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1 FINALIDADE DESTE TUTORIAL

Este documento foi elaborado para orientar o uso da planilha do Excel voltada a determinacao da
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) pelo método de microliluigdo em caldo, com base nos
documentos oficiais do BrCAST. O objetivo € permitir que profissionais familiarizados com o ensaio
de microdiluicao em caldo utilizem a planilha de forma padronizada.

Importante: a planilha é uma ferramenta de apoio ao calculo e a organizagao do ensaio. Ela ndo
substitui a execugao correta do método, a avaliagdo do controle de qualidade nem o julgamento
técnico do profissional responsavel.

O tutorial descreve as abas principais e, para evitar repeticao, utiliza a aba Fluconazol como modelo
para explicar o funcionamento das planilhas dos antifungicos. As demais abas seguem a mesma
l6gica geral, preservando as particularidades de calculo ja incorporadas a cada farmaco.

2 ANTES DE COMECAR

e Sera necessaria a instalacdo de um arquivo de fonte TrueType (.ttf) de cdédigo de barras,
denominado “IDAutomationHC39M Code 39 Barcode”. O arquivo é fornecido junto com o
arquivo da planilha, mas pode ser feito o download em qualquer site de arquivos de fontes True
Type.

o Utilize somente a versdo da planilha fornecida pelo responsavel pelo projeto. Evite copias
antigas ou arquivos modificados localmente.

e Abra o arquivo preferencialmente no Microsoft Excel no computador. A versao original utiliza
macros para navegagao e automacao.

e Se o Excel exibir um aviso de seguranga, habilite as macros e permita o conteddo somente
guando o arquivo tiver sido recebido de uma fonte confiavel.

¢ Nao apague féormulas, ndo arraste células calculadas nem altere a estrutura das abas.

e Tenha em maos as leituras de absorbancia/DO da placa, a identificacdo dos isolados, os dados
do controle de qualidade, os lotes e as informacdes de rastreabilidade.

Regra pratica: digite apenas nos campos destinados a entrada de dados. Células que
apresentam resultados automaticos devem ser preservadas.
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3 VISAO GERAL DA PLANILHA

isolados e da cepa de controle.

Aba Funcao Quando utilizar
Iniciar Menu principal e acesso as | No inicio e para navegar entre
etapas do arquivo. as areas.
Identificagéo do protocolo, dos
Cadastro ¢ P Antes de lancar resultados.

Rastreabilidade

Registro de equipamentos,
insumos, lotes, responsaveis e
datas.

Durante a documentacao do
ensaio.

Resultados

Menu de acesso as planilhas
dos antifungicos.

Apods cadastro/rastreabilidade.

Abas dos antifungicos

Entrada das leituras, Controle
de Qualidade (CQ), calculos e
determinacao da CIM.

Para cada farmaco testado.

Figura 1 — fluxo de atividades a serem feitas na planilha

Habilitar macros

Cadastro dos
isolados

Rastreabilidade

Selecionar o
antifingico

Inserir os dados de
DO da cepa

controle no campo
de CQ

Inserir os dados de
DO dos isolados
caso o CQ seja
aprovado

Conferir o CQ dos
dados das DO dos
isolados e os
valores de CIM

4 ABA INICIAR

Imprimir a
planilha do
antifingico com os
resultados.

A aba Iniciar funciona como a porta de entrada da planilha (Figura 2). Nela estao os botbes de
navegacao para Cadastro de amostras, Rastreabilidade de insumos e equipamentos e Entrada de

resultados.
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Planilha de controle para determinagao da
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) pelo
método BrCAST-EUCAST E DEF. 7.3.2, 2020.

Cadastro de
[ i) amostras

—_—
=4, —

Rastreabilidade de
insumos e equipamentos

" IR

Entrada de
resultados

s 2 h
Para a completa usabilidade desta planilha é preciso habilitar as macros

i
i\ ad
Figura 2 — Tela inicial da planilha com os menus de navegacéo.
Passo a passo:
* Abra o arquivo e confirme que o conteudo e as macros estédo habilitados, quando aplicavel.
* Selecione Cadastro de amostras para iniciar a identificagdo do ensaio.
* Apds o cadastro, utilize o botdo de Rastreabilidade para registrar os elementos do processo.

