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APRESENTACAO

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

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

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

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







Capitulo 1:

Introducdo, conceitos, aplicacéo e andlise critica do Controle

Externo da Qualidade

1.1

Ulysses Moraes de Oliveira
Derliane Oliveira
Ismar Barbosa

Introducao e objetivo do documento

O objetivo desse documento é proporcionar uma ferramenta para capacitar os profis-
sionais que trabalham em microbiologia, em laboratérios clinicos, hospitalares e/ou
ambulatoriais, a implantarem, implementarem e gerenciarem um programa de Ava-
liacao Externa da Qualidade, nessa area especifica.

Os laboratérios hospitalares ou ambulatoriais podem ser de diferentes tamanhos e
atender pacientes com doencas diversas em gravidade e complexidade, mas as ro-
tinas microbioldgicas sao similares, considerando que, dependendo do tamanho
e complexidade, podem ser manuais ou automatizadas. As varidveis pré-analiticas
como coleta e transporte do material clinico interferem, em muito, na qualidade do
resultado dos exames, podendo comprometer cerca de 70% dos resultados.

O laboratério deve concentrar seus esforcos para implementar praticas adequadas
para orientar o preparo e realizar a coleta dos diferentes materiais clinicos. O cole-
tador necessita ter conhecimento suficiente e participar de um programa de treina-
mento continuo para que possa selecionar o local para realizar a coleta, ter os ma-
teriais necessarios para executa-la, e conhecer as peculiaridades do transporte dos
diferentes materiais clinicos.

Para o adequado atendimento das especificagdes técnicas, a drea analitica da micro-
biologia deve redigir um ou alguns documentos, que pode ser um manual, procedi-
mentos, instrucdes de trabalho etc., que contenham todas as informacgodes relevantes
que permitam ao profissional do laboratério executar suas atividades de acordo com
as boas praticas de laboratério. Esse documento deve conter também as condutas
a serem tomadas para avaliar e registrar ndao conformidades técnicas, quando exis-
tentes, na coleta e encaminhamento de amostras clinicas. E necessario incluir nesse
documento ou nesses documentos os critérios de aceitacdo e rejeicao das amostras
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clinicas, pois o descumprimento dos critérios estabelecidos para a coleta e o trans-
porte das amostras seguramente vai produzir resultados que nao representam a real
condicgdo clinica do paciente.

A fase analitica depende da capacitacao do profissional, do material coletado e mé-
todos de trabalho implementados na rotina do laboratério para a realizagao das suas
analises. O conhecimento desse profissional sera extremamente importante em to-
das as fases do processo: pré-analitico, analitico e pds-analitico, por ser a microbiolo-
gia um setor extremamente dependente de julgamentos interpretativos.

A fase analitica requer adequado conhecimento técnico que possibilite a adequada
escolha do meio de cultura que ird viabilizar o crescimento dos micro-organismos,
condicoes ideais de identificacdo e um estudo adequado da susceptibilidade do mi-
cro-organismo aos antibidticos e quimioterapicos, possibilitando assim a utilizacao
de um teste in vitro que possa reproduzir uma resposta in vivo.

Na fase pds-analitica, o laboratério deve concentrar seus esforcos na formatacao do
resultado de maneira que esse seja confidvel e contenha todas as informagdes neces-
sarias de forma clara para o médico assistente e as partes envolvidas no processo. O
diagnéstico microbiologico deve atender um tempo de atendimento total (TAT) que
possa garantir rapida instituicao da terapéutica, sem comprometer a seguranca do
paciente.

Ja existem evidéncias consistentes para apoiar a tese de que uma microbiologia com
qualidade e agilidade na liberagdo dos resultados pode agregar muito valor ao hos-
pital, tanto minimizando o tempo de internacao, quanto orientando uma terapia an-
timicrobiana com melhor custo-efetividade e com repercussdes positivas nos resulta-
dos finais do tratamento, ou seja, com impacto positivo no desfecho clinico.

Entendemos que os laboratérios, independentemente do tamanho e complexidade,
devem realizar exames buscando a qualidade técnica necessaria para garantir que os
resultados sejam Uteis para a tomada de decisao médica.

Definicoes

- Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ): o CLSI vem usando esse termo como si-
ndénimo para“Ensaio de Proficiéncia” A Anvisa/Reblas ainda utiliza o termo “Ensaio
de Proficiéncia” Norma PALC versao 2010 — SBPC/ML.

- Avaliacao Externa Alternativa da Qualidade (AEAQ): avaliacao da acurdacia ou
da exatidao do desempenho de um sistema analitico quando ndo ha disponibili-
dade de Ensaio de Proficiéncia. Compreende métodos alternativos de avaliagcao
da confiabilidade dos sistemas analiticos como, por exemplo, controles interlabo-
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ratoriais, analise de amostras de referéncia e validacao clinica (Norma PALC versao

2010 - SBPC/ML).

Acao Corretiva (AC): acdo para eliminar a causa de uma nao conformidade iden-

tificada ou outra situacao indesejavel.

m Nota 1: Pode existir mais de uma causa para uma nao conformidade.

m Nota 2: Acao corretiva é executada para prevenir a repeticao, enquanto que a
acdo preventiva é executada para prevenir a ocorréncia.

= Nota 3: Existe uma diferenca entre correcao e acao corretiva. (ISO 9000:2005)

Acao Preventiva (AP): acao para eliminar a causa de uma potencial nao conformi-

dade ou outra situacao potencialmente indesejavel.

m Nota 1: Pode existir mais de uma causa para uma nao conformidade potencial.
m Nota 2: Acdo preventiva é executada para prevenir a sua ocorréncia, enquanto
que a acdo corretiva é executada para prevenir a repeticdo. (ISO 9000:2005)
Controle Externo da Qualidade: ver Avaliacao Externa da Qualidade. Nesse
documento, o termo “Controle Externo da Qualidade” foi substituido por “Avalia-
¢ao Externa da Qualidade” por ser a terminologia atualmente utilizada. Apesar

disso, a maioria dos laboratérios utiliza o termo anterior.

Controle Interno da Qualidade (CIQ): processo de avaliacao da estabilidade do
sistema analitico que tem como objetivo principal evitar a liberacao de resultados
com erro maior do que o especificado. Pode ser realizado através da analise de ma-
teriais com valor conhecido ou valor determinado pelo laboratério. Geralmente
envolve a especificacao dos erros analiticos (em termos de coeficiente de variagao)
e dos limites de aceitabilidade, bem como aplicacao de critérios de julgamento
estatisticamente validos (Norma PALC versao 2010 - SBPC/ML).

Correcgao: acao para eliminar uma nao conformidade encontrada. A correcao nao
envolve o estudo das causas da nao conformidade e visa apenas a acao imediata
do problema ou defeito encontrado. Comumente chamada “disposi¢ao’; “reparo”
e outros termos aplicaveis a diferentes formas de correcao. (Norma PALC versao
2010 - SBPC/ML).

