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RESUMO

A seguranca alimentar, representa uma das principais preocupacdes com que
as autoridades, os agentes econdmicos e 0s consumidores se confrontam atualmente.
O controlo da qualidade microbiologica é, ndo apenas, uma obrigatoriedade legal, mas
também uma pratica comum e necesséaria no ambito do correto funcionamento dos
sistemas de gestdo da seguranca alimentar implementados pelas empresas

dedicadas a area alimentar.

O presente trabalho foi desenvolvido no ambito do curso de Mestrado de
Qualidade e Tecnologia Alimentar em colaboracdo com a ALS Controlvet, Laboratério
de microbiologia, e teve como principal objetivo melhorar um software preexistente
para uma nova funcionalidade, nomeadamente, a gestao do controlo da qualidade dos
meios de cultura, tornando assim todo o processo mais eficaz. A importancia do
desenvolvimento de uma “nova ferramenta “no ambito da empresa advém do facto de
se tratar de um laboratorio de ensaios acreditados pelo Instituto Portugués de
Acreditacao, de acordo com norma NP EN ISO 17025.

A norma NP EN ISO 17025 intitulada de “Requisitos gerais de competéncias
para laboratérios de ensaios e calibracdo” € uma das normas aplicadas a Laboratérios
de ensaios e calibracédo, e nela sédo abordados 0s mais variados assuntos e pontos de
importante interesse em serem controlados num laboratério, como por exemplo
questdes ligadas a organizacao, controlo de documentos, instalacdes, equipamentos
ou os métodos de ensaio e calibracdo e respetiva validacdo. Dentro de todo o
processo efetuado em Laboratorios acreditados, o controlo dos meios de cultura € um
ponto importante a ter em atencdo em Laborat6rios de microbiologia, na medida em
que os meios de cultura sdo a base do trabalho. Dai a ISO 11133:2014 ser uma norma

exclusiva para o controlo dos meios de cultura.

Esta norma aborda alguns assuntos como a preparacdo, documentacao e
armazenamento dos meios de cultura, selecdo dos microrganismos para os testes,

realizagdo dos testes de desempenho e 0s respetivos critérios de aceitagao.

Ao longo da dissertacdo € explicada a forma como foi desenvolvido o trabalho

de melhoria de uma ferramenta informética do controlo da qualidade. Este software



apos os desenvolvimentos e melhorias introduzidas, permitird a automatizacdo de

todo o processo analitico do controlo da qualidade dos meios de cultura.

A implementacdo deste sistema traduz-se num processo mais rapido e num
aumento da eficiéncia. Para a ALS Controlvet este projeto vai favorecer a organizacao
ao nivel de planeamento, ordem de trabalho, gestdo de tempo, uma vez que todos os

registos primarios do processo serdo em software e é a garantia de toda a

rastreabilidade do controlo da qualidade dos meios de cultura.

A implementagdo deste sistema da-nos a garantia da confiabilidade dos
resultados e procedimentos do laboratério de microbiologia, bem como a

automatizacéo do procedimento de andlise de certificados dos meios de cultura.

PALAVRAS - CHAVE: Controlo da Qualidade, Meios de cultura, 1SO
11133:214, Software.
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ABSTRACT

Food security represents one of the main concerns facing authorities, economic
agents and consumers today. The control of microbiological quality is not only a legal
requirement, but also a common and necessary practice in the context of the correct
functioning of the food safety management systems implemented by companies
dedicated to the food area.

The project work gave rise to this dissertation was developed within the scope
of the Master's Degree in Food Quality and Technology, in collaboration with ALS
Controlvet, a microbiology laboratory, and its main objective was to improve existing
software for a new functionality, namely, the management of quality control of culture
media, thus making the whole process more effective. The importance of developing
a "new tool" within the company comes from the fact that it is a testing laboratory
accredited by the Portuguese Institute of Accreditation, in accordance with standard
NP EN ISO 17025.

The standard NP EN ISO 17025 entitled “General competence requirements for
testing and calibration laboratories” is one of the standards applied to testing and
calibration laboratories, and it addresses the most varied subjects and points of
important interest in being controlled in a laboratory, such as issues related to the
organization, control of documents, installations, equipment or the methods of testing
and calibration and respective validation. Within the whole process carried out in
accredited laboratories, the control of the culture media is an important point to be
controlled in microbiology laboratories, insofar as, the culture media are the basis of
the work. Hence 1ISO 11133: 2014 is an exclusive standard for the control of culture
media.

This standard addresses some issues such as the preparation, documentation
and storage of culture media, selection of microorganisms for testing, performance of
performance tests and the respective acceptance criteria.

Throughout the dissertation, it is explained how the work to improve a
computerized quality control tool was developed. This software, after the
developments and improvements introduced, will allow the automation of the entire
analytical process of quality control of culture media.

The implementation of this system translates into a faster process and an

increase in efficiency. For ALS Controlvet this project will favor the organization at the

Vil



level of planning, work order, time management, since all primary records of the
process will be in software and is the guarantee of all traceability of the quality control
of the media culture.

The implementation of this system gives us the assurance of the reliability of the
results and procedures of the microbiology laboratory, as well as the automation of the
procedure of analysis of certificates of the culture media.

Keywords: Quality Control, Culture Media, 1ISO 11133:2014, Software.
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INTRODUCAO

A producdo aliada a qualidade é uma das competéncias que as empresas
tendem a desenvolver e melhorar, no seu quotidiano, para que possam competir no
mundo atual. A melhor forma de o fazer é investir tempo na prossecucao da qualidade.
Nesse contexto, um dos parametros de primordial importancia € abordar os
instrumentos analiticos utilizados. Com efeito, estes devem ser verificados e
aperfeicoados, mesmo que ja sejam eficazes e cumpram com as especificacdes ou,
guando tal ndo acontece, deverdao ser modificados, com 0 objetivo de incentivar uma
procura de melhoria constante. SO este procedimento assegura resultados cada vez
melhores, com consequéncias cada vez mais satisfatdérias na prossecucdo da
gualidade (Antoénio et al., 2016).

Este trabalho foi elaborado no ambito empresarial, desenvolvido na empresa
ALS Controlvet. Esta empresa esta integrada numa rede mundial de Laboratodrios de
analises fisicas, quimicas e bioldgicas. Seguindo a politica geral implementada, a ALS
Controlvet tem como objetivo constante implementar, desenvolver e inovar servicos,
produtos, novos métodos de trabalho, novas ferramentas Uteis, ndo sé para ir de
encontro as necessidades/solicitagcdes dos clientes, mas também para aumentar a
produtividade, naturalmente, numa perspetiva de qualidade total. O Laboratério onde
foi desenvolvido o trabalho foi, mais concretamente, o Laboratério de analises
microbiologicas. A ALS Controlvet € um laboratorio de ensaios acreditado pelo Instituto
Portugués de Acreditacao (IPAC), de acordo com a Norma NP EN ISO/IEC 17025.

O controlo da qualidade dos resultados no Laboratério, envolve todos o0s
aspetos da qualidade analitica, desde a amostragem (selecdo e manuseamento de
amostras), metodologias, ambiente, equipamento, meios de cultura e reagentes,
pessoal, controlo de qualidade interna e externa.

O controlo da qualidade dos meios de cultura de um Laboratério visa a
obtencao da conformidade dos resultados obtidos durante as analises microbioldgicas.
O objetivo do controlo da qualidade de meios de cultura é, garantir a confianca de que
0S microrganismos-alvo serdo sempre recuperados com uma determinada
sensibilidade (Lightfoot & Maier, 2003).



A implementacdo de um sistema de controlo da qualidade, permite garantir a
qualidade no Laboratério, reduzindo os erros de execucdo de andlises, aumento da
confianca e credibilidade do Laboratério.

Inserida na Empresa e no sentido de desenvolver esta politica de melhoria
continua, desenvolvi o presente trabalho com o objetivo principal de rever e melhorar o
controlo de qualidade dos meios de cultura produzidos do Laboratério de analises
microbiolégicas da ALS Controlvet. Para prossecucao desse objetivo, definiram-se os

seguintes objetivos especificos:

e Execucao dos diferentes controlos da qualidade dos meios utilizados no
laboratorio de microbiologia;

e Garantir da confiabilidade dos resultados e procedimentos do laboratério
de microbiologia;

e Registo e monitorizagdo do controlo da qualidade;

¢ Implementacdo da ferramenta informatica para o controlo da qualidade
dos meios de cultura.

e Automatizacdo do procedimento de andlise de certificados dos meios de

cultura.

O projeto desenvolvido teve como resultado a presente dissertacdo que esta
organizada em 7 capitulos:

e O presente capitulo serve para descrever os intervenientes do projeto,
0s motivos que deram origem a sua elaboracéo, os objetivos propostos
e a organizacao dos conteudos;

e O segundo capitulo inclui um enquadramento do tema, através de uma
revisdo bibliogréfica, permitindo esclarecer e clarificar conceitos
relevantes sobre o Controlo da qualidade;

e O terceiro capitulo diz respeito a metodologia aplicada ao trabalho que
foi desenvolvido na ALS Controlvet;

e O quarto capitulo refere o trabalho que foi desenvolvido e aos resultados
concretizados na ALS Controlvet;

e As apreciacOes e reflexdes sobre a atividade desenvolvida surgem no
quinto capitulo. Neste capitulo também serdo sugeridas perspetivas

futuras para uma continua evolucéo e melhoria do projeto;



Em sexto lugar surgem as referéncias bibliograficas que serviram de
suporte para a concretizacao desta dissertacao;

Para um melhor esclarecimento e como complemento sobre alguns
assuntos descritos no corpo do trabalho, foi incluido um sétimo capitulo,

com um conjunto de anexos, disponiveis para consulta.



I. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Normalizagcéo

Normalizacdo € um termo que é definido como “a atividade destinada a
estabelecer, face a problemas reais ou potenciais, disposi¢cdes para a utilizacéo
comum e repetida, tendo em vista a obtencdo do grau 6timo de ordem, num
determinado contexto” (IPQ, 2015).

1.1. Organismos de normalizagéo

A nivel internacional, a ISO (International Organization for Standardization) e
a |IEC (International Electrotechnical Organization) sdo os dois principais
organismos de normalizacdo, sendo que todas as normas internacionais Sao
controladas pela organizacdo mundial do comércio (Vargas, 2006). De acordo com
a International Organization for Standardization (ISO, 2017), a ISO teve origem no
ano de 1946 quando um grupo de representantes de 25 paises decidiram criar uma
organizagdo com o intuito de “facilitar a coordenacao e uniformizagdo das normas
industriais a nivel internacional” (ISO, 2017).

Esta é uma organizacdo ndo-governamental, independente que engloba 162
organismos de normalizacdo. Relativamente a IEC, é uma organizacao
internacional fundada em 1906 e tem como principal objetivo a normalizacdo de
todas as tecnologias elétricas, eletronicas e outras (IEC, 2017). Assim, toda a
normalizacéo relacionada com outras atividades, exceto as elétricas e eletronicas,
estdo ao encargo da ISO. A nivel nacional, o organismo responsavel pela
normalizacdo em Portugal, é o IPQ (Instituto Portugués da Qualidade), que
representa 0 nosso pais na ISO desde 1949, na IEC desde 1929, a nivel
internacional.

Desta forma, a funcéo do IPQ consiste em gerir de forma eficaz 0 nosso
processo normativo, isto €, manter o nosso pais atualizado a nivel das novas

normas desenvolvidas internacionalmente, promover elaborar as normas



portuguesas, representar 0 nosso pais nas entidades europeias e mundiais (IPQ,
2017).

1.2. Conceito de norma

Segundo o IPQ (2015), as normas sao os “documentos resultantes de um
consenso, aprovados por um organismo de normalizacdo reconhecido, que
estabelecem regras, guias ou caracteristicas de produtos ou servi¢cos, assentes em
resultados consolidados, cientificos, técnicos ou experimentais”. Assim, as normas sao
os documentos oficiais que contém as regras que devem ser cumpridas caso se
pretenda ser acreditado pelas mesmas, sendo estes documentos de aderéncia

voluntéria.

2. A acreditagdo de ensaios segundo a NP EN ISO IEC 17025:2005

De acordo com Lightfoot & Maier (1998), todos os laboratérios que realizam
ensaios microbiolégicos em apoio ao cumprimento da regulamentacdo deveriam ser
acreditados pelo organismo de acreditacdo apropriado. A implementacdo de um
programa de garantia da qualidade dard confianca na validade dos resultados
produzidos.

A acreditacdo € o procedimento pelo qual um organismo autorizado reconhece
formalmente que uma entidade é competente para realizar determinadas atividades
especificas, evidenciando-o através de um certificado que descreve o ambito da
acreditacdo. Este procedimento € também uma forma de estabelecer uma rede de
reconhecimento de competéncias, no sentido em que um amplo conjunto de clientes
reconhece a competéncia do organismo avaliador e por sua vez este reconhece a
competéncia dos laboratorios (Almeida e Pires, 2006).

Em Portugal, o organismo responsavel pela acreditacdo é o Instituto Portugués
de Acreditagdo (IPAC). No processo de acreditacdo, o IPAC é responsavel pela
avaliacdo e reconhecimento da competéncia técnica de entidades para efetuar

atividades especificas de avaliacdo da conformidade. Esta atividade, esta sujeita a



legislagdo comunitéria que obriga um funcionamento harmonizado, verificado através
de um sistema de avaliagao.

Para Almeida e Pires (2006), a acreditacdo surge como 0 mecanismo avaliador
gue sO deve ser acionado quando o sistema da qualidade estiver implementado e a
funcionar sem grande resisténcia. O processo de acreditacdo é de extrema importancia
para o laboratério, pois este serve para ganhar e transmitir confianga na execucéo de
atividades técnicas, ao confirmar a existéncia de um nivel de competéncia técnico
reconhecido internacionalmente.

A norma NP EN ISO/IEC 17025, abrange os ensaios e as calibragdes realizadas
segundo métodos normalizados, métodos ndo normalizados e métodos desenvolvidos
pelo proprio laboratério. Esta norma, é aplicavel a todos os laboratdrios que efetuarem
ensaios e /ou calibracdes, independentemente do niumero de pessoas ou da extensao
do ambito das suas atividades e ainda laboratérios nos quais 0s ensaios e/ou
calibragbes facam parte integrante da inspecao e da certificacdo de produtos.

A acreditacdo é vantajosa, ha medida em que o laboratério passa a ter a
capacidade de evidenciar o nivel da qualidade com que trabalha. A importancia da
acreditacdo traduz-se na confianca que o laboratério transmite ao mercado, pois o facto
de um laboratério estar acreditado significa que esta organizado segundo principios,
praticas de gestdo e técnicas adequadas. A um outro nivel, a acreditacdo € um
facilitador do comércio internacional uma vez que o resultado analitico emitido por um
laboratério acreditado é valido noutro pais que adote o0 mesmo sistema da qualidade e
gue seja signatario dos Acordos de Reconhecimento Mutuo (Almeida & Pires 2006).

2.1. Aplicacdo da ISO 17025:2005 num laboratério de microbiologia

Como a qualidade para a prestacdo de servicos € tdo importante como a dos
processos de producao de produtos, a acreditacdo de um laboratério vai transmitir a
gualidade com que o0 seu servico é prestado, aumentando assim a confianca do
consumidor para a procura e obtengcdo do seu servico (Machado e Almeida, 2013).
Dentro da acreditacdo das varias entidades, a acreditacdo dos laboratorios segue a
norma ISO 17025 que é intitulada de “Requisitos Gerais de competéncia para
laboratorios de ensaio e calibracdo” (IPAC, 2017). Como ja foi referido anteriormente,

um laboratério para ser acreditado tem que cumprir 0s requisitos que constituem esta



norma, pelo que sera alvo de auditorias de forma a ser verificado se esses mesmos
requisitos sao cumpridos verdadeiramente. Dentro dos laboratérios existe uma vasta
gama de normas pelas quais eles podem ser acreditados, como por exemplo os
meétodos que utilizam, sendo que sdo especificas para a area do laboratorio, isto €, sdo
diferentes para laboratérios de microbiologia e para laborat6rio de quimica, fisica, fisico-
quimica, biologia, geologia, entre outras areas.

Relativamente a aplicacao da 1ISO 17025:2005 num laboratério de microbiologia,
h& alguns aspetos que sdo necessarios ter em atencao e que sdo mais especificos para
este tipo de laboratérios em diferentes niveis. No nivel dos recursos humanos, os
analistas que realizam as analises microbiologicas devem ser qualificados na area de
microbiologia e devem receber treino e formacdo adequados a funcdo que
desempenham. No nivel do ambiente, no caso de um laboratério de microbiologia, este
parametro é importante para se evitar a ocorréncia de contaminagdes cruzadas, sendo
aplicacdo do principio da “marcha em frente”, onde no interior do laboratério, tudo
percorre 0 mesmo caminho, com a mesma entrada e a mesma saida. No nivel da
incerteza da medicdo, em testes microbiologicos, a incerteza é estimada através da
repetibilidade e reprodutibilidade dos testes. Ao nivel do equipamento utilizado, deve-
se sempre prevenir a ocorréncia de contaminacdes cruzadas, como por exemplo
através da utilizacdo de equipamento descartavel ou de vidro reutilizavel devidamente
limpos e estéreis. Ao nivel dos reagentes e dos meios de cultura utilizados, a sua
qualidade deve ser garantida pelo laboratério, bem como ao nivel dos materiais e
culturas de referéncia, onde deve ser seguida a ISO 11133:2014. Ao nivel da
amostragem também ha normas pelas quais os laboratérios podem ser acreditados, de
forma a garantir a qualidade do seu processo. Ao nivel da garantia da qualidade dos
resultados obtidos e do desempenho do laboratério, é importante que haja um controlo
de qualidade interno que controle todos os procedimentos efetuados no laboratério e
um controlo da qualidade externo para avaliar todo o funcionamento do laboratorio
(RELACRE, 2007). Neste caso, ao aplicar esta norma para um laboratorio de
microbiologia, entre outros aspetos que sao necessarios de controlar, a qualidade dos
meios de cultura € um aspeto que é importante validar, sendo por isso, este assunto
realcado.

