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RESUMO

Nos dias de hoje, grande parte dos alimentos sdo processados e fabricados
industrialmente e a troca de alimentos a nivel global é cada vez maior, aumentando as
probabilidades de contaminagio se ndo forem tomadas as medidas adequadas. De forma
a proteger a saide dos consumidores, existe legislacdo que obriga as empresas a
implementar medidas que garantam a seguranga e a qualidade dos seus produtos. A
realizacdo de andlises microbioldgicas a alimentos, dguas, superficies e manipuladores,
sdo essenciais para verificar o cumprimento da legislagcdo, nomeadamente da eficicia da
implementacdo do HACCP, bem como das boas praticas de higiene e das boas praticas
de fabrico.

A crescente preocupacdo dos consumidores relativamente ao consumo de géneros
alimenticios seguros e sdos evidencia a importancia das andlises laboratoriais. Desta
forma surge a necessidade de confianca nos resultados analiticos dos laboratérios que a
conseguem pela acreditacdo das suas técnicas. A acreditacdo serve para um laboratério
transmitir a0 mercado confianca acrescida, pois este encontra-se organizado segundo
principios e praticas de gestdo e de técnicas mais adequados.

Existem vdrios microrganismos responsaveis por causar doencas de origem alimentar,
entre os quais, bactérias do género Staphylococcus spp. Staphylococcus aureus é uma
bactéria do grupo dos cocos gram-positivos que se encontra presente na flora comensal
do Homem e € comumente responsdvel por vérias infecdes hospitalares e intoxicacdes
alimentares. As infe¢des estdo associadas a presenca da bactéria, sendo esta a causa da
patologia, no entanto, as intoxicacdes alimentares estdo associadas a toxinas (produzidas
por esta bactéria) presentes nos alimentos.

Pela relevancia deste tipo de risco microbioldgico nos alimentos, optou-se assim por
selecionar o método da pesquisa e quantificacdo de Staphylococcus coagulase positiva,
pela ISO 6888-2:1999/Amd.1:2003, aplicavel a géneros alimenticios e alimentos para
animais, tendo como objetivo principal a elaboragdao do processo de acreditacdo da
metodologia analitica de acordo com a NP EN ISO /IEC 17025:2018. Com este trabalho
pretende-se nomeadamente implementar o processo da acreditagdo deste método no

Laboratério LCQA.

Palavras-chave: pesquisa e quantificacio de Staphylococcus, acreditacdo, metodologia
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ABSTRACT

Nowadays, most of the food is processed and manufactured industrially, and global
food trade is growing, increasing the likelihood of food contamination, if appropriate
measures are not considered. In order to protect consumers’ health, companies are
required by law to implement measures that ensure the safety and quality of their
products. Microbiological analyzes of food, water, surface and food handlers are
essential to assess the compliance with legislation requirements, including the

effectiveness of HACCP implementation, best hygiene and manufacturing practices.

The increasing awareness of consumers about food safety issues reinforces the
importance of laboratorial analysis. In this way, the accreditation of a laboratory assures
to the main public that the analytical techniques and results obtained there are
trustworthy. Thus, accreditation is a symbol reliability to clients, since the accredited
laboratory is following the best principles and management practices, as well as, the

more appropriate techniques to the required procedures.

Several microorganisms, such as bacteria of the genus Staphylococcus spp., are
responsible for foodborne diseases. Staphylococcus aureus is a bacterium of the gram-
positive coccus group that is present in the commensal flora of humans but is also
commonly responsible for various hospital infections and food poisoning. Thus, the
presence of these bacteria can cause infections, being the cause of the pathology;
however, food poisoning is associated with toxins (produced by these bacteria) present

in food.

Due to the relevance of this type of microbiological risk in food, it was decided to use
the coagulase-positive Staphylococcus counts method, by ISO 6888-2: 1999 / Amd.1:
2003, appropriate to food and feed, to elaborate the accreditation process of the
analytical methodology according to NP EN ISO / IEC 17025: 2018. This work intends
to implement the process of accreditation of this method at Laboratério de Controlo

Qualidade Alimentar, Lda (LCQA).

Keywords: enumeration of coagulase-positive staphylococci, accreditation,

methodology
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1. ENQUADRAMENTO E OBJETIVOS

A inocuidade dos alimentos e a sua regulamenta¢do sdo hoje motivo de grande preocupacio
nacional e internacional. As doengas de origem alimentar constituem um problema grave pois estao
na origem de custos incomportdveis e de prejuizos econdmicos maci¢os. A WHO estima que as
doencas transmitidas pelos alimentos e pela dgua causem elevada morbilidade e mortalidade. Estas
doencas sdo provocadas por vdrios agentes patogénicos, tais como bactérias, parasitas, virus,
toxinas e residuos quimicos. Segundo a EFSA, as doencas de origem alimentar sdo um grave, e
crescente, problema de Sadde Publica, sendo que na Unido Europeia sdo reportados cerca de
320 000 casos por ano, acreditando-se que este nimero terd tendéncia a aumentar.

Os alimentos sdo, na sua maioria, excelentes meios de cultura para o desenvolvimento de
microrganismos que, dependendo do microrganismo em causa e da multiplicagdo bacteriana, podem
causar deterioracdo do alimento e/ou risco para a Sadde Publica. O desenvolvimento de
microrganismos no alimento vai depender das caracteristicas do préprio produto, ou seja, fatores
intrinsecos (pH, a atividade da 4gua, os nutrientes disponiveis, constituintes antimicrobianos e
estruturas bioldgicas) e fatores extrinsecos (como a temperatura ambiente e a humidade relativa).
Estes fatores sdo importantes uma vez que vao potenciar, ou ndo, o crescimento microbiano, no
produto alimentar (Institute of Food Technologists. 2004; Novais, 2010).

Na tentativa de reduzir o nimero de casos de doencas provocadas pela ingestdo de alimentos
contaminados, t€ém sido implementadas medidas de monitorizacdo dos alimentos, encorajando todos
os sectores ligados ao manuseamento de alimentos a melhorar a higiene e a incorporar sistemas de
seguranca alimentar, como o HACCP.

Os principios e préticas exigidas ao nivel de seguranga alimentar estdo integrados no sistema da
qualidade, mais precisamente no ambito do controlo da qualidade das empresas. E expectdvel que
uma empresa alimentar tenha o sistema de HACCP como parte integrante do seu sistema de gestao
da qualidade, mais ainda porque a sua implementagado facilita o cumprimento das exigéncias legais.
O HACCP € um sistema mundialmente conhecido, caracterizado como tendo uma abordagem
antecipada e preventiva de perigos bioldgicos, quimicos e fisicos, detetando os problemas antes que
ocorram ou no momento em que ocorrem (Al-Kandari, and Jukes, 2011). Segundo Raszl (2001), o
sistema HACCP, baseia-se numa série de etapas inter-relacionadas, inerentes ao processamento
industrial de alimentos, que inclui todas as operacodes, desde a produgdo priméria até ao consumo.
Incidentes relacionados com a Seguranca Alimentar, demonstram que o controlo inadequado ao
longo da cadeia de producao prejudica o consumidor, mas também as organiza¢des envolvidas.
Sendo a contaminacdo dos alimentos por microrganismos patogénicos uma questdo de Saude
Publica, conforme ji4 mencionado, torna-se necessdrio o estabelecimento de processos de

monitorizagdo, frequéncia de amostragem e andlise dos alimentos e da 4gua, em funcao dos perigos



e riscos decorrentes, e de acordo com a legislagcdo em vigor. Nesse sentido, o recurso a programas
sistemdticos de controlo de qualidade microbioldgica, aplicados a manipulagdo, processamento,
transporte, armazenamento e distribui¢do dos alimentos, mostrou ser uma das vias mais eficazes de
controlo e preveng¢do sanitdria. Por outro lado, o conhecimento e o estabelecimento, dos métodos a
utilizar para determinagdo de cada parametro €, atualmente, um requisito indispensével.

Nesse contexto, este trabalho aborda a acreditagdo de metodologias analiticas de acordo com a NP
EN ISO /IEC 17025:2018, nomeadamente analisando a metodologia a implementar para a
acreditacio do método de Quantificagdo de Staphylococcus aureus pela ISO 6888-
2:1999/Amd.1:2003. O trabalho foi desenvolvido no laboratério de andlises fisico-quimicas e
microbiolégicas de dguas e produtos alimentares, Laboratério de Controlo Qualidade Alimentar,
Lda (LCQA), situado em Braganca. Pretende-se com este trabalho contribuir para o processo de
implementacdo da NP EN ISO/IEC 17025 no LCQA, ja que a acreditacdo de ensaios € um fator de
posicionamento de mercado e uma vantagem competitiva. Assim, foram elaborados varios
documentos que demonstram a implementacdo do método de Quantificacdo de Staphylococcus
aureus,, em cumprimento com as caracteristicas de desempenho do mesmo e em conformidade com
os requisitos da NP EN ISO /IEC 17025:2018 .

Esta tese encontra-se organizada em seis capitulos. O primeiro capitulo corresponde a um
enquadramento do estudo realizado e a descri¢do geral da organizagdo da tese escrita. No segundo
capitulo trata-se do tema da certificagdo da qualidade e acreditacdo, tendo como referenciais a
norma ISO 17025, os seus objetivos, vantagens, dificuldades e impacto nas organizagdes. No
terceiro capitulo, a fim de estudar em concreto a acreditacdo e a sua importancia na competéncia de
laboratérios de calibragdo e ensaios, efetua-se uma descricdo dos requisitos gerais para a
acreditacdo e procedeu-se a uma revisao detalhada da norma internacional NP EN ISO /IEC 17025.
No quarto capitulo é dado destaque a caracterizacdo do laboratério LCQA. No quinto capitulo é
apresentado o caso de estudo, pesquisa e quantificacdo de Staphylococcus aureus pela ISO 6888-
2:1999/ Amd.1:2003, bem como se detalha a metodologia de implementacdo e discutidas as
evidéncias necessdrias para a validacdo do método. No ultimo capitulo sdo sintetizadas as principais
conclusdes alcangadas neste estudo e finalmente € apresentada a listagem da bibliografia utilizada

para a realizacdo deste trabalho.



2. CERTIFICACAO E ACREDITACAO
2.1. A Certificacao

"Certificar consiste em demonstrar a conformidade das caracteristicas de um produto, servico ou
sistema face a um documento de referéncia preciso que estabeleca e quantifique os parametros que
devem ser verificados. O processo de certificacdo de uma empresa consiste na concecao, criagao,
implementacdo e certificacdo de um Sistema da Qualidade, conforme a um Modelo de Garantia da
Qualidade adequado" (IAPMEI, 2018).

"A Acreditacdo e a Certificacdo de Sistemas de Gestdo sdo atividades que se diferenciam quer
quanto aos objetivos quer quanto aos respetivos referenciais. A certificacdo (de sistemas de gestao,
de produtos, de pessoas) € uma das atividades de avaliacdo da conformidade (certificacao, inspecao,
ensaio, calibracdo). A acreditacdo é o reconhecimento da competéncia técnica para exercer as
atividades de avaliacdo da conformidade" (IPAC, 2018).

Deve ficar claro que a acreditacdo se diferencia da certificacdo em varios outros aspetos,
nomeadamente nos critérios e metodologias usadas, bem como por haver apenas uma entidade

acreditadora, o IPAC, a qual efetua a regulacdo dos organismos de certificacao.

2.2 A Acreditacao

2.2.1. Importancia da Acreditacao

No que diz respeito aos laboratorios de calibragdo e de ensaios, a disponibilidade do sistema da
qualidade constitui indicagdo necessaria, mas nao suficiente, j& que também ¢é imprescindivel
demonstrar a competéncia técnica do laboratério. Em consonancia com as praticas internacionais,
torna-se indispensdvel mostrar aos clientes e usudrios dos servicos do laboratério 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 certificacao
ISO 9001 do Sistema da Qualidade do laboratério, mas sim a sua acreditagdo pelo referencial ISO
17025, uma vez que esta, além do Sistema da Qualidade, também atesta a competéncia do
laboratério.

Assim, a base para a acreditagdo de métodos de ensaio e/ou de calibragdo de um laboratério € a
norma internacional ISO/IEC 17025, utilizada quer a nivel internacional, quer a nivel nacional.
Dado que a nivel mundial é seguida a mesma norma para a acreditacdo de métodos de ensaio e/ou
calibracdo de laboratdrios, esta uniformidade tem proporcionado que diferentes paises estabelecam
entre si acordos baseados na avaliacdo e aceitacdo mutua dos sistemas de acreditacdo de cada um
deles (Soares, 2010).

Hoje em dia as empresas s@o mais exigentes e um factor selecionador dos servicos prestados por

laboratérios € o facto de este ter métodos de ensaio acreditados. Assim, os laboratérios que
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pretendem estar no mercado e pretendem garantir ao cliente a confianca nos resultados dos ensaios
produzidos, bem como o reconhecimento da sua competéncia, t€ém de ter a capacidade de inovagdo
e de mudanca para responder as necessidades do mercado, ou seja, para além de terem competéncia
técnica t€m de ser capazes de o evidenciar, através do reconhecimento pelo IPAC (Soares, 2010).

Os trabalhos efetuados por um laboratério com métodos de ensaio normalizados e/ou acreditados
pelo Instituto Portugués de Acreditagao (IPAC), segundo a NP EN ISO/IEC 17025, oferecem maior
confianca e tém maior credibilidade (Santos, 2008). A Acreditacdo serve essencialmente para
ganhar e transmitir confianga na execuc¢do de determinadas atividades técnicas, ao confirmar a

existéncia de um nivel de competéncia técnica minimo, reconhecido internacionalmente.

2.2.2. Instituto Portugués de Acreditacao (IPAC)

A atividade de acreditacdo estd sujeita a legislacdo comunitdria que obriga a um funcionamento
harmonizado, verificado através de um sistema de avaliacdo pelos pares. Em consequéncia, cada
Estado-Membro da Unido Europeia designou um tunico organismo nacional de acreditacdo, tendo
em Portugal (Figura 1) essa missdo sido atribuida ao Instituto Portugués de Acreditacdo (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.

Assim, o Instituto Portugués de Acreditacdo, (IPAC) € o organismo nacional de acreditacdo
requerido pelo Regulamento (CE) n.° 765/2008, conforme detalhado na sec¢do Acreditacdo. Os
servicos de acreditagcdo prestados pelo IPAC estdo descritos no Regulamento Geral de Acreditacdo
e Procedimentos conexos, bem como as regras, critérios e metodologias aplicdveis.

-Reg. (CE) 765/2008 sansnnsnnnss, 4

*s

¥

¥
P‘ European
SRR o s
acreditagde  wessss EN ISO/IEC 17011
"‘A Avaliagéo c!a ) g OrQ Avaliggéo da
competéncia técnica Conformidade:
ISO/IEC 17025 Laboratorios
ISO/IEC 17021
EM 45011 Org.Certificagdo
ISO/IEC 17024
ISO/IEC 17020 Org.Inspeccio

Figura 1 - Avaliacao da competéncia técnica (Fonte: IPAC, 2018).

O TPAC é membro da infraestrutura europeia de acreditacdo, a European cooperation for
Accreditation (EA), bem como das estruturas mundiais de acreditacdo, a International Laboratory
Accreditation Cooperation (ILAC) e o International Accreditation Forum (IAF), conforme se
indica na sec¢do Reconhecimento Internacional (http://www.ipac.pt/ipac/recint.asp).

Em termos organicos, o IPAC € dirigido por um Conselho Diretivo e possui uma organizacao

simplificada em que os servicos de apoio, nomeadamente servigos financeiros, de informdtica, de
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recursos humanos e logisticos, sdao subcontratados externamente. 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 Comissao
Consultiva representativa das vdrias partes interessadas na atividade de acreditacdo e que

supervisiona a imparcialidade da sua atuacdo, bem como providencia orientacdo estratégica.
2.2.3. Processo de Acreditacao

De acordo com o IPAC, o processo de acreditagdo € regido por normas internacionais, de modo a
permitir a existéncia de Acordos de Reconhecimento Internacionais e o cumprimento do
Regulamento (CE) 765/2008 (Figura 1). O processo estd descrito em detalhe no Regulamento Geral
de Acreditacao (DRCO001) e comega pela apresentacdo de uma candidatura pela Entidade, devendo
para tal preencher e enviar ao IPAC os formuldrios correspondentes a atividade técnica que
pretende desempenhar. A candidatura é de seguida analisada pelo IPAC para verificar se estd
completa e se pode ser dada sequéncia. Durante a fase de avaliacdo o IPAC nomeia a Equipa
Avaliadora, a qual estuda a documentacdo e procede a avaliacdo, apdés o que € emitido um
Relatorio, identificando as deficiéncias a serem corrigidas para demonstrar o cumprimento das
normas de acreditacdo. A Entidade ird responder, a Equipa Avaliadora estuda e emite um parecer, a
que se segue uma andlise de todo o processo pelo IPAC — se aplicdvel, € solicitado um parecer as
entidades regulamentares. E entio tomada uma decisdo pelo IPAC, que sendo favordvel, ird

desencadear o ciclo anual seguinte (Figura 2).
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Figura 2 - Etapas do processo de Acreditaciao pelo IPAC (Fonte: IPAC, 2018).

2.2.4. Certificado de Acreditacao

A acreditacdo é a evidéncia da competéncia dos laboratérios. Um laboratério com ensaios
acreditados consiste num laboratério que comprovadamente possui 0s recursos humanos,

equipamentos, métodos, instalacdes e procedimentos laboratoriais necessdrios para, “produzir”



resultados que cumprem os requisitos dos clientes e os requisitos de boas préticas aplicaveis. Um
ensaio acreditado corresponde ao topo da hierarquia da Qualidade.
A acreditacdo € evidenciada através de um Certificado de Acreditagdao onde € descrito em pormenor
0 ambito da acreditacdo (que pode ou nao abranger todas as actividades que a entidade exerce).
Cada Certificado de Acreditagdao tem um nimero de registo inequivoco (Xnnnn), que € repetido no
correspondente simbolo de acreditacdo (Figura 3).

As entidades acreditadas podem ser reconhecidas pelo uso do simbolo de Acreditagdo nos
documentos relativos a(s) atividade(s) acreditada(s), conforme a figura 3. A utilizagdo dos simbolos
de Acreditacdo € obrigatdria nos documentos resultantes das atividades acreditadas (como relatorios
e certificados) e facultativa noutros documentos associados a realizacio das mesmas (como
or¢camentos, faturas, brochuras). O certificado tem uma validade de trés anos, sendo, contudo, os

laboratoérios auditados anualmente.
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Figura 3 - Anexo Técnico e Simbolos de Acreditacio (Fonte: IPAC, 2018).

2.2.5. Vantagens da Acreditacao

Ainda que as vantagens associadas a acreditacdo ja tenham sido indiretamente mencionadas,
importa salientar que as vantagens podem ser de ordem organizacional, técnicas, éticas e ainda de

mercado (Almeida e Pires, 2006).

v' Vantagens organizacionais: o sistema de gestdo da qualidade sofre uma constante revisido e

existe uma maior disciplina no trabalho de gestdo, contribuindo para a sustentabilidade da
empresa;

v/ Vantagens técnicas: a acreditacdo exige que um laboratério possua pessoal competente,

instalacdes e equipamento adequado, métodos de ensaio e/ou calibragdo validados e revisoes
constantes dos procedimentos. Desta forma, existe uma maior garantia da qualidade dos

resultados;



v Vantagens éticas: existe uma maior imparcialidade no processo de obteng¢io dos resultados, uma

vez que, 0 modo de trabalho proporciona critérios de decisdo como também existe a garantia de
confidencialidade dos resultados;

v' Vantagens de mercado: relaciona-se com a imagem de qualidade que o laboratério transmite

como também a capacidade de resposta que o laboratério possui a um mercado mais exigente.

2.2.6. Dificuldades da Acreditacao

Contudo, a todo o processo de acreditacdo estdo associadas algumas dificuldades relativas as
exigéncias minimas de implementacdo dos requisitos da NP EN ISO/IEC 17025:2018. A
implementacdo de um sistema da qualidade envolve custos elevados, sendo este factor, o mais
evidente na fase inicial do processo. Estes custos estdo associados a necessidade de pessoal
qualificado, instalacdes adequadas, auditorias, ensaios interlaboratoriais e equipamentos adequados
e calibrados, entre outros.

Outra das dificuldades que surge é a relativa ao excesso de documentagdo produzido. Devido as
exigéncias da norma, o laboratério tende a produzir um volume significativo de documentagao,
podendo dificultar o bom funcionamento do laboratério (Almeida e Pires, 2006). Apesar de, com a
pratica, o volume de documentagdo tender a diminuir, 0 mesmo ndo pode ser evitado, ja que se trata
do mecanismo que por exceléncia permite evidenciar o Sistema da Qualidade.

Ap6s a implementagao da NP EN ISO/IEC 17025:2018 existe uma maior subcarga de trabalho, no
sentido de verificar se as operagdes continuam a satisfazer os requisitos do normativo e se
porventura existir alguma falha é necessdrio garantir que esta serd rapidamente resolvida (Almeida
e Pires, 20006).