Ensaio de Proficiéncia (EP): um programa no qual multiplas amostras sao
periodicamente enviadas para os membros de um grupo de laboratérios para ana-
lise e/ou identificagao, nos quais os resultados de cada laboratério sao compara-
dos com aqueles de outros laboratoérios no grupo e/ou com um valor designado e
reportados para o laboratério participante e os outros. (CLSI GP27-A2).

Erro aleatério: diferenca entre um resultado particular de uma medicao e a média
do resultado que seria observada de um numero infinito de medi¢ées do mesmo
mensurando realizado sob condic¢des de repetibilidade (CLSI C24-A3)

Erro sistematico: é a média que resultaria de um infinito numero de medi¢oes
de um mesmo mensurando realizadas sob condi¢des de repetibilidade, menos o
valor verdadeiro do mensurando. Nota 1: erro sistematico é igual ao erro menos
o erro aleatorio. Nota 2: como o valor verdadeiro, o erro sistematico e suas causas
nao podem ser completamente conhecidos. (CLSI GP27-A2)
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- Exatidao: a proximidade de concordancia entre o resultado de uma medicao e o
valor verdadeiro do mensurando. (CLSI C24-A3)

- Fase pré-analitica: etapas iniciais, em ordem cronoldgica, desde a requisicao mé-
dica, incluindo a andlise da requisicao, o cadastramento no sistema de informatica
ou o preparo do paciente, a coleta da amostra primaria e transporte ao laboraté-
rio e dentro do laboratério e termina quando o processo analitico se inicia (ISO
15.189:2007).

- Fase pods-analitica: é o processo seguinte a andlise, incluindo revisao sistematica,
interpretacao, liberacao de resultados, transmissao e registro dos resultados e o
armazenamento de amostras analisadas (ISO 15.189:2007).

- Nao conformidade (NC): ndo atendimento de um requisito (ISO 9000:2005).

- Reprodutibilidade: quanto mais préoximos (concordancia) estiverem os resulta-
dos de um mesmo analito em que diversas medicdes sao feitas sob condicoes di-
ferentes, ou seja, em outra rodada, dizemos que esses resultados tém boa repro-
dutibilidade. Em outras palavras seria dizer mais préxima concordancia entre os
resultados do mesmo analito, onde as medicdes sao feitas, sob condicdes diferen-
tes, como por exemplo: principio do método de exame, observador, equipamento,
localizacao, condicées de uso e tempo (NBR 14864:2002).

- Sistema analitico: é o conjunto de elementos necessarios para a determinacao de
um analito e que pode incluir reagentes, calibradores, equipamentos e operador,
entre outros componentes (Norma PALC versao 2010 — SBPC/ML).

- Tempo de Atendimento Total (TAT): tempo decorrido para que se complete um
processo analitico. Devido a possibilidade de variacao entre o ponto considera-
do “zero” (inicio do processo) e o ponto considerado terminal (final do processo),
recomendamos que, ao se falar em TAT, os pontos iniciais e finais da medicao de
tempo sejam claramente estabelecidos (Norma PALC versao 2010 — SBPC/ML).

Programa de controle interno da qualidade e programa de
avaliacao externa da qualidade como programas complementares
para garantia da qualidade analitica

Todas as analises realizadas no laboratorio devem ser monitoradas pelo Controle In-
terno da Qualidade e Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ), pois ambos progra-
mas sao complementares para monitorar os erros presentes nas analises do labora-
torio, assegurando assim que possam ser tomadas a¢des para minimizar esses erros.

No Controle Interno é utilizada uma amostra conhecida em cada rotina, que é
submetida a andlise juntamente com as amostras dos pacientes e ao final da anélise
é avaliado se essa amostra-controle conseguiu reproduzir qualitativamente ou quan-
titativamente (depende do tipo de analise) o resultado esperado. Ou seja, uma cepa
de Escherichia coli colocada na rotina devera ser identificada como Escherichia coli e
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ter o mesmo perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos. No caso da ndo reprodu-
tibilidade dos resultados, conclui-se que houve um desvio no processo analitico que
pode gerar um erro no resultado do exame do paciente.

Esse erro pode ser aleatério ou sistematico e é necessario que o laboratério possa
identificar as causas dos erros através de uma investigacao completa e o estabeleci-
mento de ac¢ao corretiva.

O controle interno deve ser processado para todas as andlises que o laboratério re-
aliza, considerando frequéncia de realizacao dessas andlises, assim como diretrizes
especificas disponiveis (Exemplo: CLSI). Em outras palavras, esse material de CIQ é
utilizado para verificar se a rotina processada é adequada frente aos limites e critérios
estabelecidos pelo laboratério como aceitavel para a amostra-controle.

Os resultados dos controles internos refletem o comportamento do sistema analitico
e garantem que a identificacao de uma determinada bactéria seja reprodutivel ao
longo do tempo, independentemente da mudanca de operador, de lote de meios de
cultura ou outros reativos e procedimentos complementares que fazem parte do dia
a dia do laboratério. Isso garante que as amostras dos pacientes que o laboratério
processa obtenham o mesmo resultado independentemente das mudancas ineren-
tes ao sistema analitico.

A Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ) contribui para a deteccao de erros sistemati-
C0s, que nao sao percebidos e/ou detectados pelos resultados do controle interno da
qualidade. Ou seja, o processo pode ser capaz de fazer a adequada identificacao da
Escherichia coli e ndo ser capaz de identificar outras bactérias que nao fazem parte do
menu de identificacdo usado no Controle Interno.

Essa falha somente serd detectada quando comparamos os resultados do laboratério
com os resultados dos outros laboratorios que participam do Programa de Avaliacao
Externa da Qualidade, pois ele fornece uma variedade maior de bactérias com dife-
rentes exigéncias nutricionais e protocolos de identificacdo, além de proporcionar a
possibilidade de aprendizado constante por comparacdo com outros servicos simila-
res ao NOsso.

Pelo que foi exposto, faz-se necessario que os laboratérios incluam materiais de
Controle Interno da Qualidade (CIQ) para todos os tipos de analise/exame que rea-
liza para que seja garantida a validacao e liberacao de suas rotinas microbioldgicas,
garantindo a reprodutibilidade dos laudos microbiolégicos emitidos. Além disso,
o laboratorio deve participar de um Programa de Avaliacao Externa da Qualidade
gue também possa garantir a confiabilidade dos resultados do ponto de vista da
exatidao.

1"
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1.5

O ClQ é a ferramenta que assegura que os resultados reproduzidos ao longo do tem-
po sejam reprodutiveis dentro do laboratério, enquanto a AEQ assegura que os resul-
tados sao concordantes com os resultados encontrados por outros laboratérios que
utilizam equipamentos, métodos e reagentes similares.

Legislacao vigente para laboratoérios clinicos em relagao a
obrigatoriedade na participacao em programas de avaliacao
externa da qualidade

Em relacao aos laboratérios clinicos, a legislagao vigente é a RDC 302, de 13 de ou-
tubro de 2005 - Regulamento técnico para funcionamento de laboratérios clinicos.
Essa RDC estabelece diretrizes para as fases pré-analitica, analitica, pos-analitica, do-
cumentos, registros, etc. No caso de Controle Externo da Qualidade, define que o
laboratério deve participar de um Ensaio de Proficiéncia para todos os exames que
realiza. Também estabelece que, para os exames nao contemplados pelo Ensaio de
Proficiéncia, deve-se adotar formas alternativas de controle externo da qualidade
descritas na literatura cientifica.