Desta forma, para se realizar o controlo da qualidade dos meios de cultura num
laboratorio existe uma norma da ISO que refere e explicita todo o controlo necessario

de ser efectuado no laboratério, a ISO 11133:2014 intitulada “Microbiology of food,



animal feed and water — Preparation, production, storage and performance testing of
culture media” (Gerten, 2014).

3.

ISO 11133:2014 - microbiology of food, animal feed and water — preparation,
production, storage and performance testing of culture media

A 1SO 11133:2014, é uma norma que deve ser implementada por todos os
laboratorios de microbiologia no ambito do controlo da qualidade dos meios de
cultura (Gerten, 2014).

A norma esta dividida em 10 capitulos, onde estdo explicitas instrucbes
detalhadas sobre o controlo da qualidade dos meios de cultura no laboratorio, entre
0S quais os capitulos 1-3 que abordam aspetos gerais da norma, termos e
defini¢cdes, o capitulo 4 que aborda a gestao da garantia de qualidade; o capitulo 5
sobre os testes de desempenho dos microrganismos teste, o capitulo 6 sobre o
controlo da qualidade dos testes de desempenho dos meios de cultura e os
capitulos 7, 8 e 9 sobre os testes de desempenho. A utilizacdo destes testes de
desempenho é importante na medida em que vao garantir a qualidade dos meios
de cultura ao nivel da producdo, armazenamento, se os resultados obtidos nos
testes estiverem dentro das especificacées que séo especificas para cada meio de

cultura e estéo presentes nos anexos E e F da ISO 11133:2014 (Sampaio, 2006).

3.1. Gestao da garantia da qualidade

A ISO aborda aspetos relacionados com alguns aspetos diretamente ligados a

elaboracdo dos meios de cultura, como por exemplo sobre documentacdo, a

preparacdo laboratorial dos meios de cultura, o armazenamento dos mesmos e a

preparacao para a sua utilizacdo. Segundo a ISO 11133:2014, a documentagdo € um

ponto importante para a garantia de qualidade uma vez que, os documentos vao

garantir que os produtos que foram adquiridos pelo laboratério sejam de qualidade.

No que diz respeito a preparacédo laboratorial dos meios de cultura, a norma

refere alguns aspetos que séo necessarios ter em atencdo, como as condi¢cdes da agua

que é utilizada, principalmente para a re-hidratacdo dos meios de cultura desidratados,



a forma como se pesa, re-hidrata e dissolve o meio de cultura, como se procede para
a medicao e o respetivo ajuste do pH, se necessario, alguns aspetos relacionados com
a esterilizacao, quer por calor-humido (autoclave), quer por filtracéo e alguns cuidados
a ter com os suplementos e a sua preparacdo. Relativamente a validade e ao
armazenamento dos meios de cultura que sao preparados no laboratério, a norma
refere a importancia da sua identificacdo para fins de rastreabilidade, avaliagdo e
controlo dos prazos de validade nos meios ja preparados, estando eles ou ndo em
caixas de Petri prontos a utilizar (ISO 11133:2014).

A norma ISO 11133:2014 também refere alguns aspetos relativos a preparacao
dos meios de cultura para a sua utilizagdo, como o processo de fusdo de meio de cultura
de Agar, a remocéao do ar do meio de cultura, a adicdo dos suplementos, a distribuicéo
dos meios e a sua preparacdo para a incubacéo e algumas chamadas de atencao para

a incubacao dos meios solidos.

3.2. Teste de desempenho dos microrganismos

Neste capitulo a norma aborda os aspetos relacionados com 0s microrganismos
e a sua preparacao para a realizacdo dos testes de desempenho. A selecdo dos
microrganismos teste deve ser realizada individualmente para cada meio de cultura e
para cada teste, como esta descrito nos anexos E e F da ISO 11133:2014 e estes
devem ser representativos das suas espécies e demonstrar um desempenho 6ptimo
num meio especifico.

Quanto a origem dos microrganismos, o laboratério pode adquiri-los
comercialmente ou podem ser estirpes isoladas pelo laboratério. Destes, séo
preparados stocks de referéncia que sdo armazenados no laboratério a baixas
temperaturas ou liofilizados, que por sua vez dado origem a culturas stock.
Posteriormente, das culturas stock, vao ser preparadas as culturas de trabalho, que vao
dar origem as suspensdes teste através da preparacdo de diluicbes decimais
sucessivas. Neste capitulo a norma também refere as quantidades de in6culo que séo

necessarias para cada um dos testes (1ISO 11133:2014).



3.3. Controlo da qualidade e testes de desempenho dos meios de cultura

Na norma sédo abordados aspetos que sédo controlados nos meios de cultura,
guer ao nivel fisico e quimico, quer ao nivel microbioldgico. Relativamente ao controlo
da qualidade fisico e quimico dos meios, a norma refere que deve ser controlado o
volume do meio nas placas, a aparéncia, cor e homogeneidade, consisténcia do gel, o
teor de humidade o pH, suplementos, entre outros. Por outro lado, ao nivel do controlo
da qualidade microbiolégico, o meio de referéncia utilizado deve ser consistente e de
alta qualidade e os microrganismos utilizados para os testes sdo especificos para cada
meio de cultura. Mais concretamente sobre a realizacdo dos testes de desempenho
microbiano, dependendo da especificidade do meio, a norma refere a realizacdo de
testes qualitativos ou quantitativos.

Também sao diferenciados os meio “prontos a usar” dos que séo preparados a
partir de formulagdes desidratadas, uma vez que os “prontos a usar” ja tiveram de ser

submetidos a esses testes por parte dos fabricantes (ISO 11133:2014).

3.4. Procedimentos dos testes de desempenho

Nos capitulos 7, 8 e 9, a norma aborda os procedimentos para cada um dos
testes de desempenho, sendo respetivamente os meios de cultura solidos, meios de
cultura liquidos e diluentes e meios de cultura de transporte.

No que diz respeito aos testes quantitativos, pode ser avaliada a produtividade
e a seletividade dos meios através de dois parametros que podem ser calculados, Pré
a de produtividade e St que é o fator de seletividade. O Pr é razdo entre o numero total
de colonias no meio teste (Ns) e o numero total de colonias obtidas num meio de
referéncia (No), como se pode verificar na equacédo 1. O Sf consiste na diferenca entre
o valor da maior diluicAo em que se verificou crescimento num meio nao seletivo de
referéncia (Do) e o valor da maior diluicdo em que o crescimento é comparavel no meio
em estudo (Ds), como se pode verificar na equagéao 2.

Relativamente aos testes qualitativos, pode ser avaliada a produtividade,
seletividade e especificidade dos meios através da presenca ou auséncia de
crescimento nas placas (1ISO 11133:2014).
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Pr (%) = == x 100 (1)

Sf:DO_DS (2)
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4. Ferramentas do controlo da qualidade

O Controlo da qualidade (CQ) num laboratorio visa a obtengéo da conformidade dos

resultados obtidos durante as analises microbiolégicas. A implementacdo de um

sistema de CQ, permite garantir a qualidade no laboratoério, reduzindo os erros de

execucao de andlises, aumento da confianca e credibilidade do laboratorio.

O CQ dos resultados no laboratoério, envolve todos os aspetos da qualidade

analitica, desde a amostragem (selecdo e manuseamento de amostras), metodologias,

ambiente, equipamento, meios de cultura e reagentes, pessoal, controlo da qualidade

interna e externa.

O laboratorio de microbiologia, adotou o uso das seguintes ferramentas de CQ:

Ensaio em branco;

Réplicas ou sementeira em duplicado;
Ensaios em paralelo;

Contagens em duplicado;

Controlo com material de referéncia;
Controlos dos meios de cultura;
Controlo de esterilidade;

Cartas de produtividade;

Amostras cegas;

Ensaios interlaboratoriais;

O controlo da qualidade analitico compreende 3 linhas de orientacao:

1. A 12 linha compreende um conjunto de procedimentos usados pelo operador

para uma autoavaliacéo.

2. A 22linha inclui um conjunto de procedimentos observados periodicamente por

uma pessoa diferente do operador.

3. A 32 linha baseia-se em comparagbes com o0 exterior, 0 que permite uma

avaliagdo do desempenho do laboratorio.

12



4.1. Ensaio em branco

O ensaio em branco tem como principal objetivo testar as condi¢cdes de
esterilidade durante todo o processo analitico, no que se refere a esterilidade do meio
de cultura, do diluente e a eficacia do operador. Esta ferramenta, representa o CQ da
12 linha.

A cada ensaio efetuado pelo laboratério deve ser realizado um ensaio em
branco. Este ensaio € constituido por uma amostra feita a partir do diluente ou agua
estéril conforme aplicivel, sobre o qual se realizam as filtragfes, diluicdes, inoculacdes
e incubagdes como se de uma amostra normal se tratasse.

A realizacdo de ensaios em branco é inserida no sistema informatico, que lhe
atribui automaticamente um namero de analise. Os resultados das leituras deverao ser

isentos de unidades formadores de colénias (UFC).

4.2. Ensaios em paralelo e sementeira em duplicado

Para assegurar a precisao intermédia dos resultados obtidos nas analises
realizadas pelo mesmo analitico ou entre analiticos, esta implementado um programa
de realizacdo de ensaios em duplicado e em paralelo.

Define-se como ensaios duplicados aqueles em que os volumes da suspensao
sdo iguais, da mesma amostra, sdo diluidos, inoculados e incubados nas mesmas
condicdes, e pelo mesmo analista.

Séo definidos como ensaios paralelos aqueles em que os volumes da suspenséo
sdo iguais, da mesma amostra, sao diluidos, inoculados e incubados, mas por analistas
diferentes (ISO 19036:2006).

Mensalmente sdo efetuados ensaios a partir de uma amostra artificial ou
naturalmente contaminada, em que a mesma amostra é analisada em duplicado e em
paralelo em todas as fases do ensaio.

Os ensaios em paralelo (por dois técnicos de bancada), assim como a
sementeira em duplicado (o0 mesmo técnico de bancada), sdo ferramentas utilizadas
para a qualificacao de novos técnicos de bancada ou dominio e aprendizagem de novos

ensaios.
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Apés a realizagdo dos ensaios em paralelo e/ou das sementeiras em duplicado,
0os resultados obtidos sao validados, preenchendo a carta de duplicados
correspondente. Esta ferramenta, representa o CQ da 12 linha. Estas ferramentas
permitem também obter dados para o calculo da precisédo intermédia e da estimativa
da incerteza (CQ da 2 2 linha).

4.3. Contagens em duplicado

A contagem em duplicado, baseia-se na escolha aleatéria de placas contadas
por um analista, devendo ser recontadas pelo mesmo analista ou por outro. Esta
ferramenta representa o CQ da 12 linha, e tem como objetivo, detetar diferencas nas
contagens. Para casos em que a contagem é feita pelo mesmo analista, o laboratério
aceita a diferenca até 5%, e quando é feita por analistas diferentes, aceita-se diferenca
até 10%. Esta ferramenta, também pode ser utilizada como ferramenta para CQ da 2 @

linha numa perspetiva de avaliacdo de tendéncias dos analistas.

4.4. Controlo com material de referéncia

O uso de material de referéncia (MR) para o controlo positivo ou negativo
(qualitativo), representa o CQ da 12 linha. O seu uso, € sempre feito em cada série de
analises, independentemente da frequéncia e da quantidade de parametros de analises
a realizar.

Os materiais de referéncia também sao utilizados para o controlo da qualidade
dos meios de cultura e para a realizacdo de amostras cegas.

A preparacao, manutencdo e controlo dos materiais de referéncia do laboratério
foi sempre realizada de acordo com o procedimento especifico do laboratério para o

manuseamento deste tipo de materiais.
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4.5. Controlo dos meios de cultura apés preparacao

O CQ dos meios de cultura, tem como objetivo determinar os parametros de
esterilidade, produtividade, seletividade e especificidade.

Na sua aquisi¢ao, os meios sao acompanhados de um certificado de qualidade,
que é avaliado para verificar o cumprimento com os requisitos da norma ISO
11133:2014 e do laboratorio.

ApoOs a preparacao do meio, sdo avaliadas as caracteristicas visuais, tais como
a cor, 0 aspeto e a consisténcia, de igual modo, as caracteristicas fisicas (pH), que
devem estar de acordo com as indica¢6es do fornecedor. O meio de cultura é rejeitado,

caso se encontre fora dos limites especificados.

4.6. Controlo de esterilidade

O seguinte ensaio aplica-se para verificar a auséncia de contaminacdo de
microrganismo nos meios de cultura.

Para cada lote de meio de cultura preparado no laboratério é retirado uma
percentagem de tubos ou placas que se incubam nas condicdes de tempo e
temperatura descritas no método de ensaio do organismo que se pretende pesquisar.
Ao fim deste tempo, ndo devera haver qualquer alteracédo de cor, turvacao, depdsito ou

gas nem crescimento de coldnias, caso contrario o lote devera ser rejeitado.

4.7. Cartas de produtividade

A produtividade é definida como o nivel de recuperacao do microrganismo alvo
no meio de cultura em condi¢des definidas e a seletividade, como o grau de inibicdo de
um organismo nao alvo no mesmo meio e nas mesmas condicdes. A especificidade,
por seu lado, € demostrada pela capacidade de microrganismos néo alvo ndo serem
inibidos, mas apresentarem, no mesmo meio e nas mesmas condi¢des, caracteristicas
visuais diferentes do microrganismo alvo. A norma ISO 11133:2014 estabelece critérios

para a realizacdo e avaliacdo destes parametros de controlo da qualidade.
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Em rotina o laboratdrio utiliza os MR para fazer o controlo dos meios de cultura,
diluentes e reagentes utilizados nas andlises. Sempre que se prepara um novo lote de
meio, sdo realizados os testes de produtividade/seletividade/especificidade. Os
resultados de produtividade séo introduzidos numa carta de controlo (carta de
produtividade), o que permite saber se 0 meio ainda é adequado para a realizacdo dos
ensaios analiticos (CQ de 12 linha).

A carta de produtividade € construida com os primeiros valores obtidos (pelo
menos 10 inicialmente e depois atualizada quando se atingir aos 20) e séo
estabelecidos os limites de aviso, de controlo e critérios de aceitagédo, para que possa
ser utilizada em rotina de forma a detetar possiveis situa¢cdes anormais ou as que

possam ocorrer (CQ de 22 linha)

4.8. Amostras cegas

O uso de amostras cegas baseia-se na contaminacdo interna das amostras
utilizando o Material de Referéncia (MR), com o objetivo de conhecer a precisédo e
exatidao dos resultados produzidos. Geralmente, as amostras cegas, sdo utilizadas em
conjunto com os duplicados, para conhecer e avaliar 0 desempenho dos operadores,
nomeadamente estagiarios, funcionando com ferramenta de melhoria da qualidade.

A utilizacdo de MR (quantitativos) ou padrdes analogos, como amostras cegas,
permite também conhecer a exatiddo do método.

O laboratério considera, para todos os efeitos, as amostras dos ensaios

interlaboratoriais como amostras cegas, na avaliacdo do seu desempenho.

49. Ensaios interlaboratoriais

A realizacdo de ensaios de comparacédo interlaboratoriais, representa um CQ
externa da 32 linha. A ferramenta EIL (ensaios interlaboratoriais) € referente a
realizacdo e avaliacdo de ensaios do mesmo item ou matéria, por dois ou mais

laboratorios, de acordo com as condicdes pré-estabelecidas pela entidade promotora.
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A participacao neste tipo de ensaios, permite ao laboratorio fazer a sua avaliacao
de desempenho, conhecendo a qualidade dos resultados obtidos, face aos resultados

esperados para esse ensaio.

A participacdo em ensaios de comparacgao interlaboratorial € um procedimento
obrigatorio pelo IPAC para a acreditagdo de método analitico num laboratorio de
ensaios e/ou calibracéo.

Anualmente a ALS Controlvet subscreve programas de ensaios interlaboratoriais
organizados por entidades competentes nos ambitos de microbiologia de alimentos,
superficies, aguas de consumo, aguas balneares, aguas residuais e na area veterinaria.
As amostras sdo analisadas pelo laboratério da ALS Controlvet e os resultados sao
enviados ao laboratoério organizador.