As dificuldades sentidas pelos laboratdrios dependem sobretudo do tipo de atividade que é exercida,

isto é, os requisitos técnicos, as infraestruturas, o layout e o equipamento serdo diferentes e

requerem maior ou menor esforco para as diferentes atividades.



3. ACREDITACAO PELA NP EN ISO/IEC 17025

3.1. Introducio a Norma

A ISO/IEC 17025 ¢ uma norma destinada a laboratérios de ensaio e calibragdo que queiram
demonstrar sua competéncia. Publicada pela primeira vez em 1999 e atualizada em 2005 e em 2018,
a ISO/IEC 17025 € utilizada como referéncia para laboratérios de ensaio e calibragdo. O processo
de revisdo que teve inicio em 2015, reuniu profissionais e especialistas de mais de 50 paises e foi
aprovado pela quase totalidade dos membros da ISO (90%) e da IEC (100%).

Entre as principais novidades da nova edicdo, destacam-se (Relacre, 2017; Santos, 2017):

« Uma nova estrutura desenvolvida pelo Committee on Conformity Assessment/ Working
Group 44 (CASCO/WG 44) e compartilhada por todas as normas voluntérias

relacionadas ao processo de avaliacdo de conformidade;

« O uso de novas tecnologias, principalmente para a geracdo de resultados e relatérios

electronicos;

« Recomendagdes para o desenvolvimento de um sistema de gestdo especifico para os

laboratérios, e nao baseado apenas na qualidade;

« Novos requisitos a partir da versao de 2015 da ISO 9001, envolvendo a abordagem de

processos e o conceito de risco;
« Recomendagdes para a emissao de relatérios sobre os resultados da amostragem:;

« Vocabuldrio atualizado, em linha com as atuais préticas laboratoriais.

Os laboratérios podem agora utilizar uma norma de referéncia atualizada, de acordo com as
mudancas na industria, envolvendo tanto as organiza¢des quanto OS recursos € processo que estes
devem implementar. Para os laboratdrios, ¢ uma excelente forma de se destacarem da concorréncia,
para os consumidores, ¢ um sinal de que o trabalho serd conduzido da maneira mais detalhada

possivel, gerando resultados mais transparentes e confidveis.

3.2. Requisitos da NP EN ISO/IEC 17025

As Normas Internacionais com requisitos de qualidade para laboratérios t€tm o mesmo intuito,
garantir que os resultados obtidos nos laboratérios que trabalham segundo as mesmas normas, sao
de elevada qualidade (Wallin, 1996). Para cumprirem com uma norma de qualidade os laboratérios
necessitam, entre outras medidas, de implementar um sistema de qualidade apropriado ao tipo, a
gama e ao volume de trabalho que realizam, de documentar as medidas de qualidade no Manual da

Qualidade do laboratério e os métodos de ensaio utilizados t€ém que estar validados (Wallin, 1996).
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Além disso, o cumprimento dos requisitos da Norma NP EN ISO/IEC 17025 facilita a aceitacdo dos
resultados dos ensaios e calibragdes entre paises, permitindo também a cooperacdo entre
laboratérios e outros organismos, a partilha de informacdo e experiéncia e a harmonizagdo de
normas e procedimentos.

A Norma NP EN ISO/IEC 17025:2018 atualmente estd dividida em cinco seccdes, englobando
os Requisitos de Gestdo, os Requisitos dos Recursos e os Requisitos dos Processos. Assim, para
além do ponto 1 a 3 (1. Objetivo e campo de aplicacdo, 2. Referéncias normativas, 3. Termos e
definicdes) salientam-se os pontos 4. Requisitos gerais, 5. Requisitos de estrutura, 6. Requisitos dos
recursos, 7. Requisitos dos processos e 8. Requisitos do sistema de gestdo. Assim, se o laboratério
cumprir todos os requisitos presentes na Norma também ird satisfazer os requisitos da Norma NP
EN ISO 9001.

Para melhor compreensdo, apresentam-se as principais alteracdes introduzidas na 3* edicdo da
ISO/IEC 17025, face a edi¢do anterior, nomeadamente na tabela 1, onde sdo apresentados os

Requisitos dos Recursos (subsec¢do 6.1 a 6.6).

Tabela 1 - Requisitos dos Recursos e principais alteragdes introduzidas, de acordo com a NP EN
ISO/IEC 17025:2018

Generalidades -

Pessoal *Relacdo entre competéncia e responsabilidades mais explicita
*Eliminadas disposicdes relativas as necessidades de formacao
Instalacdes e eIntroducdo da andlise periddica das medidas de controlo das
condigdes instalacdes (ndo dos resultados, mas das medidas em si)
ambientais
Equipamento  *Conceito de equipamento alargado (materiais de referéncia,
software)
*Foco no acesso ao equipamento € ndo na posse
Rastreabilidade ¢ Aplicacdo a ensaios metroldgicos e funcionais a equipamentos

metroldgica

Produtos e *Fusdo aprovisionamentos e subcontratacdo. Eliminada a

servicos de necessidade de politica

* Introduc@o da necessidade de comunicacdo relativa a varios
elementos.

¢ Eliminado o documento de compra

fornecedores
externos

Subseccao 6.2 — Pessoal

Todo o pessoal do laboratério, interno ou externo, que possa influenciar as atividades de
laboratério, deve agir com imparcialidade, ser competente e trabalhar de acordo com o sistema de

gestdo do laboratério. O laboratério deve documentar os requisitos de competéncia para cada




funcdo, incluindo os requisitos de formagao, qualificagdo, treino, conhecimento técnico, habilidades
e experiéncia. Considera-se que, para garantir a competéncia do pessoal, devem estar definidas num
documento as qualificacdes minimas exigiveis para os diferentes cargos/postos de trabalho/fungdes
do laboratério. Por exemplo, o Responsavel Técnico (RT) deve ter experiéncia profissional
adequada e suficiente na respetiva drea técnica para o desempenho da funcdo e recomenda-se que
possua licenciatura nas dreas de atividade técnica do laboratério (Guia IPAC-17025:2005).

Deve ser assegurado que o pessoal tenha competéncia para realizar as atividades de laboratério
pelas quais € responsdvel e para avaliar a importancia dos desvios. A geréncia do laboratério deve
comunicar ao pessoal os seus deveres, responsabilidades e autoridades.

Nesse contexto, o laboratério deve ter procedimento(s) € manter registos para:

Determinacao dos requisitos de competéncia;
Selecao de pessoal;

Formacao de pessoal;

Supervisao de pessoal;

Autorizacao de pessoal;

YV V V VYV V V

Monitoramento da competéncia de pessoal.

Os métodos de demonstracdo de competéncia deverdo ser proporcionais e apropriados a capacidade
em avaliacio — a demonstracdo de tipos de competéncias distintas (educagdo, qualificagdo,
formacdo, conhecimentos técnicos, pericias, experiéncia), e normalmente exige a aplicacdo de
métodos também distintos. A demonstracdo de pericia e conhecimento técnico pode ser feita através
da realizacdo periddica de testes praticos e/ou tedricos de desempenho, comparagdes
intralaboratoriais com pessoal mais experiente ou qualificado ou participagdo em comparacdes
interlaboratoriais. Recomenda-se que pelo menos anualmente seja demonstrada a pericia e o
conhecimento técnico do pessoal na realizagdo das atividades laboratoriais (ensaios, calibragdes e
amostragem). Também podem ser usados métodos como a andlise de registos (por exemplo
curriculos ou registos de realizacdo da atividade), o retorno de informacdo (e.g. de antigos

empregadores ou clientes), entrevistas e observacdes no local (Guia IPAC-17025:2018).

Subseccao 6.3 — Instalacoes e Condicoes Ambientais

Sempre que o controlo das condi¢cdes ambientais seja necessdrio, o equipamento de medicao
utilizado para o efeito deve ser adequado ao uso, estar calibrado e disponivel. O controlo pode ser
efetuado continuamente ou pontualmente, p.e. aquando da realizag¢do da atividade laboratorial (Guia
IPAC-17025:2018). A boa qualidade bacterioldgica do ar e das superficies € imprescindivel para o

controlo de qualidade nos laboratérios de microbiologia, j4 que pode interferir com os resultados
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analiticos obtidos. Assim, periodicamente a detecdo da contaminacdo microbiana das superficies e

ar ambiente deve ser feita como evidéncia do cumprimento dos requisitos.
Subseccao 6.4 — Equipamento

Os equipamentos utilizados em ensaios e/ou calibra¢des, devem ser calibrados ou verificados, de
modo a demonstrar que cumprem os requisitos especificos do laboratério e as especificacdes
normativas relevantes. Quando sujeitos a calibracdo ou verificacdo, os equipamentos devem ser

etiquetados e a etiqueta deve indicar a data da dltima e da préxima calibracdo ou verificacao.

O referido equipamento deve ser utilizado pelo pessoal do laboratdrio, que deve ter a sua disposicao
instrucdes actualizadas sobre a utilizacdo e manuten¢do do equipamento, bem como ter acesso ao
manual de instru¢des em portugués fornecido pelo fabricante.
Para controlo da operacionalidade do equipamento devem ser definidos:
* programas de calibragdo para as principais grandezas ou valores dos instrumentos, sempre
que estas propriedades tenham impacto significativo sobre o resultado.
* mecanismos para calibrar ou verificar o equipamento antes de ser colocado ao servigo, por

exemplo evidenciado com etiqueta colada no equipamento. (Soares, 2010).

Devem ser mantidos registos de equipamentos que possam influenciar as atividades de laboratdrio,
devendo incluir (Guia IPAC-17025: 2018):
* Nome do equipamento, software e do fabricante, versdao do software, modelo e outras
identifica¢des univocas;
* Evidéncia de verificacdo de que o equipamento estd conforme com os requisitos
especificados;
* Localizacdo atual;
* Datas e resultados de calibragdes, ajustes, critérios de aceitacdo e data prevista da proxima
calibracao ou intervalo de calibracao;
* Documentagcdo de materiais de referéncia, resultados, critérios de aceitagdo, data pertinente
de periodo de validade;
* Plano de manuten¢do e manutengdes realizadas até o momento;

* Detalhes de qualquer dano, mau funcionamento, modificagdo ou reparo do equipamento.
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Para garantir o funcionamento adequado do equipamento, deve estar documentado como efetuar em
seguranga O manuseamento, transporte, armazenamento, utilizacdo e manutencdo previstas do

equipamento de medigao.

Um equipamento € considerado fora do controlo permanente do laboratério quando for cedido
temporariamente para uso por pessoas externas ao laboratério (por exemplo: para investigagdo,
formacao ou partilha com outro departamento da entidade) ou quando for usado um equipamento
externo a que o laboratdrio recorra temporariamente, em situacdes de excecao (por exemplo: avaria
ou acidente).

O laboratério deve definir a metodologia para a utilizacdo de equipamento fora do seu controlo
permanente, nomeadamente quanto a:

* Condig¢des de cedéncia e utilizagdo do equipamento;

* Condig¢des de acesso as instalacdes onde se encontra o equipamento;

* Registo de uso do equipamento nessas condi¢des. (Guia [IPAC-17025).

Um equipamento que esteve fora do seu controlo deve garantir que os seus estados de
funcionamento e calibracdo sejam verificados e demonstrados como satisfatérios antes do

equipamento ser colocado ao servigo.
Subseccio 6.5 — Rastreabilidade metrolégica

O laboratério deve estabelecer e manter a rastreabilidade metrolégica dos seus resultados de
medi¢do, por meio de uma cadeia ininterrupta e documentada de calibracOes, cada uma
contribuindo para a incerteza de medicao, relacionando-os a uma referéncia apropriada.
As calibragdes podem ser efectuadas externamente ao laboratdrio (calibrac@o externa), em entidades
competentes, ou internamente no laboratério (calibragcdo interna).
Os certificados de calibracdo emitidos por laboratdrios externos, que possam demonstrar
competéncia, capacidade de medicdo e rastreabilidade, devem apresentar os resultados da medicao,
incluindo a incerteza de medi¢do e/ou declaracdo de conformidade com uma especificacido
metroldgica identificada.
Para efeitos de calibracdo externa consideram-se como entidades competentes (Guia IPAC-17025:
2018):
* Laboratérios que estejam acreditados pelo IPAC para executar essa calibragdo e que sdo
identificados pela aposic@o do respectivo Simbolo de Acredita¢do nos certificados emitidos;
* Laboratdrios que estejam acreditados para executar essa calibracdo por um dos organismos
de acreditacdo signatdrios do Acordo Multilateral da EA ou ILAC e que sdo identificados

pelo respectivo logotipo de acreditacao;
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* Laboratérios Nacionais de Metrologia (LNM) ou Institutos Designados (ID), de paises cujos
organismos de acreditacdo sejam signatdrios do Acordo Multilateral da EA ou ILAC, ou
LNM/ID que participem nas comparagdes-chave do BIPM ou de organizagdes regionais de
metrologia (por exemplo: EURAMET), ou que sejam membros do respectivo Acordo de

Reconhecimento Mutuo (MRA) do CIPM.

Nio sdo aceites Certificados de Calibra¢do ou outros documentos com o mesmo fim emitidos por
outros organismos, nomeadamente, fabricantes ou empresas (mesmo com certificagdo ISO 9001).
Como situagdes de excecdo, para quando ndo existam capacidades de calibracdo por entidades
competentes (nacionais ou estrangeiras), serdo aceites calibragdes por outras entidades, desde que o
laboratério seja acreditado em dreas de calibragdo afins.

Considera-se que as calibragdes internas devem cumprir requisitos idénticos aos de um laboratério
de calibracdo acreditado. Assim, quando efetuadas pelo préprio laboratério devem estar disponiveis
para serem auditadas no decorrer da avaliagdo ao mesmo, podendo para o efeito o IPAC introduzir
um ou mais elementos adicionais na Equipa Avaliadora.

Ainda a semelhanca dos laboratérios de calibragdo acreditados, devem participar em comparagdes
interlaboratoriais reconhecidas pelo IPAC, nas dreas técnicas sujeitas a calibracdo interna, podendo

igualmente serem realizadas Auditorias de Medi¢ao, quando necessario (Guia IPAC-17025: 2018).
Subseccao 6.6 — Produtos e servicos de fornecedores externos

Recomenda-se que os servigos de ensaio, calibragdao e amostragem, cujos resultados se destinam a
fornecer diretamente ao cliente, sejam contratados a laboratérios acreditados para o efeito. A
avaliacdo de fornecedores pode envolver, por exemplo, a realizacio de auditorias pelo laboratério.
As conclusdes sobre a avaliacdo de fornecedores devem ser feitas por tipo de produtos e tipo de
servicos. Sdo exemplos de critérios de avaliacdo de fornecedores: qualidade dos servigos, qualidade
dos produtos, prazo de entrega, certificacdo ou acreditacdo, consoante aplicavel.

O laboratorio deve avaliar todos os fornecedores relevantes, mesmo no caso de fornecedores Gnicos,
a fim de poder manifestar a sua satisfacdo e medir a evolugdo, e também poder comparar quando

houver mais fornecedores (Guia IPAC-17025:2018).

Na tabela 2 apresentam-se as principais altera¢des introduzidas na ISO/IEC 17025, face a edicao

anterior, no que diz respeito aos Requisitos dos Processos (subseccdo 7.1 a 7.11).
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Tabela 2 - Requisitos dos Processos e principais alteracdes introduzidas, de acordo com a NP EN

ISO/IEC 17025:2018.

Analise de consultas,
propostas e contratos

Selec¢do, verificagcdo e
validacao de métodos

Amostragem
Manuseamento de itens
de ensaio ou calibragdo

Registos técnicos
Avaliacdo de incerteza de
medicao

Assegurar a validade dos
resultados

Apresentacdo dos
resultados

Reclamacdes

Trabalho nao conforme
Controlo de dados e
gestdo da informacdo

Emissdo de declaracdes de conformidade com
base na regra de decisdo definida e acordada em
sede de contrato com o cliente.

Melhor sistematizac¢ao terminoldgica

Contribui¢do da incerteza da amostragem para a
estimativa do célculo da incerteza do método
Atualizagdo dos exemplos de ferramentas de
controlo da qualidade

Obrigatodria participacdo em ensaios de aptidao ou
outras comparagdes interlaboratoriais

Releva politica ILAC

Revisdo de resultados

Informacao fornecida pelo cliente
Incerteza/Incertezas na amostragem

Amostragem na calibragcdo

Regra de decisdo e risco associado

Identificacdo de alteragcdes nas emendas aos
relatdrios

Processo de tratamento disponivel

Elementos a incluir no processo

Independéncia na decisdo, ou revisdo e aprovagao
Notificar encerramento junto do reclamante
Eliminada a necessidade de politica

Fornecedores externos de sistemas de informagao
Avaliacdo de fornecedores externos

Subseccio 7.1 — Analise de consultas, propostas e contratos

Aqui estabelecem-se as regras gerais para andlise das consultas e/ou pedidos de trabalho remetidos

pelo cliente, registo, andlise e emissao de respostas, propostas ou contratos, conforme os casos.

Na andlise da consulta s@o tidos em conta as capacidades do laboratério, adequabilidade dos

métodos a seguir, recursos e pessoal. Deve ser definida uma politica de prazos de resposta e de

precos. O modelo de resposta deve identificar as normas, métodos e/ou procedimentos de ensaio,

local de realizacdo dos ensaios, locais de rececdo dos itens para ensaio, ou recolha da amostra
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quando aplicavel, prazos de resposta, preco, modo de devolucdo dos itens ensaiados € modo de
entrega dos resultados dos ensaios. Convém ter mecanismos que permitam a devolucdo de itens
ensaiados aos clientes (para quando o solicitarem) e estabelecer um prazo méaximo para devolucao
da amostra e informar previamente o cliente sempre que a quantidade ou perecibilidade da amostra
inviabilize a sua devolucdo.

A realizacdo do trabalho concretiza-se apds a celebracdo de um contrato que pode ser, ou nao,
passado a escrito e que formaliza o acordo com base na consulta e na resposta emitida. No contrato
podem ser contemplados aspetos comerciais, legais, de confidencialidade e/ou outros que se
justifiquem no ambito da negociagao.

Os registos devem contemplar todos os aspetos relevantes incluindo prazos de entrega de
resultados, precgos, recurso a fornecedores de servigos de ensaio (ou calibragdo ou amostragem)

externos e responsabilidade pela amostragem (Guia IPAC-17025:2018).

Subseccio 7.2 — Métodos de Ensaio e Calibracao e Validacao de Métodos

O laboratério deve definir os ensaios e/ou calibracdes que pretende incluir no ambito da
acreditacdo, segundo o formato e instrucdes dispostas nos formularios de candidatura do IPAC. Os
ensaios/calibragdes do ambito da acreditacdo do laboratério sdo referidos como ensaios/calibra¢oes
acreditados e os fora do ambito como ensaios/calibracoes ndo acreditados (IPAC, 2010).
Dentro do seu ambito de atividade, o laboratério deve utilizar métodos e procedimentos adequados
para a realizacdo dos ensaios/calibragdes que devem incluir a amostragem, manuseamento,
transporte, armazenamento e preparacdo dos itens a ensaiar/calibrar e, quando adequado, a
determinagdo da estimativa da incerteza da medicdo, bem como técnicas estatisticas para andlise
dos dados de ensaios/calibragdes. Para cumprimento deste requisito o laboratério deve evidenciar
experiéncia pratica na realizacao de ensaios/calibracdes segundo os métodos que pretende acreditar
ou para os quais estd acreditado, a fim de permitir avaliar e comprovar a competéncia e a
familiarizacao com os mesmos. (IPAC, 2010)
Nesse contexto, o laboratodrio deve:

* Ter instrugdes sobre a utilizacdo e funcionamento do equipamento

e Ter instrugdes sobre 0 manuseamento e preparacao dos itens a ensaiar/calibrar

* Manter atualizados e de fécil acesso ao pessoal todas as instru¢gdes, normas, manuais e

dados de referéncia relevantes para o trabalho do laboratério.
e Permitir que ocorram desvios aos métodos de ensaio e/ou calibragdo se estiverem
documentados, tecnicamente justificados, autorizados e aceites pelo cliente.

O laboratério deve utilizar de preferéncia métodos publicados em normas internacionais, regionais
ou nacionais, que satisfacam as necessidades do cliente e que sejam adequados para os

ensaios/calibragdes que realiza. A NP EN ISO/IEC 17025 considera ser necessdrio completar a
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norma de ensaio/calibracdo com pormenores adicionais, que podem estar descritos, por exemplo,
em documentos controlados, anexos a norma de ensaio/calibracdo, ou em procedimentos internos.
Caso o documento normativo seja pouco claro, e permita interpretacdes diferentes, nomeadamente a
aspetos que afetam a qualidade do ensaio/calibracdo, o laboratério deve definir e descrever a sua
interpretacdo (Soares, 2010).

O laboratério deve registar os resultados obtidos, o procedimento utilizado para a validagdo e uma
declaracdo quanto a adequacao do método para a utilizacao pretendida.

A estimativa da incerteza dos resultados € um requisito da NP EN ISO/IEC 17025, devendo o
laboratério identificar todos os componentes da incerteza e fazer uma estimativa que garanta que o
modo de apresentagdo dos resultados ndo dé uma ideia errada da incerteza (Silvério & Barros,
2002).

