i b INSTITUTO F{GLITEQN_IED DE BRAGANCA
Escola Superior Agraria

Pesquisa e quantificacdo de Pseudomonas aeruginosa:
Metodologia para acreditacdo do método normalizado

Cristina Isabel Coelho Moutinho

Dissertacao apresentada a Escola Superior Agraria de Braganca para obtencéo do

Grau de Mestre em Tecnologia Ambiental

Orientador: Professora Doutora Maria da Conceicdo Fernandes

Braganca
2013



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar gostaria de agradecer a minha orientadora, Professora Doutora Maria
da Conceicdo Fernandes, pelo apoio, amizade, dedicacdo, excelente orientacdo e
essencialmente pelas palavras sabias que me transmitiu nos momentos mais

complicados. Muito Obrigada!

A Dr? Clarisse Santos pelo apoio na pesquisa bibliografia de algumas normativas de

referéncia.

Um obrigada especial a todos os colaboradores e responsaveis do Laboratério Regional
de Tras-os-Montes, nomeadamente a Dr? Tonniete Cruz e Eng® Francisco Morais por
me terem aberto todas as portas e dado a possibilidade de aprofundar os meus

conhecimentos na area laboratorial.

Obrigada a minha amiga Silvia Vale e a sua familia por todo o apoio, carinho e amizade

que sempre demonstraram.

E por Gltimo mas de uma forma especial, agradecer a minha familia, particularmente
aos meus pais por terem acreditado em mim e permitido que este meu sonho se torna-se

realidade.

A todos os que, de alguma forma, contribuiram para a realizacao desta tese.



LiSTA DE ABREVIATURAS

ARS — Administracdo Regional de Saude

CIPM - Comiteé Internacional de Pesos e Medidas

CNQ — Conselho Nacional de Qualidade

CQ — Controlo da Qualidade

DGS - Direccdo Geral da Saude

DNA - Acido Desoxirribonucleico

EA - European Cooperation for Accreditation

EN — Erro Normalizado

IAF - International Accreditation Forum

IAPMEI — Instituto de Apoio as Pequenas e Médias Empresas
ILAC - International Laboratory Accreditation Cooperation
IPAC — Instituto Portugués da Acreditacédo

IPQ — Instituto Portugués da Qualidade

ID — Institutos Designados

ISO - International Organization for Standardization

LNM - Laboratdrios Nacionais de Metrologia

MR — Materiais de Referéncia

MRC — Materiais de Referéncia Certificada

MSQ — Manual do Sistema da Qualidade

NMP - Namero Mais Provavel



PCA - Plate Count Agar

PDCA — Plan, Do, Check, Act

PR — Padrdes de Referéncia

RT — Responsavel Técnico

SI — Sistema Internacional

SQ - Sistema da Qualidade

SGQ - Sistema de Gestdo da Qualidade
UE — Unido Europeia

UFC’s — Unidades Formadoras de Coldnias

VIM — Vocabulario Internacional de Metrologia



RESUMO

A &gua, como qualquer outro componente dos sistemas naturais, contém uma grande
quantidade e diversidade de microrganismos, sujeitos a alteracdes causadas por fatores
ambientais e suscetiveis de alterar, simultaneamente, o ambiente envolvente. A
Pseudomonas aeruginosa € exemplo de um desses microrganismos, cuja presenca se
tem verificado em &guas de recreio e tem sido considerada como um indicador de
qualidade microbioldgica da agua de piscinas publicas e semi-publicas com desinfecéo.
A sua presenga encontra-se relacionada com a poluicéo fecal, direta ou indiretamente,
sendo por isso indicadora das condicBes higiénicas da agua. E uma bactéria oportunista,
aerObia, Gram-negativa, patogénica para o Homem, com elevada resisténcia a
antibioticos e responsavel por um grande numero de infe¢des, de gravidade e
localizacéo diversificadas, nomeadamente tem sido relacionada com a alta incidéncia de
otite externa em nadadores. Assim, torna-se necessario o estabelecimento de processos
de monitorizacdo, frequéncia de amostragem e andlise da agua, em funcao dos perigos e

riscos decorrentes, e de acordo com a legislacdo em vigor.

O conhecimento e o estabelecimento dos métodos a utilizar para determinacdo de cada
parametro € atualmente um requisito indispensavel. Nesse contexto, este trabalho
aborda a acreditacdo de metodologias analiticas de acordo com a NP EN ISO /IEC
17025:2005, fazendo nomeadamente uma revisdo aos requisitos técnicos no ambito da
norma e reporta em particular a acreditacdo do método de pesquisa e quantificacdo de

Pseudomonas aeruginosa pela membrana filtrante.

Palavras-chave: Acreditacio, NP EN ISO /IEC 17025:2005, Pseudomonas

aeruginosa, Qualidade da agua.



ABSTRACT

Water, like any other component of natural systems, contains a large quantity and
diversity of microorganisms, subject to changes caused by environmental factors and
susceptible to change both the surrounding environment. Pseudomonas aeruginosa is an
example of one of those microorganisms whose presence has been noted in recreational
waters and has been considered as an indicator of microbiological water quality of
public pools and semi-public with disinfection. His presence is related to fecal
pollution, directly or indirectly, being therefore indicative of hygienic conditions from
the water. It is an opportunistic bacteria, aerobic gram-negative pathogenic for humans,
with high resistance to antibiotics and responsible for a large number of infections, with
severity and location varied, especially has been connected with the high incidence of
external otitis in swimmers. So, it becomes necessary to establish monitoring processes,
frequency of sampling and analysis of water, according to the hazards and risks, and

according with the legislation in force.

The knowledge and the establishment of methods used to determining each parameter is
currently an essential requirement. In this context, this study discusses the accreditation
of analytical methodologies according to NP EN ISO / IEC 17025:2005, doing namely a
review to the technical requirements as part of the standards and reports especially the
accreditation of the method of research and quantification of Pseudomonas aeruginosa

by membrane filter.

Keywords: Accreditation, NP EN ISO /IEC 17025:2005, Pseudomonas aeruginosa,
Water Quality.
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1 — Enquadramento

A qualidade estd na base do sucesso no mundo empresarial, sendo um fator de
competitividade e de diferenciacdo entre organizacgdes. De facto, o desenvolvimento de
uma cultura baseada na qualidade abre caminho a eficécia e eficiéncia organizacional

proporcionando um maior lucro com menos custos.

Um Sistema de Gestdo da Qualidade (SGQ) é amplamente entendido como o
envolvimento de todos os colaboradores da organizagdo, num processo de concretizagcdo
do fornecimento de servicos/produtos que correspondam as exigéncias especificas do

cliente.

No que diz respeito aos laboratdrios de calibragdo e de ensaios, a disponibilidade do
sistema da qualidade constitui indicacdo necessaria, mas nao suficiente, ja que também
é imprescindivel demonstrar a competéncia técnica do laboratorio. Em consonéancia com
as praticas internacionais, torna-se indispensavel mostrar aos clientes e usuarios dos
servicos do laboratorio que os certificados de calibracdo e os relatérios de ensaios sdo
metrologicamente confidveis. Relativamente a formalizacdo da credibilidade
laboratorial o instrumento a ser adotado ndo deve ser a certificacdo 1SO 9001 do
Sistema da Qualidade do laborat6rio, mas sim a sua acreditacdo pelo referencial 1SO
17025, uma vez que esta, além do Sistema da Qualidade, também atesta a competéncia

do laboratério.

Neste contexto, esta dissertacdo analisa a metodologia a implementar para a acreditacao
de métodos, através de uma revisdo bibliografica e do estudo de caso, sendo
fundamental demonstrar que os laboratdrios utilizam métodos conducentes a resultados
confidveis, que garantam qualidade, idoneidade e credibilidade aos seus produtos e/ou

SEervicos.

Assim, é abordada a pertinéncia dos procedimentos, uso adequado de equipamentos,
instalacBes apropriadas e capacidade profissional do pessoal do laborat6rio, seguindo 0s
requisitos gerais da norma internacional para a competéncia de laboratorios de
calibracdo e ensaios — NP EN ISO 17025. Em particular serd discutida a validagdo do

método para pesquisa e quantificacdo de Pseudomonas aeruginosa.

Cristina I.C. Moutinho 1
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A dissertacdo encontra-se organizada em seis capitulos. O primeiro capitulo
corresponde a um enquadramento do estudo realizado e a descricdo geral da
organizacdo da tese escrita. No segundo capitulo apresenta-se uma breve revisdo
bibliogréafica, no qual se aborda o tema da certificacdo, da qualidade e acreditacdo,
tendo como referenciais as normas ISO 9001 e ISO 17025, os seus objetivos,
dificuldades e impacto nas organizacbes. No terceiro capitulo, a fim de estudar em
concreto a acreditacdo e a sua importancia na competéncia de laboratorios de calibracdo
e ensaios, efetua-se uma breve descricdo dos requisitos gerais para a acreditacdo e
procedeu-se a uma revisdo detalhada da norma internacional NP EN ISO /IEC 17025.
No quarto capitulo é dada énfase aos requisitos da norma para acreditacdo dos métodos
microbiolégicos, demonstrando a sequéncia do planeamento através de um rigoroso
programa de Garantia da Qualidade, sendo discutidos os requisitos especificos em
termos de equipamentos, instalacdes, pessoal e controlo ambiental. No quinto capitulo é
apresentado o0 caso de estudo, pesquisa e quantificacdo da bactéria Pseudomonas
aeruginosa em aguas de piscina, bem como se detalha a metodologia de implementacao
e discutidas as evidéncias necessarias para a validacdo do método. No ultimo capitulo
sdo sintetizadas as principais concluses alcancadas neste estudo e finalmente €

apresentada a listagem da bibliografia utilizada para a realizacao deste trabalho.

Cristina I.C. Moutinho 2
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2 - Qualidade, Certificacdo e Acreditacédo
2.1. Definicio de Qualidade

Atualmente, num mercado altamente competitivo e num clima econémico incerto, a
qualidade tornou-se, em qualquer negocio, um fator critico de sucesso. O fator de
deciséo para o cliente depende frequentemente da qualidade do produto ou servico de
uma empresa, sobrepondo-se cada vez mais ao aspeto monetério. Assim, uma das
maneiras das empresas demonstrarem aos clientes a sua capacidade para fornecer
produtos e servicos de qualidade, é disporem de um sistema da qualidade bem
desenhado, bem gerido e certificado.

O termo qualidade, para Oakland (2000), tem como significado ir de encontro aos
requisitos dos clientes, as suas necessidades e expectativas. J& para Furtado (2003),
qualidade consiste no conjunto de caracteristicas que satisfazem as necessidades
implicitas ou explicitas dos consumidores. Segundo o IPQ (2005), qualidade esta
relacionada com o grau de satisfagdo de requisitos dados por um conjunto de

caracteristicas intrinsecas.

A qualidade contribui para aumentar a competitividade e é decisiva para a sobrevivéncia
das empresas em ambiente de grande disputa. A gestdo efetiva da qualidade traduz-se na
coordenacdo de varios elementos, aparentemente independentes, mas que na realidade
interagem entre si formando um todo. Deste modo, ndo é de estranhar que 0s paises
mais desenvolvidos tecnologicamente, diante da necessidade de melhorar a qualidade
dos seus produtos e servicos, criassem sistemas de gestdo da qualidade para as suas

indUstrias e comércio.
2.1.1. Sistema de Gestao da Qualidade (SGQ)

A par da defini¢do da qualidade pode ainda definir-se SGQ como o conjunto coerente e
interatuante da estrutura organizacional, das responsabilidades, dos procedimentos,
dos processos e dos recursos utilizados para implementar a Gestdo da Qualidade
(Furtado, 2003). Um SGQ deve incluir todas as atividades que contribuem para a
qualidade na organizagéo, para que todos os procedimentos sejam identificados, assim

Ccomo 0S seus objetivos e potenciais ndo conformidades, no futuro. Um SGQ deve ser

Cristina I.C. Moutinho 3
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capaz de fazer decrescer 0s erros na producdo ou produtos, para que a satisfacdo dos

clientes seja cada vez maior.

Segundo Pinto e Soares (2010), um SGQ pode beneficiar toda a organizagdo a varios
niveis, tais como definir as prioridades na organizacdo, melhorar a relagdo com 0s
clientes, diminuir a incidéncia dos produtos néo conformes, aumentar a motivacdo dos
colaboradores, reduzir os custos inerentes ao controlo da qualidade, melhorar o clima
organizacional, eliminar tarefas supérfluas e repetidas, e melhorar a imagem
organizacional. Os autores definem-no, ainda, como a filosofia e préatica de gestdo que
se traduz no envolvimento de todos os que trabalham na organizagdo num processo de
cooperacgao que se concretize no fornecimento de produtos e servi¢os que satisfagcam as

necessidades e expectativas dos clientes.

Os sistemas de gestdo da qualidade séo ferramentas essenciais no sentido da prestacédo
de um servico com mais-valia para os clientes. Estes sistemas sdo ainda um modo de
evidenciar externamente a qualidade dos servigos prestados pelas organizacfes. Assim,
quando se aborda a melhoria da qualidade e o contributo para essa melhoria, num
contexto genérico, fala-se muitas vezes nas melhorias da organizacdo e gestdo, dos
processos de certificacdo, da avaliagdo da estrutura dos processos e dos seus resultados,

bem como dos problemas inerentes a quantificacdo da qualidade.

A adocdo de um sistema de gestdo da qualidade, embora ndo sendo obrigatoria por
imposicao legal, é um conjunto de medidas organizacionais que evidenciam que
determinado nivel de qualidade é alcancado. Além disso, quando é certificado permite,
entre outros, ganhos significativos ao nivel da eficiéncia e eficacia, melhoria da imagem

perante 0 mercado e aumento da competitividade.
2.1.2. Principios de Gestdo da Qualidade

Existem oito Principios de Gestdo da Qualidade que podem ser adotados pela gestédo de
topo de uma organizacéo para que esta seja levada a alcancar um melhor desempenho
(IPQ, 2005). A tabela 2.1 apresenta um breve resumo de cada principio que quando

abordado eficazmente se traduz no sucesso sustentado duma organizagéo.
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Tabela 2.1 - Principios de Gestéo da Qualidade e exemplos da sua aplicacdo pratica.

Principios

Explicacio

Focalizacdo no cliente — as organizacoes
dependem dos seus clientes e,
consequentemente, devem satisfazer os seus
requisitos atuais e futuros, e esforgcarem-se por
exceder as suas expectativas

Focalizacdo no cliente significa que a
organizacdo dedica a sua energia na procura
da satisfacdo dos seus clientes e compreende
que é dessa satisfacdo que advém o lucro

Lideranca — o0s lideres estabelecem a
finalidade e a orientagdo da organizacao.
Convém que criem e mantenham um ambiente
interno que permita o pleno envolvimento das
pessoas a fim de se atingirem os objetivos da
organizacao

A lideranca consiste em providenciar modelos
comportamentais consistentes com os valores
da organizacdo — comportamentos que irdo
permitir alcancar os objetivos da organizacéo.
O ambiente interno inclui o clima, o estilo de
gestdo, os valores partilhados, a confianca, a
motivacao e 0 apoio

Envolvimento das pessoas — as pessoas, em
todos o0s niveis, sdo a esséncia de uma
organizacdo e o0 seu pleno envolvimento
permite que as suas aptiddes sejam utilizadas
em beneficio da organizacdo

Envolver as pessoas significa partilhar
conhecimento, encorajar e reconhecer a sua
contribuicdo, utilizar a sua experiéncia e
trabalho com integridade

Abordagem por processos — um resultado
desejado é atingido de forma mais eficiente
guando as atividades e os recursos associados
sdo geridos como um processo

Os processos sdo dindmicos — fazem com que
as coisas acontecam. Os procedimentos sdo
estaticos — ajudam as pessoas a cumprir uma
tarefa

Abordagem da gestdo como um sistema —
identificar, compreender e gerir processos
interrelacionados como um sistema contribui
para que a organizagdo atinja 0S Seus
objetivos com eficécia e eficiéncia

Os sistemas sdo construidos através da
ligacdo de processos interrelacionados por
forma a fornecer o objetivo do sistema, que
neste caso consiste na satisfacdo das partes
interessadas

Melhoria continua — a melhoria continua
do desempenho global de uma
organizagdo deve ser um objetivo
permanente dessa organizacao

A melhoria continua consiste na melhoria
progressiva no que concerne a eficacia e
eficiéncia organizacional — ndo se trata da
resolucdo de problemas, mas sim de agdes
corretivas e faz parte do controlo do processo

Tomada de decis6es baseadas em factos —
as decisoes eficazes sdo baseadas na analise
de dados e informagdes

Os factos sdo obtidos a partir de observagdes
realizadas por pessoas qualificadas que
utilizam meios qualificados — a integridade da
informacéo é conhecida

Relagbes mutuamente benéficas com
fornecedores — uma organizagdo e 0s Sseus
fornecedores sdo interdependentes e uma
relagdo de beneficio matuo potencia a aptidao
de ambas as partes para criar valor

Relacbes mutuamente benéficas sdo aquelas
em que ambas as partes partilham
conhecimento, visdo, valores e compreensao.
Os fornecedores séo tratados como parceiros

(Adaptado de: IPQ, 2005)

Como ja referido anteriormente, estes principios devem estar presentes no SGQ de cada

organizagdo. A auditoria a0 SGQ de uma organizacdo tem como funcdo avaliar a forma

Cristina I.C. Moutinho

5

2013



Pesquisa e quantificacdo de P. aeruginosa: Metodologia para acreditacdo do método normalizado | 2013

como esta identifica e gere 0s seus processos, utilizando uma melhoria continua. A
metodologia PDCA (Plan, Do, Check and Act — Planear, Executar, Verificar e Atuar) ou
0 Ciclo de Deming, como também é conhecido, reflete a melhoria continua, como se

pode observar na figura 2.1.

PLANEAR

p'L

VERIFICAR " EXECUTAR

+F

Figura 2.1 - Metodologia PDCA (Adaptado de: APCER, 2010).

O ciclo PDCA comeca pela planificacdo de acbes, em seguida pela execugdo do
conjunto de acbes planeadas, verificando-se posteriormente se o que foi feito esta de
acordo com o planificado e, por ultimo, tomam-se medidas para corrigir ou eliminar
defeitos ou erros existentes. Todos estes pontos sdo executados de uma forma constante

e repetida, ou seja, ciclicamente.

A planificacdo refere-se ao conjunto de a¢des estabelecidas para atingir resultados, onde
se encontra a identificacdo da missdo, metas e politicas da organizacdo, assim como 0s
procedimentos e processos necessarios. A execucdo diz respeito a implementacdo de
processos com a realizagdo das atividades determinadas. A etapa da verificacdo esta
relacionada com a monitorizacdo e medicdo de processos e resultados, tendo em conta
0S objetivos delineados. Por ultimo, deve-se atuar de acordo com os relatorios
produzidos na fase anterior, empreendendo acfes para a melhoria continua do
desempenho dos processos, corrigindo eventuais falhas que possam ter ocorrido e
revendo todo o sistema para verificar se este funciona e se esta atualizado e adequado
(Pires, 2007).
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A melhoria continua ocorre a cada execucdo do Ciclo PDCA e tem como objetivo
otimizar a realizacdo dos processos, possibilitar a reducdo de custos e o aumento da
produtividade levando ao aperfeicoamento e ajustamento do SGQ da organizacdo. Desta
forma, a melhoria continua é a medida em que as atividades planeadas foram realizadas
e se conseguiram obter os resultados estabelecidos. E a relacdo entre os resultados
obtidos e os recursos utilizados e onde existe 0 envolvimento de todas as partes
interessadas (colaboradores, fornecedores, clientes).

2.1.3. Organizagéo Internacional de Padronizagdo

A Organizagdo Internacional de Padronizagdo, em inglés Internacional Organization
for Standardization, é reconhecida internacionalmente pela sigla 1SO.
Independentemente da lingua usada foi adotada a palavra grega “ISO” cujo significado

¢ “igual”, como o nome padrao da sigla.

A ISO é uma organizacdo ndo-governamental fundada em 1947, em Genebra, e hoje
presente em cerca de 164 paises. A sua funcdo é a de promover a normalizacdo de
produtos e servigos, para que a qualidade dos mesmos seja permanentemente melhorada
(http://www.iso.org). Em Portugal, o organismo de normalizacdo e comité membro da
ISO ¢ o Instituto Portugués da Qualidade (IPQ).

O objetivo da ISO é facilitar o intercAmbio internacional de bens e servigos, e
desenvolver a cooperacdo a nivel intelectual, cientifica, tecnologica e econdmica,
facilitando, assim, o comércio internacional. Antes da ISO, existiam outras normas
nacionais e multinacionais do SGQ. Estas foram desenvolvidas para as necessidades da
industria militar e nuclear e, em menor escala, para uso comercial e industrial. As
varias normas tinham padrdes diferentes em comum e ligacGes historicas. No entanto,
ndo eram suficientemente consistentes na terminologia ou de conteudo para uso
generalizado no comércio internacional. (Juran e Godfrey, 1998). A I1SO veio, por

conseguinte, normalizar todas estas questdes.

A 1SO ja publicou mais de 19.500 normas internacionais, (http://www.iso.org), entre as
quais consta a série de normas da familia 1ISO 9000 (qualidade) e a ISO 14000
(ambiente), e as respetivas revisdes efetuadas ao longo do tempo, como as mais

utilizadas e transversais a todos os paises.

Cristina I.C. Moutinho 7


http://pt.wikipedia.org/wiki/1947
http://pt.wikipedia.org/wiki/Genebra

Pesquisa e quantificacdo de P. aeruginosa: Metodologia para acreditacdo do método normalizado | 2013

2.1.4. As Normas da Familia 1ISO 9000

As normas da familia ISO 9000 sdo referenciais para a implementacdo de SGQ,
orientando as organizacfes nas boas préaticas da qualidade. TEm como objetivo garantir
o fornecimento de produtos que satisfacam 0s requisitos dos clientes, assim como a
prevencdo de problemas (ndo conformidades ou potenciais ndo conformidades). A
familia de normas da ISO 9000 visa ainda a melhoria continua das organizagdes a fim
de conseguirem desenvolver eficazmente os seus sistemas. A comprova-lo estd o facto
de terem ja sido adotadas por mais de uma centena e meia de paises, tendo-se
demonstrado de tal modo atuantes, que quem a elas ainda ndo aderiu, ou ndo vier a
aderir num futuro préximo, dificilmente conseguira manter-se competitivo no mercado
ou, mais ainda, conseguira garantir a sobrevivéncia da sua empresa num horizonte de

médio/longo prazo.

A familia de normas relativas a sistemas de gestdo da qualidade é constituida pelas

seguintes normas (Pinto e Soares, 2010):
v/ NP EN ISO 9000:2005 — Fundamentos e vocabulario;
v" NP EN ISO 9001:2008 — Requisitos;
v" NP EN ISO 9004:2000 — Linhas de orientacdo para melhoria de desempenho;

v NP EN ISO 19011:2003 — Linhas de orientacdo para auditorias a sistemas de

gestdo de qualidade e/ou de gestdo ambiental.

A revisdo da ISO 9001:2008 veio trazer mais clareza relativamente a 1SO 9001:2000 e
compatibilidade com a ISO 14001:2004 (APCER, 2010). A tabela 2.2 apresenta o

campo de aplicacdo de cada norma.
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Tabela 2.2 - Referenciais Normativos de SGQ, Estrutura e Campo de Aplicagéo.

