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OBJECTIVO E AMBITO

Este documento define os requisitos técnicos para o controlo da qualidade, garantia da qualidade
e a validagdo de métodos em laboratodrios de testes microbioldgicos.

Este documento contém requisitos suplementares para o cumprimento dos requisitos da norma
ISO/IEC 17025:2017. Onde quer que existam duvidas, a ISO/IEC 17025:2017 continua a ser o
documento de referéncia para estabelecer a competéncia de um laboratério para produzir
medi¢Ges validas.

DEFINICOES
Precisao: Proximidade do acordo entre o resultado de um teste e o valor de referéncia aceite.

Material de Referéncia Certificado: Material de referéncia, acompanhado de um certificado, em
gue um ou mais valores de propriedades sdo certificados por um procedimento, o qual estabelece
a capacidade de efectuar a rastreabilidade para uma realizacdo precisa da unidade em que tais
valores das propriedades sdo expressos e, cada valor certificado é acompanhado por uma
incerteza declarado a determinado nivel de confianca.

Limite de detecgdo (LOD): O menor nimero de microrganismos que podem ser detectados, mas
em numeros que ndo podem ser estimados.

Linearidade: Habilidade de um método para obter resultados de testes proporcionais a
concentracdo da andlise.

Desvio negativo: Ocorre quando o método alternativo dd um resultado negativo sem
confirmacgdo, quando o método de referéncia da um resultado positivo. Este desvio torna-se um
resultado falso negativo quando o resultado verdadeiro pode ser comprovado como sendo
positivo.

Desvio positivo: Ocorre quando o método alternativo da um resultado positivo sem confirmacao,
guando o método de referéncia da um resultado negativo. Este desvio torna-se um resultado falso
positivo quando o resultado verdadeiro pode ser provado como sendo negativo.

Precisdao: O grau de concordancia entre os resultados de testes individuais quando um método é
aplicado repetidamente a mais de uma amostra homogeneizada. A precisdo é geralmente
expressa como desvio padrdo relativo. A precisdo é uma medida do grau de repetibilidade ou
reprodutibilidade.

Culturas de referéncia: Termo colectivo para linhas de referéncia, estoques de referéncia e
culturas de trabalho.

Linhas de referéncia: Microrganismos definidos pelo menos ao nivel do género e da espécie,

catalogados e descritos de acordo com as suas caracteristicas e de preferéncia indicando a sua
origem. Normalmente obtidos a partir de uma colecg¢ao nacional ou internacional reconhecida.
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2.18

Material de referéncia: Material ou substancia cujos valores de propriedade sao suficientemente
homogéneos e bem estabelecidos para serem utilizados na calibragem de um aparelho, na
avaliacdo de um método de medicdo ou na atribuicdo de valores a materiais.

Método de referéncia: Método rigorosamente investigado, descrevendo clara e exactamente as
condi¢Ges e procedimentos necessarios para a medi¢do de um ou mais valores de propriedade
gue se tenha demonstrado terem precisdo e exactidao proporcionais ao uso pretendido e que
pode, portanto, ser usado para avaliar a precisdo de outros métodos para a mesma medigdo,
particularmente ao permitir a caracterizacdo de um material de referéncia. Normalmente um
método padrdo nacional ou internacional.

Estoques de referéncia: Um conjunto de culturas separadas e idénticas obtidas por uma Unica
sub-cultura a partir da linha de referéncia.

Veracidade relativa: O grau de correspondéncia dos resultados do método em avaliagdo com
aqueles obtidos através de um método de referéncia reconhecido.

Robustez: Uma medida da capacidade de um procedimento analitico de ndo ser afectado por
pequenas, mas deliberadas variagGes nos parametros do método e fornece uma indicacdo de sua
confiabilidade durante a utilizagdo normal.

Veracidade: A proximidade de concordancia entre o valor médio obtido a partir de uma grande
série de resultados de testes e um valor de referéncia aceite. A veracidade é equivalente a uma
auséncia de "tendéncia", que é a diferenca entre a expectativa dos resultados do teste e um valor
de referéncia aceite e € uma medida de erro sistematico total, mas ndo aleatoério.

E muito dificil determinar a veracidade de um método microbioldgico, especialmente em uma
amostra naturalmente contaminada. A forma mais apropriada de determinar a veracidade é
realizar testes em varios laboratoérios e depois determinar a média do resultado do grupo.
Portanto, a veracidade pode ser determinada pelo uso de materiais de referéncia certificados ou
amostras contaminadas artificialmente. Estes testes também podem ser realizados em um uUnico
laboratdrio, utilizando diferentes analises. Os métodos devem ser capazes de detectar ou
recuperar organismos nas concentragdes correctas.

Repetibilidade: Fechamento do acordo entre os resultados de medi¢Bes sucessivas da mesma
medida sob as mesmas condi¢des de medigao.

Reprodutibilidade: Proximidade do acordo entre os resultados das medigdes da mesma medigdo
e realizadas em condigdes alteradas de medigao.

Selectividade: A capacidade de um método para determinar com precisdo e especificamente a

analise de interesse na presenca de outros componentes em uma matriz de amostra sob as
condigdes declaradas no teste.
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Sensibilidade: A fraccdo do numero total de culturas ou coldnias positivas correctamente
atribuidas na inspeccdo presuntiva.

Especificidade: A fraccdo do numero total de culturas ou coldénias negativas correctamente
atribuidas na inspeccdo presuntiva.

Incerteza de Medigao: Parametro associado ao resultado de uma medi¢do que caracteriza a
dispersdo dos valores que poderiam ser razoavelmente atribuidos a medida.

Validagao: Confirmacao, através do fornecimento de provas objectivas, de que os requisitos para
uma utilizacdo ou aplicagdo especifica pretendida foram cumpridos.

Verificagdo: Confirmacdo, através do fornecimento de provas objectivas, de que os requisitos
especificados foram cumpridos.

Cultura de Trabalho: Uma sub-cultura primaria de um estoque de referéncia.

Matriz de Amostra: Tudo o que esta presente na amostra tipica, excepto as analises de interesse.

HISTORICO
Uma medicdo vélida pode ser assegurada quando (ILAC G9):

= S3o utilizados métodos validados e equipamentos apropriados;
= Colaboradores qualificados e competentes realizam o trabalho;

= A comparabilidade com medigGes feitas em outros laboratdrios é assegurada (capacidade de
rastreabilidade e incerteza de medigdo)

= Esta disponivel evidéncia independente de execucdo (Teste de proficiéncia)

= S3o utilizados procedimentos bem definidos de Controlo da Qualidade e de Garantia da
Qualidade, de preferéncia envolvendo a credenciacdo de terceira parte.
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Figura 1: Sobreposicao entre fungées associadas a Rastreabilidade da Medicdo e a Qualidade
Analitica.

Calibragdo rastredvel

Validacao
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4, METODOS
4.1 As analises microbiolégicas podem ser divididas em dois grupos:

= Analises qualitativas, um método de andlise, que demonstra a presenga ou ndo de um
microrganismo especifico numa determinada quantidade de amostra de teste.

= Analises quantitativas, um método de analise que determina a quantidade de
microrganismos presentes numa determinada quantidade de amostra, quer directamente
(enumeracdo obtendo unidades formadoras de coldnias) ou indirectamente (indices de
numeros mais provaveis, absorvéncia, impedancia).