Os ensaios interlaboratoriais sdo uma ferramenta importante no controlo da
gualidade analitica do laboratério da ALS Controlvet. Contudo, para uma interpretacéo
correta de resultados dos ensaios interlaboratoriais realizados na area da microbiologia
€ importante considerar os seguintes fatores que influenciam os resultados:

1. A distribuicdo dos microrganismos na amostra ndo é uniforme, mesmo em
amostras bem homogeneizadas, assim quando se utiliza parte da amostra para
analise os resultados obtidos dependem da quantidade de microrganismo
presentes na toma utlizada. A inevitavel distribuicdo aleatéria dos
microrganismos numa amostra faz com que nunca se conhecam os resultados
verdadeiros para uma andlise efetuada a partir de uma porcao dessa amostra.

2. Para além da variedade que pode existir entre as subamostras, as amostras que
contém organismos, como as bactérias, podem multiplicar-se ou tornarem-se
inviaveis apesar de todos os esforcos feitos para estabilizar as amostras. A
estabilidade de facto varia entre os varios tipos de microrganismos e mesmo
entre estirpes. O comportamento microbiano pode ainda ser diferente de acordo
com a mistura presente na amostra.

3. Existem ainda fendmenos de atragdo e repulsdo entre microrganismos que
conduzem a uma sobre disposicéo, ou seja, apesar de todos os esforgcos para
homogeneizar as amostras ndo se consegue ultrapassar as forcas de atracao
ou de repulsao entre os microrganismos. Isto faz com que possam existir zonas
da amostra com agregados de microrganismos e outras com vazios

microbianos. Assim € de esperar que algumas vezes se obtenham contagens
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de um ou outro microrganismo como “elevadas” ou como “baixas” apds o
tratamento estatistico dos resultados utilizando a mediana dos resultados
obtidos e tendo em conta o afastamento do resultado reportado pelo laboratorio
relativamente & mediana. Estes resultados ndo devem ser interpretados como
um mau desempenho do laboratério.

Assim sendo, o desempenho do laboratério deve ser avaliado a partir de

uma analise dos resultados ao longo do tempo.
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1. MATERIAL E METODOS

1. A unidade de microbiologia aplicada

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratério de microbiologia intitulado
ALS Controlvet, apresentado o logétipo na Figura 1. A rede Europeia da ALS conta com
laboratorios analiticos modernos, com acreditacdo ISO 17025 e Centros de Servi¢co ao
Cliente.

Variando em dimensdo e capacidade local, a rede de laboratérios possui, no
entanto, uma gama ampla de analises fisicas, quimicas, microbiolégicas, bioldgicas,
radiolégicas, ecotoxicolégicas para satisfazer as necessidades locais e regionais dos
clientes.

Todos os procedimentos analiticos da ALS sdo validados e na sua maioria
acreditados segundo a norma europeia EN ISO/IEC 17025:2005. E o controlo de
gualidade é um processo sistematico que engloba entre outros:

a) Calibracédo regular dos instrumentos

b) Verificagao regular da calibragdo por normas independentes

c) Medigéo regular de amostras brancas

d) Medicdo regular de amostras de controlo

e) Medicdo de amostras duplicadas

f) Medicao regular de amostras de matriz “spiked” e de matrizes de material
de referéncia certificado.

Os procedimentos acima mencionados garantem que o rigor do método

(preciséo e veracidade) vai ao encontro nas necessidades dos clientes (ALS Portugal).

Figura 1- Logotipo do Laboratorio, ALS CONTROLVET.
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2. Preparacao de meios de cultura

Todos os meios de cultura sédo preparados a partir de formulacfes desidratadas
e, para a sua preparacdo sado seguidas as indicacfes presentes na ficha técnica de
cada um dos meios. A preparacdo dos meios de cultura é efetuada segundo as
indicagcOes do fabricante ou das normas respetivas, tendo o cuidado de evitar a
libertacdo de pods e a formacédo de grumos.

O meio desidratado foi pesado para frascos de vidro, tomando as devidas
condi¢des de seguranca, no qual, depois foi adicionada a dgua desionizada respetiva,
medida previamente numa proveta. De seguida procedeu-se a homogeneizagéo e os
meios foram submetidos ao processo de esterilizacdo de acordo com as indicacdes
provenientes do fabricante.

Para todos eles, o processo de esterilizacdo consiste no método do calor humido,
estando sujeito a um programa de no autoclave. Neste método, os meios de cultura
tém de estar sujeitos durante um periodo de tempo a uma temperatura especifica, para
provocar a morte dos microrganismos nele presentes, uma vez que eles ndo sdo
inativados instantaneamente (Lightfoot e Maier, 2006).

Consequentemente, os meios de cultura e as solugbes preparadas sao
distribuidas em frascos, tubos ou placas consoante o tipo de ensaio a que se destinam
e as necessidades do Laboratorio.

Assim, apés a retirada do autoclave, procedeu-se a distribuicdo dos meios
sélidos em placas de Petri de 90 mm de diametro, onde foram colocados 18 a 20 mL
de meio em cada placa, e dos meios liquidos em tubos de ensaio estéreis onde foram
colocados 10 mL de meio em cada tubo.

Para os meios de cultura prontos com adicdo de suplemento, a sua preparacao
foi efetuada de acordo com a ficha técnica do meio de cultura.

De modo a garantir a sua rastreabilidade, todos os meios, diluentes e solugdes
preparados no laboratério de microbiologia, sdo devidamente identificados com o lote
atribuido pelo laboratorio, que consta na folha de registo da preparagdo de meios, e a

respetiva data de validade.
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2.1. Conservagéo dos meios de cultura, diluentes e/solugdes

Os diluentes e meios de cultura preparados sdo conservados, consoante a
indicacdo expressa na norma ou do seu fabricante. Geralmente, estes sdo conservados
em frasco/tubo rolhado, ao abrigo da luz a cerca de 5 £ 3 °C, durante um periodo
maximo de trés meses ou um més a temperatura ambiente, de modo a evitar qualquer
modificacdo da composicdo e desde que nao ultrapasse o prazo de validade
estabelecido pelo fabricante (1S011133:2014).

Salvo as indicacdes das respetivas normas ou as do fabricante, as solugdes
necessarias para testes de confirmagbes sdo conservadas em frascos escuros

fechados, a temperatura de 5 + 3 °C, e por um periodo maximo de trés meses.

3. Manutencéo de culturas de referéncia

Segundo Brumano et al (2011), o congelamento, é o método mais comum de
conservacao de culturas bacterianas em laboratérios. No Laboratdrio de microbiologia,
a manutencéo de culturas de referéncias é realizada de acordo com o descrito na norma
ISO 11133:2014.

De acordo com esta norma, as culturas utilizadas na manutencéo de material de
referéncia, tém sempre como fonte de origem estirpes de referéncia, obtidas a partir de
uma colecéo oficial, do World Date Centre of Microorganisms (WDCM), que sé&o
adquiridas sob a forma liofilizada. Estas devem ser reconstituidas de acordo com as
instrucdes do fornecedor.

A técnica de ultracongelacdo é realizada através do congelamento da cultura
com a adicdo de glicerol a 20 %. Neste caso, a cultura de referéncia, pode ser
congelada a temperatura de -80 °C (stock de referéncia) durante trés anos, ou a -20 +
3 °C (stock de cultura) durante um ano.

Para a realizacdo de testes de produtividade/seletividade/especificidade séo
também preparados stocks de indculo a partir do stock de cultura, em concentra¢des
adequadas para os testes, segundo a ISO 11133:2014 e conservado a -20 + 3 °C.
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Assim como refere a ISO 11133:2014, sempre que se descongela um material
de referéncia (em stock de referéncia, de cultura ou de in6culo), ndo se volta a congelar,

descartando-o apos utilizacao.

3.1. Preparacéao de culturas de stock de referéncia

As culturas de stock de referéncia sdo preparadas a partir de estirpes de
referéncia ou isoladas de ensaios interlaboratoriais e devem ser mantidas e
manuseadas de forma a minimizar qualquer contaminagdo cruzada, mutacao ou
alteracdo das caracteristicas dos organismos.

A partir do material de referéncia ou cultura do EIL, inocula-se no meio
apropriado de forma a obter cultura abundante e incuba-se nas condi¢cdes adequadas
a cada microrganismo. Apés incubacdo verifica-se a pureza da cultura.

Prepara-se uma suspensao em meio crioprotetor (Nutrient broth com 20 % de
glicerol) e armazena-se a -80 °C, onde as bactérias sdo conservadas durante 10 anos,
ou a -20 °C, com uma validade de um ano.

Os criotubos séo identificados com o cédigo e nome da estirpe bem como a data
de producéo e validade.

A unidade de microbiologia tem um modelo, onde é registado todo o processo
de producéo de culturas de Stock de referéncia.

As culturas de stock de referéncia nunca podem ser usadas para preparar

materiais de referéncia.

3.2. Preparacdao de culturas de stock

As culturas de stock sdo geralmente preparadas a partir de uma cultura de stock
de referéncia armazenada a -80 °C.

As aliquotas devem ser manuseadas de modo a evitar possiveis contaminac¢oes
cruzadas do stock de referéncia ou da sua deterioragéo.

A partir da cultura stock de referéncia, inocula-se em meio apropriado de forma
a obter-se uma cultura abundante e incuba-se nas condicbes adequadas a cada

microrganismo. ApoOs a incubacéo, verifica-se a pureza da cultura, através da coloracéo
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de Gram ou testes bioquimicos. Dessa cultura densa, prepara-se uma suspensao em
meio crioprotetor (Nutrient broth com 20 % de glicerol) e conserva-se multiplas por¢des
a -20°C. Os criotubos devem ter a designacéao da estirpe bem como a data de producéo
e validade.

De uma forma geral, séo preparados tubos de culturas de stock em quantidade
suficiente de modo a ser utilizado um por cada més do ano.

As culturas de stock nunca podem ser utilizadas para preparar os materiais de

referéncia ou culturas de stock de referéncia.

3.3. Preparacéao de culturas de trabalho

As culturas de trabalho séo preparadas a partir das culturas de stock e
dependendo da utilizagdo prevista pode-se preparar culturas de trabalho em meio
liguido ou em placa, sendo preparadas no inicio de todas as semanas.

A preparacdo em meio liquido passa por se retirar o criotubo, do més corrente,
e deixar descongelar a suspensdo o suficiente para permitir uma correta
homogeneizagéo.

De seguida transfere-se 10 uL da suspensdo, com o auxilio de uma ansa, para
o tubo com um meio enriguecedor, como BHI ou Nutrient Broth e agita-se no vortéx.

Aincubacdo é realizada entre as 18 -24 horas, a 37 °C, podendo estas condicdes
ser ajustadas de acordo com o microrganismo, como € o caso do Clostrisdium
prefringens, em que a incubacdo é em Tioglicolato a 18 - 24 horas a 37 °C, em
anaerobiose. Nos bolores, a incubacao € feita a 25 °C durante 48 - 72horas.

Apods a incubacédo deve-se verificar a multiplicacdo da cultura através da turvacao
da mesma. De seguida, conserva-se as culturas em refrigeracdo a 5 + 3° C, durante
um periodo méaximo de 8 dias.

A preparacdo em placa passa por retirar da congelacao o tubo de cada més e
deixar descongelar a suspensdao o suficiente para permitir uma correta
homogeneizacdo. Transfere-se 1 pL da suspenséo, com o auxilio de uma ansa, para a
placa com meio nutritivo ndo seletivo, em superficie, de forma a obter cultura pura e

isolada.
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Utiliza-se TSA (Triptone Soya Agar) como meio nutritivo e incuba-se a 18 - 24
horas a 37 °C, exceto para microrganismos como o Clostridium perfringens e
bolores/leveduras que utilizam meios como Agar sangue e Sabouraud, respetivamente.

A incubacéo é realizada durante um periodo de 18 - 24 horas a 37 °C, no caso
do Clostridium perfringens, a incubacao é feita em anaerobiose. Quanto aos bolores a
sua incubacao é realizada a 25 °C durante 48 - 72 horas (ISO 11133:2014).

As culturas de trabalho produzidas séo identificadas com o niumero da cultura

original, ano, més e dia.

3.4. Preparacao de suspensdes para teste

Para se prepararem as suspensdes para os testes, foi necessario a realizacao
de diluicBes decimais sucessivas a partir da cultura de trabalho utilizando um diluente
adequado, como por exemplo TS (Triptone Salt broth), de forma a ser utilizada a
diluicdo com o numero de microrganismos adequado para cada meio e para cada teste.

Assim, do tubo com a suspensao mae, apds agitacdo no aparelho Vortex, pipeta-
se 1 mL dessa suspenséo para outro tubo com 9 ml de TS obtendo-se a diluicdo 1071
e assim sucessivamente (ISO 6887-1:2017).

De forma avaliar a concentragcdo da cultura de trabalho, sdo realizada
sementeiras de 0.1 mL do in6culo de diferentes diluicdes a superficie em TSA para
microrganismos aerébios e incuba-se a 37 °C, durante 18 a 24 horas, ou em agar
sangue no caso dos microrganismos anaerobios e incuba-se a 37 °C durante 18 a 24
horas em condi¢bes anaerobioses.

As suspensdes devem ser utilizadas até duas horas a temperatura ambiente,
caso ndo sejam utilizadas devem-se conservar em refrigeracdo a 5 + 3°C (ISO
11133:2014).

A partir da concentracdo conhecida, através do procedimento acima descrito, é
determinada a diluicdo e o volume adequado a utilizar como in6culo para os efeitos
pretendidos no controlo de qualidade a realizar.

Na rotina do Laboratdrio, semanalmente, passam-se as culturas de trabalho para

um meio liquido enriquecedor e para um meio nutritivo ndo seletivo, como esta explicito
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no subcapitulo 3.3, de modo a obter cultura pura e isolada. Do dia seguinte, prepara-
se as suspensdes para teste através do procedimento descrito neste subcapitulo.
Posteriormente, obtém-se a leitura das contagens das diluicbes realizadas
anteriormente e estas sdo registadas num modelo, MOD 225, de forma a rastrear todo
este processo. Assim, sempre que for preciso determinar uma concentracao consulta-

se 0 MOD 225 de forma a avaliar a diluic&o utilizar.

4. Controlo da qualidade dos meios de cultura

O objetivo do controlo da qualidade de meios de cultura €, garantir a confianga
de que os microrganismos-alvo serdo sempre recuperados com uma determinada
sensibilidade (Lightfoot & Maier, 2003). No Laboratério, os meios de cultura séo
normalmente testados com microrganismos de referéncia.

O Laboratério avalia os certificados da qualidade dos meios de cultura, emitidos
pelo fabricante, por lote de meio, e verifica se o lote em questdo cumpre com 0s
requisitos do controlo de qualidade exigidos pela Norma ISO 11133:2014.

Como ja foi referido anteriormente, para cada meio de cultura os testes de
desempenho que sdo necessarios realizar sdo especificos para cada um deles, estando
presentes nos anexos E e F da ISO 11133:2014 (1ISO 11133:2014).

4.1. Testes de desempenho dos meios sélidos

Para os meios de cultura e reagentes prontos a usar, o Laboratério avalia a
gualidade através do desempenho nos controlos da qualidade estabelecidos como o
ensaio em branco, o controlo positivo de execuc¢ao, a analise de matérias de referéncia
e na participacdo em EIL’s.

Por cada lote de fornecedor é realizado um teste de esterilidade, e é feita uma
avaliacdo qualitativa ao meio de cultura. A qualidade € ainda verificada através do
desempenho nos controlos de qualidade estabelecidos como o controlo positivo de
execucao e as confirmacgdes bioquimicas.

Para os meios de cultura e diluentes adquiridos na forma desidratada, a

preparacao é efetuada de acordo com as instru¢cfes do fabricante. Consequentemente,
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0s meios de cultura e as solugdes preparadas sdo distribuidas em frascos, tubos ou
placas consoante o tipo de ensaio a que se destinam e as necessidades do Laboratorio.
Estes sdo devidamente identificados com o nome do meio e o numero do lote interno.
Para cada lote de meio de cultura produzido efetua-se um controlo fisico, ou seja,
€ avaliada a cor, 0 aspeto, a consisténcia e o pH. Caso se verifique valores diferentes
aos estabelecidos pelo fabricante, conduz-se a rejei¢éo do lote.
O Laboratorio efetua uma avaliacado quantitativa dos meios de cultura nas seguintes
situacodes:
1) Por cada novo lote de fornecedor;
2) Quando o meio de cultura se destina a ser utilizado noutro Laboratorio;
3) Sempre que se ultrapassem seis meses apos a abertura da embalagem original
do produto.
Esta avaliagéo culmina na emisséo de um certificado de avaliagéo interna com todos

os resultados dos parametros avaliados.

4.1.1. Produtividade

A produtividade é o nivel de recuperacdo do microrganismo-alvo do meio de
cultura.
De acordo com o definido na ISO 11133:2014 para cada meio de cultura, a

avaliacao da produtividade pode ser realizada por teste qualitativo ou quantitativo.

a) Teste qualitativo
Com uma ansa de 1 pL efetua-se um riscado no meio de cultura em teste, dos
diferentes microrganismos a testar de forma a que nao ocorram cruzamentos. Submeter
0s meios de cultura assim inoculados as condi¢cdes de tempo e temperatura descritos
pelos respetivos métodos.
Apébs a incubacao das placas o crescimento devera ser classificado de acordo
com:
0 — Sem crescimento.
1 — Crescimento fraco (nUmero de colonias e tamanho).