Norma

Campo de Aplicacao

NP EN I1SO 9000:2005

Sistemas de gestdo da qualidade.
Fundamentos e vocabulario.

Descreve os principios fundamentais dos
SGQ que sdo objeto das normas da familia
ISO 9000 e define os termos relacionados.

NP EN 1SO 9001:2008

Sistemas de gestdo da qualidade.
Requisitos.

Especifica os requisitos para um SGQ em que

uma organizagao:

v Necessita demonstrar a sua aptiddo para
proporcionar um produto que VA ao
encontro dos requisitos do cliente e
regulamentos aplicaveis;

v'Visa aumentar a satisfacdo do cliente
através da aplicacdo eficaz do sistema,
incluindo processos para a melhoria
continua do sistema e para garantir a
conformidade com os requisitos do cliente
e regulamentos aplicaveis.

NP EN ISO 9004:2000

Sistemas de gestdo da qualidade.
Linhas de orientagdo para a melhoria do
desempenho.

Proporciona linhas de orientacdo que estdo
para além dos requisitos dados na 1ISO 9001,
de forma a considerar tanto a eficacia como a
eficiéncia de um sistema de gestdo da
qualidade.

Quando comparados com a ISO 9001, os
objetivos de satisfacdo do cliente e de
qualidade do produto sdo alargados de forma
a incluir a satisfacdo das partes interessadas e
0 desempenho da organizacao.

N&o se destina a ser utilizada para prop6sitos
de certificacdo, nem como guia de
implementagdo da ISO 9001.

NP EN ISO 19011:2003

Linhas de orientacdo para auditorias de
sistemas de gestdo da qualidade e/ou de gestdo
ambiental.

Indica linhas de orientacdo para a execugdo
de auditorias a sistemas de gestdo da
gualidade e sistemas de gestdo ambiental.

(Adaptado de: Pinto e Soares, 2010)

Estas normas baseiam-se nos oito principios de gestdo da qualidade, ja mencionados: a

focalizagdo no cliente; a lideranca; o envolvimento das pessoas; a abordagem por

processos; a abordagem da gestdo como um sistema; a melhoria continua; a tomada de

decisdo fundamentada em factos e as relacbes benéficas com os fornecedores.
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2.2. Certificagéo pela 1SO 9001:2008

A Norma ISO 9001 tem como finalidade especificar requisitos para um sistema de
gestao da qualidade que pode ser utilizado para aplicagdo interna pelas organizagoes,
ou para certificacdo, ou para fins contratuais. Esta focada na eficacia do sistema de
gestao da qualidade para ir ao encontro dos requisitos do cliente (IPQ, 2008).

Num mercado cada vez mais competitivo e em constante mutacdo € natural que as
empresas procurem, todos os dias, alternativas e ferramentas para se tornarem mais
competitivas e diferenciadoras dos seus concorrentes. Para tal, muito tem vindo a

contribuir a certificacdo de SGQ de produtos e/ou servicos em empresas.

Segundo Ganhéo e Pereira (1992), certificar a conformidade de um produto ou servigo
¢ a acdo de comprovar que esse produto ou servico esta em conformidade com
determinadas normas ou especificacbes. Nos dias de hoje, os clientes sentem
necessidade de terem a garantia de qualidade de um determinado produto ou servico
dada por uma entidade externa que seja independente dos produtores do mesmo,
cumprindo determinados requisitos e especificacdes. Igualmente, quer seja a nivel
nacional ou internacional, as entidades que redigem a legislacdo, tentam encontrar
métodos para que 0s produtos, processos ou servigos tenham a garantia de que cumprem
com os requisitos legais estipulados (Ganhé&o e Pereira, 1992; Furtado, 2003). De acordo
com Madeira et al, (2009), a certificacdo garante, pelo menos, que existe uma elevada
probabilidade de que as coisas sejam feitas de uma forma sistematizada, documentada

e bem suportada, fornecendo por isso mesmo confianca.

A obtencdo da certificacdo ISO 9001 traduz o resultado do empenho de uma
organizacdo que, num processo de melhoria continua, procura planear, executar,
verificar e medir (ciclo PDCA) esses mesmos processos a fim de conseguir fazer
sempre melhor, com menos custos e a um menor tempo possivel (Coelho, 2006). No
entanto, uma organizacdo pode implementar um SGQ sem estar interessada na

certificacdo deste sistema.

Uma organizagdo que pretenda obter a certificacdo tem de possuir um conjunto de
processos baseados nas normas ISO que estejam de acordo com a atividade da empresa.
Esses processos e a forma da sua monitorizacdo tém que estar devidamente

documentados, tal como a evidéncia da adesdo da organizacdo a esses Processos.
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Posteriormente, realiza-se uma auditoria externa a esses processos para que se confirme
a concordancia em relacdo as normas ISO e se possa certificar a empresa, havendo a
emissédo de um certificado de conformidade, em caso de sucesso (Furtado, 2003).

A certificacdo é sempre efetuada por organismos de certificacdo independentes e
acreditados para o efeito. No caso de Portugal é o Instituto Portugués de Acreditacdo

(IPAC) que regula as entidades certificadoras (Ganhdo e Pereira, 1992).

Assim, a certificacdo € o reconhecimento da implementacdo do SGQ de uma
organizagdo, por parte de terceiros, e pode ser definida como uma declaragdo
documental, decorrente de uma avaliagcdo independente, efetuada por uma entidade
certificadora reconhecida e acreditada. Esta entidade comprova que o0 SGQ cumpre com
0s requisitos estabelecidos pela norma (Madeira et al., 2009; Pinto e Soares, 2010).

2.2.1. Contexto Mundial

De acordo com a ultima edigcdo da ISO Survey (valores relativos a 31 de Dezembro de
2010), o numero de entidades com sistemas de gestdo da qualidade certificados de
acordo com a norma 1SO 9001 a nivel mundial (Figura 2.2), aumentou ligeiramente, de
1064785 (2009) para 1109905 (2010), correspondendo a um aumento de 4%, refletindo
assim, em parte, o abrandamento que se tem verificado nos Gltimos anos a nivel do
namero total de certificados 1ISO 9001 mundialmente emitidos (Sampaio e Saraiva,
2012).
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Figura 2.2 - Evolucéo da certificagdo 1SO 9001 a nivel mundial.
(Adaptado de: ISO Survey, 2010)
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2.2.2. Contexto Europeu e Nacional

A figura 2.3 retrata, em termos médios, a evolucdo da certificacdo 1ISO 9001 na Unido
Europeia, com base no nimero de certificados por 1000 habitantes. Como se pode
verificar, e a excecdo de alguns periodos temporais pontuais, a evolugdo tem sido
positiva, com tendéncia de claro crescimento. Chama-se particular atencdo para o
periodo compreendido entre 2002 e 2003, altura em que ocorreu uma diminuicdo no
valor médio do nimero de certificados I1SO 9001, causada pelo facto de um niamero
significativo de empresas ndo ter efetuado a transi¢do para a versao da norma ISO 9001
do ano 2000 (Madeira et al., 2009).

Verifica-se ainda que durante todo o periodo analisado, Portugal cresceu abaixo do
valor médio do namero de certificados ISO 9001, quer considerando a Unido a 15
paises, quer a 27, refletindo sinais de ndo convergéncia com a média europeia, no que
diz respeito a certificacdo segundo a norma ISO 9001. Outro aspeto que sobressai da
analise da figura 2.3 esta relacionado com o comportamento da curva evolutiva da
Unido Europeia a 27 paises. O numero medio de certificados ISO 9001 por 1000
habitantes a 15 paises é superior em praticamente todo o periodo analisado,

comparativamente ao respetivo valor médio a 27 paises.

LA

Certificados 150 9001 por 1000 habitantes

1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
IS0 9001 (PT)U ©—— E 15(Media)] ©—— UE 27 (Meédia)

Figura 2.3 - Evolucdo do nimero de certificados 1SO 9001 (%o habitantes) para a Unido
Europeia e Portugal (Adaptado de: Sampaio e Saraiva, 2012).

E também de destacar a estabilizacio/diminuicdo ocorrida de 2006 para 2007. Nos
Gltimos anos tem-se verificado um abrandamento da taxa de crescimento do nimero de

certificados 1SO 9001 emitidos a nivel mundial, 0 que se deve, em parte, a uma
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tendéncia de estabilizacdo do nimero de empresas certificadas em diversos paises na

Europa.

No caso especifico de Portugal, de acordo com os dados da 1SO Survey 2010 existiam
5588 organizacOes certificadas segundo a norma ISO 9001. A nivel da certificacdo de
sistemas de gestdo da qualidade, e segundo os dados I1SO, o ano de 2010 contrariou a

tendéncia decrescente que se vinha a verificar desde 2007 (Sampaio e Saraiva, 2012).

Em 2010 existiam em Portugal, segundo dados facultados pelas empresas certificadoras,
7191 certificados atribuidos a entidades e organizacdes no ambito do sistema de gestdo
da qualidade, emitidos pela norma ISO 9001, valor este que corresponde a 0,68%0 bem

como a 15,4% das empresas com 10 ou mais colaboradores (Figura 2.4 e 2.5).

Certificados 150 9001 por 1000 habitantes
=

1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
o= Alentejo O— Algarve Centro Lisboa Norte O— RAAcores O— RAMadeira #— Portuga

Figura 2.4 - Evolugdo do nimero de certificados ISO 9001 (%o habitantes).
(Adaptado de: Sampaio e Saraiva, 2012)

Da figura 2.4 sobressai que se mantém a tendéncia de crescimento nas regifes do
Centro e do Norte para valores de, respetivamente, 0,77%o e 0,65%0 em 2010. Por outro
lado, a analise da evolucdo da percentagem de empresas certificadas, nas diferentes
regibes, mostra que a regido Centro assume a lideranga com aproximadamente 20% de
empresas certificadas (com 10 ou mais colaboradores). No outro extremo encontra-se a

regido do Algarve com 7,5% de organizaces certificadas.
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.

Percentagem de empresas certificadas

o— Alentejo O— Algarve O— Centro - Lishoa Norte O— RAAcOres O— RAMadeira ®— Portugal

Figura 2.5 - Evolucgdo da percentagem de empresas com certificados segundo a norma ISO
9001. (Adaptado de: Sampaio e Saraiva, 2012).

Segundo Furtado (2003), a certificacdo pela 1ISO 9001 deve-se muitas vezes a raz0es
internas e externas as empresas, como a melhoria da organizacdo em si e a melhoria da
sua imagem. O autor refere, igualmente, que é apos a certificacdo que as empresas
apresentam melhores resultados e € também quando tentam melhorar as suas técnicas de

gestdo da qualidade.
2.2.3. Motivacédo para a Certificacéo 1SO 9001

As motivacbes para a certificacdo podem ser motivacGes internas ou motivacoes
externas. As primeiras estdo relacionadas com a melhoria concreta organizacional
interna, enquanto as segundas estdo associadas ao marketing, questdes promocionais e
melhoria de imagem da organizacdo (Buttle, 1997; Huarng et al., 1999; Corbett et al.,
2003; Marimon et al., 2006; Miranda, 2006c; Feng et al., 2008; Prajogo, 2008; Sampaio
et al., 2009). A tabela 2.3 apresenta as principais motivac@es para a implementacdo da
ISO 9001.
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Tabela 2.3 - Principais motivacdes para a implementagdo da 1ISO 9001.

MotivacOes Internas MotivacOes Externas
Melhoria organizacional interna Ferramenta de marketing
Aumento da produtividade Questdes promocionais
Melhoria da integracéo dos colaboradores Melhoria de imagem da organizacgao
Melhoria do SGQ Requisitos dos clientes

Pressdo da concorréncia

Requisitos do mercado

Acesso a novos mercados

Seguimento das tendéncias

Sustentacdo/melhoria da cotacdo das agfes da
empresa em bolsa

(Adaptado de: Sampaio et al., 2009)

Resumidamente, as principais motivacdes apresentadas para a certificagdo das empresas
pela 1ISO 9001 sdo, a nivel interno, a melhoria organizacional interna, 0 aumento da
produtividade e melhoria da integracdo dos colaboradores; a nivel externo sdo a
vantagem a nivel de marketing, nomeadamente a melhoria da imagem da organizacéo e
questdes promocionais, requisitos dos clientes, pressdo da concorréncia, requisitos do

mercado e possibilidade de entrada em novos mercados.
2.2.4. Vantagens e Desvantagens da Certificacdo 1SO 9001

A certificacdo tem como vantagens a evidéncia, inequivoca, junto dos colaboradores,
dos clientes, e de outras partes interessadas dos esforcos desenvolvidos pela
organizacdo ao nivel da qualidade (Pinto e Soares, 2010). A estes beneficios pode
juntar-se ainda a vantagem publicitaria que a organizacéo tera quando divulgar junto da

marca da empresa o simbolo da obtencéo da sua certificacao.

Existe uma relacdo entre as motivacdes e os beneficios amplamente investigada por
varios autores. De uma forma simples, quando as empresas procuram a certificagdo com
base em motivacdes internas, vdo alcancar beneficios internos, isto €, beneficios
relacionados com a melhoria interna da organizacdo. Por outro lado, quando ocorre por
motivagdes externas vao alcancar beneficios externos, ou seja, beneficios relacionados
com a satisfacdo do cliente e com a publicidade ou exposi¢cdo da empresa perante
terceiros (Casadesus et al., 2001; Heras et al., 2001; Corbett et al., 2003; Bhuiyan e
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Alam, 2005; Prajogo, 2008; Sampaio et al., 2009). Na tabela 2.4 € apresentado um
resumo, dos principais beneficios internos e externos, da certificagdo, com base na

revisdo da literatura.

No entanto, no processo de certificacdo da 1SO 9001 podem também surgir dificuldades
ou barreiras. Dick (2000), no seu estudo sobre o desempenho das organizacOes
certificadas pela 1SO 9001, apurou que a implementacdo da norma obriga a varios
documentos, que as organizacdes se preocupam demasiado em documentar o sistema

em vez de verificarem se estd a funcionar corretamente.

Bhuiyan e Alam (2005) apontam como dificuldades na certificagdo da 1SO 9001, as
restricdes nos recursos, a subestimacdo nos esforcos necessarios para a certificacéo, o

desenvolvimento de conjuntos de procedimentos e 0s custos elevados de preparagéo.
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Tabela 2.4 - Principais beneficios internos e externos na certificagdo da 1SO 9001.

Beneficios Internos Beneficios Externos
Melhoria organizacional interna Aumento das vendas
Aumento da produtividade Melhoria da imagem da empresa

Clarificacdo de responsabilidades e fungdes Ferramenta de marketing

Motivacédo dos colaboradores Acesso a novos mercados

Melhoria na comunicag&o interna Aumento da quota de mercado

Melhorias na qualidade dos produtos Sustentacdo/melhoria da cotagdo das a¢des da
empresa em bolsa

Vantagens competitivas Aumento da satisfacdo e/ou confianga dos
clientes

Diminuig&o do trabalho redundante Melhoria da relagdo com os clientes

Diminuicdo das ndo conformidades Reducdo do numero de reclamacdes

Diminuic8o da percentagem de produtos ndo

Aumento de compras repetidas
conformes

Aumento da rotacao de stocks

Melhoria do tempo de entrega/execucéo de
Servico

Melhor conhecimento do conceito da gestédo
da qualidade

Identificacdo mais rapida de problemas e erros
na empresa

Melhor controlo da gestéo e da informacao na
organizacao

(Adaptado de: Beirdo e Cabral, 2002, Buttle, 1997, Magd, 2006, Huarng et al., 1999, Casadesus
e Castro, 2005, CasadesUs e Karapetrovic, 2005a)

As dificuldades na implementacdo da norma podem incluir o processo de ndo
conformidades, o de controlo de registos, o de auditorias internas, o de compras e 0
processo de protecdo de produtos (Bhuiyan e Alam, 2005). A tabela 2.5 apresenta, em

sintese, as dificuldades mais importantes verificadas na certificacdo pela 1SO 9001.
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Tabela 2.5 - Principais dificuldades na certificagdo 1SO 9001.

Norma Dificuldades na implementacéo

Excesso de documentacdo

Aumento dos custos

Aumento do custo da gestdo da qualidade

Resisténcia & mudanca

ISO 9001:2008 Ferramentas e linguagem da qualidade

Adaptacdo a norma na fase inicial

Falta de tempo

Falta de recursos humanos e materiais

Falta de envolvimento da gestdo de topo

(Adaptado de: Dick (2000), Bhuiyan e Alam (2005), Sampaio et al., 2009)

Deste modo, pode concluir-se que, as principais dificuldades apontadas pelas empresas,
na certificacdo da ISO 9001, sdo o aumento de custos da gestdo da qualidade, a
resisténcia a mudanca, as ferramentas e linguagem da qualidade, a adaptacdo a norma
na fase inicial de implementacdo e certificacdo, a falta de tempo dos colaboradores, a

falta de recursos humanos e materiais, e a falta de envolvimento da gestdo de topo.

A opcao pela certificacdo tem custos, que serdo compensados por uma reducdo sensivel
dos custos da ndo qualidade. As despesas inerentes a implementacdo de um Sistema de
Garantia da Qualidade dependem do estado em que se encontra a empresa nesta matéria,
bem como do sector de atividade em que se posiciona, distribuindo-se por itens como:
sensibilizacdo e formacdo do pessoal, reformulacéo e redacdo de novos procedimentos,
elaboracdo do manual da qualidade, tempo despendido pelos diretores das empresas e
pelos seus colaboradores na preparacdo do respetivo dossier, entre outros. Os custos da

certificacdo sdo, por vezes, apoiados por programas de financiamento (IAPMEI).
2.2.5. O Processo de Certificacdo

A certificacdo consiste em demonstrar que a empresa segue um determinado conjunto
de normas, definidas a nivel nacional e internacional, que visam proporcionar maiores
niveis de qualidade e confianga a todos os interessados (clientes, trabalhadores,

socios/acionistas, etc.) e otimizar 0s processos, potenciando a redugdo de custos.
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No mercado portugués, atuam varios organismos de certificacdo, 0s quais possuem, as
suas proprias especificidades ao nivel da conducdo dos seus processos de trabalho,
sendo que terdo que ser acreditados.

Genericamente, qualquer processo de certificacdo inicia-se pela rececdo de uma
candidatura na entidade certificadora, a qual é inicialmente analisada e, se tudo estiver
conforme com o definido, é programada uma primeira avaliagdo do sistema da
qualidade. Vulgarmente trata-se de uma revisdo da documentacdo e da realizagdo da
auditoria inicial, ou de concessao. Daqui resulta quase sempre a necessidade da empresa
auditada desenvolver um plano de agdes no sentido de corrigir as ndo conformidades
(desvios) encontradas, durante a auditoria, face ao referencial normativo. Apds,

ultrapassados os eventuais desvios é emitido entdo um certificado.

Os certificados tém geralmente uma validade de trés anos. Cumpre a entidade
certificadora, durante esse intervalo de tempo, efetuar periodicamente auditorias para
verificar se o sistema da qualidade certificado continua implementado e em
funcionamento. Estas auditorias sdo, habitualmente, designadas por auditorias de
acompanhamento (nalguns casos, de seguimento), podendo estas ter uma periodicidade
semestral ou anual, conforme o tipo de metodologias instituidas pela entidade

certificadora em causa.

Antes do termo de caducidade do certificado, é de novo efetuada uma auditoria global,
auditoria de renovacdo, a toda a organizacdo, com caracteristicas semelhantes a
auditoria de concessdo, tendo em vista a reemissdo do certificado. O certificado
renovado é de novo emitido por um periodo de trés anos e 0 processo repete-se por mais
um ciclo de certificacdo e assim sucessivamente (Madeira et al., 2009). Este conjunto de

auditorias (Figura 2.6) € o que normalmente se designa por ciclo de certificacéo.

As auditorias de certificacdo, sejam de concessdo ou posteriores, devem ser sempre

encaradas como um contributo para a melhoria do sistema de gestéo.

Auditoria inicial Emissdo do Auditorias de Auditoria de
ou de concessdo |:> certificado :> acompanhamento :> renovagao

Figura 2.6 - Ciclo de Certificagdo (Adaptado de: Madeira et al., 2009).
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2.3. A Acreditagdo

Muitas vezes, os termos certificacdo e acreditacdo sdao mal aplicados, pelo facto de se
desconhecer o real significado dos mesmos. A certificacdo e a acreditacdo de sistemas
de gestdo sdo atividades que se diferenciam no que diz respeito aos objetivos e aos
respetivos referenciais. Segundo a norma ISO 17000 referente a Avaliacdo da
Conformidade — Vocabulario e Principios Gerais, a certificacdo (de sistemas de gestéao,
de produtos, de pessoas) € uma das atividades de avaliacdo da conformidade. Por outro
lado, a acreditacdo é um processo de avaliacdo e reconhecimento da competéncia
técnica de acordo com normas internacionais para executar determinadas atividades —

ensaios, calibracdes, inspecdes, certificagdes (Madeira et al., 2009).

A atividade de acreditacdo esta sujeita a legislacdo comunitaria que obriga a um

funcionamento harmonizado, verificado através de um sistema de avaliagdo pelos pares.

Em consequéncia, cada Estado-Membro da Unido Europeia (UE) designou um unico
organismo nacional de acreditacdo, tendo em Portugal (Figura 2.7) essa missdo sido
atribuida ao IPAC, conforme estabelecido na sua lei organica (Decreto-Lei n.° 81/2012,
de 27 de Marco) e no Decreto-Lei n.° 23/2011 de 11 de Fevereiro.

v
4 European
co-operation for
il 4 fr Accreditation
.

acreditagdo H EN ISO/IEC 17011
Avaliagdo da veea Org. Avaliagdo da
competéncia técnica Conformidade:
ISO/IEC 17025 Laboratdrios
ISO/IEC 17021
EN 45011 Org.Certificagdo
ISO/IEC 17024
ISO/IEC 17020 Org.Inspeccdo

Figura 2.7 - Avalia¢do da competéncia técnica.
(Adaptado de: IPAC)

2.3.1. Instituto Portugués de Acreditacéo (IPAC)

O IPAC é o organismo nacional de acreditagdo requerido pelo Regulamento (CE) n.°

765/2008, que estabelece os requisitos de acreditagédo e fiscalizagdo do mercado
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relativos a comercializagdo de produtos e revoga o Regulamento (CEE) n.° 339/93. Tem
por missdo prestar servigos de acreditacdo, nomeadamente reconhecendo a competéncia
técnica dos organismos de avaliacdo da conformidade atuantes no mercado. Atua assim,
como agente regulador dos organismos de avaliacdo da conformidade, como
laboratorios de ensaio e calibragcdo, organismos de inspecdo e de certificacdo (IPAC).

Além disso, o IPAC é membro da infraestrutura europeia de acreditacdo, a European
Cooperation for Accreditation (EA), bem como das estruturas mundiais de acreditacéo,
a International Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC) e o International
Accreditation Forum (1AF).

