré-analiticos definidos.

Fezes

Material cuja andlise é desencorajada, pois pode refletir micobactéria presente
em escarro deglutido, e ndo TB intestinal, sendo que para esta suspeita clinica
¢ indicada a biopsia do intestino.

INTERPRETACAO POS-ANALITICA

Pesquisa de BAAR

Embora seja uma ferramenta diagndstica rapida, acessivel e de baixo custo, a
sensibilidade da pesquisa de bacilos alcool-acido-resistentes (BAAR) é muito
variavel (22 a 78%), devendo ser encorajado o exame de cultura para micobac-
térias em conjunto, por ser mais sensivel e também permitir o isolamento e
identificagao da micobactéria.

Sabe-se que para a pesquisa de BAAR no escarro ser positiva, sdo necessa-
rios 5 a 10 mil bacilos por mL, enquanto para a cultura ser positiva, sio neces-
sarios 10 a 100 bacilos vidveis por mL.

Deve-se lembrar que a pesquisa também néo é especifica, permitindo diag-
nostico apenas presuntivo, visto que a pesquisa positiva para micro-organismo
alcool-acido resistente pela coloragdo de Ziehl Neelsen nao garante que seja uma
micobactéria, pois ha outros micro-organismos também alcool-acido resistentes,
em graus variaveis, que podem resultar positivos: Nocardia, Rhodococcus, entre
outros (Legionella micdadei, cistos de Cryptosporidium, Isospora e Microspo-
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ridium), embora um técnico experiente possa diferencia-los pela morfologia.
Também néo permite diferenciar entre CMTB e MNT.

No geral, conforme publicado no Didrio Oficial em 21 de margo de 2006,
orienta-se liberagdo do resultado final em até 24 horas da coleta, enquanto para
amostras de unidades de atendimento de emergéncias/urgéncias, recomenda-se
liberacdo em até 4 horas.

Para servigos que utilizam na pesquisa de BAAR leitura pelo método de
imunofluorescéncia com Auramina (40x), este deve ser apenas uma triagem, e
seus resultados positivos ou duvidosos devem ser recorados na mesma lamina
com Ziehl Neelsen (100x) para confirmagao e andlise do resultado em cruzes.

Para a baciloscopia BAAR realizada com o escarro esponténeo, por meio do
método direto ou apds concentrag¢ao, corados pelo método de Ziehl Neelsen, a
leitura e a interpretagdo dos resultados devem ser realizadas conforme padro-
niza¢do do Ministério da Saide (Tabela 1).

Tabela 1 Critérios para leitura e interpretagio dos resultados da baciloscopia de escarro

(ap6s concentragdo ou n3o), corada pelo método de Ziehl Neelsen

Achado microscopia (100x) Resultado
N3o encontrado BAAR em 100 campos Negativo
Encontrado 1 a2 9 BAAR em 100 campos Relatar a quantidade de BAAR encontrada

Encontrados 10 a 99 BAAR em 100 campos Positivo +

Encontrado 1 a 10 BAAR por campo, nos Positivo ++

primeiros 50 campos observados

Encontrados em média mais de 10 BAAR por  Positivo +++

campo, nos primeiros 20 campos observados

E importante fazer referéncia no laudo se o método analitico da pesquisa de
BAAR ¢é “método direto” ou se é realizado por “método concentrado’, visto que
isso pode interferir na quantificagao de cruzes, ja que devem ser interpretados
de forma igual, independentemente do método. Pacientes em tratamento que
acompanham com esse exame para analisar evolu¢ao, podem sofrer interferén-
cia na andlise quando hd modificagdo do “método direto” para um “método
concentrado’, podendo simular até falha terapéutica.

Para a baciloscopia BAAR realizada com outras amostras clinicas, por meio
do método direto ou apds concentragdo, corados pelo método de Ziehl Neel-
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sen, a leitura e a interpretacao dos resultados devem ser realizadas conforme
padroniza¢do do Ministério da Saude (Tabela 2).

Tabela 2  Critérios para leitura e interpretacio dos resultados da baciloscopia a partir

de outras amostras clinicas (ap6s concentragdo ou nio), corada pelo método de Ziehl

Neelsen

Achado microscopia (100x) Resultado
Nio foram encontrados BAAR no material examinado Negativo
Foram encontrados BAAR no material examinado, em Positivo

qualquer quantidade

Avaliar em sitios néo estéreis a possibilidade de colonizacéo da flora local, como
pode ocorrer na uretra distal. Correlacionar com os dados clinicos e com o
resultado da cultura para micobactérias.

Cultura para micobactérias
Na analise de uma cultura para micobactérias, deve-se ponderar a propria pa-
togenicidade da espécie, especialmente em sitios nao estéreis (Tabela 3).

Tabela3 Espécies de micobactérias classificadas conforme patogenicidade para seres
humanos

Patogénicas

M. leprae . tuberculosis

. bovis

. africanum

S N

. microti

M. caprae

Potencialmente patogénicas

M. avium M. branderi M. genavense M. malmoense M. simiae

M. avium ssp M. celatum M. haemophilum M. marinum M. szulgai

paratuberculosis

(continua)
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Tabela3 Espécies de micobactérias classificadas conforme patogenicidade para seres

humanos (continuagao)

Patogénicas

M. abscessus M. chelonae M. intracellulare M. peregrinum M. ulcerans

<

M. asiaticum M. fortuitum M. kansasii . scrofulaceum M. xenopi

Raramente patogénicas

M. agri M. cookii M. gordonae M. phlei M. terrae
M. aichiense M. diernhoferi M. hassiacum M. porcinum M. thermoresistibile
M. alvei M. duvalii M. komossense M. pulveris M. tokaiense
M. aurum M. fallax M. lepraemurium M. rhodesiae M. triviale
M. brumae M. farcinogenes M. mucogenicum M. senegalense M. vaccae
M. austroafricanum M. flavescens M. non chromo- M. shimoidei
genicum
M. chitae M. gadium M. neoaurum M. smegmatis
M. chubuense M. gastri M. obuense M. sphagni

M. confluentis M. gilvum

Fonte: CGLAB/DEVEP/SVS/MS.

Quando presente uma cepa de CMTB, esta traduz TB no sitio do isolamento
no qual a cepa foi isolada. Atentar que é uma doenga de notificagdo compulso-
ria, sendo o laboratério muito importante nesse cenario.

O diagnostico de doenga por MNT exige cautela, pois o seu isolamento a
partir de espécimes clinicos ndo estéreis pode significar coloniza¢ao transito-
ria ou, ainda, contaminag¢do. Um dos critérios de defini¢do de doenga nesses
sitios é o isolamento da mesma espécie em ao menos duas amostras do mesmo
sitio coletadas em dias diferentes.

Quando responsaveis por processos patolégicos em humanos, as MNT podem
acometer qualquer tecido dos sistemas ou disseminar-se por todo o organismo,
principalmente em pacientes imunocomprometidos, que estao cada vez mais
prevalentes entre a populagdo geral. A doen¢a que ocasionam ¢ denominada
micobacteriose, independentemente da espécie responsavel pela patologia.

Algumas espécies de MNT ainda estdo relacionadas a infec¢des em pacien-
tes submetidos a procedimentos invasivos (cirurgias estéticas, oftalmoldgicas,
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cardiacas e até mesmo acupuntura). As espécies de crescimento rapido comu-
mente envolvidas sdo: M. fortuitum, M. abscessus e M. chelonae.

O resultado de uma cultura para micobactérias negativa sugere auséncia
de infec¢ao pulmonar por micobactéria ou, ainda, resposta a tratamento de TB
(ou outras micobacterioses), porém deve-se atentar para possivel falso-negativo
em pacientes em tratamento de pneumonia com fluoroquinolona.

Outro resultado possivel é a de cultura contaminada, ou seja, o meio de
cultura da amostra foi contaminado com bactérias/fungos que inviabilizam o
crescimento de micobactéria e deve-se considerar nova coleta, a critério médico.

Todos os resultados devem ser correlacionados com as pesquisas de BAAR
correspondente da amostra, para a andlise de indicadores que traduzam a qua-
lidade da fase analitica no laboratdrio. Para mais informagdes sobre esse assunto,
consultar o documento “Microbiologia Clinica para o Controle de Infecgao
Relacionada a Assisténcia a Satde. Modulo 7: Deteccio e Identificagdo de Mico-
bactérias de Importancia Médica“, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa), de 2013.
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4. Antibiograma

INTRODUGCAO

A determinagio da suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA ou antibiogra-
ma) é uma das principais tarefas do laboratdrio de microbiologia clinica. Em
muitas situagdes, sob o ponto de vista do clinico, os resultados do antibio-
grama sao considerados mais importantes do que a prépria identificagdo do
micro-organismo envolvido no processo infeccioso. Em parte, isso pode ser
explicado pelo aumento mundial de micro-organismos multirresistentes, o
que limita a op¢do terapéutica. Como consequéncia, o laboratério dever dar
prioridade ndo sé a producao de dados precisos, mas também deve liberar
laudos que sejam facilmente interpretaveis.

Os objetivos do teste sdo detectar possivel resisténcia ao medicamento em
patégenos comuns e assegurar a suscetibilidade a drogas de escolha para infec-
¢oes especificas. Os microbiologistas podem avaliar interagdes in vitro entre
um micro-organismo isolado e os agentes antimicrobianos. O antibiograma
liberado pode fornecer dados para ajudar o clinico a decidir as drogas de esco-
lha ou, ainda, as doses dos agentes antimicrobianos adequadas ao tratamento
da infeccao.

Os métodos de analise disponiveis incluem: diluicdo em caldo, dilui¢do em
agar, difusao em agar (disco difusdo) ou sistemas comerciais automatizados.
Os métodos manuais, amplamente difundidos no Brasil, proporcionam flexi-
bilidade, e métodos que geram possiveis reducdes de custos incluem a difusdo
em agar e métodos de fita com gradiente (E-teste® ou M.I.C.Evaluator®). Cada
método tem pontos fortes e fracos, dependendo, em parte, dos organismos
testados. Alguns métodos fornecem resultados quantitativos (concentragdo
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inibitéria minima - CIM), e todos fornecem avaliacdes qualitativas usando a
categoria sensivel, intermediario ou resistente.

METODOLOGIAS DISPONIVEIS PARA A REALIZACAO DO
ANTIBIOGRAMA

Alguns métodos para realizagdo do antibiograma, convencionais ou automa-
tizados, estao disponiveis para os laboratérios de microbiologia clinica. Esses
métodos incluem microdiluigdo, difusao em dgar, gradiente de antimicrobiano
e sistemas automatizados. No Brasil, o teste de difusdo em agar continua sendo
o mais adotado, por causa da flexibilidade na selecdo de drogas, capacidade
de responder rapidamente as mudancas de interpretacdo dos pontos de corte
estabelecidos pelos comités, possibilidade de adi¢do de novos antimicrobianos
ao painel do TSA e, principalmente, em virtude do baixo custo.

No teste de difusdo em dagar, os discos impregnados com concentragdes
preestabelecidas de antimicrobianos a serem testados, os quais se relacionam,
entre outros fatores, com a concentragdo sérica atingivel, sdo adicionados a
placa de agar Mueller Hinton. Apds o periodo de incubagdo, o halo de ini-
bigdo é medido e categorizado, de acordo com os critérios estabelecidos por
documentos padronizados. Diversos documentos para padronizagdo e inter-
pretagdo do antibiograma estao disponiveis. No Brasil, os mais rotineiramente
adotados sdo Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (http://clsi.
org/) e o European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing — Eu-
cast (http://www.eucast.org/).

A metodologia de gradiente (E-teste® ou M.I.C.Evaluator®) apresenta-se
como uma alternativa adequada a rotina laboratorial. Consiste em uma
fita plastica que, de um lado, esta impressa uma escala da CIM, e do outro
existe um gradiente exponencial do antimicrobiano. Essa metodologia nao
¢ aprovada pelo CLSI, mas ¢é aceita pela Food and Drug Adminstration
(FDA) e pela Sociedade Americana de Microbiologia. Além disso, estu-
dos demonstram que a determinagdo da CIM pelo método de gradiente
apresenta boa concordancia com os métodos de referéncias. Os meios e as
etapas de preparacdo do indculo e da semeadura das placas sdo os mesmos
utilizados para a técnica de difusdo em agar. A categorizagao da suscetibi-
lidade deve ser realizada de acordo com os mesmos documentos descritos
no paragrafo anterior.

Os sistemas automatizados utilizam cartdes de plasticos para determinar a
CIM. Esses cartdes apresentam o antimicrobiano liofilizado e o sistema tem a
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capacidade de andlise computadorizada do crescimento do micro-organismo.
No Brasil, os sistemas mais utilizados para realizagdo do TSA sdo Vitek®, Vi-
tek-2®, Walk-Away® e BD Phoenix®. Cabe ressaltar que os sistemas automati-
zados geralmente avaliam apenas 2 a 4 dilui¢des de cada antimicrobiano, utili-
zando os pontos de corte especificos para categorizagao da CIM.

QUANDO REALIZAR O ANTIBIOGRAMA?

O laboratério de microbiologia clinica deve realizar o antibiograma somente
para micro-organismos patogénicos e que sejam contemplados pelos comités
de padronizagao (CLSI, Eucast, Anvisa). O TSA nao deve ser executado para
micro-organismos integrantes da microbiota normal humana (organismos co-
lonizadores) e para micro-organismos cuja sensibilidade aos antimicrobianos
seja previsivel.

Atualmente, a rotina dos métodos para realizacao do antibiograma é pa-
dronizada para bactérias comuns aerobias e facultativas, como enterobactérias,
Staphylococcus spp, Pseudomonas spp, Acinetobacter spp, Enterococcus spp,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus do grupo viridans e beta-hemolitico,
Haemophilus influenzae, complexo Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas
maltophilia, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis e Vibrio cholerae.

Em algumas situagdes, como Mycobacterium tuberculosis e fungos invasivos,
a realizacao de antibiograma é importante para o tratamento do doente. En-
tretanto, este deve ser encaminhado a laboratdrios especializados, nos quais os
volumes de teste sdo suficientes para manter a proficiéncia técnica. Fendtipos
de resisténcia incomum ou resultados imprecisos também devem ser encami-
nhados aos laboratérios de referéncia para confirmacao.

SELECAO DOS ANTIMICROBIANOS QUE COMPOEM O
ANTIBIOGRAMA

O laboratdrio tem a responsabilidade de testar os antimicrobianos mais ade-
quados para o micro-organismo isolado, o local da infecgao e o tipo de pacien-
te atendido. O laboratoério que atende pacientes hospitalizados e/ou imuno-
deprimidos precisa testar rotineiramente antimicrobianos de maior espectro
quando comparados com aqueles que sé atendem pacientes ambulatoriais.

A composicao do painel de antibidticos a serem testados nao é uma decisao
exclusiva do laboratério. Embora os comités padronizadores publiquem uma
lista com os antimicrobianos a serem testados diante dos grupos de micro-
-organismos, é imprescindivel que a adequagao para cada laboratério seja um
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consenso entre microbiologistas, corpo clinico, farmacia, comité terapéutico e
comissao de controle de infeccao hospitalar.

CUIDADOS COM DISCOS, FITAS DE GRADIENTE E
CARTOES DE SISTEMAS AUTOMATIZADOS

Os discos devem ser utilizados até a data de validade especificada pelo fabri-
cante e armazenados sob refrigeracao (2 a 8°C) ou, ainda, congelados em um
refrigerador frost-free (-20°C) até que seja necessario. Discos contendo agente
betalactimico devem sempre ser mantidos congelados, assegurando sua po-
téncia, embora uma pequena por¢do possa ser armazenada sob refrigeragdo
por até uma semana.

Os laboratorios que utilizam equipamentos de distribuicio mecénica de
discos devem ficar atentos, pois este deve ser mantido tampado hermetica-
mente e armazenado no refrigerador quando nao estiver em uso.

As embalagens com fitas de gradiente devem ser conservadas a -20°C até a
data de validade. As fitas de gradiente da embalagem aberta devem ser arma-
zenadas em lugar seco ou tubo com dessecante a -20°C. As fitas armazenadas
e manuseadas corretamente podem ser usadas até a data de validade. E impor-
tante que apenas um unico tipo de antibiético por tubo seja armazenado.

Os cartdes (painéis) de antibiograma dos sistemas automatizados devem ser
armazenados sob refrigeragdo (2 a 8°C) e nunca ser congelados. Antes da uti-
lizacdo, checar a validade e realizar inspecao visual do invélucro e do préprio
cartao.

Em todos os casos descritos, os antimicrobianos (discos, fitas e cartdes) de-
vem ser retirados do freezer ou geladeira 1 a 2 horas antes da utilizagdo. Isso
permite o equilibrio com a temperatura ambiente, minimizando a quantidade
de condensagao.

PREPARO E ARMAZENAMENTO DO MEIO AGAR

MUELLER HINTON

O meio agar Mueller Hinton ¢ o mais comumente utilizado nos laboratérios

clinicos, além de ser recomendado pelo CLSI e Eucast. Um rigoroso controle

de qualidade ¢ importante para o antibiograma por causa das varidveis. O mi-
crobiologista deve ficar atento para algumas caracteristicas do meio, como o

pH, que deve estar entre 7,2 e 7,4, e pode ser medido logo apds o preparo do

meio. A espessura do meio de cultura distribuido em placas de Petri deve ser
de aproximadamente 4 mm, garantindo a perfeita difusao do antimicrobiano.
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O meio Mueller Hinton deve permanecer sob refrigeragdo por tempo infe-
rior a 2 meses, desde que protegido da desidratagdo (embalagem plastica). An-
tes da semeadura com a suspensdo padronizada com o micro-organismo-teste,
a placa deve ser deixada em estufa para evaporagao do excesso de umidade da
superficie do meio.

PREPARACAO DA SUSPENSAO BACTERIANA
A suspensao bacteriana deve ser preparada com coldnias morfologicamente
semelhantes, evitando contaminagéo e divida na interpretagdo dos resultados.
A densidade da suspensido deve ser comparada visualmente com um padrédo de
turbidez 0,5 da escala de McFarland (1 x 10® a 2 x 108 UFC/mL). A suspenséio
contendo o micro-organismo a ser testado deve ser semeada em agar Mueller
Hinton em no maximo 15 minutos, evitando a mudang¢a no padrdo de turbi-
dez.

A preparagao das suspensdes bacterianas a serem introduzidas nos cartoes
de antibiograma dos sistemas automatizados também deve ser padronizada de
acordo com as recomendacdes de cada fabricante.

CUIDADOS NA EXECUGCAO DO ANTIBIOGRAMA
Em até 15 minutos apds a semeadura das placas com as suspensdes padroni-
zadas de bactérias, os antimicrobianos selecionados devem ser aplicados de
forma uniforme sobre a superficie, com pelo menos 24 mm (centro a centro)
entre eles. Nao devem ser colocados mais do que 12 discos para uma placa de
150 mm de didmetro e ndo mais de 5 discos sobre uma placa de 100 mm de
didmetro para evitar sobreposicao de zonas.

Muitos antimicrobianos difundem-se no meio quase que imediatamente,
portanto, uma vez que um disco ou fita tenha contato com a superficie do agar,
eles ndo devem ser movidos.

PERIODO DE INCUBACAO

Apds a aplicagdao dos discos e/ou fitas de gradiente na placa, elas devem ser
levadas a estufa em até 15 minutos. Atraso na incubagao permite excesso pré-
-difusdo dos agentes antimicrobianos. A incubagédo se da a 35 + 1°C por 16 a
20 horas, tempo variavel de acordo com o agente antimicrobiano testado, con-
forme indicado no manual dos comités utilizados. Alguns micro-organismos
testados em meios suplementados necessitam de uma atmosfera com 5 + 1%

de CO,.
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A organizagdo das placas de antibiograma na estufa nao deve formar pilhas
grandes, garantindo uma temperatura uniforme e rapida em todas as placas.

VALIDACAO DO ANTIBIOGRAMA
Cepas-controle devem ser utilizadas para monitorar o desempenho dos pro-
cessos. Para os agentes antimicrobianos que fazem parte da rotina, testes de
controle devem ser realizados diariamente. Além disso, testes de controle de
qualidade devem ser executados a cada novo lote de agar Mueller Hinton in-
cluido na rotina laboratorial. Para o controle, devem ser utilizadas cepas padrao
de colecdes como American Type Culture Collection (ATCC). A identificagdo
dos micro-organismos (cepa padrao) utilizados para o controle de qualidade é
disponibilizada pelos comités internacionais (CLSI, Eucast, entre outros).

E muito importante que as cepas de referéncia sejam obtidas a partir de uma
fonte confidvel, e 0 armazenamento deve ser mantido de modo que a viabilidade
seja assegurada.

LIBERACAO DO RESULTADO

O laboratdrio de microbiologia clinica precisa estabelecer um sistema documen-
tado de revisao dos resultados. Esse sistema documentado serve para detectar
e corrigir erros significativos de transcrigdo que poderiam afetar a escolha do
antimicrobiano para o tratamento de uma infec¢do. Uma possibilidade é a revi-
sao e conferéncia dos laudos liberados por um profissional de alta qualifica¢io,
antes da liberacdo final do resultado. Esse método se tornou um elemento muito
importante na rotina laboratorial, ja que, em muitos laboratérios, os resultados
sdo interfaceados.

A andlise de resultados deve ser feita de forma criteriosa, especialmente se
tratando de fendtipos raros de resisténcia e nos casos de resisténcia intrinseca
a antimicrobianos observados em alguns organismos. Documentos padroni-
zadores, como Eucast e CLSI, publicam uma tabela com o perfil de resisténcia
intrinseca dos principais micro-organismos de interesse médico.

Os sistemas de informatica podem dispor de alertas, na etapa de digitagéo,
para resultados improvaveis ou absurdos. Esse sistema de vigilancia é observado
na analise do antibiograma pelos softwares dos equipamentos automatizados.
E interessante que resultados criticos sejam estabelecidos documentalmente e,
assim que possivel, sejam liberados para o clinico solicitante.

O laboratério deve ter politica e instrugdes escritas para a emissao de laudos
que contemplem as situagdes de rotina, os plantdes e as urgéncias. Assim que
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possivel, o antibiograma deve ser liberado para o clinico, podendo ser uma
comunicagao verbal ou mesmo laudos provisorios. Essas atividades devem
ser registradas, incluindo a data e o horario da notificacdo, o responsavel pela
comunica¢io e a pessoa notificada.
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5. Controle interno da qualidade

INTRODUGCAO

O laboratério de microbiologia clinica deve assegurar a qualidade de todos os
insumos e equipamentos utilizados no processamento de amostras clinicas, vi-
sando a obter o melhor e o mais rapido resultado a ser enviado ao clinico para
que tome decisoes acertadas sobre o diagnostico e tratamento de seus pacientes.

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRONIZADO (POP)
A base do controle de qualidade é a produ¢ido de manuais de procedimentos,
como o POP. Neles siao detalhados desde procedimentos de coleta, de transporte
de amostras, de critérios de rejeicao e dos processos desde a semeadura até o lau-
do final. Nos POP, devem ser ainda incluidos o preparo de meios de cultura fei-
tos no laboratério, como manusear kits comerciais e reagentes ou suplementos.

Todas as planilhas de controle de qualidade devem ser preenchidas por to-
dos os funcionarios treinados e, a partir dessa etapa, um funcionario designa-
do deve relatar os resultados anormais e as medidas de corre¢do para o super-
visor imediato. Todas essas planilhas devem ser arquivadas por 2 anos.

Todos os POP devem ser revisados anualmente, com aprovacao de altera-
¢des em varios niveis de competéncia dentro do laboratdrio e, a seguir, devem
se tornar disponiveis nas areas de trabalho.

INSUMOS

O controle de qualidade interno se propde a avaliar os insumos utilizados no
laboratdrio diariamente, liberando-os para o uso na rotina. Os testes devem
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ser feitos antes da utilizacdo desses insumos, que compreendem: testes de oxi-
dase, catalase, PYR, producédo de betalactamase através da cefalosporina cro-
mogeénica, etc., que devem também ser examinados na entrega de um novo
lote e a cada troca de lote comercial (Tabela 1).

Tabela1 Exemplos de testes de insumos

Teste Fabricante Lote Validade Cepa testada Resultado Resultado Visto
esperado  obtido e data
Oxidase  xxxxxx nnn  Yy/xx/zz  Escherichia coli  Negativo
Pseudomonas Positivo
aeruginosa
Catalase  xxxxxxx mmm  Yy/xx/zz  Staphylococcus  Positivo
aureus
Enterococcus Negativo
faecalis
PYR XXXXXX oooo Yy/xx/zz  Enterococcus Positivo
faecalis

Streptococcus Negativo

pneumoniae

MEIOS DE CULTURA
Além desses testes, o controle de qualidade deve analisar as caracteristicas dos
meios de cultura empregados na rotina.

Se forem fabricados no proprio laboratdrio, devem ser observados esteri-
lidade, pH e performance, de acordo com cada lote preparado. Deve constar
na placa um rétulo contendo nome do meio, lote, dia de fabricagao e data de
vencimento. Se os meios forem comprados, o desempenho como crescimento
e/ou inibicdo de crescimento e producdo de atividade bioquimica devem ser
os principais testes a serem aplicados, além da analise visual, procurando si-
nais de deteriora¢do, como turva¢io, mudanca de cor ou desidratacio.

CEPAS PADRAO

Tanto para insumos como para meios de cultura, devem ser utilizadas cepas con-
trole ATCC obtidas de fontes confidveis e rastreaveis. Exemplos de um minimo
de cepas a serem adquiridas pelo laboratorio sdo: Escherichia coli ATCC 25922;
Staphylococcus aureus ATCC 25923; Staphylococcus epidermidis ATCC 12228;
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Streptococcus pyogenes ATCC 19315; Klebsiella pneumoniae ATCC 13883; En-
terococcus faecalis ATCC 29212 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, que
também servem para controle de qualidade do antibiograma. No entanto, na
avaliacdo de insumos e meios de cultura, podem também ser utilizadas cepas
isoladas no laboratdrio que tenham sido extensivamente estudadas e que apre-
sentem caracteristicas bioquimicas estaveis, ou, mais notavelmente, as obtidas
por meio de controle de qualidade externo, de acordo com a Tabela 2.

Todas as cepas devem ser armazenadas em freezer a -80°C, se possivel, e
usadas no maximo até a 5* passagem.

Tabela 2 Controle de qualidade de alguns meios de cultura
Meio de cultura  Micro-organismo Resposta

Agar sangue Streptococcus pyogenes Beta-hemolise

Streptococcus pneumoniae  Alfa-hemolise

Agar chocolate ~ Haemophilus influenzae Crescimento
Neisseria gonorrhoeae Crescimento

Agar MacConkey  Escherichia coli Crescimento com colénias réseas
Proteus mirabilis Crescimento com colénias transparentes
Enterococcus faecalis Sem crescimento

Agar SS Salmonella sp Colénias negras
Escherichia coli Sem crescimento

BACTERIOSCOPIA

Semanalmente, devem ser avaliados: desempenho dos corantes, tempo empre-
gado na coloragao pelo colaborador e os laudos emitidos por ele, utilizando-se
laminas preparadas a partir de um pool de micro-organismos ou pela repeti-
¢do de laminas obtidas de amostras clinicas. Em caso de divergéncias, os trei-
namentos sao obrigatorios.

EQUIPAMENTOS

Os refrigeradores, freezers, estufas e banhos-marias devem ter controle didrio
de temperatura anotado em planilhas visiveis aos colaboradores. Qualquer al-
teracdo do valor do intervalo aceitavel deve ser comunicada ao supervisor.
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As autoclaves devem ser testadas semanalmente com cepas de Geobacillus
(Bacillus) stearothermophilus e posterior cultivo em caldo a temperatura de 55
a 60°C. A auséncia de crescimento indica uma corrida estéril.

Medidores de pH devem ser calibrados com solugdo padrio a cada uso. As
jarras de anaerobiose devem ser testadas a cada uso com tiras indicadoras de
azul de metileno. Ja as centrifugas devem ser controladas mensalmente com
tacometro.

As cabines de seguranca devem ser inspecionadas e controladas pelo fabri-
cante, semestral ou trimestralmente. As datas em que foram praticados esses
controles devem ser anotadas e afixadas no equipamento, bem como as datas
das proximas revisoes.

Os equipamentos automatizados de identificagdo bacteriana e de teste de
suscetibilidade devem ser testados a cada novo lote de cartdes, placas ou pai-
néis a serem utilizados, empregando-se as mesmas cepas padrao mencionadas
anteriormente. Deve-se assegurar que as manutengdes preventivas sejam fei-
tas e seus respectivos registros sejam armazenados.

Os equipamentos automatizados de hemocultura em geral ndo necessitam
de controle de qualidade porque o fabricante ja os faz e envia a cada lote de
frasco um certificado que deve ser armazenado. A semeadura de frascos com
cepas controladas mostra-se muito onerosa para os laboratérios. E preciso as-
segurar que as manutengdes preventivas sejam feitas e seus respectivos regis-
tros, armazenados.

DISCOS DE ANTIBIOTICOS
Os discos de antibiéticos devem se estocados em freezer e somente a quantida-
de a ser usada semanalmente pode ser armazenada em geladeira.

Esses discos devem ser testados utilizando-se as tabelas do CLSI e as cepas
padrdo anteriormente mencionadas. Os testes de controle devem ser efetua-
dos todas as vezes em que houver troca de lote, por, pelo menos, 1 semana ou
quando da troca do fabricante ou de novo antibidtico a ser utilizado na rotina,
por, pelo menos, 20 dias.

FUNCIONARIOS

Os funcionarios devem ser treinados continuamente para serem qualificados
para trabalhos cada vez mais complexos dentro do laboratério. Todos esses
treinamentos e retreinamentos, quando ndo conformidades forem detectadas,
devem ser documentados e assinados pelos funcionarios e supervisores. To-
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dos os funcionarios devem estar qualificados para o desempenho de suas fun-
¢Oes e para ser avaliados anualmente.
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6. Ensaios de proficiéncia: analise critica e plano de acao

INTRODUGCAO

O ensaio de proficiéncia é uma das ferramentas que compdem a garantia da
qualidade, ao lado de controle interno, controle de processos e outras medidas
de gestdo. Essas ferramentas juntas promovem a monitoragao integrada dos
processos e um ambiente de melhoria continua.

Nesse contexto, o ensaio de proficiéncia tem como propdsito principal iden-
tificar desvios sistematizados do processo e desvios que ndo sio percebidos
facilmente por outras ferramentas de controle. Na pratica, age como um controle
final que ajuda a monitorar multiplas etapas do processo, podendo, algumas
vezes, identificar necessidades de melhorias nas demais ferramentas de controle
e de gestdo. Por ser adotado comumente um modelo de comparagao interlabo-
ratorial (entre pares) para andlise dos resultados, permite ainda uma compara-
¢ao mercadoldgica especialmente util para o laboratdrio avaliar sua realidade
diante do que o cliente tem disponivel, afinal, o propdsito final é prover laudos
confidveis para apoiar o diagndstico e o tratamento.

Enquanto a gestdo da qualidade abraca processos pré-analitico, analitico e
pos-analitico, o ensaio de proficiéncia se concentra na fase analitica: proces-
samento inicial da amostra, realiza¢do do ensaio e interpretacao de resultados.
Ha uma penetragao menor e pontual nas demais fases, como alguma monito-
ragdo ligada ao tratamento prévio da amostra e na interpretagdo e emissao de
resultados.

Por exemplo, na microscopia é necessario verificar a qualidade do corante,
o processo de coloragdo e a proficiéncia do colaborador, enquanto em uma
cultura, devem-se garantir a viabilidade dos meios de cultura e de reagentes,
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a adequagdo do processo do exame e a qualificagdo do analista. Para ambas
existem formas de controle especificas, como medidas de controle de insumos/
fornecedores, controles de processo e comparag¢ao entre microscopistas. Se to-
dos os processos estiverem bem alinhados, com bom padrio de qualidade e
controles eficazes, espera-se bom desempenho no ensaio de proficiéncia na
maior parte das vezes. Isto s6 ndo ocorre na falta ou ineficacia de algum con-
trole ou quando se tratar de alguma falha nao detectéavel pelas sistematicas de
monitora¢do adotadas.

No Brasil, a participagdo do laboratdrio nesse tipo de controle é regulada
pela RDC 302/2005, que determina sua adogéo para todos os ensaios para os
quais exista a ferramenta disponivel e o uso de controles alternativos descritos
na literatura para os demais.

Por fim, é fundamental ter em mente que essa é uma oportunidade de mo-
nitorar o processo analitico como um todo, de evidenciar continuamente seu
bom funcionamento e também a demanda por corregdes e melhorias. Seja por
uma avalia¢do formal por parte de um provedor desse servico ou baseada em
controles alternativos geridos pelo préprio laboratério, ndo se deve perder de
vista o cunho educativo da ferramenta e sua capacidade de tornar objetivo e
claro o desempenho do processo para todos os envolvidos, permitindo-lhes
atuar objetivamente no seu aprimoramento.

BENEFICIOS DO ENSAIO DE PROFICIENCIA
O ensaio de proficiéncia tem o proposito de avaliar o desempenho do labora-
torio. Na drea clinica, é comumente realizado com base em comparagdes in-
terlaboratoriais, ou seja, multiplos laboratdrios recebem amostras idénticas ou
similares e realizam simultaneamente suas analises. O provedor do programa
compila todos os resultados e disponibiliza para os participantes relatérios que
permitem identificar o nivel de acerto e/ou de afastamento do resultado espe-
rado, os resultados gerais de todos os participantes e, comumente, faz também
comentarios que ajudam na anélise dos dados e na avaliacdo de possiveis cau-
sas de desvios.

Os dez principais beneficios citados na literatura para aqueles que adotam
a ferramenta na rotina estdo descritos na Tabela 1. Em geral, o ensaio de pro-
ficiéncia trata de falhas sistemdticas, comumente vinculadas a fatores externos
(sob a geréncia do laboratdrio, visto que este seleciona/valida fornecedores,
métodos, etc.), como os relacionados ao principio analitico, método e equi-
pamento, e a fatores internos, como os inerentes a implantacio e a instrucdes
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do processo. Entre estes, podem-se citar rastreabilidade, linearidade, limite de
deteccdo, robustez, sensibilidade, comutabilidade, contaminacéo e calibracao.

Tabela1 Beneficios que podem ser obtidos a partir do ensaio de proficiéncia

Caracterizar a tendéncia e a imprecisdo dos ensaios em diferentes métodos

Correlacionar varidveis especificas do método com a tendéncia e a imprecisdo

Identificar interferentes e quantificar os seus efeitos em diferentes métodos

Promover informagdo confidvel sobre o desempenho das metodologias

Permitir a percepcdo de desempenho aquém do aceitdvel /desejével

Possibilitar a tomada de a¢Ges corretivas e preventivas

Padronizar praticas de acordo com o mercado

Promover a melhoria da prética laboratorial

Prover seguranca ao paciente

Satisfazer requerimentos de acreditacdo e de érgdos reguladores

Dentro da perspectiva da qualidade, o ensaio de proficiéncia é uma ferramenta
importante para avaliar o processo, mas nao ¢é a tnica. Nao pode ser adota-
do em substituicdo a controles internos e outras ferramentas de controle de
processo. Sua principal vocagao estd vinculada a desvios sistémicos, vicios do
processo que nio sao ou ndo foram percebidos pelas demais formas de contro-
le. Assim, ndo atua como substituto, e sim como mais uma oportunidade para
manter o processo dentro do especificado.

Se for usado continuamente, o ensaio de proficiéncia pode dar alertas de ma-
nutengdo da qualidade especificada e da demanda por melhorias. Na ocorréncia
de desempenho aquém do planejado, a analise completa dos dados disponiveis
no programa e dos processos do laboratdrio ajuda a determinar agdes para a
corre¢do do problema e identificar causas relacionadas a falhas no processo ou
a falhas de controle ou gestao, o que deve resultar em agdes de aprimoramento
para evitar sua repeticao.

Em tese, com o passar do tempo, as medidas de melhoria levariam o labora-
tério a um nivel de qualidade tal que seria reproduzido excelente desempenho
no ensaio de proficiéncia. Entretanto, o laboratoério esta sempre em constan-
te movimento, novos ensaios, novos métodos, novas instalagdes, mudancas
estruturais e novos profissionais. Por isso, sdo imprescindiveis as continuas
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adogao e atengdo as ferramentas de controle, assim como o entendimento de
que eventualmente processos com desempenhos fora do esperado precisam ser
corrigidos e que esta é uma demanda natural do processo.

REQUISITOS DO ENSAIO DE PROFICIENCIA

Embora exista uma variedade de modelos e formas de ensaio de proficiéncia,
no seguimento clinico, costuma ser aberto a quem desejar participar, com fre-
quéncia continua (rodadas regulares) e analise simultanea pelos participantes
de subamostras, com o proposito de verificar o desempenho do laboratério na
realizacdo da andlise.