2 — Bom crescimento.
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A avaliagdo qualitativa da produtividade é efetuada a todos os lotes internos
produzidos, recorrendo as culturas de trabalho. Sempre que houver um novo lote de
fornecedor, a avaliacéo é efetuada utilizando um inécuo entre 103 e 10* UFC de acordo
com o definido na ISO 11133:2014.

Para cada meio de cultura o critério de aceitacdo da produtividade encontra-se
definido na ISO 11133:2014.

b) Teste quantitativo
A partir das suspensdes preparadas e tendo em conta o meio de cultura em
teste, deve-se escolher a diluicdo de forma a obter contagens entre 80 e 120 UFC/mL,
podendo considerar contagens com um minimo de 50 UFC por placa (ISO 11133:2014).
Inocular o mesmo volume no meio de cultura em teste e no meio de cultura em
referéncia.

Sendo assim, o racio da produtividade é dado pela seguinte equacao:

Pr (%) = Z—Z x100 3)

Em que:

Pr - produtividade do meio de cultura em estudo

N - nimero de UFC obtidas no meio de cultura em teste

Ny - nimero de UFC obtidas no meio de cultura de referéncia.

Para cada meio de cultura o critério de aceitacao da produtividade encontra-se
definido na ISO 11133:2014. Nos meios de cultura sélidos o critério de aceitacdo

geralmente, varia entre Pr > 0.5 ou Pr > 0.7 consoante o meio de cultura.
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4.1.2. Seletividade

A seletividade define-se como o grau de inibigdo do microrganismo nao alvo (ISO
11133:2014), ou seja, a capacidade de impedir o crescimento de microrganismos
indesejados, permitindo o crescimento dos microrganismos pretendidos.

A avaliacdo da seletividade dos meios de cultura preparados no Laboratério é
efetuada utilizando as culturas de trabalho das estirpes definidas pela ISO 11133:2014.

Para os meios de cultura em placa, utiliza-se uma suspenséo com pelo menos
10* UFC/ mL. Com uma ansa de 1 pL, a partir da cultura trabalho, realiza-se uma estria
no meio de cultura em teste, com os diferentes microrganismos. Submeter os meios de
cultura assim inoculados as condi¢des de tempo e temperatura recomendadas.

A avaliacdo qualitativa da seletividade é efetuada para todos os lotes internos
produzidos.

O critério de aceitacdo da seletividade dos meios de cultura é a inibicdo dos
microrganismos ndo alvo, ou seja, € a capacidade de inibir o crescimento de
microrganismos indesejados. Assim, 0s meios de cultura em teste sdo aceites e
utilizados no Laboratério se inibirem os microrganismos nao alvo, conforme a I1SO
11133:2014.

4.1.3. Especificidade

A especificidade é demostrada pela capacidade de microrganismos néo alvo nao
serem inibidos, mas apresentarem, no mesmo meio e nas mesmas condi¢oes,
caracteristicas visuais diferentes do microrganismo alvo (1ISO11133:2014).

A especificidade do meio em teste € avaliada usando um inéculo, com pelo
menos, 10> UFC /mL.

O critério de aceitacdo da especificidade dos meios de cultura é as
caracteristicas visuais serem diferentes dos microrganismos alvo. Assim, os meios de
cultura em teste séo aceites e utilizados no Laboratoério se apresentarem caracteristicas

visuais diferentes do microrganismo alvo e de acordo com a ISO 11133:2014.

28



4.2. Testes de desempenho dos meios que utilizam membranas filtrantes

A avaliacdo dos meios de cultura que utilizam membranas filtrantes, utiliza as
suspensdes de microrganismos alvo, preparadas a partir das culturas de trabalho das
estirpes.

A gualidade das membranas filtrantes utilizadas deve ser previamente avaliada
para demonstrar a sua eficacia de utilizacao (1ISO 7704:2015).

A filtracdo deve cumprir com os requisitos da norma especifica do método, se
necessario passar o indculo pelas membranas, em condi¢des de assepsia e colocar as
membranas sobre o meio de cultura e incubar, de forma a obter um resultado
aproximado de 100 UFC no total para a avaliagdo de produtividade (ISO 8199:2018).

Na Figura 2 esta representada a sequéncia dos procedimentos a executar na

avaliacao da produtividade dos meios que utilizam membranas filtrantes.

Filtrar a suspensao, de acordo

Preparar uma suspensédo teste .
P P com a norma 7704, para 0 meio

com uma concentracdo de —>

100 ufc/ml em teste e para um meio ndo
seletivo
\Z

@] critério da
Incubar nas condi¢cbes Calcular a produtividade: produtividade, para cada
adequadas do meio em ——> Pr(%) =Ns %100 ——>| meio, ndo deve ser
teste. No superior, ao referido pela

norma 11133:2014,

Figura 2- Esquematizacao do método quantitativo para avaliar a produtividade dos meios que utilizam
membranas filtrantes. Fonte: Adaptado de 1ISO 11133:2014

Segundo aISO 11133:2014, a avaliacao da seletividade e da especificidade para
0s meios de cultura que utilizam membranas filtrantes é de caracter qualitativo, ou seja,
efetua-se um riscado no meio de cultura em teste, dos microrganismos a testar, que
estao referidos na norma. Depois da incubacgéo, nas condi¢cdes especificas, avalia-se a
presenca ou auséncia do crescimento nas placas, segundo o critério de aceitacdo do

meio referido na norma.
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4.3. Testes de desempenho dos meios liquidos

4.3.1. Meios de enriquecimento seletivo

Os meios liquidos de enriquecimento seletivo sdo meios que permitem a

multiplicacdo de microrganismos especificos, enquanto o crescimento de outros

microrganismo €é parcial ou totalmente inibido (1ISO 11133:2014).

A avaliacdo da produtividade destes meios € efetuada de acordo com as alineas

a) ou c) e a seletividade com a alinea b), assim:

a)

b)

Para o microrganismo alvo, inocula-se um tubo do meio em teste com um
in6culo de < 100 UFC/ mL, incuba-se nas condi¢cdes adequadas do meio
em teste. De seguida, repicar-se com o0 auxilio, de uma ansa de 10
uL, para um meio de cultura seletivo.

A avaliacdo da produtividade do meio em teste é satisfatoria se houver
um bom crescimento, no minimo 10 UFC, de microrganismo alvo no meio
de cultura seletivo.

Para o microrganismo néo alvo, inocula-se um tubo do meio em teste
com um inéculo de > 10* UFC/mL. Incuba-se nas condicdes especificas
do meio em teste. De seguida e com o auxilio de uma ansa, repica-se
10 uL para meio de cultura ndo seletivo. A avaliacdo da seletividade do
meio é satisfatéria quando o crescimento de microrganismo nao alvo é
totalmente ou parcialmente inibido.

A mistura do microrganismo alvo e nao alvo consiste, em inocular no
mesmo tubo do meio em teste o microrganismo alvo com um inéculo de
< 100 UFC/mL e > 1000 UFC/mL de microrganismo néo alvo. Este deve
ser incubado as condicGes especificas do meio em teste. De seguida,
repica-se 10 uL para um meio de cultura seletivo do microrganismo alvo.
Assim a produtividade do meio em teste é satisfatoria se houver um bom

crescimento do microrganismo alvo no meio de cultura seletivo.

Na Figura 3 estad representada a sequéncia do procedimento do teste de

desempenho dos meios liquidos seletivos de enriquecimento.
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Preparar as suspensdes teste com o microrganismo adequado com a concentra¢do de
Microrganismos Alvo: 102 ufc/ ml

Microrganismos N3o Alvo: 10% ufc/ ml

Microrganismos Alvo e N&o Alvo:

Microrganismos Alvo: Microrganismos N&o Alvo:
Inocular um tubo do meio Inocular um tubo do meio Inocular no mesmo tubo do meio
teste com 100 UFC do teste com 10* UFC do teste 100 UFC do microrganismo
microrganismo alvo microrganismo nao alvo e 10* do microrganismo ndo
especifico para o meio alvo

especifico para o meio

Colocar os trés tubos a incubar nas mesmas condicdes, sendo elas especificas para cada meio

Remover 10 pl do tubo e espalhar Remover 10 pl do tubo e espalhar
numa placa com meio néo seletivo numa placa com meio seletivo do
do microrganismo nao alvo microrganismo alvo

Colocar as placas a incubar nas mesmas condicdes, sendo elas especificas para cada meio

. O crescimento dos _Ocresciemntodos
~ O crescimento dos microrganismos ndo alvo deve microrganismos alvo deve atingir
microrganismos alvo deve ser parcial ou totalmente as 10 UFC, mas o crescimento
atingir , pelo menos, 10 UFC inibido dos microrganismo n&o alvo deve
ser parcial ou totalmente inibido .

Figura 3- Esquematizacdo do método qualitativo para avaliar o desempenho de meios liquidos
seletivos. Fonte: Adaptado de ISO 11133:2014
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4.3.2. Meios de enriquecimento ndo seletivos

Os meios liquidos de enriquecimento ndo seletivos permitem um crescimento de
uma ampla variedade de microrganismo (ISO 11133:2014).
A avaliacdo do desempenho dos meios liquidos néo seletivos de enriquecimento

€ de caracter qualitativo. Esta avaliacdo esta representada na Figura 4.

Preparar as suspensdes teste com o microrganismo alvo com a concentracdo de

10*ufc/mL

Inocular um tubo com o meio em teste com 10 ul da suspenséo

A\ 4
Colocar o tubo a incubar nas condi¢des especificas para o meio em estudo

A\ 4
Avaliar visualmente as caracteristicas do meio de cultura

(alteragédo da cor, formacéo de depdsito ou gas)

Figura 4-Esquematizagdo do método qualitativo para avaliar o desempenho de meios liquidos néo seletivos de
enriquecimento. Fonte: Adaptado de ISO 11133:2014
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4.4. Testes de desempenho dos diluentes

O controlo do diluente é efetuado por cada novo lote de fornecedor e sempre
gue se ultrapassem seis meses sobre a abertura da embalagem.

O teste de desempenho dos diluentes tem como objetivo determinar a
capacidade de o diluente suportar a carga microbiana, sem haver redugédo ou aumento
na mesma (ISO 11133:2014).

O teste realizado para estes meios de cultura é de caracter quantitativo. Foi
necessario previamente a preparacao da suspensao de trabalho de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e de Listeria Monocytogenes com uma concentracdo de 10*
ufc/mL. Retira-se 0.1 mL para uma placa de Petri de 90 mm de diametro com meio de
TSA e regista-se como t.

O tubo do diluente inoculado é colocado a temperatura ambiente durante + 45
minutos e, apos este periodo retira-se novamente 0.1 mL para outra placa de Petri de
90 mm de diametro com meio de TSA (t4s5).

As duas placas de TSA sédo incubadas durante 44 + 4 horas a 36 = 2 ° C. Apés
este tempo sdo analisados os resultados. O critério de aceitacdo deste teste consiste
na presenca de + 30% de colonias na placa (t,5) em relacdo a placa (t,)(ISO
11133:2014).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Controlo de qualidade ao meio Tryptone Bile X-glucuronide agar

De todos os meios de cultura preparados no Laboratério, escolhi o Tryptone
Bile X-Glucuronide agar porque é um meio submetido a todo o processo de controlo
referenciado na norma ISO 11133:2014. Este meio de cultura é preparado no
Laboratério a partir de uma formulacao desidratada e esterilizado convenientemente.

O meio TBX (Tryptone Bile x-Glucuronide agar / Triptona com sais Biliares e X-
Glucuronideo agar) € um meio de cultura soélido seletivo, de cor bege transparente e
gelatinoso, com um valor de pH compreendido entre 7,0 e 7,4. E utlizado para
enumeracdo de E. coli B-glucuronidase positiva em produtos alimentares. O meio é
composto por enzimas digestivas de caseina que vao fornecer azoto e carbono
necessarios para o crescimento bacteriano, sais minerais que vao inibir o crescimento
de bactérias gram positivas e um composto cromogénico que vai diferenciar as
bactérias B- glucuronidase positivas uma vez que, estas bactérias libertam uma enzima
que divide esse composto, libertando um croméforo colorido que se acumula no interior
das células e é possivel de ser detetado pelo aparecimento de coldnias azuis, como se

pode verificar na Figura 5 (VWR chemicals, 2013).
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Figura 5- Placa de crescimento de estirpes de Escherichia coli B-Glucuronidase positiva em meio TBX.

A composicao do meio de cultura TBX (gramas/Litro):
e Triptona: 20,0
e Sais biliares: 1,5
e BCIG (5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-glucuronato): 0,075

e Agar bacterioldgico: 9,0.

A preparacdo dos meios de cultura é efetuada segundo as indicacdes do
fabricante. Pesa-se a quantidade adequada ao volume de meio a preparar, de acordo
com as indicacfes fornecidas pelo fabricante. Aquecer-se até ebulicdo com agitacéo
até completa dissolucéo do agar, evitando a libertacdo de pos e a formacéo de grumos.

O processo de esterilizacdo consiste no método do calor himido, estando
sujeito a um programa no autoclave a 121°C durante 15 minutos.

A temperatura de distribuicdo deste meio de cultura é de 44 — 47 °C.
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Os meios de cultura preparados s&o conservados, consoante a indicagao
expressa na norma ou do seu fabricante, o TBX preparado em frasco tem uma validade
de 180 dias a 2 — 8 °C protegido da luz. O mesmo meio preparado em placas tem uma
validade de 15 dias a 2 — 8 °C, protegido da luz.

Na Tabela 1, encontra-se os critérios de avaliagdo do desempenho do meio de
cultura TBX.

Tabela 1- Critérios de avaliagdo do desempenho do meio de cultura TBX.

Fonte: Adaptado do certificado do meio de cultura.

Microorganisms (Product(i;vg’ywlg‘atio - Pr) Characteristics
Escherichia coli WDCM 00013 Pr250% Blue colonies
Escherichia coli WDCM 00202 Pr=50% Blue colonies
Citrobacter freundii WDCM 00006 Not inhibited, score 2 White colonies
Pseudomonas aeruginosa WDCM 00025 Not inhibited, score 2 White to grey-beige colonies
Enterococcus faecalis WDCM 00087 Inhibited, score 0 =

1.1. Produtividade

Segunda a 1SO 11133:2014, o teste de produtividade para este meio de cultura
€ de caracter quantitativo, em que 0s microrganismos utilizados na avaliagcdo de
desempenho do meio de cultura é a Escherichia coli WDCM 000202 com uma das
Escherichia coli WDCM 00012 ou Escherichia coli WDCM 00013 (1ISO11133:2014).

Previamente foi preparada uma suspensio teste de Escherichia coli com 102
UFC/mL em tubos de 10 mL TS (Triptone Salt broth). Desse tubo foi retirado 0.1 mL
para duas placas de Petri de 90 mm de diametro, uma com o meio de TBX e outra com
0 meio de referéncia, o TSA, tendo sido feita uma sementeira por incorporagao. As
placas foram posteriormente colocadas a incubar durante 21 + 3 horas a 44 £ 1 °C.
Apbs este periodo de incubacgéo faz-se a contagem das col6nias nas duas placas e
analisaram-se os resultados.

Relativamente a analise dos resultados, para o meio de cultura ser aceite €
necessario obter um valor de Pr = 50%, tendo sido apenas contabilizadas colénias

caracteristica, ou seja, colonias de coloracao azul.
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1.2. Seletividade

Segunda a norma 11133:2014, o teste de seletividade para este meio de cultura
€ de caracter qualitativo. Apds a preparacdo prévia da cultura de trabalho de
Enterococcus feacalis WDCM 00009 ou Enterococcus faecalis WDCM 00087, faz-se
um riscado para uma placa de Petri de 90 mm de diametro com meio de TBX e coloca-
se a incubar durante 21 + 3 horas a 44 + 1 °C. Ap0s a incubacdo analisaram-se 0s
resultados e, 0 meio é aceite se os Enterococcus feacalis forem totalmente inibidos,
nao havendo crescimento na placa.

Segundo a ISO 11133:2014 o Enterococcus feacalis € um microrganismo néo
alvo no meio de cultura TBX e como se trata da avaliacdo do desempenho da
seletividade, que é definida como o grau de inibicdo do microrganismo nédo alvo, é

espectavel que o Enterococcus feacalis seja totalmente inibido no meio de cultura TBX.

1.3. Especificidade

Segunda a norma 11133:2014, o teste de especificidade para este meio de
cultura é de cardcter qualitativo. E segundo a mesma norma as estripes de controlo
utilizadas para a avaliacdo da especificidade é a Citrobacter freundii WDCM 00006 e
ou a Pseudomonas aeruginosa WDCM 00025. Apés a preparacéo prévia da cultura de
trabalho, faz- se um riscado para uma placa de Petri de 90 mm de didametro com meio
de TBX e coloca-se a incubar durante 21 + 3 horas a 44 + 1 °C. Apds este periodo
avalia-se a presenca/ auséncia de crescimento na placa.

Para o meio de cultura ser aceite, € necesséario o crescimento de colonias
brancas e verdes-beges na placa com meio de TBX.