Quanto ao Ensaio de Proficiéncia, a norma internacionalmente reconhecida é a ISO
17043:2010 - Avaliacdao da Conformidade - Requisitos gerais para os ensaios de pro-
ficiéncia. No Brasil, a Coordenacao Geral de Acreditacao (CGCRE) do INMETRO ¢é o
orgao competente que realiza a acreditacao de provedores de Ensaio de Proficiéncia
utilizando a norma ISO 17043:2010.

Tipos de avaliacao externa da qualidade

1.5.1 Ensaio de proficiéncia
Nao existe nenhum programa nacional ou internacional que contemple
amostras para todas as analises/exames realizadas no laboratério.

Varias sao as razoes que impossibilitam que os programas sejam completos,
incluindo estabilidade das amostras, dificuldade de obtencao de algumas
cepas raras, dificuldade de homogeneidade de amostras, riscos de contami-
nagao no transporte de alguns micro-organismos patogénicos, riscos biolo-
gicos para o pessoal do laboratério etc.

Cabe ao laboratério escolher o programa de ensaio de proficiéncia que me-
lhor se aplique as suas necessidades. Varios sao os aspectos que podem ser
avaliados pelo laboratério para decidir sobre o ensaio de proficiéncia. Pode-
mos destacar alguns pontos:
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- Manual de instrugdes e facilidades de acesso as informacodes relevantes.

- Servico de Atendimento ao Cliente.

- Numero de amostras enviadas, tipo de amostras e logistica de distribui-
¢ao das mesmas.

- Possibilidade de envio de amostras caso o laboratério precise investigar
resultados inadequados.

- Sigilo das informacodes.

- Estatistica utilizada pelo provedor para a avaliacao dos laboratérios par-
ticipantes.

- Tempo de entrega dos relatérios, assim como sua apresentacao.

- Certificado de proficiéncia.

- Acreditacao como provedor de proficiéncia.

Nota: Caso o provedor de ensaio de proficiéncia seja acreditado pelo INME-

TRO, o mesmo cumpre com os requisitos da ISO 17043 e consequentemente

é avaliado periodicamente sobre os pontos referidos anteriormente. Além

disso, é reconhecido internacionalmente como provedor de proficiéncia

acreditado.

E importante que o laboratério descreva procedimentos ou instrucdes sobre
todas as etapas de realizacao do ensaio de proficiéncia, incluindo:

- Recebimento das amostras enviadas pelo provedor e as condi¢des ade-
quadas dessas amostras.

- Distribuicao das amostras aos diferentes setores do laboratério.

- Realizacao da analise e envio de resultados ao provedor.

- Recebimento dos relatérios de avaliagao do provedor.

- Avaliacao dos resultados obtidos.

- Orientacgao para tomar acdes corretivas no caso de resultados inadequa-
dos, assim como a¢des preventivas no caso de serem observadas tendén-
cias nos resultados.

E importante ressaltar que, no caso do ensaio de proficiéncia, o provedor

é responsavel pelo gerenciamento e execucao de muitas atividades no flu-

xo completo do processo (exemplo: definicdo do calendério de envio das

amostras, disponibilizacao dos formularios de registro fisicos ou eletrénicos,
analise dos dados, estabelecimento dos limites e critérios de aceitabilidade

e elaboracao do relatério de avaliagcao).

Avaliacao Externa Alternativa da Qualidade ou Controle Externo
Alternativo

Conforme mencionado anteriormente, a falta de disponibilidade de ensaio
de proficiéncia para todas as analises realizadas no laboratério clinico é uma
realidade. Essa dificuldade pode ser gerada por diversos fatores. Em micro-
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biologia, as bactérias fastidiosas — com grande exigéncia na formula¢do dos
meios de cultura podem nao crescer, mesmo se respeitando suas exigéncias
nutricionais (ex: Helicobacter pylori, Neisseria gonorrhoeae). Os casos de so-
rotipagem quando o numero de sorotipos é grande (ex: espécies de Salmo-
nella sp.) também é de dificil controle.

Para os casos que nao ha um programa formal de ensaio de proficiéncia, o
laboratério pode desenvolver com a equipe um programa alternativo para
avaliar a confiabilidade de suas analises. O CLSI tem um documento cujo
nome é “CLSI GP29-A2 Assessment of Laboratory Tests When Proficiency
Testing is Not Avaiable; Approved Guideline — Second Edition”. Esse docu-
mento estabelece formas alternativas para assegurar a confiabilidade dos
resultados das analises ou exames nao cobertos pelo Ensaio de Proficiéncia.

No caso de um programa alternativo, diferentemente do ensaio de proficién-
cia, todas as etapas precisam ser planejadas e definidas pelo préprio labora-
torio. O planejamento precisa ser formalizado através de procedimentos ou
instrucdes escritas que devem incluir:

- Calendario ou periodicidade de envio das amostras.

- Tipo de controle alternativo que sera utilizado para cada analise.

- Tipo e numero de amostras a serem avaliadas.

- Aforma e o local onde os dados serao registrados.

- Os limites ou critérios de aceitabilidade dos resultados individualmente
para cada andlise.

- Osresponsaveis de cada uma das etapas.

- Oresponsavel pelo gerenciamento do programa.

- O modelo do relatério de avaliacao dos resultados.

- Os procedimentos a ser realizados em caso de resultados inadequados
(investigacao das causas e implementacao de agdes corretivas).

A seguir mencionamos alguns exemplos de avaliacao externa alternativa

que podem ser adotados pelos laboratérios:

1.5.2.1 Amostra dividida
1.5.2.1.1  Amostra dividida com outro(s) laboratério(s)

- Também chamada comparacao interlaboratorial

- Procedimento onde um laboratério envia aliquo-
tas de amostras para serem testadas em outro(s)
laboratério(s).

- Os resultados encontrados pelos dois ou mais labora-
torios sao comparados com os limites ou critérios es-
tabelecidos.
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Quanto maior o numero de laboratérios participantes,
mais consistente sera a avaliacao externa da qualida-
de. Por uma questao de custos, essa participacao en-
volvendo varios laboratérios nao é amplamente utili-
zada, o que geralmente limita a avaliacao entre dois
laboratérios. E recomendado enviar pelo menos duas
amostras a cada rodada do programa alternativo.

A troca de amostras entre os laboratérios possibili-
ta comparar e compatibilizar os resultados obtidos e
analisar se 0s mesmos sao compativeis com os dados
clinicos do paciente.

Amostra dividida interna
Para avaliar uma amostra da rotina internamente pode
ser aplicado:

Restestar a amostra por um método diferente, quan-
do o laboratério possui dois métodos para a mesma
andlise.