Para o desenvolvimento das suas atividades de acreditacdo o IPAC possui diversas
comissdes técnicas em que interatua com as partes interessadas e recorre a uma bolsa de
avaliadores e peritos externos. Possui ainda uma Comissdo Consultiva, representativa
das varias partes interessadas na atividade de acreditacdo e que supervisiona a

imparcialidade da sua atuacdo, bem como providencia orientacao estrategica.
2.3.2. Processo de Acreditacao

De acordo com o IPAC, o processo de acreditacdo é regido por normas internacionais,
de modo a permitir a existéncia de Acordos de Reconhecimento Internacionais e o
cumprimento do Regulamento (CE) 765/2008. O processo de acreditacdo (Figura 2.8),
comeca pela apresentacdo de uma candidatura pela entidade a acreditar, devendo para
tal preencher e enviar para o IPAC os formularios correspondentes a atividade técnica
que pretende desempenhar, seguidamente a candidatura € analisada pelo IPAC para
verificar se 0 processo estd completo e se pode ser dada sequéncia. Durante a fase de
avaliacdo o IPAC nomeia uma Equipa Avaliadora, que estudara a documentacdo e
procederd a respetiva avaliacdo. Terminada a avaliacdo € emitido um Relatério,
identificando as deficiéncias que deverao ser corrigidas para demonstrar o cumprimento
das normas de acreditacdo. A Entidade ira responder, a Equipa Avaliadora estuda e
emite um parecer, a que se segue uma analise de todo o processo pelo IPAC. E entio
tomada uma decisdo pelo IPAC, que sendo favoravel, ird desencadear o ciclo anual

seguinte.
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Entidade Avaliadores  IPAC

IKac

Candidatura

_ Nomeacao de Equipa
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o P {Entidade
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Figura 2.8 - Etapas do processo de Acreditacdo pelo IPAC.
(Adaptado de: IPAC)

2.3.3. Certificado de Acreditacao

Para a identificacdo de uma Entidade Acreditada, o IPAC emite um Certificado de

Acreditacdo com um Anexo Técnico, conforme a figura 2.9, onde sdo descritas as

atividades acreditadas (que podem ou ndo coincidir com todas as atividades que a

Entidade realiza). Cada Certificado de Acreditacdo tem um nUmero de registo

inequivoco (Xnnnn), que é repetido no correspondente simbolo de acreditacdo (IPAC).

Certificado Anexo Techico
ac | ac

Figura 2.9 - Certificado de Acreditacdo e Anexo Técnico.
(Adaptado de: IPAC)

Dado que a acreditacao é especifica (e ndo generalista como a certificacdo do sistema de

gestdo) para dar mais confianca no desempenho especifico de cada atividade, 0 Anexo
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Técnico, como ja referido, descreve individualmente quais os ensaios, calibracoes,
exames, certificacOes e inspecOes abrangidas. Foi desenvolvido um sistema de Anexos
Técnicos Eletronicos (Figura 2.10) com assinatura eletronica qualificada que permite o
seu uso como comprovativo legal, tendo sido inserido um cédigo que permite

comprovar a validade do Anexo.

Anexo Techico Electronico
N 2 Assinatura qualificada

ﬁiiiiiiii ) : -Q?luu.num-.-uu---—u
0. JOLur=enatd smedo

.0 vl Uuvcesende oo
II..

= L00pobi0 (orer
- Drecton
.

*

o Codigo
AXKR-RAKK-KXRK-KKRAK

Figura 2.10 - Anexo Técnico Eletronico.
(Adaptado de: IPAC)

As entidades acreditadas sdo autorizadas a exibir os simbolos de Acreditacdo, de acordo

com o respetivo Regulamento dos Simbolos de Acreditacéo.

A utilizacdo dos simbolos de Acreditacdo (Figura 2.11), é obrigatéria nos documentos
resultantes das atividades acreditadas (ex. relatorios e certificados) e facultativas
noutros documentos associados a realizacdo das mesmas (ex. orcamentos, faturas,
brochuras). A identificacdo de qualquer atividade ndo-acreditada & obrigatoria em
documentos com o Simbolo. Os simbolos tém uma referéncia textual diferente,
dependendo do tipo de atividade acreditada (ex. ensaios, certificacdo), e identificam
através do numero de registo (Xnnnn) o correspondente Certificado de Acreditacdo e

Anexo Técnico.
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Ensaios, Calibragdes, Andlises Clinicas

Kacikacifac

ocreditagde ocreditacdo acreditagdo
LOOOS 0000 ECO00 |
Eraaios Calibracho | Laboratonos thxmi

Sistern as de Gestao, Produtos, Pessoas

Kacikacifac

ocreditacdo acreditecdo ocreditagdo
ADO) 0000 | D00
Cortiicacdo Cemificacde Certificacio
| Samarvud d o Oy Pradutos | Pedsoas
Inspeccao
acreditocdc ocreditacdo
— Sr—
% woooo |
10000 Inapeccao |
Inspeccido Vescudon |

Figura 2.11 - Simbolos de Acreditacéo.
(Adaptado de: IPAC)

O IPAC possui um elevado reconhecimento a nivel internacional uma vez que

estabelece Acordos de Reconhecimento com o ILAC e o IAF. Esse reconhecimento

permite-lhe disponibilizar simbolos conjugados (Figura 2.12) que podem ser usados em

substituicdo dos simbolos de acreditacdo referidos anteriormente. Estes simbolos

potenciam a competitividade das Entidades Acreditadas e estdo juridicamente

registrados pelo IPAC, sendo que qualquer uso indevido ou abusivo é passivel de ser

sancionado por lei.

e

gt | |

-l

=t

o
4
~{

e
St

acreditacdo
—_—

CDO00
Certificacdo
Produtos

Imc 4 European

co-operation for
acreditacio 5’ Accreditation

Figura 2.12 - Simbolos internacionais conjugados.
(Adaptado de: IPAC)
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2.3.4. Vantagens e Dificuldades da Acreditacio

Ainda que implicitamente as vantagens associadas a acreditacdo j& tenham sido
referidas, vamos sistematiza-las e dar-lhes alguma evidéncia. As vantagens podem ser

de ordem organizacional, técnicas, éticas e ainda de mercado (Almeida e Pires, 2006).

As vantagens organizacionais dizem respeito a imposi¢do de uma certa disciplina no
trabalho de gestdo e a uma constante revisdo do Sistema da Qualidade (SQ). No fundo,
tornam a organizagdo mais sustentivel, aumentam a seguranca dos colaboradores e

também a confianca de potenciais clientes.

As vantagens técnicas ndo se prendem s6 com a disciplina de trabalho a nivel técnico,
estdo também associadas a uma maior garantia de que se dispde de pessoal competente,
instalacOes e equipamentos adequados e a uma maior garantia de que se recorre a
métodos convenientemente validados para realizar os seus ensaios e/ou calibracdes, a
uma constante revisdo dos procedimentos operacionais e, sem duvida, a capacidade de

evidenciar a qualidade dos resultados, documentando todo o trabalho operacional.

Ja as vantagens éticas sdo bastante subtis e, por isso, sdo tdo poucas vezes referidas.
Fala-se em vantagens éticas porque esta forma de trabalhar proporciona critérios de
decisdo que permitem uma certa imparcialidade no processo de obtencéo de resultados e

oferece garantia de confidencialidade dos resultados.

As vantagens de mercado sao muitas vezes apontadas como aquelas que as organizacoes
mais ambicionam, mas que mais ndo sdo do que um reflexo perante as vantagens
anteriores e muitas vezes também uma imposicdo do proprio mercado. Estas vantagens
estdo associadas a uma imagem de qualidade que o laboratério transmite e a capacidade

que o laboratdrio passa a ter para responder a um mercado mais exigente.

No revés das vantagens existem as dificuldades. O recurso ao termo dificuldades ao
invés de desvantagens tem a ver com o facto de estas serem condi¢do necessaria para
cumprir o processo de acreditacdo. N&o se tratam por isso de desvantagens mas antes de

dificuldades, reflexo de um nivel de exigéncia mais elevado.

Associado a implementacdo de um SQ podemos apontar um conjunto de trés
dificuldades genéricas que sdo comuns aos varios tipos de laboratdrios e independentes

da éarea de atividade destes. Estamos a pensar no esfor¢o financeiro, que é
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habitualmente a primeira dificuldade com que um laboratorio toma contacto logo que
inicia o processo de implementacdo do SQ, também do volume documental, que € uma
das bases estruturais do SQ e que apesar de poder ser otimizado ndo pode ser evitado e,
sem dlvida, a rotina de trabalho mais exigente que um SQ deste género impde.

Um laboratdrio para implementar e manter um SQ ao nivel da acreditacdo tem
normalmente de assumir um maior esfor¢o financeiro. Esse esforco financeiro esta
relacionado com recurso a pessoal de qualificacdo adequada, planos de formacao
continua, auditorias (quer internas, quer externas), ensaios interlaboratoriais,
instalagdes, controlo ambiental, recurso a materiais certificados, padrdes de controlo,

duplicados e outras formas de controlo da qualidade.

Relativamente a documentacdo, ela é uma parte indispensavel do SQ, tratando-se do
reflexo rigoroso da atividade do laboratodrio.

No sentido de cumprir criteriosamente a norma de referéncia, os laboratérios menos
experimentados na area da acreditacdo tendem a produzir um excesso de documentacao
que, em alguns casos, se traduz num enorme atrito ao funcionamento do proprio
laboratdrio. Apesar de com a pratica o volume de documentacdo poder (e dever) ser
contraido, ele ndo podera ser ultrapassado, tratando-se do mecanismo que por

exceléncia permite evidenciar o SQ.

Uma outra dificuldade implicita, mas raramente apontada, € a rotina de trabalho mais
exigente que um SQ impde. A implementacdo de um SQ pressupde um conjunto de
operacgdes que tém como objetivo principal demonstrar que o laboratério gera resultados
adequados a qualidade exigida, sem grandes flutuacfes e garantir que, se existir uma
falha, ela sera prontamente detetada. Para um laboratorio cumprir estes objetivos tera de
realizar todo um conjunto de operacfes que permita recolher dados para o controlo da
qualidade. Entre essas operacdes encontram-se: a utilizacdo de padrbes de controlo e
materiais de referéncia, a validacdo de métodos, 0s ensaios replicados, as verificacdes e
calibracdes periddicas de equipamentos, a monitorizacdo de parametros que possam ter
significado no resultado final, entre outros. Além de todos o0s procedimentos técnicos da
qualidade, existem uma série de outros procedimentos que aumentam a exigéncia de

trabalho diério, tais como: o registo documental, a formacdo continua do pessoal, etc.

Cristina I.C. Moutinho 26



Pesquisa e quantificacdo de P. aeruginosa: Metodologia para acreditacdo do método normalizado | 2013

2.3.5. Acreditagéo versus Certificacdo de Laboratorios

Apesar da acreditacdo se diferenciar da certificagdo em véarios aspetos, como por
exemplo nos critérios e metodologias usadas, um laboratorio pode ser simultaneamente
certificado e acreditado. Assim, um laboratério de analises, por exemplo, pode ser
certificado pela NP EN I1SO 9001 e acreditado pela NP EN ISO/IEC 17025,
constituindo assim um sistema de gestdo da qualidade que aliado a competéncia técnica,
garante que a entidade dispbe de pessoal competente, instalacbes e equipamentos
adequados e usa métodos normalizados e/ou devidamente validados.

Segundo Madeira et al. (2009), se um laboratério possuir a certificacdo do seu sistema
de gestdo, segundo o referencial 1SO 9001, atesta que a calibracdo ou ensaio séo
realizados de acordo com procedimentos escritos e fundamentados que garantem 0s
requisitos do referencial em causa. Quando acreditado segundo a norma 1SO 17025, vai
aléem da execucdo da calibracdo de acordo com um procedimento escrito, pois passa a
ser necessaria a confirmacdo da competéncia técnica de quem executa a respetiva

calibragéo.
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3 - Acreditacdo pela NP EN ISO/IEC 17025

3.1. Introducdo a Norma

Em 2005 foi publicada a segunda edicdo do referencial NP EN ISO/IEC 17025, o qual
possui 0s requisitos gerais a que um laboratério deve obedecer para ser acreditado.

Esta nova edicdo é sinbnimo de compromisso da gestdo na melhoria continua do
sistema de gestdo global, quer na sua componente de gestdo e organizagdo, quer na
componente técnica, bem como de comunicagdo como forma de interagdo com o

sistema de gestdo, dentro do laboratorio e na relagdo com os clientes.

Os laboratdrios de ensaio e calibracdo que estiverem conformes com norma ISO 17025
funcionardo igualmente de acordo com a norma ISO 9001. No entanto, tal como foi
referido num dos pontos anteriores, a conformidade do SGQ de um laboratorio com 0s
requisitos da 1ISO 9001 ndo demonstra, por si s6, a competéncia do laboratorio para
produzir dados e resultados tecnicamente validos, nem a conformidade demonstrada
com a norma I1SO 17025 implica a conformidade do SGQ do laboratorio com todos os
requisitos da 1SO 9001.

Segundo dados do IPAC (2013), existem em Portugal cerca de 513 laboratorios
acreditados pela norma ISO 17025, sendo que destes, 59 referem-se a laboratorios de
calibracdo e 454 a laboratorios de ensaios, nos quais estdo incluidos os laboratorios de

analises de aguas, cujo namero corresponde a 104 (IPAC).

De acordo com o referencial 1SO 17025, o campo de aplicacdo pode ser facilmente

resumido nos seguintes pontos:

v' Especifica os requisitos gerais de competéncia para realizar ensaios e/ou
calibracdes, incluindo amostragem, abrangendo o0s ensaios e as calibracdes
realizados segundo métodos normalizados, métodos ndo normalizados e métodos

desenvolvidos pelo préprio laboratério;

v E aplicavel a todas as entidades que efetuem ensaios e/ou calibraces, tais como

laboratdrios de primeira, segunda ou terceira parte e ainda laboratérios nos quais
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0s ensaios e/ou calibragdes facam parte integrante da inspecéo e da certificacdo

de produtos;

v' E aplicavel a todos os laboratdrios, independentemente do niimero de pessoas ou

da extensdo do ambito das atividades de ensaio e/ou calibragéo;

v' Sempre que um laboratério ndo realize uma ou mais das atividades abrangidas
pela 1ISO 17025, como amostragem e concecdo/desenvolvimento de novos
métodos, os requisitos descritos nas correspondentes seccdes ndo se lhes

aplicam;

v Destina-se a ser utilizada pelos laboratérios no desenvolvimento dos seus SGQ e

para as atividades administrativas e técnicas;

v' Os clientes dos laboratérios, as entidades regulamentadoras e 0s organismos de
acreditacdo, também poderdo utilizad-la para confirmar ou reconhecer a

competéncia dos laboratorios.

Tendo em conta que 0s requisitos de gestdo da 1ISO 17025 sdao muito semelhantes aos do

referencial 1ISO 9001, sera pois dada énfase a Seccdo 5 — Requisitos Técnicos.

3.2. Requisitos Técnicos da Norma

A acreditacdo de laboratorios assenta na continua conformidade com os requisitos e na
verificacdo de que o seu padrdo de operacdo estd continuamente a ser mantido,

garantindo gue os dados obtidos sdo precisos e confiaveis.

De acordo com a norma, a competéncia técnica depende de varios fatores que por sua
vez afetam a producdo de dados de ensaio ou calibracdo. Assim, os fatores pertinentes a
competéncia técnica do laboratério incluem: competéncia técnica do pessoal; validade e
adequacdo dos métodos de ensaio; rastreabilidade de medicdes e calibracdes a normas
nacionais; adequacdo, calibracdo e manutencdo dos equipamentos de ensaio; ambiente
de ensaio; amostragem, manuseio e transporte de itens de ensaio e garantia da qualidade

de dados de ensaios e calibragdes (Tabela 3.1).

Todos estes requisitos deverdo ser cumpridos pelo laboratério que pretenda ser

acreditado pelo IPAC, segundo o referencial em causa.
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Tabela 3.1 - Requistos Técnicos Essenciais de acordo com a ISO 17025.

Subsecc¢édo da norma Requisitos técnicos
5.1 Generalidades
5.2 Pessoal
5.3 InstalacBes e condi¢cdes ambientais
5.4 Métodos de ensaio e calibracédo e validacdo de métodos
55 Equipamento
5.6 Rastreabilidade das medicdes
5.7 Amostragem
5.8 Manuseamento dos itens a ensaiar ou calibrar
5.9 Garantia da qualidade dos resultados de ensaio e de calibragdo
5.10 Apresentacao dos resultados

(Adaptado de: NP EN ISO/IEC 17025)

Todos os laboratorios devem ter em conta estes fatores aquando do desenvolvimento de
métodos e procedimentos de ensaios e/ou calibracdes, na formacdo e qualificacdo do
pessoal e na selecdo e calibracdo dos equipamentos utilizados para efetuar os ensaios

e/ou calibracdes.
Subseccéo 5.2 — Pessoal

Neste requisito, o laboratorio deve definir os objetivos no que se refere a habilitacdes
escolares, formacéo e garantia da competéncia do pessoal. Cada laboratério deve definir
uma politica e procedimentos para identificacdo das necessidades de formacdo e
proporcionar formacdo ao pessoal. No fim de cada acdo de formacdo, devem avaliar a

eficacia das mesmas.

Devem estar definidos os requisitos minimos de qualificacdo por funcdo ou posto de
trabalho. Por exemplo, o Responsavel Técnico (RT) deve ter experiéncia profissional
adequada e suficiente na respetiva area técnica para o desempenho da funcdo e
recomenda-se que possua licenciatura ou bacharelato nas areas de atividade técnica do
laboratério (Guia IPAC-17025).

A descricdo e atualizacdo de fungOes deve ser implementada, podendo ser feita

diretamente, identificando pessoalmente os funcionarios em causa, ou indiretamente,
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identificando os cargos/postos de trabalho. Além disso, devem estar definidas

responsabilidades, individuais ou por funcdo, incluindo:
v Implementacdo/validacdo de métodos;
v" Utilizacdo de equipamentos para realizagdo de ensaios;
v' Amostragem;
v Avaliacdo de resultados;
v’ Elaboracdo e aprovacao de boletins.

N&o esquecer que devem ser mantidos registos das autorizagbes, competéncia,
habilitacbes escolares e qualificacdo profissional, formacgdo, pericia e experiéncia
relevantes de todo o pessoal técnico, incluindo pessoal contratado.

Subseccéo 5.3 — Instalacgdes e Condi¢cdes Ambientais

As instalacfes devem ser adequadas para a correta realizacdo dos ensaios e devem estar
documentados o0s requisitos técnicos relativos as instalagdes e as condi¢cfes ambientais
que possam afetar os resultados. Nomeadamente quando necessario, podem existir

dispositivos para controlar e monitorizar as condicdes ambientais.

Os tipos de instalacdes consideradas pela norma, incluem: instalacdes permanentes
(usadas por periodos de tempo superiores a trés anos), instalacGes temporarias
(instalacGes utilizadas por um periodo de tempo inferior a trés anos), instalacdes mdveis
(normalmente localizadas em meios de transporte ou transportaveis) e instalacbes do
cliente ou definidas pelo cliente (ensaios/calibracdes no local). No entanto, para serem
abrangidas pela acreditacdo, é necessario existir uma instalacdo permanente (Guia
IPAC-17025).

As condicdes para a execucdo de ensaios fora das instalacfes permanentes necessitam
estar definidas. O laboratério deve monitorizar, controlar e registar as condicdes
ambientais, quando necessério, e 0s ensaios e calibragcbes devem ser suspensos quando

as condicGes ambientais possam comprometer os respetivos resultados.
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O acesso as areas de ensaios e calibragdes deve ser controlado e devidamente
assinalado. Além disso, deverd existir uma separacdo das &reas onde se realizam
atividades incompativeis, como a aplicacdo do principio de "marcha em frente" na

microbiologia.

A manutencdo, a higiene e limpeza das instalacfes devera ser assegurada e, sempre que
necessario, devem ser estabelecidos procedimentos especiais para a realizacdo das
mesmas, nomeadamente a salvaguarda da operacionalidade dos equipamentos e a

integridade dos itens ensaiados.
Subseccéo 5.4 — Métodos de Ensaio e Calibracéo e Validacdo de Métodos

O laboratorio deve comprovar que utiliza métodos e procedimentos adequados para a
realizacdo de todos os ensaios e/ou calibracfes dentro do seu ambito de atividade e
possuir instrucdes sobre a utilizacdo e o funcionamento de todo o equipamento relevante

para a realizacdo das respetivas atividades.

Deverdo existir, no laboratorio, instrucbes sobre o manuseamento e a preparacao dos

itens a ensaiar e/ou calibrar.
Toda a documentacédo deve estar atualizada e acessivel ao pessoal.

Na selecdo dos métodos, o laboratdrio deve utilizar os que satisfacam as necessidades
dos clientes e informa-los dos métodos utilizados ou escolhidos. Relativamente as
normas de ensaio/calibracdo, sempre que aplicavel, o laboratorio devera utilizar a

edicdo em vigor das mesmas.

Sempre que o laboratério considere o método proposto pelo cliente, inadequado ou
desatualizado, caso ndo exista normas de ensaio/calibracdo, deve informar o mesmo

desse facto.

A concecdo de métodos pelo laboratério deve ser planeada e atribuida a pessoal
qualificado. Os planos de desenvolvimento dos métodos devem ser atualizados a
medida que se efetua a melhoria dos métodos e deve ser assegurada uma comunicacao

efetiva entre todo o pessoal envolvido.
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A utilizacdo de métodos ndo normalizados ou internos deve ser objeto de acordo com o
cliente, sendo claros os requisitos e objetivos do ensaio/calibracdo. Deverdo existir
procedimentos para todos os métodos desenvolvidos.

Relativamente a validacdo de métodos, o laboratorio deve validar todos os métodos, ou
seja:

v' Métodos ndo normalizados;

v Meétodos concebidos ou desenvolvidos pelo proprio laboratorio;

v' Meétodos normalizados utilizados fora do ambito da utilizacdo previsto;
v Extensdes ou modificacGes de métodos normalizados.

O laboratério deve registar os resultados obtidos, o procedimento utilizado e uma

declaracédo quanto a adequacdo do método.

O facto de se realizar um ensaio/calibracdo de acordo com um método normalizado ndo
dispensa a evidéncia de registos que demonstrem a sua implementacdo em cumprimento

com as caracteristicas de desempenho do mesmo.

Para validar métodos pode ser necessario e conveniente utilizar alguns (ou todos) os

métodos abaixo descritos.
v' Avaliacdo indireta, por evidéncia das suas caracteristicas:

o Estudo da representatividade do método, ou seja, que as caracteristicas

determinadas correspondem ao objetivo do ensaio/calibracéo;

o Estudo dos fundamentos tedricos do método para evidenciar a base

cientifica;

o Estudo de interferéncias e fontes de erro para delinear a sua

aplicabilidade e dominar a sua execucéo;

o Estudo de pardmetros caracteristicos do método (exemplo exatid&o,

repetibilidade, reprodutibilidade, incerteza, etc.);
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v Avaliacgdo direta, por comparagdo com referéncias aceites:
o Comparacdo com métodos normalizados ou de referéncia;
o Comparagdo com padrdes ou materiais de referéncia certificados;
o Comparacgdes interlaboratoriais.

Um laboratdrio de ensaios/calibracfes deve ter e aplicar um procedimento para estimar
a incerteza de medicdo de todos os ensaios executados e de todas as calibracGes
efetuadas.

Os laboratdrios devem ter e aplicar procedimentos para estimar a incerteza de medicao
ou apresentar estudos nessa area, de acordo com o documento EA-4/02 Expression of
the Uncertainty of Measurement in Calibration.

Para a estimativa da incerteza de medicdo, devem ser tidas em conta todas as
componentes da incerteza que tenham importancia em cada situacdo utilizando-se
métodos de analise adequados. Algumas das componentes que podem contribuir para a
incerteza final de medicdo, tém a ver com os padrdes de referéncia e materiais de
referéncia utilizados, métodos e equipamento utilizado, condi¢cGes ambientais aquando

da realizacdo da medicéo e caracteristicas técnicas do item a ensaiar ou calibrar.