4.2 Dentro destes dois grupos, existem trés tipos de métodos.

4.2.1 Métodos Padrdo

Ao utilizar um método de teste padrdo, o laboratério deve demonstrar sua competéncia para

responder as caracteristicas de desempenho do método. Este critério é satisfeito pela verificagdo
do método.
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4.2.2 Métodos Rapidos

Métodos rapidos como os imunoldgicos, biolégicos moleculares ou instrumentais podem ser
usados como equivalentes a certos métodos padrao.

Kits de Teste - Quando o fabricante dos kits de teste fornece os dados de validagdo, o laboratério
s6 efectua a validagdo secundaria (verificacdo). Se, no entanto, ndo houver dados de validagdo
disponiveis para um kit especifico, a validacdo primaria deve ser executada. E desejavel a
evidéncia de que o fabricante dos kits opera de acordo com um programa de garantia da
qualidade.

Os laboratdrios devem reter os dados de validagdo dos sistemas de testes comerciais (kits)
utilizados no laboratério. Estes dados de validacdo podem ser obtidos através de testes
colaborativos ou de dados de validagdo submetidos pelos fabricantes que tenham sido
submetidos a uma avaliagdo de terceira parte (por exemplo, ACOA).

Verificar se em alguns casos (por exemplo, testes microbioldgicos veterinarios) que um kit de teste
especifico tem um desempenho diferente nas condicGes ambientais locais, relativamente as
condi¢Ges ambientais originais a que foi submetido durante a validagdo primaria. Nesses casos, o
laboratdrio deve conduzir a validagdo para provar que o kit tem um bom desempenho sob
condi¢des ambientais locais.

4.2.3 Métodos ndo-padronizados

O termo refere-se a casos em que os métodos padrdo foram modificados ou utilizados fora do
seu ambito de aplicacdo e a casos em que o método é desenvolvido num laboratério.

A realizacdo da validagdo primaria num método ndo-padrao requer que seja estabelecido um

protocolo de validagdo que indique a adequacdo ao objectivo em comparagdo com um método
padrdo, estudos pré-colaborativos ou estudos colaborativos inter-laboratoriais.

Pagina 7 de 37



Documento N2: TR 18 Edigao N2: 1

SOUTHERN AFRICAN DEVELOPMENT COMMUNITY

A validagdo primaria ndo é necessaria:

e Quando um método ndo-padrdo ja tiver sido validado por uma organizagdo nacional ou
internacional;

® Para um método que é validado e aceite por industrias especificas, por exemplo, a indUstria
de lacticinios, e publicado em uma revista cientifica reconhecida.

Se for necessaria uma versdo modificada de um método para cumprir a mesma especificagdo do
método original, entdo as comparagGes devem ser feitas usando réplicas para garantir que este
seja o caso. O desenho experimental e a analise dos resultados devem ser estatisticamente
vélidos.

4.3 Valida¢do de métodos

Todos os métodos submetidos por laboratdrios microbioldgicos para acreditacdo devem ser
validados.

O termo "validagdo" refere-se ao processo que é seguido para demonstrar com o fornecimento
de evidéncias objectivas, que um método especifico é adequado para a finalidade pretendida.

A extensdo da validagdo deve reflectir, sempre que possivel, as condi¢Ges reais de ensaio. Por
exemplo, isto pode ser conseguido utilizando uma amostra naturalmente contaminada ou um
produto contaminado com um nivel conhecido de microrganismos.

Quando a validacdo estiver completa, o laboratdrio precisa verificar regularmente se o
desempenho documentado pode ser alcangado, por exemplo, através do uso de amostras
perfuradas ou materiais de referéncia que incorporem matrizes relevantes.

4.3.1 Validagdo primaria

Métodos desenvolvidos em laboratdrio, métodos padrdo que tenham sido modificados de tal
forma que o resultado final possa ser influenciado (temperatura e tempo de incubacdo, meios
alternativos), métodos padrdo utilizados fora do seu ambito pretendido, bem como métodos
rapidos, devem ser submetidos a validacdo primaria.

Um nimero limitado de laboratdrios desenvolve e implementa "novos" métodos microbiolégicos.
Portanto, ndo sdo muitos os laboratdrios que tém de realizar uma validagdo primaria dos
métodos.

4.3.2 Validag¢do secundaria (verificagdo)

Quando um laboratdrio implementa um método padrao, que foi desenvolvido, e validado noutro
local, somente se aplica a validagdo secundaria (verificacdo).

A verificacdo refere-se ao processo em que é estabelecida a aplicabilidade do método a todos os
produtos em teste, bem como a competéncia do pessoal nesse método.

O processo deve incluir evidéncias objectivas de que o laboratério é competente para executar o
método de acordo com as caracteristicas que foram publicadas e aceites.
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A verificagdo pode ser realizada por controlos da qualidade internos e externos no laboratodrio,
ensaios comparativos inter e intra-laboratoriais, bem como a participagdo em esquemas de
ensaios de proficiéncia, quando disponiveis.

4.4. Métodos aceitaveis para a validacdo de analises qualitativas e quantitativas
4.4.1 Andlises qualitativas

5.1

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

Os métodos de ensaio microbioldgico qualitativo, tais como e onde o resultado é expresso em
termos de detectado/n3o detectado e procedimentos de confirmacdo e identificagdo devem ser
validados através da determinacgdo, quando apropriado, da especificidade, veracidade relativa,
desvio positivo, desvio negativo, limite de detecgdo, efeito de matriz, repetibilidade e
reprodutibilidade.

A validagdo deve demonstrar a aplicabilidade do método especifico a varios tipos de amostras, por
exemplo, alimentos, agua e farmacos.

De preferéncia devem ser usadas amostras contaminadas naturalmente (por exemplo, amostras
deintoxicacdo alimentar), mas como estas nem sempre sao faceis de obter, as amostras perfuradas
sdo usadas com mais frequéncia.

A contaminagao do produto deve ser conduzida com uma cultura pura de uma linhagem.

Os microrganismos utilizados para verificacdo devem ser verificados quanto a pureza.

INOCULAGAO

Se for sabido que os organismos em certos tipos de amostras estdo destacados (por exemplo,
alimentos processados), os organismos contaminantes também devem ser destacados antes da
inoculagao.

As amostras cruas nao processadas devem ser inoculadas com organismos sem destaque.

Cada tipo de amostra é dividido em 3 por¢des. Uma amostra serve como controlo negativo; uma
amostra € inoculada com uma baixa concentracdo de amostra e uma amostra com uma alta
concentracdo de amostra. O Unico requisito de aceitagdo para a verificagdo de métodos
qualitativos é alcangar uma proporg¢do de aproximadamente 50% entre resultados positivos e
negativos no mesmo conjunto de amostras. Este requisito é referido como recuperacdo
fraccionaria.

Um baixo nivel de inoculagdo é estabelecido no nivel de detecgdo mais baixo do método, por
exemplo, 1 -5 cfu/25g. O nivel de inoculacdo alto é definido em 10 - 50 cfu/25g.