* Em seguida, acesse Entrada de resultados para escolher o antifungico a ser analisado.

Se os botoes nao responderem, confirme se o arquivo foi aberto no Excel para computador e
se as macros foram habilitadas. Ainda é possivel navegar pelas guias inferiores, mas a
experiéncia de uso sera menos direta.

5 ABA CADASTRO

A aba Cadastro centraliza a identificagcdo do ensaio (Figura 3). Os dados preenchidos aqui séo
reutilizados automaticamente nas abas dos antifungicos, reduzindo a necessidade de redigitagao.
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e
Cadastro de isolados para testagem "»uﬁ i BrCAS-I
"”",':" : Brazilion Commithes o
N° Protocolo
Identificagéo Cepa Controle
Isolado 1 (A)
Tipo:
Isolado 2 (B) Ne-
Lote:
Isolado 3 (C) Validade:
0040
Isolado 5 (E)
e
4"\—
Isolado 6 (F)
Isolade 7 (G)

Figura 3 — Tela inicial da planilha com os menus de navegacao.

5.1 Protocolo

Preencha o numero de protocolo do ensaio no campo correspondente. Esse identificador é
encaminhado para a aba de rastreabilidade.

5.2 Isolados

A planilha permite cadastrar até sete isolados, identificados como Isolado 1 (A) a Isolado 7 (G).
Preencha o numero interno ou de identificagdo utilizado pelo laboratério nos campos de cada
isolado.

5.3 Cepa de controle

Na area Cepa Controle, registre a cepa utilizada e os dados disponiveis no formulario, como tipo
(ATCC, NCTC, INCQS, outros), numero, lote e validade. O identificador da cepa de controle também
é levado as abas dos antifungicos.

Evite dados pessoais: para o compartilhamento de arquivos de validagcado ou de colaboragéao,
utilize codigos laboratoriais/desidentificados e n&o inclua identificadores diretos de pacientes.
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6 ABA RASTREABILIDADE

A aba Rastreabilidade (Figura 4) documenta os principais elementos associados ao ensaio. Seu
preenchimento é importante para reconstruir, posteriormente, como o teste foi executado.

Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

Formulario para rastreabilidade de ensaio de determinacéo de CIM

# m N° Protocolo:
Equipamentos
Item IDITAG ID Pacientes / Isolados

CSE Isclade 1

BrCAST

Wraallion Cammitas sa)
sl St |

Leitor de placa
Estufa

Micropipeta 1

Isolado 2
Micropipeta 2

Micropipeta 3

Meios e Insumos
tem Lote Isclado 3

Salina 0,85%

RPMI 1640

Ant\fﬂniicus -
Isclado 4

Anfotericina B

Anidulafungina

Fluconazol - -
Isolado 5
Isavuconazol
Itraconazol

Micafungina

Isolado &
Posaconazol
"
P

Voriconazol

Processos

D Isolado 7
Pipetagem

Leitura de placa

AvaliacBo dos resultados

Figura 4 — Tela inicial da planilha com os menus de navegacéo.

Bloco Exemplos O que registrar

ID/ITAG ou

Equipamentos CSB, leitor de placa, estufa, micropipetas ) .
quip ! P ) cropip identificagao interna.

Meios e insumos Salina 0,85%, RPMI 1640 Lote utilizado.

Anfotericina B, anidulafungina, fluconazol,
Antifungicos isavuconazol, itraconazol, micafungina, posaconazol
e voriconazol

Lote do material
utilizado.

Pipetagem, leitura da placa, avaliagao dos

Processos
resultados

Responsavel e data.
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Os identificadores dos isolados cadastrados sado exibidos automaticamente na lateral da planilha de
rastreabilidade.

7 ABA RESULTADOS

A aba Resultados (Figura 5) funciona como um menu de acesso as planilhas especificas dos
antifungicos. Apds concluir Cadastro e Rastreabilidade, selecione o farmaco correspondente ao
ensaio.