O laboratério deve possuir um sistema de controlo de dados e proceder

sistematicamente a verificacGes das transcri¢cdes que efetua e dos resultados que emite.

Sempre que sejam utilizados computadores ou equipamentos automatizados, o
laboratério deve garantir que o software esta suficientemente documentado e validado
como apto ao uso. Terdo de estar estabelecidos e implementados procedimentos para

protecdo de dados que garantam a integridade dos mesmos.
Subseccéo 5.5 — Equipamento

Para que o laboratério possa efetuar as melhores medicdes e garantir aos seus clientes os
resultados mais fiaveis, este requisito € um dos mais importantes. Assim, o laboratério
deve dispor do equipamento adequado a correta realizacdo dos ensaios e/ou calibragdes.

Caso recorra a equipamentos externos ao laboratério (por exemplo caso de avaria ou
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acidente), este tem de garantir o cumprimento dos requisitos e caracteristicas técnicas

dos mesmos.

Devem ser estabelecidos programas de calibragdo para as principais grandezas ou
valores dos instrumentos, sempre que exista impacto significativo sobre os resultados,
quando requerida nomeadamente nas normas ou especificacfes de ensaio/calibracdo.
Cada equipamento deve ser calibrado e/ou verificado antes da sua utilizagdo, ser
identificado (cada item do equipamento e respetivo software) e 0 seu uso restringido
apenas a pessoal qualificado e autorizado.

Devem ser mantidos registos relativos a cada item do equipamento e software que

incluam, pelo menos:
v A identificacao;
v" 0 nome do fabricante, a identificacdo do modelo e o nimero de série;
v As verificagOes de que o0 equipamento cumpre as especificacoes;
v A localizacdo habitual;

v" As instrucdes do fabricante sobre a utilizacdo e manutencdo ou a indicacdo

da sua localizacéo;

v' As datas, os resultados e as copias dos relatorios e certificados de todas as
calibragcdes, ajustes, critérios de aceitacdo e data prevista da proxima

calibracéo;

v' O plano de manutencédo, se apropriado, e as manutencdes efetuadas até a
data;

v Quaisquer danos, avarias, modificacdes ou reparacdes no equipamento.

Caso um equipamento tenha uma avaria ou apresente resultados suspeitos deve ser
colocado fora de servico, sendo claramente isolado e identificado como tal e o
laboratorio deve examinar os efeitos da deficiéncia, sobre anteriores ensaios e/ou
calibracOes e, caso seja necessario, desencadear o procedimento Controlo do trabalho

nao conforme (este procedimento devera ser definido nos requisitos de gestao).
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A manutencdo pode ser feita pelo laboratério ou por entidade externa, podendo ser
usadas as instrucbes do fabricante ou elaborar procedimentos especificos, caso ndo
existam ou sejam insuficientes. A metodologia de manutengdo deve contemplar, pelo

menos, 0S seguintes pontos:
v registo do historico das manutencoes;
v" determinacéo dos efeitos em calibra¢des ou ensaios anteriores;

v' modo de identificacdo do seu estado operacional, inclusive quando fora de

Servico;

v localizacdo do equipamento enquanto permanecer em manutengdo ou fora de

Servico.

Relativamente aos equipamentos sob controlo do laboratdrio que necessitem de
calibracdo, devem ser etiquetados ou codificados para indicar o estado de calibragéo,
incluindo a data de Gltima calibracéo e a data da proxima calibracdo ou os critérios que
a estabelecem. O laboratorio deve possuir procedimentos para controlos intermédios dos

equipamentos.

Todo o equipamento de ensaio e/ou calibracdo, incluindo hardware e software, deve ser
protegido contra ajustes involuntarios, que possam invalidar os resultados. Quando as
calibragdes derem origem a um conjunto de fatores de correcdo, devem existir
procedimentos que garantam que as coOpias (por exemplo, em software) sejam

corretamente atualizadas.
Subseccéo 5.6 — Rastreabilidade das Medicoes

Segundo o VIM (Vocabulario Internacional de Metrologia, 2008) a rastreabilidade
metroldgica € a propriedade de um resultado de medicdo através da qual o resultado
pode ser relacionado a uma referéncia por intermédio de uma cadeia ininterrupta e
documentada de calibracGes, cada uma contribuindo para a incerteza de medicéo.
Segundo o mesmo documento, cadeia de rastreabilidade metroldgica é uma sequéncia
de padroes e calibracfes que € usada para relacionar um resultado de medi¢do a uma

referéncia, conforme a figura 3.1.
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BIPM
(Bureau Internacional de Poids e Mesures)

Definicao
de unidade

/ \ Laboratérios primarios

Padsoes de referéncia Laboratérios acreditados

Figura 3.1 - Cadeia de Rastreabilidade Metroldgica.
(Adaptado de: Barradas e Sampaio, 2011)

Num laboratorio, todo o equipamento utilizado para ensaios e/ou calibragdes, antes de
entrar ao servico, deve ser calibrado, incluindo, como referido, equipamento que tenha
impacto significativo sobre a exatiddo ou a validade do resultado do ensaio, da
calibracdo ou da amostragem e aquele cuja calibracdo seja requerida, nomeadamente

nas normas ou especificacfes de ensaio/calibracéo.

As calibracdes podem ser efetuadas externamente ao laboratorio (calibracdo externa),
por laboratdrios de calibracdo acreditados ou por Laboratorios Nacionais de Metrologia
(LNM) ou Institutos Designados (ID), ou internamente no laboratério (calibracdo

interna)

Deve existir um programa e procedimentos para realizar a calibragdo dos equipamentos.
Convém que este programa inclua um sistema para a selecdo, utilizacdo, calibracéo,
verificacdo, controlo e manutencdo dos padrbes, materiais de referéncia utilizados como
padrdes e equipamento de medicéo e ensaio utilizado para realizar ensaios e calibracoes.
O programa deve também ser concebido e gerido de modo a garantir que as calibracdes
e medicdes realizadas pelo laboratorio sejam rastredveis ao Sistema Internacional (SI)

de unidades.

Existem areas de ensaios em que a rastreabilidade ao Sl é impossivel ou irrelevante,

como é geralmente o caso nas medigdes quimicas e bioldgicas. Por outro lado, nas
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medicOes fisicas &€ normalmente expectéavel existir rastreabilidade ao Sl (Guia IPAC -
17025).

A rastreabilidade as unidades S| pode ser feita por referéncia a um padrdo primério
adequado ou por referéncia a uma constante natural, cujo valor, em termos da unidade

Sl, relevante seja conhecido e recomendado.

Quando nao é possivel efetuar calibragdes e/ou ensaios nas unidades SlI, devem ser
utilizados materiais de referéncia certificados ou métodos especificados e/ou padrdes

consensuais claramente descritos e acordados por todas as partes interessadas.

Sempre que possivel, € exigida a participacdo num programa adequado de comparacdes

interlaboratoriais.

Relativamente aos padroes e materiais de referéncia, o laboratorio deve ter um
programa de procedimentos implementado. Os padrdes de referéncia (PR) devem ser
calibrados por um organismo que possa evidenciar a rastreabilidade, antes e depois de
cada ajuste. Por outro lado, devem ser utilizados apenas para calibracGes, exceto quando

outras atividades invalidam o seu desempenho.

Por seu lado, os materiais de referéncia (MR) devem, sempre que possivel, ser
rastreaveis as unidades Sl ou a MR certificados. Os MR internos devem ser verificados
na medida em que tal seja técnica e economicamente praticavel. Os materiais de
referéncia sdo uma ferramenta extremamente importante para avaliar a qualidade dos
resultados obtidos e podem ser usados na validacdo de métodos, calibracdo, estimativa

de incertezas de medicao, treino de colaboradores e controlo da qualidade.

Devem também existir procedimentos para efetuar em seguranca 0 manuseamento,
transporte, armazenamento e utilizacdo de PR e MR, a fim de evitar a sua contaminacao

ou deterioracdo e proteger a sua integridade.
Subseccéo 5.7 — Amostragem

No ambito da norma, amostragem ndo é a preparacdo da amostra ou item recebido para
ensaio/calibragdo, mas sim a sua recolha de forma representativa e pode abranger as

atividades de concecdo do plano de amostragem, recolha de amostras ou itens
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(incluindo preservacdo e conservacdo, se aplicavel) e seu transporte até ao laboratério
que efetua a determinagéo.

Apenas serdo auditados 0s requisitos associados a esta atividade se ela estiver
especificamente incluida no ambito da acreditacdo. Assim, o IPAC procederd a
acreditacdo de acordo com o referencial NP EN ISO/IEC 17025 de entidades que
realizem atividades de amostragem de forma isolada, sem realizacdo dos subsequentes
ensaios ou de entidades que realizem simultaneamente as atividades de amostragem e
respetivos ensaios. Isto quer dizer em termos préaticos que se o laboratério ndo poder
possuir a amostragem acreditada, tera que subcontratar esta tarefa.

Considera-se como pré-requisito que se faga a colheita de amostras e se realize/assegure

0 transporte até ao laboratorio que faz os ensaios.

As alteracbes aos procedimentos de amostragem solicitados pelo cliente devem ser
registadas e incluidas nos relatdrios e posteriormente comunicadas ao pessoal envolvido

NO Processo de amostragem.

Devem existir, também, procedimentos para registos de amostragem, incluindo

processo, local de amostragem, pessoal envolvido e condi¢Ges ambientais.
Subseccéo 5.8 — Manuseamento dos Itens a Ensaiar ou Calibrar

Para se efetuar um manuseamento correto dos itens a ensaiar ou calibrar, sem danificar
ou alterar as suas caracteristicas, o laboratdrio deve possuir procedimentos para
transporte, rececdo, identificacdo, circulacdo, manuseamento, eliminacdo, protecdo e
destino das amostras ou equipamentos. Os procedimentos devem incluir condicGes de

conservacdo/segregacdo quando necessario.

Deve existir um mecanismo para identificar inequivocamente as amostras ou
equipamentos e esse mecanismo deve garantir o0 anonimato dos ensaios e ou calibracdes

face a terceiros.

Devem ser registados os desvios as condi¢fes normais, defeitos ou avarias na rece¢do

dos itens.
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Os procedimentos, as instalacdes e as condi¢des (ambientais ou materiais) de ensaio ou
calibracdo devem ser adequados para evitar a deterioracdo ou perda das caracteristicas

dos itens durante o armazenamento, preparagdo e manuseamento.
Subseccéo 5.9 — Garantia da Qualidade dos Resultados de Ensaio e de Calibracéo

O laboratério deve possuir procedimentos de controlo da qualidade para monitorizar e
validar os ensaios ou calibracGes e manter registos dos resultados desse controlo (Anexo
A). A metodologia de Controlo da Qualidade (CQ) deve ser mais frequente e exaustiva
em areas em que ndo exista rastreabilidade ao SlI, como por exemplo na quimica e

biologia.

Deve utilizar os dados para detecéo de tendéncias e aplicacdo de técnicas estatisticas, se
viavel. A detecdo de tendéncias pode ser feita atraves de cartas de controlo ou
participando num ensaio de aptiddo ou comparacéo interlaboratorial. Além disso, para
efetuar essa monitorizacdo e validacdo, o laboratorio pode realizar varias acfes, ndo

restritas, como as seguintes:

v Utilizar materiais de referéncia, certificados e/ou controlo da qualidade interno

com recurso a materiais de referéncia secundarios;

v' Efetuar ensaios e/ou calibrac6es em replicado, utilizando os mesmos métodos ou

métodos diferentes;

A participacdo em ensaios interlaboratoriais, permite avaliar se os resultados das
medi¢cdes sdo comparaveis quando estas sdo conduzidas por diferentes partes, em

diferentes locais e em diferentes tempos.

Num ensaio interlaboratorial, participam dois ou mais laboratérios em que o seu ambito
de acreditacdo seja idéntico. Todos os participantes utilizam o mesmo equipamento ou
material, para efetuar a calibracdo ou ensaio e posteriormente sdo analisados 0s
resultados obtidos por um laboratério independente, designado por laboratério de
referéncia. Os participantes sdo codificados, sabendo apenas o cddigo atribuido ao seu
laboratorio, e € emitido um relatério com a avaliagdo da qualidade dos resultados
obtidos pelos laboratérios participantes, a qual é efetuada através do célculo do erro

normalizado (En). Esse erro é calculado através da seguinte expressao:
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B |Vlab — Vier

2 ! 2
I Ujap Uref

sendo: Viap — valor medido pelo laboratdrio participante; Ui, — incerteza associada ao

Viab: Vet — Valor de referéncia; Uy — incerteza associada ao Vet

Os resultados obtidos serdo satisfatorios se o erro normalizado for igual ou inferior a 1,

ouseja, En<1.

Subseccéo 5.10 — Apresentacao dos Resultados

Aquando da criacdo e emissdo dos relatorios ou certificados, os resultados devem ser

corretamente apresentados do ponto de vista técnico e de uma forma clara e objetiva. O

seu formato deve incluir cada tipo de ensaio ou calibracdo e minimizar a possibilidade

de incompreensdo ou uso incorreto dos mesmos.

Os relatorios ou certificados devem conter as seguintes informacdes:

v

v

Um titulo (exemplo: “Relatorio de ensaio” ou “Certificado de calibragdo”);

O nome e a morada do laboratério, e o local onde foram realizados os ensaios ou

calibragdes;

A identificacdo do relatdrio de ensaio ou certificado de calibragdo, paginacéo, e
uma identificacdo clara do fim do mesmo (Anexo Al: Registo de

calibragcdo/Controlo)
O nome e a morada do cliente;
Identificacdo do método utilizado;

A descricdo, estado e identificacdo inequivoca do(s) item(ns) ensaiado(s) ou

calibrado(s);

A data de rececdo do(s) item(ns) para ensaio ou calibracdo, sempre que esta seja

essencial para a validade e utilizag&o dos resultados;

A(s) data(s) da realizac&o do ensaio ou calibragdo (Anexo A2: Plano Anual);
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v' Referéncia ao plano e aos procedimentos de amostragem utilizados pelo

laboratorio ou por outros organismos (quando relevante);

v Os resultados do ensaio ou calibracdo, incluindo quando apropriado as unidades

de medicéo;

v" 0O(s) nome(s), funcdo(bes) e assinatura(s) ou identificacdo equivalente, da(s)
pessoa(s) que autoriza(m) o relatério de ensaio ou certificado de calibragéo;

v Quando relevante, uma declaracdo em como os resultados se referem aos itens

ensaiados ou calibrados.

Os ensaios ou calibracbes fora do ambito da acreditacdo do laboratorio ou
subcontratados devem ser devidamente assinalados. Sempre que o laboratorio emita
opinides e pareceres, estas devem ser documentadas e assinaladas como tal. Caso o
laboratdrio opte pela transmissao eletrénica dos relatorios ou certificados, deve cumprir
com os requisitos de integridade e confidencialidade da informacéo. Todas as corregdes
ou aditamentos aos relatorios ou certificados devem ser feitas em documento proprio,
referenciando sempre o original que substitui. As incertezas apresentadas devem ser
corretamente estimadas e justificadas. Um certificado de calibracdo (ou etiqueta de
calibracdo) ndo deve incluir qualquer recomendacéo relativa ao intervalo de calibragéo,

exceto se tal tiver sido acordado com o cliente.

3.3. Interacd@o das Normas NP EN I1SO 9001 e NP EN ISO /IEC 17025

Segundo Pizzolato et al. (2008), dependendo da atuacdo do laboratério e 0 modo com
que a organizacdo onde o mesmo se encontra inserido pretende satisfazer os pedidos dos
clientes, a selecdo do referencial de avaliacdo da conformidade do SGQ, pode ser
apenas a certificacdo segundo a norma ISO 9001 ou a acreditacdo segundo a norma
17025. Ambas as atividades, a acreditacdo de laboratdrios segundo 0s requisitos da
ISO/IEC 17025 e a certificacdo ISO 9001, asseguram a existéncia de SGQ nas
organizacdes, 0 que € aceite internacionalmente, nos dias de hoje, como evidéncia da

credibilidade da gestdo empresarial.

A norma ISO 17025, na sua introducdo, refere que a grande evolugéo da utilizagdo de

sistemas de gestdo conduziu a necessidade de garantir, por parte dos laboratérios que
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fazem parte de organizagbes mais amplas, que o seu SGQ cumpre 0s requisitos da
norma ISO 9001. Assim, a norma ISO 17025 inclui todos os requisitos da norma 1SO
9001 relevantes para o servico de calibracdo ou ensaio abrangidos pelo SGQ do

laboratério em causa.

De acordo com a mesma norma, A conformidade do sistema de gestdo da qualidade de
um laboratério com os requisitos da 1SO 9001 ndo demonstra, por si s6, a competéncia
do laboratério para produzir dados e resultados tecnicamente validos. Nem a
conformidade demonstrada com a presente Norma implica conformidade do sistema de
gestdo da qualidade do laborat6rio com todos os requisitos da I1SO 9001.

Ou seja, um laboratorio que seja acreditado pela ISO 17025 ndo garante, a nivel
nacional e internacional, ao seu cliente que a organizacdo na qual ele se encontra
inserido obedece a todos os requisitos da certificagdo 1SO 9001, nomeadamente 0s que
contém os requisitos de realizacdo de produtos e 0s requisitos de monitorizacdo e

avaliacdo dos processos.

Por sua vez, um laboratorio que esteja inserido numa organizagdo gque possua toda a sua
estrutura certificada na 1SO 9001 ndo garante que 0 mesmo possua competéncia técnica
adequada para avaliar a conformidade de determinados equipamentos, produtos ou
mesmo servicos. Garante, sim, que a organizagdo, e segundo Dick et al. (2002), se
preocupa, sobretudo, com o que faz para assegurar a conformidade dos seus produtos ou

servicos de acordo com os requisitos dos clientes.

Assim no que concerne a formalizacdo da credibilidade laboratorial; o instrumento a ser
adotado ndo deve ser a certificacdo 1SO 9001 do Sistema da Qualidade do laboratério
mas sim a sua acreditacdo, uma vez que este, além do Sistema da Qualidade, também
atesta a competéncia do laboratdrio. Na figura 3.2 encontra-se representada a interacdo
da 1ISO 9001 e da 1SO 17025.
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realizacéo do com,pet_enma
produto técnica

Figura 3.2 - Interagdo das normas ISO 9001 e ISO 17025
(Adaptado de: Barradas e Sampaio, 2011)

3.3.1. Sistemas de Gestao da Qualidade no Laborato6rio

Tal como referido, existem diferencas na finalidade, critérios e relevancias quando
selecionamos o referencial 1ISO 17025 ou ISO 9001 como padrdo para 0 nosso SGQ.
Para os laboratorios interessados em demonstrar competéncia técnica apoiados por um
SGQ, o referencial adequado é a 1SO 17025.

Por outro lado, laboratérios acreditados pela 1SO 17025 podem ter motivos para
também possuirem uma certificacdo 1SO 9001 como, por exemplo, laboratorios que
estejam inseridos em organizacbes que também realizam atividades, tais como
marketing, consultadoria, formacéo e outras, podendo estas ter a necessidade ou desejo
que tais atividades sejam reconhecidas através de um processo de certificacdo 1SO
9001.

O objetivo de um SGQ para laboratério é gerir todos os itens que possam afetar a
qualidade. Desta maneira, ele é realizado através da elaboracdo de procedimentos
documentados (assinados e controlados) para que todas as etapas do trabalho sejam
realizadas de forma adequada (com qualidade), sempre da mesma maneira. Este
conjunto de documentos ira formar o SGQ do laboratorio.
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Como referido, existem diversas etapas para realizacdo de um ensaio, que podem ser

destacadas como itens e que podem afetar a qualidade, como por exemplo (Figura 3.3):

Andlise critica de contrato (para conhecer e atender as necessidades do cliente);
Amostragem (garantir a representatividade da amostra);

Transporte da amostra (deve ser adequado para ndo degradar a amostra);

DN NI NN

Recepcéo da amostra e codificagdo (avaliar a condicdo da amostra na chegada ao

laboratorio e identificacdo adequada para que esta ndo seja confundida);

v' Armazenagem da amostra e controle (armazenar em condicfes adequadas e
controladas para ndo degradar a amostra);

v Validacao de metodologia (utilizar metodologias adequadas);

v Preparacdo da amostra (também relacionada a etapa analitica e a amostragem
dentro do laboratorio, deve ser realizada de forma adequada);

v Realizacdo do ensaio (analise da amostra em equipamentos calibrados);

v’ Caélculo da incerteza (visa apresentar o nivel de confianca do resultado analitico,
com a dispersdo de valores que razoavelmente podem ser atribuidos ao
resultado);

v’ Elaboracdo do relatério (apresentar os resultados com clareza ao cliente);

v’ Descarte de residuos (descartar de forma adequada e informando ao cliente).
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7- Procedimento de Analise Critica de Contrato
$ 12 - Procedimento de Controle de Documentos

2 - Procedimento de Amostragem
3

J - Procedimento de Transporte de Amostra 73 - Procedimento de Controle de Registros
4

4 - Procedimento de Recebimento de Amostras

& Codificagéo 74 - Procedimento de Aquisi¢io

3
J - Procedimento de Armazenagem da Amostra
¢ Controle
3 15 - Procedimento para Qualificagao Profissional

& - Procedimento de Validagao da Metodologia
3

7 - Procedimento de Preparo de Amostra 76 - Procedimento de Calibrago de Equipamentos
B

& - Procedimento para Realizagdo do Ensaio
3

; - 17 - Procedimento de Abertura
8 - Procedimento para Calculo da Incerteza

<

10 - Procedimento para‘EIaborano do Relatério 78 - Procedimento de Agdo Corretiva e Preventiva

I7- Procedimento de Descarte de Residuos

Procedimentos de Funcienamente Precedimentos de Suporte
Procedimentos do Sistema da Qualidade

Figura 3.3 - Estrutura basica de procedimentos necessarios para a elaboracdo de um SGQ para
Laboratorios. (Adaptado de: Olivares, 2006).

Para o controle destes itens, € necessaria a elaboracdo de diferentes procedimentos.
Alguns deles sdo aplicados diretamente a determinado item (os quais podem ser
chamados de procedimentos de funcionamento), outros sdo aplicados para o controle
mais abrangente de diversos itens (0s quais podem ser chamados de procedimentos de
suporte). Apesar da figura 3.3 apresentar uma estrutura basica dos procedimentos
necessarios para a elaboragdo de um SGQ, ela pode ser utilizada como a “espinha

dorsal” do sistema e, com a adi¢cdo de apenas alguns requisitos adicionais, servird para a

implantacdo da ISO/IEC 17025.

Os procedimentos sdo responsaveis por padronizar as varias atividades do laboratorio e,
muitas vezes, podem gerar registos das atividades. Por exemplo, o procedimento de
validacdo, que determina a sistematica de validacdo de metodologias, gera registos
contendo os resultados da validacdo para determinada metodologia (como limites de

deteccdo, recuperacdo, entre outros).

Devido ao grande numero de procedimentos e registos gerados num SGQ, também é
necessario elaborar um documento que apresente todos os procedimentos e suas inter-

relacbes. Serd este o documento principal deste sistema, pois apresentara toda a
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estrutura de funcionamento do laboratério e corresponde ao Manual de Sistema da
Qualidade (MSQ)

Para facilitar o entendimento sobre todos os documentos e registos gerados, podemos
construir uma piramide de documentos e registos, na qual o topo apresenta o documento
mais abrangente o0 MSQ, que define os documentos para o funcionamento das diversas
atividades do laboratério (Procedimentos), que irdo gerar os registos de diferentes
atividades (Figura 3.4).