Validacao de métodos:

O facto de se realizar um ensaio/calibragdo 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.

Recomenda-se que a validacdo de métodos seja adaptada a cada caso, sendo progressivamente mais

exigente e exaustiva para as situacdes sucessivamente indicadas (Guia [IPAC-17025:2018):

1. Método normalizado;

2. Uma modificacdo menor da técnica, do equipamento ou do tipo de produto a ensaiar
relativamente a uma norma (ou documento normativo) existente;

3. Uma modificacdo maior da técnica e/ou equipamento e/ou tipo de produto a ensaiar
relativamente a uma norma (ou documento normativo) existente;

4. Método baseado em técnicas de ensaio/calibracio ou medi¢do conhecidas, cuja
aplicacdo ao ensaio/calibragdo pretendida venha descrita em literatura cientifica, ndo
existindo norma de ensaio/calibragdo correspondente;

5. Método baseado em técnicas de ensaio/calibragao ou medi¢ao conhecidas, mas cuja
aplicagdo ao ensaio/calibracdo pretendida ndo venha descrita na literatura cientifica;

6. Método baseado em técnicas (ou principios) de ensaio/calibracdo ou medicao

inovadoras, nao descritas na literatura cientifica.

Para efetuar a validagao do método pode ser necessario e conveniente realizar alguns (ou todos) dos

estudos abaixo indicados (Guia IPAC-17025:2018):
Avaliac¢ao indireta, por evidéncia das suas caracteristicas:

» estudo da representatividade do método, ou seja, que as caracteristicas determinadas
correspondem ao objetivo do ensaio/calibragdo;
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» estudo dos principios (fundamentos) tedricos do método para evidenciar a base cientifica do
método;

» estudos de interferéncias e fontes de erro para delinear a sua aplicabilidade e dominar a sua
execucdo;

» estudos de otimizacdo das condi¢des operatdrias e/ou robustez do método para permitir uma
otimizac¢@o e harmonizagdo da sua execugao;

» estudo dos parametros caracteristicos do método (por exemplo campo de aplicacdo, exatidao,
repetibilidade, precisdo intermédia, reprodutibilidade, limites de detecdo e quantificagao,
incerteza, etc.), para conhecer a qualidade dos seus resultados.

Avaliacao direta, por comparacao com referéncias aceites:

» compara¢do com métodos normalizados ou de referéncia;
» comparagdo com padrdes ou materiais de referéncia certificados;
» comparacdes interlaboratoriais

As caracteristicas de desempenho dos métodos validados devem ser pertinentes as necessidades dos
clientes e consistentes com os requisitos especificados. O laboratério deve reter os seguintes
registos de validacao:

» especificacdo dos requisitos;

» procedimento de validagao utilizado;

» determinagdo das caracteristicas de desempenho dos métodos;

» resultados obtidos;

» uma declaracdo sobre a validade do método, detalhando a sua adequacgdo ao uso pretendido.
A terminologia a usar pelos laboratérios deve ser coerente com o VIM (Vocabulario Internacional

de Metrologia) (Guia IPAC-17025:2018).

Subseccio 7.3 — Amostragem

N

Interpreta-se que a designacdo de amostragem nao se refere a preparacdo da amostra ou item
recebido para ensaio/calibracdo, mas sim a sua recolha de forma representativa — pode abranger as
actividades de concep¢dao do plano de amostragem, recolha de amostras ou itens (incluindo
preservacdo e conservacgdo, se aplicdvel) e o seu transporte até ao(s) laboratério(s) que efectua(m)
a(s) determinac@o(Oes). Apenas serdo auditados os requisitos associados a esta atividade se ela
estiver especificamente incluida no ambito da acreditagdo (Guia IPAC-17025: 2018). O laboratério
deve ter um plano e um método de amostragem, que aborde os fatores a serem controlados e se
baseie em métodos estatisticos apropriados, a fim de assegurar a validade dos resultados de ensaio e
calibracdo subsequentes. Estes documentos, devem estar disponiveis no local onde a amostragem

for realizada. O método de amostragem deve descrever a selecdo de amostras ou locais, o plano de
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amostragem, a preparagdo e tratamento de amostra(s) de uma substincia, material ou produto para
produzir o item requerido para ensaio ou calibragcdo subsequente.
O laboratério deve reter registos dos dados da amostragem que fazem parte do ensaio ou calibragao

que for realizado, devendo incluir Guia IPAC-17025: 2018):

Referéncia ao método de amostragem e equipamento utilizado;
Dados para identificar e descrever a amostra;
Identificacdo do pessoal que realizou a amostragem, data e hora;

Condi¢des ambientais ou de transporte;

YV V. V VYV V

Desvios, adicdes ou exclusdes do método de amostragem e do plano de amostragem
Subseccio 7.4 — Manuseamento dos Itens a Ensaiar ou Calibrar

O sistema de identificacdo de itens (o termo itens pode ser entendido como produtos, amostras,
materiais a ensaiar ou equipamentos a calibrar, consoante aplicdvel) a ensaiar/calibrar pode ser feito, por
exemplo, através de etiquetas, marcagdo, cédigo do equipamento, referéncia do cliente. Considera-se
implicita a existéncia de um sistema para registo de entrada dos itens a serem ensaiados/calibrados.
Considera-se apropriado fazer subdivisdo de amostras, por exemplo, quando a amostra tem de seguir
para diferentes locais de ensaio/calibragdo simultaneamente, como p.e. quimica e microbiologia

(Guia IPAC-17025, 2018).

O laboratério deve ter um procedimento para o transporte, recepcdo, manuseamento, protegao,
armazenamento, retencdo e descarte ou retorno dos itens de ensaio ou calibragdo, incluindo todas as
providéncias necessdrias para a protecao dos interesses do laboratério e do cliente (Guia IPAC-

17025: 2018).
Subseccio 7.5 — Registos técnicos

Os registos das atividades laboratoriais podem ser feitos, por exemplo, em impressos proprios,
cadernos de operador (ou de ensaio), registos fornecidos pelo equipamento, ou em sistemas de
gestao da informagao computadorizados.

Recomenda-se que, para os registos serem identificiveis com as tarefas, sejam usados impressos
proprios ou efetuados de modo previamente estabelecido. Os registos devem ser inteligiveis, ndao
apenas pelas pessoas que atualmente integram o laboratdrio, mas também por aquelas que o virdo a

integrar no futuro e poderao também ter que os interpretar (Guia IPAC-17025, 2018).

Subseccao 7.6 — Avaliacido da incerteza de medicao

Os ensaios para os quais € obrigatéria a estimativa da incerteza de medicdo, também constam da

lista de ensaios. O procedimento para o cédlculo das incertezas deve estar identificado no MQ.
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O laboratério deve possuir registos da implementacdo da estimativa de incertezas, nomeadamente a
identificacdo das principais componentes a considerar, aceitando-se haver situagdes em que a
quantificagdo rigorosa dessas componentes seja impossivel e, portanto, sejam feitas apenas
estimativas aproximadas. Neste caso, o laboratério deve evidenciar a impossibilidade de
quantificacdo rigorosa das componentes em causa.

Na avaliacdo da incerteza, é aceitdvel considerar a contribuicdo de certas componentes como
desprezaveis e, como tal, ndo serem contabilizadas no balanco final. Para tal, pode usar-se o critério
de se considerar desprezavel a contribuicdo de componentes que no seu todo nio ultrapassem 1/5 do
total de contribui¢des ndo-desprezadas.

Recomenda-se que os pressupostos assumidos sejam periodicamente reavaliados de forma a
confirmar-se (ou ndo) a sua validade.

E igualmente aceite o uso de valores mdximos para certas componentes, com base em estudos

documentados, facilitando a determinagdo da incerteza em situagdes semelhantes.

Dado que nem sempre € possivel uma estimativa rigorosa, pode fazer-se uma estimativa global ou
das principais componentes, com base na experiéncia, dados de validacdo, de comparagdes

interlaboratoriais e de controlo da qualidade (Guia IPAC-17025, 2018).
Subseccao 7.7 — Assegurar a validade dos resultados

A monitorizagdo deve ser planeada, examinada e incluir (Soares, 2010):
* Uso regular de materiais de referéncia certificados e/ou controlo da qualidade interna com
recurso a materiais de referéncia secundarios;
* Participacdo em programa de cooperacgao interlaboratorial ou ensaio de aptidao;
* Ensaios e/ou calibragcdes em replicado, utilizando os mesmos métodos, ou métodos
diferentes;
* Novo ensaio ou calibracdo de itens retidos;

* Correlagdo dos resultados de caracteristicas diferentes de um mesmo item.

A monitorizacdo da validade dos resultados deve ser mais frequente e exaustiva nas dreas em que
ndo exista rastreabilidade metrolégica as unidades do SI como, por exemplo, alguns ensaios
quimicos e bioldgicos.

A participacdo em comparagdes interlaboratoriais nao dispensa a participacdo em ensaios de
aptiddo, dada a politica ILAC sobre a matéria, transposta no DRCO005. Por outro lado, a
indisponibilidade de ensaios de aptiddo ndo dispensa a participagdo noutras comparagdes
interlaboratoriais eventualmente disponiveis. Nestes casos, quando vidvel, o laboratério deve
participar em comparagdes organizadas por terceiros (e.g. para efeitos de desenvolvimento e

caracterizacdo de métodos normalizados ou de validagdao de métodos). Como ultimo recurso, o
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laboratério deve procurar organizar comparacdes com laboratérios acreditados para os mesmos
ambitos. devem ser mantidos registos das pesquisas € iniciativas associadas para as situagdes em

que nao se revele possivel participar em qualquer comparagao (Guia IPAC-17025, 2018)

Subseccao 7.8 — Apresentacio dos Resultados

A apresentacdo dos resultados de cada ensaio e/ou calibracdo realizados pelo laboratério deve ter
uma forma exata, clara, inequivoca e objetiva, de acordo com as instrucdes especificas de cada
método de ensaio e/ou calibragdo.
Normalmente os resultados sdo apresentados em forma de relatério e devem incluir a seguinte
informacao (Soares, 2010):
* Titulo (ex: Relatério de Ensaio ou Certificado de Calibracao);
¢ Nome e morada do laboratorio;
* Local onde os ensaios e/ou calibracdes foram realizados;
* Identificag¢do inequivoca do relatério de ensaio ou certificado de calibracao;
* Identificagdo clara do final do relatorio de ensaio ou certificado de calibragao;
¢ Nome e morada do cliente;
* Identificacdo do método utilizado;
* Descricdo, estado e identifica¢do inequivoca dos itens ensaiados ou calibrados;
* Data da rececao dos itens para ensaio ou calibracao;
* Data da realizac@o do ensaio ou calibragdo;
* Referéncia ao plano e aos procedimentos de amostragem:;
* Os resultados do ensaio ou calibragdo;
* Nomes, fungdes e assinaturas ou identificacdo equivalente das pessoas que autorizam o
relatério de ensaio ou certificado de calibragao.
Os relatorios de ensaios devem contemplar a informacdo descrita € sempre que seja necessario para
a interpretacdo dos resultados de ensaios, devem incluir:
* Data da amostragem;
* Local da amostragem, incluindo quaisquer diagramas, esbocos ou fotografias;
* Pormenores relativos as condicdes ambientais durante a amostragem que possam afectar a
interpretacdo dos resultados do ensaio;
* Qualquer norma ou outra especificacdo relativa ao método ou procedimento de amostragem,
e os desvios, adi¢des ou exclusdes a especificacdo em questao.
Sempre que um laboratdrio apresente um relatério de ensaio acreditado terd obrigatoriamente que
usar a marca de acreditacdo e assinalar os ensaios fora do dmbito da acreditacdo, bem como os

ensaios subcontratados (Soares, 2010).
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Subseccao 7.9 — Reclamacoes

O laboratério deve considerar como reclamacdo todas as manifestagdes de insatisfagdo pelos
servicos prestados, quer sejam orais ou escritas. Considera-se que normalmente é possivel
providenciar retorno ao reclamante exceto quando a reclamagdo seja anénima ou se constate
existirem erros nos elementos de contacto do reclamante. Caso seja necessdrio envolver pessoal
externo no estabelecimento de conclusdes, ou na sua revisao e aprovagdo, o laboratério deve definir

requisitos de competéncia para esse pessoal (Guia IPAC-17025: 2018).
Subseccao 7.10 — Trabalho nao conforme

Considera-se necessdrio notificar o cliente se forem constatados desvios que possam afetar a
validade dos resultados. Nessas circunstancias o trabalho deve ser repetido, se possivel (Guia IPAC-
17025: 2018). Em todo o caso, terd que ser identificada a causa para resolu¢ao da mesma, de forma

a evitar repeticoes.

Subseccao 7.11 — Controlo de dados e gestiao da informacao

Requer validagcao do funcionamento do sistema de informacao, incluindo suas interfaces, antes da
sua implementacdo e apds alteragcdes. Caso utilize sistemas de informa¢do mantidos externamente, o
fornecedor deve atender os requisitos da ISO/IEC 17025 (exemplo, confidencialidade, recuperacao
da informagao etc.). No fundo, a abordagem da gestdo da informacao estd relacionada a gestdo de
dados e informagdes necessdrios para prover as atividades de laboratério, ou seja, presentes em

todos os processos do laboratoério.

Na tabela 3, apresentam-se as principais alteragdes introduzidas na ISO/IEC 17025, face a edicao

anterior, no que diz respeito aos Requisitos de Gestao (subseccao 8.1 a 8.9).

Subseccao 8.1 — Opcoes

O laboratério deve estabelecer, documentar, implementar e manter um sistema de gestdo que seja
capaz de apoiar e demonstrar o atendimento consistente aos requisitos desta Norma e assegurar a
qualidade dos resultados do laboratério. Além de atender aos requisitos das secdes 4 a 7 desta
Norma, o laboratério deve implementar um sistema de gestdo de acordo com a Opcao A ou Opcao

B.

Opcao A - requisitos especificados na ISO/IEC 17025 sobre gestao de documentos, que
inclui controlo de registos, risco e oportunidades de melhoria, auditorias internas e andlise

critica do sistema de gestao.

Opcao B — o laboratério implementa um sistema de gestdo de acordo com a ISO 9001, que

seja capaz de assegurar e demonstrar o atendimento consistente a ISO/IEC 17025.
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A opcdo B permite aos laboratérios que tenham implementado um sistema de gestdo em
conformidade com a ISO 9001 utilizd-lo como suporte para cumprir os requisitos do sistema de
gestdo definidos nas sec¢des 8.2 a 8.9 da norma. No entanto, a op¢do B ndo requer que o sistema de
gestdo do laboratdrio esteja certificado de acordo com a ISO 9001 (Camargo, 2018; Guia IPAC
17025:2018)

Tabela 3 - Requisitos do Sistema de Gestdo e principais alteragdes introduzidas, de acordo com a
NP EN ISO/IEC 17025:2018

* Existéncia de duas opc¢des para implementacdo do SG

* Necessidade de identificar op¢dao A ou B

* Eliminada a necessidade de um manual de gestdo da
qualidade

8.1 Opcgoes

Documentag¢do do

8.2 . ~ * As politicas e objectivos devem incluir pelo menos
sistema de gestdao N . . i
competéncia, imparcialidade e  funcionamento
consistente
Controlo de
8.3 documentos do sistema ¢ Eliminada a necessidade de uma lista de documentos
de gestdo
84 Controlo de registos --
Acdes para abordar . Nece§31dadt? de‘ gonmderar riscos e oportunidades
8.5 ) . associados as actividades do laboratério — planeamento
riscos e oportunidades . ~
e desenvolvimento de acdes
8.6 Melhoria -
5 . * Processo de accdes correctivas carece de interface com
8.7 Acgdes corretivas ) .
o processo de tratamento de riscos e oportunidades
8.8 Auditorias internas * Eliminada a preferéncia por auditores independentes
* Monitorizacdo das mudangas da envolvente interna e
8.9 Revisdo pela gestdo externa relevantes para o laboratério

* Retorno da informagdo do pessoal

Subseccao 8.2 — Documentacio do Sistema de Gestao

Os requisitos especificados na ISO/IEC 17025:2018 encontram-se alinhados ao texto dos requisitos
da ISO 9001:2015, dai a hipétese de sistema de gestdo de acordo com a Op¢ao B. Na documentagao
do Sistema de Gestdo devem estar incluidas as politicas e objetivos do laboratério, bem como o

Compromisso da gestdo com a melhoria da eficdcia.
Subseccao 8.3 — Controlo de documentos do sistema de gestao

Considera-se que os documentos sdo todos os que estabelecam orientacdes relevantes para a
acreditacdo de laboratérios e constituem uma forma comprovada de satisfacdo dos requisitos

relevantes da NP EN ISO/IEC 17025.

22



Compete a cada laboratério manter sob controlo os documentos externos que lhe sejam aplicdveis.
Recomenda-se que a necessidade de revisio de cada documento seja analisada com uma
periodicidade maxima de 4 anos. Os documentos obsoletos podem estar identificados, por exemplo,
através de carimbos, etiquetas, grafismos ou segregacao em diretorias especificas. O prazo de

arquivo de documentos obsoletos deve ser igual ou superior a 5 anos (Guia IPAC-17025: 2018).

Subseccao 8.4 — Controlo dos registos

Os registos evidenciam a conformidade e muitos sdo o suporte para elaboragdo de documentos.
Assim, os registos devem ser controlados e mantidos. Considera-se que os registos de equipamentos
(por exemplo certificados de calibra¢do) devem ser conservados durante a vida ttil do equipamento,
acrescida de dois anos, de modo a ser evidenciada a respetiva conformidade durante o periodo de
atividade. O local de arquivo pode estar localizado dentro ou fora do laboratério, mas deve estar

acessivel durante a realizag¢ao da avaliagdo presencial (Guia IPAC-17025: 2018).

Subseccao 8.5 — Acoes para abordar riscos e oportunidades

O laboratério devera documentar o plano para abordar os riscos e oportunidade que precisam de ser
tratados (Guia IPAC-17025: 2018). No geral, o conceito de risco inclui medidas preventivas e
oportunidades de melhoria. O laboratério € responsdvel por decidir os riscos e oportunidades que
precisam de ser tratados, podendo utilizar, entre outras, ferramentas como a andlise SWOT -

Strengths (Forcas), Weaknesses (Fraquezas), Opportunities (Oportunidades) e Threats (Ameacas).

Subseccao 8.6 — Melhoria

O laboratério deve identificar e selecionar oportunidades para melhoria e implementar quaisquer
acOes necessdrias. Podem ser identificadas por meio da andlise critica dos procedimentos
operacionais, do uso de politicas, objetivos gerais, resultados de auditorias, acdes corretivas, andlise
critica pela geréncia, sugestdes feitas pelo pessoal, avalia¢ao de risco, andlise de dados e resultados
de ensaios de proficiéncia. A melhoria continua pode ser implementada com base em projetos (p.e.
melhorar o desempenho de um método, efetuar atualizacdo de software, diminuir o tempo de
resposta aos clientes) e definindo indicadores mensurdveis € metas a atingir que permitam a
monitorizacdo sistemdtica da evolu¢do do cumprimento dos objetivos do sistema de gestdo.
Recomenda-se que seja feito um acompanhamento programado de avaliagdo da eficdcia da
implementacdo dos projetos de melhoria e que os resultados da avaliacdo sejam divulgados como

forma de motivacao do pessoal envolvido (Guia IPAC-17025: 2018).

Subseccao 8.7 — Acoes corretivas

Aqui estdo englobadas as regras e as responsabilidades inerentes a:
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» Andlise das causas;

» Definicdo e implementacdo de acdes corretivas decorrentes de reclamacdes, trabalhos nao
conformes, auditorias da qualidade, etc.;

» Defini¢do dos meios para implementacdo das agdes corretivas, responsabilidades e prazos;

» Seguimento das acdes corretivas e subsequente fecho;

Os detalhes sobre a implementacao das agdes corretivas, bem como o modelo de impressos para niao
conformidades e agdes corretivas t€m que ser definidos. O laboratério terd que definir em que
condic¢des se justifica a realizacdo de auditoria complementar. Uma auditoria complementar pode
justificar-se, por exemplo, quando uma a¢do corretiva pontual ndo garante, por si s6, a reincidéncia
da ndo conformidade detetada. As causas de nao conformidades poderdo ter um cardcter fortuito ou
sistematico, serem de ordem interna ou externa ao laboratério e poderdao ter qualquer uma das

seguintes origens (Guia Relacre 11, 2006):

* Pessoal e formacao;

* Tecnologia;

¢ Informatica;

* Formacao;

e Gestio;

e Legal;

¢ Cientifica;

e Desconhecida.
As acgodes corretivas devem ser apropriadas aos efeitos das ndo conformidades encontradas. O
laboratério deve reter registos como evidéncias da natureza das ndo conformidades, causa(s) e

quaisquer acdes subsequentes tomadas e dos resultados de qualquer agdo corretiva.
Subseccao 8.8 — Auditorias internas

Aconselha-se que o laboratério dedique particular importancia a esta atividade para detetar e
corrigir ndo conformidades assim como para melhorar continuamente o sistema de gestao.
Recomenda-se que as auditorias internas sejam realizadas no minimo com periodicidade anual,
devendo de existir um planeamento ou cronograma das acdes a realizar. As auditorias internas

podem ser efetuadas por elementos do préprio laboratério ou externos, desde que:

» A iniciativa de desencadear e fechar as auditorias pertenca ao laboratério;
» O laboratério evidencie que a equipa auditora possui competéncia para o Ambito a auditar e
os métodos de realizacdo das atividades laboratoriais envolvidas;

» As auditorias sejam eficazes.
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Os registos de auditoria devem incluir a identificacdo dos requisitos auditados, pessoal envolvido,
documentos e registos analisados bem como as atividades laboratoriais auditadas, incluindo os

respetivos métodos — presenciados, simulado, avaliacdo de registos, etc (Guia IPAC-17025: 2018).