Os niveis de inoculados que levam apenas a resultados positivos ou negativos ndo tém qualquer
utilidade na determinagdo do limite de detec¢do mais baixo e, portanto, ndo satisfazem os
requisitos de validagao.

Para demonstrar especificidade e sensibilidade, uma amostra de ensaio deve ser inoculada com

linhagem do microrganismo especifico em teste, bem como com linhagens consideradas
potencialmente competitivas.
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5.6

5.7

6.1

6.2

7.1

7.2

Se a amostra de controlo ndo inoculada for positiva para os organismos a ensaiar, o teste é
considerado invalido.

As amostras de controlo ndo sdo incluidas quando os testes de verificacdo sdo realizados em
amostras contaminadas naturalmente.

ANALISES QUANTITATIVAS

Para métodos de testes microbioldgicos quantitativos, a especificidade, sensibilidade, veracidade
relativa, desvio positivo, desvio negativo, repetibilidade, reprodutibilidade e o limite de
determinacdo dentro de uma variabilidade definida devem ser considerados e, se necessario,
determinados quantitativamente em ensaios. As diferencas devidas as matrizes devem ser
levadas em conta ao testar diferentes tipos de amostras. Os resultados devem ser avaliados com
métodos estatisticos apropriados.

Para diferentes tipos de amostras, preparar niveis de contaminacdo altos, médios e baixos, bem
como uma amostra de controlo ndo inoculada. O nivel mais baixo deve cair aproximadamente no
limite de detecc¢do, os niveis médio e alto um e dois niveis de registo mais altos, respectivamente.
Os resultados das contagens obtidas devem ser convertidos em valores de registo e destacados.
Ao utilizar um valor de consenso, os valores atipicos devem ser removidos através de analise
estatistica.

CONTROLO DA QUALIDADE & GARANTIA DA QUALIDADE

Teste de Proficiéncia

O teste de proficiéncia neste documento refere-se a comparagdes inter-laboratoriais, amostras
de ensaio cegas analisadas pelo laboratdrio e esquemas de ensaio de proficiéncia.

E um requisito de acreditacdo para que os laboratérios participem em testes de proficiéncia
necessarios para o seu ambito de acreditagdo. (Consultar SADCAS TR 08 "Testes de proficiéncia e

outros requisitos de programa de comparacgdo para laboratoérios de ensaio e clinicos").

O tipo e extensdo dos testes de proficiéncia seleccionados por um laboratério devem abordar o
risco envolvido na produgdo de resultados que ndo sdo confidveis.

Deve ser dada preferéncia aos testes de proficiéncia que utilizam matrizes de amostras
semelhantes as amostras que sdo testadas pelo laboratorio.

Controlo Interno da Qualidade

O controlo interno da qualidade consiste em todos os procedimentos realizados por um
laboratdrio para a avaliagdo continua do seu trabalho.
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7.3

7.3.1

O principal objectivo é assegurar a consisténcia dos resultados no dia-a-dia e a sua conformidade
com os critérios definidos.

E necessario um programa de verificacdes periddicas para demonstrar que a variabilidade (isto é,
entre analises e entre equipamentos e materiais, etc.) esta sob controlo. Todos os testes incluidos
no ambito de acreditacdo do laboratdrio precisam ser cobertos pelo programa de controlo de
qualidade.

O programa pode envolver:

e O uso de amostras cravadas

e A utilizacdo de materiais de referéncia (incluindo materiais do Esquema de Proficiéncia);
e Teste com réplicas;

e Avaliacdo de réplicas de resultados de testes;

¢ Comparagdes intra-laboratoriais.

O intervalo entre estas verificagdes sera influenciado pela construcdo do programa e pelo nimero
de testes reais. Recomenda-se que, sempre que possivel, os testes incorporem controlos para
monitorar a execugao.

Em casos especiais, um laboratdrio pode ser acreditado para um teste que raramente é chamado
a fazer. Reconhece-se que, nesses casos, um programa de controlo da qualidade interno continuo
pode ser inadequado e que um esquema para demonstrar uma execugao satisfatoria que é
realizada em paralelo com os testes, pode ser mais adequada.

O uso de meio de comunicagao
Meio de comunicagao interno preparado

A execucdo adequada dos meios de cultura, diluentes e outros fluidos de suspensdo preparados
internamente deve ser verificado, quando necessario, no que diz respeito a:

® Recuperagdo ou manutencgdo de sobrevivéncia dos organismos alvo,
® |nibigdo ou supressao de organismos nao visados,

® Propriedades bioquimicas (diferencial e diagndstico),

® Propriedades fisicas (por exemplo, pH, volume e esterilidade).

As matérias-primas (tanto as formula¢des comerciais desidratadas quanto os constituintes
individuais) devem ser armazenados em condi¢des apropriadas, por exemplo, em locais frescos,
secos e escuros. Todos os recipientes, especialmente os dos meios desidratados devem ser
hermeticamente fechados. Meios desidratados que estejam cozidos ou rachados ou que
apresentem uma mudanga de cor ndo devem ser utilizados. Agua desionizada, destilada ou
osmose inversa produzida, livre de substancias bactericidas, inibitdrias ou interferentes, deve ser
usada para preparacdo, a menos que o método de teste especifique o contrario.

O prazo de validade dos suportes preparados, em condi¢ées de armazenamento definidas deve
ser determinado e verificado.
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7.4

7.4.1.1

7.4.1.2

7.4.1.3

7.4.2

Todos os meios (diluentes e outros fluidos em suspensdo) adquiridos prontos a usar ou
parcialmente completos requerem validagao antes de serem usados. A avaliagao do desempenho
na recuperagao ou sobrevivéncia dos organismos alvo e a inibigdo ou supressdo de organismos
ndo alvo precisa ser totalmente quantitativa. Atributos (por exemplo, propriedades fisicas e
bioquimicas) devem ser avaliados usando critérios objectivos.

Como parte da validacdo, o laboratdrio utilizador necessita de ter um conhecimento adequado
das especificagdes da qualidade do fabricante, que incluem pelo menos o seguinte

¢ Nome do meio de comunicagao e lista de componentes, incluindo quaisquer suplementos;

® Prazo de validade e critérios de aceitabilidade aplicados;

® CondigOes de armazenamento;

e Regime de amostragem/taxa;

e Verificagdo de esterilidade;

e Verificar o crescimento dos organismos de controlo alvo e ndo alvos utilizados (com as
referéncias da sua colecgdo de culturas) e critérios de aceitabilidade;

e Controlos fisicos e os critérios de aceitabilidade aplicados

® Prova de que a midia suporta o crescimento de contagens muito baixas de organismos,
conforme especificado por certos testes.

Os lotes de meio de comunicagdo devem ser identificaveis. Cada lote recebido deve ser
acompanhado por provas de que cumpre a especificagdo da qualidade. O laboratdrio utilizador
deve assegurar-se de que a notificagcdo do fornecedor sobre quaisquer alteracGes a especificagdo
da qualidade sera recebida pelo laboratério.

Quando o fabricante dos meios de comunica¢do adquiridos prontos a usar ou parcialmente
completos estiver coberto por um sistema da qualidade reconhecido (por exemplo, série ISO 9000
registada), a verificacdo pelo laboratério utilizador da conformidade dos fornecimentos com a
especificacdo definida através da validacdo inicial pode ser aplicada de acordo com a expectativa
de consisténcia. Noutras circunstancias seriam necessarias verificacdes adequadas em cada lote
recebido.