9 _ .
O Define responsabilidades, fluxograma
q)& Mac?eual organizacional e de funcionamento,
- referenciando todos os procedimentos
G)& Sistema ¢ suas inter-relacoes.
O

. Documento que padroniza a
Procedimentos W sistematica de trabalho para
todas atividades dos laboratorios
que possam afetar na qualidade

Evidéncia objetiva das
atividades definidas
nos procedimentos.

Registros =~

Figura 3.4 - Pirdmide de documentos e registos.
(Adaptado de: Olivares, 2006)

E importante esclarecer que implementar um SGQ ndo compreende apenas a criagio de
diversos documentos que descrevam a forma de atendimento dos requisitos de uma
determinada norma, como a ISO/IEC17025. E necessario, também, que tais documentos

sejam seguidos adequadamente pelos funcionarios do laboratorio.

Assim, de maneira geral, um SGQ para um laboratdrio pode ser exemplificado de forma
resumida (Figura 3.3) como um controle detalhado das atividades que podem afetar a
fiabilidade do resultado, gerando evidéncia objetiva destes controles (através de
registos) dentro de todo um funcionamento estabelecido pelo Manual da Qualidade
(Olivares, 2006).
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4 - Acreditacdo de Métodos Microbiologicos
4.1. Introducao

A acreditacdo ndo é mais do que a validacdo de métodos analiticos, comprovada através
de evidéncias objetivas de que os requisitos para uma determinada aplicacdo ou uso
especifico sdo atendidos. Pode ser definida como o processo que confere validade a um
método analitico, instrumento ou equipamento, cujas especificacdes sdo aceites como

corretas, conferindo confiabilidade aos resultados obtidos (Silva e Alves, 2006).

Segundo a Norma NP EN ISO/IEC 17025, validacéo é a confirmacao, através de um
exame e a apresentacdo de uma evidéncia objetiva, de que o0s requisitos especificos
relativos a uma dada utilizacdo sdo cumpridos. Assim, a validacdo de um método

analitico permite demonstrar que o método é adequado ao uso pretendido.

Embora para obter a acreditacdo os laboratérios devam cumprir com 0s requisitos
presentes na 1SO 17025, existem orientacbes especificas para 0S ensaios
microbioldgicos, tal como definido no Anexo B da NP EN ISO/IEC 17025.

Considera-se que a analise microbioldgica inclui ensaios de esterilidade, detecéo,
isolamento, contagem e identificacdo de microrganismos (virus, bactérias, fungos e
protozoarios) e seus metabolitos em diferentes materiais e produtos, ou qualquer tipo de
ensaio que utilize os microrganismos, como uma parte de um sistema de detecdo assim

como a utilizacdo de microrganismos para estudos ecolégicos (Guia Relacre n.°6, 2006).

Assim, e conforme se detalhara em seguida, para um laboratorio acreditar um método
microbiolégico, de acordo com a Norma NP EN ISO/IEC 17025, tem que levar a cabo
varias etapas e cumprir com varios requisitos. Da bibliografia que aborda este tdpico, o
Guia da Relacre n.%6 é, sem sombra de duvida, o documento que melhor descreve 0s
principais requisitos para a acreditacdo de métodos microbioldgicos, pelo que serviu de

base para este subcapitulo.
4.2. Implementacdo do Método

Para a implementagdo de um dado metodo, serd necessario proceder a uma pesquisa de

forma a identificar os métodos existentes para a analise em questdo. Para a sele¢do do
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método dever-se-4 ter em conta a complexidade e o tempo de andlise, as condicdes
existentes no laboratorio que irdo afetar os custos (equipamento, consumiveis, mado-de-
obra), bem como o grau de seletividade e de sensibilidade. Os requisitos minimos para a
implementacdo de métodos microbioldgicos sdo comuns aos varios metodos que

venham a ser implementados num laboratério.
O planeamento e a execucgdo da implementacdo seguem a sequéncia de trabalho:
v’ Definir a aplicagdo, objetivo e &mbito do método;
v' Definir os parametros de desempenho e critérios de aceitacéo;
v Desenvolver um procedimento operacional para a implementacao;
v’ Definir as experiéncias de validacao;

v’ Verificar se as caracteristicas de desempenho do equipamento estdo compativeis

com o exigido pelo método em estudo;
v Qualificar os materiais, por exemplo, padrdes e reagentes;
v Executar experiéncias preliminares de validacao;
v Ajustar os parametros do método e/ou critérios de aceitacdo, se necessario;
v Executar experiéncias completas de validacéo;
v’ Preparar um procedimento operacional para execucdo do método, na rotina;

v Definir critérios de revalidacdo (por exemplo, mudancas de pessoal, condicbes

ambientais, equipamentos, periodicidade, etc), e

v Definir o tipo e a frequéncia de verificacGes de controle da qualidade analitica

para a rotina.
4.2.1. Pessoal

Tendo em conta que o operador pode comprometer a qualidade dos resultados finais, em
particular na é&rea da microbiologia por contaminacdo cruzada, as analises

microbioldgicas devem ser efetuadas por, ou sob supervisdo, de um analista com
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experiéncia, qualificado e habilitado em Microbiologia a nivel do ensino superior ou
equivalente. A norma também considera como qualificacbes alternativas, a
demonstracdo de extensa experiéncia no ambito da acreditacdo do laboratério. As
evidéncias de experiéncia de trabalho pratico relevante tém que ser confirmadas, antes
do pessoal estar autorizado a efetuar 0s ensaios sem supervisdo ou antes de ser

considerado como experiente para a supervisao de trabalho acreditado.

Quando séo emitidas opinides e interpretacbes dos resultados nos relatérios de ensaio,
estas devem ser feitas por pessoal autorizado, com experiéncia adequada e

conhecimentos relevantes no dominio em causa.

A formacéo e treino adequado ao desempenho dos ensaios e a utilizagdo correta do
equipamento devem ser sempre garantidos. Este deve incluir treino em técnicas basicas,
como por exemplo, distribuicdo de meios em placas, contagem de colonias, técnicas de
assepsia, quando tal ndo tenha ja sido feito anteriormente. A competéncia do pessoal

deve ser monitorizada, eventualmente com recurso a reciclagem.

Nas situacbes em que 0s metodos ndo sdo utilizados frequentemente, pode ser
necessario avaliar o desempenho do pessoal para os realizar antes da sua execucao
efetiva, sendo que esta avaliacdo deve estar estabelecida e documentada, referindo

nomeadamente a sua frequéncia.

A interpretacdo dos resultados dos ensaios para a identificacdo e verificacdo dos
microrganismos esta fortemente relacionada com a experiéncia e o desempenho de cada
analista e deve ser sistematicamente controlada. Nalguns casos sera mais apropriado
relacionar a competéncia a uma técnica especifica ou a um equipamento, do que a

métodos de ensaio.
4.2.2. Instalacbes

Geralmente existem duas areas nas instalacdes laboratoriais: area de apoio (entradas,
corredores, blocos administrativos, vestiarios, casas de banho, locais de armazenagem,
arquivos, etc.) e os laboratorios propriamente ditos (locais onde sdo realizadas as
analises microbioldgicas e atividades associadas), sendo que para estes Gltimos sdo,

geralmente, exigidos requisitos ambientais especificos.
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Dependendo do tipo de ensaios, 0 acesso ao laboratorio de microbiologia pode ser
restrito a pessoal autorizado, e o pessoal deve ser avisado sobre:

a) 0 uso previsto de uma area em particular;

b) as restricbes impostas no trabalho dentro de certas areas;
C) as razdes de tais restricoes;

d) os niveis de confinamento apropriados.

O laboratério deve estar projetado de modo a minimizar os riscos de contaminagdo
cruzada, sobretudo nos locais onde os riscos sdo significativos para o tipo de ensaios a

realizar. Isto pode incluir, por exemplo:

a) construir ou definir as areas do laboratdrio de acordo com o principio da "marcha

em frente";

b) executar os varios procedimentos, de forma sequencial, utilizando precaucées
apropriadas de modo a garantir as condicdes de ensaio e a integridade da amostra

(ex. uso de recipientes fechados);
C) gestdo das atividades em termos de tempo ou de espaco.

Na generalidade, considera-se boa pratica a utilizacdo de salas separadas ou de areas

claramente definidas para o seguinte:
v’ arececdo e registo de amostras com areas destinadas ao armazenamento;

v' a preparacdo de amostras (deve ser utilizado um local independente para a

preparacdo de produtos em pd, eventualmente muito contaminados);
v aandlise das amostras, incluindo incubacdo;
v"a manipulacdo de microrganismos de referéncia;
v’ apreparacdo de meios de cultura e reagentes, incluindo esterilizagao;

v" 0s ensaios de esterilidade;
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v' adescontaminacéo.

A éarea de lavagens (depois da descontaminacdo) pode ser partilhada com outros
sectores do laboratério, desde que se acautelem as transferéncias de substancias
(vestigios) que possam afetar o crescimento microbiano. A vantagem da separacgéo
fisica deve ser analisada, com base em determinados parametros especificos para cada
laboratorio (ex. nimero e tipo de ensaios efetuados).

O equipamento de laborat6rio utilizado em rotina ndo deve ser deslocado de uma area
para outra, de modo a evitar contaminacdo cruzada acidental. Por exemplo, em
laboratérios de biologia molecular, pipetas, pontas, centrifugas, e restante material,
devem ser exclusivos a cada area de trabalho (baixa, média e alta concentragfes de

acido desoxirribonucleico (DNA)).

O espaco deve ser dimensionado de modo a permitir que as areas de trabalho possam
ser mantidas limpas e organizadas. Para tal deve ser tido em conta o volume de analises
a efetuar e a organizacdo geral do laboratorio, em conformidade com o regulamento

nacional, quando aplicavel.

As salas de trabalho devem ser ventiladas de forma adequada, de forma natural ou
forcada ou através de ar condicionado. No caso do ar condicionado, os filtros devem ser
apropriados as caracteristicas do laboratdrio e deve estar implementado um programa de

inspecdo, manutencdo e substituicao dos filtros, em funcédo do tipo de trabalho.
A reducdo da contaminacdo pode conseguir-se mediante o seguinte:

v paredes, tetos, chdao e superficies de trabalho devem ser lisas (de forma a
promover a eficiéncia na limpeza). Os azulejos e 0s mosaicos ndo sdo

recomendados como revestimento de bancadas;
v juncdes cOncavas das paredes com o chdo e com o teto;

v" reducdo ao minimo das deslocacbes de ar durante a realizacdo dos ensaios,

mantendo as janelas fechadas e reduzindo ao minimo a abertura das portas;

v" auséncia de estores interiores;
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v' acesso facil para limpeza de estores interiores, se ndo for possivel coloca-los no
exterior do laboratério;

v’ as redes de fluidos ndo devem passar a descoberto sobre os locais de trabalho,

devendo ser colocadas em calha adequada;

v entrada de ar no sistema de ventilacdo deve ser assegurada com filtro de
eficiéncia adequada;

v’ sistema de lavagem de maos preferencialmente de controlo ndo-manual;
v/ armarios até ao teto;
v’ evitar madeira rugosa ou nao tratada;

v’ superficies de madeira dos encaixes e das juntas devem ser adequadamente

seladas;
v/ materiais e equipamento dispostos de modo a facilitar a sua limpeza;

v’ auséncia de mobiliario, documentos e outros itens que ndo sejam estritamente

necessarios para 0s ensaios;
v’ tetos perfeitamente lisos, com luz embutida.

No caso do tipo de construcdo ndo permitir que estas condicbes se verifiquem o
laboratério deve evidenciar que é capaz de controlar os riscos dai resultantes e que
dispde de meios efetivos para os ultrapassar, por exemplo, um programa de limpeza e de

desinfecdo de superficies.

Quando os laboratérios se encontram em instalacGes industriais, o pessoal deve estar
informado da contaminacdo potencial das areas de producdo, e devem ser tomadas

medidas apropriadas para evitar tal ocorréncia.
4.2.3. Controlo Ambiental

Devem estar implementados programas de controlo ambiental apropriado,
nomeadamente o controlo do ar atraves de exposicdo de placas de Petri e de zaragatoas

de superficies, tendo em conta os niveis de contaminagdo admissiveis para o tipo de
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ensaios realizados. Os critérios devem ser estabelecidos e deve existir um procedimento

documentado para situagdes em que estes limites sejam excedidos.
4.2.4. Higiene

Deve estar implementado um programa de limpeza e desinfecdo para as instalacoes,
equipamento e superficies laboratoriais, devendo para isso ser tidos em conta a
possibilidade de contaminacdo cruzada e os resultados do controlo ambiental. No caso

de derrames acidentais, deve também estar implementado um procedimento.

Os laboratorios devem evitar a acumulagdo de p6, providenciar um minimo de papéis no
laboratdrio e nunca permitir a existéncia de plantas e objetos pessoais nas areas de

trabalho do laboratorio.

No laboratorio deve usar-se vestuario adequado ao tipo de ensaios a efetuar, sendo que
geralmente uma bata é o suficiente, devendo este vestuario ser retirado quando se

abandonam as areas onde decorrem 0sS ensaios.

Deve haver um equipamento adequado e de facil manuseamento para lavagem das

maos.
4.3. Validacédo do Método

A extensdo da validacdo necessaria depende do método em estudo e da sua aplicacéo.
Como os métodos normalizados sdo métodos validados, ndo é necessario realizar o
processo completo de validacdo, desde que ndo ocorram alteracfes significativas dos
mesmos. Entretanto, a conformidade dos métodos normalizados utilizados deve ser
verificada sob condigdes reais de uso. E responsabilidade do laboratério verificar se as

caracteristicas de desempenho prescritas no método oficial podem ser obtidas.

Apesar disso, o laboratério deve validar métodos normalizados quando aplicados a

matrizes ndo especificadas na norma.

Nos métodos microbioldgicos qualitativos, onde os resultados sdo expressos como
detetado / ndo detetado e em procedimentos de confirmacéo e identificacdo, a validagéo

faz-se calculando, se apropriado, a especificidade, a exatiddo, o desvio positivo, 0
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desvio negativo, o limite de detecdo, o efeito matriz, a repetibilidade e a
reprodutibilidade

Nos métodos microbioldgicos quantitativos, a especificidade, a sensibilidade, a exatiddo
relativa, o desvio positivo, 0 desvio negativo, a repetibilidade, a reprodutibilidade e o
limite de determinacéo, dentro de uma variabilidade definida, devem ser considerados e,
se necessario, determinados quantitativamente nos ensaios. As diferencas devido as
matrizes devem ser avaliadas quando se analisam diferentes tipos de amostra e 0s

resultados devem ser avaliados aplicando métodos estatisticos apropriados.

A validacdo dos métodos em microbiologia deve refletir as condicGes reais dos ensaios.
Assim, podem ser utilizadas amostras contaminadas naturalmente ou amostras
contaminadas artificialmente com um nivel de contaminagdo pré-definido. Embora a
adicdo de microrganismos contaminantes a uma matriz simule de modo superficial uma

contaminacdo natural, esta parece ser, na maioria das vezes, a melhor e a Unica solugéo.

Os dados de validacdo dos sistemas de ensaio comercializados (Kit’s), usados no
laboratdrio, devem ser mantidos. Estes dados podem ser obtidos através de ensaios
colaborativos ou dados de validacdo fornecidos pelos fabricantes (validados por um
organismo reconhecido). No caso de ndo estarem disponiveis, o laboratorio deve

responsabilizar-se pela validacdo completa do método.

Se for necessario introduzir qualquer modificacdo de modo a obter-se a mesma
especificacdo do método original, deve-se proceder a ensaios de comparacao, utilizando
duplicados, de modo a assegurar que esta modificacdo é valida. O nimero de amostras

ensaiadas e os resultados obtidos tém que ser estatisticamente validos.

O laboratorio devera verificar regularmente que o desempenho documentado da
validacdo é atingido, por exemplo, pelo uso de amostras contaminadas artificialmente

ou materiais de referéncia com matrizes relevantes.
4.4. Incerteza da Medicao

A abordagem geral para avaliar e expressar a incerteza em ensaios, € baseada nas
recomendagdes produzidas pelo Comité Internacional de Pesos e Medidas (CIPM),

como descrito no Guia para a Expresséo da Incerteza na Medicao, 1995, ISO Genebra.
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Como referido, geralmente, os testes microbioldgicos aparecem na categoria daqueles
em que é excluido o rigor na validacdo dos célculos metrolégicos e estatisticos na
medicdo da incerteza. Os componentes individuais da incerteza deverdo ser
demonstrados e identificados como estando sob controlo, e que os resultados avaliados
contribuem para a sua variabilidade. Alguns componentes, (por exemplo pipetagens,
pesagens e efeitos de diluicdo) podem ser prontamente medidos e facilmente avaliados
para demonstrar uma contribuicdo negligenciavel na determinacdo total da incerteza.
Outros componentes, (por exemplo, preparacéo e estabilidade da amostra) ndo podem
ser medidos diretamente e a sua contribuicdo ndo pode ser avaliada estatisticamente,

contudo devem ser também considerados importantes na variabilidade dos resultados.

A distribuicdo do(s) microrganismo(s) na matriz do produto ndo é uma funcdo da
performance do laboratério, e por isso devera ser especificado o tamanho da amostra a
ser usada tendo em conta a sua fraca homogeneidade. Assim, ndo € recomendado que
este componente da incerteza seja incluido nas estimativas, a ndo ser que as

necessidades do cliente ditem o contrario.

O conceito de incerteza ndo pode ser aplicado diretamente em resultados de testes
qualitativos (testes de detecdo ou determinacdo dos atributos para identificacdo), no
entanto fontes individuais de variabilidade, como por exemplo a consisténcia da
performance dos reagentes, devem ser identificadas e demonstradas que estdo sob
controlo. Adicionalmente, para ensaios em que o limite de detecdo € uma importante
indicacdo da conformidade, a incerteza associada com o inoculo utilizado para

determinar o limite, deve ser estimada e a sua significancia avaliada.

Os laboratdrios devem estar cientes da incidéncia de resultados falsos positivos e falsos

negativos associados aos ensaios qualitativos usados.
4.5. Equipamento: Manutencéo, Calibracéo e Verificacédo

O laborat6rio deve executar e documentar um programa para manutencao, calibracdo e

verificagdo do funcionamento do equipamento como parte do sistema de gestéo.
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=  Manutencéo

Embora as instru¢fes sobre a manutencdo do equipamento possam ser encontradas na
NP ISO 7218 (Microbiologia-Requisitos gerais e orientagdes para exames
microbioldgicos), de um modo geral, a manutencdo do equipamento essencial devera
ser periddica e os intervalos devem ser determinados por fatores como, por exemplo, a
taxa de utilizacdo. Os respetivos registos detalhados devem ser guardados. No Anexo B,
tabela B.1, sdo dados alguns exemplos da manutencdo de equipamentos e respetiva

periodicidade.

Deve ter-se em atencdo a possibilidade de contaminacdo cruzada, originada a partir do

equipamento, como por exemplo:
v' equipamento descartavel deve ser limpo e estéril quando apropriado;

v' material de vidro reutilizdvel deve estar devidamente limpo e esterilizado

quando apropriado;

Os laboratorios devem ter preferencialmente mais do que uma autoclave separada para a
descontaminacéo, apesar disso, se forem tomadas as precaucdes adequadas para separar
os ciclos de descontaminacao e esterilizacdo e um programa de limpeza documentado,

podera haver s6 uma.

O material e 0 equipamento devem ser mantidos limpos e inspecionados periodicamente
qguanto a integridade, verificacdo geral e, quando relevante, a esterilidade,

nomeadamente:

v' material de uso geral - aparelhos de filtracdo, recipientes de plastico ou vidro
(frascos, tubos de ensaio), placas de Petri de plastico ou vidro, equipamentos
para amostragem, ansas e fios retos de platina, niquel/cromio ou em plastico

descartavel;

v' banhos de agua, estufas de incubacdo, camaras de fluxo laminar, autoclaves,

homogeneizadores, frigorificos, congeladores;

v' equipamento volumétrico, tais como, pipetas, pipetadores automaticos,

inoculadores em espiral,
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v instrumentos de medicdo, tais como, termdmetros, crondmetros, balancas,

potencidmetros de pH, contadores de colonias.
= Calibracéao e Verificacdo do Funcionamento

Deve ser estabelecido um plano para calibracéo e verificacdo do equipamento que possa
ter uma influéncia direta nos resultados de ensaio. A frequéncia destas calibragdes e
verificacOes deve ser determinada pela experiéncia e deve ser baseada na necessidade,
tipo e funcionamento anterior do equipamento. Os intervalos entre as calibracdes e
verificagbes devem ser inferiores ao tempo que o equipamento funciona entre limites
aceitaveis. Exemplos de intervalos de calibracdo e verificacdo de funcionamento para
varios instrumentos de laboratério encontram-se no Anexo B, tabela B.2 e B.3. Além

disso, algum equipamento merece particular atengdo, nomeadamente:
a) Aparelhos de Medicao da Temperatura

Quando a temperatura tem uma influéncia direta nos resultados das analises ou € critica
para o funcionamento correto do equipamento, os aparelhos de medicdo de temperatura
ttm que ser de qualidade apropriada para atingirem a exatiddo necessaria (ex.
termometro de vidro, termopares e termdmetros de resisténcia de platina utilizados em

incubadoras e autoclaves).

Os aparelhos de medicdo de temperatura devem ser calibrados e rastreaveis a padroes
nacionais ou internacionais. Sempre que a exatiddo da medicdo de temperatura nédo
tenha um efeito direto no resultado dos ensaios, podem ser usados aparelhos de trabalho
com especificacdes aceites por entidades nacionais ou internacionais reconhecidas (1SO
1770 para termometros de vidro). Estes aparelhos podem ser usados, por exemplo, para
monitorizar frigorificos e congeladores e também estufas e banhos de agua onde a
tolerancia da temperatura o permita. Deve realizar-se a verificacdo de funcionamento

destes aparelhos, se necessario.
b) Estufas e Camaras de Incubacdo, Banhos de Agua e Fornos

A estabilidade, a uniformidade da distribuicdo da temperatura e o tempo requerido para
atingir condicGes de equilibrio em estufas de incubacdo, banhos de agua, estufas de ar

seco e salas, devera ser estabelecido inicialmente e documentado, em particular no que
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se refere as utilizagbes habituais, por exemplo a posicdo, o espaco intermédio e a altura

de pilhas das caixas de Petri. A constancia das caracteristicas registadas durante a

validacgdo inicial do equipamento deve ser verificada e registada apds cada reparagéo ou

alteracdo significativas. Os laboratorios devem fazer registos e guardar as medicdes de

temperatura do equipamento utilizado nos ensaios.

c) Autoclaves, incluindo os de esterilizagdo de meios

Os testes quantitativos dos materiais processados por autoclavagem, capazes de indicar

convenientemente uma varia¢ao no interior e entre as diferentes cargas, podem fornecer

garantia da qualidade. Além disso, a calibracéo e o estabelecimento e monitorizacdo do

desempenho, podem incluir:

v' As autoclaves devem ter capacidade para atingir tolerancias de tempo e

temperatura especificadas. As autoclaves apenas equipadas com valvulas de
pressdo ndo sao aceitaveis. Os sensores usados para controlar ou monitorizar os

ciclos operativos exigem calibracéo e o cronémetro deve ser verificado;

O funcionamento de cada autoclave devera ser inicialmente avaliado (estudo da
distribuicdo da temperatura espacial) para cada ciclo operativo e para as
diferentes configuracbes de carga usadas na pratica. Este processo operativo
deve ser repetido apds uma reparacdo ou alteracéo significativa (ex. substitui¢do
do programador ou do termoregulador, ciclo operativo) ou quando indicado pelo
controlo de qualidade do meio. Sensores de temperatura em nimero suficiente
devem ser colocados dentro da carga (isto €, em contentores cheios com liquido)
capazes de localizar e demonstrar diferencas. No caso de esterilizacdo de meio,
onde a uniformidade de temperatura ndo pode ser demonstrada por outro meio, é
considerada apropriada a utilizacdo de dois sensores, um adjacente a sonda de
controlo e outro remoto a partir do 1°. A validacdo e revalidacdo considera a
adequabilidade dos tempos de subida e descida, assim como o tempo a

temperatura de esterilizacéo;

Devem ser fornecidas instrucdes claras de manuseamento baseadas nos perfis de
aquecimento, determinados pelo uso tipico durante a validag&o/revalidacdo. Os

critérios de aceitacdo/rejeicdo devem estar estabelecidos e o0s registos da
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operagdo da autoclave, incluindo a temperatura e o tempo mantidos para cada

ciclo;

v O controlo sera conseguido por um dos seguintes processos: (i) um termopar e
um registador com o fim de produzir um gréfico ou impresséo; (ii) observagado

direta e registo da temperatura maxima atingida e do tempo a essa temperatura.