No Brasil, existem o programa da ControlLab, vinculado a Sociedade Brasileira de
Patologia Clinica/Medicina Laboratorial, e o PNCQ, vinculado a Sociedade Brasileira de
Andlises Clinicas. Alguns laboratérios também adotam o Surveys do College of American
Pathologists (CAP) para os ensaios n3o atendidos pelos programas nacionais.

Existem outros programas nacionais menores direcionados para pequenos grupos

de ensaios ou outros segmentos laboratoriais, assim como existem programas

internacionais que atendem a microbiologia.

Toda participagao em ensaio de proficiéncia é valida, desde que o laboratério
o selecione de forma consciente, baseado em requisitos técnicos e na sua de-
manda. A ISO/IEC 17043:2010 descreve dez caracteristicas a serem avaliadas
na selecdo de um programa. Sao elas:

1. Cobertura: para abranger o maior escopo possivel, o laboratério deve selecionar
os programas conforme seu menu de exames, modelos de programa e formas
de inscrigdo disponiveis. Existem programas modularizados e outros com
inscri¢do por pacote. Entretanto, hd também programas especificos, como
os de bacteriologia ambulatorial e hospitalar da ControlLab, cujo formato
difere para atender as demandas especificas do publico do laboratdrio.

2. Frequéncia: esse requisito é composto pela quantidade de rodadas anuais,
quantidade de materiais distintos oferecidos a cada rodada e quantidade de
dosagens realizadas em cada material. A andlise de um tnico material em
rodadas mensais difere da analise de trés materiais a cada trimestre, embora
ambos somem 12 analises anuais. Enquanto o primeiro mantém um fluxo
mais frequente na rotina, o segundo da mais subsidios para a identificacdo
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de desvios sistémicos. De maneira analoga, a andlise repetida de um mesmo
material permite avaliar imprecisio e, em alguns casos, estimar a incerteza.
A analise repetida é menos usual no segmento clinico, uma vez que sao ado-
tados controles internos com maior eficiéncia para esse fim.

. Informacdes disponiveis: o participante deve ter a sua disposicdo informa-
¢oes do programa, instrugoes detalhadas sobre armazenagem, manuseio e
analise dos materiais, restrigoes e caracteristicas especificas do programa
(que podem impactar no manuseio, andlise e na interpretacdo dos resulta-
dos), instrugdes para registro de dados e resultados, prazos relacionados e
descri¢ao do tratamento estatistico dos resultados, critérios e métodos de
avaliacdo de desempenho.

. Logistica de distribui¢cdo: o modelo de distribui¢ao e a embalagem sao fun-
damentais para garantir estabilidade e seguranca durante o transporte.

. Qualidade dos materiais: a matriz deve ser similar a analisada na rotina,
buscando-se sempre um equilibrio com o risco a seguranca e a estabilidade
do material. Os materiais precisam ser homogéneos (ndo variar entre parti-
cipantes) e estaveis. As concentracdes e os elementos analisados devem variar
conforme a rotina. O provedor deve abranger as cepas de maior relevancia
na rotina, no que se refere a frequéncia de ocorréncia, grau de dificuldade
e importancia clinica, por exemplo. No caso de analises quantitativas, é ne-
cessario abranger o intervalo de resultados que ocorrem na rotina e, para os
positivos e negativos, devem-se variar os resultados de forma nao previsivel
para o participante. O volume fornecido para o participante deve ser com-
pativel com sua demanda.

. Tratamento de dados e modelo estatistico: o tratamento de dados e modelos
estatisticos adotados devem ser claramente identificados. Algumas normas
internacionais descrevem métodos consolidados para esse fim, como a ISO
13528 e o Protocolo Harmonizado da IUPAC. Se nenhum modelo descrito
na literatura se aplicar, o provedor deve descrevé-lo e embasa-lo.

. Critérios de avaliacdo e de determinac¢do de desempenho: a prépria ISO/
IEC 17043, assim como as demais normas citadas para o tratamento dos
dados, apresenta modelos para a determinacdo de desempenho. Enquanto
para ensaios quantitativos comumente se determinam critérios pautados no
valor de tendéncia central obtido pelos participantes (média ou mediana),
para ensaios qualitativos, o resultado aceito ¢ comumente definido ja no
preparo de controle de qualidade do material, mediante qualificagdo prévia
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da matéria-prima e ensaios de controle (homogeneidade e estabilidade), e
validado pelo consenso com os participantes ou laboratorios de referéncia.

8. Relatorios e prazos: os relatorios devem ter todas as informagdes necessa-
rias a andlise e interpretagdo de resultados para o participante, abrangendo
sua avaliagdo individual, um resumo estatistico de todos os participantes e
discussoes técnicas pertinentes.

9. Politica de sigilo: exceto se definido de maneira diferente por alguma legis-
lagdo do pais, os dados individuais sdo comumente disponibilizados apenas
para o proprio. Para terceiros, apenas quando autorizado pelo laboratorio.
Tal politica é comumente declarada pelo provedor na fase de contratagao.

10. Custo: esta caracteristica tem relagdo direta com o modelo do programa, dos
ensaios relacionados, da qualidade do material envolvido e com a estrutura
operacional dedicada pelo provedor. O custo deve ser ponderado diante do
beneficio que a ferramenta agrega.

Esses critérios podem ser acrescidos dos selos de qualidade e acreditagdes.
Para atender requisitos de gestdo e de qualidade, existe a ISO série 9000; para
a qualificagdo técnica do provedor, hoje ha, no Brasil, a opgao de se acreditar
junto ao Inmetro. Tais selos ajudam na avaliagao da qualificagdo do provedor e
conferem maior seguranga ao laboratério, embora nao eliminem a necessidade
do laboratério analisar os pontos descritos anteriormente.

APLICACAO EM MICROBIOLOGIA

A microbiologia tem especificidades que fazem com que ela seja uma area de
custo relativamente alto, com grande demanda de insumos, multiplos processos
analiticos e qualificacio técnica especifica de pessoal, o que, consequentemente,
requer multiplas a¢des de controle. O ensaio de proficiéncia ganha destaque
nesse cendrio e surge o desafio de acompanhar a ampliagdo e modernizagdo
dessa area.

Programas para Gram, BAAR, cultura e teste de sensibilidade consolidados
estdo disponiveis no pais. No Brasil, ja hd disponibilidade também para detec-
¢do de alguns antigenos para maldria e para hanseniase. Ja foram realizados
estudos e pilotos para culturas de anaerdbios, culturas de vigilancia (CVRE,
MRSA, KPC, etc.), virus respiratorio, detecgao viral em fezes e demais pesqui-
sa/deteccao de antigenos, que até entao so6 seriam atendidos por programas
internacionais. Testes por biologia molecular ainda demandam estudo no
cendrio mundial.
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ANALISE CRITICA DE RESULTADOS

Participar ativamente do ensaio de proficiéncia e reproduzir exatamente a roti-
na ao analisar os itens do programa sao requisitos basicos para que a avaliagdo
dos resultados corresponda a realidade do laboratério e agregue valor no que
tange a melhoria da qualidade. Entretanto, essa é apenas a primeira etapa para
o laboratdrio. O desafio que muitas vezes se impde ¢ ter uma sistemadtica para
analisar os resultados e dedicar tempo de forma continua para esse fim.

Dentro de uma rotina intensa, os gestores devem organizar uma sistematica
de analise dos relatorios do provedor para viabilizar os beneficios da participa-
¢do: oportunidade de melhoria continua. Para isso, é fundamental que todos
os envolvidos no processo analitico entendam a importancia e o propdsito da
ferramenta, conhecam bem o programa (como funciona, como os dados sdo
tratados, quais os critérios de avaliacio, etc.), realizem a primeira fase de cada
rodada adequadamente (recebimento, manuseio, analise do material e reporte
de dados e resultados) e, por fim, analisem o relatério com base no seu conhe-
cimento do programa e da rotina laboratorial.

A eficacia da participagdo se obtém quando, na segunda fase da rodada de
um ensaio de proficiéncia, o laboratdrio analisa em tempo habil os relatorios
do programa e envolve sua equipe nesse processo para a identificagdo de cau-
sas de desvio e desenho de um plano de agdo para corrigi-lo (corre¢do) e evitar
sua repeti¢do (agdo corretiva).

Uma falha comum a ser evitada é o ndo envolvimento da equipe detentora
do conhecimento da rotina do processo de analise e a nao analise de todos os
dados fornecidos pelo provedor. Os relatdrios de avaliagdo individuais sao a fonte
mais adequada de dados sobre as informacdes declaradas pelo laboratério e do
seu desempenho (comparacio do seu resultado com o esperado). Relatorios
estatisticos gerais demonstram o que os demais laboratorios informaram usar e
obtiveram de resultado. Comentdrios feitos pelo provedor dao uma perspectiva
analitica de terceira parte e enriquecem o contetido disponivel sobre o ensaio,
os participantes e seus resultados.

Por exemplo, quando um laboratorio olha apenas para um relatério individual
sobre a cultura, pode partir do principio de que sua falha teve origem no méto-
do, pelo fato de sua automagao resultar em determinada probabilidade de ser o
micro-organismo que ele reportou ou, ainda, por ser problema de contaminagao
da amostra do provedor. Se o relatério estatistico geral for analisado, a verifi-
cac¢do de que a grande maioria dos laboratérios conseguiu chegar no resultado
esperado torna questionavel a suspeita diante do método (demandando uma
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analise mais criteriosa sobre as diferencas entre métodos). Nesse relatorio, o
laboratdrio pode também perceber que niao ha evidéncia de contamina¢io se um
percentual muito pequeno de participantes reportar o possivel contaminante. A
Figura 1 reproduz parcialmente um relatério de ensaio de proficiéncia, na qual
uma quantidade consideravel de participantes reportou uma bactéria diferente
da esperada. O comentario do provedor discorre sobre essa falha, dando dicas
do que pode ser verificado para identificar a causa.

Perfil de resultados

N % Micro-organismo

232 42,6% Listeria monocytogenes

142 26,1% Listeria spp

23 4,2% Enterococcus spp

19 3,5% Streptococcus agalactiae (grupo B)
18 3,3% Staphylococcus aureus

14 2,6% Streptococcus beta-hemolitico

10 1,8% Estafilococos coagulase negativa
86 15,8% Outros

Resultado(s) aceito(s)  Listeria spp ou Listeria monocytogenes
Resultados adequados  68,8%
Total de participantes 544

O item continha Listeria monocytogenes, de acordo com os resultados do controle de
qualidade do material (CQM), e consenso de 68,8%. Contudo, observou-se que vérios
laboratérios reportaram, para este item, os géneros estreptococos e enterococos. O
género Listeria consiste em bactérias Gram-positivas, ndo formadoras de esporos em
forma de bastonetes, cocobacilo e, as vezes, cocoides. Quando cultivada em 4gar
sangue, sdo beta-hemoliticos ou alfa, e frequentemente sdo confundidas com os
géneros estreptococos e enterococos. Entre as provas bioquimicas minimas disponiveis
para sua diferenciagdo, estdo a catalase, que ¢ positiva, motilidade a 25°C positiva,
formando um guarda-chuva, e o teste de CAMP positivo.

FIGURA 1 Relatério “Perfil de Resultados” do Programa da ControlLab de
Bacteriologia Ambulatorial, BA NOV/2012, item BA03.
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Deve-se ficar atento as diferentes caracteristicas dos programas no momento
da analise. A Tabela 2 apresenta o resultado de um programa no qual é enviada
uma unica bactéria por material, que deve ser identificada e reportada indepen-
dentemente do seu potencial patoldgico. Nesse caso, avalia-se principalmente
a capacidade do participante identificar corretamente a bactéria e é possivel
comparar a capacidade de obter um resultado parcial (A) ou completo (B).

Tabela 2 Resultados estatisticos do ensaio de proficiéncia da ControlLab/SBPC para

bacteriologia ambulatorial

Rodadajano Itemde Micro-organismo N. Nivel de acerto
ensaio A B
Fev/13 1 Pseudomonas spp (A) ou 533 12% 88,5%
Pseudomonas aeruginosa (B)
2 Streptococcus beta-hemolitico 532 11,6% 80,6%
(A) ou

Streptococcus pyogenes
(grupo A) (B)

3 Enterococcus spp (A) ou 531 35,4% 52,5%
Enterococcus faecalis (B)

A Tabela 3 apresenta resultados de um programa no qual pode haver multiplas
bactérias em um material e o laboratério deve reportar apenas as que tiverem
potencial patologico. Nesse caso, avalia-se também a capacidade do laborato-
rio de identificar multiplas bactérias presentes no material e a existéncia de
contaminagéo (especificamente em amostras negativas). Pelos dados é possivel
verificar maior dificuldade dos laboratérios em identificar uma segunda bactéria.
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Tabela3 Resultados estatisticos do ensaio de proficiéncia da ControlLab/SBPC para

bacteriologia hospitalar

Rodada (item) e caso clinico Potenciais N. Nivel de acerto
patégenos A B AeB

Jan 2013 (1) Escherichia coli 209 87,5% 88,4% 80,8%

A.M., 56 anos, portadora de (A)

aneurisma abdominal, estd internada  Salmonella spp

no Setor de Cirurgia Vascular para ou Salmornella

a retirada do aneurisma. Apds a ndo Salmonella

cirurgia de correcdo, fragmentos da  typhi (B)

aorta abdominal foram enviados ao

laboratério para cultura

Jan 2013 (2) Serratia 208 78%  75%  66,3%

R.W., 37 anos, submetida a marcescens (A)

cirurgia do rim esquerdo. A Citrobacter

paciente encontra-se sondada freundii (B)

e, no pdés-operatério, estd

evoluindo com infec¢do urindria.

Foi colhida urina e enviada ao

laboratério de bacteriologia para

cultura. Micro-organismo(s)

isolado(s) em agar CLED

Jan 2013 (3) Auséncia 205 61,4% - -

P.L., 3 anos, internado na pediatria potencial de

para tratamento de pneumonia. No
oitavo dia de antibioticoterapia,
apresentou diarreia. A clinica

solicitou coprocultura

patégeno (A)

E fundamental o entendimento de que o ensaio de proficiéncia prové dados
ricos sobre o desempenho do laboratdrio, mas que estes s tém valor se inter-
pretados por profissionais do laboratdrio. A equipe tem conhecimento técnico
sobre a sua rotina, portanto, capacidade real de reflexdo quanto aos processos
para identificacdo das causas e defini¢ao de agdes decorrentes.
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LISTA DE POSSIVEIS CAUSAS DE FALHAS

As possiveis falhas podem ser inicialmente divididas em dois grupos: falhas de
participagdo no programa e falhas operacionais do laboratério. As falhas de par-
ticipagdo devem ser evitadas, mas, quando ocorrem, chamam a atengdo para a
capacitagdo da equipe diante do programa. O ideal é que ndo existam falhas de
participa¢ao no programa, para evitar qualquer ruido na existéncia de falhas
operacionais, permitindo que estas sejam claramente percebidas, concretizando
o0 propésito do programa.

Entre as falhas de participacao, podem-se citar:

» Armazenagem e manuseio improéprio do material.

« Falha na reconstituicdo ou diluicdo do material, ou uso de fator matematico
errado.

« Uso de pipetadores com calibragdo imprdpria para reconstituicio ou dilui-
¢ao.

» Reporte em unidade ou formato diferente do solicitado pelo provedor.

« Dados (p.ex., sistema analitico) informados errados ou incompletos.

« Falha na transcrigao dos resultados: digitagdo, troca de resultado, etc.

 Propagacio de erro por troca de informag¢do com outro participante.

Entre as falhas de processo a serem avaliadas para a microbiologia, devem-se
incluir:

+ Inadequagdo do corante: precipitagdo, contaminagdo ou performance.

« Ineficiéncia da sistematica de controle do corante: periodicidade ou auséncia.

+ Ineficiéncia da sistematica de controle do meio: auséncia de controle de es-
terilidade ou de performance a cada lote diante da capacidade de crescimen-
to do micro-organismo relevante e/ou de inibigdo — meios seletivos.

+ Ineficiéncia da sistematica de controle de reagentes e solugdes: auséncia
ou ineficiéncia do controle de esterilidade, da positividade/negatividade a
micro-organismos especificos, da resposta da absorvancia da turvagao, etc.

« Ineficiéncia da sistematica de controle de testes bioquimicos: auséncia ou
ineficiéncia do controle de esterilidade e performance.

+ Falha na preservagao e no controle de micro-organismos em armazenagem,
procedimento de reativacdo, manuseio, testes de viabilidade, identificagéo,
caracteristicas primdrias e pureza.
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 Procedimento ineficiente de limpeza das laminas (sujeira e gordura).

« Ma qualidade do esfregaco a respeito de espessura, forma e comprimento.

« Fixagdo pelo calor: subaquecimento com perda do esfregaco ou superaque-
cimento provocando destrui¢do das células.

+ Descoloragdo excessiva: pode gerar falso Gram-negativo.

+ Espessura do meio fora do padrao: pode gerar falsa sensibilidade.

« Alca microbiologica fora da especificagao de volume.

« Manutengao preventiva ineficiente, incompleta ou inexistente do microscépio.

+ Treinamento aquém do microscopista em alguma etapa do processo ou na

leitura.

A Tabela 4 descreve trés situagdes que ilustram possiveis causas de falhas.

Tabela 4 Exemplificacdo de possiveis causas de falhas

Situagao

Descri¢ao

N3o identificacdo do lodamoeba butschlii em amostra de fezes tem como
causas o uso de solugdo de lugol por tempo maior que o preconizado

(perda de poténcia) e a ndo padronizacdo da capacitagdo dos analistas

Falsa sensibilidade por conta de espessura do dgar Mueller Hinton menor
que a preconizada, causada por md padronizacdo do preparo e do controle
(se o laboratério preparar o meio) ou falha no controle de qualidade de

insumos (se o laboratério adquirir o meio)

Auséncia de crescimento de um micro-organismo em agar MacConkey por
falta de teste de performance com as cepas controle preconizadas (Proteus
mirabilis ATCC12453 e Escherichia coli ATCC25922), que teria detectado sua

inviabilidade nutritiva

PLANO DE ACAO

Participar de um ensaio de proficiéncia inclui compromisso com uma sistema-
tica de controle que comeca com a realiza¢do das andlises, passa pela andlise
de resultados e pela elaboragao de planos de agdo para tratamento de possiveis
causas de falha, para detec¢do e tratamento de possiveis propagagdes de erro
(como alibera¢io de resultados impactados para pacientes), e termina com sua
execucdo e verificacdo da eficacia das acoes.
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Laboratorios que possuem sistemas de gestao da qualidade implantados rea-
lizam isso automaticamente a partir das sistemdticas de controle de trabalhos
nao conformes. Em alguns casos, fazem-no de maneira similar, repetindo toda
a dinamica ja adotada, apenas com formas de registro préprias e incluindo
alguns requisitos especificos.

A norma GP27 do CLSI recomenda a classificacdo das falhas em:

. Erro de transcric¢io.

. Problemas metodolégicos.

. Problemas técnicos.

. Problemas nos equipamentos.

. Problemas com o material do programa.
. Problemas com a avaliacio do resultado.

NN G~ LN

. Problemas nao esclarecidos.

Algumas das classes propostas pelo CLSI (1, 5 e 6) tém relagao direta com o
programa, sendo a primeira uma falha do participante ao reportar resultados
e as duas outras do provedor. Embora o uso continuo do programa reduza a
possibilidade de erro de transcri¢io e a boa qualificagdo do provedor diminua
problemas com o material e as falhas de avaliagdo, é fundamental que o parti-
cipante verifique tais possibilidades e estabeleca uma comunicagio ativa com
o provedor para certificar-se da auséncia dessas ocorréncias. Essas situagoes
acabam por agregar conhecimento relativo ao programa e aos dados e relatérios
disponibilizados, sendo muito rico para o laboratério.
E interessante que o plano de agdo contenha:

+ Anilise conjunta de todos os resultados reportados para o ensaio que apre-
sentou falha: no caso de um programa com multiplos materiais na rodada,
mesmo para ensaios qualitativos, os dados devem ser analisados de forma
comparativa para avaliar tendéncia.

+ Analise de resultados passados: a analise conjunta de resultados passados
ajuda a verificar recorréncia ou possiveis indicios do inicio da falha a partir
de comportamentos tendenciosos. No caso de recorréncia, aponta para a
possibilidade de nao se ter agido sob a causa raiz ou de as agdes corretivas
ndo terem sido efetivas.
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Defini¢do da causa raiz: a analise da causa deve ser profunda para garantir a
eficicia das a¢Oes a serem definidas. A lista de possiveis causas apresentada
neste capitulo pode ajudar nesse sentido.

Anilise de impacto em resultados da rotina e agdes decorrentes: é importante
que o laboratério avalie a propagacao do erro em resultados de paciente e
avalie essas situagdes quanto as suas possiveis consequéncias para o diagnos-
tico e tratamento. Tal andlise o ajuda a definir o que deve ser feito e a melhor
forma de minimizar o impacto.

Defini¢do de agdes corretivas: as agdes devem agir na causa raiz para elimina-
-la e evitar que ela volte a ocorrer. A defini¢ao das agdes deve incluir prazos
e responsaveis. Os prazos devem levar em conta a gravidade da falha e o
risco de propagacio.

Controle e verificacao de eficacia das agdes: é importante haver controle da
implantagdo das agdes, do respeito aos prazos estimados e da verificacdo da
eficdcia das agoes. No caso de nao cumprimento do planejado ou de identificacio
de ineficacia, é fundamental determinar o possivel impacto e tragar um novo
plano de agao. Em algumas situagdes, a verificagdo da eficacia pode ocorrer
pela andlise de novo material do ensaio de proficiéncia (provedores costumam
ter disponiveis para aquisi¢ao) ou aguardar uma nova rodada do programa.

CONTROLES ALTERNATIVOS

Controles alternativos sdo necessarios para analises ndo contempladas por
ensaio de proficiéncia. A complexidade da sua organiza¢ao e a dificuldade de
definir resultados esperados (ou de referéncia) ajudam na compreensao de por
que eles ndo devem ser vistos como substitutos do ensaio de proficiéncia. Entre
as praticas descritas na literatura e mais aplicaveis, estdo:

Comparagao interlaboratorial: similar ao ensaio de proficiéncia, na qual o
laboratério troca amostras com laboratérios que adotam metodologias si-
milares. Nesse caso, é necessdrio definir o resultado de referéncia com cau-
tela (p.ex., algum laboratério com maior experiéncia) e proceder discussoes
produtivas entre os participantes em caso de discordancia de resultados.
Simples cego: introduc¢ao na rotina de material com resultado esperado ja
determinado, como cepa controle, materiais de pacientes ja analisados, para
comparagao dos resultados diante do previamente definido.

Duplo cego: introdugdo simultdnea na rotina de duas ou mais amostras de
uma mesma origem para comparagdo de compatibilidade de resultados.
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7. Biologia molecular no laboratério de microbiologia

INTRODUCAO

Os cinco exames de biologia molecular de maior volume nos laboratdrios cli-
nicos sdo aqueles que detectam agentes de doencas infecciosas: HPV, Chla-
mydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, HIV, HCV e HBV. Em fungédo da
tendéncia de centralizacdo de métodos na maioria dos laboratorios, esses tes-
tes usualmente sao alocados em um setor exclusivo de testes moleculares, e
nao no setor de microbiologia. Ha, no entanto, testes que necessitam de uma
interagdo mais estreita entre os setores de microbiologia e biologia molecular:
identificagao microbiana por sequenciamento de DNA e detec¢do de genes de
resisténcia aos antimicrobianos.

IDENTIFICACAO BACTERIANA POR SEQUENCIAMENTO DE DNA
Nao ha um gene unico que possa ser utilizado para a diferenciacao de todas
as espécies bacterianas conhecidas. No entanto, o alvo mais utilizado é o gene
rrs, também designado como rRNA16S. Por ser um alvo presente em todas as
bactérias conhecidas, é o mais utilizado na rotina de microbiologia.

Ha duas abordagens possiveis. A primeira, mais comumente utilizada, ¢ a
identificagdo de espécies bacterianas cuja caracterizagdo por métodos fenoti-
picos ndo tenha sido possivel, enquanto a outra consiste em detectar e caracte-
rizar patégenos em sitios estéreis.

Para a identificacdo de espécies a partir de culturas, o ideal é que sejam
empregadas culturas puras e recentes. Apesar de haver disponibilidade de pro-
gramas para a analise de sequéncias obtidas a partir de culturas mistas, isso
dificulta a andlise e, por vezes, permite apenas identificacdo no nivel de espécie.
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Outro aspecto é o fato de que para a analise dos resultados ha necessidade de
utilizacdo de programa especifico, disponivel comercialmente, como o RipSeq.
Para amostras contendo duas espécies, na maioria da vezes, é possivel a iden-
tificagdo das espécies, mas nas amostras com trés ou mais espécies bacterianas,
a identificagdo limita-se ao género na maior parte dos casos.

A abordagem de menor custo e que nao necesssita de software exclusivo é
o uso de culturas puras. O primeiro passo, na fase pré-analitica, é, portanto,
extrair DNA de cultura pura e jovem. Culturas com maior tempo de incuba-
¢d0 podem resultar em baixa quantidade de DNA extraido. Um bom exemplo
sao as espécies do género Bacillus, que sdo esporuladas. Quanto mais velha a
cultura, proporcionalmente maior é a quantidade de esporos e mais dificil a
obtencio de DNA.

Para a maioria dos géneros bacterianos, basta a extracao por lise térmica, me-
diante preparo de suspensio bacteriana com turbidez equivalente ao padrao 1 da
escala de McFarland em agua livre de DNAse e RNase e fervura por 10 minutos.

Para a amplificagao do gene rrs, que tem cerca de 1.500 pares de bases, podem
ser utilizados diferentes pares de iniciadores que anelam em regides conservadas
desse gene, e que flanqueiam regides ditas hipervariaveis.

Uma vez obtidos os eletroferogramas, é necessario avaliar se hd picos duplos
e se estdo presentes em toda a sequéncia ou em apenas uma a trés bases. Como
na maioria das espécies bacterianas ha multiplas copias desse gene no mesmo
cromossomo, é possivel a ocorréncia de variagdes de sequéncias na mesma cepa
bacteriana. No caso de eletroferogramas com multiplos picos duplos (Figura 1),
a pureza da cultura deve ser reavaliada e todo o processo precisa ser reiniciado.

FIGURA 1 Eletroferogramas obtidos a partir de cultura mista (esquerda) ou
cultura pura (direita).
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O programa comercialmente disponivel MicroSeq contém uma base de dados
depurada, realiza a montagem da sequéncia consenso e libera um laudo final.
E uma solucdo segura e de 6tima qualidade para identificagdo bacteriana, mas,
quando se lida com espécies raras, a analise pode ser inconclusiva.

Caso ndo seja utilizado o programa MicroSeq, diversos programas podem
ser usados para obten¢ao da sequéncia consenso a partir dos eletroferogramas,
a exemplo de CLCBio, DNABaser e DNAStar. Essa sequéncia consenso deve
ser comparada com aquelas disponiveis no GenBank, utilizando-se o programa
BLAST. Na opgdo database, selecionar a op¢ao “Other”. Na opg¢ao “Exclude’,
selecionar “Uncultured/environmental sample sequences”, pois, do contrario, a
analise sera mais traballhosa e os resultados incluirdo sequéncias de metagenoma.
O préximo passo é verificar quais géneros e espécies tém maior similaridade
com a sequéncia que esta sendo analisada. Para alguns laboratdrios, a analise
termina liberando-se o resultado referente ao depdsito de maior similaridade
com a sequéncia analisada; entretanto, recomendam-se alguns passos adicio-
nais importantes. Apds verificar qual é o género bacteriano, deve-se consultar
o documento MM18 do CLSI, que detalha em quais géneros o gene rrs (rR-
NA16S) pode ser utilizado para a diferenciagdo entre espécies. Um exemplo é
a impossibilidade de diferenciagdo entre Bacillus subtilis e Bacillus anthracis,
avaliando fragmentos de 500 ou 1.000 pares de bases do rrs. Esse documento
também indica quais genes devem ser parcialmente sequenciados para a dife-
renciagdo entre as espécies.

Uma vez que seja possivel a diferenciagao entre as espécies utilizando-se o
gene rrs, o proximo passo deve ser consultar, na base de dados LPSN (http://
www.bacterio.net), qual a cepa padrdo da espécie com maior similaridade
obtida com o BLAST. Esse site contém as designagdes da cepa padrao de
cada espécie nas diferentes colecoes de culturas e também o codigo de acesso
do depdsito referente ao gene rrs da cepa padrao no GenBank. O indice de
similaridade a ser reportado no resultado deve ser sempre em relagdo a cepa
padrao da espécie. Essa abordagem evita variabilidade entre resultados libera-
dos. A defini¢ao da espécie bacteriana é objeto de constante debate. O critério
mais seguro para a identificacdo da espécie é um indice minimo de 99,5% de
similaridade entre a sequéncia analisada e aquela da cepa padrao da espécie,
desde que seja analisado um fragmento com um minimo de 1.000 nucleoti-
deos. Indices de similaridade entre 95 e 99,4% devem ser liberados apenas
como identifica¢io conclusiva do género bacteriano. Indices de similaridade
inferiores a 95% usualmente indicam novo género bacteriano. Esse achado
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deve ser confirmado com o sequenciamento de outros genes e avaliagdo de
caracteristicas fenotipicas da cepa analisada.

A despeito dos procedimentos de controle de qualidade e de processos no
setor de biologia molecular, é recomendavel que a liberagdo final do resultado
seja feita pelo setor de microbiologia. Nessa fase pds-analitica, deve ser feita a
avaliagdo da consisténcia entre o resultado do sequenciamento e as caracteris-
ticas fenotipicas da cepa analisada. Caracteristicas minimas, como morfologia
ao método de Gram, oxidase e catalase sdo de execugdo simples e acrescentam
confiabilidade ao resultado. Finalmente, o resultado deve estar de acordo com
a nomenclatura oficial dos procariotos. Apenas os nomes cientificos vigentes
devem ser utilizados; portanto, antes de liberar a identificacdo, deve ser feita
consulta a pagina do List of Prokaryotic Names with Standing in the Nomen-
clature (LPSN - http://www.bacterio.net). Opcionalmente, visando a facilitar a
compreensao do laudo pelo clinico ou a compreensdo da epidemiologia, a no-
menclatura antiga pode ser colocada entre parénteses ao lado do nome atual.
Um exemplo marcante é Mycobacterium massiliense, espécie que causou sur-
tos de infecgoes de sitio cirtrgico em diversos estados do Brasil e atualmente é
denominada Mycobacterium abscessus ssp bolletii.

DETECCAO DE GENES DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A detecgao de genes que codificam resisténcia a antimicrobianos pode ser rea-
lizada diretamente de amostras clinicas, como swab nasal, swab retal, sangue

ou hemoculturas positivas ou ainda diretamente de culturas puras. Nos siste-
mas comercialmentes disponiveis, a exemplo da detec¢ao do gene mecA, as

reagdes ja incluem um controle interno. Alguns laboratérios tém desenvol-
vido testes in house ou simplesmente tém reproduzido métodos descritos em
publicagdes cientificas, a exemplo da reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
para genes que codificam carbapenemases, visando a detecgdo de genes bla,,.
ebla, .
visa a detecgdo de um alvo génico deve possuir controle interno. Se o alvo é
DNA bacteriano, o controle interno que pode ser utilizado tanto em amostras
clinicas como para a analise de cepas bacterianas ¢ o rDNA 16S. Idealmente,

Além de elevadas especificidade e da sensibilidade, toda reagdo que

o produto amplificado do controle interno deve ter tamanho maior do que
aqueles dos alvos do teste, de modo a ndo haver competicio. O uso do controle
interno garante que nao houve inibicao da DNA polimerase na PCR.

Outro aspecto importante se refere a como liberar o laudo. E essencial que,
nos testes para detecgdo de genes que codificam betalactamases, conste no lau-
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do quais variantes sdo detectadas com os iniciadores e sondas utilizados, pois
nas betalactamases hd uma constante descri¢cdo de novas variantes.

Da mesma maneira que na identificacdo de espécies, é recomendavel que
o resultado da detecgdo de genes de resisténcia em cepas bacterianas deva ser
liberado pelo setor de microbiologia, de modo a confrontar os resultados. A
positividade do teste fenotipico e a negatividade do teste molecular pode indi-
car tratar-se de um novo gene ainda nao descrito ou uma nova variante alélica
também ainda nao descrita, com variac¢ao da sequéncia nucleotidica na regido
de anelamento dos iniciadores.
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8. Espectrometria de massa MALDI-TOF em laboratério
de microbiologia clinica: parametros e conceitos pré e pds-

-analiticos uteis para a rotina

INTRODUGCAO

A espectrometria de massa (SM) comegou a ser aplicada na identificagdo de
micro-organismos nos anos 1970. No entanto, o grande impulso para o desen-
volvimento da tecnologia foi dado em 1987 por Tanaka et al., que consegui-
ram ionizar grandes moléculas ao utilizar uma matriz composta por particu-
las de cobalto e glicerol. A demonstragao da ionizagao de proteinas por meio
da combinagio de feixes de laser de determinado comprimento de onda e de
uma matriz conferiu o Prémio Nobel de Quimica para Tanaka em 2002 (http://
www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2002/)".

A SM por ionizacdo/dessorc¢io a laser auxiliada por matriz-tempo de voo
(matrix assisted laser desorption/ionization-time of flight), ou MALDI-TOF,
pode ser descrita da seguinte maneira: a primeira etapa consiste em depositar
o analito em placa metalica e, posteriormente, acrescentar matriz de acido
a-ciano-hidroxicinamico (ACHC), ocorrendo evaporagdo dos solventes e
cristalizagdo. A placa metalica, por sua vez, ¢ introduzida no espectometro
de massa, e feixes de laser UV de determinado comprimento de onda sdo
emitidos sobre cada deposito. A matriz absorve a energia do laser e ocorre
dessorc¢ao do analito com formacio de ions com massas diferentes. Os ions
formados com carga +1 movimentam-se sob a influéncia do campo elétrico,
atravessam grades de extracdo e atingem o tubo de voo, na extremidade do
qual se encontra o detector. Os menores ions chegam primeiro ao detector.
O tempo de voo de cada particula até o detector é utilizado para calcular
sua massa. A soma de ions analisados forma o espectro de massa (EM) da
amostra analisada. O eixo das abscissas corresponde a relagdo massa/carga;
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no eixo das ordenadas, encontra-se a intensidade do sinal que é relacionada
a quantidade de fons de mesma massa/carga’. A intensidade das massas é
relacionada a quantidade de fons de mesma massa®.

A principal vantagem da tecnologia de SM MALDI-TOF sobre outras téc-
nicas laboratoriais para identificagdo de micro-organismos ¢é a agilidade para
obtengdo do resultado. Entre a confec¢ao do depdsito e a leitura final, um re-
sultado isolado pode ser obtido em menos de 30 minutos. Outro atrativo é o
baixo valor de insumos em compara¢io aos sistemas automatizados de iden-
tificagdo fenotipica'?.

Dois instrumentos MALDI-TOF estao disponiveis no mercado para uso
em laboratérios clinicos: MicroflexLT® (Bruker Daltonics/BD) e VITEK MS®
(BioMérieux). Os EM siao comparados a banco de dados ou databases que con-
tém espectros de referéncia (ER) (biotyper, Bruker Daltonics/BD) ou “supe-
respectros” (Myla/SARAMIS, BioMérieux) para identificagdo das espécies. No
momento, apenas a plataforma VITEK MS® equipada com o software Myla®
possui autorizagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa) para
utilizacdo em laboratérios clinicos no pais.

O software Biotyper® (Bruker Daltonics/BD) expressa os resultados de iden-
tificagao em valores de logscore (LS) entre 0 e 3. Valores de LS inferiores a 1,7
sdo considerados insuficientes, entre 1,7 e 2,0 sao classificados como suficien-
tes para identificacdo de género e, se superior a 2,0, a identificagao de espécie
¢ assegurada. Os resultados produzidos pelo VITEKMS® (bioMérieux) sao
divididos em categorias como “good ID”, quando o EM obtido encontrou boa
correlagao com “superespectro” da base de dados (60 a 99,9% de compatibili-
dade, apenas um patogeno), discriminagao baixa ou “low discrimination” (> 60
299,9% de probabilidade, dois patégenos) ou “no ID” (< 60% de probabilidade,
valor de confian¢a)’.