A versdo-base contém abas para fluconazol, voriconazol, micafungina, isavuconazol,
anidulafungina, anfotericina B, posaconazol e itraconazol.

Atencao: ndo use a regra visual de um antifungico para recalcular manualmente outro. Cada aba
contém as formulas e as particularidades previstas para aquele farmaco.

Planilha de controle para determinagao da
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) pelo
método BrCAST-EUCAST E DEF. 7.3.2, 2020.

L Cadastro de
—— amostras { Fluconazol
N Voriconazol
3 D,

R
Rastreabilidade de &
insumos e equipamentos

= 'IL: ‘II  _' .

Entrada de ’ Pozaconazol

'“ \ resultados ’ i

Isavuconazol
w
Anidulafungina

A Anfotericina B

w \

Figura 5 — Tela inicial da planilha com os menus de navegacao.

Tutorial para uso da planilha de calculo automatizado da CIM baseado em documentos do BrCAST | 8



TUTORIAL DE UTILIZAGAO | PLANILHA CIM BrCAST

8 ABA DE ANTIFUNGICO — EXEMPLO COM FLUCONAZOL

A aba Fluconazol sera usada como exemplo. O fluxo geral € o mesmo nas demais planilhas: validar
o controle de qualidade, definir a maior CIM testada, inserir as absorbancias, conferir os controles e
observar a matriz final de determinagéo da CIM.

8.1 Etapa 1 — Controle de qualidade
Na parte superior da aba ha o bloco Controle Qualidade — Validagéo do ensaio (Figura 6). Para cada

cepa de referéncia disponivel, a planilha apresenta o valor-alvo e o intervalo de aceitacao, e possui
um campo para o langcamento da CIM observada no ensaio.

» Digite a CIM obtida para a cepa de CQ no campo de entrada correspondente.
+ Observe a resposta automatica da planilha: Aceitavel ou Rever (Figura 7).
+ Se o CQ exigir revisdo, ndo avance com a liberagédo dos resultados sem investigar a causa.

Controle de Qualidade - Validagao do ensaio Data
C. parapsilosis ATCC 22019 |C. krusei ATCC 6258 C. albicans CNM-CL FB555 | C. krusei CNM-CL 3403
Alvo 1 Alvo 32 Alvo 64 Alvo 32 e

Intervalo

05-2

Intervalo

15 -64

Intervalo

32-128

Intervalo

15 -84

Figura 6 — Regido da planilha de resultados onde é feito o controle de qualidade do ensaio.

C. parapsilosis ATCC 22019

C. parapsilosiz ATCC 22019

Ahro 1 Abvo 1
Intervalo 05-2 Intervalo 05-2
0,5  Acetivel o 4 Rever b4

Figura 7 — Avaliagdo automatica do CQ da cepa controle.

Versao normativa: os valores de CQ podem ser atualizados pelo BrCAST/EUCAST ao longo do
tempo. Utilize sempre a versao da planilha distribuida pelo responsavel e confira a documentagao
normativa vigente do seu laboratério.

8.2 Etapa 2 - Informar a maior CIM testada

No campo Maior CIM testada, informe a maior concentragao do farmaco utilizada nesse ensaio. A
planilha gera automaticamente a sequéncia de concentracdes em diluigdo seriada 1:2 nas colunas
seguintes.

Exemplo conceitual: se a maior concentragao for 64 mg/L, a sequéncia sera 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1,
0,5, 0,25, 0,125 mg/L, conforme a configuragao da planilha (Figura 8).
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Maior CIM
Valores de absorbancia {Abs): Insira os valores de Abs conforme posigdo na placa. testada -

| cp | weintemno

Maior CIM

Valores de absorbancia {Abs): Insira os valores de Abs conforme posicdo na placa. testada 64

| 05 | 025 | 0g25 | cp | W intemno

Figura 8 — Esquema do autopreenchimento das concentragbes de trabalho. Devera ser inserida no campo
circulado a maior concentragao do ensaio em curso.