A eficécia do seu funcionamento durante cada ciclo pode ser verificada através do uso
de indicadores quimicos ou bioldgicos para esterilizagcdo/descontaminacdo. A fita
indicadora de esterilizacdo para autoclave deve ser usada s6 para mostrar que uma carga
foi processada, mas ndo como indicador para demonstrar que um ciclo aceitavel de

esterilizacdo terminou.
d) Massas e Balangas

As massas e as balancas devem estar calibradas com rastreabilidade em intervalos de

tempo regulares (de acordo com o seu uso).
e) Equipamento Volumétrico

Os laboratorios devem efetuar uma verificacdo inicial e posteriores verificacOes
regulares, com o objetivo de assegurar que 0 equipamento estd de acordo com as
especificacdes requeridas. Nao é necessaria uma verificacdo do material de vidro que

tenha sido certificado a tolerancias especificas.

A verificacdo deve ser feita quanto a exatiddao do volume obtido em comparacdo com o
volume fixado (para instrumentos de volume varidveis) e a precisdo de quantidades

repetidas deve ser calculada.

No caso de material descartavel, os fornecedores devem ser empresas com sistemas de
qualidade reconhecidos e relevantes e ap6s verificacdo inicial da adequabilidade do
material, recomenda-se que sejam efetuadas verificacdes aleatdrias em relacdo a
exatiddo. Nos casos em que as empresas nao possuam sistemas de qualidade
reconhecidos e relevantes, os laboratérios devem verificar a adequabilidade em cada

lote de equipamento.
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f) Outro Equipamento

Outros equipamentos incluem os medidores de condutividade, de oxigénio e de pH que
devem ser regularmente verificados ou antes de cada utilizagdo. As solugdes tampéao
utilizadas para verificagdes devem ser armazenadas em condi¢Oes apropriadas e

marcadas com data de validade.

Os cronémetros, incluindo os das autoclaves, devem ser verificados usando um

cronémetro calibrado.

Quando nos métodos se utilizam centrifugas deve ser feita uma avaliacdo critica da

forga centrifuga e quando esta for critica a centrifuga necessita calibracéo.
4.6. Reagente e Meios de Cultura
= Reagentes

A qualidade dos reagentes usados deve ser assegurada e adequada aos ensaios
realizados. Inicialmente e durante o periodo de validade, os laboratdrios devem verificar
a conformidade de cada lote de reagentes criticos para o ensaio, utilizando organismos
de controlo positivo e negativo de colecdes de culturas nacionais ou internacionais

reconhecidas.
= Meios de Cultura Preparados no Laboratério

A adequabilidade do comportamento dos meios de cultura, diluentes e outras
suspensdes preparados no laboratdrio, deve ser avaliada, quando relevante, no que diz

respeito a:
v’ recuperacdo ou sobrevivéncia dos organismos alvo;
v inibicdo ou supressao dos organismos ndo alvo;
v’ propriedades bioquimicas (diferenciais e diagnésticas);
v’ propriedades fisicas (ex. pH, volume e esterilidade).

As matérias-primas, tanto as usadas nas formula¢es comerciais desidratadas, como 0s

componentes individuais, devem ser armazenadas em condi¢Oes apropriadas, e todos 0s
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recipientes, especialmente os que contenham meios desidratados, devem estar
hermeticamente fechados. Os meios desidratados que se apresentem em pedra, com

grumos ou com alteracdo de cor, ndo devem ser utilizados.

Para a preparacdo dos meios deve utilizar-se agua destilada, desionizada ou produzida
por osmose inversa, livre de substancias bactericidas, inibidoras ou interferentes, salvo

se 0 método de ensaio especificar de outra forma.

O periodo de validade dos meios preparados nas condicdes de conservagdo

especificadas deve ser determinado e verificado.
= Meios de Cultura Prontos a Usar

Todos os meios (incluindo diluentes e suspensfes) prontos a usar ou parcialmente
completos devem estar validados antes da sua utilizacdo. A avaliacdo do desempenho na
recuperacdo ou sobrevivéncia dos organismos alvo e a inibicdo ou supressdao dos
organismos ndo alvo tem que ser inteiramente quantitativa; os atributos (por exemplo,

propriedades fisicas e bioquimicas) devem avaliar-se usando critérios objetivos.

O laboratorio tem que estar devidamente informado das especificacdes de qualidade do

fabricante que devem incluir, pelo menos o seguinte:
v" nome dos meios e lista de componentes, incluindo quaisquer suplementos;
v’ periodo de validade e critérios de aceitacdo aplicados;
v condicBes de armazenagem;
v plano e frequéncia de amostragem;
v" controlo de esterilidade;

v controlo do crescimento dos microrganismos alvo e ndo alvo (em relacdo a

culturas de referéncia) e critérios de aceitacéo;
v'controlos fisicos e critérios de aceitacdo aplicados;

v’ data de emissdo das especificacdes.
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Os lotes dos meios devem estar devidamente identificados, de modo a permitir a
rastreabilidade.

O laboratério deve assegurar que seré notificado pelo fabricante, no caso de qualquer
alteracdo nas especificacOes de qualidade. Quando o fabricante dos meios (prontos a
usar diretamente ou de uma forma parcialmente completa), dispuser de um sistema de
qualidade reconhecido (por exemplo, um certificado segundo a série 1ISO 9000), o
laboratorio podera verificar, através da validacdo inicial, que o produto pronto a usar
cumpre as especificacGes estabelecidas, partindo do pressuposto de que o produto é
homogéneo. Em outras circunstancias sera necessario realizar controlos adequados em

cada lote recebido.
4.7. Rotulagem

De modo a permitir a identificacdo correta e a rastreabilidade, todos os reagentes
(incluindo as solugdes de reserva), meios, diluentes e outras suspensdes deverdo estar
adequadamente rotulados de modo a indicar a identidade, concentracdo, condi¢cfes de
armazenagem, data de preparacdo, prazo de validade e/ou periodos de armazenagem
recomendados. A pessoa responsavel pela preparacdo deve ser identificavel através dos

registos.
4.8. Materiais e Culturas de Referéncia
=  Materiais de Referéncia

Materiais de referéncia (MR) e materiais de referéncia certificados (MRC), fornecem a

rastreabilidade necessaria as medicoes e sdo usados, por exemplo, para:
v demonstrar a exatiddo dos resultados;
v’ calibrar equipamento;
v/ monitorizar o desempenho do laboratdrio;
v' validar métodos;

v’ permitir a comparacgao de métodos.
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Os MR devem ser usados, sempre que possivel, nas matrizes apropriadas.
= Culturas de Referéncia

As culturas de referéncia sdo necessérias para estabelecer o desempenho dos meios
(incluindo “Kits”), para validagio de métodos e para avaliagio continua do
desempenho. A rastreabilidade é necessaria, por exemplo, quando se pretende

estabelecer o desempenho do meio, dos “kits” e validagdo de métodos.

Para demonstrar a rastreabilidade, os laboratérios devem usar estirpes de referéncia de
microrganismos obtidos diretamente de uma cole¢cdo reconhecida nacional ou
internacional. Em alternativa podem ser usados derivados comerciais para 0s quais
tenha sido demonstrado, pelo laboratorio, serem equivalentes em todas as caracteristicas

relevantes, nas condicoes de utilizacdo.

Segundo as orientagdes da Norma ISO 11133-1 (OrientacOes gerais sobre a garantia
da qualidade para a preparacdo de meios de cultura no laboratdrio), as estirpes de
referéncia podem ser sub-cultivadas uma vez para obter “stocks” de referéncia. Em
paralelo, e quando aplicavel, deve-se verificar se a estirpe se mantém pura e com as suas
caracteristicas bioquimicas. Recomenda-se que a conservagdo dos ‘“stocks” de

referéncia seja feita em aliquotas ultracongeladas ou liofilizadas.

As culturas de trabalho para serem usadas na rotina devem ser previamente sub-
cultivadas a partir do “stock” de referéncia (Anexo C). Se o “stock” de referéncia tiver

sido descongelado, ndo podem ser recongelados e reutilizados.

Os “stocks” de trabalho ndo devem ser sub-cultivados, exceto se tal for requerido e
definido por um método normalizado ou se os laboratorios puderem documentar que
ndo houve alteracdo de nenhuma caracteristica relevante. Além disso, ndo devem ser
sub-cultivados para substituir “stocks” de referéncia. Os derivados comerciais de

estirpes de referéncia s6 devem ser usados como culturas de trabalho.
4.9. Amostragem

Nos casos em que a amostragem é acreditada, o transporte e armazenagem devem ser

feitos em condi¢Oes que mantenham a integridade da amostra (em refrigeragdo ou
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congelacdo, quando apropriado). As condiges devem ser monitorizadas e 0s registos

guardados.

A colheita da amostra deve ser feita por pessoal especializado e em condic¢bes de
assepsia utilizando material esterilizado. As condicBes ambientais relativas a
contaminagdo do ar e temperatura devem ser monitorizadas e registadas no local da

colheita, bem como a hora da colheita.

A anélise das amostras deve ser executada o mais rapidamente possivel apos a colheita e

deve estar de acordo com os regulamentos nacionais e/ou internacionais.
4.10. Manuseamento e Identificagdo da Amostra

E importante verificar e registar as condicbes em que as amostras se encontram ao
chegar ao laboratorio, pelo que o laboratorio deve ter um procedimento relativo a
aceitacdo e identificacdo de amostras. Se uma amostra for insuficiente ou se encontrar
em condicOes precarias devido a deterioracao fisica, temperatura incorreta, embalagem
estragada ou rotulagem deficiente, o laboratdrio deve consultar o cliente antes de decidir
se realiza a analise ou rejeita a amostra. Em qualquer dos casos as condi¢Ges da amostra

devem ser indicadas no relatorio de ensaio.

O laboratdrio deve registar toda a informacéo relevante e particularmente a seguinte:
v’ data e, quando relevante, a hora de rececéo;
v' condicOes de rececdo da amostra e, quando necessario, a temperatura;

v’ caracteristicas do trabalho de amostragem (data da amostragem, condicGes da

amostragem, etc.)

Enguanto ndo sdo examinadas, as amostras devem ser armazenadas em condicdes
apropriadas de modo a evitar quaisquer modificacdes nas populacdes microbianas

presentes. As condi¢cdes de conservacdo devem ser definidas e registadas.

A preparacdo da amostra pelo laboratério deve ser feita imediatamente antes da sua
analise considerando-se parte do ensaio. A preparacdo da amostra deve ser efetuada de

acordo com as normas nacionais ou internacionais especificas, quando aplicaveis, ou
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por métodos internos validados. Procedimentos de sub-amostragem deverdo ter em

conta a distribui¢do dos microrganismos.

Deve existir um procedimento que defina como reter e eliminar amostras. As amostras
devem ser conservadas até a obtencdo dos resultados ou enquanto for necessario. As
porcdes das amostras laboratoriais que se sabe estarem altamente contaminadas devem

ser descontaminadas antes de irem para o lixo.
4.11. Remogéo do Lixo Contaminado

A eliminagdo correta dos materiais contaminados pode ndo influenciar diretamente a
qualidade da analise e das amostras, contudo, este procedimento é uma boa pratica
laboratorial e deve estar em conformidade com os regulamentos ambientais ou de satde

nacionais/internacionais e regulamentos de seguranga.
4.12. Controlo da Qualidade do Desempenho
= Controlo da Qualidade Interno

O controlo de qualidade interno consiste em procedimentos efetuados pelo laboratério
para uma avaliacdo continua do trabalho do mesmo. O objetivo principal é assegurar a
consisténcia dos resultados no dia-a-dia e, a sua conformidade com o0s critérios

definidos.

Assim, é necessario um programa de verificacbes periddicas para demonstrar que a
variabilidade (entre analistas e entre equipamentos ou materiais) estd sob controlo.
Todos o0s ensaios incluidos no ambito da acreditacdo do laboratério tém de estar

cobertos. Os procedimentos podem envolver:
v 0 uso de amostras contaminadas;
v 0 uso de materiais de referéncia (incluindo ensaios interlaboratoriais);
v’ ensaios de replicados;

v' avaliagdo de resultados de ensaios de replicados.
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A periodicidade destas verificagdes depende do tipo de procedimentos e do nimero de
ensaios. Recomenda-se, quando possivel, que os ensaios incorporem controlos para

monitorizar o desempenho.

Nas situacdes em que um laboratério € acreditado para um ensaio que raramente é
realizado, aceita-se um esquema para demonstrar um desempenho satisfatorio feito em

paralelo com o ensaio, pode ser apropriado.
= Avaliacdo Externa da Qualidade

Os laboratérios devem utilizar a avaliacdo de qualidade externa, ndo apenas para avaliar
0 desvio do laboratorio, mas também para verificar a validade de todo o sistema de

qualidade.

Assim, devem participar regularmente em ensaios interlaboratoriais que sejam
relevantes para o ambito da acreditacdo, devendo ser dada preferéncia a esquemas de
ensaios interlaboratoriais que usem matrizes apropriadas. Em casos especificos a

participacdo deve ser obrigatoria.
4.13. Relatorios de Ensaios

Tendo em conta a natureza dos ensaios na area da microbiologia, se o resultado da
contagem for negativo, deve ser referido como ndo detetado para uma determinada
unidade ou inferior ao limite de detecdo para uma determinada unidade. O resultado
ndo deve ser dado como zero para uma determinada unidade a menos que seja uma
exigéncia regulamentada. Os resultados de ensaios qualitativos devem ser referidos
como detetado/ndo detetado numa determinada quantidade ou volume. Também podem
Ser expressos como menor que um numero especifico de microrganismos para uma
determinada unidade quando o numero especifico de microrganismo excede o limite de

detecdo do método e isso foi acordado com o cliente.

Quando uma estimativa da incerteza do resultado é expressa no relatério de ensaio,
quaisquer limitagcGes (particularmente se a estimativa ndo incluir no calculo a
componente de distribuicdo dos microrganismos dentro da amostra) tém de ser bem

esclarecidas ao cliente.
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5 — Caso de Estudo: Acreditacdo do Método de Pesquisa e

Quantificacdo de Pseudomonas aeruginosa

5.1. Qualidade das Aguas das Piscinas

A utilizacéo de piscinas tem sofrido nos ultimos anos um enorme crescimento devido a
uma maior consciencializacdo da importancia social e dos beneficios fisicos,
psicologicos e terapéuticos que esta atividade proporciona aos elementos de
comunidades com tendéncias cada vez mais sedentérias, convivendo em células cada
vez mais restritas e sujeitos a um crescente stress. Este incremento na utilizacdo de
piscinas deve-se ainda a fatores como o nivel de poluicdo das aguas fluviais e costeiras

e a crescente dificuldade no acesso as praias por sobrelotacdo ou distancia geografica.

Para a minimizacao dos perigos e riscos associados a utilizacdo destes equipamentos foi
necessario compreender e controlar a variedade e complexidade dos processos
bioguimicos que podem ocorrer nos ecossistemas aquaticos e encontrar solugdes e
alternativas mais adequadas a especificidade ndo s6 de cada tipo de piscina, mas
também do tipo e frequéncia de utilizacdo, de modo a permitir uma fruicdo segura

destes desejados espacos coletivos de convivio e lazer (Vasconcelos e Duarte, 2006).

Segundo o Decreto-Lei n.° 82/2009 de 2 de Abril, na sua alinea a) do nimero 3 do
artigo 5° compete as autoridades de saude vigiar o nivel sanitario dos aglomerados
populacionais, dos servigcos, estabelecimentos e locais de utilizacdo publica e
determinar as medidas corretivas necessarias a defesa da saude publica (ARS Norte,
2011).

No caso das piscinas e tendo em consideracdo os diversos perigos que poderdo estar
associados a sua utilizacdo, a operacionalizacdo destas competéncias devera incluir,
entre outras atividades, a vigilancia epidemiol6gica de eventos adversos para a saude
associados a frequéncia de piscinas ou dos trabalhadores desses locais e a vigilancia

sanitaria da qualidade da agua dos tanques (DGS, 2009).

Nem a qualidade da &gua nem a especificacdo das condigdes de instalacdo e de
funcionamento de piscinas (& excegdo das incluidas em recintos com diversdes

aquaticas, em empreendimentos turisticos e das destinadas a hidroterapia) sdo objeto de
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regulamentacdo. A Diretiva n°® 23/93, de 24 de Maio, do Conselho Nacional de
Qualidade (CNQ), fixa com caracter geral as disposicdes de seguranga, higieno-
sanitarias, técnicas e funcionais que devem ser observadas nas piscinas de uso publico
(ARS Norte, 2011). Séo excluidas da aplicacdo da presente diretiva, as piscinas para
usos exclusivamente terapéuticos ou termais, nas quais se desenvolvam atividades

submetidas a um controlo sanitario especifico (Diretiva CNQ n.° 23/93).

Esta Diretiva ndo tem forca de lei, podendo apenas ser usada como uma referéncia.
Assim, nas acOes de vigilancia a desenvolver, sob a responsabilidade das Autoridades
de Saude, devem existir critérios e procedimentos uniformizados, bem como ser
garantida a existéncia de planos de identificacdo, monitorizacdo e controlo de riscos, de
modo a que a saude e seguranca dos utilizadores, trabalhadores e visitantes seja

assegurada.

Os parametros de qualidade que devem ser medidos com maior frequéncia (6 horas),
pela sua importéancia e face a facilidade e economia da sua determinacéo, sdo o pH, o
teor de desinfetante residual, a turvacdo e a temperatura. Além disso, em piscinas
publicas e semi-pablicas impde-se uma monitorizacdo minima quinzenal de parametros

microbioldgicos e quimicos (Vasconcelos e Duarte, 2006).

O controlo do pH da agua da piscina é essencial para assegurar a eficiéncia dos
processos de coagulacdo e desinfecdo e reduzir a deterioracdo das componentes dos
sistemas de tratamento, devendo situar-se entre 7,2 e 7,8 no caso de desinfecdo com
produtos clorados e entre 7,2 e 8,0 no caso de produtos ndo clorados (WHO, 2006).
Valores inferiores a estes podem provocar irritacdo nos olhos e na pele, enquanto que
valores superiores aos recomendados favorecem o aumento da turvacéo e implicam um

maior consumo de desinfectante (VVasconcelos e Duarte, 2006).

A concentracdo de desinfectante residual necessaria para garantir a qualidade
microbioldgica varia com o tipo de produto utilizado, com as caracteristicas e controlo
de qualidade da &gua das instalacdes, sendo que no caso de produtos clorados as
concentracdes devem variar entre 0,4 a 0,6 mg/L de cloro residual livre (Vasconcelos e
Duarte, 2006).

Cristina I.C. Moutinho 69



Pesquisa e quantificacdo de P. aeruginosa: Metodologia para acreditacdo do método normalizado | 2013

O controlo da qualidade microbioldgica da agua das piscinas publicas e semi-publicas
com desinfecdo deve ser efectuado através duma monitorizacdo de rotina a quatro
indicadores principais: bactérias heterotréficas, coliformes, Pseudomonas aeruginosa e
Legionella spp, com frequéncia recomendada conforme a tabela 5.1. Os valores limite
estabelecidos para estes indicadores nas normas da WHO (2006) sdo também

apresentados nesta tabela.

Tabela 5.1 - Controlo da qualidade microbiolégica da agua de piscinas, valores limite e
frequéncia de amostragem.

Tipo de piscina Bacterlla_ls Collformes/ Pseudo_monas Legionella
heterotroficas E. coli aeruginosa spp
Publica Frequéncia semanal semanal nggezgg(r)io trimestral
(utilizacao Limite maximo
intensa) (NMP/100mL) 200 /1mL 1 1 1
. Frequéncia mensal mensal quancle_ trimestral
Semi- necessario
publica | Limite maximo
(NMP/100mL) 200 /1mL 1 1 1

(Adaptado de: WHO, 2006).

Para além disto, outros indicadores comuns sdo usualmente verificados, conforme a
tabela 5.2. Estes indicadores a excecdo da transparéncia referem-se a bactérias, que
podem existir nas fezes, na pele, nas secrecGes nasais, na expetoracao, etc., e por isso
aparecem na agua quando sdo introduzidas, por vezes inconscientemente, pelos
banhistas. Assim, recomenda-se uma frequéncia quinzenal da amostragem e obtencéo
de auséncia total de coliformes e estreptococos fecais, de Pseudomonas aeruginosa e de
estafilococos aureus (coagulase positiva), admitindo-se um limite de 10 NMP/100 mL,

para os coliformes totais e de 100 NMP/1 mL para mesofilos aerdbios totais a 37°C.
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Tabela 5.2 - Indicadores mais comuns de qualidade da &gua das piscinas, sua origem, valores
admissiveis e frequéncia de amostragem.

Indicadores de Valor maximo Frequéncia da Origem
Higiene Admissivel Anélise g
Visualizacdo
o perfeita do disco . Sujidade da agua,
Transparencia de Secchi a 10 ou 4 por dia crescimento de algas, etc.
mais metros*
Secrecdes nasais,
Coliformes totais < 10/100 mL expetoragdo, fezes, urina,
solo (terra, etc.)
Coliformes fecais 0/100 mL Fezes
Estreptococos 0/100 mL
fecais
Pseudomonas !:eridas da pele, ouvidos
. 0/100 mL inflamados, olhos
aeruginosa ) .
quinzenal inflamados
Estafilococos Feridas da pele secrecOes
aureus (coagulase 0/100 mL nasais, expetoragdo, urina,
positiva) ouvidos inflamados
Estafilococos
coagulase < 20/100 mL Pele
negativa
Mesofilos . .
aerobios totais (a < 100/1mL gupdade dos ba_n h'SEaS’ €
37°C) as paredes/canalizacdes

(Adaptado de: Portal de Saude Publica)
5.2. Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa € um organismo Gram negativo em forma de bastonetes
(Figura 5.1) e inclui bastonetes direitos ou ligeiramente curvos, com 0,5 a 1,0 um de
largura e 1,5 a 5,0 um de comprimento. A sua mobilidade é assegurada por um ou

varios flagelos polares.
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Figura 5.1 - Pseudomonas sp: bacilos Gram-negativos.
(Adaptado de: http://www.bact.wisc.edu)
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As Pseudomonas podem ser pesquisadas nas aguas subterraneas ou de consumo, nas
aguas de piscinas ou nas dguas minerais, contando-se entre 0s organismos patogénicos
cuja identificacdo se afigura mais interessante. A Pseudomonas aeruginosa é produtora
de piocianina com capacidade para se desenvolver em meio de cultura contendo
cetrimida. E oxidase e catalase positiva, fluorescente em luz ultra violeta (Mendes e
Oliveira, 2004).