Os EM obtidos pela tecnologia sdo constituidos de picos originados a partir
de proteinas ribossomais de 2.000 a 20.000 D. Alguns desses picos sdo con-
servados, ou seja, sio sempre presentes, independentemente das condigoes
pré-analiticas, e formam as “impressoes digitais” de cada espécie. No entanto,
a adocdo de condigoes pré-analiticas ideais, como tempo e temperatura de
incubagao e meio de cultura, é necessaria para obten¢do de EM de melhor fit-
ness aos ER, com impacto positivo nos resultados de identificagdo. Para algu-
mas espécies, os databases (Biotyper Bruker®, Myla®) possuem ER em pouca
quantidade ou de baixa qualidade/especificidade, o que torna necessario o uso
de parametros pos-analiticos uteis para adogdo ou exclusao do resultado pro-
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duzido**. Independentemente do aparelho utilizado, é necessario que o usua-
rio analise o database ou a biblioteca de ER e conhega as limitagdes, ou seja,
espécies que nao sdo contempladas ou contém poucos ER. Recentemente, foi
avaliado o desempenho do VITEK MS® para identificagao das espécies C. pa-
rapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsilosis e nenhum dos isolados previamente
identificados como C. metapsilosis por sequenciamento da regido ITS do DNA
ribossomal foi identificado. No database Myla® nao ha ER para C. metapsilosis
e no SARAMIS®, apesar de haver mencéo de tal espécie em seu portfolio, ha
apenas dois EM e nenhum ER de C. metapsilosis. Existem diversos exemplos
como esse na literatura, e ao microbiologista fica a mensagem que ainda néo é
possivel abandonar as técnicas fenotipicas e moleculares convencionais mes-
mo apds a aquisi¢ao de tal tecnologia. Para a obten¢do de bom desempenho
para identificagdo de espécies raras, fungos filamentosos e actinomicetos, é
necessaria a melhoria das bases de dados de ER.

A grande maioria dos artigos publicados ¢é referente a plataforma Microflex
LT® equipada com a base de dados Biotyper®, pois tal tecnologia ¢ amplamen-
te difundida no continente europeu e nos Estados Unidos*.

PARAMETROS PRE-ANALITICOS

Cocos Gram-positivos

As bactérias Gram-positivas possuem parede celular com grande quantidade
de peptideoglicano, o que torna tais micro-organismos mais resistentes a lise
em comparagao as bactérias Gram-negativas. Assim, a andlise de células intac-
tas (whole cell), ou seja, analise direta do esfregaco das coldnias, pode ndo ser
suficiente para a identificagdo de alguns isolados, e extragdo prévia com acido
formico pode ser necessaria para obtencdo de espectro passivel de identifi-
ca¢do®. Quanto a temperatura de incubag¢ao e meio utilizado, agar chocolate
(COX) ou sangue (AS), ndo parecem influenciar nos resultados obtidos®. No
entanto, o nimero de subcultivos parece impactar de forma negativa na iden-
tificagdo de cocos Gram-positivos (CGP)°.

Bacilos Gram-negativos

Um estudo comparou o percentual de identificagdes corretas para bacilos
Gram-negativos fermentadores (BGNF) e ndo fermentadores (BGNNF) por
meio da aplicagdo de esfregacos com pouco indculo (light), indculo pesado
(heavy) e, finalmente, com ou sem aplicagdo de acido férmico para extragio
de proteinas. Os esfregagos com indculos pesados e que foram submetidos
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a extragdo com dcido férmico produziram percentual maior de identificagdo
para enterobactérias, e para ndo fermentadores, os esfregacos com indculos
pesados tiveram melhor desempenho, sem melhores resultados ap6s aplicagdo
de acido férmico’. Para Pseudomonas spp, o meio MacConkey (MAC) pode
induzir a formagao do fenétipo mucoide e ter impacto negativo para identifi-
cagdo por EM MALDI-TOF*. Quanto ao tempo de incubag¢ao, os EM oriundos
de colonias crescidas em dgar sangue entre 24, 48, 72, 96 e 120 horas nao apre-
sentaram diferenca em seus resultados de identificacio’.

Bacilos Gram-positivos

Assim como para 0s cocos Gram-positivos, a extracio com acido férmico é
necessaria para obtencao de melhores resultados para identificagdo de bacilos
Gram-positivos, como Corynebacterium, Actinomyces, Dermatobacter e Rho-
tia. A extragdo com acido férmico diretamente sobre o analito na placa é sufi-
ciente, ndo sendo necessdria a extracio em tubo com dlcool e dcido féormico®.
No entanto, para espécies do género Nocardia, sdo necessarios outros procedi-
mentos para extragdo das proteinas, como aquecimento prévio a 95°C antes da
extra¢do com etanol e acido formico em tubo’.

Anaerébios

Os desempenhos de identificagdo de anaerdbios Gram-positivos e negativos
(238 isolados), incluindo Bacteroides spp, Clostridium spp, Peptostreptococcus
spp, Veillonella spp, Propionibacterium acnes e Fusobacterium spp, por meio de
analise de células intactas ou por extragdo com acido férmico foram compara-
dos, e ndo houve diferenca significativa entre os resultados produzidos pelos
dois protocolos.

Micobactérias

O preparo das amostras de Mycobacterium para identificagao por EM MALDI-
-TOF inclui etapa importante de inativagdo por causa das questoes de biosse-
guranga envolvidas. Inicialmente em cabines NB3, as colonias sdo inseridas em
microtubos com tampas rosqueavel para posteriormente serem inativadas por
meio de aquecimento a 95°C por 1 hora. Entdo, as amostras sdo centrifugadas
e lavadas duas vezes em agua, para depois serem vortexizadas com migangas
(beads) para ruptura das células. Depois de nova centrifugacao, a etapa final da
extragdo com acido férmico é realizada. Melhor desempenho para identificagdo
de micobactérias é obtido com coldnias do meio sélido Lowenstein-Jensen,
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ja que os EM obtidos de sedimentos de meio liquido mycobacterium growth
indicator tube (MGIT) sdo de qualidade inferior''.

Quanto ao tempo de cultura, micobactérias de crescimento réapido e de cresci-
mento lento apresentaram EM de qualidade inferior quando obtidas de coldnias
de 10 e 28 dias, respectivamente, em compara¢ao aquelas obtidas de cultivos de
72 horas e 9 dias, 96 horas e 14 dias, 7 e 21 dias, respectivamente’?.

Leveduras

Varios parametros pré-analiticos foram estudados e comparados para identificagao
de levedura na plataforma Microflex LT Bruker®. Diferentemente de bactérias
Gram-negativas, esfregagos com indculos leves, obtidos a partir de uma colonia
isolada, sdo necessarios para obtenc¢ao de melhores resultados. Tempo de incuba-
¢d0 de 48 e 72 horas nao produziram resultados diferentes™. O cultivo em meio
cromogeénico é recomendado para certificagao da pureza das coldnias e parece ter
desempenho superior quando comparado com meio Sabouraud para identificagao
de leveduras por EM MALDI-TOF". No entanto, a andlise de células intactas tem
desempenho inferior para identificacdo de leveduras em comparagio com proto-
colos de extragdo com acido férmico. Entre os protocolos com extragio, a extragio
completa em tubo com etanol e acido férmico produz resultados superiores'*.

Fungos filamentosos

A identificagao de fungos filamentosos pode ser realizada a partir de coldnias
obtidas em meios sdlidos, sem a necessidade de cultivo em meio liquido como
preconizado pela Bruker®. Cassagne et al. avaliaram diferentes condigdes pré-
-analiticas para identificagdo de fungos filamentosos; a utilizagdo de coldnias
com crescimento de pelo menos 72 horas em agar Sabouraud apresentou EM
de melhor qualidade em comparagdo aqueles obtidos ap6s 24 horas de incuba-
¢do. Aquecimento a 95°C antes da extrac¢ao produziu resultados inferiores aos
protocolos de extragdo com etanol e AF sem tal procedimento®’.

PARAMETROS POS-ANALITICOS

Os resultados fornecidos pelos diferentes aparelhos apos a comparacido do EM
do analito com os ER das bases de dados sdo reportados como aceitaveis ou
nao de acordo com fluxogramas estabelecidos pelos fabricantes. Os resultados
julgados insuficientes para identificagdo de espécie, com valor de LS inferior
a 2 pelo software Biotyper® ou low discrimination (duas ou mais espécies com
ID > 60%) fornecido pelo Myla® nao devem ser descartados em andlise ini-
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cial. Por exemplo, para identificagido de leveduras, os resultados reportados
pelo Biotyper® sao frequentemente inferiores a 2 para analises de esfregacos
com extragdo de acido férmico na placa, mas quando os dois maiores valores
(acima de 1,7) de LS fornecidos sdao da mesma espécie e ha correlagio com
dados fenotipicos (p.ex., C. albicans e colonias verdes em agar cromogénico),
o resultado pode ser aceito'. De maneira similar, para identifica¢ao de BGN.

Pela similaridade dos EM, erros de identificagao para as espécies Escherichia
coli e Shiguella sonnei com o database comercial Biotyper® podem acontecer e
o microbiologista deve utilizar dados fenotipicos antes de reportar o resultado
de identificagao®. A similaridade entre os EM de S. pneunomiae e S. mitis pode
estar relacionada a erros de identificacdo pela EM MALDI-TOE Schulthess
et al. compararam os resultados obtidos por meio do MALDI-TOF Bruker®
(software Biotyper®3.0) de 1.619 CGP com identificagdo fenotipica convencio-
nal e sequenciamento da regido 16S do DNA ribossomal e estabeleceram um
fluxograma pos-analitico resumido na Figura 1'°.

| Coco Gram-positivo aerébio |
| Resultado de acordo com critério Biotyper® |
¥ L] L4
| Identificacdo de espécie | | Identificagdo de género | Sem
I
¢ + ¢ *—I—* identificagao
Aceitar: S. aureus, Reportar Streptococcus Reportar
S. agalactiae, apenas grupo: pneumoniae apenas Mais de uma
E. faecium, Staphylococcus + género: valor espécie com
E. faecalis, S. coagulase de LS entre LS=2
. Bil
dysgalactiae, negativo, e 17 €20
S. pyogenes, S. Streptococcus solubilidade ¢ + +
il Aceitar géneros: Confirmagao
lugdunensis, E. grupo viridans, 5. || sensibilidade g ¢
avium grupo anginosus 4 optoquina Streptococcus, das espécies
Staphylococcus, por testes
Enterococcus bioquimicos
v v v
Necesséria identificacdo precisa de espécie |
\
| Sequenciamento da regido 165 do rDNA

FIGURA 1 Fluxograma pds-analitico para identificagdo de cocos Gram-positivos
aerébios pelo aparelho Microflex LT, sofiware Biotyper 3.09.
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Contudo, o fluxograma nio se aplica aos resultados fornecidos pelo VITEK
MS®. Estudo recente analisou o desempenho do VITEK MS® para identifi-
cagdo de Streptococcus do grupo viridans, incluindo S. mitis, e S. pneumoniae,
sendo que todos os 95 isolados de S. pneumoniae foram corretamente identi-
ficados e apenas um Streptococcus do grupo viridans, entre 116, foi incorreta-
mente classificado como S. pneumoniae®.

O mesmo grupo que estabeleceu um fluxograma de identificagdo de CGP
pelo aparelho da Bruker equipado com o programa Biotyper 3.0 estabeleceu
recentemente um algoritmo para identificacao de bacilos Gram-positivos
(BGP).

Bacilos Gram-positivos aerébios |
| Critérios de identificagdo Biotyper (= 2,0 para espécie e = 1,7 para género) |
L] L
Identificacdo de espécie | Identificacdo de género | Sem identificagdo
A. schaalli Aplicar cutoff de 1,7 para
A. odontolyticus identificacdo de espécie
A. neuii A ] Y
Identificagdo Sem identificagdo
A. omnicolens
de espécie de espécie
B. longun +
C. amycolatum Aceitar géneros:
C. coylai Actinobaculum
C. glucoronolyticum Actinomyces
C. jeikeium < Alloscardovia
C. macginleyi Bifidobacterium
C. propinquum Brevibacterium
C. pseudodiphtericum Corynebacterium
C. tuberculostearicum Dermabacter
C. strigtum Propionibacterium
D. hominis Trueperella
T. bernardiae Turicella
T. otitidis
Se necessdria identificagdo de espécie
\
| Sequenciamento da regido 165 e/ou rpoB gene e andlise de homologia |

FIGURA 2 Fluxograma pds-analitico para identificagdo de bacilos Gram-positivos
aerébios pelo aparelho Microflex LT, sofiware Biotyper 3.0%%.
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Para identificagdo de BGNE, a adogao de valor de LS de 1,9 como cutoff, e
nio 2,0 como recomendado pela Bruker®, pode aumentar o percentual de
identificagdoes de espécie sem produzir erros de caracterizagao de espécie’.
De maneira similar, para CGP, a adogao de um cutoff de 1,7 pode aumentar o
numero de identificagdes de espécie e género aceitaveis. TeKippe et al. anali-
saram 239 CGP e, ao adotarem um cutoff de 1,7, obtiveram 15,5% de aumento
no numero de identificagdes de género e 14,3% para identificagdo de espécie.
O impacto positivo pode ser notado de maneira mais expressiva para Staphy-
lococcus spp.

Para identificagdo de micobactérias, a diminui¢ao do cutoff também tem
impacto positivo com aumento do percentual de identificagdes consideradas
corretas. Mather et al. analisaram 198 isolados clinicos de micobactérias e
encontraram que, ao abaixar o cutoff de 2,0 para 1,7 como critério de aceita-
bilidade de identificacao de espécies pelo software Biotyper®, houve aumento
de 80 para 90% de identificagdes corretas'>. Controle de qualidade dos re-
sultados fornecidos pela EM MALDI-TOF deve ser realizado, ja que fatores
como realizagao inadequada do esfregaco ou ma limpeza da placa (Bruker®)
podem prejudicar a leitura dos analitos. Problemas técnicos e falta de ma-
nuten¢do também estdo relacionados a queda da qualidade dos resultados®.
Os aparelhos devem ser rotineiramente calibrados com a utiliza¢ao do BTS
(Bruker®, extrato de E. coli liofilizada, RNAse A e mioglobina) ou com E. coli
ATCC 8739 (bioMérieux®). Os aparelhos devem ser localizados em locais
limpos livres de poeiras que podem se acumular nas juntas plasticas e difi-
cultar a criagdo do vacuo. A fonte de laser deve ser limpa periodicamente, ja
que ha acamulo de detritos produzidos pela ionizagdo do analito embebido
pela matriz?. Um exemplo de controle de qualidade interno para as identifi-
cagoes produzidas pela SM MALDI-TOF foi descrito por microbiologistas
do Hospital Universitario de Lausanne, Sui¢a®. Semanalmente, sdo analisadas
duas cepas ATCC, uma de E. coli e outra de S. aureus, que possuem 81 e 80
picos conservados, respectivamente. EM de qualidade das duas cepas contém
todos os picos conservados. Conforme exposto na Figura 3, entre as semanas
1 e 3, houve queda da qualidade dos EM obtidos, com menor percentual dos
de expressdo dos picos conservados. Investigacao causal revelou que entre
essas semanas o profissional estava em treinamento, produzindo esfregagos
de baixa qualidade®.
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FIGURA 3 Exemplo de controle de qualidade interno para EM MALDI-TOF>.

CONSIDERACOES FINAIS

A SM MALDI-TOF é uma nova e potente ferramenta para identificagdo de
micro-organismos, porém a adog¢do de parametros pré e pos-analiticos espe-
cificos para cada grupo de patégenos é essencial para a obten¢do de melhor
desempenho. No entanto, para a identificacdo de espécies raras, as bases de
dados ou databases carecem de qualidade/quantidade de ER. Algumas espécies
filogeneticamente proximas podem néo ser distinguidas pelas ferramentas
disponiveis nas plataformas comerciais.

A maioria das evidéncias disponiveis na literatura é referente a plataforma
do fabricante Bruker®, que, na maioria das vezes, ndo sdo extrapolaveis para
a plataforma VITEK MS® (bioMérieux), a inica com autoriza¢io pela Anvisa
para utiliza¢do em laboratérios clinicos.

Bactérias Gram-positivas possuem EM de melhor qualidade obtidos apds
extragdo com acido férmico.

Actinomicetos aerdbios e fungos precisam de etapa de extragao para obten-
¢do de EM de melhor qualidade. Ha protocolos especificos para cada grupo de
micro-organismos.

Controle de qualidade é essencial e ajuda a monitorar o desempenho das
plataformas de SM MALDI-TOF para identificagdo dos patégenos.
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9. Infec¢bes bacterianas emergentes

INTRODUGCAO

As infec¢oes emergentes sdo doengas de origem infecciosa, cuja incidéncia vem
aumentando. Sao um problema de satide publica e uma das principais causas
de mortalidade e morbidade em nivel mundial.

Podem ser consideradas como emergentes (agente infeccioso identificado
pela primeira vez nas tltimas décadas) ou reemergentes. Por exemplo, a infec-
¢do por HIV é considerada emergente, assim como os virus da gripe aviaria
ou a sindrome respiratdria aguda grave associada a coronavirus (severe acute
respiratory syndrome — SARS).

A maldria, a tuberculose ou o carbunculo (anthrax) sdo exemplos de doen-
cas infecciosas reemergentes, sendo esta ultima considerada “deliberadamente”
reemergente, no ambito do bioterrorismo.

Virios fatores facilitam aos agentes infecciosos alcangarem novos nichos
ecoldgicos e adaptarem-se a novos hospedeiros. Esses fatores incluem mutagoes
e recombinagdes genéticas, alteragdes nas populagdes de hospedeiros, novos
reservatorios ou vetores intermedidrios, alteragdes ecoldgicas, demograficas e
comportamentais, assim como a circulagao internacional de individuos e bens.
Pode-se considerar até mesmo fatores politicos, como a contengdo no financia-
mento de medidas de protecio em saude publica.

Entre as doengas infecciosas de origem bacteriana emergentes de maior
relevancia em satde publica, podem-se apontar algumas relacionadas ao desen-
volvimento tecnoldgico, como as infecgdes por micro-organismos resistentes
a antimicrobianos, problema em parte decorrente do uso inadequado desses
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medicamentos, refletindo, até certo ponto, a qualidade da assisténcia médica, com
sérios reflexos na morbidade e mortalidade hospitalar e no custo dos servicos.

Infec¢des transmitidas por alimentos tém aumentado significativamente
sua importancia a medida que se amplia o uso de alimentos industrializados.
Alimentos de origem animal apresentam risco adicional, pois podem ser veiculo
de transmissao de micro-organismos resistentes a antimicrobianos quando
origindrios de rebanhos alimentados com ra¢ao em que foram adicionados
antibioticos de largo espectro.

Tecnologias recém-introduzidas em produtos de amplo consumo podem dar
origem a epidemias cuja etiologia é de dificil identifica¢do. Foi o caso da epi-
demia da sindrome do choque toxico entre mulheres em idade fértil, ocorrida
nos Estados Unidos no final dos anos 1970, induzida pelo uso de absorventes
internos recentemente introduzidos no mercado.

A modificagdo de comportamento de um agente conhecido também pode criar
riscos significativos para a saide da populagao. Um exemplo é a febre purpurica
brasileira, causada por um clone do Haemophilus aegyptius, bactéria conhecida
desde o final do século XIX e associada exclusivamente a conjuntivite purulenta,
uma infec¢do autolimitada. No entanto, por motivos ainda néo perfeitamente
conhecidos, essa bactéria passou a apresentar uma forma clinica grave com infec-
¢ao sistémica e elevada letalidade a partir de meados dos anos 1980. Essa doenca
foi registrada em alguns estados brasileiros, tanto na forma de casos esporadicos
como em epidemias, e seu potencial de expansao ainda esta por ser estabelecido.

Os fatores associados a reemergéncia de doengas infecciosas sao muito seme-
lhantes aqueles apontados como associados as doengas infecciosas emergentes.
O recrudescimento da tuberculose em varias regides do mundo, a partir da
segunda metade dos anos 1980, que atingiu inclusive paises industrializados,
¢ um bom exemplo. Nesse caso, estiveram envolvidas a desestruturagao dos
servicos de saude; o aparecimento de cepas multirresistentes de M. tuberculo-
sis, fato em parte relacionado ao uso inadequado dos esquemas terapéuticos;
a ampliagdo por motivos politicos e econdmicos dos processos migratdrios,
levando individuos originarios de paises de elevada prevaléncia a se dirigirem
a paises industrializados; e, por fim, a coinfec¢do causada pelo M. tuberculosis
e pelo HIV. Alguns autores atribuem a este tltimo fator o papel mais relevante
no incremento das taxas de tuberculose nos tltimos anos.

A tuberculose é um problema grave de satde publica. Em 2005, foi respon-
savel por 1,6 milhdo de mortes mundialmente, de acordo com estimativas da
Organizagao Mundial da Satide (OMS). Estima-se que 1/3 da populagao mundial

172



atualmente esteja infectada pelo bacilo da tuberculose. Em cerca de 90% dos
individuos infectados (“primo-infec¢do”), a tuberculose estd em laténcia. Os
bacilos permanecem viaveis no interior dos granulomas formados durante a
resposta imunitdria a infecgdo inicial.

No entanto, cerca de 5 a 10% dos individuos infectados (mas soronegativos
para o HIV) vao desenvolver tuberculose ativa, se o seu sistema imunitario estiver
deficitario. Nos individuos infectados pelo bacilo da tuberculose e, simultanea-
mente, soropositivos para o HIV, a probabilidade de desenvolver tuberculose
ativa é muito superior. A coinfecgdo de tuberculose e HIV acelera a progressao
de ambas as doencas. Foram identificadas cepas de Mycobacterium tuberculo-
sis “multirresistentes” (resistentes simultaneamente a isoniazida e rifampicina,
terapéuticas de primeira linha), resultados geralmente de tratamento incom-
pleto (inferior a 6 meses) ou irregular. Tem sido particularmente preocupante
a identificagao de algumas cepas que apresentam resisténcia a grande maioria
dos farmacos tuberculostaticos.

Para o reaparecimento da difteria nos paises que formavam a antiga Unido
Soviética, na forma de extensa epidemia, com dezenas de milhares de casos e
milhares de 6bitos, nos primeiros anos da década de 1990, apds varias déca-
das de controle da doenga (ainda que ndo se esteja perfeitamente explicado),
aceitam-se entre os fatores envolvidos:

1. Aumento de criangas suscetiveis em fun¢ao da diminui¢ao da eficiéncia do
programa de vacinagao.

2. Aumento de adultos suscetiveis por perda da imunidade e auséncia de pro-
gramas de imunizag¢do para faixas etarias mais altas.

3. Piora nas condig¢des socioecondmicas.

4. Aumento de fluxos migratérios.

Outra doenga passivel de prevengdo por vacinagao que tem apresentado sinais
de recrudescimento é a coqueluche, mesmo em paises que utilizaram extensi-
vamente a vacina, como Holanda, Canadd e Australia.

Uma possivel explicagdo seria a ocorréncia de progressiva selecao de cepas
antigenicamente distintas daquelas utilizadas na produgao de vacinas, criando
condi¢des para que a doenca mantenha-se endémica a despeito de elevadas
coberturas de vacinagao.

De acordo com um recente relatério da OMS sobre a situagao global da resis-
téncia bacteriana aos antimicrobianos, hd situagdes extremamente preocupantes:
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s Escherichia coli: resisténcia a cefalosporinas de terceira geragdo, incluin-
do resisténcia estendida a betalactamases de espectro estendido (ESBL) e
fluoroquinolonas.

« Kilebsiella pneumoniae: resisténcia a cefalosporinas de terceira geragéo, in-
cluindo resisténcia estendida a ESBL e carbapenémicos.

« Staphylococcus aureus: resisténcia a drogas betalactimicas (oxacilina, meti-
cilina, MRSA) e resisténcia a vancomicina, descrita recentemente.

« Streptococcus pneumoniae: resisténcia e/ou baixa suscetibilidade a penicilina.

« Salmonella nao tifoide (NTS): resisténcia a fluoroquinolonas.

« Shigella sp: resisténcia a fluoroquinolonas.

« Neisseria gonorrhoeae: suscetibilidade diminuida a cefalosporinas de terceira
geracgao.

Esses tipos de resisténcia bacteriana tém impacto significativo em satude publica,
além de contribuir para o aumento da morbidade e mortalidade, em alguns
casos, pela absoluta falta de alternativas terapéuticas.

O diagnéstico laboratorial cuidadoso e correto dessas cepas bacterianas é
um passo fundamental para prevenir dissemina¢ao dessas bactérias por meio
das medidas de controle.

CONCEITOS IMPORTANTES SOBRE DOENCAS

INFECCIOSAS EMERGENTES (ADAPTADO DE WILSON, 1995)

+ A ocorréncia de infecgdes emergentes ¢ um processo dindmico que resulta de
uma sequéncia de eventos (p.ex., a introdu¢ao de um agente potencialmente
patogénico em uma nova area geografica, por meio de viajantes ou migragao;
a sua adapta¢do ao novo ecossistema; a presenca de um hospedeiro suscetivel;
a presenga de um vetor competente, etc.).

+ A maioria das novas infec¢des ndo é causada por agentes genuinamente
desconhecidos.

+ Osagentes infecciosos associados a essas doengas podem ser virus, bactérias,
fungos, protozodrios, helmintos ou prions.

+ O conceito de o agente infeccioso como unico responsavel pela doenca é
inadequado e incompleto.

» A situagao global na atualidade, resultante da interagdo de fatores sociais,
econdmicos, politicos, climaticos, tecnoldgicos e ambientais, favorece a
ocorréncia de doengas emergentes, principalmente as infecciosas.
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A interven¢do humana ¢ o principal fator desencadeante das doengas infec-
ciosas emergentes.

+ O conhecimento profundo e o planejamento de uma estratégia de resposta
as infecgdes emergentes requerem abordagem global, em termos conceituais
e geograficos.

PRINCIPAIS INFECQOES EMERGENTES

Doencas causadas por virus

Febre hemorragica (dengue, ebola, Marburg), encefalite por virus de West Nile,
sindrome respiratéria aguda grave (SARS) associada a coronavirus, febre de
Lassa, febre de R. Valley e febre amarela, hepatite C, HIV/Aids, virus da variola,
hantavirus, entre outros.

Doencas causadas por prions
Encefalopatias espongiformes transmissiveis.

Doencas causadas por bactérias

Tuberculose (Mycobacterium tuberculosis), colera (Vibrio cholerae), doenga dos
legionarios (Legionella), Glceras gastricas (Helicobacter pylori), colite hemorragica
(E. coli O157:H7), doenga de Lyme (Borrelia burgdorferi), Streptococcus grupo
A e sindrome do choque téxico, Staphylococcus aureus, carbunculo (Bacillus
anthracis), novas e cada vez maiores resisténcias bacterianas, entre outras.

Doencas causadas por parasitas
Malaria (Plasmodium spp), Cryptosporidium, esquistossomiase; leishmaniose
(Leishmania spp) e outras.

Doencas causadas por fungos
Criptococose (Cryptococcus neoformans,); candidiase (Candida albicans, Candida
glabrata, outras inclusive com aparecimento de resisténcia a antifingicos), etc.

RESUMO DAS PRINCIPAIS INFECCOES EMERGENTES

Na verdade, a denominagdo “doengas infecciosas emergentes e reemergentes’,
aplicada a partir dos anos 1990, reflete a busca de uma nova abordagem, na
tentativa de identificar os instrumentos necessarios para fundamentar e im-
plementar novas estratégias de controle de doengas, em um mundo em que a
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introdugédo de novos fatores de risco e mudangas das caracteristicas dos grupos
a eles expostos ocorrem com extrema rapidez.

Para responder a esse desafio, é necessario, por um lado, que a sociedade bus-
que cada vez mais a equidade, pois a pobreza extrema ainda apresenta vinculo
importante com as doengas infecciosas; por outro, a organizagdo de um sistema
de satide com capacidade de responder a problemas prioritarios e emergentes.

Isso somente € possivel com servigos de satde estruturados e planejados de
maneira a incorporarem, de forma agil, novos conhecimentos e tecnologias
indispensaveis a elaboragdo, implementacao, avaliacdo e atualizagdo continua
de estratégias de controle de doengas.

Deve também ser fortalecida a pesquisa ndo s6 no 4mbito académico, mas
no interior do proprio sistema de saude. Vale salientar que tanto a pesquisa
académica como aquela que é atribuida aos institutos de pesquisa vinculados
ao sistema de saide possuem caracteristicas peculiares e devem desempenhar
papéis complementares, merecendo, portanto, politicas bem definidas que
fortalecam seus vinculos de modo a garantir o desempenho desejado.

Tal objetivo pode ser alcangado por meio de sistemas de financiamento e pela
avaliacdo e controle social das instituicoes envolvidas.

Um instrumento fundamental para o bom desempenho do sistema de saude
no controle das doengas emergentes e reemergentes ¢é a vigilancia com forte
apoio laboratorial, o que pressupde a existéncia de equipes muito bem treina-
das em investigagdes de surtos epidémicos e no desenvolvimento de pesquisas
complementares, assim como na analise sistematica do comportamento dessas
doencas, com fundamento no conhecimento cientifico, com a finalidade de atua-
lizar continuamente as bases técnicas que subsidiam as estratégias de controle.

E como estratégia de vigilancia, deve-se estar atento a publicagoes da area,
visando a prevenir e diagnosticar infeccdes nao habituais em cada populacio.
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10. Automacio em microbiologia

MICROBIOLOGIA

Inicio

Em 1881, Robert Koch realizou a primeira descoberta a respeito da bacterio-
logia, ao descrever “gelatinas” como nutrientes para bactérias. Em seguida
(1887), iniciou-se a utilizagao de placa de Petri e, finalmente, entre 1900 e 1905,
iniciou-se o uso de corantes e do dgar MacConkey. Apds tantos anos, a placa
de Petri continua sendo a principal ferramenta para os laboratdrios clinicos,
assim como o método de disco-difusdo, que ainda ¢é utilizado pela maioria dos
servigos apds anos de padronizagio.

As técnicas de estrias em meios solidos e leituras das placas nao sofreram
mudangas apds muitos anos de uso e as incubadoras, embora mais confidveis,
sao essencialmente similares as construidas no inicio.

Ao longo dos anos, o grande avango na microbiologia tem sido a introdu¢ao
dos sistemas automatizados, que fizeram a diferenca na identifica¢ao correta e
na liberagao do antibiograma de forma mais rapida e precisa.

Atualidade
Nas altimas décadas, a microbiologia clinica tem avangado em diversos aspectos,
seja no reconhecimento de novos agentes etiologicos, na emergéncia de alguns
patdgenos classicos ou no desenvolvimento de ferramentas para diagndstico
molecular e sistemas automatizados para testes de identificagdo e suscetibilidade
antimicrobiana entre os diferentes micro-organismos envolvidos nas infecgdes.
Enquanto isso, os laboratorios clinicos tém visualizado um aumento do vo-
lume de amostras que sao processadas diariamente. Esse avango na tecnologia
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dos laboratérios tem sido associado a melhoria nos sistemas de informatica,
permitindo a interface entre os diferentes aparelhos, e tem estimulado o surgi-
mento de sistemas automatizados para identificagdo e testes de suscetibilida-
de para os micro-organismos mais complexos. Assim, novos sistemas foram
idealizados e langados no mercado, embora cada um apresente caracteristicas
proprias, vantagens e limitagoes.

Mesmo que os sistemas automatizados disponiveis comercialmente apre-
sentem inumeras melhorias em relacdo aos que havia anteriormente, consi-
derados de primeira linha, eles ainda necessitam evoluir para melhor aten-
der as necessidades da microbiologia clinica. Assim, espera-se que as futuras
geragdes de equipamentos possam ser altamente automatizados, com melhor
relagao custo-beneficio, precisao, confiabilidade, flexibilidade e com menor
tempo de resposta.

O processo de identificagdo de um micro-organismo implica conhecimento
prévio de caracteristicas atribuidas ao patogeno e ao sitio de infecgdo. O espe-
rado é que as técnicas utilizadas para essa finalidade sigam alguns parametros
gerais, como: capacidade de identificagdo universal, baixo custo de operagio e
propiciar que os dados obtidos possam ser armazenados, viabilizados e que se
tornem passiveis de atualizagdes.

Os primeiros sistemas de identificagdo bacteriana fabricados foram os Au-
tobac Series II (Organon Teknika) e o Avantage (Abbott Laboratories Diag-
nostic Divisdo), que utilizavam leituras colorimétricas e ja nao estao mais dis-
poniveis para venda.

Os resultados de identificagdo obtidos pelo Autobac Series II demonstra-
vam um indice de acerto na identifica¢ao de bacilos Gram-negativos variando
entre 88 e 95%, entretanto, apresentavam algumas discordancias entre alguns
micro-organismos, como: Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Proteus
vulgans, Providencia spp, Salmonella spp, Shigella spp. Ja o Avantage identifica-
va corretamente 95% dos bacilos Gram-negativos testados.

Na avalia¢do das leveduras, os resultados mostravam que as leveduras mais
incomuns foram frequentemente identificadas erroneamente. Apesar das fa-
lhas encontradas, esses sistemas pioneiros na identificagao foram de extrema
importancia e serviram de referéncia para novas metodologias.

Nas ultimas décadas, assistiu-se ao surgimento e ao avanco dos sistemas nas
diversas areas do diagnostico clinico, processo que ocorreu em menor escala na
area de microbiologia, em que apenas nos ultimos anos tém sido introduzidos,
de maneira mais eficaz, sistemas com monitoramento continuo de crescimento
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nas culturas de sangue/hemocultura, sistemas para identificacdo de bactérias
e fungos, além de metodologias para determinagao da suscetibilidade antimi-
crobiana, amplamente utilizadas na rotina dos servicos de microbiologia de
médio e grande portes.

Atualmente, além da automacgéo na identificacao e teste de suscetibilidade,
ja estdo disponiveis no mercado inoculadoras inteligentes em que as placas sao
avaliadas em intervalos definidos pelo usudrio e a imagem do crescimento bac-
teriano ¢ projetada utilizando-se cdmeras de alta resolugdo. Apds a detecgao
do crescimento, as imagens geradas podem ser monitoradas pelo profissional
auxiliando na decisdo da realizacdo de testes adicionais ou mesmo serem en-
viadas para identificagdo pelo MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/
ionization), sistema de ultima geragdo que utiliza a metodologia de espectro-
metria de massa na identificagdo rapida e precisa de bactérias e fungos.

Provavelmente, o aspecto mais utilizado dos sistemas automatizados em am-
bientes hospitalares é o suporte para a prescri¢do e administragdo de antibidticos.
Tais aspectos tém sido bem analisados em muitos estudos, os quais descrevem
que, com a utilizacdo de tais aparelhos, houve melhorias no uso dos antibiéticos,
por meio de orientagdes sobre o uso apropriado desses medicamentos. Além
disso, foram observadas melhorias do cuidado para com o paciente, redugao
de custos e estabilizagdo da resisténcia aos antibioticos.

ESCOLHA DO SISTEMA AUTOMATIZADO NA
MICROBIOLOGIA CLIiNICA
A necessidade de automatizar a rotina de microbiologia vem surgindo em fun-
¢d0 do aumento do nimero de amostras recebidas diariamente nos laborato-
rios clinicos. Outro fator relevante é a necessidade de investigagdes epidemio-
légicas decorrente do aumento do nimero de micro-organismos multidroga
resistentes e o surgimento de novos mecanismos de resisténcia, considerados
desafios na rotina dos servigos de microbiologia. Assim, a automagao tem sido
considerada uma solucao, desde a fase pré-analitica até a pds-analitica. A pos-
sibilidade do uso de cédigos de barra permite rastrear as amostras desde a
recep¢ao pelo laboratorio até a liberacdo do resultado. Estudos apontam que
cerca de 50 a 70% do tempo gasto pela equipe técnica pode ser substituido
pelo uso da automacéo.

Entre os diversos setores dos laboratdrios clinicos, a microbiologia clinica
¢ reconhecida como a de menor tecnologia, quando comparada ao elevado
grau de automagdo encontrado no laboratdrio de forma geral. No entanto, os
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sistemas estdo emergindo para o laboratério com o potencial para automatizar
praticamente todas as édreas, incluindo inoculac¢éo de placas de cultura prima-
rias, deteccdo de crescimento em meios de cultura, testes de sensibilidade e
extragdo e detec¢ao de acidos nucleicos a partir de amostras clinicas. Como
resultado, o fluxo de trabalho no laboratério de microbiologia estd mudando
em um ritmo rapido, e microbiologistas tém o desafio de escolher o mais ade-
quado, clinicamente util, e de menor custo para o laboratdrio.

Algumas observa¢des importantes na decisao de instalar um sistema auto-
matizado seriam tamanho do equipamento; disponibilidade de espago no la-
boratdrio; volume e fluxo de amostras processadas diariamente; e capacidade
de interfarce com o sistema de informatica utilizado pelo servio.

A decisdao de implantar ou ndo um sistema automatizado nos laboratdrios
depende essencialmente do tamanho do laboratorio, volume de amostras rece-
bidas diariamente, or¢amento disponivel, espago e metas estabelecidas.