Subseccao 8.9 — Revisoes pela Gestao

Recomenda-se que as revisdes pela gestao tenham uma periodicidade minima anual, e quando assim
ndo acontec¢a, o laboratério deve apresentar razdes vdlidas que o justifiquem (Guia IPAC-17025:
2018). Esta acdo deve ter um planeamento, devem ser analisados os resultados e elaboradas as

conclusdes. As conclusdes relevantes devem ser divulgadas a todo o pessoal do laboratério.

3.3. Sistemas de Gestao da Qualidade no Laboratorio

A qualidade tem vindo a tornar-se num factor determinante da competitividade a medida que a
concorréncia aumenta, com a globalizacdo dos mercados, a evolug¢do técnica e tecnoldgica e as
exigéncias crescentes dos clientes. A gestdo da qualidade cada vez mais se afirma como
componente central das estratégias de desenvolvimento organizacional e como forma de defesa
perante a incerteza e a complexidade da envolvente competitiva, que as empresas t€ém que operar
(Pires, 2012). Atualmente, o cliente € mais exigente em termos de qualidade dos produtos ou
servigos exigidos, criando uma necessidade de melhoria constante pelas empresas (Rio-Rama, et al.,
2015).

Um Sistema de Gestdo da Qualidade (SGQ) €, um conjunto de medidas organizacionais aptas a
transmitir a confianca de que um determinado nivel de qualidade estd a ser alcangado, de
preferéncia com o minimo custo. Este sistema é capaz de alcangar e otimizar objetivos, assegurando
de forma sistemdtica a atribuicdo de recursos e responsabilidades, para que a organizacio, no que
respeita a qualidade, cresca vidvel, efetiva e competitiva (Pires, 2012). A implementacdo de um
SGQ permite que cada membro de uma empresa saiba o que fazer e o que se espera do seu trabalho,
como fazer o seu trabalho, como e quando realizar as suas tarefas, o que permite que cumpra com as
especificagdes técnicas que se esperam desde o inicio (Rio-Rama, et al., 2015). A
consciencializacdo das organizacdes de que a implementacdo de um Sistema de Gestdo da
Qualidade traz beneficios a organizacdo e que a satisfacdo dos clientes estd sempre em primeiro
lugar, sdo determinantes para o sucesso da organizacdo (Khodabocus, 2011). Nesse contexto, um
SGQ documentado é um pré-requisito para a obtencdo da acreditagdo. De facto, muitos laboratérios
que pretendem a acreditacdo, come¢am por implementar um SGQ, como a ISO 9001, cumprindo
com os Requisitos de Sistema de Gestao especificados na ISO/IEC 17025:2018 (hip6tese de sistema

de gestdo de acordo com a Op¢do B).
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4. CARACTERIZACAO DO LABORATORIO

Esta tese de mestrado foi desenvolvida no Laboratério de Controlo Qualidade Alimentar, Lda
(LCQA). O laboratério de controlo e qualidade alimentar, sito em Braganca, foi construido em
1997, com o objetivo de efetuar o controlo analitico, nomeadamente de &dguas e produtos
alimentares. Com os meios tecnoldgicos ja instalados, com os investimentos realizados e com a
continua formacdo e especializacdo dos seus técnicos, o LCQA tem vindo a apostar no
desenvolvimento e melhoramento tecnoldgico dos seus processos e garantia do controlo de
qualidade, bem como no alargamento dos servigos disponibilizados.

Um dos objectivos no imediato do LCQA, € entdo evoluir para um laboratério de referéncia, tendo
como missdo o desenvolvimento de metodologias analiticas que possam complementar a oferta na
area das andlises microbioldgicas das dguas de consumo, géneros alimenticios e de esfregacos de
superficie, com elevado rigor e critérios de qualidade que permitam o seu devido reconhecimento.
Nesse sentido, 0 LCQA implementou de raiz um novo laboratério, que atende aos requisitos legais
e aos requisitos especificos da ISO/IEC 17025:2018.

Para a construcao do novo laboratério do LCQA (Figura 4), o layout das instalacdes foi projetado
de modo a evitar o risco de contaminacdo cruzada, de acordo com o principio de "marcha em
frente", bem como os materiais usados, quer no chdo, paredes, tetos e bancadas reduzindo o risco de
contaminacao.

Em termos de drea, esta foi projectada no sentido de ser compativel com o volume de andlises a
tratar e a organizacao geral interna do laboratdrio, seguidas em baixo algumas especificacdes sobre
0 espago em causa:

o As paredes, tectos e piso sao feitos de material resistente e de facil limpeza e desinfecc¢ao;

o O piso € antiderrapante, impermedvel, e resistente a corrosdo e aos agentes de limpeza e
desinfecdo, apresentando os cantos arredondados;

o O sistema de ventilagcdo de ar para o interior do laboratério € introduzido através de um
sistema de filtro absoluto, tipo HEPA (alta eficiéncia de filtracdo), e que permite a
manutenc¢do da temperatura do ar entre os 18 a 27 °C;

o Possui um sistema de extraccdo adequado para evitar a propagacao de cheiros;

o O ambiente do laboratério é protegido contra os efeitos nocivos da radiagdo solar através da
aplicagdo de uma pelicula protectora colocada nos vidros;

« E sustentado por energia eléctrica, gds canalizado, iluminacio adequada em cada divisdo do
laboratorio;

e As bancadas de laboratério e mobilidrio sdo fabricados em material liso, e impermedvel, de
facil limpeza e desinfeccao;

o Presenca de lavatério de maos perto da porta na sala de microbiologia, com torneira

acionada com pedal;
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« Existéncia de sistemas de segurancga para a cobertura de incéndio, detector de mondxido de
carbono, detector de gds, emergéncia eléctrica, e disposi¢do de instalagcdes de primeiros
SOCOITOS;

« Dispde ainda, de um lava-olhos que deverd ser utilizado, caso haja necessidade de lavagem

dos olhos do operador em virtude de uma contaminacdo quimica ou bioldgica, e de chuveiro

que deverd ser utilizado caso a contaminacao do proprio operador seja extensa.

Figura 5 — Zona de Preplaragﬁo de Meios de Cultura
T, g '

Figura 6 - Parte da Sala de Microbiologia

Figura 8 - Zona das Confirmacoes e Repicagens Figura 9 - Sala de Lavagem de material, Esterilizacao
e Descontaminacio
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O laboratério LCQA foi projetado numa 4drea total de 200 m

2, constituida por espagos e salas

devidamente separadas de acordo com as atividades que se podem exercer, nomeadamente:

Sala de Rececio e Registo de Amostras: drea onde as amostras sdo recebidas e registadas, com

um cddigo de referéncia interno.

Zona de Armazenamento das Amostras: locais onde as amostras sdo armazenadas, ja com o

codigo.

Area de Microbiologia:

Zona de Preparacio de Meios de Cultura: area onde os meios de cultura sdo preparados. Esta
area é dotada de placas de aquecimento, purificador de 4dgua tipo 2, exaustor, bico de Bunsen,

balanca analitica e potenciometro (Figura 5).

Zona de Preparacao das Amostras: local onde as amostras que necessitam de preparacao, sao

pesadas/quantificadas e diluidas, com solvente préprio, em rigorosas condicdes de assepsia.

Zona de Analises das Aguas de Consumo: drea destinada as andlises das dguas de consumo e
onde estd a rampa de filtracao (Figura 6). Antes de serem realizados os procedimentos, sao
feitas as marcacdes necessdrias (nimero de amostra, diluicio e meio) conforme as indicac¢des

das normas de trabalho (boletim de analise).

Zona de Analises de Alimentos: drea destinada as anélises de alimentos, dotada de cAmara de
fluxo laminar com janela frontal em vidro deslizante, de funcionamento eléctrico, sistemas de
controlo e de status/alarmes por microprocessador em écrans separados, € com lampada de

esterilizacdo UV. Possui também um Stomacher, bico de Bunsen e um vortex (Figura 6).

Zona de Incubacao: drea onde de encontram as vdrias estufas a diferentes temperaturas, para
incubagdo dos meios inoculados (Figura 7). O tempo e a temperatura de incubac¢do dependem
do microrganismo/ meio de cultura, o que se encontra estabelecido em normas e procedimentos

internos.

Zona de Contagem e Repicagens: depois da incubagdo, sdo analisados os resultados,
nomeadamente procedendo a contagem das colénias das placas de Petri, sendo estes registados
(Figura 8). Existem amostras que necessitam de ser repicadas para meios seletivos, outras

necessitam de testes de confirmacao.

Sala de Lavagem e preparacao de Material:

Zona de Lavagem de Material: drea onde todo o material utilizado no laboratério de

microbiologia é lavado (Figura 9).
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* Zona de Descontaminacao: drea onde se encontra uma autoclave que faz a descontaminagdo

das amostras contaminadas e do material que entra em contacto com estas.

« Zona de Esterilizacao: drea onde se encontra uma autoclave que faz a esterilizacdo de meios de

cultura e todo o material limpo necessério.

O mercado cada vez mais recorre a empresas com ensaios acreditados para obter um servigo que
seja realizado de forma integra, competente, objetiva e eficiente. O LCQA estd em fase de
implementacdo da NP EN ISO/IEC 17025, j4 que a acreditacdo de ensaios é um fator de
posicionamento de mercado € uma vantagem competitiva, com o intuito de:

v’ ser capaz de responder a um mercado mais exigente;

v/ aumentar a sua credibilidade pela garantia da confidencialidade e da capacidade de

trabalhar,
v’ dar garantias ao cliente de que os ensaios sdo realizados com pessoal competente, que dispoe

de equipamento adequado, e que os métodos de ensaios sdo crediveis;

v aumentar a confianca do cliente aquando da aquisi¢do de um ensaio acreditado.

De facto, o LCQA j4 apresenta um Sistema de Gestdo da Qualidade de acordo com as normas de
referéncia ISO 9001:2015 e ISO/IEC 17025:2018.

Em cumprimento com a Politica de Qualidade adotada, o LCQA, tem participado anualmente em
ensaios interlaboratoriais organizados em Portugal pelo Instituto Nacional de Satdde Dr. Ricardo
Jorge e a nivel europeu pelo Health Protection Agency, para controlo da qualidade dos ensaios de
microbiologia que efetua a dguas e alimentos.

Além disso, o LCQA foi admitido como associado, desde 2007, na RELACRE (Associa¢do de
Laboratorios Acreditados de Portugal), com o n° ADC. 322, o que permite uma atualizacdo
constante dos requisitos exigidos, bem como acesso a acdes de formacgdo especificas de forma a
atualizar os conhecimentos de competéncia técnica dos funciondrios.

Assim, com este trabalho pretende-se contribuir para a documentagdo necessaria no ambito da
acreditacdo, nomeadamente implementando os requisitos técnico-cientificos necessdrios ao

processo da acreditacdo deste método no Laboratério LCQA.

29



5. CASO DE ESTUDO

5.1. Staphylococcus coagulase-positivo: Staphylococcus aureus

Existem potenciais fontes de contaminacdo para os alimentos, como p.ex. os utensilios mal
higienizados ou o préprio manipulador dos alimentos (através das maos, boca, pele, etc.) devido as
préticas de higiene pessoal incorretas. Segundo a WHO (2017), “a contaminagdo dos alimentos
pode ocorrer em qualquer fase do processo desde a producdo até ao consumo — desde o prado ao
prato — e pode resultar de contaminagcdo ambiental, incluindo polui¢do da dgua, solo ou ar”.
Assim, a preparacdo inadequada dos alimentos pode dar origem a doengas de origem alimentar,
nomeadamente, infecOes ou intoxicacdes alimentares, que pde em risco a saide do consumidor,
tornando-se um problema grave de Satide Publica a nivel global.

Existem varios microrganismos responsaveis por causar doencas de origem alimentar, entre os
quais, bactérias do género Staphylococcus - Staphylococcal food poisoning — que por defini¢do,
consiste numa intoxicagdo causada pelo consumo de alimentos com quantidades significativas de
enterotoxinas que despoletam a doenca (Fusco et al., 2018). As enterotoxinas sdo produzidas pelo
microrganismo, quando este estd presente no alimento e em condi¢cdes propicias ao crescimento
bacteriano. Os alimentos mais frequentemente associados a esta patologia sao as carnes, ovos, leite
e produtos de pastelaria (Stewart, 2017).

As bactérias do género Staphylococcus pertencem a familia Staphylococcaceae sendo conhecidas,
até ao momento, 49 espécies (Gherardi et al, 2018; Hetem et al., 2017). S0 cocos gram-positivos,
nao moveis, aerobios ou anaerdbios facultativos, com um diametro de cerca de 0,5 a 1,5 um e
podem aparecer na forma de células individualizadas ou agrupar-se em cachos. A presenca ou
auséncia de catalase, enzima que degrada o peréxido de hidrogénio em dgua e oxigénio, permite
distinguir este género de outros, como Streptococcus e Enterococcus, sendo o género
Staphylococcus, catalase positivo. A prova da coagulase permite dividir o género em dois grupos:
coagulase-negativo e coagulase-positivo, sendo a maioria coagulase-negativo (Morente, 2016;
Toltzis, 2018).

Staphylococci estd amplamente distribuido na natureza, estando presente na flora comensal da pele
e mucosas de animais e humanos, no ambiente e em alimentos. Os alimentos que sdo
consideravelmente manipulados na sua confecdo e conservados a temperaturas nao adequadas, sao
suscetiveis a serem contaminados com este género bacteriano, levando a doencas de origem
alimentar. Em Portugal, a intoxicacdo por este agente patogénico € das mais frequentes, devido a
falta de higiene associada aos manipuladores dos alimentos (Novais, 2010). As intoxicacdes
alimentares estdo associadas a toxinas (produzidas por esta bactéria) presentes nos alimentos. As
intoxicacOes alimentares causadas por S. aureus, ao contrdrio de outras bactérias, sdo devido a

contamina¢do do alimento pelo Homem, portador da bactéria, muitas vezes, assintomdtico (Haaber
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et al., 2017; Miao et al., 2017). Esta bactéria € suscetivel a altas temperaturas, a desinfetantes e
solucdes antissépticas, no entanto, conseguem sobreviver em superficies secas durante longo
periodo de tempo. Podem ser transmitidas através de contato fisico direto ou contato com objetos
contaminados e manifestam-se, principalmente, em pessoas imunocomprometidas. As toxinas
extracelulares produzidas sdo termorresistentes, pelo que a confecdo dos alimentos utilizando o
calor, ndo torna os alimentos seguros para consumo (Haaber et al., 2017; Miao et al., 2017).

Pela pertinéncia deste tipo de risco microbiolégico nos alimentos, optou-se assim por selecionar o
método da Contagem de Staphylococcus coagulase positiva, ISO 6888-2:1999/ Amd.1:2003,

aplicdvel a Géneros alimenticios e alimentos para animais.

5.2. Principio do Método de Ensaio

5.2.1 Preparacao da amostra

A preparacdo da amostra para andlise microbioldgica constitui o processo pelo qual a amostra é
tornada apta para quantificagdo dos microrganismos nela existentes (por unidade de volume ou de
massa). A preparacao da amostra para anélise deve efetuar-se com todos os cuidados de assepsia, de
forma a evitar qualquer contaminacao e a permitir uma distribui¢io homogénea dos microrganismos
nela presentes. A técnica de preparacdo da amostra depende do respetivo estado fisico e no caso em
concreto foram considerados alimentos sélidos, j4 que sdo estes que maioritariamente chegam ao
LCQA para andlise. Assim, para efeitos do presente trabalho a preparacdo da amostra é efetuada
segundo a NP 2079:1989. Em sintese, pesam-se 25 g de amostra e adicionam-se 225 mL de Agua
Peptonada Tamponada (BPW), de acordo com a norma ISO 6887-1:2017, e procede-se & sua
homogeneiza¢do no Stomacher. A partir da solu¢cdo mae realizam-se diluicdes. Para a andlise do

parametro requerido serd usada a suspensao mae e as diluicoes.

5.2.2 Quantificacao de Staphylococcus aureus pela ISO 6888-2:1999/ Amd.1:2003

A norma ISO 6888-2:1999 ¢ utilizada para a enumeracdo de estafilococos coagulase positiva
(Staphylococcus aureus) através da utilizacao do meio BPA (Baird Parker Agar) com RPF (Rabbit

Plasma Fibrinogen) e com adi¢do da gema de ovo que contém compostos na sua constituicdo que
inibem a flora acompanhante, permitindo o isolamento de Staphylococcus aureus em placa. No caso
de serem detetadas coldnias caracteristicas deve proceder-se a sua confirmacao através do teste da

catalase.
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5.2.3. Procedimento do ensaio

O procedimento implementado no LCQA, referente a analise de Staphylococcus aureus, esta de
acordo com a norma ISO 6888-2:1999/ Amd.1:2003 e obedece ao esquema apresentado na figura 4

e Anexo A.l.

Identificar a amostra e
retirar 25g para anélise.
Adicionar 225 mL de BPW
e levar ao Stomacher.

Pipetar 0,1 mL da amostra da Espalhar com o espalhador Deixar secar a temperatura
solugdo mae para uma placa com cuidadosamente o0  mais do laboratério durante 15
BPA ou pipetar 1 mL da amostra rdpido possivel, sem tocar min.

com a diluicao 1/100 para trés placas nas laterais da placa.

Jé com o meio BPA.

Inverter as placas preparadas e Marcar no fundo das Retirar um inéculo com uma anca estéril e
incubd-las durante 2442h a placas as posicdoes de transferir para um tubo com BHI (caldo de
48+2h horas a temperatura de quaisquer coldnias tipicas infusdo cérebro-coracdo) e incubar a 37°C
37°C. presentes. por 24h+2h.

Passado as 24h+2h, adicionar

assepticamente 0,1 mL do tubo com BHI a
0,3 mL de plasma de coelho tratado com
EDTA em tubos estéreis e incubar a 37°C
em banho-maria com o tubo inclinado.

Examinar a coagulacio do plasma ap6ds 4h
a 6h.

Considerar o teste da coagulase como
positivo se o volume de codgulo ocupar
mais da metade do volume original do
liquido.

Figura 10 - Esquema representativo da metodologia de ensaio de pesquisa e quantificacdo de

Staphylococcus aureus pela ISO 6888-2:1999/Amd.1:2003
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De forma a cumprir com os requisitos de rastreabilidade, a amostra € identificada de modo a evitar
trocas, devendo todo o material de andlise duma amostra ser marcado com o nimero de registo da
amostra, a temperatura de incubagdo, o meio de cultura utilizado e a data de realizacdo. Quando
relevante deve ainda incluir a identificac@o do técnico.

Todos os resultados devem ser devidamente registados, incluindo sempre as leituras intermédias
(provas de confirmacdo, repicagens, caracteristicas de coldnias, entre outras) para a apresentacao do
resultado final.

As folhas de registo devem ser rubricadas pelo responsavel pela realizacdo da andlise e responsavel

pelas leituras.

5.3. Valida¢ao do método analitico

A acreditacdo nao € mais do que a validacdio 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). Para um controlo efetivo dos resultados
e para a garantia da interpretacdo e confiabilidade dos mesmos, o método analitico € sujeito a uma
série de etapas de avaliagdo, que garantem a sua valida¢do. Segundo a norma ISO/IEC 17025 a
validacdo de um método analitico consiste na comprovacdo, através de evidéncias objetivas, de que
0 método cumpriu os requisitos para uma aplicacdo ou uso especifico pretendido (IPAC, 2012). O
objetivo fundamental da validacdo € confirmar que as carateristicas do método satisfazem as
especificacdes exigidas para os resultados analiticos, bem como estabelecer limites de controlo a
aplicar no trabalho de rotina (Coelho, 2010). Assim, é essencial que o método de validacdo se
encontre descrito num procedimento laboratorial e que a determinagao dos parametros de validacao
seja efetuada em equipamentos e instrumentos dentro das especificagdes, devidamente calibrados.
Para além disso, os analistas devem ser adequadamente treinados e qualificados (ISO/IEC
17025:2005; EMA, 2011).

Em andlises quantitativas parametros, tais como, gama de trabalho e linearidade da curva de
calibracdo, limiares analiticos, sensibilidade, precisdao e exatiddo sao importantes. No entanto, em
andlises qualitativas, os aspetos mais relevantes sdo o limite de detecdo, a
seletividade/especificidade e a robustez (Eurachem, 2014).