Na avaliacdo da especificidade é utilizado a Citrobacter freundii WDCM 00006
sendo esperado que esta apresente caracteristicas visuais diferentes do microrganismo
alvo, colbénias brancas a verde-bege em vez de colénias azuis que sdo as

caracteristicas dos microrganismos alvo (ISO 11133:2014).
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2. Procedimentos da implementagdo da ferramenta informatica

Um sistema de Controlo da Qualidade (QMS - Quality Management System) &
um sistema que destaca as politicas e procedimentos necessarios para a melhoria e
controle dos diversos processos desenvolvidos por uma organizacdo( ISO 9001:2015).

No Laboratdrio da ALS Controlvet sao preparados, diariamente, diversos meios
de cultura em que é implementado o controlo da qualidade segundo a norma (ISO
11133:2014). A implementagdo do controlo da qualidade envolve diferentes
documentos e muitos conceitos, tornando este processo pouco pratico e demorado,
sendo necessario melhorar e automatizar este processo.

O objetivo consiste em ter uma ferramenta informatica que permite fazer toda
esta gestao do controlo da qualidade dos meios de cultura, a partir de uma aplicagéo
informatica no “LAB “que gere a informagédo de forma automatica, na Figura 6 esta
apresentado o Logo6tipo da aplicacao.

A ALS Controlvet, considera as tecnologias de informacdo como uma das formas
de diferenciacdo do mercado onde se insere. Assim o desenvolvimento de aplicacdes
informaticas de apoio as atividades desenvolvidas € encarada como uma forma de
otimizacao de recursos, reducao de fonte de erros, reducédo de tempo de resposta ao

cliente.

’
Lsb

Figura 6- Logotipo da aplicagdo LAB, da ALS Controlvet.
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2.1. Template

Um template € um modelo a ser seguido, com uma estrutura predefinida que

facilita o desenvolvimento e criacdo de um conteudo previamente construido e permite

criar um codigo de programacédo de forma rapida.

No Laboratério criou-se um template que permite fazer uma rastreabilidade do

processo analitico do controlo da qualidade. Na Figura 7, pode-se observar a estrutura

do template aplicado aos meios de cultura do laboratdrio.

Neste template é descrito o meio de cultura, o lote interno, o controlo da

gualidade a efetuar ao meio de cultura e ainda as datas de producé&o e rece¢édo do meio

de cultura bem como a data da cultura de trabalho, sendo assim possivel a

rastreabilidade do processo.

]

aka Cultura de Trabalkho 00-01-13
"Diata Cultura de Trabatho 00-01-13
"Data Cultura de Trabalho 00-01-19
"Drata Cultura de Trabalho 00-01-19
*Diata Cultura de Trabalho 00-01-19
*Data Cultura de Trabalho 00-01-19
"Diata Cultura de Trabatho 00-01-13
"Diata Cultura de Trabalho 00-01-13
¥

Drata Cultura de Trabatho 00-01-19
*Diata Cultura de Trabalho 00-01-13
*Data Cultura de Trabalho 00-01-19
"Diata Cultura de Trabatho 00-01-13
"Data Cultura de Trabalho 00-01-19
"Drata Cultura de Trabalho 00-01-19
*Diata Cultura de Trabalho 00-01-19
*Data Cultura de Trabalho 00-01-19
"Diata Cultura de Trabatho 00-01-13
"Diata Cultura de Trabalho 00-01-13
| 4

Drata Cultura de Trabatho 00-01-19
*Diata Cultura de Trabalho 00-01-19
*Data Cultura de Trabalho 00-01-19
"Diata Cultura de Trabatho 00-01-13
"Diata Cultura de Trabalho 00-01-13
"Diata Cultura de Trabalho 00-01-18
*Diata Cultura de Trabalho 00-01-19
"Data Cultura de Trabalho 00-01-19
*Diata Cultura de Trabalho 00-01-13
"Diata Cultura de Trabalho 00-01-13
"Diata Cultura de Trabalho 00-01-18
*Diata Cultura de Trabalho 00-01-19
"Data Cultura de Trabalho 00-01-19
*Diata Cultura de Trabalho 00-01-13
"Diata Cultura de Trabalho 00-01-13
*Diata Cultura de Trabalho 00-01-13
"Data Cultura de Trabalho 00-01-19
"Diata Cultura de Trabalho 00-01-13
Eata Cultura de Trabalho 00-01-19

E F G H
- | Cliente |~ | Unidade |~ | Meio Cultu] - |Late

CEn
CEh
[=ieliy}
CE
CEk
CEn
CEh
CEM

CE
CEIh
CEn
CEh
[=ieliy}
CE
CEk
CEn
CEh
CEM
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CEn
CEh
CEM
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Pseudomonas
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DEY
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DREC
Half-Frager
Lactose sulfite
MLEA

MERY

PCA

Fapid
Ealmonella
Rapid EB
Rappaport
Fabouraud
Elancta

TEX

TEA

TEC

T

Ureia

WREL

YREG

XLo

T east exkract
Glucose OF
Triptana sal
APT [diag.)
APT [diluznts)
EHI
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- | Referéncia
Bacillus L 00-01-1300
BF+RFF L 00-01-1300

- | Fraduto

Bacillus L Ad
BFRFFL Ad

EF eqqyolk L 00-01-1300/ BP eqgyalk L Ad
Eile esculine L 00-01-1300 Eile ezculine L Ad
Werde Brilhante L 00-01-19 Verde Brilhante L Ad

APT Ad.L 00-01-1300

APT Ad.L Ad

Glutamato L 00-011300 | Glutamato L Ad

CCAL 00-01-1300

CCAL Ad

CM Pseudomonas L 00-1 CM Pzeudomaonaz L Ad
Compass L 00-01-13900 | Compass L Ad

DEV L 00-01-1300 DEY L Ad
DG5S L 00-01-1300 DGISL Ad
DRECL 00-01-1300 DRECL Ad

Half-Frazer L 00-01-1300 | Half-Fraser L Ad
Lactose sulfito L 00-01-12 Lactose sulfito L Ad

FLSA L 00-01-1300 FLSA L Ad
MSEY L 00-01-1300 MSEY L Ad
PCAL 00-01-1300 PCAL Ad

Rapid Salmenella L 00-01 Rapid Salmonellal Ad

Fiapid EE'L 00-01-1300

Rapid EEL Ad

Rappaport L 00-01-1300 | Rappaport L Ad
Sabouraud L 00-01-1300 | Sabouraud L Ad

Slanetz L 00-01-1300 SlanetzL Ad
TEXL 00-01-1300 TEXL Ad
TSA L 00-01-1900 TSAL Ad
TSCL 00-01-1300 TSCL Ad
TSIL 00-M-1300 TSIL Ad
Ureial 00-01-1300 UrgiaL Ad
VREL L 00-01-1300 VRBELL Ad
WREG L 00-01-1300 VREGL Ad
#LOL 00-01-1300 HLOL Ad

‘feast entract L 00-01-1900 Yeast extract L Ad

Gluzoze OF L 00-01-1300| Glucose OF L Ad
Triptona sal L 00-01-1300] Triptona salL Ad
APT [diag )L 00-011900 | APT [diag.)L Ad
APT [diluente) L 00-01-13) APT [diluente) L Ad
EHIL 00-01-1300 EHIL ad
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- | Clas< - | Cantralos a efectu) - | Facote deen - &

rAC
M
MC
413
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M
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M
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M
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413
MC
rAC
M
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M
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SterisProdeSelect+Speci | 404
Eteri+ProdeFelectsIpeci | 426
Eteri+Prod+Eelecte Ipeci | 405

EtereProdsFeluct 405
StersProdsSelect 407
Prod+Steri 427
ErereProdeZelect 405
SterieProdeSelect+Epeci | 410

403

EtereProdsFeluct
Eteri+Prad+Selects Epeci | 411

StersProd+Select 412
StersProdedelect 43
StersFrodedelect i
StersPradeselect 428
SterisProdeSelecteipec | 415
StersProd+Select 416
StersProdedelect 4
Prod+Steri 417
SterisProdeichatsspea | 112
StersProdeZelect a3
StersProd+Select 423
Frodedteri az0
StereProd+Select 421
SterieProdeBeloctsSpeci | 422
Prode@teri 430
StersProd+Select 423
SterisProdsSelueteipec | 431
StereProd+Select 432
SterieProdeBeloctsSpec | 424
StersProdeZelect azs
StersProd+Select 436
ProdeSteri a5t
StersProd+Select 400
Steri 405
Prodedteri )
steri 403
ProdeSteri 537

Figura 7- Modelo do Template utilizado no laboratério que permite fazer a rastreabilidade do processo analitico do

CQ.
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2.2. Ensaios

Na ALS Controlvet sdo produzidos, diariamente, diversos meios de cultura em

gue é implementado o controlo de qualidade segundo a norma 11133:2014. Dai a

necessidade de ter uma ferramenta informatica que permite fazer toda esta gestao do

controlo da qualidade dos meios de cultura, a partir de uma aplicacdo informética no

“LAB “que gere a informagao de forma automatica.

Para isso, é necessario criar ensaios para todos os meios produzidos no

Laboratério. O software permite criar ensaios do controlo de qualidade.

Para demonstrar a funcionalidade de gerar a informacao de forma automatica, a

Figura 8, apresenta 0s ensaios para 0s meios de cultura existente, extraidos na

aplicacao “LAB”.

g Tabeles Decumentos Consultas  Utilitérios  MedoRede  Janelas  Ajuda  Versdo Antiga

4 Novo |=»Editar [ Gravar 3¢ Anular |  Seguinte 4 Anterior

EHSAain
Contains: AT
AT00111.05
AT00111.01
AT00111.02
AT00111.03
AT001111
AT001112
AT001113
AT001115
AT0014.2
ATOD144
AT0014.5
ATOD146
ATO014.7
AT0016.2
AT00163
AT00165
AT00181
AT0018.2
AT00183
AT00184
AT0018.5
AT0019.1
AT0019.2

Descricio

T Contains:

Esterilidade - DG18

Prod. Quantitativa - DG13
Prod. Qualitativa - DG18
Selectividade - DG18

Prod. Quantitativa - DREC
Frod. Qualitativa - DREC
Selectividads - DRBC
Esterilidade - DRBC

Frod. Qualitativa - Lactose sulfito
Especificidade - Lactose sulfito
Esterilidade - Lactose sulfito
Prod. Qualitativa - Thioglicolato
Esterilidade - Thioglicolato
Prod. Qualitativa - Bile esculin
Selectividade - Bile esculin
Esterilidade - Bile esculin
Prod. Quantitativa - BL

Prod. Qualitativa - BL
Selectividade - BL
Especificidade - BL
Esterilidade - BL

Frod. Quantitativa - TBX
Prod. Qualitativa - TBX

Figura 8- Ensaios do CQ dos meios de cultura, extraidos na aplicacdo “LAB”.

Metodo
T Contains:
CQEsterilidade
CQ-produtividade quantitative
€Q produtividade qualitativo
CQselectividade
CQ-produtividade quantitative
€Q produtividade qualitativo
CQselectividade
CQEsterilidade
€Q produtividade qualitativo
CQ Especificidade
CQ Esterilidade
CQ produtividade qualitativo
CQ Esterilidade
CQ produtividade qualitativo
CQselectividade
CQEsterilidade
CQ-produtividade quantitative
€Q produtividade qualitativo
CQselectividade
CQ Especificidade
CQEsterilidade
CQ-produtividade quantitativo
€Q produtividade qualitativo

T Contains:
@
@
@
@
«Q
Q
Q
cQ
cQ
cQ
cQ
cQ
Q
cQ
@
@
@
@
@
Q
Q
cQ
Q

Seccio

T Equals:
0

o o o o 0 o000 o000 00000000000

Inactivo

T Contains:
=

HlAalAA A=A A2 Ao A A A A A A A A =N

Tipo

No Laboratoério criaram-se ensaios qualitativos e quantitativos de produtividade

bem como ensaios de especificidade, seletividade e esterilidade para os meios de

cultura.
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Para criar um novo ensaio do CQ dos meios de cultura é necessario ir ao
separador “Novo” e preencher os dados gerais (Figura 9) inerentes ao CQ dos meios

de cultura, como a seccédo, o0 método e o tipo de analise.

6! Tabelas Documentos Consultas  Utilitérios Modo Rede  Janelas  Ajuda  Versdo Antiga

4Novo |_»Editar [ Gravar 3¢ Anular | b Seguinte 4 Anterior ¥) Voitar

Seccio: el TIEN [Cinativo

Dados Gerais | Formas/Editorss  Tipos de Produtos  Métodos  Ensaios Associados  Matrizes  MIDescricho  MIObservages Relatorio  Campos Varidveis  Qutros Dados

Método: | [ Apredagio
Laboratério: w x [Jsemapreciacio
Tipo: [ Manual

~ | [JUsa Histograma
[Z] Automatica
Unidade: [] Patogénico
[[incluido no Ambito da Acreditacio
« | [] Mao Reportavel Tempo previsto (dias) T x

) [  Uimite Quantificacio Ineriar:

Limite Quantificagio Superior:

Unidade Medida Final: 2 [3e  PrecoBase:

Texto 3 sugerir no Relatria de Agdes Comretivas [] webTrieve - Permitir registo de amostras
Se nio Satisfatorio:

Se Aceitdvel:

Laboratorios Externos

Ensaio Substituto: =R

Area: A=

Centro de Custo: ) &

Observagdes Relatorio:

Figura 9- Exemplo do registo de um novo ensaio do CQ dos meios de cultura- Dados gerais.

2.3. Métodos

Estando o ensaio criado é necessario configurar as tarefas, ou seja, criar
parametros relevantes da andalise como a diluicdo utilizada, o volume inoculado, a
utilizacdo do MR e da leitura da andlise. Na Figura 10, inclui as tarefas configuradas
ao método a aplicar.
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4 Movo  rEditar [ Gravar 3 anular | < Seguinte 4 Anterior ¥ voltar

Seccio: cQ Controlo de Qualidade FANE"4 [ inativa

Ensaio: ATO019.2 Prod. Qualitativa - TEX
Dados Gerais  Formas / Editores  Tipos de Produtos | Métodos | Ensaios Associados  Matrizes M| Descrigo  MI Observagdes Relatorio  Campos Varidveis  Outros Dados
4 Novo $#Editar 3 Anular | ¥ Copiar ¥ Testar
[»} Descrigio

No filter: ¥ Contains:
+ 1165 CQ produtividade qualitativo

Parimetros Subensaios Fdrmulas | Tarefas | Regras Laboratdrios Externos  Amostras

Movo $ZpEditar 3¢ Anular % Copiar | 4 Ord.Baixo 4 Ord.Cima

o] 10 Tipo Tarefa| Ordem Descrigao
N.. T MNofiter T M. 7 Contains:
1 53 1 Diluigdes/Inoculagdo
LA 108 2 Leitura

Figura 10 - Exemplo das tarefas configuradas ao método

2.3.1. Métodos do Controlo da Qualidade qualitativo da produtividade

Dentro dos parametros revelantes para a analise do CQ dos meios de cultura,
carregam-se as diferentes estirpes utilizadas para efetuar a analise, de acordo com a
norma 11133:2014. A Figura 11 demonstra os parametros carregados para um ensaio
do CQ dos meios de cultura.

Esta exemplificado o CQ qualitativo da produtividade do TBX (Tryptone Bile X-
Glucuronide agar). E utilizado para enumeracéo de E. coli 8-glucuronidase positiva em
produtos alimentares. O meio é composto por enzimas digestivas de caseina que vao
libertar azoto e carbono necessarios para o crescimento bacteriano, sais minerais que
vao inibir o crescimento de bactérias gram positivas e um composto cromogénico que
vai diferenciar as bactérias B-glucuronidase positivas uma vez que, estas bactérias
libertam uma enzima que divide esse composto, libertando um croméforo colorido que
se acumula no interior das células e é possivel de ser detetado pelo aparecimento de

colénias azuis (VWR chemicals, 2013).
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ol Ensaio / Método / Tarefa . [l [

_l-'| Gravar %) Cancelar # Historico

Regra

Ensaio: AT0019.2 Prod. Qualitativa - TBX TRE
Método: 1165 CQ produtiv qualitativo FE
Tarefa: 1 53 Diluigdes/Inoculagio lES Inativa |:|

Geral Equipamentos/Reagentes Restricdes | Pardmetros | Etiquetas Dados Anteriores
Parametros | Adicionar #& Remover

Atalhos Disponiveis:

D Descricdo 1 - Sugestdo Valor 1 - Sugestdo Texto
3 MR utilizado [Ecoli) MR3 L2 MR utilizado %) (K]
#+ 4 MR utilizada (E. coli 202) MPR11 Z % %
3 E
4 %
z A
[ 4
Parametro Visivel na Grid de Pesquisa: TET I i
& i

Figura 11- Exemplo do parametro carregados para um ensaio do CQ.

Na avaliacdo qualitativa da produtividade do meio de cultura efetua-se um
riscado no meio de cultura em teste, dos diferentes microrganismos referidos na ISO
11133:2014. E segundo a norma, os microrganismos utilizados na avaliacdo qualitativa
do meio & a Escherichia coli WDCM 000202 com uma das Escherichia coli WDCM
00012 ou Escherichia coli WDCM 00013 (1SO11133:2014).