VANTAGENS DOS SISTEMAS AUTOMATIZADOS

A automagao em microbiologia clinica permite a identificagdo precisa de nume-
rosos micro-organismos, muitos dos quais impossiveis de serem identificados por
métodos manuais. O tempo necessario para a identificagao final da maioria das

bactérias ocorre entre 4 e 18 horas de incubac¢do e em até 18 horas para leveduras,
antecipando em até 24 horas a liberagdo de resultados finais, quando comparado

as metodologias convencionais. Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos

(TSA) sao realizados em paralelo com a identificagdo dos micro-organismos e

liberados nos mesmos prazos. O TSA automatizado é liberado ndo sé por cate-
gorias — sensivel, intermedidrio ou resistente —, mas também com indicagdo da

concentragdo inibitéria minima (CIM) de cada fairmaco, permitindo a escolha

de dosagens mais adequadas para o tratamento do paciente. Além disso, os

principais mecanismos de resisténcia bacteriana, como produ¢ao de enzimas

tipo betalactamase de espectro ampliado (ESBL) em bactérias Gram-negativas,
ou resisténcias a meticilina e vancomicina em Gram-positivos, sdo detectados e

informados. A padronizagao envolvida no processo automatizado garante nao

s6 rapidez, mas também aumenta a seguranca e confiabilidade dos resultados,
eliminando a subjetividade das analises manuais.

Outro grande impacto ¢ a redu¢ao de pessoal, permitindo o processamento
de varias amostras simultaneamente, o que nio é possivel com mao de obra
humana. Além disso, é uma solugdo para a escassez de técnicos qualificados
em microbiologia no mercado.
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Em relagdo ao beneficio ao paciente assistido, a automagao pode melhorar
o atendimento de varias maneiras, incluindo maior rapidez na comunicagéo
dos resultados de culturas positivas e negativas, além do potencial para reduzir
o erro humano, por meio da geragdo de resultados de qualidade, reproduzi-
veis, rastreaveis e com melhor tempo de resposta. A padroniza¢do envolvida
no processo automatizado garante ndo s6 rapidez, mas também aumenta a
seguranga e a confiabilidade dos resultados, eliminando a subjetividade das
analises manuais.

DESVANTAGENS DOS SISTEMAS AUTOMATIZADOS

O fator de maior limitacdo na automagdo dentro do laboratério de microbio-
logia diz respeito ao alto custo quando comparado com a rotina convencional.
Outro ponto critico a ser cuidadosamente observado ¢ a impossibilidade em
fornecer uma CIM exata, na maioria dos casos, pois os sistemas automatizados
disponibilizam poucas dilui¢des dos antimicrobianos, e nao dilui¢oes seriadas
como acontece com a metodologia de microdiluigdo em placa, ou mesmo o
gradiente de dilui¢do em dgar, que fornecem uma CIM com maior exatidao.
Essa auséncia de dilui¢oes seriadas pode também gerar resisténcia ou sensibi-
lidade falsas no resultado final liberado pelo sistema.

Outra consideracido importante é a falta de acuracia na detecgdo da expressiao
de alguns mecanismos de resisténcia, principalmente os mecanismos de resis-
téncia induziveis, que demandam maior tempo para sua expressio, de modo que
necessitam de complementagao por meio de testes fenotipicos e/ou genotipicos
para conhecimento exato do mecanismo de resisténcia envolvido.

SISTEMAS AUTOMATIZADOS DISPONIVEIS PARA USO NO
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA CLiNICA

Inoculadoras automatizadas

O inicio do processo de automacao na inoculagdo de placas ocorreu hd mais de
20 anos, por meio do lancamento de um sistema limitado, sem possibilidade
de interfaces completas, além de apresentar restri¢des na transferéncia e ino-
culagao das amostras. Os instrumentos disponiveis hoje, apesar de apresenta-
rem melhores resultados, possuem limita¢des na inoculagdo de determinados
tipos de amostras, sendo algumas marcas restritas a amostras liquidas, como
urina. Outra limitacdo diz respeito aos tipos de recipientes que sdo aceitos
para processamento. Entre os novos instrumentos disponiveis comercialmente
considerados de terceira geragao, citam-se Innova® (BD Diagndstico, Spark),
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InoqulA® (Kiestra), Previ® Isola (bioMérieux, Hazelwood), WASP® (Copan
Diagnostics, Murrieta).

Ao decidir pela utilizagao da inoculadora, o servigo deve se basear no nume-
ro de amostras plaqueadas diariamente, na disponibilidade do sistema no mer-
cado, nas caracteristicas do instrumento (tipo de semeadura), no objetivo na
aquisi¢do do instrumento (uso apenas para urina ou de amostras coletadas em
swab) e no custo do equipamento. Durante a decisdo de implantar um sistema
automatizado para inoculacido de amostras, deve ser ponderada a impossibi-
lidade de utilizagdo para outras amostras, como cateteres, bidpsias e proteses.

Embora o desenvolvimento de inoculadoras automatizadas venha se difun-
dindo no mercado, as etapas de processamento ainda permanecem inalteradas,
visto que parte da operagdo ainda depende do profissional do servigo (separa-
¢ao das placas, selecao das amostras e carregamento do sistema com as placas).

Innova®

Composta de cinco gavetas para colocagdo de amostras, com capacidade para
40 amostras cada, totalizando 200 amostras. Podem ser utilizados diferentes
tipos de placas, incluindo biplacas. O sistema é composto por seis pilhas de
placas com 45 em cada. As estrias utilizadas sdo do tipo padrao com volume
de 1,10 e 30 UL.

InoqulA®
Apresenta a possibilidade de inoculagdo de diferentes amostras clinicas liqui-
das e plaqueamento de outros tipos de amostras (p.ex., swabs de feridas). As
estrias sdo realizadas utilizando um campo magnético com bolinhas de rola-
mento, possibilitando o in6culo em até cinco placas simultaneamente, poden-
do inocular até 400 placas/hora. Tem a capacidade de trabalhar com até 30
tipos de meios, incluindo biplacas, e sete tipos de meios em tubos.

Dados de estudos realizados avaliando o desempenho com este processador
descrevem que o sistema InoqulA produz colonias mais isoladas que a técnica
manual, além de mostrar boa reprodutibilidade.

Previ® Isola

O instrumento é composto por cinco racks de diferentes tamanhos, sendo
utilizados cinco diferentes didmetros de tubos. Os tubos devem ser colocados
no instrumento destampados. A capacidade total é de 150 placas, distribuidas
em cinco cassetes, que comportam 30 placas cada. Também possibilita utilizar
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diferentes placas, incluindo biplacas. O sistema é composto de uma pipeta des-
cartével para cada amostra, além de um aplicador tipo “pente” para cada placa,
que produz um padrio unico de raia. A capacidade maxima é de 180 placas/hora.

WASP®

Este sistema aceita tubos de diferentes tamanhos sem precisar de ajuste manual
e tem capacidade para 370 placas. Podem ser utilizados diferentes meios e até
biplacas. Utiliza algas reutilizaveis de 1, 10 e 30 UL que sdo trocas automatica-
mente. Pode processar além de tubos com urina, amostras em caldo destinadas
a subcultivos, assim como swabs descarregados em caldo.

SISTEMAS AUTOMATIZADOS - HEMOCULTURAS

As infecgdes de corrente sanguinea estdo associadas a altas taxas de morbidade
e mortalidade; nesses casos, a administracido precoce da terapia empirica ade-
quada é necessdria para a sobrevida dos pacientes. Portanto, a hemocultura é
considerada um exame de grande importancia dentro da microbiologia, sendo
vital assegurar o crescimento, a identificagao correta e a realizacao do teste de
suscetibilidade aos antimicrobianos o mais rapido possivel.

A introducao dos sistemas automatizados para realizagdo de hemocultivos
produziu grandes avangos dentro do laboratério de microbiologia e no diagnds-
tico precoce das infecgdes de corrente sanguinea. O grande impacto dentro do
laboratorio foi a eliminagao de repiques sucessivos sem evidéncia de crescimento
bacteriano, redu¢ao do risco de acidentes por puncédo, diminuicdo do tempo de
incubagao, que passou de 7 para 5 dias, detec¢ao precoce da positividade dos
frascos, além da disponibilidade de dados epidemioldgicos do servigo. Varios
estudos descrevem que a utilizagdo dos sistemas automatizados, com monitora-
mento continuo e redugdo do tempo de incubagao, é suficiente para detectar a
maioria das bacteremias, além de diminuir o isolamento dos micro-organismos
considerados contaminantes (principalmente P. acnes). Alguns autores sugerem
aincubagao de 3 dias, pois mais de 98% das verdadeiras bacteremias apresentam
crescimento do micro-organismo nesse periodo.

Os sistemas automatizados para cultura de sangue quase que em sua totali-
dade utilizam uma metodologia baseada em métodos colorimétricos ou fluo-
rométricos, que detectam a presenga de CO,, quando ocorre aumento da sua
concentragdo na presenca do crescimento dos micro-organismos, mudanga de
pH ou mudanca do potencial de redox. Consistem em frascos com diferentes
meios de culturas, destinados ao isolamento de micro-organismos distintos
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(aerdbicos, anaerobicos, fungos e micobactérias), compostos de resinas que
captam antibioticos e sdo capazes de melhorar a recuperagio de bactérias. Os
frascos sdo incubados nos equipamentos com agita¢ao constante das amostras,
acoplados a modernos sistemas de detecgdo do crescimento microbiano.
Equipamentos automatizados estao sendo utilizados para a detec¢do rapida da
presenca de micro-organismos presentes em amostras de sangue, cuja principal
vantagem, em comparagdo com métodos manuais, é a monitoragao constante
das amostras, a cada 10 minutos durante as 24 horas do dia, com aviso ime-
diato em caso de positividade, o que em muitos casos ocorre antes mesmo de
completar 24 horas de incubagdo. O tempo de incubagdo necessario até uma
hemocultura tornar-se positiva é diretamente proporcional ao numero de micro-
-organismos presentes por mL de sangue. Outra vantagem ¢ a disponibilidade
de frascos para hemoculturas contendo meios especiais para o isolamento de
micro-organismos fastidiosos, anaerdbios e leveduras, mesmo na presenca de
antibioticos, pois estes sdo inativados por resinas especiais presentes no meio.

Impacto da automagao para hemoculturas

O impacto da implantagdo da automacao destinada as hemoculturas quando
comparada a metodologia convencional pode ser avaliado como um grande be-
neficio em quatro aspectos: clinico, microbiolégico, epidemioldgico e economico.

Quando se avalia o beneficio clinico, observa-se que a monitora¢ao e agi-
tacdo intermitente dos sistemas contribuem para maior velocidade de detec-
¢do do micro-organismo, associada com redugdo do tempo de resposta, con-
tribuindo para a melhoria da capacidade de diagnosticar bacteremias e uso
racional de antimicrobianos. Quanto ao impacto microbioldgico dentro do
laboratério, o mais marcante é a diminui¢do da carga de trabalho, diminuigao
da contaminag¢io e aumento na detecgdo dos micro-organismos.

Apesar do aumento do custo de frasco em relagao ao frasco convencional, os
grandes beneficios economicos sdo: diminui¢do da méo de obra, diminuigao
dos repiques e, consequentemente, de meios e diminui¢ao do risco de acidente
com perfurocortantes.

Sistema para hemocultivos — Becton Dickinson (BD)

O BACTEC™ FX ¢ o sistema automatizado da BD, com leitura por fluorescén-
cia, destinado a hemocultivos de fungos, micobactérias, bactérias aerdbias e
anaerobias, o que aumenta a eficacia no laboratério. O sistema trabalha com
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agitagdo e monitoramento continuo dos frascos, sinalizando positividade dos
frascos sem interrup¢ao. Os frascos contém resinas que podem reduzir o tempo
de deteccdo, além de terem a capacidade de se ligar a antibidticos, a exemplo
dos aminoglicosideos, entretanto, alguns estudos apontam para uma rapida e
eficaz redugio das concentracdes de outros antimicrobianos, como flucloxacilina,
cefamandole, gentamicina e teicoplanina.

Sistema para hemocultivos — bioMérieux

O Bact/alert (bioMérieux) é um sistema destinado a realizagdo de hemocul-
turas com metodologia de leitura colorimétrica, que realiza leituras continuas
dos frascos e possui um sistema de alerta em casos de positividades. A detec-
¢do do sistema ¢ feita por trés tipos de medicao:

« Nivel de CO, presente no frasco.
+ Taxa de produgio de CO.,.
o Aceleracao dessa taxa.

A combinagio das trés medidas permite ao sistema um elevado grau de exati-
dao e especificidade.

Sao incorporadas nos frascos resinas que podem reduzir a a¢do de antimi-
crobianos (degradagdo da droga), podendo acontecer diminui¢ao da atividade
em 80 a 90% dentro de 2 horas. Essa redu¢ao melhora a habilidade de recupe-
rar micro-organismos aerébios e facultativos em pacientes recebendo terapia
antimicrobiana.

Vantagens dos sistemas para hemoculturas
As principais vantagens dos sistemas de hemocultivos sao:

« Monitoramento continuo das amostras pelo sistema.

« Sensibilidade e rapidez na detec¢do de amostras positivas.

« Criagao de dados epidemioldgicos com diferentes bancos de dados.

+ Interface com outros sistemas do laboratdrio.

« Menor manipula¢ao das amostras pela equipe.

» Menor risco de acidente de trabalho.

+ Determinagdo do tempo de positividade, podendo auxiliar no conhecimento
das infecgdes de corrente sanguinea relacionadas a cateter.
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CULTURAS DE AMOSTRAS DIVERSAS -

MICOBACTERIAS — MGIT (BD)

A detecgao de micobactérias pela metodologia da BD pode ser realizada a partir
de amostras clinicas pulmonares e extrapulmonares (exceto sangue), além da
capacidade de liberagdo do teste de sensibilidade a antibidticos para Mycobac-
terium tuberculosis. As leituras utilizam a metodologia de fluorescéncia e sao
realizadas de maneira continua e simultdnea. A cada 60 minutos, um ciclo de
leitura é fechado. As culturas positivas sao imediatamente indicadas por meio
de sinais luminosos e alarmes sonoros. Esse sistema possibilita a emissao de
resultados de detec¢io e testes de sensibilidade em menor tempo do que os
métodos convencionais.

Na determinac¢do do teste de suscetibilidade, é utilizado o kit BD BACTEC™
MGIT™ PZA, cujos resultados sdo emitidos entre 4 e 21 dias. O teste ¢ basea-
do no crescimento de um isolado de M. tuberculosis em um tubo contendo a
droga, comparado a um tubo-controle de crescimento (sem droga). O sistema
utiliza monitoramento continuo, simultaneo e automatico dos tubos, por meio
de método fluorescente, com resultados altamente sensiveis.

COLORAGAO (GRAM)
bioMérieux®
E um sistema de coloragio para metodologia de Gram, podendo ser utilizadas
amostras diversas, além da capacidade de liberagdo de resultados rapidos e pa-
dronizados. O sistema é composto por um pulverizador que dispensa o volu-
me determinado apds a padronizagdo da quantidade de reagentes que devem
ser dispensados, realizada pelo operador. As laminas sdo colocadas separada-
mente em um carrossel e o aparelho ¢ ligado. A liberagdo das laminas coradas
e secas leva de 3 a 5 minutos, otimizando o tempo de liberagdo do exame.
Entre as vantagens do sistema, pode-se apontar o uso de recipientes fecha-
dos, que evita a exposi¢cao do operador, diminuindo a toxidade dos reagentes,
especialmente cristal de violeta, além da nao liberagao de residuos no ambien-
te, pois possui o recipiente do residuo fechado.

SISTEMAS PARA IDENTIFICACAO E TESTE DE
SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Basicamente, o diagndstico microbioldgico é sustentado por duas informagdes
fundamentais: a identificagdo do micro-organismo que esta relacionado com
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a infecgdo e o suporte para a melhor opgéo terapéutica, por meio do teste de
sensibilidade aos antimicrobianos.

Os métodos automatizados e os sistemas especializados (do inglés expert
systems) sao amplamente utilizados para identificagio e teste de suscetibilidade
aos antimicrobianos, para o diagnéstico microbiolédgico e auxilio do diagndstico
clinico em diversas infec¢des, como pneumonias, bacteremias, infec¢cdes do
trato urindrio, entre outras.

A primeira etapa de identifica¢ao de um micro-organismo consiste em ino-
cular aamostra clinica em meios de cultura, garantindo o isolamento do micro-
-organismo para andlise. Entre os métodos automatizados disponiveis para este
fim, os mais utilizados sdo: o sistema Vitek 2, Microscan e Phoenix, que realizam
a identificagdo microbioldgica por meio de provas bioquimicas convencionais,
além de liberar o teste de sensibilidade aos antimicrobianos por meio da moni-
toragao da cinética do crescimento bacteriano e calculo da concentragao minima
inibitéria (CIM), que sdo transcritas em categorias clinicas baseadas em pontos
de interrupgdes interpretativos para métodos de microdiluigao.

O uso desses instrumentos permite a execugdo dos testes de suscetibilidade
com mais rapidez, por meio da avaliagdo de mais do que duas dilui¢des, que
representam as concentragdes referentes aos limites de sensibilidade ou resis-
téncia de cada antimicrobiano.

Phoenix™

Sistema para identificagdo e antibiograma para diferentes bactérias e fungos
leveduriformes, que utiliza diversos indicadores colorimétricos e fluorométricos
para identificagdo. Os testes de identificagao baseiam-se na utilizagdo e degrada-
¢ao de substratos especificos pelos organismos, detectadas por diversos sistemas
indicadores. O teste de sensibilidade do sistema é baseado na metodologia de
microdilui¢do em caldo e determina o crescimento bacteriano na presenca de
diferentes concentragdes do agente antimicrobiano nos pogos dos painéis, que
sao continuamente incubados e lidos.

O Phoenix (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD) utiliza um sistema especia-
lizado baseado em regras chamado BDXpert. A base dessas regras compreende
dados atuais da literatura cientifica, assim como do CLSI, EUCAST e CA-SFM.
O BDXpert oferece recomendagdes especializadas sobre resultados de testes
especificos, CIM, fendtipos no geral ou uma combinagao deles. Antes de os
resultados serem avaliados por mecanismos de inferéncia, as CIM sao trans-
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critas em categorias clinicas, baseando-se em pontos de corte interpretativos
para métodos de microdilui¢ao em caldo.

O sistema BDXpert é um software baseado em regras que fornece recomen-
dagdes de especialistas com base em resultados de identificagdo (ID) e testes
de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) obtidos por microdilui¢ao em
caldo com o sistema Phoenix. O BDXpert pode alterar certas interpreta¢des
de acordo com o padrio selecionado, mas os resultados da CIM nunca sdo
alterados. A maioria das regras do BDXpert pode ser ativada ou desativada e
definida para disparar automaticamente ou manualmente. A distribui¢do do
relatorio final especializado por meio da interface com o sistema de informagao
laboratorial (SIL) facilita a comunicagdo para auxiliar o clinico na sele¢do de
terapia medicamentosa apropriada.

O Phoenix, assim como os outros sistemas, apresenta a habilidade de detectar
distintos mecanismos de resisténcia, além dos marcadores de resisténcia, que sdo
associados a alarmes configurados no sistema e que sdo informados aos usuarios.

+ ESBL: extended spectrum beta-lactamase (betalactamase de espectro amplia-
do — com teste confirmatorio).

« Staphylococcus produtor de betalactamase.

« MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina (oxacilina).

« VRE: Enterococcus resistente a vancomicina.

« HLAR: altos niveis de resisténcia a aminoglicosideos — gentamicina: HLGR;
estreptomicina: HLSR; kanamicina: HLKR.

+ Altos niveis de resisténcia a macrolideos em estreptococos (Efflux/MLSb).

+ Altos niveis de resisténcia a penicilina em S. pneumoniae.

+ Baixos niveis de resisténcia a penicilina em S. pneumoniae.

VITEK 2 (bioMeriéux®)

O sistema automatizado Vitek 2 (bioMérieux) foi criado na década de 1960 com

o objetivo de detectar e identificar agentes patogénicos diretamente da urina de

astronautas no espago. Posteriormente, em 1976, foi modificado para ampliar seu

uso na microbiologia clinica. O sistema trabalha com cartdes com capacidade de

identificar grande nimero de micro-organismos, além de cartdes para determi-
nar a suscetibilidade aos antimicrobianos, tanto para bactérias Gram-positivas

e negativas como para leveduras. Os resultados sao liberados com média de

tempo que varia de 4 a 24 horas, dependendo do micro-organismo avaliado.
Atualmente, estao disponiveis mais de 40 antibiéticos entre os diversos cartdes,
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com resultados que incluem a CIM, bem como as categorias de interpretagao
da suscetibilidade, seguindo os comités de padroes de laboratérios clinicos.

Os cartoes destinados a identificagdo dos micro-organismos contém subs-
tratos bioquimicos e um pogo de controle de crescimento, além de marcadores
de resisténcia. Na base de dados, encontram-se informacdes para identificacdes
de membros da familia Enterobacteriaceae, além de espécies de nao fermenta-
dores, diferentes Gram-positivos (Streptococcus spp, Staphylococcus spp), além
de bacilos Gram-positivos (Listeria monocytogenes, Aerococcus, Corynebacte-
rium spp, entre outros), anaerdbios, Haemophilus spp, Neisseria spp e fungos
leveduriformes (Cryptococcus spp, Candida spp, Rhodotorula spp, Geotricum
spp, Trichosporon spp). Em 1989, a base de dados do sistema foi expandida e
incluiu Vibrio alginolyticus, Vibrio damsela, Vibrio fluvialis e Vibrio vulnificus.

A identificagdo final ocorre em 4 a 18 horas, dependendo do micro-organis-
mo inoculado, exceto no caso dos fungos leveduriformes, que podem neces-
sitar de 24 horas ou mais para serem identificados. O resultado da leitura dos
testes é comparado com uma base de dados e a liberacao ¢é feita baseada em
suas probabilidades absolutas, liberando os resultados em percentuais. Erros
de identificagao podem ocorrer por conta de culturas mistas ou auséncia do
micro-organismo na sua base de dados ou por reagdes bioquimicas incorretas
para certos compostos, como adonitol, arginina, citrato, HZS e malonato.

A identificagao de Gram-positivos pode apresentar percentual de acerto
variando de 88 a 100% entre as diferentes espécies, especialmente entre Staphy-
lococcus coagulase negativos. Entre os Streptococcus agalactiae, o sistema apre-
senta precisdo na identificagao que pode variar entre 86 e 100%; Streptococcus
pyogenes e espécies de Streptococcus do grupo D e Enterococccus spp apresentam
identificagao com alto nivel de confianga, entretanto, os Streptococcus beta-
-hemoliticos C, F e G podem variar de 36 a 76%; Streptococcus pneumoniae,
77%; grupo viridans, 57 a 79%; Listeria monocytogenes e Aerococcus spp, 84 a
100% de acerto na identificacéo.

A identificagdo de fungos leveduriformes (C. albicans, C. glabrata, C. parap-
silosis, C. pseudotropicalis, C. krusei, C. tropicalis, Cryptococcus neoformans, R.
rubra, S. cerevisiae) é considerada com resultado de alta confiabilidade, apre-
sentando variagdo entre 85 e 99% entre as diferentes espécies, especialmente as
espécies clinicas com maior prevaléncia nas infecgdes.

O sistema Vitek 2 possui uma identificagdo microbiana abrangente, embora
como todo sistema necessite de aperfeicoamento na identificagao de micro-
-organismos incomuns na rotina, além de ser necessario diminuir o tempo
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para a identificagao de bacilos Gram-negativos nao fermentadores, bactérias
Gram-positivas e leveduras.

Na liberagao do antibiograma, os resultados sao avaliados pelo sistema espe-
cializado avancgado (SEA), que fornece leitura interpretativa padronizada dessas
CIM. Ao contrario de outros sistemas especializados, o SEA é baseado em uma
ampla base de conhecimento que compreende mais de 2.000 fenétipos e 20.000
distribuicoes de CIM obtidas de relatérios publicados a partir da opinido de
especialistas, com suas proprias bases de dados de fenédtipos e dados in-house
da bioMérieux. Para cada um dos fenétipos reconhecidos, um intervalo de CIM
¢ determinado e uma distribui¢do de CIM ¢ definida.

Na etapa de interpretagao terapéutica, a SEA atribui uma categoria clinica
interpretativa (suscetivel, intermedidrio ou resistente) por meio da utilizagao
de uma das cinco orientacdes de interpretagdo padrao: CLSI, DIN, CA-SFM,
resisténcia fenotipica ou resisténcia natural. Com determinados fenétipos, a
SEA também pode sugerir uma corregao terapéutica. Nesse caso, os nomes das
espécies e os valores numéricos das CIM ndo sdo alterados, mas a interpreta-
¢do, sim. Desde que as corre¢des terapéuticas ndo impliquem erros nos dados,
o SEA pode sugerir multiplas corregdes terapéuticas para um isolado tnico.
Isolados para os quais foram sugeridas as corre¢des bioldgicas ou terapéuticas
requerem interven¢ao humana para decidir se as corregdes devem ser aceitas.

O sistema do Vitek 2 tem pelo menos uma atualizagdo de software por ano,
que inclui modifica¢oes do sistema especializado.

Sensititre

O Sensititre (Radiometer América, Inc.) é um sistema fluorogénico modular que
apresenta a capacidade de realizar identificagao de bactérias Gram-negativas
(enterobactérias e ndo fermentadores) e realiza teste de suscetibilidade com
determinagao da CIM para Gram-positivos e Gram-negativos, em uma variagao
de 5 a 18 horas. O sistema é composto por um banco de dados que permite
gerar, além dos resultados com a interpretacdo, analise de dados que podem
ser utilizados na confecgdo de relatdrios epidemioldgicos. A leitura é realizada
com a utilizagdo de substratos marcados com fluorescéncia detectados por meio
de um nefeldmetro.

Estudos realizados para avaliar a precisio na identificagao de micro-orga-
nismos pelo Sensititre apresentaram resultados para identificacio de entero-
bactérias com 93,3% de acerto; ja para os nao fermentadores foi observado um
percentual de 71% de acerto.
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Por causa de algumas limitagdes do sistema, maior confiabilidade na identi-
ficagao dos micro-organismos ¢é alcancada se a identificagdo ocorrer em nivel
de género e espécie. Existe a necessidade da expanséo do sistema na capacidade
de identificagdo rapida para bactérias Gram-positivas, anaerdbios e leveduras.

Osiris (Bio-Rad)
Osiris é um sistema para leitura e interpretagdo dos tamanhos das zonas de inibi¢do
obtidos por meio de testes de disco-difusdo. O aparelho realiza leitura e inter-
pretagdo, além de armazenar os dados no moédulo Extended Expert. Este sistema
pode identificar mais de 2.700 fenétipos de resisténcia clinicamente significativos,
incluindo ESBL, MRSA e Enterococcus spp resistentes a vancomicina (VRE), além
de especificar o resultado em suscetivel, intermedidrio e resistente. O Osiris apre-
senta um sistema que ¢é atualizado regularmente, de acordo com as diretrizes da
CLSI, com dados da literatura e com a opinido de especialistas em microbiologia.
Em trabalhos para avaliar a eficacia do sistema especializado expandido (SEE)
do Osiris para identificagdo de fenotipos de suscetibilidade de Pseudomonas
aeruginosa e E. coli aos betalactamicos, os autores concluiram que o SEE do
Osiris é uma ferramenta eficaz para a identificagao de fendtipos de resisténcias
aos betalactamicos, entre esses micro-organismos, alcancando percentual de
acerto de 78% das amostras testadas.

WalkAway 96 e 40/autoSCAN-4 (Siemens)

Os sistemas WalkAway 40, 96 SI e autoSCAN-4 (Siemens, Healthcare Diagnostics,
Deerfield, II) utilizam placas de microdilui¢do em caldo para determinar a ID
e 0 TSA. Os painéis utilizados sdo os Synergies Plus, os quais combinam uma
rapida ID (2,5 horas) com resultados de TSA lidos praticamente no momento
em que sdo preparados e também apos incubacgao overnight (4,5 a 16/18 horas,
respectivamente). Outros painéis determinam os pontos de corte das suscetibi-
lidades ou confirmam a presenga de ESBL, enquanto painéis cromogénicos sao
utilizados para a identificagdo de leveduras e organismos fastidiosos.

Os sistemas WalkAway e autoSCAN-4 utilizam painéis com leitura fluoro-
métrica, com capacidade de interpretacdo dos testes bioquimicos e de susce-
tibilidade aos antimicrobianos, cujos resultados sao liberados em categorias
de interpretagdo de suscetibilidade por meio da CIM, seguindo os padrdes
internacionais de interpretagio.

Apresenta a habilidade de realizar testes de identificagdo e antibiograma para
bactérias Gram-negativas, Gram-positivas para as familias Micrococcaceae e
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Streptococcaceae, além de L. monocytogenes, anaerdbios, fungos levedurifor-
mes, Haemophilus spp e Neisseria spp, por meio de painéis convencionais, com
resultados liberados em 15 a 24 horas, e painéis fluorogénicos, com resultados
de identificagdo que variam entre 3 e 7 horas.

Na identificagdo de Haemophilus spp e Neisseria spp, apresenta a possibi-
lidade de identificagao de sete biotipos para H. influenzae, H. aphrophilus, H.
parainfluenzae (quatro bidtipos), H. haemolyticus, H. paraphrophilus, quatro
espécies de Neisseria, além de Moraxella catarrhalis.

Para os micro-organismos da classe dos anaerobios, existe a possibilidade
de identificagdo de 21 anaerébios Gram-negativos, 13 Gram-positivos nao
formadores de esporos, cocos Gram-positivos e bastonetes Gram-positivos
formadores de esporos em apenas 4 horas de incubagao.

Na identificagdo de fungos leveduriformes, apresentam informagéao de iden-
tificagdo de 16 espécies de Candida spp, 8 Cryptococcus spp e 11 géneros de
espécies de leveduras.

Estudos comparativos com o sistema API 20E apresentaram resultados mos-
trando 0 autoSCAN com a capacidade de identificar corretamente 95% em nivel
de género e 95% para espécies, entre as enterobactérias. No entanto, alguns dados
demonstram que o sistema pode necessitar de testes complementares e inspe-
¢do visual do operador para identificacdo correta em 8,9% das enterobactérias
e 7,6% de todos os isolados. No grupo dos nao fermentadores, esse percentual
pode chegar a 21% para as P. aeruginosa.

Quando avaliada a acuracia do sistema para os resultados de Gram-positi-
vos, foram observados que 83,4% dos estafilococos coagulase negativos apre-
sentaram excelente identificagdo, com exce¢do de S. hominis, que apresentou
um percentual de acerto de 35,2%.

Avaliando os painéis de leveduras e comparando com a identificagao pelo API
20C, foi descrita uma concordancia que varia entre 65 e 95% entre os fungos
testados, em especial Cryptococcus spp e Candida spp. Testes suplementares e até
inspegao visual foram necessarios em 21% dos isolados de fungos leveduriformes.

O software LabPro Alert System complementa o sistema LabPro Information
Management, automatizando a detecgdo de resultados atipicos ou condigdes
que justificam o controle de infec¢do ou de revisdo médica. Regras sdo perso-
nalizaveis, e o Alert RuAlert Resolution History mantém os registros de agdes
tomadas pelo laboratério para confirmar e finalizar os resultados atipicos. As
regras especializadas sao atualizadas para cada atualizagao do software e do painel.
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Os sistemas automatizados da MicroScan tem a capacidade de identificar
uma ampla variedade de micro-organismos, entretanto, algumas melhorias na
base de dados e no software para os painéis sdo necessarias.

ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS SISTEMAS
AUTOMATIZADOS (IDENTIFICACAO E ANTIBIOGRAMA) -
AVALIACAO DE ALGUNS ESTUDOS

Os sistemas disponiveis para identificacdo e teste de suscetibilidade aos antimi-
crobianos apresentam algumas variagdes, seja no grau de automagao, espectro
dos micro-organismos ou tempo de resposta. Embora apresentem inquestionavel
valor dentro do laboratdrio de microbiologia clinica, ainda existe amplo espago
para melhorias na capacidade de identificagdo, com um banco de dados maior,
menor tempo de resposta e na drea de gerenciamento de dados.

Apesar das diferencas entre os sistemas, ¢ dificil para o laboratério a escolha
entre eles, em razdo do reconhecimento de que a precisao do sistema depende
dos organismos testados, que certamente sao diferentes entre os diversos estu-
dos disponiveis para consulta, além da diferenca de tempo em que os estudos
sao realizados e dos diferentes laboratdrios que participam.

Identificacdo de Candida spp — Vitek 2 x Phoenix

Durante as ultimas décadas, o crescente nimero de hospedeiros vulneraveis,
como pacientes criticamente doentes ou imunocomprometidos, resultou na
necessidade do diagnodstico preciso das infecgdes fingicas, incluindo as causa-
das por leveduras oportunistas incomuns. Juntamente com Candida albicans,
a espécie mais frequentemente isolada de amostras clinicas, outras espécies
de leveduras estdo cada vez mais envolvidas nessas infecgdes. Elas abrangem
espécies de Candida nao albicans, incluindo as espécies mais raras Candida
famata, Candida kefyr, Candida lipolytica, Candida rugosa e Candida utilis, bem
como espécies raras pertencentes aos géneros Trichosporon spp, Rhodotorula
spp, Pichia spp, Malassezia spp e Saccharomyces spp.

Recentemente, tem sido observado que algumas espécies de leveduras sdo
altamente virulentas e mostram suscetibilidade reduzida a um ou a varios
agentes antifiingicos e que isso gera repercussdes clinicas importantes, muitas
vezes resultando em falhas terapéuticas. Assim, a identificagdo correta dessas
espécies ¢ de extrema importancia, mas esse objetivo ¢ dificil de conseguir, pelo
menos usando métodos fenotipicos convencionais.
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Uma desvantagem potencial do Phoenix, bem como do sistema Vitek 2, refere-
-se aincapacidade de discriminar espécies criticas ou intimamente relacionadas
dentro dos complexos C. glabrata e C. parapsilosis. Embora C. parapsilosis sensu
stricto seja responsavel pela grande maioria das doengas humanas associadas
com as trés espécies de Candida do grupo psilosis, sabe-se que a C. orthopsilosis
e C. metapsilosis mostram perfis de suscetibilidade antifungica diferentes da de
C. parapsilosis, que poderia afetar as escolhas terapéuticas.

Com relagéo ao tempo para a obtencio da identificacao final, para o Phoe-
nix, os resultados geralmente estdo disponiveis em 4 a 12 horas, enquanto os
resultados determinados pelo sistema Vitek 2 ficam prontos em até 18 horas, o
que implica, portanto, economia de 6 a 14 horas quando o Phoenix é utilizado.

Em estudos comparando o desempenho dos dois sistemas na identificagdo de
leveduras clinicamente importantes, tanto o sistema de identificagdio Phoenix
como o Vitek 2 mostraram bons resultados com espécies clinicas de leveduras,
fornecendo resultados confiaveis e em tempo oportuno, particularmente para
Phoenix, em 96,3% e 91,4% dos isolados avaliados. O desempenho do Phoenix
mostra ser superior ao do sistema Vitek 2.

Acuricia entre trés sistemas para teste de sensibilidade para P. aeruginosa

Estudo para comparar resultados dos testes de sensibilidade entre métodos de
referéncia (disco-difusdo e microdilui¢do) e determinagdo de CIM pela auto-
magao para alguns antimicrobianos utilizados para P. aeruginosa (aztreonam,
cefepime, ceftazidima, imipeném, piperacilina-tazobactam) mostrou resultados
com nivel inaceitavel de erros maiores (falsos-sensiveis) para piperacilina-
-tazobactam. Menor erro para cefepime foi observado no sistema Vitek 2 e
MicroScan; para aztreonam, todos os sistemas apresentaram tendéncia para
falsa resisténcia; ja resultados para imipeném apresentaram ligeira tendéncia
para resultados mais resistentes (mudangca de intermediario para resistente) no
Vitek 2. Os resultados apontam para necessidade de reavaliagcdo dos sistemas
automatizados para betalactamicos diante de P. aeruginosa, para minimizar a
possibilidade de erros graves.

Comparacao entre Phoenix e Vitek 2 na identificagao de Gram-positivos e
Gram-negativos

Dados da literatura apontam para similaridade entre os dois sistemas (Phoenix
e Vitek 2), visto que nao foram observadas diferengas significativas entre eles,
seja no género ou espécie entre os Gram-positivos. Para Gram-negativos, o
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Vitek 2 alcancgou taxas de identificacao superiores para fermentadores e ndo
fermentadores — 99,6% versus 95,9%.

Na avaliagdo geral dos dados obtidos, as andlises revelaram que as taxas de
precisao de ambos os instrumentos variaram muito, dependendo do tipo de
método de referéncia adotado para a identificagdo. Quando os resultados fo-
ram comparados com métodos convencionais, a automagao mostrou melhores
resultados, o que diferenciou de métodos moleculares.

Avaliacdo do desempenho dos sistemas automatizados para teste de

sensibilidade para S. pneumoniae

Os resultados dos estudos comparativos a respeito da confiabilidade do antibio-
grama para S. pneumoniae liberados pelos sistemas automatizados utilizados no
laboratério de microbiologia mostram elevada concordancia entre os aparelhos,
embora tenha sido observada menor taxa de erros considerados graves pelo
Phoenix quando comparado com o Vitek 2. Avaliando de forma geral, os sistemas
forneceram resultados confiaveis para S. pneumoniae diante de antibidticos e
em menor tempo que os métodos manuais, tornando-os mais adequados para
as demandas do ambiente clinico.