5.2.1. Manifestacdes Clinicas

A Pseudomonas aeruginosa é o principal patogénico humano do grupo das
pseudomonas, podendo causar infecOes oportunistas especialmente em pacientes
imunocomprometidos, como vitimas de queimaduras, pacientes com cancro ou fibrose
cistica. Crescem facilmente mesmo em condicdes desfavoraveis aos outros
microrganismos e possuem resisténcia intrinseca e adquirida aos antimicrobianos mais
comuns, sendo causa frequente de infecbes nosocomiais, sendo responsavel por 15%

das bacteremias causadas por bactérias Gram-negativas (http://www.ebah.com.br).

Geralmente as infecOes de feridas traumaticas ou cirargicas e queimaduras, produzem
um exsudato azul-esverdeado devido a libertacdo de dois pigmentos, a piocianina (azul)

e pioverdina (verde).

A otite externa branda dos nadadores, € uma das manifestacdes clinicas mais usuais, ja
que a bactéria é amplamente encontrada em ambientes aquaticos. Além disso, outras
manifestacdes incluem a otite externa maligna (invasiva) em pacientes diabéticos;
infecdo ocular apds lesdo traumética ou procedimentos cirurgicos; sepse fatal,
principalmente em lactentes e individuos muito debilitados (pacientes com leucemia e
linfoma que foram submetidos a radioterapia ou quimioterapia, pacientes com
gueimaduras muito graves), eczema gangrenoso, necrose hemorragica da pele que
ocorre na sepse por Pseudomonas aeruginosa; meningite, quando introduzida por

puncdo lombar, etc. (Figura 5.2).
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Figura 5.2 - Tipos comuns de infecdo por Pseudomona aeruginosa.
(Adaptado de: Baron's Medical Microbiology 4th edition, 2000)

As medidas de controlo da infecdo por pseudomonas incluem utilizagdo de materiais
estéreis, evitando a sua contaminagdo durante a manipulagéo; realizacdo cuidadosa de
técnicas assépticas; lavagem das mdos antes e depois de manipular o paciente;
realizacdo de controle periddico da qualidade da agua e dos alimentos e evitar uso
indiscriminado de antimicrobianos de amplo espectro para evitar a selecdo de culturas

resistentes.
5.3. Pesquisa e Quantificacdo de Pseudomonas aeruginosa

Existem dois métodos bdsicos para a pesquisa e quantificacdo de Pseudomonas
aeruginosa: o método da inoculacdo de meio liquido em tubos multiplos com leitura do
Numero Mais Provavel (NMP) e o método da filtracdo por membrana com inoculagédo

em meio solido.

A legislacdo portuguesa, Decreto-Lei n° 306/2007 de 27 de Agosto, a semelhanca da
norma internacional 1SO 16266:2008, indicam como referéncia 0 método de filtracdo
por membrana, porque, para além de outras vantagens permite-nos obter resultados
diretos em menos tempo e com menos custos (Tabela 5.3) De facto, a maioria dos
laboratdrios acreditados em Portugal para a pesquisa e quantificacdo de Pseudomonas

aeruginosa, utilizam este método.
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Tabela 5.3 - Vantagens e desvantagens da filtragdo por membrana em relagdo a inoculacdo de
tubos maltiplos e determinagdo do NMP.

Vantagens da Filtragdo por Membrana Desvantagens da Filtragdo por Membrana

As amostras com agua muito turva impedem a

Tem boa reprodutibilidade filtracdo de grandes volumes

Quando existe grandes populacBes de outras
Os resultados sao relativamente rapidos bactérias, o crescimento pode ser demasiado
elevado para permitir a contagem

Se existirem metais e fenois presentes na
amostra, podem adsorver aos filtros e inibir o
crescimento bacteriano

Os filtros podem ser transferidos para
diferentes meios de cultura

Permite o0 processamento de grandes
volumes de amostra de forma a aumentar a
sensibilidade do teste

As filtragdes podem ser efetuadas no local de
recolha da dgua

E um método mais econémico que o0 NMP

(Adaptado de: Abelho, 2010)

A Direcdo Geral da Saude (DGS), na Circular Normativa n°14/DA de 21 de Agosto de
2009, considera a norma europeia EN 12780 como sendo a norma de referéncia para a
pesquisa e quantificacdo de Pseudomonas aeruginosa em aguas de piscinas, no entanto,
esta norma foi definitivamente substituida pela norma internacional EN 1SO
16266:2008 (British Standards). Esta informacdo vai de encontro as recomendacfes
efetuadas pelo IPAC que considera a norma ISO 16266:2006 como sendo a norma de
referéncia, para a pesquisa e quantificacdo de Pseudomonas aeruginosa, a qual esta

associado o método da membrana filtrante.
5.3.1. Principio do Método
= Filtracéo

A técnica da membrana filtrante para a quantificacdo de Pseudomonas aeruginosa
baseia-se na filtracdo de volumes adequados de agua (Figura 5.3), mediante pressao
negativa (vacuo), através da membrana filtrante, com porosidade de 0,45um. As
bactérias, que apresentarem dimens@es maiores que 0s poros da membrana, ficardo
retidas na superficie, a qual sera entdo transferida para uma placa de Petri, contendo o
meio de cultura seletivo e diferencial, que por capilaridade se difundira, para a

membrana, entrando em contato com as bactérias.

Cristina I.C. Moutinho 74



Pesquisa e quantificacdo de P. aeruginosa: Metodologia para acreditagdo do método normalizado

2013

12 Etapa - Esterilizar as pincas,
resfriar rapidamente.

22 Etapa — Retirar a membrana.

32 Etapa — Colocar o filtro sobre
0 suporte.

42 Etapa — Filtrar a amostra.

52 Etapa — Colocar o filtro numa
placa de Petri com o0 meio
seletivo.

N[

g

62 Etapa — Incubar a placa de
Petri com o lado da tampa para
cima (ndo inverter).

Figura 5.3 - Etapas do processo de Filtracdo por Membrana para Pseudomonas aeruginosa.

= Enumeracéao

(Adaptado de: www.sartorius.com)

Apbs um periodo determinado de incubacdo ((36+2) °C durante (44+4) horas)

desenvolvem-se col6nias com caracteristicas tipicas, achatadas com didmetro de

aproximadamente 0,8 a 2,2mm, com cor verde/azulada (col6nias produtoras de

piocianina) (Figura 5.4), que poderdo ser observadas com o auxilio de um microscépio

estereoscopico. Os resultados devem vir expressos em Unidades Formadoras de

Coloénias/VVolume de amostra (UFC/mL).

= Confirmacgéo

Para colénias com outras caracteristicas (castanho/avermelhado ou fluorescentes com

cor ndo verde e ndo azul), sdo feitas provas de confirmacdo que contemplam a pesquisa

da oxidase, producdo de amonia a partir de um caldo de acetamida e a fluorescéncia em

meio King B.
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Figura 5.4 - Meio CN Agar com presenca de Pseudomonas.
(Adaptado de: http://www.pvl.pt)

5.3.2. Meios de Cultura e Reagentes

A Pseudomonas aeruginosa cresce bem em todos 0os meios comuns de laboratorio, mas
0 isolamento especifico do organismo, contra a contaminacdo vinda do ambiente, é
melhor realizado por meios que contenham um agente seletivo e também componentes
para aumentar a producdo de pigmento. A maioria dos meios seletivos depende da
resisténcia intrinseca das espécies a diferentes agentes antibacterianos

(http://www.eximlab.com.br).

O meio de cultura utilizado para o isolamento seletivo de Pseudomonas aeruginosa e
outras espécies do género, € o meio Cetrimida Agar Base, habitualmente chamado de
CN Agar.

A finalidade do meio de cultura seletivo é como o proprio nome indica, selecionar as
espécies que se deseja isolar e impedir o desenvolvimento de outras (adicdo de corantes,
antibioticos e outras substancias com capacidade inibitéria para algumas espécies (ex.
Agar Manitol Salgado e Agar SS). O meio de cultura diferencial possibilita a distincdo
entre varios géneros e espécies de microrganismos, por possuir substancias que
permitem uma diferenciacdo presuntiva, evidenciada na mudanca de coloracdo ou na
morfologia das colonias (ex. Agar Eosin Methilene Blue (EMB), Agar McConkey e
Agar Hektoen) (Gerard et al, 2012).

Assim, a composicdo do meio CN Agar foi desenvolvida com o objetivo de facilitar a

selecdo de Pseudomonas aeruginosa e estimular a formacdo de pigmentos (Tabela 5.4).
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Este meio é muito semelhante ao meio King B, em que o cloreto de magnésio e o
sulfato de potassio promovem a formacdo de piocianina, pioverdina e piomelanina. A
peptona serve como fonte de azoto e o glicerol é usado como carbono e fonte de
energia. A cetrimida (brometo de cetiltrimetilamina) é um composto amoénio
quaternério, que inibe uma vasta variedade de outros organismos, incluindo outras

espécies de Pseudomonas (http://www.britanialab.com.ar).

Tabela 5.4 - Composicao do meio CN Agar.

Férmula (em gramas por litro)

Peptona de Gelatina 16,0
Hidrolisado de Caseina 10,0
Sulfato de Potéssio 10,0
Cloreto de Magnésio 1,4
Glicerol 10 mL
Agar 11,0a 18,0
Cetrimida 0,2
Acido Nalidixico 0,015

(Adaptado de: ISO 16266:2008)

Os meios de cultura e reagentes utilizados para a analise microbiologica, podem ser
preparados diretamente no laboratorio, seguindo a composicdo e as instrucbes de
preparacdo indicadas na norma de referéncia 1SO 16266:2008, ou comprados a um
fornecedor acreditado na sua area de atuacdo. Neste caso, as instru¢des de utilizacdo dos

meios de cultura e reagentes deverdo ser as indicadas pelo fabricante.
5.4. Validacédo do Método

Conforme referido, um laboratério pode validar métodos normalizados ou, no outro
extremo, métodos ndo normalizados, desde que adequados para a realizacdo dos ensaios
previstos. No caso em estudo, a validacdo prevé a utilizacio de um método
normalizado, sem qualquer extensdo ou modificacdo, pelo que neste caso € necessario
evidenciar os registos que demonstrem a sua implementacdo em cumprimento com as

caracteristicas de desempenho do mesmo.
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5.4.1. Procedimento do Ensaio

O procedimento experimental a implementar, referente a analise e quantificacdo de

Pseudomonas aeruginosa em aguas de piscinas, pelo método da membrana filtrante, é

claro e objetivo e esta de acordo com o referencial 1ISO 16266:2008.

As principais etapas do método, de acordo com o esquema apresentado na figura 5.6,

encontram-se detalhadas no Anexo D e incluem resumidamente:

Identificacdo da Amostra, identificar a amostra a ser analisada e definir os

volumes a serem filtrados, em funcdo de sua procedéncia, nomeadamente no

caso de aguas de piscinas volumes de 100 mL, ja que se trata de aguas tratadas;

= Filtracdo da Amostra e Incubacéo, apds filtragcdo da amostra, incubacéo do

filtro em placas de Petri com CN Agar a 36+2 °C durante 44+4 horas;

= Leitura dos Resultados, ao microscopio sdo identificadas coldnias azul/verde

como Pseudomonas aeruginosa e colonias fluorescentes com cor ndo azul e ndo

verde e castanho avermelhado como presumiveis de Pseudomonas aeruginosa;

= Testes de Confirmacdo, para as colonias fluorescentes com cor ndo azul/ndo

verde sera realizada a prova de producdo de amonia, para colénias castanho/

avermelhado sera realizada a prova de pesquisa da oxidase e a prova de pesquisa

de fluorescéncia. Para as colénias com oxidase e fluorescéncia positiva, sera

também feita a prova de producdo de amdnia;

= Interpretacdo dos Resultados, considera-se que existe presenca de

Pseudomonas aeruginosa em todas as colonias com cor azul/ verde, todas as

colonias fluorescentes com cor ndo verde/ azul que produzem amonia e todas as

colonias castanho/ avermelhado que sdo oxidase positiva, produzem

fluorescéncia e amdnia a partir de acetamida, conforme tabela 5.5.
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Tabela 5.5 - Interpretacdo dos resultados na detecdo e quantificacdo de Pseudomonas
aeruginosa.

. . ~ Confirmado
Descricéo da Producéo de ~ A
. o : Producéo de | Fluorescéncia como
coloniaem CN | Amonia a partir de . .,
. Oxidase em King’s Pseudomonas
Agar Acetamida .
aeruginosa
Azul /Verde Né&o testado Né&o testado Né&o testado Sim
Fluorescéncia Positivo Né&o testado Né&o testado Sim
Castanho . . .. .
/Avermelhado Positivo Positivo Positivo Sim
Outros tipos Né&o testado Né&o testado Né&o testado Néo

» Registos, todos os resultados devem ser devidamente registados, conforme
exemplo do Anexo E, incluindo sempre as leituras intermedias (provas de
confirmacdo, repicagens, caracteristicas de colonias, entre outras) para a
apresentacdo do resultado final. As folhas de registo deveréo ser rubricadas pelo

responsavel pela execucao da analise e responsavel pelas leituras;

= Expressao dos resultados, Pesquisa: A pesquisa € dada como “presenca’ sempre
que for detetado e “auséncia” sempre que ndo for detetado, ambas por volume de
amostra. Quantificacdo: As contagens de Pseudomonas aeruginosa s&o

expressas em Unidade Formadoras de Coldnias (UFC) por volume de amostra;

= Diluicdes, Os volumes e as diluicdes das amostras, devem ser escolhidos de
modo a que o numero de colonias a serem contadas no filtro seja entre 20 e 80.
Para aguas tratadas, filtrar 100 mL da amostra. Para aguas poluidas, filtrar
volumes menores, ou diluir a amostra antes da filtracdo. No caso de serem feitas
diluicGes estas tém que ser tidas em conta na expressdo dos resultados

(quantificacao).
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Filtrar a amostra com filtro de
@=45 um de poro e colocar o

filtro em Pseudomonas CN agar
\ 4 Y

Incubar a (362) °C durante (44%4) horas

Contar e registar todas as Contar e registar todas as colénias:

coloénias com cor azul/ o fluorescentes (em U.V.),com cor ndo azul
verde como P. aeruginosa e ndo verde

¢ castanho/ avermelhado

A 4

Repicar para meio nutritivo Plate Count Agar pelo menos 5
colénias

A 4

Incubar a (36%2) °C durante (22+3)
\ 4

Coldnias isoladas? P>

Sim

=
an
o

A

Fazer provas de confirmacéo

A 4 Y

Castanho/ avermelhado Fluorescentes ndo azul/
verde

Prova de pesquisa da oxidase

A

\4

Colocar 2 gotas de reagente
em papel de filtro e espalhar as

colénias

A reagdo é positiva sempre que
aparece cor azul/ lilas em 10
seg.

A 4

A\ 4

Prova de pesquisa de
fluorescéncia

\4

Inocular as colénias para o
meio King B e incubar a
(36%2) °C, durante 5 dias

\ 4

Ver diariamente em luz U.V.
A reagdo € considerada
positva  sempre  que
aparece fluorescéncia em 5
dias

A\ 4

v

Prova de pesquisa de
producdo de amoénia

\4

Inocular as colénias para
o caldo de acetamida e
incubar a (36%2)°C,
durante (22+2)horas

l

Adicionar 1 a 2 gotas de
Reagente de Nessler. A
reagdo positiva (produgéo
de amdnia) é evidente pela
cor amarelo-alaranjado

A 4

Contar e registar todas as
colénias com reag&o positiva
como P. aeruginosa

Para colonias oxidase e fluorescéncia positiva, fazer a prova de produgéo
de aménia. Contar e registar todas as colénias com reagdo positiva a
oxidase, fluorescéncia e produgao de aménia como P. aeruginosa

Figura 5.5 - Fluxograma para pesquisa e quantificagdo de Pseudomonas aeruginosa segundo a ISO 16266.
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5.4.2. Registos

Para a validagdo do método deve garantir-se que todo o material do laboratdrio se
encontra devidamente lavado e esterilizado, bem como o ambiente onde decorrerd a
analise. Deste modo dever-se-a ter-se em atencdo as condicOes relativas ao Controlo
Interno da Qualidade apresentadas no Capitulo 4 deste trabalho.

Além disso, é necessario mostrar evidéncias, ou seja registos, que comprovem:

a) Controlo de qualidade da agua destilada a ser empregue nos meios de cultura e
solugdes, que deve ser de alta qualidade, livre de substancias que possam afetar a
sobrevivéncia e crescimento dos microrganismos (substancias toxicas ou

nutritivas);

b) Manutencéo e calibragdo do potenciometro, usado para acerto de pH dos meios.
A sua calibragdo deve ser feita antes de cada periodo de utilizacdo com duas
solugdes tampdo padrdo, de acordo com o pH do meio de cultura ou solucdo que
estiver a ser preparada (ex: pH= 7,0 e pH= 4,0 ou pH= 10). Determina-se o0 pH
do meio de cultura e regista-se o valor. O meio € rejeitado caso o valor de pH se

encontre fora dos limites especificados;
c) Controlo e manutencéo das estufas de incubacéo, autoclaves e termometros:

i. Incubadoras 22°C, 36°C, 44°C — Deve manter-se a temperatura uniforme na
faixa requerida, respetivamente (36+2°C), (22+2°C) e (44+0,5°C). O
termometro utilizado para o controle da incubadora deve ter a escala
graduada em incrementos de 0,5°C ou menos e estar imerso em agua ou

glicerol;

ii. Autoclaves — Testes de Desempenho e de Esterilidade — A autoclave deve
manter a temperatura de esterilizacdo de 121°C durante o ciclo, o qual ndo
deve exceder 45 minutos para um tempo de esterilizacdo de 15 minutos,
simultaneamente far-se-a o teste de desempenho (deve ser quinzenal) com a
utilizacdo de duas ampolas como indicadores bioldgicos, preenchidas com

0S esporos bacterianos resistentes ao calor, Bacillus stearothermophilus. Se
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apos o periodo de teste ndo houver alteracdo de cor do indicador, significa
que o desempenho do autoclave é positivo e prossegue-se com a operagao;

iii. Termometros — Devem ter escala, sensibilidade e exatiddo adequada ao uso.
Quando possivel, deve dar-se preferéncia a utilizacdo de termometros
digitais, em substituicdo dos de mercurio;

d) O controlo e manutencdo de balancas devem fazer-se mensalmente e para tal

devem seguir-se as instrugcdes do fabricante. A adequacdo das balancas também
deve ser tida em conta: ao pesar 2 g ou menos, utilizar uma balanc¢a analitica com
uma sensibilidade inferior a 1 mg para uma carga de 10 g. Para maiores
quantidades utilizar uma balanca de prato com uma sensibilidade de 0,1 g com
uma carga de 150 g;

Controlo de esterilizagdo nomeadamente da rampa de filtracdo, filtros, aguas de
diluicdo e meios, no minimo, no final de cada série de amostras, utilizando uma
agua reagente estéril como amostra. Para testar a esterilidade dos meios, incubar
uma porcdo representativa de cada lote a uma temperatura adequada durante 24 a
48h e observar se ha crescimento. Alternativamente, passar assepticamente 100
mL ou mais de &gua de diluicdo através de um filtro de membrana e colocar o
filtro em meio de cultura adequado para bactérias heterotroficas. Incubar a 35 +
0,5 ° C por 24 horas e observar se hd crescimento. Se ha indicacdo de

contaminacdo, determinar a causa e rejeitar estes materiais;

Controlo da qualidade dos reagentes usados, nomeadamente para a elaboracéao
dos meios de cultura (caso em que sdo feitos no laboratério) com o registo dos
lotes usados (rastreabilidade), condi¢des de armazenamento e qualidade analitica.
Armazenar 0s meios de cultura em condi¢Ges que impecam qualquer modificacédo
da sua composicdo, isto é ao abrigo da luz e a dissecacao e num frigorifico a (5 +
3)°C, se necessario. E geralmente recomendado 4 semanas de armazenamento
para placas e 6 meses para frascos e tubos. A data de validade para meios
armazenados deve ser estabelecida. Antes de qualquer utilizacdo observar sempre
qualquer alteracdo de cor, sinal de evaporagdo/desidratacdo ou crescimento

microbiano. Lotes de meios que mostram tais mudancas ndo devem ser
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utilizados. Antes de serem utilizados ou antes de mais aquecimento, recomenda-

se que os meios de cultura sejam equilibradas a temperatura ambiente;

g) Controlo de qualidade dos meios de cultura, quer sejam feitos no laboratorio,
quer sejam comprados, que deve incluir ensaios com bactérias de referéncia. Para
todos os meios confecionados, colocar no minimo 10% do lote preparado na
estufa a 35 + 1°C durante 24 horas para o controle de esterilidade. Apds esta
etapa ndo deve haver mudanga de cor nem crescimento de qualquer colénia. Para
o controle de crescimento, sempre que possivel usar estirpes ATCC, estirpes de
referéncias de origem e padrédo definido de provas para a sua caracterizagao. Se
ndo for possivel o uso de estirpes ATCC, usar estirpes 100% positivas para 0S
controles de qualidade de crescimento realizados;

h) Utilizacdo de materiais de referéncia, de acordo com o procedimento estabelecido
pelo fabricante. Os materiais de referéncia séo utilizados nos ensaios de rotina de
acordo com o parametro realizado, sendo repicados para meio nutritivo de modo
a serem utilizados na realizacdo do controlo positivo e/ou negativo de meios

(Tabela 5.6) e reagentes de confirmacéo, com a periodicidade definida;

Tabela 5.6 - Controlo de qualidade positivo e negativo para os meios de cultura.

Controlo de Qualidade Positivo Negativo
Estirne de Referéncia Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli
P ATCC 27853 ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa,
. . crescimento com Escherichia coli,
Meio Seletivo . . L
aparecimento de pigmento inibicdo completa
verde-azulado, fluorescente
x Crescimento com N&o ha crescimento nem
Interpretagdo dos . . .
aparecimento de pigmento, | aparecimento de
Resultados )
esverdeado pigmentos
Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli ATCC
. ATCC 27853 <
Prova Oxidase . 25922 (sem alteracédo da
(desenvolvimento de cor
cor)
roxa)

i) Efetuar ensaios em duplicado, para o calculo do Critério de Precisdo Intermédia
(o qual representa a variagcdo maxima admissivel do laboratério, em condigdes de

reprodutibilidade, e do analista, em condicGes de repetibilidade) e da incerteza (a
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qual caracteriza a dispersdo de valores que podem ser atribuidos a contagem. O
ensaio consiste em efetuar a analise duas vezes mantendo as mesmas condigdes
de execucdo. Por outro lado, para além de duplicados de amostra (realizados pelo
mesmo analista) sdo também realizados duplicados de campo (onde s&o colhidas
2 réplicas da mesma amostra e posteriormente analisadas independentemente
pelo mesmo analista. Se o laboratério realiza menos de 10 ensaios / semana, deve

fazer duplicado das anélises em pelo menos uma amostra cada semana;

J) Realizacdo de ensaios em branco com o objetivo de avaliar as condi¢des em
que as andlises sdo efetuadas. O Branco é realizado com &gua ultra pura,
esterilizada em autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Sempre que o valor do
Ensaio em Branco for diferente de zero € necessario avaliar o impacto nas
amostras. Deste modo, se todas as amostras forem positivas € necessario
repetir 0s ensaios; se existirem amostras sem crescimento aceitam-se 0s

resultados das amostras;

k) Todos os registos em geral devem ser convenientemente arquivados para permitir

a rastreabilidade.