Assim na ferramenta informatica é descrito, em sugestédo de texto, o material
de referéncia utilizado para esta avaliacdo qualitativa do desempenho do meio de
cultura.

Nesta tarefa, ainda € possivel de configurar o equipamento, conforme se
demonstra na Figura 12, utilizado na incubacéo na andlise, de acordo a temperatura do
meio em teste e com o definido na 1ISO 11133:2014, permitindo assim uma analise
totalmente rastreavel.

E no que diz respeito as condi¢cbes de incubacdo, a norma 11133:2014,

prescreve incubar o meio TBXa 44 =1 °C.
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ol Ensaio / Métedo / Tarefa . =NAEn X

14| Gravar ¥} cancelar # Histérico
Regra
Ensaio: AT0019.2 Prod. Qualitativa - TBX ES

Método: 1165 CQ produtividade qualitativo lE™

Tarefa: 1 53 Diluicdes/Inoculacio % (x| Inativa[]
Geral | Equipamentos/Reagentes | Restricies Parametros Etiguetas Dados Anteriores
Equipamentos | 4 Adicionar K Remover o
jin] Equipamento H M s Rastredvel Equipamento Tarefa Capacidade Tedrica
* |78 ES23 (44°C) 24 Equipamento 1 0.000850

Reagentes . Adicionar # Remover

jin} Reagente Quant. Tedrica Unidade Lote Obrigatdrio | Reagente Tarefa

Figura 12-Exemplo da configuracé@o do equipamento utilizado no ensaio do CQ.

O parametro da leitura deste ensaio € um parametro qualitativo e descritivo, em
sugestdo de texto, que deve constar uma leitura de acordo com o critério de aceitacao
definido pela ISO 11133:2014, neste caso, a reacao caracteristica espera sdo colonias
azuis.

Sendo que o0 meio TBX tem na sua composi¢ado um composto cromogénico que
vai diferenciar as bactérias - glucuronidase positivas, como a Escherichia coli WDCM
000202, a Escherichia coli WDCM 00012 ou a Escherichia coli WDCM 00013 uma vez
qgue, estas bactérias libertam uma enzima que divide esse composto, libertando um
cromoforo colorido que se acumula no interior das células e é possivel de ser detetado
pelo aparecimento de colénias azuis (VWR chemicals, 2013).

Assim na Figura 13, esta exemplificado a sugestao de texto carregado para o

parametro da leitura do ensaio do CQ qualitativo da produtividade do TBX.
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o-! Ensaio / Método / Tarefa 2 o ——

4| Gravar %) Cancelar §# Histérico

Regra

Ensaio: ATDD19.2 Prod. Qualitativa - TBX lE
Métodao: 1165 CQ produtividade qualitativo T E
Tarefa: 2 108 Leitura | ¢ Inativa[]

Geral Equipamentos/Reagentes Restrigdes | Pardmetros | Etiguetas Dados Anteriores
Parametros . Adicionar 3§ Remover

Atalhos Disponiveis:

D Descricdo 1 - Sugestdo Valor| 1 - Sugestdo Texto 2 - Sugest]
+ [z |Leitwrs (€ coly e i L1 Calculo da Produtividade (. coli) | | g4 | %
5 Leitura (E. coli 202) 23 Calculo da Produtividade (E. coli i) | g/ | %
= i) | x|
& E"
5 "E"
1 » & E
Parametro Visivel na Grid de Pesquisa: % % 7 HE"
E i) | %

Figura 13- Exemplo do parametro da leitura carregado no ensaio do CQ qualitativo da produtividade.

2.3.2. Métodos do Controlo da Qualidade quantitativo da produtividade

Como ja referido anterior, no Laboratorio realizam-se avaliagdes quantitativas da
produtividade aos meios de cultura que tenham novo lote de fornecedor, aos meios de
cultura se destina a ser utilizado noutro Laboratério ou sempre que os meios de cultura
gue se ultrapassem seis meses apos a abertura da embalagem original do produto.

Dai a necessidade de o Laboratério ter um ensaio quantitativo dos meios de cultura
gue gere a informacao de forma automaética.

Na Figura 14, apresenta a identificacdo do ensaio do controlo da qualidade

guantitativo da produtividade de um meio de cultura, TBX.
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4 Movo | rEditar mﬁmmr ¥ anular | < Seguinte 4 Anterior "}'\"oltar

Ensaio Associado p Estatisticas:

|

DescricBo para Estat/sticas:

Unidade Medida Final:

Texto a sugerir no Reletério de Agbes Cometivas
& nio Satisratbrio:

Se Aceitdvel:

Laboratbrios Externos:

Secgho: 2] Contrele de Qualidade H = [ tnativo

Engaio: ATD019.1 Prad. Quantitativa - TBX

Crados Gerais | Formas / Editores  Tipos de Produtos  Metodos  Ensaios Associados  Matrizes  MI Desaigde  MI Observagdes Relatario
Métado: 1164 CO-produtividade quantitativo & w| Aeredacio
Laboratdrio: THD Tondela e ] T I
Tipa: Contagem = | [ usa Histograma ] K—
Unidade: [[] ratogénica R
Fator Diluicho (se <> 1% [Jincluide no Ambito da Acreditacio

Subcontratagdo: =  [[]M&o Repartavel Tempe previsto [dis

Limite Quantificaghc

Limite Quantificagis

#| | Preco Base:

[&] Wb Trieve - Perr

Figura 14- Exemplo do registo de um ensaio do CQ quantitativo da produtividade do TBX.

Os parametros revelantes a serem carregados para a analise do CQ quantitativo

ol Ensaio / Método / Tarefa

MR, a diluigéo e o volume utilizado. Sendo estes parametros descritivos.

da produtividade do meio de cultura, estdo abaixo apresentados na Figura 15, como o

=nen X |

Geral Equipamentos/Reagentes Restriv;c‘:es| Parémetros| Etiquetas Dados Anteriores

- - —
[ Gravar %) Cancelar # Historico
Reara
Ensaio: ATDO19.1 Prod. Quantitativa - TBX ME
Método: 1164 CQ-produtividade quantitativo - ME
Tarefa: 1 53 Diluicdes/Inoculagdo

2 5% Inativa[]

i Parametros . Adicionar 3§ Remaver

Descricdo 1 - Sugestdo Valor 1 - Sugestiio Texto | = Atalhos Disponiveis:

* . utilizado (E.coli) MR3 L2 MR utilizado
uicdo utilizada (E.coli) Z
lume inoculado (E.coli) 3
! utilizado [E. coli 202) MR11 4
vicdo utilizada (E. coli 202) 5:

-

1 D [ | 3 J 6
Parametro Visivel na Grid de Pesquisa: |£| |3| T
&

[l &

=
[l &
[l &
[l &
[l &
[l &
P

Figura 15- Exemplo de parametros carregados para um CQ quantitativo
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Ainda nesta tarefa configura-se o equipamento que se utiliza para a incubagéao
bem como o meio de referéncia, TSA, definido na norma 11133:2014. Na Figura 16,
pode-se verificar a configuracdo do equipamento e do material de referéncia. Tornando

assim, o CQ um processo rastreavel.

ol Ensaio / Métedo / Tarefa " . o
[ Gravar %) Cancelar $ Histérico
Regra
Ensaio: ATDD19.1 Prod. Quantitativa - TBX e
Método: 1164 CQ-produtividade quantitativo =%
Tarefa: 1 53 Diluigdes/Mnoculacio % | Inathva[]

Geral | Equipamentos/Reagentes | Restricdes  Pardmetros  Etiquetas Dados Anteriores

Equipamentos | Adicionar 3§ Remover |_

jin} Equipamento H M 5 Rastredvel Equipamento Tarefa Capacidade Tedrica

+ |78 ES23 (44°C) 24 Equipamento 1 0.001736

Reagentes . Adicionar & Remaver

D Reagente Quant. Tedrica Unidade Lote Obrigatario | Reagente Tarefa
+ |28 AGD28 - TBX 2000000 GR [+ Reagente 2
32 AGO3Z -T5A 2000000 GR ] Reagente 1

Figura 16- Exemplo da configuracéo do equipamento e do meio de referéncia utilizado no ensaio do CQ

quantitativo.

A leitura deste ensaio € um parametro quantitativo, sendo obtido pela contagem
de UFC em placa do meio em teste e do meio em referéncia.

Na Figura 17, esta representada, em contagem de UFC, o parametro da leitura
para a método.
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o5 Ensaio / Método / Tarefa =RNE X

HGravar k?-Car'n:elar # Histarico

Regra
Ensaio: ATOD0191 Prod. Quantitativa - TBX T RE ™
Método: 1164 CQ-produtividade quantitativo NE
Tarefa: 2 3 L0011 - Contagem de UFC X Inativa |:|
Geral Equipamer'ltos_a'Reagentes‘ Restrighes | Parametros ‘ Etiguetas Dados Anteriores
Parametros g Adicionar K Remover
1D Descricdo 1 - Sugestdo Valor| 1 - Sugestdo Texto 2 il TEs DTS
P . 1: = P . .
» 1 o A 1 Calculo da Produtividade (E.coli) |ﬁ| |_~“|
3 Meio em teste (E.coli} Z |3 Célculo da Produtividade (E. coli 2| | /| | 5/
&  Meio referéncia (E. coli 202) 3 FNET
7 Meio em teste (E. coli 202) & BEY

Figura 17- Exemplo do parametro da leitura para um CQ quantitativo da produtividade.

O resultado do método do CQ quantitativo da produtividade € dado de acordo
com a equagéao 3 anteriormente apresentada.

No sistema informatico o calculo da produtividade é dado em formulas, conforme
a Figura 18, de forma que o software calcule automaticamente a produtividade do meio
em estudo.

O resultado da produtividade deve estar de acordo com o critério de aceitacao,
definido pela norma 11133:2014.

gl Ensaio / Método / Férmula = | B S

HGravar i:’{Iar'n:elﬂr # Historico

Fegra

Ensaiao: ATO019.1 Prod, Quantitativa - TEBX %
Metoda: 1164 CQ-produtividade quantitativo %
Formula: 1 Calculo da Produtividade (E.coli)

| Farmula | Atalho  MI Farmula Texto

Sinal 1: [ ] [=1 -

Valor 13 |« || T / [MR1]

Figura 18- Exemplo das formulas carregadas para o calculo automatico do CQ quantitativo da produtividade.
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2.3.3. Métodos do Controlo da Qualidade da seletividade

A avaliagcdo da seletividade € definida como o grau de inibi¢do do microrganismo
nao alvo, sendo uma avaliacao qualitativa.

A Figura 19, representa o método do CQ da seletividade do meio de cultura.

4Novo  »Editar [ Gravar 3 Anular | Seguinte 4 Anterior %) Voltar
Seccio: cQ Controlo de Qualidade M ox [Jinativo
Ensaio: AT0019.3 Selectividade - TBX

Dados Gerals | Formas / Editores Tipos de Produtos Métodos Ensalos Associados Matrizes MIDescricio  MI Observagdes Relatorio  Campos Varidveis Outros Dados

Método: 1166 CQ selectividade u | x| Apredagio
Laboratério: TND Tondela = % (] sem Apreciacio
Tipo: Analise Descritiva * | [Jusa Histograma [ Mancal
: [¥] Automatica
Unidade: [[] Patogénico
Fator Diluigdo {se <> 1}k [[lincluido no Ambito da Acreditacdo
Subcontratagdo: +  [[]Né&o Reportével Tempo previsto (dias): =
Ensaio Associado p/ Estatisticas: #% | x| Umite Quantificacdo Inferior:
Descrigdo para Estatisticas: Limite Quantificacdo Superior:
Unidade Medida Final: ; 7,‘ Preco Base: s |
Texto a sugerir no Relatorio de Acdes Corretivas [¥] WebTrieve - Permitir registo de amostras
Se ndo Satisfatorio:
Se Aceitavel:
Laboratorios Externos:
Ensaio Substituto: %
Area: Controlo de Qualidade - Microbiologia Tondela # | %

Figura 19- Exemplo do registo de um ensaio do CQ da seletividade do TBX.

Sendo que a avaliacao da seletividade consiste numa avaliacdo qualitativa, em
gue os parametros das tarefas a ser carregadas, como descrito na Figura 20, sdo o MR
utilizado na avaliagédo da seletividade, de acordo com o definido na norma 11133:2014,

e a respetiva leitura.
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SNovo  Editar [ Gravar 3 Anular |  Seguinte 4 Anterior ¥} Voltar

Secqio; Q Controlo de Qualidade ] [Jinative

Ensaio: AT0019.3 Selectividade - TBX

Dados Gerais  Formas / Editores  Tipos de Produtos | Métodos | Ensaios Associados  Matrizes  MI Descricio  MI Observagdes Relatdrio ¢

Movo $% Editar 3¢ Anular | ¥ Copiar i Testar
(o Descricio

Na filter: T Contains:
+ |1166 CQ selectividade

Parimetros Subensaios Formulas | Tarefas | Regras Laboratdrios Externos  Amostras
- Novo & Editar 3¢ Anular {3 Copiar 4 Ord. Baixo 4 Ord. Cima
jin] ID Tipo Tarefa Ordem Descricdo

M.. 5 Mofiter 5 N.. 5 Contains:
+ |3 53 1 Diluighes/Inoculagio

2 108 2 Leitura

Figura 20- Exemplo de parametros carregados para um CQ da seletividade.

Segundo a norma, a estirpe de controlo para a avaliagdo da seletividade € a
Enterococcus faecalis WDCM 00009 ou Enterococcus faecalis WDCM 00087. E assim,
na ferramenta informatica é descrito, em sugestdo de texto, o material de referéncia
utilizado para esta avaliacdo da seletividade do desempenho do meio de cultura,
conforme na Figura 21 em cima.

Nesta tarefa, também é possivel de configurar o equipamento, de acordo a
temperatura do meio em teste e com o definido na 1ISO 11133:2014.

A leitura da avaliacdo da seletividade € um parametro qualitativo e descritivo, em
sugestdo de texto, e estar de acordo com o critério de aceitacdo definido pela ISO
11133:2014, neste caso havendo uma inibicéo total da estirpe de controlo. Na figura 21
em baixo, esta apresentada, a sugestdo em texto, do parametro da leitura para a

avaliacao da seletividade dos meios de cultura.

o Ensaio / Método / Tarefa . . =AR X ]

_l-'IGra\.'ar ¥} Cancelar # Historico

Regra

Ensaio: AT0019.3 Selectividade - TBX e
Método: 1166 CQ selectividade FE
Tarefa: 3 53 Diluigdes/Inoculagdo lE Inativa []

Geral Equipamentos/Reagentes Restricdes | Parametros | Etiquetas Dados Anteriores
Parametros +Adicionar & Remover
Atalhos Disponiveis:

D Descricio 1 - Sugestdo Valor 1 - Sugestdo Texto

1: ili
# |2 | MR utilizado MR4 2 MR utilizado e

2
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il Ensaio / Método / Tarefa | Sl S

HGravar |‘7Can|:elar # Historico

Regra
Ensaio: ATDO1S.3 Selectividade - TBX IS
Métado: 1166 C selectividade s
Tarefa: i 108 Leitura " HE™ Inativa []
Geral Equipamentos/Reagentes Restricdes | Parametros | Etiquetas Dados Anteriores
Parametros | - Adicionar # Remaover
= Atalhos Disponiveis:
D Descrigdo 1-Sugestdo Valor| 1 - Sugestdo Texto alhos Lisponivels:
e . e L1 Resultado |ﬁ|| “|
+ |1 Selectividade do meio em teste Inibicao total = IR .
z FEY

Figura 21- Exemplo do MR carregado (cima) e respetiva leitura do CQ de seletividade do meio de cultura (baixo).

2.3.4. Métodos do Controlo da Qualidade da especificidade

A especificidade é a capacidade de os microrganismos ndo alvo ndo serem
inibidos, mas apresentarem, nNno mesmo meio e nas mesmas condigdes,
caracteristicas visuais diferentes do microrganismo alvo. E sendo uma avaliacao

qualitativa, o software gerou-se uma analise qualitativa descritiva, conforme a Figura
22.

4 MNovo »Editar EGravar & Anular ‘Seguinte ’Jlnterior "Vﬂltar
Seccdo: CQ Controlo de Qualidade

Ensaio: ATD019.4 Espedificidade - TEX

Dados Gerais | Formas / Editores | Tipos de Produtos | Métodos Ensaios Associados  Matrizes  MI Descrigio  MI¢

Método: 1167 CQ Especificidade | x

2

Laboratario: TND Tondela x

Tipo: Andlise Descritiva * | [ usa Histograma

Unidade: [] Patogénico

Fator Diluigdo (se <> 1} [ incluido no Ambito da Acreditagio
Subcontratacio: » | [[] N&o Reportavel

Ensaio Associado p/ Estatisticas:

B
[

Descri¢do para Estatisticas:

Unidade Medida Final:

Texto a sugerir no Relatorio de Acdes Corretivas
Se ndo Satisfatorio:

Se Aceitavel:

Laboratorios Externos:

Ensaio Substituto:

= [
x| ¢

Area: Controlo de Qualidade - Microbiologia Tondela

Figura 22- Exemplo do registo de um ensaio do CQ da especificidade do TBX.