Controlo de esterilidade e contaminagao

Os controlos de esterilidade e contaminagdo devem ser realizados em todos os lotes de meios de
comunicacgdo. Estas verificagdes sdo realizadas incubando uma amostra dos meios a temperaturas
e tempos que permitam o crescimento de microrganismos. A incubagdo também deve ser feita a
mesma temperatura em que os meios serdo utilizados. Os periodos de incubacdo ndo devem ser
inferiores a 48h (3 temperatura em que o meio sera utilizado). E aconselhdvel realizar
regularmente controlos de promogao do crescimento dos diluentes utilizados.

Pagina 12 de 37



SADCAS®)

s
SB35 No,
©

Creort™

Documento N2: TR 18 Edigao N2: 1

<,

>

SOUTHERN AFRICAN DEVELOPMENT COMMUNITY

7.4.3

7.4.4

8.1

8.2

8.3

Teste de Desempenho

Os testes de suporte ao crescimento e recuperagao devem ser realizados em lotes de meios de
comunicagao antes do langamento. Os testes de execugdao devem incluir tanto controlos positivos
como negativos. Os meios devem ser testados preferencialmente em condigGes tdo proximas
daquelas em que serdo utilizados.

Os detalhes dos resultados dos testes da qualidade de desempenho devem ser registados para

garantir a capacidade de rastreabilidade até o nimero de lote do meio correspondente. Devem ser
registadas as seguintes informacdes:

e Numero médio do lote, data de preparagdo, data média do ensaio;

e Avaliacdo da esterilidade, temperatura e tempo de incubacdo, presenca ou auséncia de
crescimento;

® Avaliagdo de desempenho (controlos positivos e negativos)

e Comentarios gerais sobre a aceitacdo/rejeicdo do lote

® Assinatura e data do analista.

Critérios de aceitagcdo ou rejeicdo

Os meios de comunicacdo devem ter o desempenho pretendido. Os critérios para a
aceitacdo/rejeicdo dos meios de comunicacdo devem ser detalhados num procedimento. Todos
0S meios que n3ao suportam ou suprimem o crescimento, ou que ndao demonstram as
caracteristicas exigidas, devem ser rejeitados. Em circunstancias normais, um laboratério nao
deve utilizar qualquer meio expirado.

Em circunstancias em que um laboratério tem de utilizar meios expirados, é necessario
demonstrar que estao em vigor medidas adequadas de controlo de qualidade para provar que os
meios apoiam o crescimento antes da realizacdo de testes e que o uso de meios expirados é
negociado com o cliente. O uso de meios expirados deve levar em consideragdo o risco envolvido
na producdo de resultados ndo confiaveis e a respectiva aplicagdo dos resultados pelo cliente.

O USO DE MATERIAIS DE REFERENCIA E CULTURAS DE REFERENCIA

Os materiais de referéncia devem, sempre que possivel, ser rastreaveis a unidades de medida SI,
ou a materiais de referéncia certificados. Os materiais de referéncia internos devem ser
verificados sempre que possivel, técnica e economicamente.

As verificagGes necessarias para manter a confianca do estado de calibracdo dos padrées de
referéncia, primarios, de transferéncia ou de trabalho e materiais de referéncia devem ser
realizadas de acordo com procedimentos e cronogramas definidos.

Os laboratoérios acreditados pelo SADCAS devem ter procedimentos para manipulagdo,
transporte, armazenamento, processamento, manutengdo e uso seguro de padrées de referéncia
e materiais de referéncia, a fim de evitar contaminagdo ou deterioragdo e, proteger a sua
integridade.
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8.4

8.4.1

8.4.2

A garantia da qualidade nos laboratérios de microbiologia ndo pode ser realizada sem culturas de
referéncia devidamente armazenadas, processadas e mantidas.

Materiais de referéncia e culturas de referéncia (1ISO/IEC 17025:2017 clausula 6.4.1 - vide Nota 1).
Materiais de Referéncia

Os Materiais de Referéncia e Materiais de Referéncia Certificados (vide definicdo no Apéndice A)
proporcionam uma capacidade de rastreabilidade essencial nas medi¢Ges e sdao usados, por
exemplo;

e Para demonstrar a exactidao dos resultados;
® Para calibrar o equipamento;

e Para monitorar o desempenho do laboratério;
e Paravalidar os métodos; e

® Para permitir a compara¢do de métodos.

Sempre que possivel, devem ser utilizados materiais de referéncia em matrizes apropriadas.

Culturas de referéncia

As culturas de referéncia sdo necessdrias para estabelecer o desempenho aceitdvel dos meios
(incluindo kits de teste), para validar métodos e para assistir/avaliar o desempenho em curso. A
capacidade de rastreabilidade é necessaria, por exemplo, ao estabelecer o desempenho dos
meios para o kit de ensaio e para as valida¢des dos métodos. Para demonstrar a capacidade de
rastreabilidade, os laboratérios devem usar linhagem de referéncia de microrganismos obtida
directamente de uma colecgdo de culturas nacional ou internacional reconhecida, onde estas
existam. Alternativamente, podem ser utilizados derivados comerciais para os quais o laboratério
tenha demonstrado que todas as propriedades necessarias sdo equivalentes no ponto de
utilizagao.

Seguindo a orientagdo da ISO 11133-1, as linhagens de referéncia podem ser sub-cultivadas uma
vez para fornecer estoques de referéncia. As verificagdes de pureza e bioquimica devem ser feitas
em paralelo, conforme apropriado. Recomenda-se o armazenamento de estoques de referéncia
em aliquotas ultracongeladas ou liofilizadas. As culturas de trabalho para uso rotineiro devem ser
sub-culturas primarias do estoque de referéncia. Se os estoques de referéncia tiverem sido
descongelados, eles nao devem ser congelados de novo e reutilizados.

Os estoques de trabalho ndo devem ser sub-cultivados a menos que seja exigido e definido por
um método padrdo ou que os laboratdrios possam fornecer provas documentais de que ndo
houve alteragdo em nenhum bem importante. As reservas de trabalho ndao devem ser sub-
cultivadas para substituir as reservas de referéncia. Os derivados comerciais de linhagem de
referéncia s6 podem ser utilizados como culturas de trabalho.
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9.

Uma cultura de referéncia é uma preparagdo de microrganismos que é obtida a partir de
uma colecgdo de tipos de cultura como a ATCC.

Uma cultura de referéncia é uma preparagdo de microrganismo derivada de uma cultura de
referéncia.

O crescimento de culturas de estoque de trabalho é derivado de uma cultura de estoque de
referéncia.

Uma sub-cultura é a transferéncia do crescimento de microrganismos estabelecidos nos
meios de comunicagao para meios de comunicagdao novos. Desenvolver uma cultura de
referéncia ou cultura de estoque a partir do seu estado preservado (por exemplo, liofilizado)
ndo é uma sub-cultura.

Sub-cultura e manutengao

O armazenamento incorrecto e a sub-cultura repetida de uma cultura podem levar a alteragdes
e mutagdes. Estas alteragdes ocorrem quando um microrganismo nao consegue produzir as
caracteristicas conhecidas e previsiveis para as quais foi seleccionado.

