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QUALIDADE EM LABORATORIOS DE ENSAIO
ISO NBR ABNT 17025:2005

“Garantia da Qualidade”

“Conjunto de acoes planejadas e sistematicas para
garantir que um produto ou um servico vai satisfazer os
requisitos da qualidade.”

“Controle de Qualidade”

“Conjunto de técnicas e atividades usadas para cumprir
os requisitos da qualidade.

Acoes concretas no dia a dia.”



PORQUE IMPLEMENTAR A ISO?

»>»Melhorar os processos

»Aumentar seguranca

»Melhorar qualidade global

> Aprimorar equipes de trabalho

»>Oferecer maior confianca aos cliente

»Diminuir custos operacionais
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

ABNT NBR ISO/IEC 17025

Elemento 4.6 — Aquisicao de servicos e insumos

Requisito 4.6.1

O laboratorio deve ter politica e procedimentos para selecao e compra de
servicos e suprimentos utilizados que afetem a qualidade dos ensaios.
Devem existir procedimentos para compra, recebimento e
armazenamento de materiais de consumo do laboratorio que sejam
importantes para os ensaios.

Requisito 4.6.2

O laboratorio deve garantir que os suprimentos e materiais de consumo
adquiridos que afetem a qualidade dos ensaios nao sejam utilizados até
que tenham sido inspecionados ou verificados de alguma outra forma...
Devem ser mantidos registros das acoes tomadas para verificar a
conformidade.
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" AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

Elemento 4.6 - Aquisicao de servicos e insumos

Requisito 4.6.3

Os documentos de aquisicao dos itens que afetam a qualidade
do resultado do laboratorio devem conter dados que
descrevam os servicos e suprimentos solicitados.

Estes documentos devem ter seu conteido técnico analisado
criticamente e aprovado antes da liberacao.

Requisito 4.6.4

O laboratodrio deve avaliar os fornecedores dos materiais de

consumo, suprimentos e servicos criticos que afetem a

gualidade de ensaios e calibracoes e deve manter registros
essas avaliacoes, e listar os que foram aprovados.



AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

AQUISICAO DE INSUMOS
~ Aquisicao 2 Requisitos 2 Procedimentos

- Registro = informacoes
codificacao no laboratorio

~ Controle & manutencao
estoque
responsavel
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

> Desidratados

Comercialmente
disponiveis

. fornecedor
- avaliacao
. validade - lote

. garantia da
qualidade

> Formulados

- insumos de qualidade
. pessoal qualificado
- controle de qualidade



AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

> Meios prontos para o uso
> Comercialmente disponiveis

. fornecedor

- avaliacao

- validade - lote

- controle de qualidade



AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

NUTRICAO MICROBIANA

> Os microrganismos realizam reacoes quimicas e
organizam as moléculas em estruturas especificas.

> A expressao final dessa organizacao resulta no
crescimento.

Os microrganismos requerem em quantidades diferentes
de

macronutrientes e micronutrientes.
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

MEIOS DE CULTURA

Definicao
“Formulacdes de substancias em forma solida,
liquida ou semi so6lida que contém
constituintes naturais ou sintéticas para

promover a multiplicacao, crescimento e
manter a viabilidade dos microrganismos”.
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

Quanto a consisténcia

> Meios liquidos - exemplo: caldo nutriente.

> Meios solidos - quando acrescentamos um agente
solidificante - agar (carboidrato).

> Meios semi-solidos - quando acrescentamos
menos Agar no meio.
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

Quanto a funcao

Meios simples Meios enriquecidos
permitem crescimento . bactérias de dificil
de chterias de facil crescimento exigem
crescimento. nutrientes especificos,

como adicao de
vitaminas , ex: biotina,
acido pantoténico.
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

Agar Baird-Parker Agar m-Endo LES

Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Escherichia coli
ATCC 25922
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'AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

Agar Levine , _
I Agar Seletivo para

Pseudomonas CN

(Lactose Azul de metileno)
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Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli ATCC 27853
ATCC 11775
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Agar XLD

Klebsiella pneumoniae Salmonella enteritidis
NCIC 5188

ATCC 13883
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

> Além de conhecer os meios de cultura, o microbiologista deve
também saber como preparar corretamente.

> O éxito do trabalho depende nao somente da escolha do meio
de cultivo, mas também das condicodes fisicas de cultivo
(fatores ambientais) que sao diferentes entre os
microrganismos.

> Praticamente, a grande maioria dos meios comercialmente
disponiveis (usados na rotina do laboratério) se encontram
sob a forma de po6, granulados, desidratados, tornando facil o
seu preparo.
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

Norma SO 11133-1/2009e 11133-2/2004

Parametros Tipos de Meios de Cultura
~ Checagem do pH - Solido
~ Produtividade - Semi solido

~ Seletividade ~ Liquido
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

Metodo

» Quantitativo

~ Qualitativo

» Os métodos devem ser escolhidos pelo laboratorio,
baseados em técnicas aceitas.
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

Meios solidos, semi solidos ou liquidos devem ser
inoculados com uma aliquota de microrganismos
alvo (positivo) e nao desejado (negativo).