51



De seguida, nestas tarefas séo carregadas parametros como o MR utilizado e
a respetiva leitura do método. Segundo, a norma a estripe de controlo utilizada para a
avaliacdo da especificidade é a Citrobacter freundii WDCM 00006, a mesma €
carregada no software, em sugestao de texto, com exemplificado na Figura 23.

E nunca esquecendo de carregar o devido equipamento, que se utiliza para
proceder a incubagao.

o Ensaio / Método / Tarefa a . |0 Bl e S

4] Gravar %) Cancelar # Histarico

Reara

Enzaio: ATO019.4 Especificidade - TBX (=%
Métoda: 1167 ) Especificidade s (IS 4
Tarefa: B 53 Diluigdes/Inoculacio FTANI=Y Inativa []

Geral | Equipamentos/Reagentes | Restricdes | Parametros | Etiguetas Dados Anteriores
Parametros +Adici0nar & Remaover
Atalhos Dispaniveis:

1D Descricdo 1 - Sugestdo Valor| 1 - Sugestdo Texto

L ili
* |2 ME: utilizado MA22 2 MR utilizado E"

2]

Figura 23- Exemplo do MR carregado no CQ da especificidade do meio de cultura.

Consequentemente, na tarefa da leitura do método carrega-se um parametro
descritivo com a caracterizacdo da reacao esperada do material de referéncia utilizado
na tarefa anterior, 0 MR 22. Esta descricdo deve estar de acordo com o definido da
norma 11133:2014.

Na Figura 24, estd exemplificado a descricdo, em sugestdo de texto, do

parametro da leitura carregado para este método.

o Ensaio / Método / Tarefa a . =B S

|4 Gravar %) Cancelar # Histarico

Regra
Ensaio: ATDO19.4 Especificidade - TBX L AlE
Método; 1167 Q) Especificidade RS
Tarefa: % 108 Leitura # ¢ Inativa[]
Geral Equipamentos/Reagentes Restricdes | Parametros | Etiquetas Dados Anteriores
Parametros . Adicionar 3§ Remaover
Descricao 1 - Sugestdo Valor| 1 - Sugestdo Texto R D p e TS
0 1:
* ecificidade do meio em teste Colonias brancas a V.. ! Resultado il (=
= 4| |

Figura 24- Exemplo do parametro da leitura carregado no método do CQ da especificidade.
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2.3.5. Métodos do Controlo da Qualidade da esterilidade

ApOs a preparacdo do meio de cultura deve-se garantir que os meios de cultura
nao apresentem qualquer alteracdo de cor, turvacdo, depdsito, gas ou formacéao de
colonias quando incubadas nas condi¢cdes de tempo e temperatura recomendadas
pelos métodos. Assim, de maneira a evidenciar o CQ da esterilidade dos meios de
cultura criou- se um ensaio de esterilidade para os meios de cultura, conforme a Figura
25.

=4 Novo Editar Gra\.'ar Anular ¥5eguinte %Anterior ) voltar

Seccdo: cQ Controlo de Qualidade AR N
Ensaio: ATD019.5 Esterilidade - TBX
Dados Gerais Formas / Editores  Tipos de Produtos | Métodos | Ensaios Associados  Matrizes  MI Descricio  MI Obser

JMovo $Editar 3 Anular | 7 Copiar {5 Testar
1D

Mao filter: “r Contains:

+ 1168 CQ Esterilidade

Parametros Subensaios Formulas | Tarefas | Regras Laboratorios Externos  Amostras

JMove $EEditar 3 Anular i Copiar | Ord. Baixo 4 Ord. Cima
jin} ID Tipo Tarefa | Ordem

M.. 57 Mofiter 57 MN.. 5 Contains:
* |3 53 1 Diluigdes/Inoculacido

2 108 2 Leitura

Figura 25- Exemplo de um ensaio de esterilidade para os meios de cultura.

Neste ensaio de esterilidade tem que se configurar 0 equipamento, de acordo a
temperatura do meio em teste (44+1°C) e com o definido na ISO 11133:2014. De
seguida, na incubacdo, nas condi¢cdes tempo e temperatura adequada, é possivel de
observar a reacdo do meio de cultura, a mesma é carregada no software, de forma

descritiva, conforme a Figura 26.
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g5 Ensaio / Método / Tarefa

- e —
[ Gravar %) Cancelar # Histérico
Regra
Ensaio: ATO019.5 Esterilidade - TBX
Método: 1168 C() Esterilidade
Tarefa: 2 108 Leitura
Geral Equipamentos/Reagentes Restricdes | Parametros | Etiquetas Dados Anteric

: Parametros = Adicionar # Remaover

j(n} Descricdo

* |1 Esterilidade

1 - Sugestdo Valor

1 - Sugestdo Texto

Auséncia de colonias

Figura 26- Exemplo do parametro da leitura carregado para um método de CQ da esterilidade.
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3. A ferramenta informatica

A atividade associada a implementacdo de uma ferramenta informatica para o
CQ dos meios de cultura inclui diversas etapas e necessitam de serem controladas.
Todo este processo envolve tempo, rigor e custos, por isso todas as melhorias que
ocorrerem neste processo resultam numa maior fiabilidade e produtividade.

Todas as implementacdes feitas neste trabalho foram feitas com o intuito de
melhor o controlo da qualidade dos meios de cultura.

No que diz respeito a informatizagdo, aplicagao “LAB” permitird o controlo,
registo e a organizacdo do CQ dos meios de cultura.

Nas proximas figuras, extraidas da aplicagao “LAB” esta exemplificado o CQ do
TBX devidamente organizado e gerado automaticamente, permitindo assim um
processo rapido, eficaz e rastredvel do CQ dos meios de cultura do Laboratoério. E,
posteriormente, seja emitido um certificado de avaliag&o interna da qualidade dos meios

de cultura.
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Colar I s~ . M. A' === &= UnireCentrar .2, 0% 000 (38 _)08 Formatagﬂo Formatar como E:t}lo: de Inserir Eliminar Formatar g } Or.denare Luca.hzare
Condicional = Tabela~  Célula~ - M - = Limpar Filtrar=  Selecionar -
AreadeTr. & Tipo de Letra I Alinhamento IF] Niimero IF] Estilos Células Edigdo
B2 fr || 17/02/2020
(g D E E G H | 1 K L M
1 |Data Receg v|DATAMR + |Data Cultura de Trabalho + |Cliente | v |Unidade |+ |Meio Cultura.T|Lote " ‘Lote.\id'\t " |Referéncia + |Produto v|CIasse " ‘Contmlosa efectuar |+
2 | 17/02/2020| 10/02/2020|Data Cultura de Trabalho 10-02-2020 5001 CaM Bacilus 133 Bacillus L 133 17-02-2020  |Bacillus L 133 Ad MC Steri+Prod+Select+Spec |
18| 17/02/2020| 10/02{2020 'Data Cultura de Trabalho 10-02-2020 5001|CaM MSRV 980 MSRV L 980 17-02-2020 MSRY L 980 Ad MC Ster+Prod+Select
15| 17/02/2020| 10/02/2020 'Data Cultura de Trabalho 10-02-2020 5001 CaM PCA 485 PCAL 495 17-02-2020 PCAL 455 Ad MC Prod+Steri
- -
Rapid
20| 17/02/2020| 10/02/2020|Data Cultura de Trabalho 10-02-2020 5001 CaM Salmonela 662 Rapid Salmenella L 662 17-0|Rapid Salmonella L662 Ad  |MC Steri+Prod+Select+Spedi
25| 17/02/2020| 10/02/2020Data Cultura de Trabalho 10-02-2020 9001 cam TBX [ 922 18X L 922 17-02-2020 78X L922 Ad [mc |steri+Prod+SelectsSped |

Figura 27- Exemplo do template organizado e completo.

Ao fim do template estar completamente e devidamente preenchido, conforme a
Figura 27, os dados sao importados para o software “LAB”. Onde sido geradas,
automaticamente, analises correspondentes ao CQ do meio de cultura.

Na Figura 28, esta representado uma parte da aplicacao “LAB” onde é percetivel
gue a cada meio de cultura controlado esta associado, automaticamente, um numero

de analise e as respetivas tarefas carregadas.
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ol Tabelas Documentos Consultas Utilitérios Modo Rede Janelas  Ajuda  Versdo Antiga

Seccgao & EL\star L) Atribuir -~ € Desatribuir € bAdiar @Opgﬁe; - @\Cod‘Barras
‘CQ | II' |Commlo de Qualidade | 17 A
et Ey Ano Analise Produto M Datalnicio Datalrgencia Lab
2020 (674 Bacilus L 133 Ad 1] 1702-2020 4:2... TND
| Minhas Tarefas (por Amostra) > | 2020|675 MSRV L 980 Ad 0 | 1702-20204:2.. TND
2020 (676 PCA L 495 Ad 1] 1702-2020 4:2... TND
B 2020 (677 Rapid EB L 135 Ad 1] 17-02-2020 4:2. TND
Mods: ,
LS J 0
Agrupamento 2020 (679 TSIL520 Ad 1] 1702-2020 4:2... TND
Ordenagio: Ao | 2020 |60 Ureia L 508 Ad 0 |1702202042.. TND
Ne Andliss - 2020|681 VRBLL 12 Ad 0 |170220204:2.. TND
2020 682 XLD L 655 Ad 1] 17-02-2020 4:2. TND
2020|683 Rapid EB L 136 Ad 1] 17022020 4:2... TND
Editar Confirmar Imprimir Editar Todas Confirmar Todas Confirmar Todas In
— B @ Confionsr Gl | © ©
58 Ensaios/Tarefas
AckoCB
SitActual  DataHoraUkimaTarefa Rep Dup  Ensaio Diescrican Tarefa
Tk e el e sine [l » 17022020420PM |0 |0 |ATOD19.2 |Prod. Gualtativa - TBX | Diliges/inoctlagio
Estades =Ti 1702-2020 4:20 PM 1] 1] AT0019.3 | Selectividade - TBX Diluigies/Inoculagdo
0" Concluida: 17/02/2020 =Ti 1702-2020 420PM |0 |0  |ATOD19.4 |Especiicidade - TBX | Diligdes/Inoculagio
':C‘”"P‘e*a =i 1702:20204:20PM |0 |0 |ATOD19.5 |Esteriidade - TBX Diluiges/Inoculagio
7 S

Figura 28- Parte da aplicagao “LAB”, onde o CQ j& est& gerado e carregado.

Sempre que se confirma um ensaio de CQ o software é capaz de ir buscar,
automaticamente, o material de referéncia utilizado para cada meio de cultura e associa
também o equipamento no qual se deve proceder a incubacdo. Na Figura 29, esta

exemplificado o CQ qualitativo da produtividade do TBX.

o5l Tabelas Documentos Consultas  Utilitdrios ModoRede  Janelas  Ajuda  Verso Antiga

Gravar Incompleta | Cancelar Limpar Anular | Opgdes = | Calculadora

Amosira: Andlise: Produto: [TBX L 522 Ad | 1d: [31691188 | Rep/Dup: [0/0 |

Enssio: |AT0019.2 - Prod. Qualitativa - TBX | Tarefa: [1-Diligdes/Inoculagso | RefMat: | |

Tarefa Resutado Outras Tarefas  Histdrico

Rastreabilidade

Reagente 1: | | | | Lote: | | Equipamentao 1: |T8 | I:l |E523 (44%C)
Reagerts 2: | | | | Lote: | | Equipamento 2: | | |

Reagente 3: | | | | Lote: | | Equipamento 3: | | |

Reagente 4: | | | | Lete: | | Equipamento 4: | | |

Reagente 5: | | | | Lote: | | Equipamento 5: | | |

Reagente 6: | | | | Lote: | | Equipamento 6: | | |

Referéncia Material

[ 1

Atalho
MR utilizado
Parametros
Parémetra
» MR utiizado (E.coli}

MR utiizado (E. coli 202)

Figura 29- Parametro do MR utilizado carregado automaticamente.
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Na Figura 30, abaixo apresentada, demonstra a funcionalidade do software em
gerar a informacéo de forma automatica, dos parametros carregados anteriormente.

! Editar Tarefa

Gravar Incompleta | Cancelar Limpar Anular | Opgdes = | Calculadora

Amostra: | 3947720 Analize: |CQATI Produto: |TB}<L915Ad

Ensaio: |AT0019.2 - Prod. Qualitativa - TBX | Tarefa: |2-Letura

Tarefa Resultado Outras Tarefas  Histérico

Rastreabilidade
Reagente 1: | | | | Lote: | |
Reagente 2: | | | | Lote: | |
Reagente 3: | | | | Lote: | |
Reagente 4; | | | | Lote: | |
Reagente 5: | | | | Lote: | |
Reagente 6: | | | | Lote: | |
Referéncia Material
Atalho
Calculo da Produtividade (E. coli) Calculo da Produtividade (E. coli 202)
Parametros
Ano Id Parametro Walor Texto
m 2 Leitura (E. coli) Coldnias azuis
2020 5 Leitura (E. coli 202) Coldnias azuis
Resultado

Figura 30- Parametros da leitura carregados automaticamente.

Na seletividade, a estirpe de controlo e o equipamento ja estdo configurados
para os meios de cultura, assim como a leitura da avaliacao da seletividade. Na Figura

31, demonstrar a funcionalidade do software na avaliacdo da seletividade.
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ol Tabelas Documentos Consultas Utilitarios Modo Rede Janelas  Ajuda  Versdo Antiga

Gravar Incompleta | Cancelar Limpar Anular | Opgées - | Calculadora

Amostra: [27414/20 Anslise: [CQ/ET8 | Produto: [TBX L 922Ad | 1 31631171 | Rep/Dup: [0/0 |

Enssio |[ATOD19.3 - Selectividade - TBX | Tarefa: [1- Divigies/Inoculagao | Refmat: | |

Tarefa  Resutado  Qutras Tarefas  Histdrico

Reagente 1 Equipamenta 1: I:l ‘ESZS (44C)

Reagente 2 Equipamento 2

Reagente 4. Equipamenta 4:

Reagente 5 Equipamento 5:

| | \
| | \
Reagente 3 | | Equipamenta 3: ‘
| | \
| | \
| | \

Reagente &: Equipamenta 6:

Atalho

Pardmetros

Ano Id  Pardmetro Valor Texto
4 2 MR utilizado MR4

ol Editar Tarefa - [m} s

© Gravar Incompleta = Cancelar Limpar Anular | Opgées - | Calculadora

Amostra: [3847/20 Andise: [CQ/173 | Produto: [TBX L8515 Ad | 1d: [31250086 | Rep/Dup: [0/0 |

Ensaio:  |ATO019.3 - Selectividade - TBX | Tarefa: [2-Letura | Refmat: | |

Tarefa  Resutado Outras Tarefas  Histérico
Rastreabilidade

Reagerte 1: | Equipamerto 1

Reagente 2: Equipamento 2:

Reagente 3:

Reagente 4: Equipamento 4.

Reagente 5: Equipamento 5.

| I | |
| I | |
| B [ | Lote: | | Equipamento 3
| I | |
| I | |
| I | |

Reagente 6: Equipamento 6:

Referéncia Material Opgdes Laborstério
] Data/Hora: [11-01-20201228 [~ | [mp | @ &

Atalho Anular Operagies Seguintes

Observacdes Tarefa

Parameiros

Id  Pardmetro

Selectividade do meio em teste o acdes Andlise

Figura 31- Parametros carregados automaticamente para ensaio de CQ da seletividade.

Na especificidade, a estirpe de controlo e o equipamento ja estao carregados de
forma automatica para os meios de cultura, assim como a leitura da avaliacdo da
especificidade. A Figura 32, demonstrar a funcionalidade do software na avaliacdo da
especificidade.
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uZl Tabelas Doc C I Utilitari Meodo Rede  Janelas  Ajuda  Versdo Antiga

| Gravar Incompleta ‘ Cancelar Limpar Anular | Opgdes - | Calculadora

Amostra Andlice: [CQ/678 | Produto: [TEXL922Ad | 1 [31681173 | Rep/Dup: [0/0 |
Ensaio:  [AT0019.4-Esp -TBX | Tarefa: [1-Diuigies/inoculagio | Refmat: | |

Tarefa  Resultado Outras Tarefas  Histdrico

Rastreabilidade
Reagente 1: | | l:l | ‘ Lote: | | Equipamenta 1: ‘TE | I:| |ESZ3 (447C)
Reagerte 2 | || | ot | | Exuipamerto 2 | =0
Reagente 3: | | D | ‘ Lote: | | Equipamento 3: ‘ | I:| |
Reagente 4- | | l:l | ‘ Lote | | Equipamento 4: ‘ | l:l |
Reagente 5: | | l:l | ‘ Lote: | | Equipamento 5 ‘ | I:l |
Reagente &: | | l:l | ‘ Lote: | | Equipamento 6: ‘ | I:| |
Referéncia Material
L
Atalho
MR utilizado
Parametros
Ano Id  Pardmetro Valor Texto

MR utilizada

o=l Editar Tarefa

* Gravar Incompleta | Cancelar Limpar Anular | Opgles - | Calculadora

Amostra: Andiise: Produto: [TBX L 915 Ad | 1: [31250088 |

Ensaio:  [AT0019.4 - Especficidade - TBX | Tarefa: [3-Letura |

Tarefa Resultado Outras Tarefas  Histérico

Rastreabilidade

Reagente 1: | | l:l | | Lote: | | Equipamento
Reagente 2: | | l:l | | Lote: | | Equipamento
Reagente 3: | | l:l | | Lote: | | Equipamento
Reagente 4: | | l:l | | Lote: | | Equipamento
Reagente 5: | | l:l | | Lote: | | Equipamento
Reagente &: | | l:l | | Lote: | | Equipamento

Atalho

Id Pardmetro

Especificidade do meio em teste

Figura 32- Parametros carregados automaticamente para ensaio de CQ da especificidade.