Deteccdo de resisténcia a imipeném em Acinetobacter baumannii pelos sistemas
Phoenix, WalkAway e Vitek 2
Apesar do reconhecimento da boa acuracia entre os sistemas automatizados para
alguns micro-organismos, especialmente aqueles que nao sao isolados frequen-
temente na rotina, em geral os ndo fermentadores, os sistemas apresentam falhas
tanto na identifica¢do quanto no antibiograma e, em alguns casos, gerando erros
graves. Dados descritos na literatura, que avaliam resultados para Acinetobacter
baumanniiliberados por diversas metodologias, entre elas sistemas automatizados,
Etest e microdilui¢ao, apontam para melhores resultados para identificagio com
linha MicroScan, comparado a Vitek 2 e Phoenix. Quando foram avaliados os
resultados do teste de sensibilidade para imipeném, observou-se que a microdi-
luigao detectou 78% dos isolados resistentes, enquanto as demais metodologias
(Etest®, Vitek 2 e Phoenix) apresentaram desempenho aceitdvel, com erros va-
riando de 0,3 a 7,2%. Entre as metodologias testadas, o MicroScan mostrou pior
desempenho, com com taxa de 25% de erros graves e 44,6% de erros menores.
Esses resultados sugerem que os laboratdrios clinicos que utilizam o sistema
MicroScan devem considerar o uso de uma segunda metodologia para libera-
¢do de teste de sensibilidade para imipeném frente a Ac. baumannii.
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Comparacdo entre os sistemas automatizados para deteccio e inferéncia de
mecanismos de resisténcia das enterobactérias diante dos carbapenémicos

O grande desafio entre os sistemas automatizados é a capacidade de inferir meca-
nismos de resisténcia entre os micro-organismos, na liberagao do antibiograma.
Dados publicados sobre a deteccao de carbapenemases entre as enterobactérias
apontam para percentuais de sensibilidade e especificidade diferentes entre os
sistemas avaliados: Phoenix 100%/0, Vitek 2 74%/38% e MicroScan 85%/19%,
respectivamente. Quando se trata de amostras produtoras de Oxa-48, todos os
sistemas ndo detectaram, embora KPC e metalocarbapenemases tenham sido
detectadas com seguranga.

A falha apontada em todos os sistemas consistiu na incapacidade de diferenciar
a resisténcia a carbapenémicos por produgdo de carbapenemases da resisténcia
dependente da combinacio de perda de porinas associada a produc¢io de ESBL ou
AmpC; nestes casos, os isolados sdo marcados incorretamente, dando uma especi-
ficidade de 0 em dois sistemas, sendo que o Vitek 2 conseguiu diferenciar melhor
as duas situagdes, mostrando especificidade de 38%, entretanto, essa vantagem
foi acompanhada de reduzida sensibilidade (74%). A dificuldade dos sistemas em
reconhecer a producdo de Oxa-48 pode ocorrer pela presenca de sobreposigio
consideravel nas CIM para isolados com esses mecanismos de resisténcia.

Essas deficiéncias podem ser superadas para sistemas com regras personali-
zaveis: se o laboratdrio adicionar uma nova regra em relagiao aos micro-orga-
nismos que mostram aumento de CIM de carbapenens, mas permanecem sus-
cetiveis a cefalosporinas, ou, alternativamente, pode realizar teste de sinergia
com todos os isolados encontrados nao suscetiveis a um ou mais carbapenens.

No entanto, os estudos apontam que existem dificuldades com testes com
carbapenémicos e que os laboratérios devem considerar o uso de uma segunda
metodologia para determinar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos
frente aos carbapenémicos.

Evolucdo do VITEK 2, MicroScan e Phoenix para identificacdo de isolados clinicos
e cepas de referéncia

Avaliando a precisao dos trés sistemas automatizados na identifica¢ao de mi-
cro-organismos (Vitek 2, MicroScan e Phoenix), em amostras clinicas e cepas
de referéncia, foi observado um percentual de acerto em nivel de espécie de
93,7, 82,4 e 93%, respectivamente, entre os isolados clinicos. Entre as cepas de
referéncia, o indice de acerto diminuiu, ficando em 55,3, 54,4 e 78% entre os
trés sistemas.
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O estudo mostra que a taxa de identificagdo em nivel de espécie entre os
sistemas foi elevada ou aceitavel em isolados clinicos, embora o Phoenix te-
nha apresentado desempenho significativamente superior ao Vitek 2 ou Mi-
croScan na identifica¢ao das cepas de referéncia. A identificagdo com menor
precisdo das cepas de referéncia entre os trés sistemas pode ser explicada pelas
caracteristicas dos tipos das cepas testadas, que apresentam maior dificuldade
de identificagdo.

Comparacdo entre os sistemas automatizados Phoenix e Vitek 2 para deteccdo de
resisténcia para macrolideos-lincosamida-estreptogramina entre isolados clinicos
de Staphylococcus spp

Dois sistemas automatizados, Phoenix e Vitek 2, foram comparados com um
método de difusdo de disco duplo para a detec¢ao de resisténcia induzivel a
clindamicina em Staphylococcus spp. Analise de 524 isolados clinicos revelou
sensibilidade e especificidade de 100 e 99,6%, respectivamente, para o Phoenix,
e 91,1 e 99,8%, respectivamente, para Vitek 2.

Avaliac3o dos sistemas na detecgio de resisténcia de Staphylococcus spp a
vancomicina

O relato de resisténcia a vancomicina em Staphylococcus spp tem preocupantes
consequéncias terapéuticas e epidemioldgicas. Durante os ultimos anos, uma
série de isolados de Staphylococcus spp que demonstram suscetibilidade redu-
zida a vancomicina (ou a outros glicopeptideos) ou a linezolida foram relatados,
e varios trabalhos abordaram as habilidades dos sistemas automatizados em
detectar tais resisténcias.

Diversos dados tém sido publicados com estudos comparativos entre sistemas
automatizados, na detec¢do de resisténcia a vancomicina para Staphylococcus
spp e apontam para discrepancias entre os resultados liberados, em que isola-
dos de S. aureus com CIM de vancomicina de 2 a 8 ug/mL foram detectados
por Phoenix e Etest, mas ndo por MicroScan, Vitek 2 ou Sensititre. Outros
mostraram que a triagem de isolados MRSA por meio do uso de métodos
modificados baseados em Etest detectou fendtipos potenciais de S. aureus
com resisténcia intermedidria heterogénea a glicopeptideos (hGISA) para 9%
(8/92) dos isolados. Quase todos os isolados com fendtipo hGISA tiveram alta
CIM, conforme determinado por Etest, MicroScan e Vitek 2. Em contraste,
quando realizada a microdiluigdo em caldo, CIM alta foi observada apenas
em 50% dos isolados.
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Um estudo publicado na literatura cientifica comparou os resultados obtidos
por seis sistemas comerciais que usam teste de CIM (Etest®, MicroScan, Phoenix,
Sensititre, Vitek 2 Legacy e Vitek 2) e por trés métodos de referéncia (dilui¢ao
em agar, disco difusdo e triagem com agar com vancomicina) com os resulta-
dos obtidos pelo método de referéncia estabelecido pela CLSI (microdilui¢édo
em caldo) para a detecgao de S. aureus com resisténcia intermedidria a vanco-
micina (VISA). Os resultados por este estudo mostraram uma concordancia
entre os sistemas variando de 98 a 100% para todos os métodos, exceto para o
sistema Vitek 2 Legacy, para o qual foi de 90,6%. Entre os seis sistemas comer-
ciais testados para determinagao de CIM, Sensititre, Vitek 2 Legacy, e Vitek 2
tenderam a categorizar isolados VISA como suscetiveis; MicroScan, Phoenix
e Etest tenderam a categorizar cepas suscetiveis como VISA; e Vitek 2 Legacy
categorizou cepas VISA como resistentes.

MICROBIOLOGIA TOTALMENTE AUTOMATIZADA

A engenharia clinica tem avangado para que no futuro haja uma microbiologia
com total automacao. Hoje estao disponiveis no mercado trés tipos de sistema
para a microbiologia totalmente automatizada: Kiestra (BD Kiestra BV), FMLA
(bioMérieux, Inc.) e o WASPLab (Copan Diagnostics).

As trés marcas sdo compostas por um sistema de inocula¢io, transporte/esteira
para as placas até a incubadora inteligente (com ou sem CO,), onde cimaras
digitais capturam imagens em intervalos determinados, disponiveis em telas
para avaliagdo do microbiologista, cujas imagens sdo mantidas para revisao,
caso necessario. Na tela, o microbiologista pode selecionar amostras que vao
ser identificadas pelo sistema MALDI-TOF e outro sistema automatizado para
realizacao do teste de suscetibilidade aos antimicrobianos.

CONSIDERACOES FINAIS

As principais razdes que levam a implantacio de automacéo na pratica da mi-
crobiologia sao: possibilidade de padronizagdo de métodos de identificagdo e
teste de suscetibilidade, liberagao de resultados com melhor acurdcia e rapidez,
diminui¢do de mao de obra e capacidade de identificagdo em nivel de género e
espécie da maioria dos micro-organismos clinicamente revelantes. Todas essas
carcteristicas tém impactado no conhecimento dos dados epidemiolédgicos
nos diferentes servicos de satide, bem como no reconhecimento do perfil de
suscetibilidade dos micro-organismos envolvidos nas diversas infeccdes que
acomentem os pacientes nas unidades de internamento, além de ter grande
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importancia na padronizagao da politica dos antimicrobianos e no controle de
infeccoes relacionadas aos cuidados de satude.

Embora seja considerada imprescindivel a implantagao dos sistemas automa-
tizados no laboratério de microbiologia, alguns obstaculos sdo reconhecidos e
descritos como impedimentos desses sistemas, o que pode explicar a falta de
adesao por grande parte dos laboratorios clinicos. Entre as diversas razdes, desta-
cam-se a complexidade da microbiologia, a resisténcia por parte do profissional
em substituir parte do seu servico pelo aparelho, impossibilidade de automagéo
completa, como ocorre em outros setores (p.ex., hematologia e bioquimica),
limitagao na escolha de testes e antibidticos a serem testados e padronizados
por cada servico, além do fator de maior impacto, o alto custo por teste.

O uso dos sistemas no processamento de amostras microbiologicas enfrenta
a impossibilidade de padronizagao total, pois, diferentemente de setores que
utilizam amostras com menor diversidade, como hematologia e imunologia, a
microbiologia trabalha com amostras oriundas de sitios diferentes, gerando di-
versidade nos tipos de materiais processados, que oscilam entre sangue, tecidos,
secregOes, cateteres, que sdo processados em diferentes formas (centrifugacao,
maceragao) e transportados em diferentes dispositivos.

Apesar do avango dos sistemas automatizados, varios estudos relatam discre-
péncias nos resultados liberados quando comparados com métodos alternativos,
especialmente no teste de suscetibilidade, em que podem ser liberados apresen-
tando falsa resisténcia ou sensibilidade aos antimicrobianos, frente a diferentes
bactérias. Tais resultados podem ser associados a degradagdo do antimicrobiano
ou ao indculo realizado.

Diante de todas as observagdes acerca dos sistemas automatizados, é impres-
cindivel a presenga de profissionais qualificados na equipe de microbiologia, além
da manutengao de testes fenotipicos para identificagao e metodologia opcional
para a realizagdo do antibiograma, objetivando a confirmagao das discrepancias
que podem ocorrer nos resultados liberados pelos sistemas automatizados.
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11. Verificacao e validacao de procedimentos no laboratério

de microbiologia clinica

INTRODUCAO

Uma das mais importantes atribuicdes dos testes laboratoriais ¢ a relacdo em
produzir acuracia, precisao e reprodutibilidade em tempo habil com relevan-
cia clinica. Existem diversos fatores que podem ser avaliados para determinar
a proficiéncia desses testes e dos profissionais envolvidos.

Quando se introduz um novo teste, método ou equipamento no laboratério,
deve-se avaliar o desempenho desse novo procedimento. Os dois maiores fato-
res de desempenho que se podem avaliar sdo verificagdo e validacao.

Verificagdo é o processo que determina ou confirma o desempenho espe-
rado do teste antes da implementa¢ao na rotina clinica; validagdo é o pro-
cesso de monitoragdo desse teste, procedimento ou método, que garante a
continuidade do desempenho esperado. A validacio é alcancada por meio de
controle interno da qualidade, testes de proficiéncia, competéncia técnica e
calibragdo dos equipamentos.

TESTES DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

A realizacdo de testes de sensibilidade aos antimicrobianos no laboratério de
microbiologia é um dos resultados que mais afetam a escolha da terapia no
tratamento dos pacientes. Assim, é extremamente importante que os micro-
biologistas tenham confianga durante a escolha, na acuracia e nos resultados
obtidos na realizagao dos métodos de teste de sensibilidade. Um grande ntiime-
ro de protocolos e recomendagdes para a verificagdo de teste de sensibilidade
ja foi discutido na literatura. Apesar de trazer alguma dificuldade em realizar
um teste mais rigoroso para essas avaliagdes, as cepas controle (p.ex., cepas
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ATCC - American Type Culture Collection — ou de outras fontes confidveis) e
as cepas oriundas de isolados clinicos podem ser utilizadas para a verificagdo
de acuracia e reprodutibilidade dos testes ou sistemas automatizados. Isolados
oriundos de ensaios de proficiéncia também podem ser usados na verificagao.

A avaliagdo dos testes de sensibilidade deve seguir o mesmo critério de
distribui¢do dos isolados comumente encontrados e que apresentem fend-
tipos de resisténcia semelhantes aos encontrados em sua institui¢do. Devem
estar incluidos na avaliacdo do painel para Gram-positivos isolados de Sta-
phylococcus aureus MRSA (resistentes a oxacilina), cepas de Staphylococcus
aureus que tenham resisténcia induzida aos MLS (macrolideos, lincosamidas
e streptograminas — D-teste positivo), Staphylococcus coagulase negativo e
Enterococcus resistente a vancomicina (VRE). Para a verificagdo de painéis
em Gram-negativos, devem estar incluidos isolados de Enterobacteriaceae
produtoras de betalactamase de espectro estendido (ESBL), carbapenemases
e AmpC, juntamente com cepas multirresistentes.

Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter sp devem ser incluidos se forem
isolados normalmente na institui¢ao. Algum outro isolado multirresistente que
tenha alta prevaléncia na instituicdo também deve ser testado.

No total, um minimo de 30 isolados deve ser testado diante de cada antibio-
tico, painel ou cartao. Para se obter um resultado mais préoximo da realidade da
institui¢do, deve haver um esforgo para que os isolados encontrados na rotina
fagam parte da avaliagdo.

Para que seja avaliada a reprodutibilidade do teste, é necessario que cinco
isolados sejam testados em triplicata por 3 a 5 dias seguidos. Isolados com
fendtipos de resisténcia ou cepas padrao (ATCC) podem ser usados nessa ava-
liagdo. E preferivel que, entre esses isolados, pelo menos dois tenham fenétipos
de resisténcia (p.ex., MRSA e Enterobacteriaceae resistente aos carbapenéns).

Resultados de precisdo aceitaveis sao aqueles que demonstram no minimo
um valor de concordancia maior ou igual a 95% em relagdo ao método de
referéncia comparado.

Precisa@o (reprodutibilidade) por concordéncia essencial (PCE)
Concordancia entre +1 diluigdo no teste de determinagao de MIC por isolado.

Numero de comparagdes entre £1 diluicao de MIC conhecida
PCE = x 100
Numero total de resultados
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Obs: o total de testes pode ser calculado para todos os micro-organismos e
drogas combinadas ou para cada droga separadamente.

Precisao (reprodutibilidade) por concordancia de categoria (PCC)
Concordancia por interpretagio dos resultados (sensivel/intermediario/resistente
- SIR) de precisao por isolado utilizando o critério de interpretacdo do CLSI/FDA.

Numero de resultados por categoria encontrados
PCC= x 100
Numero total de resultados

Obs: o total de testes pode ser calculado para todos os micro-organismos e
drogas combinadas ou para cada droga separadamente.

Estudos de verificacio ndo comparados com métodos de referéncia
(= 30 isolados por painel/cartdo)
Algumas avaliagdes podem nao ser feitas em comparagao a algum método de
referéncia em fun¢ao da limita¢ao de custo ou operacional. Essas avaliacoes sio
comparadas somente aos métodos ja utilizados e implantados na rotina didria
do laboratério. Por essa razao, os testes de ambas as metodologias nao podem
ser discrepantes. Nao é possivel eleger a metodologia vigente como correta
quando houver discrepancia de resultados com a metodologia comparada.
Para esse tipo de avaliagdo, quando nao ha comparag¢ao com algum método de
referéncia, a avaliagdo das discrepancias tem de ser obtida por “taxas de erro”.

Uma discrepancia menor (minor error — MINE) é definida quando um re-
sultado do teste de sensibilidade é de resisténcia intermediaria e o de outro é
de sensivel ou resistente. Uma discrepancia maior (very major error - VME)
¢ definida quando um resultado é sensivel e outro resistente. Para esse tipo de
avaliacdo, ndo deve haver discrepancia maior (VME).

E no total da avaliagdo, o minimo de discrepancias maiores (major error —
ME) tem de ser menor que 5% e tanto a concordancia essencial (PCE) como a
concordancia por categoria (PCC) precisam ser maiores que 90%.

Major error (ME)

Uma metodologia de teste de sensibilidade avaliada indica um resultado do
teste como sensivel ou resistente, e a outra metodologia demonstra o oposto,
resistente ou sensivel.
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Numero de discrepancias maiores (ME)
ME = x 100
Numero total de resultados resistentes por ambos os métodos

Minor error (MINE)
Uma metodologia de teste de sensibilidade avaliada indica um resultado como
intermedidrio e a outra metodologia demostra como sensivel ou resistente.

Numero de discrepancias menores (MINE)
MINE = x 100
Numero total de micro-organismos testados

Obs: o total de testes pode ser calculado para todos os micro-organismos e
drogas combinadas ou para cada droga separadamente.

Estudos de verificagao comparados a métodos de referéncia

(> 100 isolados por painel/cartao)

Em laboratdrios de grande porte, de maior rendimento e que tenham alta
prevaléncia de isolados com fendtipos de resisténcia, é preferivel que se pro-
duza um estudo em larga escala com um total de 100 amostras ou mais por
metodologia, painel ou cartao.

No minimo 50% dos isolados nessa avaliagao precisam ter algum fendtipo
de resisténcia. Discrepancias entre a metodologia de teste de sensibilidade
avaliada devem obrigatoriamente ser comprovadas contra alguma metodo-
logia de referéncia (p.ex., microdilui¢ao em caldo, macrodilui¢ao em caldo
ou dilui¢do em 4gar). E aceitdvel verificar uma nova metodologia de teste
de sensibilidade somente contra um teste de referéncia com determinacao
de MIC.

Podem-se aplicar as mesmas avaliacdes de taxas de erros citados anteriormen-
te. Os valores para concordancia essencial (CE) e concordancia por categoria
(CC) devem ser = 90%, enquanto o desempenho para os VME deve ser < 3%.
Nio mais do que 1 em 33 desses isolados reportados como resistentes podera
repetidamente mostrar falsa sensibilidade. Os ME também néo devem ser <
3%. Para os ME e MINE combinados e testados em pelo menos 100 isolados,
o percentual deve ser < 7%.
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PROVAS DE IDENTIFICACAO BACTERIANA

Verificacio de sistemas automatizados ou manuais para identificacao bacteria-
na em nivel de espécie precisa ser conduzida com um minimo de 20 isolados
representativos e clinicamente relevantes encontrados na institui¢do. Devem
ser incluidos na avaliacdo dos Gram-positivos isolados como: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus coagulase negativo, Enterococcus sp e Streptococcus pneu-
moniae. No caso dos Gram-negativos, os seguintes isolados devem ser testados:
membros de Enterobacteriaceae e nao fermentadores de glicose. Nas institui-
¢des em que existe maior complexidade de pacientes, com ampla variedade de
micro-organismos clinicamente relevantes, é aconselhavel que a avaliagdo seja
feita com mais que 20 isolados. Em adi¢do, micro-organismos de controle de
qualidade devem ser testados e incluidos na avaliagéo.

Nos testes de identificagdo microbiana, é preciso ter, no minimo, uma con-
cordancia de 90% contra o sistema existente ou o método de referéncia antes de
o método ser considerado como aprovado. Em fungéao de vérios fatores, o nivel
de identificagdo errdnea aceitavel pode ser determinado por cada laboratério
e devem ser levadas em conta a limitagdo de desempenho de cada fabricante e
as especificagdes encontradas nas instrugdes de uso.

Certos grupos de micro-organismos tendem a ser mais desafiadores na ava-
liagao de novos sistemas de identifica¢ao (p.ex., ndo fermentadores de glicose,
corinebactéria, Staphylococcus coagulase negativo e Streptococcus grupo viridans)
e uma grande flexibilidade pode ser necesséria para determinar a acuracia nesses
grupos (p.ex., identificagdo somente do género).

De qualquer modo, todo tipo de identificagdo incorreta deve ser analisada.
Os testes que nao identificarem os micro-organismos podem necessitar de
provas complementares ou até mesmo nao chegar a nenhuma identificagao. A
identificagdo incorreta dos micro-organismos é um dos erros mais graves em
qualquer sistema de identificagdo. Apesar disso, o laboratdrio pode optar por
aceitar uma identificacéo parcial por diversos fatores (p.ex., custo ou tempo)
sem precisar lidar com a inconveniéncia de testes adicionais ou admitir que a
identificagao tenha menor impacto clinico.

Se a acurécia do novo teste ndo foi satisfatoria e ndo preencheu os requisitos
para a verificacdo, o teste é considerado nao aprovado e deve ser retirado para
consideragdes ou agdes corretivas pelo usudrio, fabricante ou ambos. Apds a
acdo corretiva, o novo ou revisado teste deve ser avaliado novamente em paralelo
com algum método de referéncia e interpretado como descrito anteriormente.
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SISTEMAS DE HEMOCULTURAS

Uma verificagdo significativa de um novo sistema de hemocultura ¢ um dos
maiores desafios para um microbiologista clinico. Testes paralelos requerem
coletas de sangue adicional de cada paciente e, geralmente, isso nao ¢ possivel
para alguns pacientes e institui¢oes. O baixo indice de positividade de patégenos
clinicamente relevantes (entre 8 e 14%) faz com que a maioria das amostras
coletadas tenha um pequeno valor na comparagdo. Além disso, a incidéncia
de contaminagido (1 a 3%) e a predominincia de um numero limitado de pa-
togenos faz com que a avaliagdo fique direcionada apenas somente a alguns
patégenos clinicamente relevantes. Assim, o desenho da avaliagao deve ser
direcionado de modo a responder a algumas perguntas:

+ O meio de cultura utilizado no sistema avaliado é capaz de suportar o cres-
cimento de micro-organismos (que devem incluir: leveduras, fungos fila-
mentosos, anaerobios e micro-organismos fastidiosos) comumente encon-
trados na populacgdo de pacientes do usudrio?

« O instrumento (no caso de equipamentos automatizados) detecta em tem-
po habil a maioria dos micro-organismos patogénicos contidos nessas he-
moculturas?

Duas abordagens para a verificagdo de sistemas de hemocultura serdo discuti-
das adiante. Os laboratérios devem escolher a que melhor se adapte ou a que
seja mais viavel em termos de custos e vantagens operacionais. Pode haver
circunstancias em que o laboratério tenha de implementar uma nova versao de
um sistema de teste. Sistema de hemocultura automatizada é um bom exemplo
disso. Dependendo das mudangas na nova versio do sistema, um novo estudo
de verificagdo ndo é necessario. Se as diferencas entre a versdo atual e a nova
versdo estiverem limitadas ao instrumento de hemocultura (p.ex., hardware ou
software) e nao havendo mudanca no frasco, é necessaria apenas uma verifica-
¢do por parte do fabricante do funcionamento completo do equipamento de
hemocultura. Essa verificagdo sera realizada para checar o tempo de incubagao,
temperatura, sistemas Oticos e software nas especificagdes do fabricante.

Estudo de hemocultura semeada

Selecionar um minimo de 20 isolados representativos de hemoculturas normal-
mente encontrados na institui¢cdo. Incluir Gram-positivos, Gram-negativos e
leveduras. Para aumentar a abrangéncia do teste, incluir tanto isolados recentes
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como os em estoque. Para o desafio do sistema, utilizar sangue humano estéril,
livre de antibioticos, em quantidade recomendada pelo fabricante. Esse sangue

deve ser inoculado em cada frasco de hemocultura. Em adicio, o numero de

micro-organismos inoculados em cada frasco deve ser aproximadamente o mes-
mo encontrado nos casos de septicemia (que pode ser menos de 0,1 UFC/mL de

sangue). Isso é conseguido ao se realizar dilui¢cdes seriadas dos micro-organismos

antes da inoculagdo, para alcan¢ar aproximadamente 5 a 30 UFC/frasco.

O método é considerado verificado se todos os isolados forem detectados
dentro dos tempos especificados pelo usudrio. Os tempos de positividade devem
ser condizentes com os da literatura para cada micro-organismo.

Cerca de 3 dias sdo suficientes para recuperar no minimo 95% das bactérias
e leveduras clinicamente relevantes. Qualquer problema de deteccdo deve ser
investigado repetindo-se os testes com os mesmos isolados de pacientes. Se
mesmo assim nao houver deteccio desse isolado, uma acio corretiva deve ser
tomada pelo usuario e pelo fabricante antes da implanta¢do do sistema.

Estudo de hemocultura pareada

O desempenho do estudo de hemoculturas pareadas avalia todos os aspectos
do novo sistema sob as condi¢des dos pacientes e do laboratério. Quando um
laboratorio decide pelo estudo de hemoculturas pareadas de um sistema comer-
cial, amostras duplicadas de hemocultura devem ser inoculadas com o volume
equivalente a, no minimo, 20 amostras positivas (sem incluir os contaminantes)
que representem os isolados mais representativos de hemocultura da institui¢éo.
O novo método é considerado validado se a sensibilidade for no minimo 95%
relativa ao método de referéncia, e se o tempo de detecgao for insignificante
entre os dois métodos. Se o novo método nio apresentar desempenho satis-
fatdrio, agdes corretivas devem ser tomadas antes da implantacao do sistema
automatizado de hemoculturas.

TESTE DE PROFICIENCIA NO LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA

O teste de proficiéncia deve ser realizado pelo menos duas vezes ao ano. Além
disso, o laboratdrio deve tratar a amostra de proficiéncia da mesma maneira que
trata as amostras clinicas que dao entrada no laboratdrio. Por exemplo, se uma
amostra de paciente que normalmente durante sua analise no laboratdrio nao
necessita de repeticdo do ensaio, a amostra de proficiéncia também deve seguir
0s mesmos critérios de analise e interpretacao dos resultados. A incapacidade
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de acertar no minimo 80% dos eventos em uma determinada especialidade
(p.ex., microbiologia, parasitologia, micobacteriologia ou virologia) indica um
desempenho insatisfatorio. O laboratério deve entao retreinar toda a equipe
com documentagdo pertinente ao ensaio ou drea. Falha na avalia¢ao geral para
dois testes consecutivos ou dois testes errados de trés consecutivos também
indica desempenho insatisfatorio. Para testes que nao estejam disponiveis em
programas de ensaios de proficiéncia externos, o laboratério tem de estabelecer
um teste de proficiéncia interno para mensurar a acuracia e a seguranca do teste.
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12. Treinamento e desenvolvimento

INTRODUCAO
O treinamento tem que estar ligado ao ciclo de vida da organizagao, de
nada adianta efetuar todas as etapas do treinamento se este ndo estd sin-
cronizado com a fase que a empresa se encontra no seu ciclo de vida.

A vida de uma empresa é composta por periodos e estes por uma série
de caracteristicas a serem alcangadas a0 compasso que surgem novas ca-
racteristicas capazes de suprir as anteriores, estas passam a ser obsoletas.
Acompanhando esse processo pode-se afirmar que a empresa, ao alte-
rar suas caracteristicas, alcancando novas, esta evoluindo no seu ciclo de
vida. (Borinelli, 1998)

No século XX, a sociedade vivia a marcha da Revolu¢do Industrial e, desde
entdo, a humanidade tem assistido e protagonizado transformagdes importan-
tes em um ritmo exponencial no conhecimento e desenvolvimento de novas
tecnologias, e também nas relagdes interpessoais. Apds a Revolugdao Indus-
trial, o mundo passou por duas outras grandes revolugdes mais silenciosas,
que foram a Revolugao da Produtividade e a Revolugdo da Administragdo. A
produtividade comega a interessar como subproduto da industrializa¢do e, em
consequéncia, ha um movimento do valor da terra para o valor do capital. Pes-
soas passaram a ser vistas como um recurso, um valor de capital, logo, surge
a expressao “recursos humanos”. Frederick Winslow Taylor comecou a aplicar
o conhecimento sistematico na execucio de tarefas nas fabricas, tendo como
proposta principal aumentar a produtividade. Nessa época, gerou-se entdo um
conflito entre industriais com marcado desejo de aumentar a produtividade e,
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do outro lado, os trabalhadores, que reivindicavam menor jornada de trabalho
e ganhos maiores. Havia, portanto, expectativas diferentes em ambos os lados
do conflito. Estava em curso, dessa forma, a Revolugdo da Produtividade, que
promoveu para Taylor o desafio de criar métodos mais eficientes de trabalho
para atender a ambos os lados. Para isso, novas formas e métodos mais eficien-
tes de trabalho foram desenvolvidos e aplicados, conhecidas como taylorismo.
As ideias de Taylor foram o centro das discussdes sobre o trabalho durante
toda a metade do século XX. A Segunda Guerra Mundial trouxe uma impor-
tante influéncia sobre essa nova ciéncia, visto que, diferentemente da Primeira
Guerra Mundial, que era uma guerra de trincheiras, a Segunda Guerra Mun-
dial foi uma guerra na qual a otimizagao de recursos, logistica e treinamento
de pessoas foram determinantes. As no¢des administrativas desenvolvidas na
ocasido continuaram sendo aplicadas na reconstrugao dos paises e na reorga-
nizagao da sociedade, entre eles o Japao, que em 20 anos se reabilitou como
poténcia mundial, agora econdmica e tecnoldgica, e ndo ha davidas de que a
aplicagao dos principios da administracao teve parte nisso.

O final do século XX traz a Revolu¢do do Conhecimento, de modo que no-
vas exigéncias pessoais e profissionais se fizeram necessdrias. Nos dias de hoje,
vé-se menos produtividade e mais competitividade, menos informacdo e mais
conhecimento, menos treinamento e mais educacdo. A Unesco referendou as
caracteristicas do trabalhador do século XXI, que podem ser resumidas em
poucas palavras, o que nos provoca a uma reflexao sobre elas: flexibilidade,
criatividade, informacao, comunicagéo, responsabilidade, empreendedorismo,
sociabilizagdo e tecnologia. O mercado quer, portanto, elencando duas dessas
caracteristicas, pessoas criativas e flexiveis, mais do que especialistas superin-
formados. Conclui-se, pois, que o diploma da faculdade, da especializacao do
mercado ou do MBA continua sendo importante, mas ndo é mais a peca-chave
que abre todas as portas. O mercado valoriza, hoje, pessoas capazes de agir de
forma mais abrangente, donas de qualidades humanas tdo bem cuidadas quanto
as qualidades académicas e profissionais. Conhecimento é importante, mas é
apenas uma das partes que compdem a competéncia. Aquela forma simples
de dizer que as competéncias estdo representadas pela sigla CHA (conheci-
mento, habilidade e atitude) foi recentemente acrescida de “VE”, ou seja, valor
entregue. O velho chavido que dizia que “quem ndo tem competéncia nao se
estabelece” pode ser substituido por “quem nio tem competéncia ndo compete”
A competéncia é a capacidade de “resolver problemas e atingir objetivos pro-
postos”. A competéncia é diretamente proporcional ao resultado obtido, mas é
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inversamente proporcional ao tempo consumido para atingi-lo e aos recursos
ou esfor¢os utilizados.

A atividade profissional passa, no momento, por uma situacdo semelhante na
dicotomia emprego/trabalho, uma novidade do século XXI que nos leva a optar
entre seguranca e liberdade. Antigamente, um jovem em idade de prestar o vesti-
bular tinha trés op¢oes: medicina, engenharia ou direito, ou poderia submeter-se
aalgum concurso publico no qual iria trabalhar até se aposentar. A vida era linear.
Hoje, tudo esta mudado e convive-se, na atualidade, com a incerteza.

A principal vantagem competitiva atualmente é o conhecimento. Vive-se na
Era do Conhecimento ou sociedade do conhecimento. No entanto, conheci-
mento nao é sindnimo de competéncia, mas é o componente inicial e que exige
reposi¢do continua em fungdo da velocidade do mundo atual. Um novo grupo
de trabalhador esta surgindo, o chamado “trabalhador do conhecimento”, uma
expressao criada por Peter Drucker. Esse profissional ndo é mais aquele que
tem o conhecimento como produto, mas que observa atdnito suas atividades
serem bombardeadas diariamente com novidades, especialmente as tecnologi-
cas. O conhecimento, que até o inicio do Cristianismo havia duplicado, dobrou
nos ultimos 200 anos, novamente dobrou nos tltimos 50 anos e agora dobra
a cada 10 anos. Na penultima década do século passado, o conhecimento foi
multiplicado por 4 e na ultima década, por 10. Estudar deixou de ser uma ati-
vidade tipica do estudante no sentido classico da palavra. Estudar passou a ser
uma atividade continuada. Na atualidade, jovens recém-formados dizem que
estudam mais agora do que estudavam na época em que eram universitarios.
Ter informac;éo nao é uma vantagem competitiva, mas, sim, ter conhecimento.
O conhecimento ¢ uma informagdo com significado, capaz de mudar, criar
e transformar. No entanto, como explicou o sui¢o Jean Piaget, ndo se pode
transferir conhecimento, mas pode-se construi-lo.

Ha dois tipos distintos de conhecimento: o conhecimento explicito e o conheci-
mento tacito. O primeiro é aquele que pode ser transformado em um instrumento
de leitura, como um livro, uma apostila, uma pagina na internet ou intranet
empresarial. Normas, procedimentos, condutas, rotinas, formulas, receitas,
nomenclaturas e graficos sao exemplos de conhecimento explicito. A internet é
um instrumento que proporcionou a divulgac¢ao abrangente do conhecimento
explicito. Ja o conhecimento tacito, cujo sentido derivou da palavra latina tacitu,
que significa silencioso, calado, que nao emite ruido e, portanto, nao provoca
rumor. Ele é construido pelo profissional ao longo dos anos e advém da intuigdo
propria e da experiéncia, da sensibilidade. Esses profissionais construiram esse
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conhecimento ao longo de suas carreiras e ndo sabem como compartilha-lo, pois
ndo o receberam por meio de palavras. Qualquer profissional de uma empresa
adquiriu um conhecimento que é seu e foi construido por conta prépria. Esse
conhecimento s6 pode ser compartilhado pelas relagoes humanas. Uma receita
de bolo, por exemplo, pode ser seguida de forma correta pela descri¢ao, mas
nem sempre o resultado é o desejavel ou é o mesmo da pessoa que transmitiu
essa informagao e que o faz de forma inconfundivel. Faltam informagoes que
ndo podem ser colocadas no papel, como o ponto da massa, o sabor da mistura
dos temperos, etc., ou seja, falta o conhecimento daquela pessoa que adquiriu a
maneira de “como fazer” a receita. Por essa razdo é que dispensar profissionais
com grande conhecimento tacito das empresas apds seus 35 anos de trabalho
¢ como queimar uma biblioteca.

Assumindo, pois, que o conhecimento pode ser construido, deve-se ser sem-
pre, como dizia Gonzaguinha em sua cangdo, “um eterno aprendiz”. Hoje ja se
fala no chamado quarto grau e que equivale, portanto, a continuagao do ensino
formal e prolonga-se por toda vida e que se denomina educagdo continuada. Um
dos muitos livros de provocagdes filosdficas de Mario Sérgio Cortella, fildsofo
brasileiro, tem um titulo que é mais que uma provocagao, é uma afirmacao: Ndo
nascemos prontos. O titulo é uma especial e feliz afirmagdo que nos provoca a
pensar que se nao nascemos prontos, estamos nos construindo a cada dia. Logo,
por que ndo investir na constru¢do do conhecimento e, através dele, produzir
as transformag¢des no mundo que queremos ter?

GESTAO DO CONHECIMENTO E RELACIONAMENTO

Ha uma frase de Samuel Lima, autor do livro Gestdo do conhecimento e rela-
cionamento, que diz: “Sempre alimentei grandes sonhos. Sonho de ser feliz, de
construir essa felicidade com as coisas mais simples da vida, como conviver
com pessoas, desenvolver uma boa receita na cozinha, inventar molhos, visitar
amigos (de verdade), ajudar os mais necessitados e tantas atitudes e simples
atitudes que tornam o ato de viver a maior das dadivas”, e, como pode-se ver
na Introducéo, o relacionamento é um fator importante para a transferéncia
do conhecimento tacito.