As diluicoes devem ser preparadas a partir de
culturas de trabalho.
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

Culturas de Trabalho - Contagem de células

A partir da cultura de trabalho (24h), utilizando a escala de MacFarland
(0,5) =108

Preparar os tubos de diluicao (diluicao decimal seriada) até 1038.
Semear 1mL das 5 ultimas diluicoes em profundidade em placas estéreis.

Distribuir aproximadamente de 15 a 20mL de Agar PCA previamente
resfriado e mantido a (46 + 1)°C. (fazer duplicata).

Homogeneizar bem. Deixar solidificar.

Incubar as placas em posicao invertida na temperatura apropriada do
microrganismo por 24h.

Fazer as contagens dentro do limite de especificacao de contagem.
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

Meios seletivos e nao seletivos

Quantitativo

Meios solidos = Inoculacao em profundidade

Inoculacao em superficie

~ ApOs a incubacao, contar as colonias das placas da diluicao

que proporcionar contagem entre os limites especificados
pelo método.

- A contagem sera sempre na mesma diluicao para os dois
meios (avaliacao e de referéncia).

23



AVALIACAQO DE MEIOS DE CULTURA

> Meios Solidos

Inoculagdo em superficie

Spread-plate
method
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

> Meios Solidos

Inoculagdo em profundidade (pour plate)

Pour-plate

method /

@ Yo é’\
Incubation

) =) =)
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

Calculo da Produtividade (P)

Para calcular a produtividade
a contagem devera
corresponder a mesma
diluicao para os dois meios.

P=NA/NR

NA= numero total de colonias
obtidas no Meio de Avaliacao.

NR= numero total de coldnias
obtidas no Meio de Referéncia.

Exemplo

Meio de Avaliacao= 200 ufc/mL
na diluicao (-6)

Meio de Referéncia= 250 ufc/mL
na diluicao (-6)

P= (200 / 250) = 0,8
A produtividade pode ser
expressa em porcentagem (%).

A Produtividade de um meio deve
ser 20,7 por microrganismo,
que pode crescer facilmente no
meio.
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

MEIOS SELETIVOS E NAO SELETIVOS

Qualitativo

Meios liquidos

» Inocular TmL de cada diluicao: 104,10>,10%,107 e 108,

Incubar os tubos na temperatura e tempo adequados para
cada microrganismo.

ApoOs a incubacao observar a maior diluicao com crescimento
(turvacao do meio).
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

Calculo da produtividade (P)
P=DA /DR
DA= diluicao com turbidez no Meio de Avaliacao
DR= diluicao com turbidez no Meio de Referéncia

Exemplo
» Meio de Avaliacao = 8 (ultima diluicao com turvacao: - 8)
» Meio de Referéncia = 10 (ultima diluicao com turvacao: -10)
TP=8 =0,8
10
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

~ Para o método qualitativo,o crescimento do
microrganismo nao desejado (negativo) no meio
seletivo deve ser a inibicao de crescimento.
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

Método qualitativo com um tubo ou um frasco

» Inocular com alca de 1TulL, o microrganismo alvo
diretamente no meio a ser avaliado.

~ Fazer o mesmo com microrganismo nao desejado.

» Leitura = Visual

~ Resultado
0 = sem turbidez
1 = pouca turbidez
2 2 bem turvo
O valor para microrganismo alvo deve ser 2.
30



AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

Calculo do Indice de Crescimento Absoluto (ICA)

» Dividir a placa em quadrantes e identificar com a numeracao 1, 2,
3,4 e um traco no centro da placa correspondente ao numero 5.

>Preparar a suspensao do inoculo a 108UFC/mL.
>Proceder da mesma forma na placa com meio de referéncia.

Calculo= Cada estria é dado um valor de 0,2. Multiplicar pelo numero
de estrias com crescimento.

>»Crescimento na estria central @ dado o valor de 1.
Calculo do indice de Crescimento Relativo (ICR)

>0 ICR para um determinado microrganismo € a comparacao entre o
ICA do meio em avaliacao e o ICA do meio de referéncia.

> Avaliacao~> Para todos o0s microrganismos em um meio de
avaliacao o ICA deve ser maior ou igual a 3,5.
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

- Exemplo de formuldrio de Avaliagdo de Meio de Cultura

MR= meio de referéncia

AN= dagar nutriente

Meio Tipo Funcao Incubacao Microrg. MR Método Critério Caract.
Controles
Produtividade 24h-48h S. aureus TSA Quantitativo >70% Colobnias
(35 £ 2)°C ATCC Negras
Baird- 25923 Halo
Parker Solido
Seletividade 48h E. coli AN Qualitativo Inibicao
(35 + 2)°C ATCC
25922
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

QUALIDADE DA AGUA

~ Reservatorio de agua - conservacao, higienizacao

~ Deionizador , Osmose Reversa - controles 2>
registro.

~ Controles = microbioldgico e fisico-quimico.
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AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA

CONTROLE MICROBIOLOGICO (tipo III/ASTM)
Procedimentos - parametros - limites - registros
Parametros > Contagem Total = 104ufc/mL

- Coliformes = auséncia em 100mL
Frequéncia 2 semanal, quinzenal...

CONTROLE FiSICO QUIMICO (tipo III/ASTM)
Frequéncia 2> diaria 2 registro
- condutividade - 0,25uS
resistividade - 4,0 megaohms-cm
- pH (5,5 ~7,5)
- cloro residual = 10ppb
- Silica= 500ppb
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