Sub-cultura de culturas liofilizadas:
Opg¢ao 1:

Para culturas liofilizadas, abra septicamente a ampola/frasco que contém a cultura;
Suspender num meio ndo selectivo e riscar imediatamente o caldo na superficie de uma
placa de agar nao selectiva, de forma a obter coldnias Unicas;

Esta placa pode agora ser rotulada como "crescimento primario";

Incubar a temperatura designada.

Ap0s a incubagdo, as coldnias Unicas sdo novamente transferidas para um meio de agar ndo
selectivo, de forma a obter coldnias Unicas. A placa de Petri é rotulada como "Semana 1".
Ap0s a incubacgdo a cultura é armazenada a 4°C — 8°C, o crescimento € utilizado para efeitos
de controlo da qualidade durante um periodo de sete dias.

Apds um periodo de sete dias, a placa "Semana 1" é rotulada em meio de 4gar ndo selectivo
"Semana 2". Continuar desta forma por um periodo de 4 semanas (28 dias).

Ap0s o ciclo de 4 semanas, uma nova cultura liofilizada é aberta.

Opgao 2:

Outra opcdo é abrir uma cultura liofilizada e, em seguida armazenar a cultura em contas
criogénicas. Um novo granulo pode entdo ser cultivado a cada quatro semanas.

Orientagdes adicionais podem ser obtidas na ILAC-G9:2005 - 'A seleccdo e uso de materiais de
referéncia’.

A UTILIZAGAO DA TECNOLOGIA DE REACGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Os seguintes pontos fornecem orientagGes sobre as precaug¢ées mais essenciais necessarias para
evitar a contaminagao quando se utiliza a tecnologia de Reacgao em Cadeia de Polimerase.
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9.1

9.2

9.3

9.4

9.5

9.6

10.

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

10.7

O ideal é que os testes sejam executados em trés ambientes laboratoriais separados. O primeiro
deve ser usado exclusivamente para o armazenamento e manipulacdo de reagentes PCR
essenciais, 0 material do modelo ndao deve ser manipulado neste ambiente. O segundo deve ser
utilizado para a extracg¢ao de acidos nucleicos e adigdo de acidos nucleicos a reacgdes de PCR. O
terceiro deve ser usado para armazenar termocicladores PCR e equipamento usado para
manipular os produtos PCR. A amplificagdo e manipula¢do de produtos de PCR devem ser feitas
exclusivamente no terceiro ambiente.

Um dos ambientes indicados em 9.1 deve ter bata de laboratério apropriada e luvas descartaveis.

Cada um dos ambientes indicados em 9.1 deve ter equipamento adequado (por exemplo, pipetas,
pingas, termémetros, centrifugas, blocos de aquecimento, geleiras e frigorificos).

Sempre que possivel, cada uma das areas indicadas em 9.1 deve ter consumiveis dedicados (por
exemplo, tubos de micro combustdo, pontas de pipeta, luvas, desinfectantes e canetas
marcadoras).

O ideal é que as pontas das pipetas filtrantes sejam usadas para toda a manipulagdo de liquidos.
Isto é particularmente importante durante a extracgdo do acido nucleico e adicdo de acidos
nucleicos as reacgées de PCR.

Sempre que possivel, os métodos devem assegurar um fluxo unidireccional de actividades e

pessoal do ambiente utilizado para preparar misturas mestre de PCR para a area de extrac¢do do
acido nucleico e, em seguida, a drea onde as reac¢des de PCR sdo executadas em termocicladores.

DIRECTRIZES PARA ASSESSORES (PALCAN: 8.6)

Como é que os métodos de ensaio sdo seleccionados pelo laboratério?
O laboratério tem conhecimentos sobre validacdo e, tem acesso aos documentos relevantes?

O laboratério tem procedimentos para garantir a qualidade dos resultados de ensaios gerados
pelos métodos de ensaio usados para testes de rotina/adhoc/n3o rotineiros?

O laboratério tem procedimentos para validagdo de métodos?

A quem ¢é atribuida a responsabilidade pelas validagGes? O pessoal esta treinado para realizagdo
de validagdes e na avaliagdo de dados brutos de valida¢ao?

Existe uma separacdo nos registos técnicos entre o desenvolvimento do método e a validagdo?

A documentagdo de validagdo esta completa, incluindo os dados brutos?
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10.8

10.9

10.10

10.11

11.

Ha evidéncias de que o método foi transferido com sucesso para o uso rotineiro?

Existe algum processo para analisar os dados de desempenho gerados para métodos de uso
rotineiro, e que demonstrem a aptiddo continua do cliente para o efeito?

O método declarado é adequado a finalidade pretendida de acordo com os critérios de aceitagdo
do laboratério?

Qual é a base para a escolha dos critérios de aceita¢do do laboratorio?

REVALIDAGCAO/REVERIFICACAO

Espera-se que o laboratério comprove continuamente que a validacdo/verificagdo ainda é actual
através dos procedimentos de controlo da qualidade que incluam as caracteristicas/parametros
de desempenho do método. A revalidagdo/reverificacdo parcial ou total pode ser considerada
quando:

e Eintroduzido um novo instrumento;

* Novas amostras com novos compostos ou novas matrizes sdo introduzidas (Vide Huber: 8.3);

¢ Um novo local com condi¢des ambientais diferentes é usado (Vide Huber: 8.3);

® Novos produtos quimicos e/ou padrées de referéncia sdo usados (Vide Huber: 8.3);

* ModificagGes sdo implementadas devido a problemas analiticos (Vide Huber: 8.3);

® Uma revisdo do controlo da qualidade indica que um método estabelecido estd mudando com
o tempo;

® Programado de acordo com os procedimentos laboratoriais;

e Oscritérios de desempenho do método estarem fora dos critérios de aceitagdo.

Nota: No caso em que um novo analista é designado para executar andlises, é expectdvel que o

laboratdrio garanta que o analista seja competente e atenda aos critérios de execug¢do do
método/procedimento relevante.
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APENDICE A - CALCULO & INTERPRETACAO DE Z-PONTOS e DISPOSITIVO PADRAO RELATIVO
Para cada resultado individual, um z-ponto é calculado da seguinte forma:

=(x—X)
esd

Onde: Z=apontuagdo padrao

z

X = o valor atribuido, a melhor estimativa do valor "verdadeiro".
X = o valor reportado
esd = estimativa de variagdo (valor tedrico do desvio padrao)
z<2= Satisfatério
2<z<3 = Questionavel

>3 = N&o satisfatorio

Procedimento recomendado para estimar a precisdo intermediaria do desvio padrdo relativo dentro
do laboratdrio (RSD):

e Realizar pelo menos 15 determinagbes em horas e datas diferentes com analistas
diferentes.
e Determinar RSD em niveis baixos, médios e altos de contaminagdo por microrganismos.

Use a seguinte equagdo:

i . . Nz
RSD = \/Z; [(loga, ;;gbz/x,)]

(log ai—log bi) / xi = Diferenca entre resultados de registo duplicados

p = nimero de determinagées duplicadas

A repetibilidade pessoal pode ser calculada usando a mesma equagao, onde
p = quantidade de testes realizados pelo analista especifico.