Testar a mesma amostra por dois ou mais operadores
diferentes. Muito utilizado na microscopia, onde os
resultados dos operadores sao comparados. Também
conhecida como comparacao inter-observadores(¥)

(*) As analises visuais, por exemplo, a verificacao das ca-
racteristicas morfoldgicas das col6nias em meios de cultu-
ra; a microscopia por métodos de coloracdao como Gram,
Ziehl-Neelsen, a observacao de hemdlise etc., necessitam
ser validadas para todos os operadores que realizam os
exames, para se obter uma padronizacdo da leitura.

Nao raras vezes, a subjetividade e o “julgamento” de
alguns operadores podem produzir diferentes resulta-
dos para um mesmo paciente.

Essa avaliacao alternativa deve ser feita periodicamen-
te com todos os operadores, mesmo com 0s mais ex-
perientes e sempre que um novo operador for integra-
do a equipe de trabalho.

Atencao maior deve ser dada a pessoas com dificulda-
des visuais que necessitam visitas periddicas ao médi-
Co para acompanhamento e correcao de possiveis al-
teragdes visuais. (Ex.: miopia, astigmatismo, hiperme-
tropia) ou presenca de daltonismo, etc.

O laboratorio deve estabelecer os limites e critérios
aceitaveis para as diferencas de leitura ou de interpre-
tacdo entre os operadores.
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1.5.2.1.3

1.5.2.1.4

1.5.2.1.5

1.5.2.1.6

Analise de dados de pacientes

Esse tipo de controle pode ser aplicado em situacdes em
que existam pacientes com diagnostico conhecido, que
fazem testes periédicos no laboratério, possibilitando um
acompanhamento de seus resultados.

Analise de amostras da bacterioteca

E a inclusao periddica, na rotina, de amostras de cepas ja
identificadas anteriormente pelo laboratério, sem que os
operadores na bancada saibam a origem das amostras no
momento do seu processamento.

Reavaliacao de analises morfoldgicas

Laminas ja conhecidas e arquivadas podem ser revistas
periodicamente, desde que os resultados nao sejam co-
nhecidos pelos operadores. Além disso, pode-se utilizar
slides de micro-organismos nao casuais, com “Atlas” de
imagens ou mesmo fotos para avaliar o conhecimento
dos operadores.

Estudos de correlacao clinica

Consultar o prontudrio do paciente (nos casos de labora-
torios hospitalares) ou conversar com o médico sobre as
condicdes clinicas do paciente, verificar qual foi a indica-
¢ao clinica na solicitacao dos exames, para assegurar-se
de que o diagnostico laboratorial esta compativel com o
diagnéstico clinico.

Em todos os casos é necessaria a supervisao de uma pes-
soa independente, que tenha conhecimento da 4area,
para que possa ser feita a analise dos resultados finais.

1.6 Analise critica dos resultados da avaliacao externa da qualidade

Resultados obtidos da avaliacao externa da qualidade, tanto aqueles provenientes
do ensaio de proficiéncia como os provenientes da avaliacao externa alternativa, de-
vem ser analisados criticamente e os resultados dessas analises devem ser Uteis ao
laboratério para a tomada de decisdes.

A analise critica engloba:
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Identificacao de que houve inadequagdes no EP ou na AEQ alternativa.
Investigacdo das causas para identificar a causa raiz que gerou a inadequacao.
Implementacao de agcdes corretivas para eliminar a(s) causa(s) raiz.

Verificacao se os resultados de pacientes podem ter sido afetados.

Investigacao de causas de resultados inadequados ou nao conformidades
Para investigar as causas dos resultados inadequados (ndao conformidades)
da avaliacao externa da qualidade, tanto para as amostras enviadas pelos
provedores de proficiéncia quanto para aquelas da avaliacao externa alter-
nativa, deve ser feita uma analise minuciosa de todo o processo, desde a fase
pré-analitica até a emissao dos resultados para que possa ser identificado
em qual etapa do processo ocorreu o erro que ocacionou um resultado ina-
dequado.

Essa investigacao somente é possivel quando o laboartério mantém regis-
tros de todos os passos realizados e dos problemas que podem ter ocorrido
(exemplo: registro de uma amostra recebida na temperatura inadequada, ou
fora do prazo estabelecido, uma pipeta que caiu da bancada e pode ter sofri-
do ateracao de suas caracteristicas, um corante que apresentou contamina-
¢ao, etc.). A causa da ndo conformidades pode ter sido gerada em qualquer
etapa do processo (pré-analitica, analitica ou pds-analitica). Esses registros
garantem a rastreabilidade completa do processo. A causa raiz somente sera
encontrada apoés investigacao rigorosa, devendo contar com a ajuda de to-
dos os colaboradores realmente envolvidos no processo que sao as unicas
pessoas que podem responder os porqués que possibilitardo a identificacao
da(s) causa(s) raiz.

Exemplo: quando identificamos erroneamente uma bactéria, diversas pode-
rao ser as causas e nunca a encontraremos se nao fizermos uma investiga-
¢ao detalhada. Por que erramos a identificacdo? Por que o micro-organismo
comportou-se diferente frente aos meios oferecidos? O erro foi na selecao
do meio de cultura? O operador estava bem treinado? Se era um meio en-
riquecido, foi colocada a quantidade adequada? Ou foi na realizacdo das
provas complementares? Caso o erro tenha ocorrido na realizacao das pro-
vas complementares, o reagente utilizado estava adequado (validade, ar-
mazenamento, evaporacao, deterioracao etc.)? Se, por outro lado, ocorreu
na identificacao primaria, as provas utilizadas respondem adequadamente
frente a um micro-organismo-controle? O meio escolhido para semeadura
inicial foi adequado? etc.

E importante que os formularios elaborados pelo laboratério para investigar
a causa raiz sejam amigaveis, faceis de entender e que estimulem os profis-
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sionais ao desafio de identificar o maior nimero possivel de causa raiz das
nao conformidades detectadas. Se no exemplo acima, o formulario ja con-
templa algumas das possiveis causas, pode ser mais facil que o operador se
lembre de pontos de falhas que podem estar envolvidos.

Nota: Se a causa raiz indicar que podem ter sido afetados resultados de pa-
cientes, ou seja, se 0 erro nao ocorreu somente nas amostras da avaliacao ex-
terna da qualidade, mas pode ter interferido em amostras da rotina, o labo-
ratério deve concentrar todos os esforcos para implementar acdes também
com respeito aos pacientes possivelmente afetados.

1.6.2 Implementacao de acoes corretivas para as inadequacoes
Uma vez encontrada a causa da nao conformidade ou inadequacao, as acdes
corretivas devem ser implementadas para eliminar a causa o mais rapido
possivel.

Essa acdo vai evitar a recorréncia dessa determinada nao conformidade.

Para garantir isso, varios pontos precisam estar bem definidos quando o la-
boratério estabelece as a¢des corretivas a serem tomadas, tais como: res-
ponsavel pela acdao, o prazo para sua execugao, os recursos necessarios. O
“5W 2H" é uma ferramenta bastante Gtil para definir esses pontos, o que faci-
lita muito o gerenciamento da real execucao das atividades.

Ap6s o planejamento das acdes corretivas a serem tomadas e antes de sua
implementacdao também é fundamental que o pessoal envolvido analise a
causa raiz identificada e questione se realmente as a¢des planejadas serao
suficientes para eliminar a causa. A seguinte pergunta pode ser feita: Essa
acao ou essas acoes impedirao a recorréncia da nao conformidade?