E, na verdade, uma grande provocacio filoséfica do autor, que nos leva a
considerar que, como dizia o professor e politico Enéas: “as coisas complexas
sdo aglomerados de coisas simples”. Ele estava certo. As vezes nos deparamos,
como lideres e gestores de nossas empresas, com desafios que nos parecem im-
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possiveis de serem transpassados. No entanto, com calma, inteligéncia emo-
cional, determinac¢do e muito trabalho, vamos resolvendo os problemas e, ao
final, concluimos que foi mais simples do que inicialmente parecia.

Peter Druker antecipou nos anos 1970 que cada vez mais os ganhos de
produtividade ndo adviriam das mdquinas, mas, sim, da melhoria do capital
humano. Pessoas com conhecimento e paixao, ingrediente importante nos lide-
res e gestores empresariais, sao o bem maior que as empresas podem ter. Dessa
maneira, aplicar recursos no desenvolvimento desse capital intelectual e nas
qualificagdes e habilidades de um profissional na empresa é mais que um gasto,
é realmente um investimento. Dai a necessidade de aplicar de forma sistematica
a educagdo continuada nas empresas como modo de ampliar o conhecimento e
promover o crescimento empresarial. Todavia, o conhecimento néo tera valor
para a empresa se nao for adequadamente administrado, assim, exige-se que
se criem processos de armazenagem, disseminagdo e gestao do conhecimento
para que este ndo se perca dentro da organizacdo. As vezes, permite-se que
acontega o pior, esse conhecimento vai para fora da organizagao e passa a fazer
parte do capital competitivo de outra organizagdo, fragilizando, assim, a com-
petitividade da empresa. No entanto, é preciso estar atentos para o fato de que
o conhecimento s traz valor para as empresas se houver gestdo. Na retengdo
de talentos, ndo se deve deixar a porta aberta. Reter talentos é um desafio para
qualquer gestor de RH.

Como se perde e como se retém o conhecimento na empresa? E uma questdo
dificil de ser contextualizada porque envolve uma série de fatores que vao desde
a forma de selecdo dos profissionais da empresa até as politicas de salarios (plano
de cargos e saldrios), beneficios, recursos, bonus, participagdo de lucros, avalia-
¢do de desempenho, além dos aspectos motivacionais, cujas teorias sdo muitas
vezes complexas e dificeis de serem aplicadas na empresa com os resultados que
desejamos no tempo em que desejamos. Esses fatores estao atrelados a cultura
organizacional da empresa, que também é um aspecto dificil de ser definido. O
que é cultura organizacional? A resposta talvez passe pela resposta dada por um
juiz americano, citada no livro “Comportamento Organizacional’, quando lhe
perguntaram como ele definiria pornografia: “Nao consigo definir o que é, mas
areconhe¢o quando a vejo”. Assim, pode-se dizer que “cultura organizacional é
um sistema de valores compartilhado pelos membros de uma organizagdo que a
diferencia das demais”. Criar uma cultura organizacional exige tempo e requer
atengdo ao patrimonio intangivel das empresas: os profissionais. Existem sete
caracteristicas basicas que capturam a esséncia da cultura de uma organizagdo:
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« Inovaciao: estimulo a inovagdo e capacidade de assumir riscos.

+ Atengdo aos detalhes: grau de precisdo e atengao aos detalhes que se espera
do colaborador.

« Orientagao para os resultados: dirigentes focados nos resultados mais do
que nas técnicas e nos processos empregados para o seu alcance.

+ Foco na pessoa: as decisdes devem levar em consideracao o efeito dos resul-
tados sobre as pessoas dentro da organizagao.

+ Foco na equipe: organizagdo das atividades de trabalho em torno das equi-
pes em vez dos individuos.

+ Agressividade: manter as equipes competitivas e agressivas.

« Estabilidade: as atividades organizacionais ndo devem focar o status quo, e
sim o crescimento, a melhoria continua.

No entanto, esses resultados, exigem mudanca de cultura na empresa e, como
cita Howard Gardner, professor de Harvard, tem-se muita dificuldade para
mudar. Mudar uma cultura pode levar anos. Exige uma constru¢iao nova que
envolve pessoas, tempo, determinacio, avaliagdo frequente dos resultados e,
quando necessario, agdes corretivas naquele processo.

Uma boa defini¢ao para a gestdo do conhecimento é aquela que diz que é “o
desenvolvimento de processos e de sistemas para a aquisi¢do, administragdo e
compartilhamento de ativos intelectuais — dentro da empresa ou com parceiros de
negdcio —, com a finalidade de gerar riqueza e promover exceléncia operacional’”.

Sabe-se que o compartilhamento do conhecimento é uma caracteristica fun-
damental da espécie humana. Este é um fator importante da sobrevivéncia da
espécie. Isso pode ser observado pelos relatos de Andy Jillings, que descreveu
e filmou o comportamento dos indios Zoe, na Amazdnia brasileira. “Voltando
da floresta, um homem imediatamente vai para sua rede e relata tudo o que
viu. Assim, informagdes sobre deslocamento da caga, condi¢do dos rios e quais
frutas estdo amadurecendo sdo compartilhadas”

Assim, pode-se acrescentar que o conhecimento é um patrimonio que deve
estar em um mesmo plano, e ndo ser uma piramide. Ou seja, se o conheci-
mento estiver em um mesmo plano, pode ser compartilhado por todos, sem
processos que dificultem o seu acesso ou estabelecam niveis hierarquicos. Ob-
serva-se, muitas vezes, empresas com grandes reservatorios de conhecimen-
to individual, ndo compartilhado com o coletivo da empresa. A percepcio é
que um conhecimento retido protege a pessoa que o detém, pois ela, além das
questdes de vaidade pessoal, tem receio de que outros possam produzir algo
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mais valioso e que agregue mais valor naquele processo se o conhecimento que
ela possui for compartilhado.

O grande desafio das organizagdes é criar ambientes que propiciem o compar-
tilhamento do conhecimento e que exigem transformar informagées e habilidades
em atitudes e em paixdo. Criar um ambiente que transforma conhecimento pes-
soal e implicito em conhecimento tangivel, compartilhado, explicito, que possa
durar e contribuir para os resultados das organizagdes. Existe uma pergunta
que nos provoca e nos leva a refletir se o lucro de uma empresa é decorrente
da “competéncia gerencial, de implementagdes de politicas bem administradas
e da capacidade de formular planos de longo prazo e de executar movimentos
taticos e estratégicos adequados?”. Como dizem Jim Collins e Jerry Porras no
livro Feitas para durar, publicado em 1994, “a lucratividade é uma condi¢ao
indispensavel para a sobrevivéncia da empresa, e um meio importante para
atingir seus objetivos, mas ndo deve ser o objetivo em si”.

Existem varias ferramentas que permitem instrumentalizar a gestao do
conhecimento com a adogdo de solugdes criativas para organizar, sistematizar
e distribuir a informacao para todos os seus profissionais. Essas ferramentas
estdo representadas pelos indicadores balanceados de desempenho, conheci-
dos como Balanced Scorecard, ferramenta desenvolvida na década de 1990 por
dois professores da Harvard Business com a proposta de maximizar resultados,
tomando-se como base quatro perspectivas que refletem a visdo e a estratégia
empresarial: financeira, clientes, processos internos, aprendizado e crescimento.
Além disso, é necessario ter em maos o mapa de competéncias dos profissionais
da empresa, identificar quem sabe o que e tornar essas competéncias acessiveis a
todos os profissionais da organizagao; também ¢ importante um arquivo de ligoes
aprendidas e experiéncias vividas na empresa, gestao por processos, bancos de
melhores praticas, benchmarking, trabalhos em grupo, internet, intranet, além
da universidade corporativa, entre outros meios. Cada um dos instrumentos
citados tem uma func¢ao e se complementam. O programa de educagdo con-
tinuada pode utilizar diversas ferramentas, como aulas presenciais, virtuais e
e-books. Deve-se ressaltar que esse programa deve estar alinhado as avaliagdes
de desempenho das equipes e as competéncias que se deseja desenvolver nos
colaboradores, além de estar em consonéncia com o planejamento estratégico
da empresa. As universidades corporativas formalizam o conhecimento de fora,
ao contrario das academias corporativas, que tém o objetivo de formalizar o
conhecimento interno. O intercimbio de conhecimentos e de experiéncias ou a
participagdo como representantes da empresa ou de entidades de classe também
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¢ uma forma de gestdo do conhecimento. Evidentemente, formagdes especificas
buscadas pelo colaborador para seu desenvolvimento e autodesenvolvimento
sao bastante agregadoras e constituem-se em grande diferencial dentro das
universidades corporativas.

Nao se pode e nem se deve ainda esquecer o papel da tecnologia da informagao
(TT) na gestdo do conhecimento, embora existam empresas que utilizem a TI
como fator de competitividade, confundindo-a com gestdo do conhecimento. Ha
empresas que acreditam que a TI sozinha pode servir para gerenciar o conheci-
mento, o que é equivocado. A TI desempenha papel de infraestrutura, enquanto
a gestdo do conhecimento envolve aspectos humanos. No entanto, o papel da
TI é realmente dar suporte as agdes da gestdo do conhecimento, ampliando
seu alcance e aumentando a velocidade da transferéncia desse conhecimento.

Atualmente, as empresas gastam de 3 a 5% da folha de pagamento com a
educagdo continuada de seus profissionais. No grupo Fleury, por exemplo, a
trajetoria de crescimento foi a mola propulsora para que se criasse uma univer-
sidade corporativa. O grupo investe na educagao corporativa desde 1993, com
a proposta de manter o padrdo de exceléncia e a sua cultura.

Além das ferramentas citadas para gestao do conhecimento, hd outra rela-
¢ao de mudancas que deve ser adotada quando se deseja, por exemplo, buscar
conhecimento especifico; descentralizagdo e reduzir o nimero e niveis da es-
trutura organizacional; investimentos em pesquisa e desenvolvimento (P&D),
além da melhoria do processo de comunicagdo interno e externo da empresa.
Empresas que produzem e gerenciam conhecimento sdo mais competitivas.

Uma pesquisa realizada pela revista HSM Management em 2004 com 400
executivos brasileiros, na qual a pergunta “vocé aplica gestdo do conhecimento
em sua empresa?’, colocada para esses executivos, revelou que 8% nao aplicavam,
34% disseram que nao, mas que pretendiam aplicar, 30% disseram que sim, mas
de forma informal e apenas 28% disseram que aplicavam formalmente a gestao
do conhecimento em suas empresas. Apesar dos nimeros observados em rela-
¢do aqueles que formalmente aplicavam a gestdo do conhecimento, observa-se
que, nos proximos anos, 92% dos executivos vao aplicar essa gestao em suas
organizagdes. Buscou-se avaliar também, na mesma pesquisa, os impactos que
essa gestao pode trazer sobre as empresas nos proximos anos e 40% dos entrevis-
tados revelaram que isso “ditara quais empresas serdo vencedoras”. Outro dado
importante observado foi o resultado da questio a respeito do que os lideres
buscam com a adogdo da gestao do conhecimento nas empresas: 80% revela-
ram que esperam obter “melhor aproveitamento do conhecimento ja existente.”
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O maior beneficiario dessa gestdo do conhecimento é a propria organizagao.
Dessa forma, elas uniformizam os conhecimentos e crescem de forma coletiva,
o que ¢ um valioso segredo das grandes organizagdes.

“A aprendizagem é apenas uma das variaveis que influenciam o desempenho”,
conforme citou Mednick. Quando se aumenta a recompensa, o profissional
pode melhorar seu desempenho, mas, para isto, ele ndo necessitou aprender
nada, tdo somente repetiu varias vezes aquilo que ja sabia.

A inovagao é essencial a sobrevivéncia das organizagdes. No entanto, ela nao
vem de maquinas ou ativos da empresa. A inovagdo vem das pessoas que consti-
tuem o patrimonio intangivel das organizagdes. Portanto, investir em treinamento
e desenvolvimento é um aspecto de suma importancia para desenvolver compe-
téncias e abrir oportunidades para a inovagdo por meio do conhecimento. Para
isso, sdo importantes aspectos como: atitude de aprendizado, lideranga, trabalho
em equipe, comunica¢ao participativa e prazer em realizar o trabalho. Contudo,
de nada adiantam essas a¢des se o profissional ndo tiver um comportamento
inovador. Para estimular esse comportamento, as organizagdes precisam aprender
a lidar com os transgressores. De acordo com Alter (apud Daniel e Vargas), “a
inovagao ¢é sempre, em um primeiro momento, transgressao das regras estabe-
lecidas, porque ela representa um atentado a ordem social”. Assim, o individuo
inovador esta sempre tentando transgredir os limites impostos pelas regras e
normas mesmo que esteja de acordo com os objetivos gerais e particulares da
organizagdo. Assumir riscos é uma caracteristica do profissional inovador. A
aceitagdo do risco, ainda segundo Alter, pode ocorrer em trés dimensoes:

+ Na relagdo com os colegas: sua atitude inovadora pode custar a perda de
aprovagao pelos membros de sua equipe de trabalho.

« Em relagdo as regras: o descumprimento dos padrdoes pode implicar sangoes
administrativas.

+ Naavaliagdo do trabalho: pessoas inovadoras sao mais cobradas para atingir
melhores resultados a custos mais baixos.

Conclui-se, entao, que o comportamento inovador estd sempre jogando com as
forgas criadoras e as formas de socializagao da organizagao. Assim, esse com-
portamento pressupde capacidade de negociagdo, sendo critico na realizagdo
de tarefas e nas relacdes interpessoais. Um comportamento inovador sabe lidar
com as situagdes ambiguas; o que é e 0 que nao é permitido, bem como aquilo
que deve ou ndo deve ser feito.
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Para ser uma organiza¢ao inovadora, é necessario incentivar o compor-
tamento inovador. Assim, a aceitagdo de riscos, a negociagdo, a construgao
critica e a capacidade de conviver com a ambiguidade devem orientar agoes
das liderangas. Entre os obstaculos a0 comportamento inovador, tem-se, por
exemplo, o profissional que ndo domina os conhecimentos relacionados com
a sua atividade na empresa e que tem pouca experiéncia, de modo que nao
pode ter um comportamento inovador. O habito de pensar com base em regras
preestabelecidas também é um obstaculo. Organizagdes burocraticas reprimem
fortemente o comportamento inovador e, em geral, possuem uma lideranga
autoritdria. Atitude pessimista também é um entrave ao comportamento ino-
vador. O mesmo se pode considerar de pessoas que ndo cultivam o habito de
pensar e preferem solug¢des prontas ou que ficam em total bloqueio diante da
opinido do lider. Predominéncia de critérios de julgamentos conservadores nas
organizagdes podem ser obstaculo ao pensamento inovador dos profissionais.

Vive-se na era da gestao do capital intelectual e da busca incessante para atrair
e preservar o conhecimento existente nas organizagoes e, a partir dele, gerar
inovagdes usando a criatividade. Dessa maneira, o processo de ensino e aprendi-
zagem é uma importante estratégia na dindmica das organiza¢oes. Cabe ao lider
desempenhar o papel de facilitador da aprendizagem de individuos e equipes.

Paulo Freire, em um bate-papo em Catuba (Vila Alpina, SP), expressou a im-
portancia da postura diante das praticas populares, pois ndo basta “querer mudar”
a sociedade, é importante “saber mudar’, e mais, saber mudar em uma dire¢do
de igualdade e liberdade. E importante considerar que ndo se necessita querer
mudar, mas deve-se agir com sabedoria para fazé-lo e isso implica mudanca de
pensamento para, dessa forma, mudar o comportamento. Nao é possivel impri-
mir uma gestdo do conhecimento sem mudar o pensamento dos profissionais,
de modo que se tornem receptivos e participativos aos conhecimentos que a
empresa oferece por meio de programas de educagiao continuada que, na maio-
ria das vezes, cumpre tdo somente o papel de atender exigéncias normativas de
alguma certifica¢do ou acreditagdo ou, ainda, atender a uma legislacdo especifica,
como a RDC 302, de modo que que essa atividade ndo resulta, para a empresa,
em uma importante ferramenta para o crescimento e desenvolvimento de suas
equipes e para a busca pela melhoria continua de seus processos.

Existe um provérbio chinés que diz: “se queres colher em trés anos, planta
trigo. Se queres colher em dez anos, planta uma arvore. Mas se queres colher
para sempre, desenvolve um homem”. Sabe-se que o mercado ¢ cada vez mais
competitivo, no qual informagdes e tecnologia estdo globalizadas e as organi-
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zagOes procuram um diferencial competitivo. A resposta esta na capacita¢ao
do melhor patriménio da empresa: os profissionais que nela trabalham. Para
manter um adequado nivel de produtividade, é necessario ter profissionais bem
preparados para dar retorno aos investimentos feitos pela empresa na captagao
e fidelizagdo de seus clientes.

O processo de educagdo continuada é uma importante ferramenta para o
desenvolvimento das competéncias que se deseja implementar nos colabora-
dores. E importante que eles estejam estimulados para perceber a importancia
da educagao continuada na sua vida profissional, promovendo, dessa forma,
seu autodesenvolvimento. Essa conscientizagdo nem sempre é percebida e va-
lorizada da maneira como os lideres gostariam mas deve, por intermédio deles,
encontrar mecanismos para essa integracao e conscientizagio da necessidade.
Sao necessdrias pessoas que sejam capazes de ir além da competéncia, ou seja,
profissionais metacompetentes, que estao além das competéncias exigidas para
suas atividades no laboratério. Entretanto, deve-se estar atento para o fato de que,
apesar de o treinamento e o aprimoramento dos profissionais da organizagao
nunca terem sido tio necessarios como atualmente, as qualidades humanas néo
podem ficar em primeiro plano.

Existe um erro conceitual que abrange a grande maioria das organizagoes
em que o setor de recursos humanos (RH) tem exclusivamente a tarefa de se-
lecionar, contratar, treinar e remunerar os proﬁssionais da organizagdo. A fun-
¢do desse departamento vai muito além. Algumas empresas ja colocaram o RH
como um departamento estratégico. O departamento de RH ¢ a ligacdo entre
o mais alto nivel hierdrquico da empresa e os seus profissionais. Muito além de
treinar, o setor de RH precisa saber incentivar e proporcionar o aprendizado e
o crescimento profissional e pessoal da equipe de colaboradores.

O treinamento e desenvolvimento de pessoas é um processo delicado,
que exige esfor¢o na conscientizagdo e mobilizagdo dos profissionais, além
do conhecimento claro das competéncias que se quer desenvolver naqueles
colaboradores. Uma parte do treinamento, é claro, esta focada em aspectos
convencionais de conhecer o processo no qual o colaborador vai trabalhar,
para que ele entenda bem como funciona e tenha conhecimento das ativi-
dades que estdo interligadas a sua. Quais as entradas, as transformagoes
e o processo seguinte. Conhecimento do cliente e do fornecedor. Depois
que essa parte estiver feita e ele ja estiver familiarizado com as informa-
¢Oes basicas necessarias, é preciso partir para o processo de proporcio-
nar aprendizado e crescimento de cada colaborador como pessoa - e isso
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eleva a ideia de desenvolvimento a outro patamar, muito além das concep-
¢oes tradicionais de treinamento, que pode trazer muito mais leveza, diver-
sao e motivagdo, ndo apenas para os proprios funcionarios, mas também
para a empresa de modo geral. Esse ambiente é criado por meio do coaching,
um processo que utiliza técnicas, ferramentas e recursos de diversas ciéncias,
sendo, na verdade, um mix de recursos e técnicas que funcionam em cién-
cias do comportamento (psicologia, sociologia, neurociéncias) e que tem
como grande proposta atingir metas, solucionar problemas e desenvolver
novas habilidades.

Enquanto treinamento é um processo de assimilagdo de conhecimentos em
curto prazo que tem como objetivo reciclar ou repassar conhecimentos, habili-
dades ou atitudes diretamente relacionados a execucéo de tarefas, o desenvolvi-
mento relaciona-se com crescimento, evolu¢ao e melhoria continua. O foco do
processo é desenvolver talentos, possibilitando que as potencialidades aflorem e
se desenvolvam até o nivel que se quer alcangar. Enquanto o treinamento prepara
para a execugdo de tarefas, o desenvolvimento apresenta para o colaborador
possibilidades de visualizar novos horizontes e o prepara para voos mais altos.

Na area de diagndstico laboratorial, é preciso, como inicio do processo de
treinamento e desenvolvimento, seguir etapas estruturadas para a obtengao dos
resultados desejados. Em primeiro lugar, deve-se fazer um diagndstico e, nesse
aspecto, a avaliacdo de desempenho dos colaboradores pode ser importante.

A avaliagdo de desempenho é uma importante ferramenta de gestdo de pes-
soas. Corresponde a analise do desempenho profissional em fungéo das atitudes
comportamentais, atividades que realiza, metas estabelecidas e resultados alcan-
¢ados e potencial de desenvolvimento. Seu principal objetivo é contribuir para
o crescimento pessoal e profissional das pessoas na organizagao. O resultado
final da avalia¢do de desempenho deve apresentar as informagdes necessarias
para a identificagdo de oportunidades de melhoria e a elabora¢ao de um plano
de agdo em relacdo a varios niveis da empresa, além de definir desenvolvimento
de competéncias por drea e individuais.

Outra maneira de identificar as necessidades pode ser por meio da aplicagao
de questionarios, entrevistas com o colaborador e aplicagdo de testes tedricos
ou praticos. Novos colaboradores exigem que se aplique um programa de trei-
namento, que sdo necessarios também quando a empresa passa por mudangas
significativas na rotina, novos equipamentos, acidentes de trabalho ou protocolos
de biosseguranga, etc.

Levantadas as necessidades, faz-se o planejamento, elencando as prioridades.
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Os treinamentos, dependendo das competéncias que se queira desenvolver,
podem ser aplicados por profissionais mais experientes ou podem-se contra-
tar terceiros para aplica¢do dos treinamentos in company, dependendo dos
recursos da empresa. Participagdo em congressos, workshops e cursos com
temas da drea também podem ser alternativas para treinar os profissionais do
laboratdrio. Esses treinamentos podem ser apresentados em aulas expositivas,
workshops, seminario, estudo de casos, palestra, brainstorming, painel integrado
ou dinamicas de grupo.

E parte importante desse processo a avalia¢io da atividade proposta para
desenvolvimento das competéncias e a percep¢do do colaborador sobre o
treinamento aplicado, ndo somente em relacao ao conteido, como também ao
facilitador. E uma avaliagio de reagdo, uma vez que a avaliagio do aprendiza-
do somente é possivel pela aplicagao dos conhecimentos adquiridos e com a
melhoria percebida na execugdo das tarefas do colaborador.

Podem-se também avaliar mudancas comportamentais do colaborador apds
a aplicagdo do treinamento e, por fim, a avalia¢ao de resultados finais pode ser
feita com a verificagdo do alcance das metas estabelecidas, de modo a conferir
se ocorreu melhoria no processo apos o treinamento.

Na microbiologia, o diagndstico presuntivo é sempre um diferencial no prosse-
guimento das rotinas, visto que o profissional do setor de microbiologia deve ter
suspeita do que pode ser isolado no material a ser processado, com o propdsito
de escolher os meios em que sera semeado, temperatura e tempo de incubagio,
ambiente aerdbio, microaerdfilo ou anaerdbio. Além disso, apos o crescimento do
micro-organismo, deve-se fazer a presun¢ao do que se trata, com o propdsito de
estabelecer se ¢ um micro-organismo Gram-positivo, Gram-negativo, bastonete ou
coco, apenas para citar dois exemplos. Percebe-se, portanto, que a microbiologia
¢ um setor, e no ¢ o Unico, que exige treinamentos constantes, avaliagdes, duplas—
-observagoes e atualizacdes em documentos normativos ou instrutivos, como o
documento do CLSI para o setor de microbiologia, que sofre modificagdes todos
os anos, de maneira que os colaboradores de microbiologia devem ser treinados
nesses documentos e orientagdes. Existem também mudancas taxondmicas que
devem ser atualizadas, mecanismos de resisténcias que sdo descobertos a todo
momento, além de mudangas das drogas antibidticas e quimioterapicas.

Por fim, deve-se concluir que treinar e desenvolver os profissionais nao é custo
para a empresa, mas, sim, investimento, considerando que, como afirma Galvin,
chairman da Motorola, “o recurso fundamental dos negdcios néo é o capital,
o trabalho ou as instala¢des. Os recursos basicos chamam-se conhecimento e
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informacao. Ideias sdo a chave do sucesso”. Portanto, investir no desenvolvimento
do profissional é um investimento que da maior e melhor retorno. Treinar é
maximizar a qualidade de servigos e produtos por meio do desenvolvimento
das pessoas. Como citou Shoshana Zuboff, em seu livro The age of the Smart
Machine: “aprender é a nova forma de trabalhar. E o auge da atividade produtiva”

A norma PALC v. 2013, no item 13 Gestao de Pessoal, subitem 13.2, estabelece
na letra ¢, como requisito:

A Diregao do laboratério ou seu responsavel técnico tem a responsa-
bilidade de:

c) oferecer programas de educagao continuada para o pessoal técnico
e administrativo do laboratério e participar em programas educacionais
da instituicao a qual pertence, quando aplicavel.

No subitem 13.3, letra d, estabelece: “necessidade de treinamento e educacio
continuada”

Ainda neste item, subitem 13.6, determina que “o SGQ deve contemplar um
programa de avaliacdo de desempenho do pessoal nas tarefas que lhe foram
atribuidas, com periodicidade definida em func¢do das necessidades especificas
do laboratério”
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13. Gestao de equipamentos no laboratério de

microbiologia

INTRODUCAO

Cabe aos dirigentes laboratoriais uma compreensio clara sobre qual é o papel
desempenhado pelo servigo de microbiologia clinica na comunidade e para o
negocio, de sua capacidade de produgao e os meios que dispdem para realiza-la,
de como funciona essa fatia do mercado, qual o valor agregado pelo laboratério
de microbiologia para a relagdo do laboratdrio com o corpo clinico solicitante,
como ¢ possivel se diferenciar para ganhar mais posi¢des no mercado em que
atuam e fidelizar os clientes. Esse entendimento torna-se fundamental, pois age
como regra de sobrevivéncia do laboratdrio.

Os langamentos constantes de novas tecnologias e equipamentos e de novos
ensaios laboratoriais requerem uma preocupag¢ao dos gestores laboratoriais
em avaliar os riscos e criar mecanismos para evitarem determinados tipos de
falhas que podem ter consequéncias drésticas para os clientes. Isso se destaca
quando se pensa nos equipamentos, cujo mau funcionamento pode até mesmo
significar riscos a vida do paciente.

A gestdo de equipamentos, em especial os vinculados a produgéo laboratorial
em microbiologia, é um elemento-chave para produtividade, qualidade, con-
fiabilidade dos resultados, custos da produgao sob controle e seguranga dos
pacientes. O gerenciamento competente dos equipamentos é uma necessidade
primordial para a realizacao de boas préticas de laboratdrio clinico, manuten¢iao
da sua competitividade e sustentabilidade do negdcio.

Para que se cumpra o desafio de promover as agdes necessarias ao conjunto
de méaquinas conservado e em condi¢des adequadas, sdo necessarios empenho
e comprometimento com essa causa. Isso implica criar modelos para adminis-
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trar os equipamentos, preparar pessoas para essa tarefa, implantar a cultura
de monitoramento, medig¢des e analise de dados. O gestor do laboratério de
microbiologia deve se adaptar a nova realidade também na area tecnolégica.
Dada a importancia que o parque tecnoldgico alcangou na pratica laboratorial
de microbiologia e das repercussoes que eventuais falhas podem trazer para o
diagnéstico, o tratamento e o monitoramento de pacientes, entende-se a razao
deste capitulo.

PLANEJAMENTO NA GESTAO DE EQUIPAMENTOS
Entendendo-se o laboratério como um processo complexo e dinamico, para
que se possa atingir éxito em sua operagao, é necessario empregar a ferramen-
ta do planejamento para se projetar o futuro.

Um dos objetivos deve ser desdobrado para a gestao de equipamentos, posto
que eles sdo parte fundamental para o cumprimento de bons resultados pelo
laboratdrio. Uma estratégia propria deve ser estabelecida em virtude da relevan-
cia e particularidade, envolvendo: inovagao tecnoldgica, aspectos metroldgicos,
planos de manutengdes preventivas, previsoes de redundéncias nos equipamentos
criticos, planos de contingéncias para situagoes de excepcionalidade, estoque de
pecas de reposicdo, contratos de prestacao de servigos com nivel de acordo com
servicos estipulados previamente com fornecedores qualificados. Trata também
da capacitagdo continua da equipe que opera esses equipamentos, das interagdes
com a tecnologia da informagao (hardware, software, middleware, administragdo
de redes logicas) e investimentos em seguranga e saude do trabalhador.

Um bom planejamento para o parque de equipamentos de um laboratério
gera agOes de melhorias baseadas em dados devidamente monitorados, diminui
custos por meio da prevencao de falhas, garante maior disponibilidade dos
equipamentos, evita que os problemas tornem-se cronicos, promove a elimi-
nacao de retrabalho, garante os prazos para execugdo dos servigos e promove a
sistematizacdo de tarefas realizadas por técnicos competentes, além de cumprir
o or¢amento previsto. Tudo isso beneficia o laboratério pela incorporagio da
prevencgdo de falhas, pela adoc¢do de atitudes de cooperagao e pelo trabalho em
equipe, criando-se uma atmosfera de busca constante pela satisfagdo dos clientes.

AVALIACAO DE NOVAS TECNOLOGIAS

A avaliagdo de tecnologias em satide é um processo complexo e abrangente de
investigacdo das consequéncias clinicas, econdmicas e sociais da sua utilizagao,
desde a pesquisa até a sua obsolescéncia.
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Ainda que as preocupagdes tradicionais com a qualidade da assisténcia a
saude, a cobertura e 0 acesso aos servicos permanegam importantes, cada vez
mais os responsaveis pelas decisdes no setor, no dambito publico ou privado,
preocupam-se em obter melhores resultados com os recursos disponiveis. Esse
tipo de abordagem se deve, principalmente, aos custos crescentes da saude frente
a recursos sempre limitados, a pressdao de consumidores mais organizados e
exigentes e a identificagdo de fontes de desperdicios na prestagao de servigos
de saude.

Essa tendéncia se traduz pela aplicagdo de técnicas econdmicas de avaliagio,
como a andlise custo-beneficio ou analise de custo-efetividade. Quando bem
realizadas, geram conhecimentos fundamentados cientifica e metodologica-
mente sobre efetividade, utilidade, beneficio e eficiéncia, de modo que auxiliam
os gestores laboratoriais a escolher entre as alternativas tecnoldgicas existentes.

A sistematizagdo proposta por Mendes em 2007 é uma sugestdo de roteiro a
ser utilizado na introdugdo de nova tecnologia na pratica laboratorial (Figura 1).

Roteiro para introdugdo de nova tecnologia

« Anilise da producdo e produtividade: atual e futura

« Anélise dos tempos totais de atendimento (TAT): atuais e futuros pretendidos

« Anilise dos recursos humanos existentes

« Andlise das instalagdes atuais e requeridas pela nova tecnologia

« Andlise do fluxo da rotina de trabalho na qual a nova tecnologia serd inserida:
urgéncia, rotina, pesquisa

« Avaliagdo dos materiais biol6gicos a serem utilizados pela nova tecnologia

« Avaliagdo das metodologias ofertadas e disponiveis no mercado

« Programa de manutencdes e calibra¢des requeridas pela nova tecnologia

« Anidlise do impacto ambiental: residuos gerados e integracdo com o meio ambiente
(ruidos, poluigdo visual, aquecimento no ambiente, etc.)

« Andlise dos riscos ao trabalhador

« Andlise de custos e riscos financeiros

« Formas e prazos de pagamento

« Retorno financeiro

- Beneficios para a qualidade dos servigos prestados

« Beneficios para a clientela com a introducdo da nova tecnologia (usudrios, médicos,
fontes pagadoras, sistema de satide)

« Beneficios para os funcionarios e acionistas da empresa

FIGURA 1 Sistematiza¢do proposta por Mendes para a introdugdo de nova
tecnologia na pratica laboratorial.
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Destaque-se a importancia do planejamento e da preparagdo das instalagdes
para a incorporacao de novas tecnologias: hidraulica, elétrica, redes logicas,
umidade, ventilagdo, carga térmica, tubulagdes de gases e gases.

Com informagdes corretas, detalhadas e documentadas pelo fabricante e
compreendidas pelos envolvidos no laboratério, o fluxo da instalagao nao tera
prejuizos, evitando-se discussdes e danos posteriores ao relacionamento com
o fornecedor.

IMPORTANCIA DA VALIDACAO DE EQUIPAMENTOS

A validagao de novas tecnologias propicia que a equipe do laboratdrio conhega
em profundidade suas caracteristicas operacionais e familiarizem-se com o novo
método de maneira sistematizada e documentada. E importante que essa carac-
terizagdo da nova metodologia ou tecnologia ocorra antes da sua utilizagdo na
rotina diagndstica. Recomenda-se que cada processo de validagao seja tratado
como um projeto, elaborando-se um plano de validagao (Figura 2).

Plano de validagdo de equipamentos

« Introducao

- Justificativa

« Objetivo

« Materiais empregados

« Métodos aplicados

« Defini¢do da amostragem

« Definigdo do método de referéncia (quando for um estudo qualitativo)
« Local de estudo

« Participantes e defini¢do de responsabilidades
» Recursos necessérios

« Plano de treinamento dos envolvidos

» Metas/prazos

« Matriz de atividades a serem desenvolvidas

- Eventuais altera¢des

« Métodos de anélise de dados

« Resultados obtidos e andlise dos resultados

« Conclus@o

- Referéncias

FIGURA 2 Plano de validacdo de equipamentos.
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ROL DE EQUIPAMENTOS

O conjunto de equipamentos deve ser conhecido em profundidade e identi-
ficado corretamente para que se efetue o planejamento. Por isso, em alguns
casos, € preciso iniciar pela realizacdo de uma inspe¢ao completa, a fim de se
elaborar um inventario do parque tecnolégico instalado, gerando-se uma lista-
gem dos equipamentos (em papel ou planilha eletrénica) contendo o descriti-
vo das condi¢des de cada um deles com modelo, marca, numero de série, data
de introducéo no laboratério, quantidades e estado de conserva¢do. Podem-se
agrupar os equipamentos por modelos e marcas similares, catalogando-os por
familias. Esse rol deve estar atualizado em relagao a movimentagao, ao moni-
toramento do uso dos equipamentos, a verificagdo do nivel de obsolescéncia, a
substituicdo e a retirada de equipamentos, seja para reparos externos ou pelo
final da sua vida util (Figura 3).

Na sequéncia, deve-se discutir com os fabricantes as diretrizes para implan-
tacdo de um programa de manutengdo preventiva, frequéncia de realizagdo
das manutencoes e necessidade de eventuais trocas de pecas. Se o equipamen-
to for recém-adquirido pelo servigo, é obrigacao do fabricante, além de cum-
prir o periodo de garantia contratual, fornecer essas informagdes, juntamente
com os manuais de operagdes e de instalagdo em portugués. Esses manuais
precisam ficar disponiveis e acessiveis como fontes de consultas a equipe téc-
nica e as equipes de manutengdes, sempre que necessario. Com isso é possivel
elaborar os procedimentos operacionais padrao de cada equipamento.

Atencdo especial deve ser dada aos equipamentos definidos como criticos, ou
seja, aqueles que afetam diretamente a qualidade do produto final, que podem
servir de gargalos a producao laboratorial, gerando paradas nao programadas
e prejuizos. Para defini-los, alguns critérios, apontados por Couto et al., devem
ser estabelecidos pelo gestor do laboratério de microbiologia: quantidade de
equipamentos existente, disponibilidade de méao de obra, risco as instalagoes,
riscos aos funcionarios, riscos a seguranga dos pacientes, riscos a producao,
riscos a0 meio ambiente e riscos a imagem do laboratério. Por isso, no rol de
critérios, deve constar o item criticidade.
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PRONTUARIO DOS EQUIPAMENTOS

Este documento, que descreve todo o ciclo de vida do equipamento desde a
sua introdugdo até a sua exclusdo do parque ativo, é importante e traz seguran-
¢a a todos (proprietarios, fabricantes, prestadores de servicos, equipe técnica
do laboratério de microbiologia e fontes pagadoras dos exames).

Além do descritivo do equipamento, constam as condi¢des iniciais da insta-
lagdo, todo o histérico de manutengdes e calibragdes, todo tipo de intervencéo
executada, atualizagdes de software, com o descritivo de avarias, reparos, inci-
dentes e demais ocorréncias.

PROCEDIMENTOS PARA OPERACAO DOS EQUIPAMENTOS
Os procedimentos relativos aos equipamentos sdo indispensaveis na unifor-
midade operacional, possibilitando seu uso de acordo com as instrucdes dos
fabricantes. Devem ser claros, diretos e completos, fornecendo informagoes
que permitam prdticas seguras no seu manuseio.