8.3 Etapa 3 — Inserir as absorbancias

A area Valores de absorbancia (Abs) deve ser preenchida conforme a posicao correspondente na
placa (Figura 9). Cada linha representa um isolado cadastrado ou a cepa de controle; as colunas
representam controle negativo, concentragées do farmaco, controle positivo e identificagdo interna.

c5 c6 c7 cs c9 c10 cP \ N° Interno

ISOLADO 1
ISOLADO 2
ISOLADO 3
ISOLADO 4
ISOLADO 5
ISOLADO 6
Cepa Controle

CN — Controle negativo | C1 — C10 — concentracdes seriadas | CP — Controle positivo

Figura 9 — Esquema da area de digitacdo das DO dos isolados frente ao farmaco testado.

* CN: lance a leitura do controle negativo correspondente.

+ C1 a C10: lance as leituras dos pogos contendo as concentragbes seriadas do antifungico,
mantendo exatamente a ordem da placa.

* CP: lance a leitura do controle positivo de crescimento.

* N° interno: é preenchido automaticamente a partir do Cadastro quando o arquivo estiver
corretamente configurado.

Ponto critico: a troca da ordem das concentragdes ou a transposicao de uma leitura para outra
coluna altera a determinacao da CIM. Confira a placa antes de finalizar a digitacéo.

8.4 Etapa 4 - Conferir a média do controle negativo

A planilha calcula automaticamente a média aritmética dos controles negativos (XCN). Em seguida,
utiliza esse valor para corrigir as absorbancias dos pogos.

Conceitualmente, a correcao realizada é: absorbancia corrigida = absorbancia do pogo — média do
controle negativo. O usuario nado deve digitar manualmente nos campos de absorbancia corrigida.
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8.5 Etapa 5 — Conferir o controle positivo

O controle positivo corrigido é utilizado para avaliar o crescimento e estabelecer o limiar de inibigao
do farmaco. Na planilha de fluconazol, o ponto final € baseado na reducao de 50% em relagao ao
controle positivo corrigido.

A propria planilha orienta que, se o controle positivo apresentar absorbancia corrigida inferior a 0,200
apos a leitura inicial, a placa deve ser reavaliada conforme o procedimento metodoldgico aplicavel.
Nao force um resultado numérico quando o crescimento do controle for insuficiente.

8.6 Etapa 6 — Nao editar os cdlculos intermediarios

As areas Absorbancia corrigida e Calculo do valor de inibicdo sdo campos automaticos. Elas existem
para tornar o calculo rastreavel e permitir conferéncia, mas nao devem ser preenchidas ou alteradas
pelo usuario.

8.7 Etapa 7 — Matriz final de determinacao
Na secéao Definicdo dos valores de concentracao inibitéria minima, a planilha compara a absorbancia
corrigida de cada concentragao ao limiar calculado (Figura 10).

* Quando aparece “--”, o crescimento permanece acima do critério de inibicao definido para aquela
aba.

* Quando o valor numérico da concentracao é apresentado, o critério de inibigao € atingido.

* A CIM corresponde a menor concentracdo que atende ao critério de endpoint, considerando a
sequéncia de diluigdes e a validade do ensaio.

Maior CIM

Valores de absorbéncia {Abs): Insira os valores de Abs conforme posigio na placa. testada 64

| 64 | 32 | 16 | 8 | 05 | 025 | 0425 | cp | WNeinterno
0212 0220 0225 0227 0226 0275 0357 0561 0,680 0710 0752 1,167 296000001

Absorbancia corigida: {Abs do pogo - XCN )

| 025 | 0125 | cp | N* Interno
0,008 0013 0013 0014 0063 0,145 0,349 0,468 0,498 0540 « 0,955 296000001
Definicdo dos valores de concentragdo inibitéria minima, onde se representado por "--" indica crescimento maior que 50% e, se
igual ao valor numérico, representa um crescimento menor ou igual a 50%.

| 32 | N® Interno
64 32 16 8 4 2 1 0.5 = = 296000001

Figura 10 — Dados de densidade 6ptica (DO) langados; a planilha realiza automaticamente a checagem
dos dados e informa o valor da CIM, que, neste caso, é de 0,5 mg/L.
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9 COMO LER O RESULTADO DA CIM

Leia a linha correspondente ao isolado da maior para a menor concentragao. A CIM é a menor

C
n

oncentracdo em que o critério de inibicdo permanece atendido. Nao transforme o resultado em um
umero intermediario entre duas diluigdes: a CIM pertence a série discreta testada.