A tabela 5.7 apresenta um breve resumo das principais evidéncias do Controlo Interno
da Qualidade a efetuar num laboratdrio para a pesquisa e quantificacdo de Pseudomonas

aeruginosa.
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Tabela 5.7 - Controlo Interno da Qualidade.

Ac0es a desenvolver

Ensaio Critérios Periodicidade guando os critérios ndo sao
cumpridos

Brancos por serie de 0 Por série de amostras 1. Hg ampstras 0: Ac.eltar_ _

amostra 2. Nao ha amostras 0: Rejeitar

Duplicado de - 1. Aceitar o maior valor

Amostra Precisao 1 por semana 2. ldentificar a causa

Controlo P0_5|t|vo~ Positivo 3 _

Provas confirmacéo - 1. Identificar a causa (Meio,
- Por série de amostras . x

Controlo Negativo Negativo reagentes de confirmagéo,

Provas confirmacéo

Materiais de
referéncia
(M.R))

Positivo/negativo

Semanalmente

MR, temperaturas, etc.)

2. Avaliar a necessidade de
rejeitar amostras

Teste de Esterilidade
— Consumiveis

Sem crescimento e
performance semelhante

Por lote de meio de

comerciais ao lote anterior It Rejeitar
(verificar Verificar certificado do cultura
Certificado de Lote) | fornecedor
Sem crescimento e
Monitorizar a performance semelhante Através de
gualidade da Agua ao lote anterior Rejeitar

Reagente

Verificar certificado do
fornecedor

calendarizacdo anual

Verificar a exatidao

1. Nao utilizar

das Balancas Sensibilidade Mensalmente 2. Identificar a causa e corrigir
Verificar
temperatura: 0 . . -
Incubadora a 36°C gg f gog Em continuo Avaliar a necessidade de rejeitar
Incubadora a 22°C L as amostras

44+0,5°C

Incubadora a 44°C

Verificar Autoclave

E)E:zgsmggnho Sem alj[e_ragé~o de cor Quinzenalmente -

stearothermophillus) (Esp_euﬂcagao do 1. Nao L_Jt_lllzar N
- fabricante) 2. Identificar a causa e corrigir

Esterilidade 191+ 3.9C

(termdémetro de - Em cada utilizacéo

maxima)

Controlo de 1. N&o utilizar

esterilizacdo da
rampa de filtracéo

Germes 37.°C=0

Por série de amostras

2. ldentificar a causa e corrigir
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6 — Considerac0es Finais

A principal concluséo a retirar do trabalho desenvolvido é a de que a implementacéo de
um Sistema de Gestdo da Qualidade ¢ uma mais-valia diferenciadora perante o mercado
de ensaios de analises, de &guas ou outras, sobretudo porque existe legislacdo
comunitaria e nacional que exige a acreditacdo para a realizacdo de determinadas
atividades. Os laboratorios de ensaio e calibracdo que estiverem conformes com a
norma ISO 17025 demonstram assim a sua competéncia para produzir dados e
resultados tecnicamente validos. O Sistema de Gestdo da Qualidade vai permitir
melhorar a imagem do laborat6rio no mercado, responder a um mercado mais exigente,
aumentar a sua credibilidade pela garantia da confidencialidade, trabalhar de forma a
tomar decisbes imparciais, e aumentar a confiangca do cliente aquando da aquisicao de
um ensaio e/ou calibracdo acreditado. A acreditacdo de laboratorios, € assim um
processo fundamental, sendo uma ferramenta decisiva para o reconhecimento oficial das

determinacdes que efetuam.

Concluiu-se também que um laboratdrio para ser credivel deve adotar a acreditacéo e
ndo a certificacdo pela ISO 9001, porque a acreditacdo contem em simultdneo o sistema

da qualidade e confere a respetiva competéncia técnica ao laboratério.

Pretendeu-se com este estudo, apresentar uma metodologia para acreditacdo do método
de pesquisa e quantificacdo de Pseudomonas aeruginosa em aguas de piscinas, pelo
método da membrana filtrante (ISO 16266:2008), de acordo com o0s requisitos da NP
EN ISO /IEC 17025:2005. Do trabalho efetuado ficou patente que os requisitos técnicos
da norma ISO 17025 podem ser obstaculos dificeis de ultrapassar, pelo que a
acreditacdo pode variar muito entre areas e entre métodos. Por outro lado a validacdo de
métodos normalizados implica, para além dos requisitos de qualidade, os registos de

evidéncias do controlo de todo o processo.
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ANEXO A — Registos
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Al - Registo de Calibragdo/Controlo

Logotipo da FICHA DE IQENTIFICACED E REGISTO DE Responsavel:
Empresa CALIBRACAO/CONTROLO
Pagina:
e [ Je [

IDEH'I'IFICH.I;E.O DO EIME

Designagao: Localizagdo: |
MarcaModelo: Data Aquisigio: 1 b |
Fomecedor: Codigo: |
Gamas de Medida: | Gama de Utilizag3o: |

Minima Divisdo (Resolugio): | Critério de Aceitagdo: |

Exactid3o: | Periodicidade de Calibragio: |

Incerteza (Indicada pelo Fabricante):

REGISTO DE CALIBRACAQ/CONTROLO

DATA CERTIFICADO RELATORIO CICO
DECISAD

CALIBRACAD M= T RUBRICA
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A2 — Plano Anual

Logotipo da Figina:} |:
Empresa
PLANO ANUAL DE C/CO/M DE:
Data: ' |
Elaborado:
ANO:
Aprovado:
CODIGODESIGNAG ACRESPONSABILIDADIPERIODICIDADE | OPERAGAD [Jan| Fev| Mar| Abe] Maillun Jul [Ago [Set [Out Mov [Dez

OPERAGOES: Cl-CalibragioIntema Co-Controlo  CE - Calibragio Externa

Especial

ME - Manutengio
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A3 — Relatorio de Calibracao / Controlo Interno

L tipo da . -
Embros RELATORIO DE CALIBRACAO/CONTROLO INTERNO N.°
EME: Diata: 3
Eguipamenio LUilizado:
Padrio de Referéncia:
Calibragio/Controlo N.2:
[ ] Calibragso [ ] Gontrolo
RESULTADOS OBTIDOS
VALORES NOMINAIS VALORES MEDIDOS ERRO CRITERIO DE ACEITACAD
Incertera da Calibragio:
Conclusdes:
0 Executante: 0 Responsavel:
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A4 — Padrodes de Referéncia

Logotipo da
Empresa LISTA DE:

| &
-

PADROES/EIME DE REFERENCIA

EIME

cOmMGo coDiGo COMGO coDIGo cODIGO

98




ANEXO B - Equipamento
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Tabela B1 - Guia para Manutencédo do Equipamento

‘TIFD DE AFARELHO

(@ancubadores,
(b) frigorificos,
(cicongeladores, estufas

Banho de 4 oua

Ceninfuga

Autochve

Cabines de segumnca

Camara de fluszo laminar
Microscdpio

Medidor pH

Balangas / Diluidores
CEVIMELTC 05

Destlador

Desionisador unidade de
03I 05 & Teversa

Jarms de anaerchiose
Dismwibuidores de meio,
equipamentoe vohimeirico,
pipetas e equipamento
geral

Plaqueadores em espiml

Labomatdério

ERE QUISIT 03

Limpare desinfectar as s uperficies
nternas

Esvaziar, limpar, desinfectar e
meencher

a) Revisdo

b) Limpeza e desinfeccio
a)Verificagies visuais de bormacha
(wedacio), impeza fcamam de
denagem

b) Revisio completa

c) Verificagio da seguranga da
cimara de pressio

Fevisido completa e verficacio
mecanica

Revisio e werificagio mecinira
Manutengio completa

Laswar o elécirodo

a) Limpeza
b) Revisio

Lasar e descakificar

Subs tituir cantuxzos | membranas

Limpeza , desinfecgio

Descontaminacio, limpeza e
esterilizaci o conforme apropnade

a) Revisio

b) Descontaminagio, impeza e
esterilizacio

a) Limpare desinfecir as s uperficies
de mabalho

byLimpar o chio, desinfectaresgotos
& hvatoros

c) Outras superficies

(Adaptado de: Guia Relacre, 2006)
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FREQUEN CIA 2 UGERIDA

@ Mensalmente

(byQuando necessddo (por

e, de 3 em 5 meses)

() Quando necessdnio ( por ex,
anualmente)

Mensalmente ou cada seis
meses se forusado um biocida

a) Anualmente
b) Apos cada utlzacio

a) Eegularmente, com o
ecomendado pele Hbricante
b) Anualmente ou como
mcomendado pele Hbricante
c) Anualmente

Anualmente on como
mecomendado pele fibricante
Anualmente on conforme o
mecomendado pele fibricante
Anualmente

Cada unilizagio

a) Cada udlizaci o

b) Anualmene

De acordo com as necessidades
(pore:x. de 3 em 5 meses)

Conforme mecomendado pelo
fabricanie

Cada udlizagéio

Cada udlizagéio

a) Anualmente

b) Cada unlizacie

a) Diariamente & dumnte
udlizagsio

b) Semanalmente

c) De 3 em 3 meses



Tabela B.2 - Guia de Calibracao e Verificacdo de Calibracao

‘TIFD DE AFARELH O

ERE QUIEITD

FRE QUEN CIA SUGERIDA

Temm imetros de mferncia
(termomeiro de sidro)

‘Temnopares de referéncia

Recalibragio completamente
msirediel.

Ponto unico (porexemplo
ponto de fusiio do melo)
Recalibracio completamente
msireduel

Verificacio contm termometre
de eferéncia

De cinco em cinco anos
Anualmente

De trés am tmés anas

Anualmente

‘Teom dmeiros de tmabalho
e
‘Termopares de tabalho

Venfiracio contm termomeiro
de mferéncia no ponte de fusdio
e /ou gama de temperatura de
tmabalho

Anualmente

Balangas

Calibragiio totalmente

msireasel

Anualmente

Pesos de calibmagio

Calibmgio toralmente
mstredsel

De cinco em cinco anos

Pesos) de venficacio

Verxifiracio contm pes os
calibrados ou balanga
mcentemente cahbmada

Anualmente

Crondmeiros

Verifiracio contm simal hordrio
nacional

Anualmente

Matenial de vidro wolumetnic o

Calibmgio gmavimetrica pam a
tolerancia re querida

nualmente

Microscopios

Calibragio ms tredvel da
objectiva micrometnca (onde
apropriado)

Inirialmente

Higrim etros

Calibmgio ms medvel

Anualmente

Cenmrifugas

Calibragéio ms treavel on
werificacio conmra um
tacomeire mdependens,
quando aproprado.

Anualmente

(Adaptado de: Guia Relacre, 2006)
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Tabela B.3 - Guia para Validagao do Equipamento e Verificacdo do

Funcionamento

‘TIFD DE AFARELHO

EREQUIEIT 08

FREQUEN CIAZUGERIDA

E quipamento de
tempertura conirolada
{incubadoms, banhos,
frigonficos, congeladores)

a) Estabelecer a
estabilidade funiformidade da
tem peratura

b) Monitordzar tem peratua

a) Inicialmente, de doi em
dois anoes e depois de
mpamgio /modificagio

b) Diadamente fcada
utilizacio

Estufa de estenbzacio

a) Estabelecer
estabilidade funiformidade da
tem peratum

b) Monitordzar tem peratua

a) Inicialmente de dok em
dois anoes e depoi de
mpamgio /mo dificagio

b) Cada utilizagio

a) Estabelecer caracerizticas
pama cargas tpicas cicles
tpicos

a) Inicialmente de doi em
dois anoes e depois de

Cabines de segumnga

b) Monitedzagio
microbioldmica)

c) Monitonizacio do fhezo de
ar

Autoclave mpamacio /modificacio
b) Monitorizar b) Cada utilizagio
tem peratur ‘temp o
aflEs.tabehcerupu de a) Inicialmente, anualmesnte
funcionamento .
e depois de
mpamcio /modificagio

b) Semanalmente

c)Cada udlzagio

Camar de fliczo laminar

a) Estabelecertipo de
funcionamento

b) Vernficar com placas de
esterilidade

a) Inicialmente e depois de
mpamgio /modificagio
b) Semanalmente

COI UWm. peso

Micros copio Verificagio do alinhamento Diariamente fcada wiilizacio
Verificagi o da calibmgio

Me didor de pH usando pelo menos dois Diariamente fcada utilizacio
tamp des
Verificagi o do zero e keitura Diatiamene fcada wilizagio

Destdlador, desionisador e

a) Verdficagio da

. condutividade a) Semanalmente
m"’m“ﬂ;:” de osm ose b) Verificagio da b) Mensalmente
conaminaci o microbiole gica

Diliidores gmvimetricos

a) Venficagio do peso do
volume distdbuide

b) Venficacio da mzioe de
diluicio

a) Diariamente

b) Diariamente
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Tabela B.3 - Guia para Validagao do Equipamento e Verificacdo do
Funcionamento (Continuacao)

ponta e os pontos de inicio e
fim

) Verificar ¢ volume
dispensado

‘TIFD DE AFARELHO REQUISIT 0% FREQUENCIA 57 GE RIDA
. . . Venfiracio do volume Cada ajustamento ou
Dismibuidores de meio distribuido alteragio
Pivetad fpipetas Venficar a exactidio e a Regm ‘:::: Lo e
petafoms PP precisio do volume disinbuido ca ﬁa na. s E_ 2 -
fre quéncia da ublizacéio)
a) Estabelecer o
funcionaments contm metodos | a) Inicialmente & anualmente
C omvencionais
e el o o el b) Verificara condigde da b) Diariamentecada

utibizacio

c) Mensalmente

Contadores de colontas

Comparar com contagem feita
manualmente

Amualmenie

Jamras de anaerobiose

Venficar com indicador de

anaerohiose

Cada utilizagiio

Ambiente do hbomtono

Monitorizar a contaminagio
microbiologica do are das
superficies usando, pore:x,
amostmadores de an placas
expos tas, placas de contacto
ou zaragatoas

Semanalmente

Cenirifugas

Venficar conbm um

taquimeiro calibmdo

Anualmenie

(Adaptado de: Guia Relacre, 2006)
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ANEXO C - Utilizagao de Culturas de Referéncia
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Estirpes de eferéncia reconhecidas pelo Organismo de acteditagio

1* Subculbaea
IMio pemmitide l
#*
B
Cultuara de stock

gelo seco, azoto liquido, ultracongelada ete.
Termpos e condigdes  especificas  de
armazenazem recomendadas.

|

&

| |

Manter em condigfes especificas

l 1%ubcultiur
Lescongelar J teconstibair

l

&

Culbira de trabalho +
Tempos e condigfes de ammazenagem recomendadas

l

Utiliragio na wotina

Figura C.1 - Preparagdo de “stocks” de trabalho, a custa de culturas de referéncia.
(Adaptado de: Guia Relacre, 2006)

v VerificacOes paralelas do grau de pureza e testes bioquimicos sempre que
apropriado.

v' Todas as partes do processo devem estar integralmente documentadas e devem
ser mantidos os registos detalhados de todas as etapas.
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ANEXO D — Metodologia de acordo com a 1SO 16266:2008
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1 - Identificagéo da Amostra

Em primeiro lugar deve identificar-se a amostra a ser analisada e definir os volumes a serem filtrados, em

funcdo de sua procedéncia, nomeadamente no caso de aguas de piscinas volumes de 100 mL.

2 - Filtragao da Amostra e Incubagéo

a)

b)

9)

Verter cuidadosamente no porta-filtro o volume da amostra a ser examinado, evitando que a agua

respingue sobre as suas bordas superiores, ligar o sistema de vacuo e proceder a filtracao;

Apos a filtracdo, enxaguar o porta-filtro trés vezes, com porcdes de 20-30mL de agua de diluicdo

tamponada estéril, para evitar a retencdo de alguma bactéria nas paredes internas do mesmo;
Desligar a valvula de controle de vacuo do porta-filtro, ao finalizar a operacao;

Evitar a secagem excessiva da membrana filtrante, desligando o vacuo imediatamente ap0s o

término do processo de filtragéo;

Separar a parte superior do porta-filtro e, com uma pin¢a, cujas extremidades foram esterilizadas,

retirar com cuidado a membrana. Acoplar novamente a parte superior do porta-filtro a inferior;

Obedecendo aos cuidados de assepsia, colocar cuidadosamente a membrana, com a superficie
quadriculada voltada para cima, na superficie do meio de cultura contido na placa de Petri,

devidamente identificada com o niimero da amostra e o volume filtrado;

Incubar as placas de Petri a 36+2 °C durante 44+4 horas.

3 - Leitura dos Resultados

(a) Usar microscopio estereoscopico para contar todas as col6nias com cor azul/verde como

Pseudomonas aeruginosa;

(b) Contar todas as coldnias fluorescentes com cor ndo azul e ndo verde e castanho avermelhado

como presumiveis de Pseudomonas aeruginosa, fazendo de seguida provas de confirmacao.

4 - Testes de Confirmacao

Das colonias fluorescentes com cor ndo azul e ndo verde e castanho avermelhado, repicar pelo menos 5

colénias para meio nutritivo Plate Count Agar (PCA), incubar durante 22+2 horas a 36+2°C e a partir

daqui se existirem colonias isoladas, executam-se as provas de confirmacao para:
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a) Colonias Fluorescentes com cor Ndo Azul e Nao Verde. Para as coldnias fluorescentes com cor
ndo azul ou ndo verde, serd necessario realizar a prova de produgdo de amonia, da seguinte

forma:
i. Repicar para o caldo de acetamida pelo menos 5 col6nias (uma em cada tubo);
ii. Incubar a 362 °C durante 22+2 horas;

iii. Adicionar 1 a 2 gotas de Reagente de Nessler. A reacdo positiva (producdo de aménia) é
evidente pela coloracéo, que dependendo da concentracdo pode variar entre amarelo e cor

tijolo.

b) Colbnias Castanho/ Avermelhado. Na presenca de colonias Castanho/Avermelhado, sera
necessario realizar a prova de pesquisa da oxidase e a prova de pesquisa de fluorescéncia em pelo

menos 5 colonias, da seguinte forma:

v' Prova de Pesquisa da Oxidase:

i. Colocar 2 a 3 gotas de Reagente de Oxidase em papel de filtro;

ii. Espalhar as colonias pelo papel. A reacdo é positiva sempre gue aparece uma cor

azul-lilas em 10 segundos.

v" Prova de Pesquisa de Fluorescéncia:

i. Repicar pelo menos 5 coldnias para meio King B;

ii. Incubar os tubos a 36+2°C durante 5 dias e examinar diariamente sob luz U.V. A

reacao é considerada como positiva sempre que aparece fluorescéncia em 5 dias.

Para as colonias com oxidase e fluorescéncia positiva, fazer a prova de producdo de amonia. Contar e

registar todas as colonias com reacdo positiva a oxidase, fluorescéncia e producdo de amoénia como

Pseudomonas aeruginosa.

5 - Interpretacdo dos Resultados

Em funcéo dos resultados obtidos, pode-se considerar que existe presenca de Pseudomonas aeruginosa em

todas as coldnias com cor azul/ verde, todas as coldnias fluorescentes com cor nao verde/ azul que produzem

amonia e todas as colonias castanho/ avermelhado que sdo oxidase positiva, produzem fluorescéncia e

amonia a partir de acetamida.
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6 - Registos

Todos os resultados devem ser devidamente registados numa folha de registo (Anexo E) incluindo sempre as
leituras intermédias (provas de confirmacdo, repicagens, caracteristicas de colonias, entre outras) para a
apresentacdo do resultado final. As folhas de registo deverdo ser rubricadas pelo responsavel pela execucgdo
da analise e responsavel pelas leituras.

7 - Expresséo dos resultados

Pesquisa: A pesquisa é dada como “presenga” sempre que for detetado e “auséncia” sempre que ndo for

detectado, ambas por volume de amostra.

Quantificacdo: As contagens de Pseudomonas aeruginosa sdo expressas em Unidade Formadoras de
Colonias (UFC) por volume de amostra.

8 - Diluicbes

Os volumes e as diluicBes das amostras, devem ser escolhidos de modo a que o nimero de colonias a serem
contadas no filtro da membrana se encontre, se possivel, entre 20 e 80. Para alguns tipos de agua, pode ser
vantajoso realizar uma filtracdo de uma selecéo de diferentes volumes de amostra de modo a que o0 nimero
de colonias em pelo menos um dos filtros da membrana, se enquadre nesta range. Para aguas tratadas, filtrar
100 mL da amostra. Para aguas poluidas ou filtrar volumes menores, ou diluir a amostra com uma solugéo

diluente de recuperacéo antes da filtragéo.
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ANEXO E- Registos Pseudomonas aeruginosa
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Vol

Dil.

N. colonias
em CN
(verde/azul)

Res.

Data/Rub

Tabela E.1 — Folha de Registo de Resultados

N. colonias
tipicas em CN
(castanho/
avermelhado)

Tesie
Oxidase
(+)
(azullilas)

Teste
Fluorescéncia
(+)

Teste de
Amonia
(de amarelo a
tijolo)

Res.

Data/Rub

N. COIONIES tipIcas em
CH
(Fluorescentes nao
verdes e nao azuis)

Teste de Amonia
(de amarelo a tijolo)

Data/Rub

Res. Final

Data’'Rub

Branco

Controlo positive CN
Paeruginosa { __ [ __ )*

Controlo negative CN
E.faecalis(__ /__ )

Controlo negativo Oxidase
E.coli( ! »”

Controlo negativo Fluorescéncia

Ecoli i___iF

Controlo negative Aménia
Ecoli{ /! )

MR (Paeruginosa)

|
-

Contzgem em Duplicado

Amostra Real 1
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Tabela E.1 — Folha de Registo de Resultados (Continuacgao)

Vol. | N.colénias Res. .N.‘ colonias Te_zsie Teste Testg de Res. ol e - Res. Res. Final
tipicas em CN Oxidase - Amonia CN Teste de Amoénia
0 0 o em CN (castanho/ (+) Fluorescencia (de amarelo a (Fluorescentes nao | (de amarelo a tijolo)
N +,
Dil. | (verde/azul) | Data’Rub avermelhado) | (azullilis) (+) tijolo) Data/Rub verdes e nao azuis) Data’'Rub | Data'Rub
Amostra Real 2
CHN
Gelose Simples
streabili Cridase
Rastreabilidad Lote Amosiras
e Fluorescéncia
Amdnia
Reagenta Messler
LEGEMDA: Vol W alume; Dil-Diluigio; Aub-Albrica; Aes -Resultado; MA-Matenal dz referéncig; ID- Colheita; *- Data reconstitiuigao da lenticula ou da repicagem para meio fresco
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