Seu conteudo pode ser definido pelo gestor do laboratdrio de microbiologia
ou pela equipe da gestdo da qualidade. Nao se deve esquecer: fundamentos da
tecnologia, passo a passo da operagao funcional, itens de verificagdes nas ati-
vidades de manutencdo, abastecimento de dgua reagente, critérios de liberagao
do equipamento para a rotina, contatos das oficinas responsaveis, contingén-
cias e como destinar os residuos/efluentes gerados.

PLANO DE MANUTENGCAO PREVENTIVA

Um programa de manutengdes preventivas dos equipamentos é conduzido a
intervalos predeterminados, seguindo-se as instrugdes dos fabricantes sobre
cuidados rotineiros com os equipamentos. Esses procedimentos podem ser
executados pelos operadores, mediante treinamento prévio, ou por terceiros
qualificados.

Um cronograma de trabalho é estabelecido e as agdes acontecem de acordo
com esse esquema proposto. Constam minimamente: data prevista, familias de
equipamentos, periodicidade de realizagao, tarefas a serem realizadas, respon-
saveis, parametros de controle e situacao atual (Figura 4).
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PLANO PERIODICO DE CALIBRAGOES E VERIFICAGOES

Para os equipamentos de medigdes que exigem confiabilidade das medidas
executadas, existem as calibragdes e suas verificagdes periodicas dentro de cri-
térios metroldgicos.

No laboratério de microbiologia, as familias de equipamentos consideradas
como calibraveis sao habitualmente: termometros, termo-higrometros, geladeiras,
freezers, estufas bacteriologicas, estufas com CO,, banhos-maria, blocos térmicos,
micropipetas, réguas, balangas, conjuntos de massa, mandmetros e termometros
de autoclaves, centrifugas ndo refrigeradas, centrifugas refrigeradas, cronome-
tros, baldes volumétricos, condutivimetros, pHmetros e cabines de seguranca.

Para esse conjunto de equipamentos ou instrumentos, elabora-se o “Plano
periddico de calibragoes e verificagdes”, envolvendo todos os equipamentos de
medigdes existentes passiveis de calibragoes e verificagdes; nele, devem estar
apontados: cédigo identificador do equipamento calibrado, localizagdo do
equipamento, grandeza calibrada, data da ultima calibragdo, data da préxima
calibragao, periodicidade de verificagdes, responséaveis pelo equipamento e
empresa responsavel pela calibragao (Figura 5).

Para algumas grandezas, alguns desses servicos podem ser efetuados dentro
do préprio laboratdrio, desde que haja padrdes e pessoal habilitado, mas esse
nao é o core business de um servigo de microbiologia, por isso habitualmente
recorre-se ao servico de terceiros. A empresa que executa esses servicos precisa
ser qualificada e deve pertencer preferencialmente a Rede Brasileira de Calibra-
¢oes, credenciada pelo Instituto Nacional de Metrologia (Inmetro).

Ao receber o certificado de calibragdo, recomenda-se que ele seja analisado
antes de se colocar o equipamento em uso novamente. A andlise dos dados do
certificado de calibragdo baseia-se na comprovacio dos resultados da calibra-
¢do para assegurar que os valores medidos permanecem dentro dos limites de
tolerancia aceitavel para o uso pretendido.
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O controle das manutengoes e calibragdes de equipamentos pode ser execu-
tado com planilhas preparadas no computador do proprio laboratério ou por
programas de computador (softwares) especificos de gestao de equipamentos
disponiveis no mercado e distribuidos por empresas especializadas no desenvol-
vimento desses tipos de programa. E importante que haja um monitoramento
rigoroso nessas atividades pela equipe do laboratdrio, para que os equipamentos
estejam operando dentro de suas especificagdes.

PROVISAO DE RECURSOS PARA O DESENVOLVIMENTO

DO PLANEJAMENTO

Os recursos laboratoriais representam todos os meios colocados a disposi¢ido
da organizagdo que sejam necessarios a realiza¢ao das suas atividades. O bom
gerenciamento de equipamentos estd, em grande parte, espelhado pelo uso ra-
cional dos recursos, que sempre sdo menores do que o desejado. Entendem-se
como recursos pessoas, materiais, finangas, infraestrutura disponivel, instalagcdes
e tecnologias. A dire¢ao do laboratério de microbiologia identifica os recursos
necessarios para uma gestdo de equipamentos adequada, estabelece como eles
serdo alocados e define sua libera¢ao dentro dos prazos estipulados.

A distribui¢do dos recursos é feita dentro dos topicos propostos: adequagdes
de infraestrutura, inovagdes tecnoldgicas, manutengdes preventivas e corretivas,
aspectos metroldgicos, treinamento e capacitagao, calibragoes, redundancias e
contingéncias, intera¢des com a tecnologia da informacao (software, middle-
ware, hardware, tecnologia de redes, seguran¢a da informagao), contratagao
de prestadores de servicos qualificados, reposi¢do de pecas e monitoramento.

CAPACITACAO E EDUCACAO CONTINUADA DOS
OPERADORES DE EQUIPAMENTOS
Os colaboradores devem ser treinados, adequadamente preparados e avaliados
como aptos para operar as tecnologias disponibilizadas na produgao dos exames
microbiologicos.
Um plano de treinamento deve ser cuamprido com a finalidade de manter o
quadro funcional atualizado dentro do que se pretende para a sua atividade.
As atitudes requeridas para trabalhar com o parque tecnolédgico no laboratério
de microbiologia sio compromisso, flexibilidade, determinagao e proatividade,
com colaboradores colocando-se a disposi¢do para aprenderem e realizarem o
melhor em beneficio dos pacientes e do corpo clinico solicitante.
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SEGURANCA ELETRICA

O laboratério depende de energia elétrica para o seu bom funcionamento. A
estrutura dos sistemas elétricos merece ser cuidadosamente observada e com-
preendida para que haja reducao de riscos e economia de energia.

O quadro de energia deve ter livre acesso, deve ser mantido distante de luga-
res em que haja instalagdo de gés e precisa estar sempre limpo e ventilado. Os
equipamentos elétricos devem ser ligados somente quando estiverem em con-
di¢des de uso com seguranca. Alguns cuidados basicos sao apontados a seguir:

+ O fio de alimentagdo precisa estar protegido.

« Verificagdo da voltagem e corrente elétrica do equipamento antes de liga-lo
a rede elétrica.

+ A tomada elétrica deve estar plugada na voltagem compativel.

« E mandatério respeitar as orientagdes do fabricante.

+ Deve-se evitar o uso de “benjamins” ou “T”, pois trazem sobrecarga as ins-
talagdes e aquecimento dos fios, causando curto-circuitos.

+ Asvariagoes de tensdo na rede elétrica devem ser evitadas para que nao haja
prejuizos ao desempenho do equipamento.

PRATICAS SEGURAS PARA O MANUSEIO DE CUIDADOS
COM OS EQUIPAMENTOS

A equipe técnica do laboratério de microbiologia, quando treinada adequa-
damente, adquire competéncia para a operagdo dos equipamentos. Isso nao
a isenta de proceder a leitura cuidadosa dos manuais de operagdo fornecidos
pelos fabricantes e a documentagdo correspondente. Em consequéncia, no de-
senvolvimento das atividades, espera-se o cumprimento estrito das orienta¢oes
e diretrizes definidas nos procedimentos que sistematizam o cotidiano.

O gestor do laboratério designa alguém da sua equipe para diligentemente
acompanhar terceiros nas suas atividades de manutencéo. Essa pessoa destina
a eles as mesmas medidas de prote¢ao que se destinam aos funcionarios e re-
cebe os relatdrios sobre os servicos prestados.

Normas gerais de seguranga preconizadas, como o uso de equipamentos de
protecao individual (p.ex., avental, luvas, culos protetores e mascaras), devem
ser seguidas durante a operagdo dos equipamentos, além daquelas sugeridas
pelos fabricantes.

Apés o uso, os equipamentos devem ser desligados, limpos corretamente e
desconectados da tomada, sempre que aplicavel. A temperatura e a umidade do
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ambiente em que se localiza o equipamento devem atender as especificagdes do
fabricante e precisam ser controladas. Os equipamentos que geram calor, chamas
ou altas temperaturas devem ser sinalizados. O mesmo cuidado deve ser toma-
do para equipamentos que trabalhem com baixas temperaturas. Os aparelhos
sensiveis a ruidos e vibra¢des devem ser instalados em locais que atendam as
orientagdes do fabricante. Os procedimentos de descontamina¢ido devem ser
realizados, sempre que aplicavel, de acordo com o protocolo do fabricante ou
aquele definido pela dire¢ao do laboratdrio de microbiologia.

PARTICULARIDADES NA GESTAO DE AUTOCLAVES
A autoclavagem é um processo de esterilizagdo que ocorre pelo vapor saturado
sob pressao. O micro-organismo é destruido pela agdo combinada de tempera-
tura, umidade e pressdo, promovendo termocoagula¢do e desnaturagdo proteica.
Consiste em manter o material contaminado a um tratamento térmico, com
temperaturas elevadas, em contato com o vapor de agua, incluindo-se ciclos
de compressao e descompressdo, por um periodo suficiente para destruir os
agentes patogénicos.

A norma ABNT NBR ISO 17665-1:2010 especifica requisitos para o uso de
calor umido no desenvolvimento do processo em sua validacdo e no controle
da rotina de esterilizacio. A fase de qualificagdo divide-se em duas etapas:

« Para se qualificar a instalagao da autoclave, é necessario comprovar se ela
atendeu as exigéncias do fabricante, se tem a capacidade adequada aos obje-
tivos de sua instalacdo, se as calibracoes foram efetuadas, se foram realizados
os testes de distribui¢ao do calor ou de vazamento da cAmara de vacuo sob
pressdo positiva e a determinacdo de fatores de desempenho fisico.

« Para assegurar se o equipamento tem ou nao funcionamento confiavel, ba-
seando-se em testes controles, alarmes, fun¢des de monitoramento, indica-
dores de desempenho operacional, integridade da camara de manutengao
da pressao, manutengdo do vacuo.

As autoclaves sdo equipadas com termdmetros, mandmetros e monovacudmetros,
os quais indicam temperatura e pressio nas cimaras internas e externas. Esses
instrumentos precisam ser calibrados e verificados periodicamente. A cada ciclo
de autoclavagem, devem-se registrar a temperatura e a pressao.

Em consequéncia dessa etapa, sdo estabelecidos os critérios de aceitagao para
uso do equipamento. A cada carga a ser autoclavada coloca-se a fita ou etiqueta
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sinalizadora de esterilizacdo, a qual se altera em sua cor, quando o material é
submetido a temperatura de 121°C. A mudanca ocorre pela presenca de subs-
tancia quimica termossensivel.

O teste de Bowie-Dick indica a retirada de ar da autoclave, demonstrando
se a bomba de vacuo foi eficiente.

O controle de qualidade ¢ feito com o uso de um indicador bioldgico de lei-
tura rdpida ou nao. Os bioindicadores (esporos de bacilos termdfilos em meio
de cultura com indicador de pH) demonstram se a temperatura de 121°C foi
atingida por pelo menos 15 minutos.

No plano de manutencoes preventivas da autoclave, ha atividades realizadas
pelos operadores:

« Manutengdo didria: limpeza das superficies internas, filtro, carrinho e cesta.
« Manutengdo semanal: remover a grelha do dreno, drenar o gerador de vapor,
limpeza externa.

Parte dessas manutengoes ¢ efetuada por especialistas terceirizados:

+ Manutengao mensal: limpeza do sistema de drenagem (purgadores, filtros),
verificacdo do sistema de pressurizacdo, do aterramento, inspecao das val-
vulas, checagem das conexdes hidraulicas, verificagao da porta, verificagao
dos sensores de temperatura.

« Manutenc¢io semestral: verificacdo das valvulas de alivio de pressdo e das
valvulas de seguranga.

« Manutengdo anual: inspe¢do de vasos de pressio.

GESTAO DE CABINES DE SEGURANCA E CABINES DE
FLUXO LAMINAR

As cabines de fluxo laminar sdo equipamentos de pequeno porte construidos
para proteger o material que esta sendo manipulado, ou seja, proteger o produto.
Nesses equipamentos, a velocidade média do ar ¢ fixa e predeterminada: de
0,45 m/s com tolerancia de +/- 10%, de acordo com norma IEST - RP - 002.2,
definida pelo Institute of Environmental Sciences and Technology. Esses equi-
pamentos podem ter fluxo horizontal ou vertical, mas ndo ha recirculagdo do
ar. Todo ar que entra passa por um pré-filtro, segue por um filtro absoluto,
pelo produto e sai do equipamento. De acordo com o IEST - RP - 002.2, todo
equipamento de fluxo laminar deve ser certificado pelo menos uma vez ao ano
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ou sempre que for movimentado. A certificagdo pode ter intervalos menores
de periodicidade dependendo da criticidade de sua utilizagao.

Os mddulos de fluxo laminar oferecem a mesma prote¢ao ao produto mani-
pulado, mas possibilitam o trabalho em ambientes maiores. Na certificagdo de
fluxos laminares, os requisitos minimos exigidos sdo:

« Ensaio de integridade: verifica a integridade do equipamento e do filtro HEPA.
E fundamental, pois é o tnico teste que realmente desafia o equipamento.

+ Ensaio do nivel de ruido: é medido o nivel de ruido do equipamento, que
deve ser < 67 Dba, desde que o nivel de ruido do ambiente seja < 55 Dba.

« Ensaio de luminosidade: verifica a intensidade de luz da é4rea de trabalho,
que deve ser de no minimo 800 lux/m>.

« Ensaio da contagem de particulas: mede o nimero de particulas em suspensao
e classifica a area de trabalho. Deve ser < 3.520 particulas de 0,5 microns por
m? de ar, ISO 5 de acordo com ISO 14.644-1 (antiga classe 100 do Federal
Standard 209e).

 Ensaio da velocidade do fluxo de ar: verificam-se velocidade e uniformidade
do fluxo de ar pela area de trabalho. A velocidade média deve ser de 0,45 m/s
com tolerancia de +/- 10%.

« Ensaio do indice de saturacdo do(s) filtro(s) absoluto(s): verifica-se a perda
de pressdo dos filtros HEPA instalados. E um dos critérios para determinar
a necessidade de troca do filtro HEPA.

As cabines de seguranca bioldgica sdo equipamentos construidos e projetados
para oferecer prote¢ao ao produto manipulado, ao operador e a0 ambiente em
que estdo inseridos, e o fluxo de ar é sempre vertical. Seu projeto, construgao e
certificagdo sao estabelecidos pela norma NSF 49 (NSF International Standard/
American National Standard for Biosafety Cabinetry).

CLASSIFICACAO DAS CABINES DE SEGURANGA
BIOLOGICA

As cabines de seguranga biologica dividem-se em trés classes: classe I, classe
IT e classe III.

Classe |

« Similar as capelas de laboratdrio.
» 100% de exaustdo por meio de filtro HEPA.
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Conhecida como barreira parcial.

Nao requer prote¢do do produto.

Proporciona prote¢do somente do operador e do ambiente, ficando o produto
exposto a contaminag¢ao proveniente do ar do laboratério.

Classe Il

Modelo utilizado em 99% das aplicagdes com risco bioldgico.

Apresenta, além do filtro HEPA de exaustdo, um filtro HEPA de insuflamen-
to, garantindo protec¢do ao produto, ao operador e ao ambiente.

Também é conhecida como barreira parcial.

Seu projeto se divide em trés categorias principais: tipo A1, tipo A2 e tipo B2.
Tipo A2:70% de ar recirculado no interior da cabine, 30% de ar exaurido por
meio de filtro HEPA; o ar que sai do filtro HEPA de exaustdo pode retornar
para o laboratorio. Indicada para trabalhos que envolvam risco bioldgico mo-
derado ou que emanem quantidades pequenas de materiais volateis e vapores.
Tipo B1: 30% de recirculagio no interior da cabine; 70% de exaustao pelo filtro
HEPA, plenum de configuracao separada, deve ser exaurido para o exterior.
Tipo B2: 100% de exaustdo por meio de filtro HEPA para o exterior sem
recirculagdo de ar, ou seja, 100% de ar insuflado mais o ar admitido pela
abertura frontal é exaurido para o ambiente externo, passando por filtro
HEPA. E recomendada para trabalhos em tenham agentes bioldgicos de risco
moderado, e também para manipulagdes que emanem gases e vapores, como
quimioterapicos (citostaticos). O operador deve utilizar equipamento de
protecdo individual (EPI), segundo a norma regulamentadora do Ministério
do Trabalho NR 32:2005.

Tipo B3: 70% de recirculagdo no interior da cabine; 30% de exaustdo por
meio do filtro HEPA; deve ser exaurido para o exterior.

Classe Il

Empregada em aplicagoes especiais.

100% de exaustdo por meio de filtro HEPA para o exterior.

E conhecida como barreira total.

Nesse equipamento hermeticamente fechado, o operador nao tem contato
direto com o produto.

Apresenta um sistema de filtragem de insuflamento composto por dois estagios
de filtragem com filtros HEPA; na exaustao, pode ter também dois estdgios
de filtros HEPA ou um estagio de filtro HEPA e um incinerador.
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Essas prote¢des sao garantidas pela recirculagao do ar dentro dos equipamen-
tos e todo ar que sai é filtrado por meio de filtros absolutos (HEPA), com efi-
ciéncia minima de 99,97% para particulas de 0,3 microns.

Ha nesses equipamentos duas velocidades do ar: downflow e inflow:

« Downflow: velocidade do ar que passa pelo filtro absoluto de insuflamento e
desce paralela e uniformemente até a mesa de trabalho. Essa velocidade nao
¢ determinada ou controlada por norma, mas, sim, pelo fabricante.

« Inflow: determinada vazao de ar em m>/h que entra por uma grade frontal
(perfuragdes na mesa de trabalho). Ao entrar por essa abertura, é direcionada
por baixo da mesa de trabalho, seguindo por um plenum na parte posterior
do equipamento, juntando-se com a vazdo de ar interna (downflow); ambas
passam novamente pelo ventilador, que forga o ar a passar pelos filtros ab-
solutos de insuflamento e exaustao.

PONTO DE AJUSTE (SET-UP) DAS CABINES DE

SEGURANCA

A NSF49 especifica a velocidade de face minima que deve ser ajustada nos va-
rios tipos de cabines, mas nao especifica a velocidade média minima no plano
definido pela borda inferior do visor frontal. Essa norma define o critério de
avaliacdo da uniformidade do fluxo de ar neste plano, ou seja, qual a tolerancia
aceitdvel na leitura de velocidades.

Essa velocidade nao é determinada pela NSF49, pois pode variar de acordo
com a forma construtiva de cada modelo sem, no entanto, alterar o desempe-
nho adequado das cabines.

Os fabricantes executam ensaios em cada modelo de cabine de seguranga
bioldgica que produzem e especificam o “ponto de ajuste” ou set-up. Veloci-
dade média do fluxo descendente (downflow velocity) tem de ser definida pelo
fabricante, que conhece o “ponto 6timo” de ajuste de suas cabines. Assim, os
fabricantes ensaiam seus produtos, alterando as vazoes de insuflagdo e de face
até encontrarem o ponto de ajuste.

INFLUENCIA DA INSTALACAO NO DESEMPENHO DAS
CABINES DE SEGURANCA

As especificagdes dos equipamentos, ao sairem da producio na fabrica, podem
ser significativamente alteradas em campo, caso existam restricdes ou interfe-
réncias ao escoamento do ar.
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Em cabines de seguranca bioldgica classe II tipo A, com retorno de ar para o
ambiente, a distancia entre a parte superior do gabinete da cabine e o forro nao
deve ser menor que 255 mm, pois havera prejuizo a uniformidade do fluxo de ar.

A localizagdo e o dimensionamento inadequado das bocas de insuflacao
de ar do sistema de ar condicionado do laboratério podem gerar regiées com
velocidades altas que, em contato com a cabine, alteram o seu desempenho.

Correntes de ar que advém de aberturas de janelas e portas sdo causas pro-
vaveis de problemas, pois podem ter velocidades superiores a 1 m/s.

Como regra geral, estima-se que ndo ¢ adequada a ocorréncia de correntes
de ar com velocidades que excedam a velocidade de face da cabine. E imperati-
vo, entdo, que todas as fontes de fluxo de ar do laboratdrio sejam consideradas
antes da instalagdo de uma cabine de seguranca bioldgica, assim como o fluxo
de pessoas e de materiais também deve ser verificado.

Recomenda-se que a instalacao das cabines seja estaciondria, ou seja, uma
vez posicionada e certificada, ela ndo deve ser deslocada. Dessa forma, é impor-
tante reservar espaco atras e dos lados da cabine para dar acesso aos servigos
de limpeza, manutengéo e certificagio.

CERTI FICAgAO DE CABINES DE SEGURANCA
Na certificagdo de cabines de seguranca, a norma NSF49 especifica detalhada-
mente os testes recomendados.

+ Ensaio da velocidade do fluxo de ar downflow: verifica a velocidade de in-
suflamento de ar apds o filtro HEPA para a area de trabalho. O valor da
velocidade média nao é determinado pela norma; sio determinados apenas
a variacdo e o desvio-padrio.

+ Calculo da velocidade do fluxo de ar inflow: verifica a velocidade de entrada
de ar pela abertura frontal. Para as cabines classe II tipo Al, a velocidade
de inflow deve ser de no minimo 0,38 m/s, para as cabines tipo A2 e B2 a
velocidade de inflow deve ser de no minimo 0,5 m/s.

« Ensaio de fumaga: verifica o “caminho” do ar dentro da area de trabalho e da
area externa ao equipamento. Esse ensaio ¢ utilizado para visualizar que todo
o ar insuflado para a area de trabalho é recirculado/exaurido sem nenhuma
fuga para 0 ambiente. E utilizado também para garantir que o ar externo ndo
entre na area de trabalho; mostra que todo o ar admitido na cabine passa por
baixo da mesa de trabalho e é recirculado/exaurido.

+ Ensaio de integridade: verifica a integridade do equipamento e do filtro HEPA.
E fundamental, pois é o tnico teste que realmente desafia o equipamento.
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« Ensaio do nivel de ruido: verifica o nivel de ruido do equipamento, que deve
ser igual ou inferior a 70 Dba, desde que o nivel de ruido do ambiente seja
menor que 57 Dba.

+ Ensaio de luminosidade: verifica a intensidade de luz da area de trabalho,
que deve ser de no minimo 480 lux.

+ Nota: a norma néo exige o ensaio de contagem de particulas, porém, por uma
caracteristica tipicamente brasileira, em toda certificagdo de uma cabina de
seguranga ¢ feito o ensaio.

De acordo com a NSF-49, todo equipamento de seguranca bioldgica deve ser
certificado pelo menos uma vez ao ano, ou quando o filtro HEPA for substi-
tuido e sempre que for movimentado. O fator determinante para defini¢do da
periodicidade da certificagdo depende do quanto é critico o trabalho realizado
no equipamento, por isso o gestor do laboratério de microbiologia pode defi-
nir periodos menores para que essa certificagio ocorra.

PLANO DE MANUTENGCAO PREVENTIVA DAS CABINES DE
SEGURANCA
Tarefas executadas pela equipe técnica do laboratério
« Manutengéo didria:
« Limpeza da cabine com dgua estéril e solucao detergente antibacteriana
em compressa estéril, seguida da desinfecgdo com alcool 70%.
« Descontaminagdo: recomenda-se seguir a técnica de limpeza diaria acres-
cida de um agente esporicida.
« Verificagdo das lampadas ultravioleta.
« Verificacio dos filtros.
» Manuteng¢do mensal:
« Limpeza da lampada ultravioleta com pano umedecido com solu¢ao bac-
tericida.
+ Registro do consumo e da utilizagdo da lampada ultravioleta.

Tarefas executadas por empresa terceirizada devidamente habilitada
« Manutengdo semestral:

« Contagem eletronica de particulas.

+ Medigao e ajuste da velocidade do fluxo de ar.

« Verificar o caminho do ar dentro da drea de trabalho.

« Medir o indice de saturagdo dos filtros absolutos.

« Revisdo do(s) selo(s) de vedacio.
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« Verificagdo do sistema eletromecanico.
» Medicao da(s) corrente(s) elétrica(s) do(s) motor(es).
« Revisido do(s) manémetro(s).
« Verificar o nivel de ruido do equipamento.
« Verificar a intensidade de luz da 4rea de trabalho.
« Verificar a integridade do filtro HEPA.
+ Verificar a integridade do equipamento.
« Manutengéo anual:
« Efetuar a troca de filtros.
+ Certificagao da cabine de seguranca.
+ Cuidados com as estufas:
« Condigdes de aceita¢do para uso do equipamento devem ser definidas
pelo responsavel.

PLANO DE MANUTENGCAO PREVENTIVA DAS ESTUFAS
DE CO,
Tarefas executadas pela equipe técnica do laboratério
» Manutencgéo didria:
+ Verificagdo do mandmetro do cilindro de CO,.
« Verificagao do nivel de CO, no cilindro.
« Na data de troca do cilindro de Co,, verificar os ajustes efetuados nos
manometros pelo técnico especializado.
« Verificagdo de vazamentos de gas.
+ Verificagdo de sensores de nivel de CO,.
« Verificagdo das luzes e sinais sonoros de alarme.
« Controle de temperatura e umidade: 2 vezes/dia.
« Verificagdo da chave liga/desliga.

PLANO DE MANUTENGCAO PREVENTIVA DOS OUTROS

TIPOS DE ESTUFAS

« Verifica¢do do painel de controle eletronico de temperatura.

« Verificacdo do termostato.

« Verificacdo do alarme: sinal sonoro ou luminoso.

+ Controle de temperatura: medida de temperatura 2 vezes/dia, caso nao haja
registros continuos automaticos.

« Verificar chave liga/desliga.
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« Manutengdo semanal:
+ Limpeza interna: limpar com esponja ou pano umido com agua e detergente
neutro, seguindo-se de higienizagdo com alcool 70%.
+ Limpeza externa: limpar com esponja ou pano umido e detergente neutro.

Tarefas executadas por empresa terceirizada devidamente habilitada
« Manutengdo semestral:

« Verificacdo das borrachas de vedacéo.

+ Inspegdo e testes com painel de controle eletronico.

« Verificagao do termostato.

« Verificacdo da lampada piloto.

« Verificagao dos sensores de temperatura.

« Verificagdo da resisténcia.

« Verificacdo das condi¢oes da tomada e do conector.
» Manutencido anual:

« Verificagio eletroeletronica.

+ Troca de lampadas.

» Troca de borrachas de vedagao.

« Calibragdo de termdmetros.

GESTAO DA AUTOMACAO EM MICROBIOLOGIA

Desde a década de 1960, a automag¢ao vem sendo aplicada no laboratério de
microbiologia clinica. A automagao tem contribuido para a detec¢ao dos agentes,
sua identificagdo, testes de sensibilidade, detec¢ao de positividade em hemo-
culturas, triagem para urinas com patégenos potenciais e avaliagdo do nivel de
agentes antimicrobianos em fluidos corpéreos.

A automagao tem permitido realizar diagndsticos com maior eficiéncia que os
testes microbioldgicos manuais, trazendo também mais sensibilidade e especifici-
dade. Isso sem enumerar o diagndstico molecular com as modernas técnicas de
sequenciamento, que tém contribuido na investigacdo de resisténcia bacteriana.

Recentemente, o uso da espectrometria de massas (Matrix-assisted laser de-
sorption/ionization time-of-flight - MALDI-TOF) na identificagdo de organismos
esta entre as mais modernas aplicagdes na microbiologia clinica.

Os desafios para a gestdo dessas novas tecnologias é grande. A comegar
pela preparacdo de mao de obra para utiliza-las e realizar sua manutengao
adequadamente. Ocorreram também mudangas na velocidade de emissao dos
laudos e no contetdo dos relatérios contendo resultados. A etapa de instalagdo
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requer diferentes especialistas trabalhando conjuntamente para proporcionar
as condicbes de infraestrutura requeridas para o bom funcionamento dessas
tecnologias inovadoras.

O processo de validacdo desses equipamentos precisa ser cuidadoso. Os
protocolos de aplicagdes devem ser metodicamente delineados, documentados
e comunicados a todos os operadores e supervisores do laboratério.

O abastecimento e armazenamento de padrdes, insumos, descartaveis, ga-
ses e controles requerem um planejamento diligente, por causa dos requisitos
alfandegarios existentes e do tipo de material a ser utilizado.

O estabelecimento de contratos de manuten¢des com fornecedores especia-
lizados amplia a seguran¢a do bom funcionamento. As listas de verificagdes
para manutengdes periodicas devem obedecer as instrugdes dos fabricantes,
tanto em atividades quanto na sua periodicidade. Os cuidados com pegas de
reposi¢ao periodica devem ser redobrados pelo gestor. Tudo isso se completa
pelo monitoramento e pela andlise do desempenho no dia a dia.

DISPOSICAO FINAL DOS EQUIPAMENTOS

A desativagao de um equipamento requer alguns cuidados prévios a sua dispo-
si¢ao final, como: destinagdo da sua documentagéo; elaboragdo de um plano de
descontaminagao (p.ex., quimica, bioldgica, radia¢ao); remogao de informacgoes
confidenciais, transferindo-as para uma midia alternativa; e cuidados com as
instalagdes e 0 meio ambiente. Um equipamento que foi disponibilizado pode
seguir algumas alternativas:

« Substitui¢do por outro modelo mais atual ou troca da tecnologia.

« Armazenamento para uso posterior ou visando a fornecer pegas de reposi¢ao
para outro similar ainda ativo.

+ Venda.

« Doagdo a outro servi¢o, mediante entrega de certificado descrevendo as
condig¢des do equipamento.

+ Entrega ao fabricante como parte do pagamento pela aquisi¢do de um mo-
delo mais atual.

« Destruicdo e sucateamento.

A disposi¢ao final dos equipamentos deve seguir a politica definida pela institui¢ao,

cumprindo-se os requisitos legais. O gestor do laboratério de microbiologia é
o responsavel por cumprir as diretrizes institucionais em sua esfera de atuagao.
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MONITORAMENTO E INDICADORES DE DESEMPENHO

Uma das fung¢des do gestor é monitorar o desempenho do processo sob a sua
responsabilidade. Ao planejar o futuro da gestao de equipamentos no laboratério
de microbiologia, os responsaveis delineiam os objetivos, os quais sdo desdo-
brados em metas e a cada uma delas corresponde pelo menos um indicador de
desempenho, visando-se a uma administragdo pautada em fatos comprovados
de maneira objetiva.

Para tanto, ha exigéncia de registros corretos e atualizados das atividades
realizadas, efetuados por equipe interna ou externa ao laboratério, o que produz
seguranca na informagao compilada.

Um monitoramento adequado desse processo de medi¢oes é parametrizado
detalhadamente: com dados de como se calcula o indicador, qual é a base de
dados de consulta, quem responde pelas informagoes desse indicador, frequéncia
de monitoramento, por que esse calculo é realizado, como é divulgado, quem
analisa esses resultados e para quem se entrega a analise.

Na gestao de equipamentos ha alguns indices ja consolidados na pratica opera-
cional, entre eles destacam-se: tempo médio entre falhas (MTBF), tempo médio
para reparos (MTTR), produ¢do média entre falhas, percentual de disponibilidade,
monitoramento do nimero de manuteng¢des corretivas efetuadas no periodo,
percentual de pendéncias relativas & manutencio no periodo, taxa de cumpri-
mento das ordens de servico, custos envolvidos com manutencdes, valor da hora
técnica comparada entre diferentes oficinas, produtividade da méao de obra direta,
percentual de tempo gasto com atividades de manutenc¢ao preventiva pela equipe
técnica do laboratorio, custos com estoque de pegas e materiais para manutengao.

Para que essa analise fique completa, aplica-se a técnica de referenciagdo ou
benchmarking, em que os resultados do laboratério sdo comparados com seus
pares. Se, na comparagdo, os dados do seu laboratdrio estiverem piores que os
resultados observados por servigos considerados como referéncia, novo ciclo
do PDCA (Plan - Do - Check - Act) deve ser desencadeado em busca de me-
lhoria continua.

CONSIDERACOES FINAIS
Este capitulo envolve diferentes aspectos da gestao de equipamentos no labo-
ratério de microbiologia, desde a sele¢ao de uma nova tecnologia até a dispo-
si¢do final de um equipamento obsoleto ou sem condicdes de uso.

Nesse ciclo de vida do equipamento, foram considerados: planejamento, ca-
pacitagao das pessoas envolvidas com as tecnologias em utilizagdo, qualificagdo
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de fornecedores, importancia das validagdes de nova tecnologia ou metodologia,
manutengao correta, aspectos metrolégicos relevantes, harmonizagéo entre
sistemas analiticos similares, controle operacional cuidadoso, documentagéo,
cuidados com a sustentabilidade e monitoramento por meio de indicadores
especificos.

Para algumas familias de equipamentos empregados no laboratério de mi-
crobiologia, sdo fornecidos roteiros de cuidados especiais a fim de os manter
em boas condi¢des e ampliar a sua vida média util.

Um laboratério de microbiologia de exceléncia congrega as boas praticas de
laboratério clinico com gestao adequada. Sendo o parque tecnologico um dos
fulcros dos servigos laboratoriais, nao se pode relegar sua administragao a se-
gundo plano. O bom gerenciamento dos equipamentos propicia produgao com
maior confiabilidade, niveis de produtividade planejados e efetividade nas agdes.
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14. Indicadores de qualidade em microbiologia clinica

INTRODUGCAO

O desenvolvimento tecnoldgico proporcionou grande destaque nas questoes
da qualidade no ultimo século. Com a Revolugdo Industrial, iniciada nos anos
1920, surgiu a inspegdo, que tinha a finalidade de avaliar o produto final e se-
parar aqueles que apresentavam defeitos, evitando, assim, sua comercializagao.
A inspecao constituiu-se, portanto, na primeira fase de evolu¢ao da qualidade
e a criagdo do departamento de engenharia de produ¢ao nas industrias. Ferra-
mentas estatisticas, com o propdsito de medir, avaliar e controlar a qualidade,
sdo usados com essa finalidade. Em 1931, W. Shewart publicou Economic control
of quality manufactureted product, embasando esses conceitos cientificamente.
Surgiu, em seguida, a preocupagdo com a qualidade em todos os processos de
produgcéo, admitindo-se que o grau de variabilidade da produgao em relagao a
matérias-primas, maquinas utilizadas e operador teria importancia capital na
qualidade do produto fabricado. Tem-se, entdo, o inicio do controle estatistico
do processo por amostragem, com técnicas que estabeleciam o limite de varia-
¢do aceitavel durante todo o processo, nao se restringindo apenas ao produto
final. Nos anos 1940, o controle da qualidade tornou-se disciplina académica
nos cursos de engenharia.

Em 1950, W. Eduards Deming criou um novo conceito no gerenciamento
em qualidade, denominado ciclo do PDCA, cujas iniciais em inglés significam:
planejar, fazer, controlar e agir corretivamente. Em seguida, Joseph M. Juran
publicou a obra Quality Control Handbook e, em seu conteudo, aborda os custos
da qualidade, de modo que os termos “custo da ndo qualidade” e “retrabalho”
sao abordados. Em 1956, A. Feigenbaum prop6s o conceito de qualidade total,
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preconizando que a qualidade do produto ¢ de toda a organizagdo, e ndo se
restringe somente ao departamento de controle de qualidade. Deming, em dois
dos seus conhecidos 14 pontos do gerenciamento com qualidade, sugeriu criar
uma constancia de propdsitos na busca do aperfeicoamento de bens e servicos,
uma vez que oferecer bens e servigos com qualidade é uma obrigacao daquele
que o produz, para atender as necessidades dos usuarios, ja que estamos em uma
nova era econdmica e o mundo ocidental deve despertar para esses desafios e
aprender suas responsabilidades para adotar atitudes que liderem as mudan-
cas. Por sua vez, os compradores de bens ou servi¢os requerem, de maneira
cada vez mais exigente, o melhor desempenho dos produtos que adquirem ou
utilizam. A produgao de produtos e servicos com qualidade é uma obrigagao
daquele que fabrica ou presta servi¢os para com seus usuarios, de modo que um
nimero maior de clientes tenha acesso a bens e servicos que possam satisfazer
suas necessidades.

Tem-se observado, desde entdo, um significativo nimero de organizagdes
produzindo importantes movimentos para promover o desenvolvimento das
empresas nos modelos de organizagdo gerencial e padronizagao de seus proces-
sos. Entre essas organizagdes, a International Organization for Standardization
(ISO) tem se destacado como uma das mais importantes, tendo adquirido
relevado reconhecimento mundial e cada vez é maior o nimero de empresas
que se organizam, desenvolvem e certificam seus programas da qualidade
com base nos padroes ISO. No Brasil, as boas praticas de laboratdrios clinicos
(BPLC) sao o conjunto mais importante de normas brasileiras que definem
a padronizagao dos processos no laboratorio clinico, além da RDC 302, que
trouxe importantes contribui¢des para a normatizacido dos procedimentos nos
laboratérios clinicos do Brasil.