Um valor de RSD maior que 0,1 indica um problema.
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APENDICE B - EXEMPLO DE UMA ABORDAGEM PARA VALIDAGAO DE METODOS.

1. Uma das primeiras tarefas é decidir qudo extensos devem ser os exercicios de validagdo. Para os
métodos padrio, a clausula 7.2.1.5 da ISO/IEC 17025:2017 afirma que "O laboratdrio deve
verificar se pode aplicar correctamente os métodos antes de os executar, garantindo que eles
podem obter o desempenho exigido”. Para novos métodos, a clausula 7.2.2.1 da ISO/IEC
17025:2017 afirma que "O laboratorio deve validar métodos ndo normalizados, métodos
desenvolvidos pelo laboratdrio, métodos normalizados utilizados fora do dmbito previsto ou de
outra forma modificada. A validagdo deve ser tdo abrangente quanto o necessdrio para satisfazer
as necessidades da aplicagdo ou do campo de aplica¢éo”.

E necessaria alguma forma de validacdo tanto para os métodos padrdo como para 0s novos
métodos. Quando um método padrdo esta a ser implementado, o trabalho necessario para
demonstrar o "funcionamento adequado" serd obviamente menos extenso do que quando um
método totalmente novo é validado. Entretanto, enfatizar as distingdes entre validagGes
primarias e secundarias pode ser uma distrac¢do. Ao invés disso, sugere-se que a escala dos
exercicios de validacdo seja ajustada para que os gestores de laboratdrio estejam confiantes de
gue possuem evidéncias objectivas mostrando que seus métodos sdo adequados ao propdsito.
Para um método padrdo isto pode envolver o fornecimento de uma cépia do relatério de
validagdo primaria original e complementa-lo com evidéncias que o método opera dentro das
especificagdes da validacdo original. Para métodos novos, a validagdo pode resultar numa extensa
série de relatorios onde cada parametro de validagdo é investigado em detalhe.

2. No inicio da implementacdo do método, deve ser preparado um procedimento operacional
padrdo. o procedimento deve incluir, no minimo, o seguinte:

® Uma definicdo da medida;
® Uma descrigdo do objectivo do método (por exemplo, demonstrar a conformidade com uma
norma nacional);
® Uma lista das matrizes que serdo analisadas;
® Uma lista de consumiveis que serdo utilizados;
® Uma lista de equipamentos que serdo utilizados e;
® Uma instrugdo passo-a-passo sobre como o método sera executado.

3. As fontes de incerteza devem entdo ser identificadas e devem ser feitos esforcos para minimizar
0 seu impacto. Isto é importante uma vez que os resultados dos testes de validacdo so sdo
necessarios se forem executados em um ambiente controlado. O Apéndice C fornece uma visdo
geral de algumas fontes de incerteza que podem ser consideradas durante este processo. As
fontes de incerteza e as medidas de controlo associadas devem ser documentadas num breve
relatorio.

4, Os parametros de validagdo que sdo relevantes para o método devem ser identificados. O

Apéndice D fornece orientagdes sobre a relagdo entre os varios métodos microbioldgicos e
parametros de validagdo.
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Um plano de validagao deve entdo ser elaborado. Isto pode ser convenientemente conseguido
utilizando um formato tabulado como o apresentado no Apéndice E.

O plano de validagao deve incluir uma descricao dos testes a serem executados. Estas descri¢des
podem incluir detalhes das amostras a serem utilizadas, a abordagem experimental e o critério
de aceitacdo. As orientagdes sobre os parametros de validacdo e sua relevancia para os métodos
em microbiologia sdo fornecidas no Apéndice F.

As experiéncias descritas no plano de validagdo devem ser executadas.

Os relatdrios de validacdo devem ser elaborados. Os relatérios podem considerar parametros de
validagdo individuais ou grupos de parametros, conforme considerado apropriado. Idealmente,
os relatdrios devem incluir os seguintes titulos:

e Titulo;

® |Introducao;

® Parametro (s) de validagdo investigado (s);

e Critérios de aceitacdo;

e Materiais e métodos;

® Resultados e discussao;

® Declaragdo sobre adequacdo ao fim a que se destina;
® |ocalizagdo dos dados brutos;

e Referéncias

A orientagdo sobre relatorios de validagdo é apresentada no Apéndice G.
Uma vez que existam evidéncias que indiquem que o método funciona dentro dos critérios de

aceitacdo importantes, pode ser emitido um memorando final indicando que o método é
adequado para o fim a que se destina.
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APENDICE C - EXEMPLOS DE FONTES DE INCERTEZA DOS METODOS DE MICROBIOLOGIA

Nota: A tabela abaixo foi adaptada da Agéncia de Protecgdo a Saude (2005). Incerteza da medicdo nos
testes. Método Padrao Nacional QSOP 4 Emissdo 5.

Fonte de incerteza

Competéncia técnica

Todas as etapas de processamento de uma amostra, operagdo do equipamento
e leitura qualitativa ou quantitativa de testes

Variagdo entre e dentro dos membros do pessoal

Homogeneidade da fonte original da amostra

Por¢do de teste utilizada na analise da subamostra

Precisdo e Exactiddo do equilibrio ou do equipamento volumétrico

Amostra

Distribuicdo ndo uniforme de microrganismos entre subamostra ou por¢ées de
teste

Condig¢Bes de tempo, transporte e armazenamento entre a amostragem e 0s
ensaios

Grau de heterogeneidade das suspensdes feitas a partir da amostra

12.1 Homogeneizag¢do

Agrupamento de microrganismos

da amostra

Distribuicdo desigual dos microrganismos

Mistura insuficiente

Precisdo de volumes ou pesos de fluidos de dilui¢do pré-medidos

Volume de fluido de diluigao utilizado

Grau de mistura em cada etapa de diluicdo

Diluicao

Numero de etapas de uma diluicdo em série

Precisdo, exactiddo e uso apropriado do equipamento de diluicdo

Volume das pipetas utilizadas

Microrganismos aderentes as pipetas

Qualidade das matérias-primas

Pesagem exacta dos materiais

Qualidade da agua, incluindo pH e condutividade

Erro pessoal na preparacao e utilizagdo de meios de cultura (incluindo
Temperatura ao adicionar suplementos)

Meios e reagentes

Processamento e controlo de aquecimento

Mistura adequada

Grau de secura dos meios solidos

Desempenho de meios e reagentes, como selectividade e sensibilidade

Vida util

Volume do inéculo

Equipamento utilizado na distribui¢do, espalhamento e filtragem

Inoculagao da midia

Temperatura

Humidade

Condigdes atmosféricas

Reconhecimento das coldnias alvo

NuUmero de coldnias contadas

Leitura e interpretagao dos

Dilui¢cdes escolhidas para a contagem (uma diluicdo ou mais de uma diluigdo)

resultados

Proporgao de colénias confirmadas

Propriedades dos meios de comunica¢do, especialmente quando se utilizam
balcGes automaticos
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APENDICE D - RELAGAO ENTRE PARAMETROS DE VALIDACAO E METODOS EM MICROBIOLOGIA.

Tabela 1 - Parametros de validagdo relevantes para os métodos quantitativos.