1.7 Verificacao da eficacia das acoes

Apds implementar as acdes, é fundamental que seja feito um acompanhamento peri-
6dico para avaliar a eficacia das acdes corretivas tomadas. E importante observar que
a acao corretiva tomada pode estar se estendendo a outros setores ou processos que
tenham ou sinalizam a mesma vulnerabilidade. Quando uma ac¢do corretiva é tomada
e, posteriormente, volta a ocorrer a nao conformidade, a agcdo corretiva nao foi eficaz
ou a causa encontrada nao era a causa raiz verdadeira.

Muitas vezes, os laboratérios fazem somente uma correcao. Nesse caso, a causa con-
tinua presente no processo e provavelmente vai gerar a mesma nao conformidade
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varias vezes. Isso ocorre porque a correcao somente corrige a inadequagao, porém
nao impede que ocorra novamente, enquanto que a a¢ao corretiva elimina a causa e
impede recorréncia.

Reuniao de analise critica com a direcao

E fundamental que o responsavel pelo programa de avaliacido externa da qualidade
informe a direcao do laboratério sobre o desempenho obtido na microbiologia, tan-
to com respeito ao ensaio de proficiéncia como quanto ao programa de avaliacdo
externa alternativa. Uma vez que atividade fim do laboratério é fornecer resultados
de analises laboratoriais, € um tema de suma importancia e pode ajudar a direcao a
definir novos rumos para o laboratério, como mudanca de metodologia, automati-
zacdo de processos, etc. E a direcdo que pode fornecer os recursos necessarios para
minimizar os erros e garantir a seguranca do paciente.

Acoes preventivas

As acOes preventivas geralmente sdao desencadeadas depois que o processo de
investigacao da causa e a tomada de agdes corretivas esteja bastante sedimentado,
inclusive com verificacdo da eficacia.

Conhecedores dessa nova cultura de trabalho, os profissionais do laboratério conse-
guem perceber que os processos podem ser redesenhados e melhorados de maneira
a prevenir as possiveis ou futuras nao conformidades.

Essa cultura de rever os processos de trabalho é denominada acao preventiva. Exem-
plo:

- o uso do alcool-acido na bacterioscopia de Ziehl Neelsen pode ser realizada com
solucao preparada no préprio laboratério. Porém, o uso de um reagente distribu-
ido comercialmente define e padroniza as concentracées melhorando o desem-
penho e minimizando os efeitos causados pelas mudancas na preparagao do rea-
gente.

Assim, antes da ocorréncia de ndao conformidades, os envolvidos percebem a fragi-
lidade de uma determinada técnica ou outro processo e toma medidas preventivas
para melhoria.

Quando o laboratério realiza uma avaliacdao periddica dos resultados dos controles
internos, do ensaio de proficiéncia e dos controles externos alternativos, é possivel le-
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vantar dados relevantes para a tomada de acbes preventivas. A necessidade de acdes
preventivas pode ser detectada por exemplo quando é observada alguma tendéncia
nos resultados, antes que haja uma inadequacao.

1.10 Aspectos relevantes para garantia da qualidade dos resultados

1.10.1

1.10.2

Fase pré-analitica

Quando nos propomos a estabelecer critérios sustentaveis de Garantia da
Qualidade dos resultados no laboratério, devemos assegurar que todas as
etapas estejam padronizadas e controladas.

Assim, nao podemos esperar resultados com excelente desempenho se nao
temos procedimentos de cadastro, coleta e transporte das amostras clinicas
que garantam a sua estabilidade e viabilidade.

Isso deve incluir a fase pré-analitica, que pode nao ser realizada pelo labo-
ratdrio (orientacao médica ao paciente, preparo do paciente, o seguimento
das recomendacodes pelo paciente aos protocolos estabelecidos pelo labo-
ratorio), assim como a fase pré-analitica que ocorre no préprio laboratério.

No caso de amostras de controle externo da qualidade, a fase pré-analitica
engloba transporte, recebimento, reconstituicao, armazenamento e utiliza-
cao.

Dessa forma, necessario se faz que esse processo seja devidamente docu-
mentado para que, ao fazer a andlise critica dos resultados, possamos res-
gatar informacdes sobre as todas as condi¢des que envolveram a manipu-
lacdo do controle desde o transporte das amostras (pelo provedor, no caso
de ensaio de proficiéncia ou pelo préprio laboratério, no caso de controle
alternativo).

Fase analitica

As amostras de controle (interno e externo) devem ser processadas na rotina
do laboratério, da mesma maneira que sao processadas as amostras de pa-
cientes. Isso inclui a mesma metodologia, 0s mesmos reagentes, 0s mesmos
equipamentos e os mesmos operadores.

Entregar as amostras do ensaio de proficiéncia ou do controle alternativo
para as pessoas mais experientes do laboratério processarem nao é uma
pratica adequada, pois tais amostras estao sendo tratadas de forma diferente
que as amostras de pacientes. O materiais de controle devem ser processa-
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dos pelos operadores que processam diariamente as mostras dos pacientes.
O propdsito das amostras-controle é avaliar o desempenho do laboratério,
portanto, quando colocamos 0s mais experientes para realiza-las, nao pode-
mos garantir que as amostras de pacientes estao obtendo o desempenho
adequado.

Fase pds-analitica

A fase pos-analitica também é parte importante na Avaliacao Externa da
qualidade, pois relatos de erros de transcricao de resultados no momento
do envio ao provedor representam um percentual significativo. Além disso,
se observam muitos erros de calculos no caso de analises cujo resultado ob-
servado precisa de algum cdlculo (Ex: multiplicagao) para sua liberagao.
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1.12 Anexos

1.12.1

Anexo 1 - Aplicando o 5W1H na Avaliacao Externa da Qualidade

Oquesdo ClQe AEQ
Sao metodologias para implantar e gerenciar a qualidade na prestacao de
servicos dos laboratérios clinicos, abrangendo as fases pré-analiticas, anali-
ticas e pos-analiticas.

Assim, os laboratérios devem estabelecer Controle Interno da Qualidade e a
Avaliacao Externa da Qualidade gerenciando adequadamente os dois pro-
gramas com a proposta de estabelecer uma adequada especificacdo do de-
sempenho desejado para cada método analitico.

A participacao em um Controle (interno ou externo) nao invalida ou substi-
tui a participacao em outro. Ambos sao absolutamente necessarios e legal-
mente exigidos para o Laboratério Clinico.

Deve-se, além disso, gerenciar nao somente as etapas pré-analiticas do CIQ
como da AEQ, sendo essa ultima de especial importancia na Analise Critica
dos relatorios quando no preenchimento do Relatorio de Inadequacoes.

Quem deve realizar

Os laboratérios clinicos que precisam capacitar e estabelecer formalmente
uma pessoa responsavel pela geréncia dos dois programas e envolver os
membros da equipe na Analise Critica da Avaliacao Externa da Qualidade.