Geralmente os ensaios microbioldgicos carecem de calculo rigoroso e estatisticamente valido da
Incerteza da Medicao (IM). Assim, a IM deve ser calculada por abordagem global com base no

desempenho, sendo que os principais fatores de incerteza sao:
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Equipamentos /Manutengdo e calibragdo do equipamento
Meios /Preparacdo e armazenagem correta de meios, controlo

Reagentes / Armazenagem correta e controlo

YV V V VY

Operador /Treino e qualificacdo do pessoal

» Tempo
A necessidade de evidenciar o controlo de qualidade para cada um destes fatores, implica
genericamente apresentar um plano de manutencao e calibragdao do equipamento, procedimento para
a preparacdo e armazenagem correta de meios e seu controlo, procedimento de armazenagem e
controlo dos diferentes reagentes, o treino e qualificacdo adequada do pessoal e o desempenho do
operador na execucdo do ensaio. Nesse contexto serd dado maior enfase a alguns destes

documentos.
5.3.1. Metodologia Para Validacao do Método de Ensaio

O laboratério deve estabelecer, documentar, implementar e manter um sistema de gestdo que
evidencie que os requisitos da NP EN ISO/IEC 17025:2018 sdo atendidos. Nesse sentido foi
elaborado um procedimento que visa estabelecer diretrizes para a elaboracdo e controlo de
documentos e registos do sistema de gestdo da qualidade do LCQA. Este procedimento aplica-se a
todos os documentos e registos relevantes para o Sistema de Gestdo da Qualidade do LCQA. Da
estrutura dos documentos salientam-se os Procedimentos da Qualidade (PQ) — abordam aspetos
relativos ao cumprimento de requisitos das normas de qualidade (ex: Elaboracdo e controlo de
documentos); Procedimentos Operacionais Padrao (POP) e Instru¢des de Trabalho (IT) —
contemplam as atividades técnicas do LCQA com o objetivo de padronizar a execucdo de
determinadas tarefas. Para a validacio do método da Contagem de Staphylococcus coagulase
positiva, de acordo com a ISO 6888-2:1999/ Amd.1:2003, aplicdvel a Géneros alimenticios e
alimentos para animais, foram elaborados e implementados vdrios desses documentos que
demonstram a sua implementacdo, em cumprimento com as caracteristicas de desempenho do
mesmo e que suportam a validacdo do método ISO 6888-2:1999/ Amd.1:2003, em cumprimento
com os requisitos da NP EN ISO/IEC 17025.

Para obter a acreditacdo os laboratérios devem cumprir com os requisitos presentes na ISO 17025,
no entanto existem orientacdes especificas para os ensaios microbioldgicos. Considera-se que a
andlise microbioldgica inclui ensaios de esterilidade, detecdo, isolamento, contagem e identificacao
de microrganismos (virus, bactérias, fungos e protozodrios) e seus metabolitos em diferentes
materiais e produtos, ou qualquer tipo de ensaio que utilize os microrganismos, como uma parte de
um sistema de dete¢do assim como a utilizacdo de microrganismos para estudos ecoldgicos (Guia

Relacre n.° 6, 2007).
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Assim, para um laboratério acreditar um método microbioldgico, de acordo com a Norma NP EN
ISO/IEC 17025, tem que levar a cabo vdrias etapas e cumprir com varios requisitos, que, muitas da

vezes, sao comuns a diferentes métodos microbiolégicos, nomeadamente:

v" T1 - O planeamento e a execucio da implementacdo que inclui entre outros a elabora¢io
duma instru¢do de trabalho para execu¢do do método, de acordo com o método selecionado,
conforme exemplo no Anexo A.1. Aqui sdo definidas as responsabilidades de implementacao do
procedimento, as etapas para a enumeragao e confirmacdo dos microrganismos, bem como o0s
registos que acompanham este procedimento. Conforme referido, o procedimento implementado
estd de acordo com a norma, sem qualquer tipo de alteracdo tanto para a detecdo como para a

confirmacao de Staphylococcus aureus.

Da solucao mae e das diferentes diluicdes decimais, retira-se 0,1 mL de indculo que se semeia
por espalhamento, em meio de cultura BPA com RPF e com gema de ovo ja adicionado,
efetuando-se a contagem de coldnias apds incubacio a 37°C + 1°C, durante 21 + 3 horas. De
acordo com a norma os limites de detecdo podem ser aumentados em 10 vezes, inoculando 1,0
mL da suspensdo inicial. Os ensaios sdo efetuados em duplicado para placas grandes (B140
mm) ou em triplicado para placas pequenas (@ 90 mm), neste caso totalizando seis placas. A
contagem efetua-se nas placas com menos de 100 coldnias caracteristicas (coloracdo negra com
halo opaco). Os resultados serdo expressos em nimero de unidades formadoras de coldnias por

grama (UFC/g).
Para a Confirmacao de Staphylococcus aureus e de acordo com a norma:

* A partir da superficie de cada colonia selecionada (as coldnias tipicas sdo pretas ou cinza,
brilhantes e convexas e cercadas por uma zona clara (I mm a 1,5 mm de didmetro apds
incubagdo por 24h e 1,5 mm a 2,5 mm de didmetro apds incubagdo por 48h), retirar um
in6culo com uma anga estéril e transferir para um tubo ou frasco de BHI e incubar a 35°C ou

37°C por 24h+2h.

* Adicionar assepticamente, 0,1 mL de cada cultura (presente no frasco com BHI) a 0,3 mL de

plasma de coelho em tubos ou frascos de hemolise estéreis e incubar a 35°C ou 37°C.

* Inclinando o tubo, examinar a coagulacdo do plasma apds 4h a 6h de incubagdo e, se o teste
for negativo, reexaminar em 24h de incubacdo ou examinar nos tempos de incubacdo

especificados pelo fabricante.

* Considerar o teste da coagulase como positivo se o volume de codgulo ocupar mais da

metade do volume original do liquido.
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Como controlo negativo, para cada lote de plasma, adicionar 0,1 mL de BHI estéril a
quantidade recomendada de plasma de coelho e incubar sem inoculagdo. Para que o teste

seja valido, o plasma de controlo ndo mostrard sinais de coagulagdo.

Tendo em conta a natureza dos ensaios na drea 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 niimero especifico de microrganismos para uma determinada unidade quando o nimero
especifico de microrganismo excede o limite de detecdo do método e isso for acordado com

o cliente;

T2 - Controlo Ambiental que inclui entre outros o controlo dos niveis de contaminagao
do ar e superficies. Além da limpeza e higienizacao também € necessario efetuar um plano de
controlo do ambiente que identifique quais os locais criticos que justifiquem este controlo,
qual o método a ser aplicado, a frequéncia, a pessoa responsével e o devido registo.

Para efetuar o controlo da qualidade microbioldgica do ar utiliza-se por exemplo método de
sedimentacdo, que se baseia na contagem de microrganismos que se acumulam na superficie
de um meio de cultura de agar (numa caixa de Petri aberta) durante um determinado periodo
de tempo (geralmente 15 minutos). E uma forma passiva de amostragem que recolhe
principalmente particulas pesadas. A placa ndo deve ser colocada sob luz direta nem numa
superficie quente. Apds o tempo de amostragem terminar, deve-se fechar a caixa e incubar.

O controlo da qualidade microbioldgica das superficies pode ser feito através de trés métodos:
Placa de contacto — a superficie do meio de agar é posta em contacto direto com a superficie a
ser examinada; Zaragatoas — utilizadas para dreas de mais dificil acesso; Esponjas — utilizadas
para grandes superficies. No Anexo A.2 é possivel ver o procedimento elaborado para o
controlo bacteriolégico do ar e do ambiente, bem como uma planificacdo deste tipo de

controlo.

T3 - Higiene que inclui entre outros um programa documentado de limpeza para as
instalacdes, equipamento e superficies laboratoriais. Devem ser estabelecidos horarios
regulares e sistemdticos para manuten¢do, limpeza e desinfecdo, incluindo monitorizacdo.
Devem ser definidas agdes corretivas em caso de desvios. Como exemplo apresenta-se no
Anexo A.3 um procedimento para a utilizacdo, limpeza, descontaminagdo, manutengao,

verificacdo e registos das estufas.
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A higiene do ambiente do laboratdrio e das superficies das bancadas é um elemento muito
importante das boas préticas de laboratério. Este aspeto inclui também a eliminacdo de
residuos. Segundo a OMS (2004), considera-se residuo, tudo aquilo que se deve deitar fora.
Nos laboratérios de microbiologia, o principio dominante é que todo o material
potencialmente infecioso deve ser descontaminado, por esterilizacdo em autoclave, por
processos quimicos ou por incinera¢do. A gestio de residuos produzidos no laboratério LCQA
¢ feita de modo a minimizar a libertacdo de organismos vidveis. Esta gestdo envolve a
classificacdo, acondicionamento e tratamento especifico dos residuos. Este processo, tem
como objetivo a manutencdo das condi¢des de higiene e seguranca dos operadores,

equipamentos e instalacdes, a protecdo ambiental e a preservacdo da imagem do LCQA;

v' T4 - Manutencio, Calibracio e Verificacio do Equipamento que inclui entre outros um
programa preventivo e a possibilidade de contaminacdo cruzada e plano para calibracido e
verificacdo do equipamento que possa ter uma influéncia direta nos resultados de ensaio. Para a
execugdo dos ensaios, os equipamentos utilizados tém de funcionar corretamente e, quando
aplicavel, tém de estar devidamente calibrados ou validados nos pardmetros pretendidos para o
seu correto desempenho. Como exemplo apresenta-se no Anexo A.4 o Procedimento
Operacional Padrdao para o potenciémetro. O laboratério deve executar e documentar um
programa para manuteng¢do, calibracdo e verificagdo do funcionamento do equipamento como
parte integrante do sistema de gestdo. A manutencdo do equipamento essencial deverd ser
periddica e os intervalos devem ser determinados por fatores como, por exemplo, a taxa de
utilizacdo e os respetivos registos detalhados devem ser guardados. Na tabela 4, sdo dados
alguns exemplos de requisitos de manutencdo de diferentes equipamentos e respetivos

intervalos.

A frequéncia de calibracdo e verificacio deve ser determinado por cada laboratério, dependendo
do tipo de equipamento e do nivel de atividade do laboratério (ISO 7218:2007). Os intervalos
entre as calibragdes e verificacdes devem ser inferiores ao tempo que o equipamento funciona
entre limites aceitdveis. Exemplos de intervalos de calibracdo e verificacdo de funcionamento

para vdrios instrumentos de laboratdrio encontram-se na tabela 5.
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Tabela 4 - Exemplos de requisitos e periodicidade para a manutenc¢do do equipamento (Relacre,

2007).

(a) Incubadores,
(b) frigorificos,
(c) congeladores, estufas

Banho-Maria

Autoclave

Cabines de seguranca
Camara de fluxo laminar

Balancas / Diluidores
gravimétricos

Destilador

Desionisador. unidade de
0SIose reversa

Jarras de anaerobiose

Distribuidores de meio,
Equipamento volumetrico,
pipetas e equipamento
geral

Plaqueadores em espiral

Laboratdrio

Limpar e desinfetar as superficies
internas

Esvaziar, limpar, desinfetar e
reencher

a) Verificacbes visuais de
borracha (vedagdo),
limpeza/camara de drenagem

b) Revisdo completa

¢) Verificagdo da seguranca da
camara de pressao

Revisdo completa e verificagao
mecanica
Revisdo e verificacdo mecanica

a) Limpeza
b) Revisao

Lavar e descalcificar

Substituir cartuxos / membranas

Limpeza / desinfecao

Descontaminagéo, limpeza e
esterilizagcdo conforme apropriado

a) Revisao

b) Descontaminagdo, limpeza e
esterilizacao

a) Limpar e desinfetar as
superficies de trabalho

b) Limpar o chao, desinfetar
esgotos e lavatorios

¢) Outras superficies

(a) Mensalmente

(b) Quando necessdrio (p.e.de 3/ 3
meses)

(c) Quando
anualmente)
Mensalmente ou cada seis
meses se usado biocida

necessario (p.e.

a) Regularmente, como
recomendado pelo fabricante
b) Anualmente ou como
recomendado pelo fabricante
¢) Anualmente

Anualmente ou como
recomendado pelo fabricante
Anualmente ou conforme o
recomendado pelo fabricante
a) Cada utilizacio

b) Anualmente

De acordo com as necessidades
(p.e. de 3/ 3 meses)

Conforme recomendado pelo
fabricante

Cada utilizagdo

Cada utilizagdo

a) Anualmente
b) Cada utilizacao

a) Diariamente e durante utilizacio
b) Semanalmente
¢) De 3 em 3 meses

Quando a temperatura tem uma influéncia direta nos resultados das anélises ou € critica para o
funcionamento correto do equipamento, os aparelhos de medi¢do de temperatura t€m que ser de
qualidade apropriada para atingirem a exatiddo necessdria (ex. termdémetro de vidro, termopares e
termémetros de resisténcia de platina utilizados em incubadoras e autoclaves). Os aparelhos de
medicdo de temperatura devem ser calibrados e rastredveis a padrées nacionais ou internacionais.
Sempre que a exatiddo da medi¢cdo de temperatura ndo tenha um efeito direto no resultado dos
ensaios, podem ser usados aparelhos de trabalho com especificacdes aceites por entidades nacionais

ou internacionais reconhecidas (ISO 1770 para termdémetros de vidro). Estes aparelhos podem ser
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usados, por exemplo, para monitorizar frigorificos e congeladores e também estufas e banhos de
dgua onde a tolerancia da temperatura o permita. Deve realizar-se a verificacdo de funcionamento

destes aparelhos, se necessario (Relacre, 2007).

Tabela 5 — Exemplos de calibracdo e verificacdo de calibracao de equipamentos (Relacre, 2007).

Recalibragdo completamente

rastredvel.
Ponto tnico (por exemplo . :
; A = De cinco em cinco anos
Termoémetros de referéncia ponto de fusdo do gelo)
p . . - Anualmente
(termoémetro de vidro) Recalibragdo completamente ~ o
P , De trés em trés anos
Termopares de referéncia rastredvel
e . Anualmente
Verificagdo contra termémetro
de referéncia
Termometros de trabalho Verificago contra termémetro
e de referéncia no ponto de fusdo Anualmente
Termopares de trabalho e/ou gama de temperatura de
trabalho
Balancas Calibragdo t?talmente Anualmente
Rastredvel
. ~ Calibragao totalmente De cinco em cinco anos
Pesos de calibracao e
Rastredvel
. ~ Verificag@o contra pesos
Peso(s) de verificacao Heag p Anualmente
calibrados ou balanca
recentemente calibrada
. Verificagao contra sinal horario
Crondmetros § . Anualmente
nacional
Material de vidro volumétrico = Calibragdo gravimétrica para a
Lo . Anualmente
tolerancia requerida
. .. Calibragdo rastreavel da . .
Microscopios § Inicialmente

objectiva micrométrica (onde
apropriado)

Os equipamentos devem encontrar-se em perfeitas condi¢des, pois mesmo o pessoal mais
qualificado ndo poderd produzir resultados fidveis se os equipamentos disponiveis ndao forem
adequados ou se nao cumprirem os parametros de desempenho afetos ao ensaio (Lightfoot, 2003;
Guia Relacre n.° 6, 2007). Todos os equipamentos/dispositivos de medicdo e ensaio devem ser
avaliados quanto ao seu desempenho e devem ser mantidos os respetivos registos de calibracao,
manutencdo e reparacdes (ISO 7218:2007).

Na tabela 6 sdao dados exemplos de validagdo e sua frequéncia, para diferentes tipos de

equipamentos.
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Tabela 6 — Exemplos de validacdao do equipamento e verificacdo do funcionamento (Relacre,

2007).

Equipamento de
temperatura controlada
(incubadoras, banhos,
frigorificos, congeladores)

Estufa de esterilizacao

Autoclave

Camara de fluxo laminar

Medidor de pH

Balancas

Destilador, desionisador e
unidades de osmose
reversa

Diluidores gravimétricos

Distribuidores de meio

Pipetadores/pipetas

Plaqueadores em espiral

Contadores de coldnias

a) Estabelecer a estabilidade/uniformidade

da temperatura
b) Monitorizar temperatura

a) Estabelecer estabilidade/uniformidade

da temperatura
b) Monitorizar temperatura

a) Estabelecer caracteristicas para cargas

tipicas/ciclos tipicos

b) Monitorizartemperatura/tempo

a) Estabelecer tipo de funcionamento
b) Verificar com placas de esterilidade

Verificagao da calibragdo usando pelo
menos dois tampoes
Verificagdo do zero e leitura
com um peso

a) Verificagao da condutividade
b) Verificagao da contaminagao
microbioldgica

a) Verificagao do peso do volume
distribuido
b) Verificagao da razdo de dilui¢do

Verifica¢do do volume distribuido

Verificar a exactiddo e a precisdo do
volume distribuido

a) Estabelecer o funcionamento contra
métodos convencionais
b) Verificar a condi¢ao da ponta e os
pontos de inicio e fim
¢) Verificar o volume dispensado
Comparar com contagem feita
manualmente

a) Inicialmente, de dois em
dois anos e depois de
reparacao/modificagao
b) Diariamente/cada utilizagdo

a) Inicialmente de dois em dois
anos e depois de
reparacdo/modificacdo
b) Cada utilizacao
a) Inicialmente de dois em dois
anos e depois de
reparagdo/modificacdo
b) Cada utilizagdo

a) Inicialmente e depois de
reparacdo/modificagdo
b) Semanalmente

Diariamente/cada utilizagdo
Diariamente/cada utilizagdo

a) Semanalmente
b) Mensalmente

a) Diariamente
b) Diariamente

Cada ajustamento ou
Alteragao

Regularmente (tendo em conta
a natureza e a frequéncia da
utilizacdo)

a) Inicialmente e anualmente

b) Diariamente/cada utiliza¢do
¢) Mensalmente

Anualmente

Jarras de anaerobiose

Verificar com indicador de anaerobiose

Cada utilizagdo

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

equipamento, como por exemplo para o material de vidro reutilizdvel que deve estar devidamente

limpo e esterilizado quando apropriado. Idealmente os laboratérios devem possuir mais do que uma

autoclave separada para a descontaminagdo. Contudo, poderd haver uma sé autoclave, se forem
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tomadas as precaugdes adequadas para separar os ciclos de descontaminagdo e esterilizacdo e um

programa de limpeza documentado;

v TS - Reagentes e Meios de Cultura que inclui entre outros a evidéncia da qualidade dos
reagentes usados e a conformidade dos meios utilizando organismos de controlo positivo e negativo
de cole¢des de culturas. Os meios de cultura e os reagentes sao utilizados para estimular o cultivo
de microrganismos a serem analisados, geralmente utiliza-se o meio de cultura em pd, ou podem ser
adquiridos prontos para uso, vindos de fabricantes de produtos para diagndstico de uso in vitro,
sendo a sua fungdo tornar favoravel o crescimento da bactéria. A producido de meios de cultura
envolve vdrias etapas, tais como, escolha das matérias-primas, qualidade da dgua reagente, boas
condi¢des dos equipamentos, qualificacdo dos técnicos, registos das etapas do preparo, além do
controlo de qualidade do produto acabado, que € de extrema importancia. Mesmo sendo cumpridos
todos os procedimentos da producdo dentro das especificacdes, sem o controlo de qualidade do
produto final, ndo ha como assegurar que efetivamente o meio de cultura esteja adequado ao uso.
Desta forma, cada lote de meio preparado deve ser submetido a um programa minimo de testes que
assegure sua aceitabilidade e demonstre desempenho bacteriano tipico (OXOID., 2000). A chegada
cada lote de meio ou produto quimico desidratado ou pronto a utilizar deve ser inspecionado e
registado. A inspec¢ao consiste em procurar qualquer anormalidade, fuga, obstrugao, etc. O registo
consiste em documentar o fabricante, nome do produto, data do recebimento, quantidade, nimero
do lote e data do vencimento. As datas do recebimento, da abertura e do vencimento devem ser
registadas no frasco (Lightfoot N. F., 2003). E fundamental cruzar a conformidade da composicio
do meio de cultura e reagentes, com o descrito nos protocolos antes de fazer as encomendas. Em
caso de desvios significativos na composi¢do do produto, escolher produtos de outro fornecedor
(Queirés, 2011).

O controlo de qualidade especifico do produto preparado envolve avaliagdo do aspecto, de pH, de
esterilidade e de desempenho. Porém, o processo deve estar garantido desde a qualidade da matéria-
prima até a rastreabilidade de causas de nao conformidades nos procedimentos de producdo, bem
como na propria metodologia do controlo de qualidade, estabelecendo agdes corretivas e
preventivas, conforme exemplificado na Instru¢do de trabalho-Controlo e preparacdo de meios de
cultura no Anexo A.5.