Exemplo: se 2 mg/L atende ao endpoint e 1 mg/L ndo atende, a CIM é de 2 mg/L. Valores como
1,3 ou 1,7 mg/L nao fazem parte da série de diluicao e nao devem ser inferidos.

10 CONTROLE DE QUALIDADE E MENSAGENS DE ATENGCAO

Situagao Conduta pratica

Prosseguir, desde que os demais critérios do

CQ = “Aceitavel” ) )
ensaio estejam adequados.

Investigar o controle, a concentragcdo, o
CQ = “Rever” preparo, a leitura, o lote e as demais condicbes
antes de aceitar o ensaio.

Nao interpretar automaticamente; seguir a
CP corregido insuficiente orientacéo metodologica para
reincubacgao/repeticao.

Verificar se o dado realmente nao se aplica ou

Campo vazio D C
se houve omissdo na digitagao.

Rever dados brutos, posicdo dos pocos e

Padréao visual inesperado entre diluigbes .. _ )
possiveis erros de pipetagem/leitura.

11 FLUXO RECOMENDADO DE TRABALHO

1

1

2
3
4
5.
6
7
8
9

. Abrir a planilha e habilitar macros quando o arquivo for confiavel.
. Preencher o Cadastro.

. Completar a Rastreabilidade.

. Acessar Resultados e selecionar o antifungico.

Preencher o bloco de CQ.

. Informar a maior CIM testada.

. Digitar as absorbancias exatamente conforme a placa.

. Conferir CN, CP e calculos automaticos.

. Determinar/confirmar a CIM na matriz final.

0. Registrar qualquer ocorréncia atipica e revisar o ensaio antes de utilizar o resultado.
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12 ERROS COMUNS E COMO EVITA-LOS

Digitar nas células calculadas: Preencha somente os campos de entrada; ndo sobrescreva as
férmulas.

Inverter concentragdes: Confira a maior CIM e a ordem 1:2 antes de langar a placa.

Trocar linhas entre isolados: Compare o numero interno exibido na aba com o nimero do
cadastro.

Ignorar o CQ: Um resultado isolado ndo deve ser avaliado em isolamento da validade do ensaio.
Usar cépia antiga: Trabalhe somente com a versao distribuida pelo responsavel.

Copiar/colar blocos inteiros: Prefira digitar ou colar apenas valores nas areas destinadas a
entrada, evitando copiar formulas ou formatagéo.

Inferir o valor entre diluigées: reporte a concentragdo correspondente a série efetivamente
testada.

13 CHECKLIST ANTES DE ENCERRAR O ENSAIO

I Protocolo preenchido.

O Isolados identificados corretamente.

O Cepa de CQ identificada.

O Equipamentos e lotes registrados.

O Antifangico/lote registrado.

O Maior CIM testada correta.

[0 Absorbancias conferidas com a placa.

O CQ avaliado.

0 CP adequado ou ocorréncia documentada.
0 CIM conferida na série de diluicao.

O Arquivo salvo com identificagao que permita rastreabilidade.

Este tutorial descreve o funcionamento operacional da planilha e ndo substitui os documentos
metodolégicos e normativos adotados pelo laboratério.
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ANEXO — MAPA RAPIDO DAS ABAS

Se vocé precisa... Va para...

Iniciar o fluxo Iniciar

Identificar amostras/isolados Cadastro

Registrar lotes e equipamentos Rastreabilidade

Escolher o farmaco Resultados

Lancar DO/Abs e obter CIM Aba do antifungico correspondente
Voltar ao menu Botao Menu Iniciar ou guia Iniciar
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