Métodos Quantitativos.

Meios de comunicagdo sélidos Meio liquido . L.
PCR em Microscopio
Placa de Filtragem por Fermentacgo rempo Conta.gens
Espalhe a placa gem p maltipla real de slides
descarga membranas
tubo/pogo
Parametros de
validagao " " § " § . § .
o 3 = 3 = 3 = 2
2 2 B 2 B 2 B >
I g Z g o g < g
2 9 & < & < & 9
& @ o g o g o g N/A N/A
o @ AT * AT s AT o
0 k! S k! S k! S k!
[T] o [T] o (7] o Q
8 p T S T S T p
Q = = =
=
Precisdo 4 4 4 v’ v’ v’ v’ v v v
Selectividade x v * v x v x v v v
Limite de deteccdo v v v v v v v v v v
Linearidade v v v v v v v v v v
Robustez v’ 4 4 v’ v’ v’ v’ v v v
Repetibilidade 4 4 4 v’ v’ v’ v’ v v v’
Reprodutibilidade v v’ v’ v’ v’ v’ v’ v v v
Incerteza de Medi¢do v v’ v’ v v v v v v v
Tabela 2 - Parametros de validagdo relevantes para os métodos qualitativos.
Métodos qualitativos com ou sem pré-enriquecimento.
Meios de comunicagao sélidos
I L : Meio Ponto final | Microscépio
Filtragdo
Placa de Espalhe a firag liquido ouPCRem Pres?ng.a/
descarga chapa por tempo real Auséncia
membrana
Parametros de
validagao @ 0 % o o
é é o w é o w E Identificag3
3 3 |22 & |22 & < < °
2¢ 8 | 24g &8 |88 & |88 8 = > taxonémica
= 3 c > 8 23 8 5| 8 de estirpes
51 3 | 8% 3 [2° 8 |2% 3 o
$4 s S o s S s e isolados
S =3
Precisao x x x x x x x x x x v’
Selectividade * v * v * v x v v v x
Limite de detec¢do v v v v’ v’ v’ v’ v v v x
Linearidade x x x x x x x x x x x
Robustez 4 v’ v’ v’ v’ v’ v’ v’ v v v
Repetibilidade v’ v’ v’ v’ v’ v’ v’ v’ v v v
Reprodutibilidade v’ v’ v’ v’ v’ v’ v’ v’ v v v
Incerteza de Medigdo x x x x x x x x x x x
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APENDICE E - EXEMPLO DE UM FORMATO TABELADO PARA A ELABORAGCAO DE PLANOS DE

VALIDAGAO.

Titulo do método

Descrigdao da (s) medida (s)

Descrigao das matrizes tipicamente analisadas

Parametro de validagao

Breve descri¢do da abordagem experimental utilizada para investigar o

parametro.

Precisao

Descricdo das amostras:

Descricdo da abordagem experimental:

Critério de aceitagdo:

Selectividade

Descricdo das amostras:

Descricdo da abordagem experimental:

Critério de aceitacgdo:

Limite de detecgdo (LOD):

Descricdo das amostras:

Descricdo da abordagem experimental:

Critério de aceitacgdo:

Robustez

Descricdo das amostras:

Descricdo da abordagem experimental:

Critério de aceitacgdo:

Repetibilidade

Descricdo das amostras:

Descricdo da abordagem experimental:

Critério de aceitagdo:

Reprodutibilidade

Descricdo das amostras:

Descricdo da abordagem experimental:

Critério de aceitacgdo:

Incerteza de Medigao

Descricdo das amostras:

Descricdo da abordagem experimental:

Critério de aceitacgdo:
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APENDICE F - PARAMETROS DE VALIDAGAO CONSIDERADOS NO CONTEXTO DOS METODOS EM
MICROBIOLOGIA

A ISO/IEC 17025:2017 refere, mas ndo limita a avaliacdo aos seguintes parametros: Faixa de medicdo,
Precisdo, Polarizagdo, Selectividade, Limite de deteccdo, Limite de quantificacdo, Linearidade, Robustez,
Repetibilidade, Reprodutibilidade, Incerteza da medigdo, Sensibilidade cruzada contra interferéncia da
matriz. Segue-se que estes parametros devem ser considerados no planeamento de testes de validagdo.
Os pontos abaixo fornecem informagdes sobre como os parametros de validacdo podem ser interpretados
para métodos em microbiologia.

proximidade do
acordo entre o
resultado de um
ensaio e o valor de
referéncia aceite

Obvios associados a determinacdo do verdadeiro

numero de organismos numa amostra. Portanto,

a melhor estimativa do valor verdadeiro tera que

ser usada com frequéncia. Isto pode ser derivado

de:

1) Um certificado de analise para um material de
referéncia quantificado,

2) O valor consensual de um esquema de teste de
proficiéncia ou

3) O resultado de um método de referéncia
alternativo. Em ultima andlise, a selecgdo de
um valor verdadeiro exigird um elemento de
julgamento por parte do laboratério. Uma vez
que o valor de referéncia aceito tenha sido
seleccionado, a precisdo pode ser expressa
usando a férmula abaixo.

Exactidao
Numero de organismos alvos detectados

— - X
Valor de referéncia aceite

Ao redigir relatérios de validagdo, seria ideal
documentar qualquer preconceito observado. O
enviesamento pode ser considerado como o erro
sistematico de medicdo ou a sua estimativa, em
relagdo a um valor da quantidade de referéncia.
(VIM-32 edigcdo, vocabulario internacional ISO de
termos basicos e gerais em metrologia).

Parametro Parametro considerado no contexto dos Exemplos hipotéticos para ilustrar a
métodos de microbiologia investigagdo pratica dos
parametros de validagao.

Exactidao: Para os métodos microbioldgicos existem desafios | As unidades liofilizadas de um

material de referéncia certificado sdo
utilizadas para espigar E. coli em dez
amostras de agua potavel. O
certificado de analise do material de
referéncia indica que cada unidade
liofilizada contém 100 organismos de
E. coli. Se uma média de 95 E. coli
/100mL fosse detectada nas dez
amostras, a precisdo poderia ser
expressa da seguinte forma.

O numero médio de E. coli
detectado foi de 95 ufc/100mL

A melhor estimativa do valor real
€ 100cfu/100mL.

95
idao = — = 0,
Exactidao 100 x 100 = 95%

Selectividade: A
capacidade de um
método para
determinar com
precisao e
especificamente a

Para os métodos microbioldgicos, a capacidade
de um método para determinar com precisdo e
especificamente a andlise de interesse pode ser
melhor expressa usando os conceitos de
sensibilidade e especificidade abaixo.

Um método que utiliza filtragdo por
membrana e meios cromogénicos
selectivos é utilizado para quantificar
E. coli em dez amostras de agua
superficial de 100mL. Um total de
100 coldnias foi contado.
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Parametro

Parametro considerado no contexto dos
métodos de microbiologia

Exemplos hipotéticos para ilustrar a
investigagdo pratica dos
parametros de validagao.

anadlise de interesse
na presenca de
outros
componentes em
uma matriz de
amostra sob as
condigbes
declaradas no
ensaio. Guia
Eurachem (1998).
(Adequacgao a
Métodos
Analiticos). Um guia
de laboratorio para
validagdo de
métodos e topicos
relacionados.
Direito de autor LGC
(Teddington) Ltd
1998

Sensibilidade é a proporg¢do de alvos positivos
(coldnias, tubos, pogos) correctamente
atribuidos pelo método.