Para o controlo de crescimento, sempre que possivel usar estirpes ATCC (American Type of Culture
Collection), estirpes de referéncias de origem e padrdo definido de provas para a sua caracterizacao.
Se ndo for possivel o uso de estirpes ATCC, usar estirpes 100% positivas para os controlos de
qualidade de crescimento realizados. O controlo da seletividade dos meios usados para a detecao de
Staphylococcus aureus. foi realizado com Escherichia coli, como controlo negativo e

Staphylococcus aureus como controlo positivo (Tabela 7). O controlo de esterilidade dos meios de
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cultura utilizados na metodologia referida foi realizado, incubando placas contendo s6 o meio de
cultura, seguido da verificacdo das mesmas.

O controlo de esterilidade da autoclave pode ser verificado através do uso de indicadores quimicos
ou bioldgicos para esterilizagao/descontaminagdo e pela observagdo direta e registo da temperatura
maxima atingida e do tempo a essa temperatura. A fita indicadora de esteriliza¢do para autoclave s
¢ usada para mostrar que uma carga foi processada, mas ndo como indicador para demonstrar que

um ciclo aceitdvel de esteriliza¢do terminou.

Tabela 7 - Controlo de qualidade positivo e negativo para os meios de cultura.

Controlo de

Qualidade Positivo Negativo
Estirpe de Staphylococcus aureus coag (+) ATCC Escherichia coli
Referéncia 6538 NCTC 9001
. ‘ Staphylococcjus aureus coag (+), colonias Escherichia coli,
Meio Seletivo pretas ou cinza, brilhantes e convexas,

inibicdo completa
cercadas por zona clara

Crescimento com coldnias pretas ou cinza,

. Nao ha crescimento nem
brilhantes e convexas, cercadas por uma

Interpretacao dos

Resultados coldnias caracteristicas
zona clara

Escherichia coli NCTC
Teste da SHplegy lo‘coccus aureu:v ot (o) AIIEE . 9001 (desenvolvimento de
coaeulase (desenvolvimento de codgulo a ocupar mais codeulo a ocunar menos da

& da metade do volume original do liquido) & P . .
metade do volume original
do liquido)
v T6 - Materiais e Culturas de Referéncia que inclui entre outros o uso de materiais de

referéncia certificados para calibrar equipamento e permitir a comparacao de métodos, o uso
de culturas de referéncia para avaliar o desempenho dos meios e para avaliagdo continua do
desempenho. Materiais de referéncia (MR) e materiais de referéncia certificados (MRC)
fornecem a rastreabilidade necesséria as medi¢des e sdao usados, por exemplo, para:
e Demonstrar a exatidao dos resultados;
» Calibrar equipamento
*  Monitorizar o desempenho do laboratério
* Validar métodos
e Permitir a comparagdo de métodos.
As culturas de referéncia sdo necessarias para estabelecer o desempenho dos meios (incluindo
“Kits”), para validacdo de métodos e para avaliagdo continua do desempenho. A rastreabilidade
€ necessdria, por exemplo, quando se pretende estabelecer o desempenho do meio, dos “kits” e

validacdo de métodos. Como exemplo apresenta-se no Anexo A.6 a instrucdo de trabalho
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v

adotada para a reconstitui¢do de culturas de referéncia. No caso em concreto, da quantificacao
de Staphylococcus aureus coagulase positiva e conforme referido, as estirpes de referéncia
usadas para controlo positivo e negativo, sdo Staphylococcus aureus coag (+) ATCC 6538 e
Escherichia coli NCTC 9001, respetivamente;

T7 - Pessoal que inclui entre outros a demonstracdo de experiéncia de trabalho prético
relevante, o levantamento das necessidades de formagdo e avaliagdo do desempenho do
pessoal. A realizagdo das andlises microbioldgicas deve ser efetuada, ou supervisionada, por
pessoal experiente. Para a producdo de resultados com qualidade, € importante, que todo o
pessoal envolvido tenha conhecimento das suas fungdes e da importancia das suas tarefas na
obtencdo desses mesmos resultados. O laboratério deve assegurar que todo o pessoal recebe
formacao e treino adequado ao desempenho competente dos ensaios e a utilizagao correta dos
equipamentos (Lightfoot, 2003; Guia Relacre n.° 6, 2007). A avaliacio da eficicia da
formacdo também terd que ser evidenciada conforme exemplo no Anexo A.7.

A competéncia do pessoal técnico deve ser avaliada regularmente, por exemplo, através da
participacdo em ensaios de intercomparagdo externa e/ou interna, ou da utilizacdo de materiais
de referéncia (ISO 7218:2007). A protecdo do pessoal é também muito importante. Deve-se
evitar a contaminacdo das amostras pelo analista e também para protecdo da sua satde durante

a manipulacdo de materiais potencialmente contaminados (ISO 7218:2007).

T8 Ensaios interlaboratoriais — consiste na avaliacdo externa da qualidade (testes de
proficiéncia). Por defini¢do os ensaios interlaboratoriais requerem a participacao de pelo menos
dois laboratorios, contudo para que os resultados tenham significado estatistico e que sejam
conclusivos deve ter pelo menos cinco laboratérios participantes (Guia Relacre 7, 1996). Os
laboratérios devem participar regularmente em ensaios interlaboratoriais que sejam relevantes
para o ambito da acreditagdo, devendo ser dada preferéncia a esquemas de ensaios
interlaboratoriais que usem matrizes apropriadas. Em casos especificos a participacao deve ser
obrigatéria. Os laboratérios devem utilizar a avaliacdo de qualidade externa, ndo apenas para
avaliar o desvio do laboratério, mas também para verificar a validade de todo o sistema de
qualidade (Relacre, 2007). O ensaio interlaboratorial estuda o desempenho do analista e do
laboratério comparando resultados com a finalidade de avaliar os técnicos participantes. Quando
os laboratérios participantes utilizam o mesmo método e protocolo é possivel identificar
caracteristicas de execu¢do do método, como erros sistemdticos e de precisdo (Guia Relacre 7,
1996).

A participac@o neste tipo de ensaios, permite ao laboratério fazer a sua avaliacdo de
desempenho, conhecendo a qualidade dos resultados obtidos, face aos resultados gerais para

€sse ensaio.
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Como ja referido, o LCQA participa anualmente em ensaios interlaboratoriais quer nacionais,

organizados pelo Instituto Nacional de Sadde Dr. Ricardo Jorge, quer europeus, organizados

pelo Health Protection Agency, obtendo sempre resultados 100% concordantes. Estes resultados

sdo preponderantes na validacdo da atividade desenvolvida pelo LCQA, e em particular, com os

ensaios interlaboratoriais de contagem de Staphylococcus coagulase positiva, na validacao deste

método (Tabela 8 e 9).

Tabela 8 - Resultados obtidos dos ensaios interlaboratoriais realizados no LCQA, para os anos 2011
a2014

Staphylococc':l%s <10 ufe. g <100 9 out of 9 0
2011 coagulase positiva (100.0%)
Staphylococcus 1,7x10% = 1,7x10% ufc. g ! 1100 9 out of 9 0,86
coagulase positiva (100.0%)
Staphylococc':l%s <10 ufe. g <100 12 out of 12 0
2012 coagulase positiva (100.0%)
Staphylococcus 12 out of 12
1,2x10° - 1,2x10* ufc. g ! 4 .1
coagulase positiva -2x107=1.2x107ufc. g 300 (100.0%) 0.15
Staphylococc':l%s <10 ufe. g <100 6 out of 6 0
2013 coagulase positiva (100.0%)
Staphylococcus 6 out of 6
2,2x10% - 2,2x10% ufc. g !
coagulase positiva -2x107=2,2x107ufc. g 690 (100.0%) 0
hyl f
Staphy ococc‘:l?s <10 ufe. g <10 8 out of 8 0
2014 coagulase positiva (100.0%)
Staphylococcus 12 out of 12
1,7x10% - 1,7x10% ufc. g ! 540 -0,02
coagulase positiva X RITU- £ (100.0%) ’

A avaliacdo do desempenho do laboratdrio participante € avaliada, geralmente, através da férmula

do “Z-score”: Z= (xi-Xpt)/ Opt

Em que,

xi = resultado do laboratdrio participante (valor expresso em logio)
Xpe = valor alvo (mediana de consenso dos resultados dos participantes — valor
expresso em logio)

G),: = desvio padrio estabelecido para o ensaio (calculado pelo FEPTU (Food and
Environmental ProficiencyTesting Unit))

O valor G expressa a diferenca aceitdvel entre o resultado individual do laboratério participante e a

mediana de consenso dos resultados dos participantes. No Standard Scheme, o valor Gp utilizado

para calcular os z-scores para todos os parametros é 0,35. Embora os participantes devam
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interpretar os seus z-scores no contexto do seu laboratério, estes podem ser interpretados da

seguinte forma:

z=-1,99a+ 1,99 =>» Satisfatorio
z=-2a-2,99 ou+2a+2,99 = Questionavel
z = <-3,00 ou >+3,00 =» Nio satisfatorio

De uma forma geral, recomenda-se que os z-scores que ultrapassem o valor + 2,0 sejam

investigados de forma a esclarecer a causa provével.

Tabela 9 - Resultados obtidos dos ensaios interlaboratoriais realizados no LCQA, para os anos 2015
a2018

2 _
Staphylococ?gs 6,95X310 : 2700 12 out of 12 0.26 2600 021 2800 031
2015 coagulase positiva  6,95x10° ufc.g (100.0%)
Staphylococcus 1,23x10° - 12 out of 12
4 1 4 1 4 2
coagulase positiva  1,23x10* ufc.g ™! 500 (100.0%) 0.18 500 0.18 700 0.23
hyl 1,5x10° - 12 f12
Staphylococeus AX107= 0 6k00 out 0 049 6700 047 7400 0,60
2016 coagulase positiva  1,5x10* ufc.g (100.0%)
Staphylococcus 1,5x10° - 12 out of 12
4 44 2 2
coagulase positiva  1,5x10* ufc.g ™! 6400 (100.0%) 0.36 6800 % 6200 0.3
Staphylococc':l?s <10 ufe.g ! <10 10 out of 10 B <10 B <10 B
2017 coagulase positiva (100.0%)
Staphylococcus 1,2x10° - 10 out of 10
2900 -0,31 3100 -0,22 2800 -0,35
coagulase positiva  1,2x10* ufc.g ! 0 (100.0%)
Staphylococc':l?s <10 ufe.g ! <10 8 out of 10 B <10 B <10 B
2018 coagulase positiva (80.0%)
Staphylococcus 3,2x10° - 10 out of 10
coagulase positiva  3,2x10* ufc.g ! 14000 (100.0%) 0,42 13000 0.33 14000 0,42

A participagdo do LCQA nos ensaios interlaboratoriais também cumpre com o requisito de
qualificacdo do analista para o método, j4 que a sua participacdo evidencia o seu desempenho

técnico em funcgdo dos resultados satisfatrios obtidos.

45



6. CONSIDERACOES FINAIS

Com esta dissertacdo pretendeu-se, apresentar uma metodologia para acreditagdo do método de
pesquisa e quantificacdo de Staphylococcus aureus pela ISO 6888-2:1999/Amd.1:2003, de acordo
com os requisitos da NP EN ISO /IEC 17025:2018.

Os requisitos gerais para a acreditacdo encontram-se na norma internacional "Requisitos gerais para
a competéncia de laboratérios de calibracdo e ensaios" (NP EN ISO/IEC 17025: 2018). Assim, os
laboratérios que estiverem em conformidade com a norma ISO 17025 demonstram a sua
competéncia para produzir dados e resultados tecnicamente validos, permitindo melhorar a imagem
do laboratério no mercado, bem como a sua viabilidade e credibilidade perante 0 mesmo, aumentar
a sua credibilidade pela garantia da confidencialidade, trabalhar de forma a assegurar decisdes
imparciais, € aumentar a confianca do cliente aquando da aquisi¢cdo de um ensaio e/ou calibragcdo
acreditado.

A acreditagao de laboratérios, é assim um processo fundamental, sendo uma ferramenta decisiva
para o reconhecimento oficial das determinagdes que efetuam.

A elaboracdo dos procedimentos de ensaio € essencial, descrevendo o procedimento de forma
simples e resumida, contendo apenas a informacgdo essencial a sua realizacdo, facilitando a sua
consulta pelos técnicos de laboratério, de forma a realizarem corretamente o ensaio, uma vez que as

normas de referéncia descrevem extensivamente todo o procedimento.

A realizacdo destes procedimentos teve sempre como principio o facto de o LCQA (entidade
empregadora) desejar a sua acreditacdo, possibilitando assim a mim prépria ter a simbiose perfeita e

real entre o meu trabalho e a realizagdo do meu mestrado.

A concretizacdo deste trabalho permitiu-me ter uma ideia de como se processa a implementagdo de
um método, para futura acreditacdo, € provou ser uma mais-valia na minha formac¢do académica,

profissional e pessoal.
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ANEXOS

A.1 Instrucio de trabalho — Pesquisa e Quantificacdo de Staphylococcus aureus pela ISO 6888-
2:1999/Amd.1:2003

A.2 Controlo de qualidade interno -controlo bacteriol6gico do ar e do ambiente

A.3 Procedimento operacional padrao - utilizacdo, limpeza, descontaminag@o, manutengao,
verificacdo e registos das estufas.
A.4 Procedimento operacional padrao - potenciéometro (HI 8424) — utilizacdo, limpeza,

manutencao e calibragdo.
A.5 Instrucao de trabalho - controlo e preparacdo de meios de cultura.
A.6 Instrucao de trabalho - reconstitui¢ao de culturas de referéncia

A.7 Ficha de avaliacao de formacao
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A.1 Instrucao de trabalho — Pesquisa e Quantificacdo de Staphylococcus aureus pela ISO
6888-2:1999/Amd.1:2003

e“ Instrugéo de Trabalho Data emisséo
A

IT-002

Pesquisa e Quantificacio de Staphylococcus aureus | Dataaprovagio
g Lae 4 pela ISO 6888-2:1999/Amd.1:2003

revisio

1. TITULO: PESQUISA E QUANTIFICACAO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS PELA ISO
6886-2:1999/AMD.1:2003

2. OBIETIVOS:

O presente documento destina-se a descrever o procedimento para a pesquisa e quantificacdo de
Staphylococcus aureus pela SO 6888-2:1999/Amd.1:2003

3. CAMPO DE APLICACAO

Este procedimento aplica-se ao Laboratdrio de Controlo de Qualidade Alimentar, Lda — LCQA,
Laboratario de Microbiologia

4. RESPONSABILIDADES

O Responsavel do Laboratdrio de Microbiologia e respetivos técnicos, sdo os responsaveis por
implementar e seguir este procedimento, respetivamente.

5. PROCEDIMENTO
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(A

Instrugéo de Trabalho

Data emissio

IT-002

Pagina 2 de 4

Pesquisa e Quantificacio de Staphylococcus aureus
pela ISO 6888-2:1999/Amd.1:2003

Data aprovagio

revisdo

Identificar a amostra e
retirar 25¢ para analise.

Adicionar 225 mL de BPW
e levar a0 STomacner.

Pipetar 0,1 ml da amostra da solugio
mde para uma placa com BPA ou
pipetar 1 ml da amostra com a
diluicio 1/100 para trés placas ja
com o meio BPA.

cuidadosamente o
—.

nas laterais da placa.

Espalhar com o espalhador
mais
rapido possivel, sem tocar

Deixar secar i temperatura
do laboratério durante 15

mifn.

Inverter as placas preparadas
e incuba-las durante 24=2h a

as posigcdes

48+2h horas a temperafura
de 37°C.

v

colénias tipicas presentes.

Marecar no fundo das placas
de  quaisquer

Retirar um indculo com uma anca estéril e
transferir para um tubo com BHI (caldo de
infusio cérebro-coracio) e mcubar a 37°C
por 24h+2h.

Passado as 24h+2h, adicionar
assepticamente 0.1 mL do tubo com BHI a
0,3 mL de plasma de coelho tratado com
EDTA em tubos estéreis e incubar a 37°C
em banho-maria com o tubo inclinado.

Examinar a coagulacdo do
plasma apos 4h a 6h.

Considerar o feste da coagulase como
positivo se o volume de codgulo
ocupar mais da metade do volume
original do liquido.
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t’“ Instrugéo de Trabalho Data emisséo
A

IT-002 Pesquisa e Quantificacio de Staphylococcus aureus | D2t 8provagio

pagina 3 de 4 pela ISO 6888-2:1999/Amd.1:2003

revisio

5.1. Identificacdo e preparacdo da amostra

Em primeiro lugar deve-se identificar a amostra a ser analisada, pesando 25g em seguida.
Adiciona-se 225 mL de BPW, leva-se ao Stomacher para homogeneizar e procede-se a analise.

5.2. Sementeira

Pipetar 1 ml da amostra com a diluicdo 1/100 para duas placas ja com o meio BPA.
Espalhar com o espalhador cuidadosamente o mais rapido possivel, sem tocar nas laterais da placa.
Deixar secar a temperatura do laboratério durante 15 min.

Inverter as placas preparadas e incuba-las durante 24+2h a 48+2h horas a temperatura de 37°C.

5.3. Interpretacdo dos Resultados

Marcar no fundo das placas as posicfes de quaisquer coldnias tipicas presentes.

As coldnias tipicas sdo pretas ou cinza, brilhantes e convexas e cercadas por uma zona clara (1 mm a
1,5 mm de didmetro apds incubacdo por 24h e 1,5 mm a 2,5 mm de didmetro apds incubacdo por
48h).

5.4. Testes de Confirmacao

A partir da superficie de cada coldnia selecionada, retirar um indculo com uma anca estéril e transferir
para um tubo com BHI (caldo de infusdo cérebro-coracdo) e incubar a 37°C por 24h£2h.

Passado as 24h£2h, adicionar assepticamente 0,1 mL do tubo com BHI a 0,3 mL de plasma de coelho
tratado com EDTA em tubos estéreis e incubar a 37°C em banho-maria com o tubo inclinado.
Examinar a coagulacdo do plasma apds 4h a 6h.

Considerar o teste da coagulase como positivo se o volume de coagulo ocupar mais da metade do

volume original do liquido.
6. Registos

Os resultados sdo efetuados nas folhas de registos relativas ao microrganismo e meétodo
respetivo, incluindo sempre as leituras intermédias (provas de confirmacdo) para a apresentacio
do resultado final. Posteriormente & feita a sua transcricdo para a aplicacdo informatica.
As folhas de registo s&o rubricadas por:
o Responsavel pela execucdo da analise;
o Responsavel pelas leituras;
o Responsavel técnico.
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Instrucgdo de Trabalho

Data emissio

IT-002 Pesquisa e Quantificacio de Staphylococcus aureus | Data aprovagdo
Pagina 4 de 4 pela ISO 6888-2:1999/Amd.1:2003 revisio
7 BIBLIOGRAFIA
7.1 IS0 6888-2:1999/ Amd.1:2003
7.2 Indicactes do fornecedor.
8 ANEXOS
9 HISTORICO DE REVISAQ
Revisdo Finalidade Ref\rlsao rgq;ler Elaboracao
Data ormagcao: Aprovacido
00 Xx/xx/19 Emiss&o inicial S Responsavel Qualidade | Diretor Geral
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A.2 Controlo de qualidade interno - controlo bacteriolégico do ar e do ambiente

t"‘ Controlo de Qualidade Interno Data emisséo
.

CcQ-001 Data aprovagio

Controlo Bacteriolégico do Ar e do Ambiente.
Pagina 1 de 4 revisdo

1.

2,

TITULO: PROCEDIMENTO PARA CONTROLO BACTERIOLOGICO DO AR E DE
SUPERFICIES.

OBJECTIVOS:

2.1 Este procedimento aplica-se ao controlo ambiental do laboratdrio de microbiologia
2.2 Definir os procedimentos para a realizar no controlo ambiental.

2.3 Definir responsabilidades para cada atividade.

CAMPO DE APLICACAO
Este procedimento aplica-se ao Laboratdrio de Controlo de Qualidade Alimentar, Lda — LCQA

RESPONSABILIDADES

.

4,10 Diretor do Laboratério de Microbiologia € o responsavel pela implementacio deste
procedimento, bem como de providenciar medidas corretivas, caso os limites sejam

ultrapassados.

4,2 Os técnicos do Laboratdrio de Microbiologia sdo responsaveis por seguir este procedimento.

PROCEDIMENTO

5.1Sumario - A boa qualidade bactericldgica do ar e das superficies & imprescindivel para o
controlo de qualidade, ja que pode interferir com os resultados analiticos obtidos. Assim,
periodicamente a detecdo da contaminacdo microbiana das superficies e ar ambiente realiza-
se por recolha das particulas viaveis na zona de risco, durante a atividade normal deste
espaco, utilizando técnicas apropriadas de acordo com um plano de amostragem. As
particulas viaveis podem ser recolhidas por contacto direto, sedimentacdo ou recolha indireta,
colocando na placa/zaragatoa o cddigo do local e a data.

5.2 Ar Ambiente

5.2.1 0O controlo devera ser feito em funcdo do histdrico, pelo que se recomenda uma
periodicidade conforme a tabela 1.

5.2.2 A avaliacdo sera feita pelo método passivo o que permitira uma avaliagdo quantitativa.

5.2.3 A fim de padronizar a quantificacdo de aerdbios mesdfilos totais, utilizar sempre placas de
9 cm de didmetro colocadas a um nivel de 1 metro do chdo e afastadas um metro das
paredes e expostas durante 15 minutos (equivalente ao contato com 1 m?3 de ar).