Quando realizar

No estabelecimento de critérios mais estreitos para a Gestao da Qualidade
do laboratério e para melhoria continua do processo e qualidade dos resul-
tados das andlises. Lembrar que as metas de especificacdes da qualidade e
a melhoria desses processos dependem de uma adequada Gestao do CIQ e
da AEQ.

Por qué

Para conhecer o sistema analitico, determinar o erro inerente e poder pro-
duzir resultados com qualidade e informar ao médico assistente o grau de
seguranca que o laboratorio tem para a liberagao dos resultados.

Para quem
Para atender as necessidades dos pacientes e para auxiliar a conduta médica.
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Como

Participando de forma efetiva de um Programa de Ensaio de Proficiéncia, en-
viando relatérios por todo o ciclo do programa, avaliando criticamente os
resultados, plotando os indices de desvios e utilizando as informacdes para
melhoria continua e tomada de decisao.

Atividade Controlada Material p/Controle Resultado esperado

24

Desempenho dos operadores na
microscopia

Bateria de Corantes de Gram
Procedimento Operacional

Discos de Antibioticos
Armazenamento dos discos
Procedimento Operacional do
Antibiograma

Padronizacdo da Leitura

Proficiéncia do Meio de Mueller
Hinton

Proficiéncia na identificacdo de
MRSA

Proficiéncia na identificacdo de ESBL
Escolha do perfil de sensibilidade
de acordo com as recomendacdes
internacionais

Identificacdo de micro-organismos
até espécie

Controle das provas de identificacdo
e sua amplitude

Provas para encaminhar
diagnésticos presuntivos tais como:
Coagulase, Catalase, CAMP teste,
Oxidase, Bacitracina, Optoquina, Alfa
Hemolise, Beta Hemolise, Teste de
PYR, Sensibilidade a Oxacilina, Teste
do Sulfametoxazol-Trimetoprim
Performance de provas adicionais
de diagndstico presuntivo

Envio de Laminas com misturas
de bactérias de morfologias
diferentes e com afinidades
diferentes pelo Gram (positivo,
negativo e labil)

Remessa de cepas com perfil de
sensibilidade conhecido (MRSA,
ESBL, Nao Fermentadores, ATCC)
Perfil compativel com o perfil
exigido para o micro-organismo
em questao

Resposta coerente com a
identificacao dos participantes.

Remessa de cepas de S. aureus,
Staphylococcus Oxacilina
Resistente, BGN nao fermentador
de Glicose, Enterococcus, S.
agalactiae, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus Beta
hemolitico do Grupo A,

Identificagcao correta da
morfologia

Identificagao dos arranjos,
quando aplicavel
Identificagcao da afinidade
pelo corante

Medida dos halos coerentes
com o especificado;

Perfil de susceptibilidade
compativel com o esperado

Identificacdo compativel com
o método aplicado e suas
limitacoes

Respostas adequadas
dos testes com os micro-
organismos enviados.
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1.12.2 Anexo 2 - Exemplos de Controle Externo da Qualidade em Microbiologia

Atividade Controlada Material p/Controle Resultado esperado

Controle de meios de cultura
Armazenagem de meios de cultura
Performance de meios de cultura
Temperatura de incubacao

Reconhecimento de morfoldgico de
colénias

Meios de Oxidativo/Fermentativo

Proficiéncia da coloracao do Ziehl
Neelsen

Proficiéncia do Examinador na
descricao morfoldgica e visualizacao

Micro-organismos fastidiosos,
Salmonella sp.,

Shigella sp.,

Campylobacter sp.,

Neisseria sp., S. pneumoniae
Listeria sp., Bacillus
stearotermophillus
Rodococcus sp., Pseudomonas
sp., ou outro nao fermentador

Laminas de Mycobacterium sp.,
Laminas de Nocardia sp.

Meios formulados ou
armazenados de forma
inadequada nédo apresentam
boa proficiéncia no aspecto e
morfologia das colonias.
Temperatura e maneiras
inadequadas de incubacgao
nao favorecem ou ndo
permitem o crescimento.
Descricdo adequada do
aspecto e morfologia da
colénia.

Adequada visualizagcao
e adequada descricao
morfoldgica
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1.12.4 Anexo 4 - Exemplo Formulario PAEQ Alternativo

FORMULARIO DE REGISTRO DE RESULTADOS DO PAEQ FOR-XXX

LABORATORIO:
TESTE:
METODO:

IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS RESULTADO
Operador:
Data
Assinatura:

27
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1.12.7 Anexo 7 - Exemplo Formulario Analise Critica dos Resultados

Inadequados do PAEQ

FORMULARIO PARA ANALISE CRITICA
DE RESULTADOS INADEQUADOS DO PAEQ

FOR-XXX

Identificacdo do EP:

Data:

Resultado inadequado:

Resultados/limites aceitaveis:

Tendéncias/resultados anteriores inadequados para este analito:

Revisao de erros grosseiros:

Investigacdo:

Conclusoes:

Foram afetados dados de pacientes?

Classificagao do Problema:

() Erro Grosseiro
() Problema com material do EP
() Problema com a avaliagao do EP

() Problema metodolégico
() Problema Técnico
() Nenhuma explicacdo apds investigacédo

Acoes corretivas/mudanca de sistema para prevenir recorréncia:

Aprovacao do supervisor:

Aprovacao do Diretor:

30
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1.12.10 Anexo 10 - Exemplo Matriz 5W 2H

PLANO DE AGAO CORRETIVA - MATRIZ 5W 2H FOR-XXX

What

Who

When

Where

Why

How

How much
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Capitulo 2:
Verificacdo e Validacao de Procedimentos no Laboratdrio de

Microbiologia Clinica

Pedro F. Del Peloso

2.1 Verificacao e Validacao de Procedimentos no Laboratério de
Microbiologia Clinica

Uma das mais importantes atribuices dos testes laboratoriais é a relacdo em pro-
duzir acurdcia, precisao e reprodutibilidade em tempo habil com relevancia clinica.
Existem diversos fatores que podem ser avaliados para que possamos determinar a
proficiéncia desses testes e dos profissionais envolvidos.

Quando introduzimos um novo teste, método ou equipamento no Laboratério, de-
vemos avaliar o desempenho desse novo procedimento. Os dois maiores fatores de
desempenho que podemos avaliar sdo Verificacao e Validagao.

Verificacao é o processo que determina ou confirma o desempenho esperado do tes-
te antes da implementacao na rotina clinica.

Validacao é o processo de monitoracao desse teste, procedimento ou método que
garante a continuidade do desempenho esperado.

A validacao é alcancada através do controle interno da qualidade, testes de proficién-
cia, competéncia técnica e calibracao dos equipamentos.

2.1.1  Testes de Sensibilidade aos Antimicrobianos
A realizagao 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. Dessa forma, é extremamente importante que
os microbiologistas tenham confianca durante a escolha, na acuracia e nos
resultados obtidos na realizacao dos métodos de teste de sensibilidade. Um
grande numero de protocolos e recomendacdes para a verificacao de teste
de sensibilidade ja foram discutidos na literatura, apesar de trazer alguma
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dificuldade em realizar um teste mais rigoroso para essas avaliagdes, o uso
de cepas-controle (ex: Cepas ATCC — American Type Culture Collection ou de
outras fontes confidveis) e de cepas oriundas de isolados clinicos podem ser
utilizados para a verificacao de acuracia e reprodutibilidade dos testes ou sis-
temas automatizados. Isolados oriundos de ensaios de proficiéncia também
podem ser usados na verificagao.