Sociedades de especialidades também tém contribuido para o crescimento
das agdes nos laboratdrios, estimulando praticas para a garantia da qualidade
dentro de critérios que atendam a ISO 15183. A Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica tem implementado esfor¢os desde 1998 com o Programa de Acreditagdo
de Laboratérios Clinicos (PALC), com o proposito de estimular as boas praticas
dentro da patologia clinica nos laboratérios. A norma PALC, na versao 2010,
incluiu itens relacionados a gestdo de riscos e a seguranga dos pacientes, que teve
grande impulso em 2001 nos Estados Unidos com a publicagao do documento

“Errar é Humano”, que faz um alerta para o carater epidémico dos eventos adver-
sos observados no setor de saude. As boas praticas auxiliam na prevenc¢ao dos
erros, no entanto, é necessario medi-los e, a partir dessas medidas, estabelecer
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as agoes corretivas necessarias. Dessa maneira, é importante a introdugdo dos
indicadores da qualidade em todas as fases do processo analitico.

INDICADORES DA QUALIDADE

A quantificagdo das falhas nos diferentes processos laboratoriais com o objetivo de

implantagao e implementacao de medidas corretivas somente pode ser realizada

por meio da andlise e do acompanhamento de indicadores nos diferentes pro-
cessos do laboratorio. Esse processo é realizado visando-se a melhoria continua.

Uma adequada gestao desses indicadores exige a implantagao de ferramentas
para que se possa medir, acompanhar e corrigir as falhas no processo, garantindo,
dessa forma, a eficacia desse processo no laboratério, seja na fase pré-analitica,
analitica ou pos-analitica.

Os indicadores permitem comparagdes internas e externas com outros servigos
por meio da pratica de benchmarking, o que também é possivel pela participagdo
no Programa de Indicadores da ControlLab, que possibilita, pela analise dos
dados, comparagoes dos resultados dos processos com outros servigos com as
mesmas caracteristicas.

A normativa internacional para acreditagdo de laboratorios clinicos - ISO
15189:2012 - sugere que os indicadores da qualidade podem mensurar a quali-
dade dos processos operacionais e quanto os laboratdrios atendem aos requisitos
dos usuarios. Ela recomenda o monitoramento periddico, sobretudo no que se
refere aos aspectos criticos do processo laboratorial. A utiliza¢ao de indicado-
res pode ajudar no julgamento, na defini¢ao das prioridades e na avaliagdo da
efetividade das intervengdes implantadas e possibilita também comparagoes de
desempenho entre diferentes prestadores de servigos de saude.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Satde (ANS) esta trabalhando para definir
indicadores que possam orientar os usudrios do sistema de saude suplementar na
escolha dos prestadores de servigo. No setor de laboratorio, no entanto, existem
ainda diferencas, ndo havendo orientacéo formalizada quanto a sua utilizagdo e
nem em relagdo a uma terminologia comum, forma de medidas, unidades, etc.

Conhecem-se varias iniciativas com o objetivo de se obter uma harmonizagao
e padronizagdo das praticas e dos métodos em medicina sem, no entanto, haver
ainda um consenso universal sobre os indicadores na area da medicina laboratorial.

A “padronizagdo” refere-se a conformidade com um padrio preestabelecido
e aceito. A “harmonizac¢do’, por sua vez, é resultado de um acordo consensual
que se estabelece na falta desse padrao. Ele representa uma maneira de conver-
sao de resultados, de modo que possam ser utilizados de forma intercambiavel.
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Em outubro de 2013, um grupo de profissionais de laboratério, sob a lideranca
de Mario Plebani, realizou em Padova, Itdlia, uma conferéncia de consenso sobre
indicadores de qualidade que reuniu profissionais de diversos paises, incluindo
o Brasil, com a finalidade de harmonizar os indicadores aplicaveis na drea de
medicina laboratorial. O trabalho, ainda nao totalmente concluido, destacou
alguns pontos importantes:

+ Foco no paciente com o propésito de promover qualidade e seguranca.

+ Consisténcia com a defini¢ao de erro laboratorial, segundo a ISO 22367:2008,
e abrangéncia do processo laboratorial total (total testing process — TTP), desde
a solicitacdo do exame, identificacdo das amostras na fase pré-analitica, até a
comunica¢ao de resultados e sua correta interpretagio e utilizagao.

« Consisténcia com requisitos da norma internacional ISO 15189:2012.

Nessa reunido, definiram-se ainda os pré-requisitos importantes:

1. Importéncia e aplicabilidade para amplo espectro de laboratérios clinicos
em nivel internacional.

2. Base cientifica com foco em dreas de importéancia para andlises clinicas.

3. Definicido de metas de desempenho, baseada em evidéncias.

4. Utilizagdo oportuna e possivel como medida de melhoria continua.

Além de indicadores de processos operacionais, foram também discutidos os
indicadores de processos de suporte e de resultado.

Definiram-se, em um primeiro momento, 34 indicadores pré-analiticos, 7
indicadores analiticos e 13 pds-analiticos.

INDICADORES DA QUALIDADE EM MICROBIOLOGIA
CLiNICA

O item 2 — Gestao do Sistema da Qualidade da Norma PALC, subitem 2.4,
estabelece que

a Dire¢do do Laboratdrio ou seu responsavel técnico deve definir e im-
plementar indicadores para avaliar e monitorar sistematicamente a con-
tribuicdo do laboratério para a qualidade global da assisténcia médica,
quando aplicavel, e referentes a aspectos criticos para a qualidade dos
servicos laboratoriais prestados em todas as suas fases.
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Os indicadores sio medidas para avaliar o controle de processos e sistemas,
servigos ou produtos com o propdsito de se conhecer se atendem um desempe-
nho esperado ou meta estabelecida para aqueles indicadores e, quando possivel,
comparar por meio da prética de benchmarking com processos semelhantes de

outras instituicdes. As principais caracteristicas de um indicador devem ser:

» Representatividade: representar o processo e demonstra-lo de forma clara.
+ Simplicidade: deve ser de facil obtencéo e ter baixo custo.

« Disponibilidade: além do seu acesso facil, deve também estar disponivel a tempo.
+ Estabilidade: permitir a analise histérica e sua evolugao.

+ Rastreabilidade: ser possivel verificar a origem dos dados que o gerou.
 Adaptabilidade: ter capacidade de respostas as mudangas.

Desse modo, um indicador deve conter nome, periodo de coleta dos dados,
periodicidade, metodologia dos célculos de sua apura¢ao, unidade de medida,
forma de interpretagao e intervengdes necessarias na busca da melhoria.

Os indicadores podem ser classificados em estratégicos, de eficiéncia (pro-
dutividade), qualidade (eficacia), efetividade e capacidade. Também devem
satisfazer interesses das partes relacionadas (stakeholders) do negdcio, como
mostrado na Tabela 1.

Tabela1 Exemplos de partes relacionadas em um negécio (stakeholders) e os
respectivos interesses

Clientes Colaboradores  Acionistas Fornecedores Comunidade
Preco Higiene e Dividendos Parceria Preservagdo do
Qualidade seguranga Valorizagdo do  Aumento de meio ambiente
Variedade de Saldrios patriménio vendas Recolhimento
produtos Crescimento de impostos
Rapidez na pessoal e

entrega profissional

Cumprimento Respeito
de prazo de

entrega

Inovagdo de

produtos

Fonte: adaptada de Martins e Costa Neto, 1998.
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Na microbiologia clinica, podem-se ter indicadores nas trés fases do processo,
ou seja, pré-analitica, analitica e pds-analitica. Podem-se seguir exemplos ci-
tados por Galoro no livro Qualidade em Laboratério Clinico: 156 perguntas e
respostas adaptadas para este livro e transcritas na Tabela 2.

Tabela2 Exemplos de indicadores de processos nas fases pré-analitica, analitica e
pés-analitica em microbiologia

Fase do processo na microbiologia  Indicadores

Fase pré-analitica Recoleta
Erros na abertura de cadastro
Amostras solicitadas e ndo coletadas
Falhas na coleta do material microbioldgico

Problemas no transporte da amostra microbioldgica

Fase analitica Percentual de resultados inaceitveis no CIQ

Percentual de resultados inaceitdveis no AEQ

Fase pds-analitica Sucesso na comunicagdo de valores criticos
Percentual de resultados liberados no prazo
Intercorréncias na liberacdo de resultados
Exames liberados e nao solicitados
Exames solicitados e n3o liberados

Percentual de laudos retificados

ClQ: controle interno da qualidade; AEQ: avaliagdo externa da qualidade.

Fonte: adaptada de Galoro.

Outros indicadores, dependendo do servico e avaliagdo das necessidades, podem
ser incluidos, como contaminacdo de hemoculturas, indice de solicitacdo de
nova coleta, indice de rejeicdo de amostras, erros na informagao da amostra,
percentual de laudos corrigidos, percentual de laminas para bacterioscopia re-
visadas pds-cultura, entre outros. Deve-se lembrar, no entanto, que a boa gestao
de indicadores ndo determina um grande numero de indicadores. Eles devem
ser representativos do processo e, sobretudo, permitir a tomada de decisao.
Quanto a periodicidade, devem ser analisados em fun¢ao da criticidade dos
processos a que estdo relacionados, do desempenho atual e da necessidade
do laboratério de microbiologia na melhoria continua de seus processos. Essa
decisdo requer, portanto, andlise prévia para se conhecer o status quo e, poste-
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riormente, estabelecer os indicadores que serdo implantados e implementados
e a periodicidade da medida desses indicadores, que pode ser mensal, trimes-
tral, semestral ou anual, e estd vinculada a informagao obtida na andlise critica
inicial do processo na microbiologia.

O erro no laboratdrio clinico, segundo a ABNT AMN ISO/TS 22367:2009,
representa falha de uma agao planejada que niao se completou como foi proposta,
ou o uso de um plano incorreto para alcangar uma meta, que pode ocorrer em
qualquer parte do ciclo do laboratério, desde o pedido da andlise até o laudo de
resultados, sua interpretagdo e a reagdo aos erros. Assim, pode-se concluir que
os erros possiveis nas diversas fases do laboratério podem ser quantificados e
avaliados por meio de indicadores. Além disso, pode-se avaliar, por intermédio
dos resultados obtidos, a possibilidade dessas falhas de causar risco adverso ao
paciente. O item 17 — Gestdo dos Riscos e da Seguranga do Paciente, subitem
17.3, determina: “O Sistema de Gestdo da Qualidade do laboratério clinico
deve propiciar”:

a. A identificagao, a analise e a avaliagao dos perigos e riscos existentes, incluindo
aqueles que impactam na seguranga do paciente.

b. A monitoragdo da ocorréncia de erros, falhas, eventos adversos (incluindo
os do tipo near miss) e sentinela, acidente e incidente*.

c. A definicdo de acoes de contencdo e minimizacao dos riscos.

d. A monitoragdo dos erros, falhas, acidentes e eventos adversos por meio de
indicadores.

e. A avaliagao qualitativa ou quantitativa da efetividade da gestdo do risco.

Além disso, o sistema de gestdo da qualidade deve avaliar e categorizar os ris-
cos pela analise critica dos resultados com o uso de ferramentas que permi-
tam essas avaliagcdes, como as ferramentas Failure Reporting And Corrective
Acton System (FRACAS) e Failure Mode and Effects Analysis (FEMEA), por
exemplo. Caso deseje se aprofundar na gestao de riscos e na utilizagdo dessas
ferramentas, o leitor pode consultar a publicacao “Gestao da Fase Pré-analiti-
ca: Recomendagdes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica”

Implantar e implementar indicadores da qualidade no laboratério clinico
ainda é um grande desafio para os gestores, considerando-se a necessidade

Near miss é um termo usado na literatura internacional para designar o erro que ndo causa

dano, ou seja, o erro que efetivamente ocorreu, mas que ndo afetou negativamente o paciente.
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de ampliar conhecimentos nessa area, as defini¢des e harmonizagdo dos indi-
cadores e as metas a serem alcancadas, além da necessidade da implantacéo
da cultura na medi¢io de indicadores como uma ferramenta para a melhoria
continua na gestao dos processos no laboratério.
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A FIGURA ABAIXO CORRESPONDE A TABELA 8 DO
CAPITULO 2 - BIOSSEGURANCA NO FORMATO COLORIDO

Tabela 8 Resumo da classificacdo dos residuos que podem ser gerados no laboratério de

microbiologia segundo a RDC n. 306/2004

Grupo Simbologia Caracteristica Subgrupo Descri¢do resumida com foco na

A Presenca de A1
possiveis agentes
biolégicos que
podem apresentar

risco de infeccdo

microbiologia

Micro-organismos em culturas,
instrumentais utilizados para
transferéncia, inoculagio ou
mistura de culturas; produtos
utilizados na ateng¢do de pacientes;
sobras de material bioldgico
enviados ao laboratério para

andlise

A4

Sobras de amostras de
laboratério (fezes, urina e
secre¢des) de pacientes sem
agentes classe de risco 4; pecas
anatémicas (érgdos e tecidos) e
outros residuos provenientes de
procedimentos cirtirgicos ou de

confirmacgdo diagndstica

As

Orgios, tecidos, fluidos organicos,
materiais perfurocortantes ou
escarificantes e demais materiais
resultantes da atengdo a satde

de individuos, com suspeita ou
certeza de contaminagdo com

prions

Quimicos que
apresentam risco a

salide ou ao meio

ambiente

Produtos classificados como
corrosivos, téxicos inflamdveis e

reativos

(continua)
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Tabela 8 Resumo da classificagdo dos residuos que podem ser gerados no laboratério

de microbiologia segundo a RDC n. 306/2004 (continuagao)

Grupo Simbologia Caracteristica

C

Y
é

MATERIAL RADIOATIVO

Rejeitos radioativos

Descri¢do resumida com foco na microbiologia

Qualquer material resultante do uso
de radionucleotideos em quantidades
superiores aos limites previstos pelo CNEN

para reutilizagdo ou descarte comum

Ay

=t

Comum

Papel de sanitdrio, fraldas, absorventes
higiéncios, resto de alimentos de pacientes,
material utilizado na anti-sepsia; residuos
do administrativo; residuos da drea de
construgdo. Neste grupo est3o localizados
os materiais que podem ser reciclados

(vidro, papel, metal e pléstico)

Materiais

perfurocortantes

L4minas de barbear, agulhas, laminas de
bisturi, ampolas de vidro, lancetas, vidros de
laboratério quebrados, micropipetas entre

outros
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ajustar o tratamento reduzindo o risco de toxicidade e de resisténcia aos antibiéticos.
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esterilidade e promogao de crescimento com cepas ATCC, por 24/48 horas.

@ (21) 2501 0888 . (11) 3862 9008 plabor@plastlabor.com.br



O Microbiologics®

w O emblema ATCC® Licensed Derivative, a marca de palavra ATCC"

ATCC Licensed )" icensed Derivative e as marcas ATCC" do catdlogo sa0 marcas
~ . . . Derivative J - ragisiradas da ATOC". A MicroBioLogics Inc. ¢ icenciada para usar estas
e pa S pa r a 0 a | C rO I 0 O g I C S marcas registradas e vender produtos derivados de culturas ATCC”.

Preocupada com a piratariaa ATCC™ (American Type Culture Collection), langou o
programa ATCC™ Licensed Derivative Program™ para proteger o pdblico, a
indUstria, as organizagGes governamentais e académicas do mundo inteiro, que
usam materiais derivados daATCC ™.

Comprando materiais com 0 emblema ATCC™ Licensed Derivative ™, 0s clientes
podem confiar que as caracteristicas foram mantidas e verificadas. A Plast Labor é a
primeira distribuidora oficial no Brasil das cepas Microbiologics® derivadas
ATCC™. Ap6s um intenso treinamento junto a equipe da Microbiologics®,
estamos totalmente preparados para atender o mercado brasileiro.

@ (21) 2501 0888 . (11) 3862 9008 plabor@plastiabor.com.br
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Feopan

Sistema Multiuso de Coleta e Transporte Innovating Together™

E 0 Unico sistema multiuso de transporte baseado em liquido que mantém a
viabilidade das bactérias anaerdbias e aerdbicas por até 48 horas a temperatura
ambiente e em geladeira.

» Transporte baseado em liquido facilitaa automagao.

* Expande a capacidades de testes, vocé pode executar até 10 testes a partir
damesmaamostra, usando 1ulL de suspensao.

* Suaversatilidade permite que os laboratérios simplifiqguem sua coleta
e transporte de amostras para bacteriologia.

* Suportatodos os tipos de bactérias.

@ (21) 2501 0888 . (11) 3862 9008 plabor@plastlabor.com.br



e PR

Seopan

Innovating Together™

Uma revolugao no seu laboratorio

0 WASP® é o novo e revoluciondrio equipamento para automagio de diagnostico,
automaticamente semeia todos os tipos de amostras: swabs, urina, fezes, saliva, fluidos
corporais e caldos de pré-enriquecimento. Projetado para trabalhar 24h/dia processando
amostras simulando o fluxo de trabalho da rotina realizada pelo laboratdrio. Usa tecnologia
com componentes de ultima geragao, assegurando precisdo e confiabilidade.

* Enorme flexibilidade, diversos modos operacionais.

* Altataxa de transferéncia agregando rapidez ao laboratorio.

* Software Windows, touch screen e sistema de leitura e impressao em codigo de barras.
* Contém 9 carrosséis para 324 a 378 placas de meios de cultura.

» Capacidade de 60a 150 semeaduras de placas/hora (de acordo com tipo de semeadura).
» Elimina contaminagao cruzada.

@ (21) 2501 0888 . (11) 3862 9008 plabor@plastiabor.com.br



CARBAPENEMBAC
Metalo

PARA SER UTILIZADO COMO COMPLEMENTO A0 PRODUTO CARBAPENEMBAL.

SE A CEPA TIVER RESULTADDO POSITIVO, AS FITAS CARBAPENEMBALC METALD DEVEM
SER UTILIZADAS PARA DIAGNOSTICO DE METALOCARBAFPENEMASES,

As FITAS CARBAPENEMBAC METALDO DEVEM SER IMPREGHNADAS COM A SUSPENSAD
BACTERIANA FEITA NOS TUBHOS COM SOLUGAO ESPECIAL DE EDTA PROBAC.

MO cCASO DE BACTERIAS PRODUTORAS DE METALDCARBAFPENASES; A FITA
CARBAPENEMEBEALC DARA UM RESULTADD POSITIVO E A FITA CARBAPENEMEBEALC
METALD pARA UM RESULTADDO MEGATIVO.

SE A CARBAFPENMEMASE E DE UM TIFDO DIFERENTE DAS METALOCARBAPENASES, AS DUAS
FITAS MOSTRARAD UM RESULTADD POSITIVO.

C. freundii
" Metalocarbapenemase +

K. pneumoniae
"Carbapenemase KPC +

K. pneumoniag
Carbapenemase (-)

PROBAC DO BRASIL
— —

www.probac.com.br




CARBAPENEMBAC

O PRODUTO DESTINA-SE A IDENTIFIEAEI\D RAPIDA DE BACTERIAS PRODUTORAS DE
CARBAPEMEMASES. AS FITAS POSSUEM, EM SUA BDMF‘HEIEJ_\D, CARBAPEMEMICOS EM
EHNEENTHAI;JLI:I ADEQUADA PARA QUE AS ENZIMAS (CARBAPENMEMASES) PROVOQUEM A
HIDROLISE DESSES COMPOSTOS. 0 PRODUTO DA HIDROLISE E DETECTADO EM POUCOS
MINUTOS INDICANDDO QUE A CEFPA ESTUDADA PRODUZ CARBAPENEMASES.

PREFARAR O INOCULDO COM SUSPEMSAO 7 E 10 DA ESCaALA DE MCFARLAND.
AS BACTERIAS PRODUTORAS DE CARBAPEMEMASES TIPFO KPC E METALDO MANTERAD OS

RESULTADOS POSITIVOS, ENGUANTO AS CEPAS PRODUTORAS TIPO OXA DARAD
RESULTADO NEGATIVO COM O INOCULO MENOR.

McFarland >10 McFarland =7

KPCATCC1705 (+) - KPCATCC 1705 (+)

K. pneumn. oxa 48 (+) - - K. pneum. oxa 48 (-)

NDM K. pneum. (+) - - NDM K. pneum. (+)

C. freundii metalo (+) C. freundii metalo (+)

=z
-
—
=

K. pneum. ATCC (-) K. pneum. ATCC (-)

-
-
‘-
*
-

PROBAC DO BRASIL
— m—

www.probac.com.br




CARBAPENEMSELECTBAC

0O PRODUTO DESTINA-SE A IDENTII—'PEA?iﬂ RAPIDA DE PORTADOREESE DE BACTERIAS
PRODUTORAS DE CARBAPENEMASES, QUANDDO USADO COM O PRODUTO CARBAPENEMBAL.

COnNSISTE EM 10ML DE MEID LIQUIDD SELETIVO ENRIQUECIDD E DE UM LAMINOCULTIVO
ESPECIAL:

HRBAPENEMSELECTRM

Leesarear anive 15" B
Fit: 120812013
T ¥ ragey

PROBAC DO BRASIL

www. probac.com.br




Estufa Sistema Automatizado
Hemobac Trifasico®

NOVOS CONCEITOS E VANTAGENS!

MOvas BaMNDEJAS!!!]
= DESIGN TOTALMENTE MOVO

= SISTEMA AUTOMATIZADO DE
LEITURA

= NOVO SISTEMA DE FIXAI;EU Dos
FRASCOS

- FACIL REMOGAO E LIMPEZA

Novo PaiNMELIL!
= TELA TOUCH SCREEN 15"

- GERENCIAMENTO DE
RESULTADOS POR SOFTWARE

- FADIL VIZUALIZAGAO DE
PosITIviDADE

IPRDBAC DO BRASIL
=

WWwWw. probac.com.br



HemobacTrifasico®

Sistema Automatizado de Deteccao Bacteriana

NOWVA APREEENTAEAU
- SISTEMA DE ACOPLAGEM DO LAMINOCULTIVO SIMPLIFICADDO
= MAIOR FACILIDADE NA VIEUALIZAEEH DE POSITIVIDADE
-INDICADOR DE CO; NA TAMPA SUPERIOR

- NOVO SISTEMA DE ENCAIXE NA BANDEJA DA ESTUFA COM MAIOR
FACILIDADE DE MANIPULAGAD

- NOVO CALDO PARA BACTERIAS ANAEROBIAS ESTRITAS DISPENSA
0O USO DE GERADOR E ENVELOPE

PROBAC DO BRASIL

o PR
Qualidade reconhecida em microbiologia

www. probac.com.br
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Um sistema, multiplos testes

O cobas” 4800 System oferece flexibilidade com o mais avangado sistema de PCR em
tempo real disponivel atualmente.

Com um menu de testes sempre em expansdo que inclui: CT/NG, HPV, MRSA/SA*,
Cdiff*, HSV* 1 e 2 e oncologia em uma Unica plataforma.

Flexibilidade para testar MRSA/SA*, Cdiff* e HSV* 1 e 2 na mesma corrida, preparados
a partir de diferentes tubos primarios.

Extragdo da amostra e anélise dos resultados totalmente automatizados.

* Produto em fase de aprovagéo, consulte o representante local para saber sobre sua disponibilidade.

cobas® 4800 - cobas z 480 e cobas® 4800 - cobas x 480 - Reg. ANVISA: 10287410880.
cobas® 4800 CT/NG - Reg. ANVISA: 10287410896, 10287410887, 10287410900, 10287410912, 10287410901.
cobas® 4800 HPV - Reg. ANVISA: 10287410898, 10287410896, 10287410895,10287410894, 10287410887.

Roche Diagnéstica Brasil Ltda. ®
Av. Engenheiro Billings, 1.729, prédio 38 - Jaguaré - CEP 05321-900 - Séo Paulo/SP - Brasil C(O) a s
0800 77 20 295
www.roche.com.br .
Life needs answers

Junho/2014
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UF-1000/

Introducédo

Trata-se de um analisador automatizado para grandes rotinas (= 100
amostras/dia) de urindlise. O analisador Sysmex UF-1000/ é aplicado na
analise de sedimentos na urina.

0 uso do UF-1000; elimina os principais fatores que interferem
sedimentoscopia, como:

+ Centrifugacéo das urinas

» Subjetividade da leitura

» Diferentes concentragdes de amostras

 Erros de identificacéo e liberagdo do resultado

Canal de bactérias

O UF-1000/ possui um canal especifico para a contagem de bactérias com
alta sensibilidade que se correlaciona com contagens de bactérias em cultura
a partir de resultado de 10° ou 10° UFC/mL:

+ triagem de uroculturas

* integragdo da urinélise com a microbiologia

Diferenciais

+ Carregamento continuo, reduzindo o tempo de rotina

» Uso da mesma rack (5 posi¢des) do analisador Urisys 2400 (fisico-quimica
da urina) da Roche

» Exclui a necessidade de centrifugacdo da amostra

+ Identificagdo das amostras por leitor de c6digo de barra

» Homogeneizagdo automatica das amostras

* Prioridade para amostras urgentes

» Emisséo de alarmes para amostras patoldgicas

Roche Diagnéstica Brasil Ltda.
Avenida Engenheiro Billings, 1729, prédio 38

Exemplos de Deteccéo
de Bactérias

Bacillus/E.coli

Forward Scatter

Fluorescent

Coccus/S.aureus

Forward Scatter

Fluorescent

Séo Paulo, SP, 05321-010 - Brasil URINE CELL ANALYSER UF-1000i - Reg. ANVISA 80015490029
www.roche.com ©2014 Roche Julho/2014
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LightMix™ Kits

Simplifique o seu dia a dia com ensaios de PCR em tempo real
prontos para o uso, para os equipamentos LightCycler® e cobas z 480.

Os LightMix” kits*, desenvolvidos para os sistemas LightCycler® e cobas z 480, sd0 ensaios prontos para o uso,
contendo sondas de hibridizagéo, iniciadores, controle positivo e instru¢des de uso.

Infecc¢oes do trato urogenital Transplante de 6rgdos

Chikungunya Virus Mycoplasma hominis Human Herpesvirus 6
Dengue Mycoplasma genitalium Human Herpesvirus 8
RVFV Ureaplasma urealyticum Polyomaviruses JC and BK

West Nile Virus

Oncologia e hematologia

AML1-ETO Alkhurma Virus
Influenza A M2 BCR-ABL Bacillus anthracis
Influenza A H5 HER2/neu Borrelia spp.
Influenza A N1 inv 16 Brucella genus
Influenza A H5N1 JAK2 exon 12 Coxiella burnetii
Influenza B Tamiflu resistance MTHFR A1298C Francisefla tularensis
Influenza A Virus Listeria monocytogenes
Adenovirus - N Toxoplasma gondii
Metapneumovirus (MPV)
Parainfluenza Virus 1,2,3 ApoB-100 R3500Q
Bordetella pertussis/parapertussis ApoE C112R R158C
Chlamydia pneumoniae eNOS E298D
Legionelfa pneumophila (MIP) Factor XlII

eqgioneiia pneurmop d -6 /)

Legionella spp. MTHFR C677T

Mlycoplasma pneumoniae PAI-1
Pneumocystis jirovecii VKORC1
Respiratory Syncitial Virus (RSV) CYP2C9*2*3

- v é
Roche Diagndstica Brasil Ltda.

Av. Engenheiro Billings, 1.729, prédio 38 - Jaguaré - CEP 05321-900 - Sdo Paulo/SP - Brasil
0800 77 20 295 - www.roche.com.br

Para uso em ciéncias da vida. Ndo recomendado para o diagnéstico in vitro.
*Os LightMix® kits séo produzidos pela TIB MOLBIOL e distribuidos com exclusividade pela Roche, no Brasil: Ligh ':y: | e l—.®

cobas z 480 - Reg. ANVISA 10287410880; LightCycler 2.0 Instrument (cat. no. 03531414001) - Registro ANVISA n® 1028



MOLBIOL

LightMix" Modular Assays

Produzido por TIB MOLBIOL

Detec¢do Multiplex de Patégenos.
Simples e fdcil. Para vocé.

Um conceito simples. Trés grandes beneficios.

Facil de usar

Selecione a partir de diversas op¢des de ensaios
individuais para a detecgdo de patégenos prontos

\'!,_ para o uso.

’ Design modular

Monte painéis customizados, especificos para suas
necessidades.

Deteccéo simultanea

Aumente a capacidade e otimize seu fluxo de
trabalho com ensaios multiplex contendo até 5 alvos
diferentes e um controle em um tinico tubo.

Simplifique!
Elimine a complexa etapa de otimizagdo.

Selecione um painel. Escolha entre mais de 30 alvos™.
Os LightMix” Modular Assays séo otimizados para os equipamentos de PCR em tempo real, reagentes e
controles da Roche, garantindo a vocé um fluxo de trabalho eficiente e completo.

Parasitas Bactérias Virus Carbapene- EHEC Respiratérios Recém Bactéria ndo
(em breve) mase -nascidos | cultivavel

Influenza A Modular

Giardia Aeromonas Norovirus GG1 STX1-EHEC H7 (H7N9) TREC T whipplei
Dientamoeba Yersinia Norovirus GG2 NDM1 STX2-EHEC Influenza A Mlgggg r
Cryptosporidium  Campylobacter Adenovirus F OXA-48 EAE-EHEC Influenza B
Blastocystis Shigella Rotavirus GES MERS - CoV Orfla
Entamoeba Salmonelia Enterovirus IMP MERS - CoV upE
Entamoeba . .
histolytica Plesiomonas Astrovirus IMp (R6G)
VIM
Roche Diagnéstica Brasil Ltda. VIM *As cores indicam o canal de leitura do ensaio,
Av. Engenheiro Billings, 1.729, prédio 38 - Jaguaré permitindo o multiplex.
CEP 05321-900 - S&o Paulo/SP - Brasil T .
0800 77 20 295 Para uso em ciéncias da vida.

www.roche.com.br Né&o recomendado para o diagnéstico in vitro.



MagNA Pure Systems

Extracdo automatizada de dcidos nucleicos

sob medida para vocé

Tecnologia baseada em beads magnéticas

Qualidade

« Acidos nucleicos com elevado grau de pureza
para quaisquer aplicagoes, a partir de grande
variedade de tipos de amostras

Eficiéncia
* Automagao walk-away, processa até 8

amostras em até 45 minutos
* Software intuitivo e interface touch-screen

Seguranca

* Filtro HEPA integrado e lampada de UV,
minimizam o risco de contaminagdes cruzadas

Roche Diagnostica Brasil Ltda.
Av. Engenheiro Billings, 1.729, prédio 38 - Jaguaré - CEP 05321-90C
0800 77 20 295

www.roche.com.br

(| \
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Rapidez
« Até 32 amostras em menos de 60 minutos
* Automagao “true walk away”

Conveniéncia

* Permite a programagdo de protocolos pds-
isolamento, como a pipetagem de amostras e
reagentes na placa de PCR em tempo real

Confianca
« Fdcil rastreamento de amostras
* Lampada de UV integrada

MagN\iI\ Pure




atologia Clinica, .

x\ec?lcﬁ\a Laboratorial —
. . - , , SOCIEDADE
€ a especialidade medica que atua na area de laborato- BRASILEIRA DE

rios clinicos. Os exames mais frequentes sao realizados PATOLOGIA
em sangue, urina, fezes e outros liquidos bioldgicos. c L'
INICA

O Patologista Clinico é o médico especialista em Medici-

na Laboratorial, que obteve sua titulacao através de MEDICINA
: S . LABORATORIAL

atendimento a critérios técnicos estabelecidos pela So-

ciedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Labo-

ratorial (SBPC/ML).

A Sociedade e seus associados

A Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica /Medicina Laboratorial € uma
sociedade de especialidade médica
fundada em 1944.
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Pessoa Fisica

Nosso Propoésito

Propiciar ao associado o interrelacionamento e desen-
volvimento cientifico e profissional, acesso a atualiza-
cao cientifica e técnica e a assuntos relacionados ao
mercado, gerando e divulgando informacdes, através
de publicacoes e eventos.

Oferecer meios para o desenvolvimento empresarial e
de gestao de negocios.
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Siga
Associe-se

Cidades que ja
receberam nossos

Eventos
Rio .de
Janeiro
Belo Vitoria
Horizonte

Séo José dos S3{0

Campos

Brasilia PaUIO
Florianépolis

Campinas  Gojania
Natal Recife
Salvador gei¢m

Porto ribeirso
Alegre Preto
Curitiba Santos

, Maceié

Guaruja
NELGEU
Fortaleza

Joinville Cuiaba

Congresso Brasileiro

de Patologia Clinica

Medicina Laboratorial
Exposicao Técnico-cientifica

Evento cientifico anual, com palestrantes
brasileiros e estrangeiros.

Na Exposicao Técnico-cientifica sao apresentados produ-
tos, equipamentos e servicos para laboratorios clinicos.

Organizado em capitais de importancia comercial, indus-
trial, turistica e cultural, oferece sempre grandes oportu-
nidades a todos os nichos de negdcios

Jornadas gle
Patologia

Clinica

Medicina
Laboratorial

Eventos cientificos
regionais realizados
pela SBPC/ML ou em
conjunto com outras
instituicoes
cientificas.

Mais informagées nos sites
do congresso e da SBPC/ML

www.cbpcml.org.br
www.sbpc.org.br

Cursos &
Workshops

Eventos cientificos com
temas especificos para
facilitar o entendimento de
normas e procedimentos.



Conheca nossos servicos de

Formacao,

PATOLOGIA E
MEDICINA LABORATORIAL

e Informacoes

TEPAC

Titulo de Especialista em Patologia Clinica/Medicina
Laboratorial - Tradicional e Especial

Cursos de auditor PALC

Curso de Extensao Universitaria
Publicacbes Técnicas

Biblioteca Digital SBPC/ML
Ensino a Distancia - EAD

Apoio a Residéncia Médica
Jornal Brasileiro de Patologia

e Medicina Laboratorial

Certificacao Internacional
ASCPi



SOCIEDADE
BRASILEIRA DE
PATOLOGIA
PALC CLWNICA
Programa de Acreditacdo de MEDICINA
Laboratoérios Clinicos LABORATORIAL

Programa de

Indicadores

Laboratoriais A pren da

Ensaio de Proficiéncia Curta Siga
Associe-se

Certificacao Digital

de Laudos i
Divulgue

Site do Congresso

Labtests Online BR

Boletim Eletronico
Semanal

Revista “Noticias
Medicina Laboratorial”
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Programa de
Acreditacao de

Laboratorios

Clinicos

A Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial sabe
que, para os médicos, a confianca
no laboratorio é fundamental. Um
exame preciso contribui para um di-
agnostico correto e, consequente-
mente, proporciona um tratamen-
to eficaz para o paciente.

E por isto que a SBPC/ML criou o
Programa de Acreditacao de Labo-

N

PALC

acreditagao
laboratorial

SBPC/ML

ratorios Clinicos - PALC, que, ba-
seado no atendimento de pa-
droes técnicos internacionais,
monitora do comeco ao fim o pro-
cesso laboratorial.

Assegure-se que o seu laboratoério
possua este selo. Ele é a garantia
de bons resultados para vocé e pa-
ra os seus pacientes.

Mais informacées em: WWW.prC.Org. br/palc

Norma PALC

Atualizada periodicamente para se
manter em dia com os padroes
internacionais e os avancos da Medicina
Laboratorial.

CALC

A Comissao de Acreditacao de
Laboratorios Clinicos (CALC) é formada
por profissionais com renomada
competéncia no setor.

Auditores multidisciplinares
Profissionais com formacao de nivel
superior em diferentes areas do setor
de diagnostico laboratorial.

Cursos e workshops
Formacao de auditores internos e
externos e workshops para acreditacao
laboratorial, realizados em diferentes
cidades.
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Associacio Médica Brasilei SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA
ssoclacao Medica brasileira CLINICA / MEDICINA LABORATORIAL

A microbiologia clinica é uma das grandes 4reas do laboratério clinico cuja
atividade laboratorial, com vistas a elucidacao diagndstica, pode ser carac-
terizada como de alta complexidade, constituindo-se em um processo que

desafia os profissionais que militam nesta 4rea de atuaco.

Esta obra tem como objetivo apresentar as Recomendagdes da Sociedade
Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML) discutindo
as boas préticas em microbiologia clinica, abordando os tépicos relevantes,

as duvidas e os questionamentos mais frequentes da rotina didria.

O projeto contou com a participagdo de uma equipe multidisciplinar com-
posta por profissionais formadores de opinido e com grande experiéncia na

area de microbiologia clinica.

O livro utiliza uma linguagem simples e é uma ferramenta de grande utilidade

para todos os profissionais do laboratério clinico da drea de microbiologia.

O arquivo completo também se encontra disponivel para livre download
no site da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial:

www.sbpc.org.br

Apoio:

MICROBIOLOGIA

\l/
%BD BIOME|RIEUX Labor

T

978-85-78L6-1

ISBN 92-0
I PROBAC DO BRASIL @ || |
———
1920

Manole  9'788578"68