5.2.4 Todos os controlos deverdo ser feitos em duplicado, utilizando meio PCA (Plate Count
Agar) ou outro ndo seletivo como agar de triptona-soja (TSA).

5.2.5 No inicio de cada sessdo de trabalho registar a temperatura do laboratdrio e da sala de
lavagens/esterilizacdo — no laboratdrio deve estar entre 22 +£3°C.

5.2.6  Controlar o ar ambiente junto ao local de preparacio e distribuicdo de meios de cultura.

5.2.7 Controlar o ar ambiente junto ao local das sementeiras, tanto para o método de
membrana filtrante, como para o método de incorporacdo, respetivamente junto as
rampas de filtracdo ou junto ao bico de Bunsen.

5.2.8 Controlar o ar ambiente na sala de lavagens e esterilizacdo.
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5.2.9

5.2.10
5.2.11

5.2.12

Realizar a quantificacdo de aerdbios mesdfilos totais abrindo uma placa de Petri, no local
selecionado, durante 15 minutos.

Incubar em estufa a 30°C+1 durante 72 horas.

Os resultados sdo conformes quando inferiores a 10 UFC por placa (ou seja, resultado
limite & inferiores a 3 UFC por placa).

Acbes corretivas: no caso de ndo conformidade proceder a limpeza e higienizacdo da
sala e repetir novamente o procedimento. Se necessario, utilizar um esterilizador do ar.

Quando o resultado ndo conforme ocorre junto as rampas de filtracdo, fazer passar o ar
por membranas colocadas na rampa de filtracdo, durante 30 minutos. As placas de PCA
com estas membranas v3o a incubar a 30°C durante 72 horas. Se a ndo conformidade
voltar a ocorrer, deve-se praceder a esterilizacdo do ar utilizando um esterilizador de ar.

5.3 Camara de Seguranca Bioldgica

5.3.1
5.3.2

5.3.3

5.3.4

5.3.5

5.4
5.4.1

5.4.2

5.4.3
5.4.4

5.4.5
5.4.6

5.4.7

3.5
5.5.1

5.5.2
5.5.3

O controlo devera ser feito uma vez por semana

Apds a limpeza e descontaminacdo da area de trabalho da cabine com solugdo de alcool
70% e exposicdo a luz UV durante 15 minutos, expor 1 placa com meio PCA no interior
da camara com o fluxo de ar ligado e com a UV desligada, durante uma hora.

Incubar a 30°C+1 durante 72 horas.

Os resultados sdo conformes quando inferiores a 10 UFC por placa (ou seja, resultado
limite & 0 UFC).

Acbes corretivas: proceder a limpeza e higienizacdo da camara e repetir o
procedimento.

Superficies

Todos os controlos deverdo ser feitos em duplicado, utilizando meio PCA (Plate Count
Agar), ou outro ndo seletivo como agar de triptona-soja (TSA).

O controlo das bancadas junto as rampas de filoracdo é feito quinzenalmente apds a
desinfecdo com alcool a 70%.

0O controlo das restantes superficies é feito mensalmente apds a desinfecdo.

Pressionar a placa de contacto (tipo RODAC) aberta com meio PCA, durante 10
segundos.

Incubar as placas a 30°C+1 durante 72 horas.

Os resultados sdo conformes quando inferiores a 10 UFC por placa (resultado limite
inferiores ou igual a 3 UFC por placa).

Acoes corretivas: no caso de ndo conformidade proceder & limpeza e higienizacdo das
superficies e repetir novamente o procedimento.

Estufas de incubacdo

Apds a desinfecdo com alcool a 70%, pressionar uma placa de contacto aberta com meio
PCA, durante 10 segundos, em cada prateleira da estufa.

Incubar as placas a 30°C*1 durante 72 horas.

Os resultados sdo conformes quando inferiores a 10 UFC por placa (ou seja, resultado
limite & inferiores ou igual a 3 UFC por placa).
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5.5.4 Acdes corretivas: no caso de ndo conformidade proceder a limpeza e higienizacdo da
estufa e repetir novamente o procedimento.

5.6 Rampa de filtracdo
5.6.1 O controlo devera ser feito duas vezes por més,

5.6.2 A avaliacdo das condicBes de esterilidade da rampa de filtracdo é feita filtrando 100 mL
de agua destilada esterilizada, em cada um dos filtros da rampa.

5.6.3 Em condicdes de assepsia colocar os filtros em placas com meio PCA.
5.6.4 Incubar a 30°C%1 durante 72 horas.

5.6.5 Os resultados sdo conformes quando inferiores a 10 UFC por placa (ou seja, resultado
limite € 0 UFC).

5.6.6 Acdes corretivas: proceder a limpeza e higienizacdo da rampa e repetir o
procedimento.

6. BIBLIOGRAFIA

6.1 Boas praticas da OMS para laboratdrios de microbiologia farmacéutica. Washington, DC
Janeiro 2013.

6.2 WHO Expert Committee on Specifications for Pharmaceutical Preparations: forty-fifth report.
Geneva: World Health Organization; 2011. (WHO technical report series; 961).

7. ANEXOS

7.1 Reqisto de controlo bacterioldgico da zona de Preparacdo e distribuicdo de meios de cultura
Anexo 1 (RCQ- 001)

7.2 Registo de controlo bacterioldgico da zona de Rampas de filtraco Anexo 2 (RCQ- 002)
7.3..

Tabela 1. Periodicidade para o controlo bacterioldgico do ar e de superficies, e critérios de aceitacdo.

Ar ambiente Periodicidade Resultados conforme

Preparacao e distribuicdo de meios de cultura

Rampas de filtracao (Juinzenalmente

< 10 UFC por placa
Bico de Bunsen. Porp

Sala de lavagens e esterilizacao Mensalmente

Camara de Seguranca Bioldgica Semanal < 10 UFC por placa.
Superficies

Bancadas junto &s rampas de filtracdo Quinzenalmente

Restantes superficies Mensalmente < 10 UFC por placa.

Estufas de incubagao {Juinzenalmente

Rampa de filtragao Mensalmente < 10 UFC por placa.
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1. TITULO: UTILIZAGAO, LIMPEZA, DESCONTAMINAGAO, MANUTENGAO, VERIFICAGAO E
REGISTOS DAS ESTUFAS.

2. OBJECTIVOS:

2.1 Este POP aplica-se ao uso das estufas de incubacdo utilizadas para culturas bacteriolégicas,
bem como a estufa de secagem e de esterilizacdo:

2.2 Padronizar as atividades que envolvem este equipamento.
2.3 Definir os procedimentos para a realizacdo da higienizacdo e controlo.

2.4 Definir responsabilidades para cada atividade.

3. DEFINICOES

3.1Limpeza — Inclui a remocdo de sujidades, residuos e a reducdo da carga microbioldgica em
equipamentos e superficies, entre outros.

3.2 Higienizacdo — conjunto de operacdes de natureza fisica ou/e quimica (desinfetantes) que visa
a eliminacdo de microrganismos na forma vegetativa a niveis considerados seguros,
excetuando-se esporos bacterianos ou suas endotoxinas.

3.3 Manutencdo de rotina — Todas as atividades de manutencdo programadas com determinada
frequéncia e definidas pelo Laboratdrio de Microbiologia.

3.4 Manutencdo — Todas as atividades ndo programadas de manutencdo, a serem conduzidas
quando sdo detetados desvios de funcionamento do equipamento.

3.5 Verificagdo — Atividades a serem conduzidas com vista a assegurar que o equipamento se
encontra adequado ao seu uso.

3.6 Calibracdo - Conjunto de operacbes que, em condicles especificas, estabelecem a relacdo
entre valores quantitativos indicados por um instrumento de medida, sistema de medicdo,
valores representados por uma medida material ou material de referéncia e o valor
correspondente obtido por padrées.

4. RESPONSABILIDADES

4,10 Diretor do Laboratdrio de Microbiologia é o responsdvel pela implementacdo deste
procedimento, bem como de providenciar a verificacio e calibracdo do equipamento.

4.2 0s técnicos do Laboratério de Microbiologia sdo responsaveis por seguir este procedimento,
manter o equipamento limpo e higienizado, bem como registar qualquer desvio de
funcionamento.

5. PROCEDIMENTO

5.1 Sumario - A estufa de incubacdo & um equipamento utilizado para a cultura de microrganismos
que possam estar presentes nas amostras processadas, a uma temperatura pré-determinada. A
verificacdo deste equipamento é feita com termdmetro de maxima e minima.

L

A estufa de esterilizacdo e secagem destina-se & esterilizacdo de vidraria necessaria nos
procedimentos analiticos, bem como a secagem do material.
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5.2 Descricdo dos componentes

5.2.1

5.2.2

5.2.3
5.24
5.2.5
5.2.6
5.2.7
5.2.8
5.29
5.2.10
5.2.11

Respiro: serve para expelir o excesso de calor e manter a uniformidade da temperatura. Antes
de ligar € necessario remover a tampa plastica.

Lampada piloto: quando acesa indica que a estufa estad ligada, ao atingir a temperatura
desejada a luz apaga-se.

Interruptor geral: botdo que liga e desliga da corrente

Termdmetro analdgico: indica a temperatura no interior da estufa

Controlador eletrénico: Controle programavel manualmente da temperatura

Dispositivo de imobilizacdo do termdstato: permite bloquear uma temperatura selecionada
Termostato de seguranca: desliga a estufa quando se ultrapassa temperatura pré-definida
Pega de porta: permite abrir/fechar a porta exterior da estufa

Porta exterior: porta em aco inoxidavel

Porta interior: porta de vidro temperado localizada interiormente antes da porta exterior.

Bandejas perfuradas: bandejas em aco inoxidavel ajustaveis em altura

5.3 Utilizacdo da estufa de incubacao

531

5.3.2

5.3.3
534

5.3.5
5.3.6
5.3.7

5.3.8

5.3.9

Colocar a estufa numa superficie plana e robusta longe de locais com risco de incéndio ou
explosdo.

Ligar a uma ficha terra, de acordo com as especificacbes de tensdo e poténcia do
equipamento (etiqueta na parte de tras da estufa).

Acionar o interruptor geral para ligado (1), acendendo a luz piloto

Regular o termostato para a temperatura programada, desblogueando o dispositivo de
imobilizac&o.

Regular o termostato de seguranca para a temperatura maxima de seguranca.

Ap atingir a temperatura programada, a lampada piloto apaga.

Colocar o termdmetro no orificio localizado acima da estufa ou no seu interior -controlo de
temperatura

Estas estufas destinam-se exclusivamente para incubacdes bacterioldgicas, sendo o limite de
tolerancia de £ 1 °C.

O uso das estufas obriga ao preenchimento nos respetivos Registos de utilizacdo

5.4 Acondicionamento do material nas estufas de incubacao

54.1
5.4.2
5.4.3

5.4.4

5.4.5

Todo o material que vai para a estufa devera estar corretamente identificado.
As placas sdo incubadas invertidas.

Mdo sobrepor mais que cinco placas para garantir uma uniformidade de distribuicdo de
temperatura.

Mao colocar material no chdo da estufa, mas sim nas prateleiras. Ndo colocar material
encostado as paredes, nem a tocar no teto da estufa, deixar no minimo um espaco de 3 cm.

Os tubos devem ser levados em suportes proprios que permitem uniformidade de distribuicdo
de temperatura.
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5.4.6 De um modo geral, os materiais (p.e saquetas) devem de estar separados de tal forma que o

ar quente consiga circular entre eles.

5.5 Utilizacdo da estufa de esterilizacdo

5.5.1
5.5.2

5.5.3
5.5.4

Proteger a vidraria com papel pardo (placas de Petri, pipetas, erlenmayers, etc).

A temperatura e o tempo de esterilizacdo deverdo ser no minimo: 1609/120°; 170°/60°;
1809/30".

O papel adquire cor parda, que ndo deve ser em demasia, nem deve ficar quebradico.

Abrir a estufa s6 apds arrefecimento — a entrada do ar mais frio pode levar & quebra do
material.

5.6 Higienizagdo e Manutencdo

5.6.1

5.6.2

5.6.3

5.6.4

5.6.5

5.6.6

5.6.7
5.6.8

A limpeza e higienizacdo & feita quinzenalmente ou sempre que necessario.
Desligar a estufa da corrente elétrica.

Remover as prateleiras e com um pano macio e umedecido em agua morna, passar levemente
na cdmara interna. Nao utilizar qualquer outro produto para limpeza. Cuidado com o sensor
de temperatura na parte interna da camara.

Lavar as prateleiras com solucio de detergente neutro diluida a 2%, passar abundantemente
em agua corrente até completa remocdo da solucdo detergente. Deixar secar.

Posteriormente passar um toalhete de papel /gaze umedecida com alcool 70%, tanto nas
prateleiras como no interior das estufas.

Deve-se cuidar para ndo derramar nenhum produto dentro da estufa. Se tal acontecer limpar
com pano umedecido em detergente neutro. Retirar toda a espuma com um pano enxaguado
varias vezes em agua limpa. No final passar um pano umedecido com alcool 70%.

Apds higienizacdo ligar novamente a estufa.

Fazer o registo de higienizacdo no respetivo Registo de higienizacGo — técnico responsavel,
data, hora e solugbes utilizadas.

5.7 Verificacao

5.7.1

5.7.2

Sempre que a estufa esta em uso é feita a monitorizacdo em continuo da temperatura por um
termdmetro analdgico (5.3.7).

Registar a temperatura observada no interior da estufa diariamente, utilizando o respetivo
Reqisto de verificacdo

5.8 Calibracdo

5.8.1

5.8.2

A calibracdo da estufa devera ser feita antes da entrada em funcionamento e posteriormente
de 3 em 3 anos, por laboratério de calibracio acreditado, por forma a garantir que a estufa
esta a operar dentro das especificacfes.

Uma vez calibrado, o equipamento deve ter uma afixada uma etiqueta com a data da
calibracdo e a data da préxima calibracio.

6. BIBILIOGRAFIA

6.1VIM: 1993 ISO International vocabulary of basic and general terms in metrology

6.2 Manual de Instrucdo da estufa Raypa modelo I-40
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6.3 Orientacfes para a elaboracdo de um manual de boas praticas em bacteriologia. 2004.
Instituto Macional de Satde Dr. Ricardo Jorge.

6.4 Guia RELACRE 6 — Edicdo 2, junho 07. Acreditacdo de laboratdrios de ensaios microbioldgicos

7. ANEXO0S

7.1 Registo de utilizacdo da estufa de incubacdo RAYPA, MODELO I-40 (incubacfes a 30°C) FORM

004

7.2 Registo de higienizacdo da estufa de incubacdo RAYPA, MODELO I-40 (incubacdes a 30°C)
FORM 005

7.3 Registo de verificacdo de temperatura da estufa de incubacdo RAYPA, MODELO I-40 FORM
006
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1. TITULO: POTENCIOMETRO (HI 8424) — UTILIZACAO, LIMPEZA, MANUTENCAO E
CALIBRACAO

2. OBIECTIVOS:
2.1 Este POP aplica-se a utilizacdo do potenciometro.
2.2 Padronizar as atividades que envolvem este equipamento.
2.3 Definir os procedimentos para o seu uso, calibracdo e manutencdo
2.4 Definir responsabilidades para cada atividade.

3. DEFINICOES

3.1Limpeza — Inclui a remocgdo de sujidades, residuos e a reducdo da carga microbioldgica em
equipamentos e superficies, entre outros.

3.2 Manutencdo de rotina — Todas as atividades de manutencdo programadas com determinada
frequéncia e definidas pelo Laboratdrio de Micrabiologia.

3.3 Manutencdo — Todas as atividades ndo programadas de manutencd@o, a serem conduzidas
quando sdo detetados desvios de funcionamento do equipamento.

3.4 Verificacdo — Atividades a serem conduzidas com vista a assegurar que o equipamento se
encontra adequado ao seu uso.

3.5 Calibracdo - Operacdo que visa assegurar a confiabilidade do equipamento, por meio da
comparacdo do valor medido com um padrio rastreado ao SI, levando-o por isso a uma
condicdo de desempenho e auséncia de erros sistematicos, adequados ao seu uso,

4. RESPONSABILIDADES

4,10 Diretor do Laboratdrio de Microbiologia € o responsavel pela implementacio deste
procedimento.

4,2 0s técnicos do Laboratdrio de Microbiologia sdo responsdveis por seguir este procedimento,
bem como registar qualgquer desvio de funcionamento.

5. PROCEDIMENTO

5.1 Sumario — o HI 8424 € um pH/mV/°C microprocessador portatil. Apresenta calibracdo
automatica com 3 solugfes tampdo memorizadas (pH 7,01, 4,01 ¢ 10,01).

5.2 Utilizacao
5.2.1 Primeira utilizacdo
5.2.1.1 Retire a tampa de protecdo e se existirem depdsitos de sal passe por agua.

5.2.1.2 Agite o elétrodo como se tratasse de um termdmetro de vidro, de modo a remover
quaisquer bolhas de ar que estejam dentro do elétrodo.
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5.2.1.3 Se o bolbo efou a juncdo estdo secos, mergulhe a extremidade do elétrodo numa
solucdo de armazenamento ou solucdo padrdo pH 7 ou pH 4, pelos menos durante
uma hora antes de o utilizar.

5.2.1.4 Ligue o elétrodo ao medidor.
5.2.2 Calibracido

5.2.1 Usar solucfes-tampdo comerciais com o certificado de qualidade: solucfies tampdo
pH 7,01 (HI 7007 ou HI 8007) e pH 4,01 (HI 7004 ou HI 8004) para analisar
amostras acidas e solucdes tampdo pH 7,01 e pH 10,01 (7010 HI ou HI 8010) para
as amostras alcalinas.

5.2.2 A calibracdo é feita diariamente
5.2.3 Pressione a Tecla ON para ligar o aparelho.

5.2.4 Enxaguar o elétrodo e a sonda de temperatura com Agua desionizada e limpar
suavemente com papel absorvente.

5.2.1 Mergulhar o elétrodo e a sonda na solugéo de pH 7,01 e esperar agitando suavemente
até ao equilibrio térmico. Acione a tela RANGE para visualizar a medicdo do pH.

5.2.5 Acione tecla CAL. Sera visualizado o valor da solucio tamp3o 7,01 quando a
temperatura € compensada. Quando ndo tem a funcdo de temperatura
compensada o valor sera 7,03. Espere até o valor de pH deixar de piscar.

5.2.65e aparecer "E4, a solucdo de calibracdo é errada ou fora de especificacdo
e deve ser substituida.

5.2.2 Pressione CFM. O simbolo "ES" indica que a deriva de calibracdo esta completa.

5.2.3 Lavar o elétrodo e a sonda de temperatura antes da imersdo em solucdo de 4,01/pH
10,01, e esperar agitando suavemente até ao equilibrio térmico.

5.2.4 0 simbolo "E5" ird ser substituido pelo valor de pH a piscar.

5.2.5 Espere até que o simbolo pH pare de piscar. Pressione CFM para confirmar a
calibracio.

5.2.6 0 elétrodo estd pronto para efetuar as medicGes.

5.2.3 Medicdo

5.2.3.1 Enxague a extremidade do elétrodo com agua destilada ou desionizada. De
seguida e para uma resposta mais répida e de modo a evitar contaminacido
cruzada, enxague a extremidade com algumas gotas da solucdo a ser testada.

5.2.3.2 Mergulhe a extremidade na amostra, agite cuidadosamente e aguarde que a
leitura estabilize.

5.2.3.3 A sonda de temperatura pode ser utilizada independentemente para tomar
medicties de temperatura, ou em conjuncdo com o elétrodo de pH - funcdo ATC.

5.2.4 Manutencdo e Limpeza
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5.2.4.1

5.2.4.2

5.2.4.3

5.2.4.4

5.2.4.5

5.2.4.6

O bolbo de vidro do elétrodo de pH e a juncdo devem estar sempre hidratados.
Assim, colocar a tampa de protecdo com algumas gotas de solucdo de
armazenamento.

Nunca armazenar o elétrodo em agua destilada ou desionizada.

Apos utilizar o elétrodo enxaguar com agua limpa, guardando-o de acordo com
ponto 5.2.4.1.

Limpar o elétrodo periodicamente, deixando-o mergulhado durante 10 a 15
minutos em solucdo de limpeza.

Quando o nivel da solucdo referéncia estiver 1 cm abaixo do orificio de medigéo,
desaperte a ficha de modo a expor o orificio e adicione mais solucdo electrolitica
referéncia com uma seringa. Manter o elétrodo na horizontal de modo a obter

um nivel acima do orificio de medicio e volte a colocar a ficha quando terminar.

Inspecionar o elétrodo vendo se existem quaisquer arranhfes ou quebras no
bolbo ou haste — em caso afirmativo substitua-o

6 BIBLIOGRAFIA

6.1 Manual de Instrucciones- HI 8014 - HI 8314 - HI 8424 - HI 8915 - HI 9214 - HI 931000~ HI
9622 pHmetros Portatiles. Versdo 3/97

7 ANEXOS

N&o aplicavel
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1. TITULO: CONTROLO E PREPARACAO DE MEIOS DE CULTURA

2,

OBIETIVOS:

0 presente documento destina-se a descrever o modo como os meios de cultura s30 preparados,
desde a pesagem até ao uso no laboratdrio de Microbiclogia.