A avaliacao dos testes de sensibilidade deve seguir o mesmo critério de dis-
tribuicdo dos isolados comumente encontrados e que apresentem fendti-
pos de resisténcia semelhantes aos encontrados em sua instituicdo. Devem
estar incluidos na avaliacao do painel para gram-positivos isolados de Sta-
phylococcus aures 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 verificacao de painéis em
gram-negativos, devem estar incluidos isolados de Enterobacteriaceae pro-
dutoras de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL), carbapenemases e
AmpC juntamente com cepas multirresistentes.

Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter sp. devem ser incluidos se forem
isolados encontrados normalmente em sua instituicao. Algum outro isolado
multirresistente que tenha uma alta prevaléncia em sua instituicao também
devera ser testado.

No total, um minimo 30 isolados deve ser testado frente a cada antibidtico,
painel ou cartdo. Para se obter um resultado mais préximo da realidade de
sua instituicao, deve haver um esforco para que os isolados encontrados em
sua rotina facam parte da avaliacao.

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
avaliacdo. E preferivel que dentre esses isolados, pelo menos dois tenham
fendtipos de resisténcia (ex: MRSA e Enterobacteriaceae resistente aos carba-
penems).

Resultados de precisao aceitaveis serao aqueles que demonstrarem no mi-

nimo um valor de concordancia > 95% com o método de referéncia compa-
rado.
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PCE =

2.1.1.2

Médulo 2: Controle Externo da Qualidade

Precisao (reprodutibilidade) por concordancia essencial (PCE)
Concordancia entre +1 diluicao no teste de determinacao de MIC
por isolado.

Numero de comparagdes entre +1 diluicdo de MIC conhecida

x 100
Numero total de resultados

Obs: O total de testes pode ser calculado para todos os micro-orga-
nismos e drogas combinadas ou para cada droga separadamente.

Precisao (reprodutibilidade) por concordancia de categoria (PCC)
Concordancia por interpretacao dos resultados (sensivel/intermedi-
ario/resistente [SIR]) de precisao por isolado utilizando o critério de
interpretacao do CLSI/FDA.

Numero de resultados por categoria encontrados

PCC=

2.1.1.3

x 100
Numero total de resultados

Obs: O total de testes pode ser calculado para todos os micro-orga-
nismos e drogas combinadas ou para cada droga separadamente.

Estudos de Verificacao nao comparados com métodos de
Referéncia (=30 isolados por painel/cartao)

Algumas avaliacbes podem nao ser feitas em comparagao a algum
método de referéncia em funcao da limitacao de custo ou opera-
cional. Essas avaliagdes serao comparadas somente aos métodos ja
utilizados e implantados na rotina diaria do Laboratério. Por essa
razao, os testes de ambas as metodologias nao podem ser discre-
pantes. Nao sera possivel eleger a metodologia vigente como cor-
reta quando houver discrepancia de resultados com a metodologia
comparada. Para esse tipo de avaliacao, quando nao ha compara-
¢ao com algum método de referéncia, a avaliacao das discrepancias
tem de ser obtida por “taxas de erro”.

Uma discrepancia menor (MINE — minor erros) é definida quando um
resultado do teste de sensibilidade é de resisténcia intermedidria
e o de outro é de sensivel ou resistente. Uma discrepancia maior
(VME - Very Major Erros) é definida quando um resultado é sensivel
e outro resistente. Para esse tipo de avaliacao, ndo deve haver dis-
crepancia maiores (VME).

E no total da avaliagcdao, o minimo de discrepancias maiores (ME -
Major erros), tem que ser menor do que 5% e tanto a concordancia
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essencial (PCE) quanto a concordancia por categoria (PCC), tem que
ser >290%.

ME (Major erros) - Uma metodologia de teste de sensibilidade ava-
liada indica um resultado do teste como sensivel ou resistente e a
outra metodologia demostra o oposto, resistente ou sensivel.

Numero de discrepancias maiores ME

ME

MINE =

2114

; : p x 100
Numero total de resultados resistentes por ambos os métodos

MINE (minor erros) — Uma metodologia de teste de sensibilidade
avaliada indica um resultado como intermediario e a outra metodo-
logia demonstra como sensivel ou resistente.

Numero de discrepancias menores MINE

- - - x 100
Numero total de micro-organismos testados

Obs: O total de testes pode ser calculado para todos os micro-orga-
nismos e drogas combinadas ou para cada droga separadamente.

Estudos de Verificagdao comparados a métodos de referéncia (acima
de 100 isolados por painel/cartao)

Em laboratorios de grande porte, de maior rendimento e que te-
nham uma alta prevaléncia de isolados com fenétipos de resistén-
cia, é preferivel que se produza um estudo em larga escala com um
total de 100 amostras ou mais por metodologia, painel ou cartao.

No minimo, 50% dos isolados nessa avaliagcao devem ter algum fe-
notipo de resisténcia. Discrepancias entre a metodologia de teste
de sensibilidade avaliada tém que ser comprovada contra alguma
metodologia de referéncia obrigatoriamente (ex: microdiluicdo em
caldo, macrodiluicdo em caldo ou diluicdo em Agar). E aceitavel ve-
rificar uma nova metodologia de teste de sensibilidade somente
contra um teste de referéncia com determinacao de MIC.

Poderemos aplicar as mesmas avaliacbes de taxas de erros citados
anteriormente. Os valores para concordancia essencial (CE) e concor-
dancia por categoria (CC), devem ser >90%, enquanto que o desem-
penho para os VME (Very major erros) tem que ser <3%. Nao mais do
que 1 em 33 destes isolados reportados como resistentes, podera re-
petidamente mostrar falsa sensibilidade. Os ME (major erros) também
nao devem ser <3%. Para os ME e MINE combinados e testados em
pelo menos 100 isolados, o percentual deve ser de <7%.
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Provas de Identificacao Bacteriana

Verificacdo de sistemas automatizados ou manuais para identificacao bacte-
riana em nivel de espécie devem que ser conduzidos com um minimo de 20
isolados representativos e clinicamente relevantes encontrados em sua insti-
tuicao. Devem ser incluidos na avaliacao dos gram-positivos isolados como:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase-negativo, Enterococcus sp. e
Streptococcus pneumoniae. E nos gram-negativos os seguintes isolados devem
ser testados: membros de Enterobacteriaceae e nao fermentadores de glicose.
Nas instituicdes aonde existe uma complexidade maior de pacientes com uma
variedade ampla de micro-organismos clinicamente relevantes, é aconselha-
vel que a avaliacao seja maior do que 20 isolados. Em adicao, micro-organis-
mos de controle de qualidade devem ser testados e incluidos na avaliacao.