Obtida a informacéo de forma automatica e organizada no software, torna-se
mais prético e eficaz o processo de avaliacdo do controlo da qualidade dos meios de
cultura.

Na Figura 33, esta exemplificado a avaliacdo de desempenho do TBX. Observa-
se uma placa de 90 mm com meio TBX, devidamente dividida e com o riscado das
diferentes estirpes de controlo para cada avaliagdo do CQ. Ou seja, para o CQ
gualitativo da produtividade, utilizam-se as estirpes Escherichia coli WDCM 000202
com a Escherichia coli WDCM 00012 (MR 3 e MR 11), em que a reagao esperada sao
as colonias azuis.

Na avaliacdo da seletividade utiliza-se o Enterococcus faecalis WDCM 00087
(MR 4), o qual é totalmente inibido no meio em teste.

Na seletividade a estirpe de controlo é Citrobacter freundii WDCM 00006 (MR
22), esperando assim coldnias brancas ou bege, conforme na figura.

A implementacdo de ferramenta informatica permitiu assim, uma melhor
compreensao e organizacdo das estirpes de controlo a serem utilizadas na avaliacao

dos meios de cultura, tornando o processo mais rapido.

Figura 33- Avaliacdo do desempenho do meio TBX
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O controlo da qualidade quantitativo que tende a ser uma avaliacdo mais
complexa do meio de cultura, através das configuracdes feitas anteriormente
explicadas no software, conseguiu-se simplificar o processo analitico do mesmo, como

exemplificado na Figura 34.

O software foi configurado com o material de referéncia e o equipamento a
utilizar na avaliacdo quantitativa. Ficando por preencher, manualmente, o volume e a
diluicdo a utilizar, sendo que estes parametros variam consoante o comportamento das
estirpes, estudado previamente. Também séo inseridos os lotes, do meio em teste e do

meio de referéncia, permitindo assim um processo analitico rastreavel.

Gravar Incompleta | Cancelar Limpar Anular | Opgdes = | Calculadora

Amostra: [117370/19 | Andlise: [CQ/230¢4 | Produto: [TBXL 872 Ad lote fomecedor 6426413 1d: [25167898 | Rep/Dup:

Ensaio:  [ATOD19.1 - Prod. Guantiativa - TBX | Tarefa: [1- Diligses/inoculagso | Refmat: |:|
Tarsfa Resutado Outras Tarefas  Histérico
Rastreabilidade
Reagente 1: [32 | [ [Ac032-TsA | Lote: [542 | Equipamento 1: |78 | [] [ES23 e
Reagente 2: |28 | || [AG028-TBX | Lote: [872 | Equipamento 2: | | [
Reagente 3: | | | | Late: Equipamento 3. | | |
Reagente 4: | | | | Late: Equipamento 4 | | |
Reagente 5: | | | | Lote: Equipamento 5 | | |
Reagente &: | | | | Lote: Equipamento 6: | | |
Referéncia Material
L1
Atalho
MR utilizado

Parametros

Ano Id  Parametro Valor Texto

2019 3 |MR utiizado (E.coli} MR3

2015 4 Diluigdo utilizada (E.coli} D-7

2019 5 Valume inoculada (E coli) 01

2019 8  |MR utiizado (E. coli 202) MR11

2019 §  |Diluigdo utilizada (E. coli 202) o7

2019 10 |Volume inoculado (E. coli 202) 01

Figura 34 - Exemplo da configuragéo do software para um CQ quantitativo.
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Consequente, a tarefa anterior, a leitura é dada pela contagem de UFC e
inserida no software.
O software calcule automaticamente o resultado da produtividade do meio em
estudo, segundo a expressao apresentada na equacéao 1.
A Figura 35, demostra a funcionalidade do software aplicado a uma avaliacéo

guantitativa de um meio de cultura.

95! Editar Tarefa - [m] X
Gravar Incompleta | Cancelar Limpar Anular | Opgées = | Calculadora

Amostra: [117370/19 Andlise: [CQ/2304 | Produto: [TBXL 872 Ad lote fomecedor 6426413( Id: [29167893 | Rep/Dup: [0/0 |

Ensaio:  [AT0013.1 - Prod. Quantitativa - TBX | Tarefa: [2-L001 -Cortagem de UFC | Refmat: | |

Tarefa Resutado Qutras Tarefas  Histérica

fuﬂ Calcular & Opgdes = | Ensaio: ATDD19.1 - Prod. Quantitativa - TBX | Metodo: CQ-produtividade quantitative | Analise: 2904/CQ | Amostra: 117370/2019

Sub-Ensaios
E [ Fitra Parémetros par Sub-Ensaios Sem Apreciagio
E Estado Id SubEnsaio Resultado Unid Base Unid.Final Apr CondicaoS
- S 1 |Ecol 106
1 2 E. coli 202 104
< >
Pardmetros
Id Sigla | SubEnsaio Pardmetro Valor Texto Observacdes
Equals: ¥ C ¥ Contai.. ¥ Contains V¥ Contai.. % Contains: W Contains: ¥
+ 1 MR1 Meio referéncia (E... 109
2 MT1 Meio em teste (Ec.. 116
3 MR.. MR utilizado (E.coli) MR3
4 il Diluigdo utilizada .. D-7
5 win. Volume inoculado... 01
& MR2 Meio referéncia (E... 120
7 MT2 Meio em teste (E... 125
8 ME... MR utilizado (E. co... MR11
9 Dil2 Diluigdo utilizada (.. D7
10 Win, Volume inoculado... 01

Figura 35-Exemplo do resultado de produtividade para uma avaliagdo quantitativa.

A implementacédo desta ferramenta informatica permitiu uma melhor organizacao
do controlo da qualidade do meio de cultura, como se apresenta na Figura 36, podendo
assim, migrar a informacéo para um certificado de avaliacéo interna da qualidade dos
meios de cultura, caso esta esteja de acordo com os critérios de aceitacdo da norma
11133:2014.

Ainda, os resultados da produtividade dos meios de cultura sdo introduzidos
numa carta de controlo (carta de produtividade), o que permite saber se 0 meio ainda

€ adequado para a realizacdo dos ensaios analiticos do Laboratorio.
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Figura 36- Andlises do controlo de qualidade do meio TBX.

Assim, no software quando se pesquisa as analises efetuadas ao controlo de
qgualidade do meio de cultura, TBX, o sistema informatico permite a visualizacdo de
todos os controlos da qualidade realizados ao meio de cultura como € possivel de
observar na Figura 36. E notorio que para cada lote interno atribuido ao meio de cultura
o controlo da qualidade é realizado.
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V. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho surgiu da necessidade de clarificar e melhorar o controlo da
gualidade dos meios de cultura e 0s processos associados a sua gestao no laboratoério
de microbiologia da ALS Controlvet. A implementagéo de um sistema de CQ, permite
garantir a qualidade no laboratorio, reduzindo os erros de execucdo de analises,
aumento da confianca e credibilidade do laboratorio.

Estando integrada no grupo ALS Controlvet, quero salientar que os resultados
obtidos neste projeto se devem a um trabalho de equipa, que estando centrado em
mim, envolveu também o Laboratoério, o departamento da Qualidade e da Informatica,
guer por desenvolvimento do software, troca de ideias, sugestdes ou até correcdes,
todos estéo incluidos neste trabalho.

No sentido de promover uma melhoria continua no CQ, aperfeicoou-se o
processo analitico do CQ dos meios de cultura.

No que diz respeito a informatizacéo, a partir de uma aplicacao informatica no
“LAB “que gere a informacao de forma automatica e o processo analitico do CQ tornou-
se mais eficaz e rastreavel.

A nivel pessoal, este projeto foi muito enriquecedor, pois permitiu-me ter uma
perspetiva diferente no que diz respeito ao controlo da qualidade dos meios de cultura,
atribuir-lne maior relevancia, que por vezes € negligenciada durante o controlo da
qualidade. A nivel técnico considero que adquiri conhecimentos Uteis, que ja pude por
em pratica, de novas metodologias de controlo, normas de referéncia, procedimentos
de sistema de gestdo e metodologias de investigacao.

Para a ALS Controlvet este projeto vai favorecer a organizacdo ao nivel de
planeamento, ordem de trabalho, gestdo de tempo, uma vez que o software faz grande
parte do trabalho, quer ao nivel o controlo de qualidade dos meios de cultura.

No geral, trata-se de uma mais-valia para a empresa, uma vez que o tempo e
os custos despendidos no desenvolvimento do projeto terdo beneficios a longo prazo,
quer pela automatizagdo do processo, controlo da qualidade dos resultados mais
confiaveis, assim como pelo potencial que o software pode ter, se for aplicado noutros
Laboratorios.

O objetivo deste trabalho ficou concluido, uma vez que esta operacional. Foram
feitos todos os esforgos, no entanto, € um processo que necessita de desenvolvimento

e depende de terceiros, ndo se teria conseguido que ficasse totalmente concluido até
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a data. O software ja esta criado, ja permite criar e adicionar o controlo da qualidade
aos meios de cultura, contudo necessita de alteracbes e mais desenvolvimentos, que
se detetaram durante a fase de teste.

Apesar de estar concluido elaborou-se um novo plano para o futuro com o
objetivo de migrar toda esta informacéo do software para um certificado informético de
avaliacdo interna da qualidade dos meios de cultura. Este € um projeto a longo prazo e
0 Meu CoOmpPromisso com a empresa permitird que possa acompanhar o projeto até o
software estar completamente desenvolvido e operacional nesse sentido.

Quando o software estiver em funcionamento, surgirdo novos desafios, novas
dificuldades, sugestdes de melhoria, pois este € um percurso dindmico em constante
evolucéo.

Como desenvolvimentos futuros do presente trabalho, prevé-se a expanséao e
aplicacado do software, pela automatizagcdo do processo, controlo da qualidade dos
resultados mais confiaveis, assim como pelo potencial que o software pode ter, se for

aplicado noutros Laboratorios.
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VII.  ANEXOS

ANEXO A- Critérios dos testes de desempenho dos meios de cultura

Tipe de Morma Numarg Maia de Hatureza do
Meio de Cultura Mels Micronganismos Internacknal Tipo de Teste Incubacho Estirpes de controlo WDCM* Referéncla Métado Critéria Caracteristicas
(Hudh . - .
00034 Colonia 1
Produtiridade ln“[.-l-S =1 h Zrephylocacens anrens DCO;'E T5A Quanmative PR =05 zme:e:r:d.;;rbmzr:nm
(37="1)°C
48w 3 A =
Selemvidads [‘_‘g = I-]‘:'.' Ercherichia coli g;g:: Qualitarvo Tatal ?mm -
Baird-Parksr 5 |Estafiococos coagulase-|  ISO 6888-1 Gi=l 3 o
posERa 4=kt Staphylocaceus
. S sapraphyticus 00159 L Colonizs prefas a cinzs sem
E ifiridade 48 =T h <o - Titst -
K [tr . I}}‘C Staphylococcns 00036 Qua v a preseca de hale
' epidermidiz
79
Ercherichia coli g;;],’ Meio Lactose
Produticidsde Enterobacier 000 1; 'FTC Quantitativo Colonias amarelss na
. . GEFOEENES 00175 anterionmente membrana filirante.
Eseherichia 2laih Citra bactar fraundii validado
Lactose TTC 5 coli { bactérias 150 9308-1 [:ﬁ s 00004
. -
coliformes Enteraceccns 00009 on Total indbi 3o
Seletmdade lita -
e Saecalis Boos7 Qualitative [0}
Preudomanas 00025 Coldnlas vermehas cam o
Especiicdade aerngnosa on 00024 Qualiativo meko azul
0012 Bom
Produtiidade Escherichia coli Boa13 Qualitatve Crescimente Colomias amuis
00202 [}
reherichiao coif §-D- . (21=3}h Enteracocens 00008 . Total indbi 3o
TEX s 150 16648-3 Selemudade ) ua litative -
Fhucuronidase- ? (424=1}°C Sagcali o 0D0RT Q (o
positiva
Cinvea bac ter freundii L
00006 Coloniss brancas a verdas-
E ificidade FPreud 5 - Litst -
SPeC: endomona 00025 Quz, o bege.

aerngmasa

* World Data Centre For Microorganisms
Fonte: Adaptado de ISO 11133:2014
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ANEXO A (continuagéo)

de N Melo de Nat d
Meo de cultura | 7908 Micorganismos | | WA | 1o geteste | Incubacho | Estipes decontrolo | Memero | Melode | Naturermado | oy, Caracteristicas
Salmonella 00031 Bom Colonias vermelhas
Produtividade Typhimurium 00 02 0 Qualtatvo | Crescamento | transparentes com o centro
e ih Salmonella Enteridis ’ () preto
M= /
XD 5 Saimonella 150 6579 ok ’)= 4
(37=1)°C Crescamento
00012 : ou Parcml
Seletndade Escherichia col ou 00013 Qualttativo Inibicio Colonias amarelas,
0-1)
(Hadh Ezcherichia coll 00012 | Meio YEA
YEA S Flora Total 1SO 622 Predutividade X o | Bactilus snbnlis subsp. | ou 00013 |anteriormente | Quantsativo PR=07
(36=2)°C o
Spizizenn 00003 validado.
00021
Listeria monocytogenes
R 00012
+ Escherichia coli
+ Enterococcus faecalis bk .
00009 oot Colonias verde azuladas com
Produtividade 00109 Qualtativo | no meio Agar
Listera Ial opaco.
N 00012 Listeria
monocytogenes 1/2 o 00013
: MUa)W |+ Escherichia col ’
Half-Fraser L mnﬁ:’:"’m_ 150 112¢0-] ((, ;: ]))f;, i Em”:{’:;::,‘};:{;m 00008
yiogenes s 2 o4 00087
00012 Total mibigio
Escherichia coli & - Qualitativo (0) no meio -
ou 00013
Selettvidade TSA
00009 < 100 no meio
5 iis - i -
Enterococcus faecall. ou 00087 Qualitativo TsA
Pré-Enriquecanento para 5 Salmonella . )
BPW L a detegdo de 150 6579 Produtividade i Typhmwurium ol Qualitativo AT -
(3Ta])*C A 00030 (1-2)
Salmonella Saimonelia Entergidis

* World Data Centre For Microorganisms

Fonte: Adaptado de ISO 11133:2014
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ANEXO A (continuagéo)

d (L - 7] Meio d Matw d. .
Meio de Cultura T::h' Microrganismos m!!m:;'“l Tipo de Teste Incubagio Estirpes de controlo m;rc':: Referd ;. Mé:)?ﬂ .- Critérip Caracteristicas
Saimanelia Entertides
‘ S;w:.l'm'lh poes0
e 00031 . Caracterkstioas dos cobomes
Produtividads Typhimuriun 00012 N Quattarive | 19 S0 | 40 o ordis com o meio (ver
+ Excherichia coli - em meio XLD X -
ou 00013 150 6575,
+ Preudamonias s
aerigihosa poezs
' (M=3)h g
Seln i TE =
METTa L elmanelia 150 65 G721)%C InibigAo
N . noonz . Parcial = 100
. Escherichia coli w0013 - Caliatio ealdaiss e
Selethidade man TSA
i 00008 . 10 5o meko
Enterococcus faecalis oL GOET - Caliatio T5A -
[—— gt ofie
Sal m;:l.;:il:'l::rn. ielis 00030
hin ’:m 00031 10 coliaias | CAACtETIHES das colduins
Produtividade AP i 00012 . Qualitative . de acordo com o medo {ver
+ Excherichia colt . em meio LD
ou Q0013 norma)
+ Pravidomonas .
. 00023
4a3h OEFHETREIA
] 3 1 350 - -
BVS L Salmomela 150 18250 151 °C nibicio
N . 00012 . Parcial = 100
Excherichia coli w0013 - Caliatio ealéaiss ne -
Seletividade men TSA
i 00008 10 1o mes
Enterococcus fawcalis o 0O0RT Cualeatno Tsa
. o Clasmridin § - L (e 3 . i i - - Tirbidez
Caldo Tinsicolato L perfingens IS0 7937 Produtiidade 74 1) °C Clostridinm perfrimgens ¥ - Jnalitatmo -7 -
=30%
) Escherichia coli 00012 colonss
5’"’"’;‘;‘.5"’”“ L Diliente liguido 150 8159 Dilsenite _"5="’," W) cphviococcns | ouoool3|  TsA Quentitativo | O (£ 30 % -
it DO034 da comagem
Bl

* World Data Centre For Microorgamisms

** Critérios utilizados para o teste do meio Triptone Salt (TS)

Fonte: Adaptado de ISO 11133:2014
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ANEXO B - Ficha Técnica do meio Tryptone Bile X-glucuronide agar (TBX)
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ANEXO C - Certificado de Avaliacao Interna da Qualidade dos meios de cultura

73