Todos os registos sao mantidos no Laboratdrio,

3.

4.

CAMPO DE APLICACAD

Este procedimento aplica-se ao Laboratdrio de Controlo de Qualidade Alimentar, Lda — LCQA,
Laboratdrio de Microbiologia

DEFINICOES
Nao aplicavel

RESPOMNSABILIDADES

0 Responsdvel do Laboratdrio de Microbiologia, & respetivos técnicos, sao os responsaveis por
implementar & sequir este procedimento, respetivaments,

PROCEDIMENTO

6.1Pesagem do meio de cultura

Pesar a quantidade de meio de cultura desidratado indicada na tabela do ANEXO I, ou consultar
o rotulo do frasco do meio de cultura, ou a gquantidade de cada um dos ingredientes indicada na
respetiva norma em funcdo do volume de meio de cultura que se guer preparar.

6.2 Distribuicio dos meios de cultura
Os meios de cultura s3o distribuidos de acordo com o referido na tabela ANEXO I1.
6.3 Dissolucio do meio de cultura

Dissoflucdo sem aguecimento: Alguns meios de cultura ndo necessitam de qualquer tipo de
dissolucdo, seguindo apenas as indicactes do fabricante quanto aos tempos de espera antes de
serem esterilizados.

Dissolucdo com aquecimento: feita no microondas, ou no banho-maria em ebulicdo,
lentaments para evitar sobreaquecimento. E necessario ir agitando o recipients ou mexendo com
uma vareta regularmente.

6.4 Esterilizacio do meio de cultura
Esterilizacao por calor himido: Ver tabelz do ANEXD I1.

Estarifizacio por ebuficdo: Alguns meios de cultura mais sensiveis ao calor ndo podem ser

esterilizados na autoclave, sendo sujeitos apenas 2 uma ebulicdo, segundo indicacdo do
fabricant= ou da norma respetiva.

Assim, colocar o meio de cultura perfeitamente homogeneizado no microondas ou em banho-
maria a uma poténcia baixa. Deixar aguecer lentamente até 2 ebulicdo, agitando varias vezes.
Colocar o meio de cultura imediatamente em banho de 3guz a aproximadamente 45 £ 19C &
distribuir em placas assim que atinja esta temperatura.
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6.5 Distribuicio de meios de cultura esterilizados

Os meios de cultura para plaguear s3o distribuidos assepticamente por placas de didmetro
adequado, de acordo com a tabela ANEXO IT de modo a obter uma espessura apropriada ao
crescimento de microrganismos. As placas sdo0 deixadas a secar tapadas numa superficie fiia e
horizontal.

6.6 Identificacdo do meio de cultura/lote

Todos os meios de cultura ou reagentes preparados sdo identificados com o nome, a data de
preparacdo e rubrica do responsdvel, acompanhado sempre com um ndmero de lote sequencial
(data/nome/ndmero) (ex. 25.11.10/TGT/1), para haver rastreabilidade do mesmo.

6.7 Condicoes de armazenamento

O periodo de vida 0l dos meios de cultura depende das suas caracteristicas. Mormas especificas,
normas naconais ou intemacionais podem prever condicdes especificas de vida maxima de
prateleira.

Armazenar os meios de cultura em condictes que impecam gualguer modificacio da sua
composicao, isto €, ao abrigo da luz e & dissecacdo & num frigorfico a (5 £ 3) ® C, s2 necessario.

E geralmente recomendado 4 semanas de armazenamento para placas e 6 meses para frascos e
tubos, exceto quando especificado em normas especificas ou resultados do laboratdiio de
validac3o.

A data de validade para meios armazenados encontra-se estabelecida na tabela em ANEXO II.
Antes de qualquer utilizacdo observar sempre qualguer alteracdo de cor, sinal de
evaporacao/desidratacdo ou crescimento microbiano. Lotes de meios gque mostram tais mudancas
nao devem ser utilizados.

Antes de ser utilizado ou antes de mais aguecimento, recomendz-se que os meios de cultura
sejam equilibradas 3 temperatura ambiente.
6.8 Utilizacdo do meio de cultura sdlido em frasco

Fundir o meio de cultura, colocando-o no microondas a baixa pot@nda, de seguida colocar em
repouso a temperatura ambiente durante um curto periodo de tempo, (ex. 2 minutos), para
evitar a gquebra do vidro.

Arrefecer o meio fundido 2 uma temperatura de 4521°C num banho de dgua controlado
termostaticamente. O tempo necessario para se atingir 45+1°9C depende do tipo de meio de
cultura, do volume & o do ndmero de unidadss no banho. Deste modo, o controlo de
temperatura no interior dos frascos colocados no banho € feito verificando uma sonda de
temperatura dentro de um frasco semelhants ao utilizado. Evitar sempre o sobreaguecimento.

0 meio fundido deve ser utilizado o mais breve possivel (posto em placas imediatamente 3 sua
fundicdo) e recomenda-se que o mesmo nao seja mantido mais do que 4 horas no banho.

O medo ndo serd novaments guardado nem fundido para uso posterior.

6.9 Controlo de qualidade
O controlo de gualidade dos meios de cultura encontra-se exemplificado no Anexo IT
6.9.1 Controlo positivo e negativo

O controlo positivo e negativo efetua-se a fim de garantir que o meio realmente funciona de
acordo com as informactes dadas pelo fabricante,
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Utilizz-se como controlo positivo do meio, uma cultura pura da bactéra que queremos pesguisar
nesse melo, cultura essa que terd de apresentar as caracteristicas tipicas inerentes ao crescimento
dessa bactéria nesse mesmo meio de cultura.

Como controlo negative do meio, utiliza-s2 uma cultura pura de uma bactéria cujas coldnias nesse
meio de culura apresentem caracteristicas diferentes da cultura usada no controlo positivo, ou que
Nao Cresca.

Para se fazer esse controlo as bactérias apds a sua reconstituicdo e incubac3o inicial (placa original)
tém de ser mantidas no frigorifico até 2 nova reconstituicdo da cultura (consultar IT-002).

Semanalmente tem de se renovar a bactgria em meio nutritivo & & a partir desta € que se efetuam
todo o tipo de controlos e confimactes, caso isto ndo seja possivel vai-se 2 placa original repicar a
bactéria.

Fazer uma estria 2 superficde do meio de cultura, incubando-se de acordo com o método (utiliza-se
uma placa dividida ao meio, um lado para o controlo positivo & o outro para o controlo negativa, no

caso de tubos utiliza-se um tubo para o controlo positivo e outro para o controlo negativo).
Observam-s2 e registam-se os resultados.

6.9.2 Controlo de esterilidade
O controlo de esterilidade serve para verificar a esterilidade do meio de cultura.

Apds preparacdo do meio de cultura escolhe-se uma placa ou um tubo gue se incuba a temperatura
de (37+1) © C durante 2-5 dias. 4o fim deste tempo, ndo devera haver qualguer crescimento no meio,
caso contrario o lote & rejeitado.

Regista-se o resultado.

6.9.3 Controlo de pH

Determina-se o pH do meio de cultura regista-se o valor,

O meio & rejeitado caso o valor de pH se encontre fora dos limites especificados.

6.10 Ensaio de recuperacio

0 enszio de recuperacao € realizado sempre que se utilize um novo lote de meio de cultura ou haja
algum indicio de alteracdo da gualidade do meio.

Inocular em triplicado o meio em estudo e o melo ndo seletivo (PCA), dividindo o volume de uma
lenticulz em partes iguais, incubar segundo o respetivo procedimento operativo.

A recuperacdo do microrganismo alvo deve ser de pelo menos 66% do resultado obtido no meio de
cultura ndo seletivo e € dada pala seguinte formula:

Ensaio de Recuperacao (ER) = (Ng / Ng) * 100

ER = CA = 66 %

Em que:
MNs — nimero total de coldnias obtido no meio de cultura ndo seletivo.
Mo — ndmero total de coldnias obtido no meio de cultura em estudo.

CA — Critério de aceitacdo de 66%.
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Estes resultados registam-se na folha de registos originais.

7 BIBLIOGRAFIA

7.1 NP 2079 — Regras gerais para analise microbioldgica.

7.21S0 7218 - Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for

microbiological examinations.
7.3 Standard Methods - (SMEWW) - 202 Edicd0:1998;
7.41S0/TS 11133:2014 — Microbiology of food and animal feeding stuffs — Guidelines on

preparation and production of culture media — Part 1: General guidelines on quality

assurance for the preparation of culture media in the laboratory
7.51S0/TS 11133:2014 — Microbiology of food and animal feeding stuffs — Guidelines on

preparation and production of culture media — Part 2: Practical guidelines on

performance testing of culture media.

8 ANEXO0S

8.1 Anexo I — Tipos de meios de cultura usados no Laboratério de Microbiologia do LCQA e
respetivamente fornecedor e propriedades seletivas do meio.

8.2 Anexo II - CondicSes de esterilizacdo, de armazenamento e controlo de qualidade a
efetuar nos meios de cultura usados no Laboratdrio de Microbiologia do LCQA

8.3 FORM-001.001 Modelo de Impresso de Registo de Utilizacdo de Equipamento ou
Instrumento de Medicdo

9 HISTORICO DE REVISAO

Revisao
Data

Revisdo
formacao?

Finalidade requer

Elaboracao

Aprovacao

00 Xoe/xx/19

Emiss&o inicial S

Responsavel Qualidade

Diretor Geral

70




(A

IT-001

Pagina 5 de 7

Instrugio de Trabalho Data emissio
Data aprovagio
Controlo e Preparacio de Meios de Cultura —
Tevisao

Anexo I - Tipos de meios de cultura usados no Laboratdrio de Microbiologia do LCQA & respetivamente fornecedor e propriedades seletivas do meio

” Suplemento/R Ti
Meio de arca Quantidade tpe
Modo de agio eagentes
cultura Referéncia (g/L) dissolugio
o'y
Slanetz and A azida de sodio vai inibir o crescimento de toda a fiora microbiana que seja
HIMEDIA . Os Enterococos reduzem o TTC, formande 1 compesto vermelhe de .
Bariley . L . . . 46,50 gL —_ QUENTE
Ref ME12-1 formazina, implicande gque as colonias vdo apresentar  coloragdo
(SB) avermelhada.
i O meio contém litic e telutto, gue inibe a maiora da microflors REF
Baird Parker
contaminante, uantc a glicina e o piruvato aumentam o crescimento de
Rabbit Plasma MERCK = g P : ’ (Rabbit Plasma
estafilococes. Os estafilococos podem reduzir o telurito a telureto, o que 70glL QUENTE
Fibrinogen Agar Ref. 70802 .. . 3 . . Fibrinogen)
BPA. RPF) s resulta na coloragio cinza a preto das coldnias. O fibrinogénio plasmatico de
{ ' coslho & usado para a deteceio da atividade da coagulase. Ref. 05030
HIMEDIA O crescimento da maior parte dos microrganismos € favorecido pela
Flate Count Agar presenga de substdncias nutritivas fomecidas pela friptona e pelos fatores 35gL —_ QUENTE
Ref. MOB1 de crescimento do exirato de levedura.
(FCA)
Apenas o5 microrganismos que apresentam tolerdncia ao NaCl, tis como
Manitol Salt Agar HIMEDIA os estaflococos, conssguem crescer neste meio, devido 3 sua elevada
concentragio neste sal. A degradagdo do manitol em Acido estabelece mais 111 GIL —_— QUENTE
(MSA) Ref M118

oW MEN0S UMma relag:io com a patogenicidade do Sfaphylococcus sursus, o

que vai serdir como indicador para esta espécis.
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Anexo IT - Condiches de esterilizacdo, de armazenamento e controlo de qualidade a efetuar nos meios de cultura usados no Laboratdrio de Microbiologia do
LCQA

Armazenamento Controlo da Gualidade
Meio de L. Tipo de Flacas de pH
cultura Distribuigo Esterilizagio Petri 60 Con!r_clo Con‘tn_:nlo (25°C)
mm @ Tubos Frasco positive negativo
Enferococcus e -
Slanetz and . 4 Semanas - Escherichia coll
o _ — feacaliz
Bartley (SB) Placas Ebuligio . il NCTC 9001 7.240.2
Baird Parker o,
Rabbit Plasma ; - 4 Semanas Jm:ﬂ_zcuzccm Eccherichia coli
Fibrinogen Agar Placas 121°C 1 15 51900 p— —_ NCTC 9001 7.240.2
(BFA, RPF) NCTC 8571
Ezcherichia coli
Plat t o
late Count Agar Fra S00mL 1295G 1 15" 4 .:ema:as _ B Meses NCTC _ 7.240.2
(PCA) SEPC 5+3%C
a001
Staphylococcus C - -
Manitol Salt Agar 5 . 4 Semanas & Mesas SUTELS Escherichiz cali
Flacas 121%C 1 15 - - NCTC T.240.2
(MAS) 5+3°C 523 MNCTC .
86571 200
Tubos ou . X
Agua Peptonada frasco de 1219C 1 15 6 Meses G Meses Escherichia col 72402
Tamponada Shott 100 au = - 52390 B350 NCTCG - <t
250 mL 8001

72




(t".\ Instruggio de Trabalho Data emissdo
A

IT-001 Data aprovagio

Controlo e Preparagio de Melos de Cultura

Pagina 7 de 7 revisio

FORM-001.001 Modelo de Impresso de Registo de Utilizacdo de Equipamento ou
Instrumento de Medic3o
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1. TITULO: RECONSTITUICAO DE CULTURAS DE REFERENCIA

2.

OBJETIVOS:

O presente documento destina-se a descrever as aciies necessarias para a reconstituicdo de Culturas
de Referéncia (CR) ou derivados comerciais equivalente, para utilizacdo nos controlos positivos e
negativos. Para demonstrar a rastreabilidade, os laboratdrios devem usar estirpes de referéncia de
microrganismos obtidos diretamente de uma colecdo reconhecida nacional ou internacional, quando
exista. Em alternativa podem ser usados derivados comerciais para os quais tenha sido demonstrado,
pelo laboratdrio, serem equivalentes em todas as caracteristicas relevantes, nas condices de

utilizacdo.
3. CAMPO DE APLICACAO

4.

0O uso de CR em Microbiologia € uma ferramenta fundamental para verificar o desempenho dos
ensaios executados na rotina do Laboratdrio. Idealmente, o seu uso deve fazer parte de um
programa de Controlo de Qualidade definido, juntamente com a participacio de Ensaios
Interlaboratoriais. O uso de CR aplica-se a controlos positivos e negativos em série de amostras e
para testes confirmativos.

Este procedimento aplica-se ao Laboratério de Controlo de Qualidade Alimentar, Lda — LCQA,
Laboratario de Microbiologia

DEFINICOES

As culturas de referéncia consistern em microrganismos classificados por género e espécie,
catalogados e descritos de acordo com suas caracteristicas e origem (I1SO 11133-1:2000).

RESPONSABIIIDADES

O Responsavel do Laboratdrio de Microbiologia e respetivos técnicos, sdo os responsdveis por
implementar e seguir este procedimento, respetivamente.

PROCEDIMENTO

6.1Fornecedor
As CR devem ser adquiridas em Centros de Referéncia como p.e. ATCC (American Type Culture
Collection), NCTC (National Collection of Type Cultures), etc. Os derivados comerciais podem ser
adquiridos nos laboratérios comuns de venda de consumiveis

6.2 Manutencdo

A conservacdo dos “stocks” de referéncia deverd ser feita em aliquotas ultracongeladas ou
licfilizadas.

As estirpes de referéncia podem ser subcultivadas uma vez para obter “stocks” de referéncia. As
culturas de trabalho para serem usadas na rotina devem ser previamente subcultivadas a partir
do "stock” de referéncia (veja-se Anexo A — preparacdo de “stocks” de trabalho).

Se o "stock” de referéncia tiver sido descongelado, ndo podem ser recongelados e reutilizados.

0Os “stocks” de trabalho ndo devem ser subcultivados, excepto se tal for requerido e definido por
um método normalizado ou se os laboratdrios puderem documentar, que ndo houve alteracdo de
nenhuma caracteristica relevante.

Os "stocks” de trabalho ndo devem ser subcultivados para substituir "stocks” de referéncia.

Os derivados comerciais de estirpes de referéncia sé devem ser usados como culturas de
trabalho.
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6.3 Diluentes

Agua Peptonada Tamponada;

MR-Maximum Recovery Broth (Caldo de recuperacdo maxima);

Agua esterilizada

6.4 Meios liquidos diretos

Retirar o tubo (lenticula) a utilizar do congelador (-20+£5,0) °C;

Deixar atingir a temperatura ambiente (aproximadamente 15 a 20 minutos);
Para um frasco esterilizado de 100 mL, medir 100 mL de diluente;

Verter a lenticula para o frasco (com 100 mL de diluente);

Repousar a temperatura ambiente (aproximadamente 10 a 15 minutos), para rehidratar,
verificando sempre se a lenticula esta completamente dissolvida;

Depois de dissolver agitar durante 15 segundos cerca de 30 vezes;

A lenticula esta pronta a utilizar de acordo com os métodos a testar.

6.5 Meios liquidos indiretos (diluicdes das lenticulas)

Retirar o tubo (lenticula) a utilizar do congelador (-20£5,0) °C;

Deixar atingir a temperatura ambiente (aproximadamente 15 a 20 minutos);
Proceder de acordo com o documento auxiliar DA14;

A lenticula estd pronta a utilizar de acordo com os métodos a testar.

6.4 Meios sélidos

Retirar o tubo (lenticula) a utilizar do congelador (-20+£5,0) ©C;

Deixar atingir a temperatura ambiente (aproximadamente 15 a 20 minutos);

Reconstituir no meio pretendido deixando repousar & temperatura ambiente (aproximadamente
10 a 15 minutos);

Adicionar o meio pretendido pelo método de incorporacdo ou espalhamento de acordo com o
método a analisar.

6.5 Registos

0Os resultados sdo efetuados nas folhas de registos relativas ao microrganismo & meétodo
respetivo, incluindo sempre as leituras intermédias (provas de confirmacdo) para a apresentacdo
do resultado final. Posteriormente € feita a sua transcricdo para a aplicacdo informatica.

As folhas de registo sdo rubricadas por:
= Responsavel pela execucdo da analise;
= Responsavel pelas leituras;
= Responsavel técnico.
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7.1 Indicactes do fornecedor.

7.2 Guia Relacre 6 — 23 Edicdo. Acreditacdo de Laboratdrios de Ensaios Microbioldgicos

75




t’“ Instrugio de Trabalho Data emisséo
A
IT-003 Data aprovagio
Reconstituigdo de Culturas de Referéncia
Pagina 3 de 5 revisio
8 ANEXOS
8.1 Anexo A — preparacdo de “stocks” de trabalho
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Revisdo Finalidade Ref-.r s rgq;ler Elaboracdo
Data LU LLLL LR Aprovacao
00 Xx/xx/19 | Emissdo inicial S Responsavel Qualidade | Diretor Geral

76




t"\ Instrugéo de Trabalho Data emissdo
f g

IT-003 Data aprovagio

Reconstituigio de Culturas de Referéncia

Pagina 4 de 5 revisdo

Anexo A — preparacdo de “stocks” de trabalho

Estitpes de teferéncia reconhecidas pelo Oreanismo de acreditagio
1* Subcultura

Nio Permitidn l

#*

Cultura de stock
gelo seco, azoto liquido, ultracongelada ete.
Tempos e condigfes especificas de

ANTIAZENATeIT] TEC omendadas.

l

E

| |

Manter em condigies especificas

1%ubculbua
Descongelar | teconstituir

l

P

Cultura de trabalho

3 v
Tempos e condigdes de ammazenagzem recomendadas

l

Utilizagio na rotina

Figura 1. Preparacio de “stocks™ de trabalho. a custa de culturas de referéncia. (Adaptado de:
Guia Relacre. 2006)
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t"\ Ficha de Avaliagio da Formagéao Mod-010
Y
DADOS PESSOAIS
NOME E APELIDO
DADOS GERAIS DA ATIVIDADE
DENOMINACAO
MINISTRADA POR Data Local (horas)
AVALIACAO DA ATIVIDADE
Muito Boa Boa Razoavel Ma

. Utilidade da Acdo de Formacdo

. Documentacdo apresentada

. Adaptacdo ao nivel e necessidade do grupo

. Organizacdo, Coordenacdo e Duracdo

. Explicac@es tedricas

. ExplicacBes praticas

. Meios técnicos utilizados

== T L N e T L, R (RN LR R

. Avaliacdo Global

SUGESTOES E PROPOSTAS

AVALIACAO DA EFICACIA DA ACAO DA FORMACAO (preencher pelo GC ou RT)

trabalho;

trabalho;

[] Aproveitamento adequado serviu para melhorar no seu posto de

[] Necessidade de ampliar a formacao;

[ | Aproveitamento inadequado, pouco melhorou o seu posto de

Data e Assinatura (GQ):

Pagina 1 de 1

78