Nos testes de identificacdo microbiana, temos que ter no minimo uma con-
cordancia de 90% contra o sistema existente ou o0 método de referéncia an-
tes do método ser considerado como aprovado. Em funcao de varios fato-
res, o nivel de identificacdo erronea aceitavel, pode ser determinado pelo
laboratério e deve ser levado em conta pela limitacao de desempenho de
cada fabricante e as especificagdes encontradas nas instrucdes de uso e suas
limitacoes.

Certos grupos de micro-organismos tendem a ser mais desafiadores na ava-
liacdo de novos sistemas de identificacdo (ex: nao fermentadores de glicose,
corynebacteria, Staphylococcus coagulase negativo e Streptococcus grupo
viridans) e uma grande flexibilidade pode ser necessaria para determinar a
acuracia nesses grupos (ex: identificagao somente do Género).

De qualquer forma, todo tipo de identificacdo incorreta deve ser analisada.
Os testes que nao identificarem os micro-organismos poderao necessitar de
provas complementares ou até mesmo nao chegar a nenhuma identificagao.
A identificacao incorreta dos micro-organismos é um dos erros mais graves
em qualquer sistema de identificacdo, apesar disso, o laboratério pode optar
por aceitar uma identificacao parcial por diversos fatores (Ex: custo ou tem-
po) sem precisar lidar com a inconveniéncia de testes adicionais ou admitir
que a identificacdao tenha menor impacto clinico.

Se a acuracia do novo teste nao foi satisfatoria e nao preencheu os requisitos
para a verificacdo, o teste serd considerado nao aprovado e devera ser reti-
rado para consideracdes ou agdes corretivas tanto pelo usuario como pelo
fabricante ou ambos. Apds a acao corretiva, o novo ou revisado teste devera
ser avaliado novamente em paralelo com algum método de referéncia e in-
terpretado como descrito acima.
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213

Sistemas de Hemoculturas

Uma verificagao significativa de um novo sistema de hemocultura é um dos
maiores desafios para um microbiologista clinico. Testes paralelos requerem
coletas de sangue adicional para cada paciente e geralmente isso nao é pos-
sivel para alguns pacientes e instituicdes. O baixo indice de positividade de
patdgenos clinicamente relevantes (entre 8 a 14%), fazem com que a maioria
das amostras coletadas tenha um pequeno valor na comparacdo. Além dis-
so, a incidéncia de contaminacao (1 a 3%) e a predominancia de um numero
limitado de patégenos fard com que a avaliacao fique direcionada somente
a alguns patdgenos clinicamente relevantes. Assim, o desenho da avaliacao
devera ser direcionado a responder algumas perguntas:

- O meio de cultura utilizado no sistema avaliado sera capaz de suportar o
crescimento de micro-organismos (que devem incluir: leveduras, fungos
filamentosos, anaerdbios e micro-organismos fastidiosos) comumente
encontrados na populacao de pacientes do usuario?

- Oinstrumento (no caso de equipamentos automatizados) conseguira de-
tectar em tempo habil a maioria dos micro-organismos patogénicos con-
tidos nessas hemoculturas?

Duas abordagens para a verificacao de sistemas de hemocultura serao dis-
cutidas abaixo. Os laboratérios deverao 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 que implementar uma nova
versao de um sistema de teste. Sistema de hemocultura automatizada é um
bom exemplo disto. Dependendo das mudancas na nova versao do sistema,
um novo estudo de verificagdo nao sera necessario. Se as diferencas entre a
versao atual e a nova versao estiverem limitadas ao instrumento de hemocul-
tura (ex: hardware ou software) e nao havendo mudanca no frasco, somente
sera necessaria uma verificacao por parte do fabricante do funcionamento
completo do equipamento de hemocultura. Essa verificacao serd realizada
para checar o tempo de incubagao, temperatura, sistemas 6ticos e software
nas especificacdes do fabricante.

2.1.3.1 Estudo de hemocultura semeada
Selecione um minimo de 20 isolados representativos de hemocultu-
ras normalmente encontrados em sua instituicao. Inclua gram-posi-
tivos, gram-negativos e leveduras. Para aumentar a abrangéncia do
teste, inclua tanto isolados recentes quanto os em estoque. Para o
desafio do sistema, vocé devera utilizar sangue humano estéril livre
de antibiéticos em quantidade recomendada pelo fabricante. Esse
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sangue deverd ser inoculado em cada frasco de hemocultura. Em
adicao, o numero de micro-organismos inoculados em cada frasco
deve ser aproximadamente o mesmo encontrado nos casos de sep-
ticemia (que pode ser menos de 0.1 UFC por mL de sangue). Isso
sera conseguido, fazendo dilui¢bes seriadas dos micro-organismos
antes da inoculagao, para alcancar aproximadamente 5 a 30 UFC
por frasco.

O método serd considerado verificado se todos os isolados forem
detectados dentro de tempos especificados pelo usuario. Os tem-
pos de positividade deverao ser condizentes com os da literatura
para cada micro-organismo.

Algo dentro de trés dias serd o suficiente para recuperar no minimo
95% das bactérias e leveduras clinicamente relevantes. Qualquer
problema de deteccao deverd ser investigado repetindo-se os testes
com os mesmos isolados de pacientes. Se mesmo assim nao houver
deteccao desse isolado, uma agao corretiva devera ser tomada pelo
usuario e fabricante antes da implantagao do sistema.

2.1.3.2 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 laboratério decide pelo estudo de hemo-
culturas pareadas de um sistema comercial, amostras duplicadas
de hemocultura deverao ser inoculadas com o volume equivalente
de no minimo 20 amostras positivas (sem incluir os contaminantes)
que representem os isolados mais representativos de hemocultura
de sua instituicao. O novo método é considerado validado se a sen-
sibilidade for no minimo 95% relativa ao método de referéncia, e o
tempo de deteccao for insignificante entre os dois métodos. Se o
novo método nao apresentar desempenho satisfatério, agdes corre-
tivas devem ser tomadas antes da implantacao do sistema automa-
tizado de hemoculturas.

Teste de Proficiéncia no Laboratério de Microbiologia

O teste de proficiéncia deve ser realizado pelo menos duas vezes ao ano.
Além disso, o laboratério deve tratar a amostra de proficiéncia da mesma
maneira que trata as amostras clinicas que dao entrada no laboratério. Por
exemplo, se uma amostra de paciente que normalmente durante sua analise
no laboratério nao necessita de repeticao do ensaio, a amostra de proficién-
cia também deve seguir os mesmos critérios de andlise e interpretacdao dos
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resultados. A incapacidade de acertar no minimo 80% dos eventos em uma
determinada especialidade (Ex: microbiologia, parasitologia, micobacterio-
logia ou virologia) indica um desempenho insatisfatério. O laboratério deve
entdo retreinar toda a equipe com documentacgao pertinente ao ensaio ou
area. Falha na avaliacdo geral para dois testes consecutivos ou dois testes er-
rados de trés consecutivos também indica desempenho insatisfatério. Para
testes que nao estejam disponiveis em programas de ensaios de proficiéncia
externos, o laboratério terd que estabelecer um teste de proficiéncia interno
para mensurar a acuracia e a seguranga do teste.
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