Sensibilidade
Contage

~ Contagem positiva verdadeira + Contagen

A especificidade é a proporgdo de alvos negativos
(coldnias, tubos, pogos) correctamente
atribuidos pelo método.
Especificidade
Verdadeira contagem negati

~ Contagem negativa verdadeira + Contager

Setenta das coldnias tinham um
hipotético fendtipo de E. coli. Destas
60 foram confirmadas como E. coli
usando testes bioquimicos
(verdadeiros positivos) enquanto 10
foram encontradas como sendo de
outra espécie (falsos positivos).
Trinta coldnias ndo tinham um
fenotipo tipico de E. coli. Destas 25
foram encontradas como sendo de
outra espécie (verdadeiros
negativos) enquanto 5
demonstraram ser E. coli usando
testes bioquimicos (falsos
negativos).

Do exemplo acima a contagem
verdadeira positiva foi 60 e a falsa
contagem negativa foi 5. Portanto
Sensibilidade = 60 / (60 +5) = 0.92
Do exemplo acima a contagem
verdadeira negativa foi 25 e a
contagem falsa positiva foi 10.
Portanto Especificidade = 25 /
(25+10) = 0.71

Limite de deteccao
(LOD): O menor
numero de
microrganismos que
podem ser
detectados, mas em
numeros que nao
podem ser
estimados. EA Guide
EA-04/10: 2002,
Acreditagdo em
laboratérios
microbioldgicos

As tentativas para determinar o LOD para
métodos microbioldgicos sdo complicadas pelas
dificuldades associadas a preparagdo de baixas
concentragbes de organismos alvo.

Os pontos assumem que os microrganismos de

uma matriz perfeitamente mista tém uma

distribuicdo de Poisson.

* "Ancerteza aleatoria aumenta rapidamente a
medida que a contagem das colonias
diminui..."

* "Na faixa de contagem abaixo de cerca de dez,
que por acaso é de considerdvel interesse para
a saude publica, as medigcdes unicas sdo tdo
imprecisas que dificilmente podem ser
caracterizadas como melhores do que semi-
quantitativas”.

e "Em concentragdes muito baixas de particulas,
todos os métodos microbioldgicos, MPN e
contagem de coldnias incluidas, tornam-se
essencialmente métodos P/A".

Um material de referéncia comercial
liofiizado ¢é obtido com uma
contagem média de 30 E. coli por
unidade. O material é utilizado para
perfurar dez amostras de 100mL de
agua. A E. coli é entdo enumerada
nas amostras usando um ensaio de
fermentagdo em tubos multiplos.

Se a E. coli for detectada em cada
uma das dez amostras, pode-se
afirmar que o método demonstrou a
capacidade de detectar o organismo
alvo a uma concentragdo de 30 E. coli
por 100mL. Também pode ser
afirmado que o limite de deteccdo
real pode ser menor, mas ndo pode
ser investigado devido a restrigdes
praticas em torno da preparagdo
precisa de amostras perfuradas com
concentragbes de E. coli abaixo de 30
organismos por amostra.
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Parametro

Parametro considerado no contexto dos
métodos de microbiologia

Exemplos hipotéticos para ilustrar a
investigagdo pratica dos
parametros de validagao.

e "Numeros de colénia como 20, 25 ou 30 tém
sido tradicionalmente considerados os mais
baixos estatisticamente confidveis".

Dados os desafios associados a preparagdo de

baixos ndmeros de microrganismos,

experimentos que tentam demonstrar um DBO
abaixo de 30 organismos podem ndo gerar
resultados estatisticamente significativos.

Linearidade:
Habilidade de um
método para obter
resultados de teste
proporcionais a
concentragdo da
andlise. Eurachem
Guide (1998). (A
Adequacgdo aos
Métodos
Analiticos). Um guia
de laboratorio para
validagdo de
métodos e topicos
relacionados.
Copyright LGC
(Teddington) Ltd
1998

Ao executar métodos para avaliar a linearidade
pode ser apropriado definir simultaneamente o
limite superior de trabalho do método.
Essencialmente, esta seria a maior concentracao
de organismos alvo numa amostra que se
enquadra na faixa linear dos métodos.

Um material de referéncia liofilizado
e quantificado foi utilizado para
perfurar seis amostras de 100mL de
agua potavel. A quantidade de
material de referéncia adicionado foi
ajustada para que as concentragdes
de E. coli abrangessem uma faixa
consistente com o objectivo
pretendido do método.

A E. coli foi enumerada em cada
amostra. Estes resultados foram
tracados em relagdo a quantidade de
material de referéncia perfurado em
cada amostra. Um programa de
planilhas comercial foi usado para
atribuir uma linha de tendéncia
linear ao conjunto de dados. Uma
distribuicdo aleatdria sobre a linha
de tendéncia confirmou a
linearidade do método. Uma
tendéncia sistematica de pontos de
dados longe da linha de tendéncia
teria indicado um desvio da
linearidade.

Robustez: Uma
medida da
capacidade de um
procedimento
analitico de ndo ser
afectado por
peguenas, mas
deliberadas
variagdes nos
parametros do
método e fornece
uma indicagdo de

Apesar dos esfor¢os para executar os métodos de
forma consistente, haverd sempre ligeiras
variagdes nas condicbes de teste. No contexto da
microbiologia, dois dos parametros mais
importantes sdo o tempo de incubagcdo e a
temperatura de incubag¢do. Outros incluem
pequenas diferengas na concentragdo dos meios
preparados, idade dos meios utilizados e tempo
de retengdo da amostra. Para qualquer método é
necessario um grau de julgamento para identificar
0s parametros experimentais que podem
influenciar os resultados.

Um método esta sendo validado
para a identificagdo de E. coli em
amostras de dgua ndo tratada
usando tecnologia de filtragdo por
membrana e um meio
comercialmente disponivel. O
fabricante do meio sugere que a
incubacdo deve prosseguir por um
periodo de 20 a 24 horas.

Uma experimentagdo para
demonstrar a robustez do tempo de
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Parametro

Parametro considerado no contexto dos
métodos de microbiologia

Exemplos hipotéticos para ilustrar a
investigagdo pratica dos
parametros de validagao.

sua confiabilidade
durante a utilizagdo
normal. Eurachem
Guide (1998).
(Adequacao para
fins de Métodos
Analiticos). Um guia
de laboratorio para
validagdo de
métodos e topicos
relacionados.
Direitos de autor
LGC (Teddington)
Ltd 1998

Uma vez identificadas as principais varidveis
experimentais, deve ser definida a medida em que
se espera que estas variem (por exemplo, o tempo
de incubagdo pode variar entre 20 e 24 horas). As
experimentagdes de validagdo devem entdo ser
conduzidas para examinar o impacto da variavel.
O conceito é melhor ilustrado com um exemplo de
tempo de incubagdo.

incubacdo pode ser executada da
seguinte forma.

e S3orecolhidas trinta
amostras de agua bruta.

e (Cada amostra é dividida de
modo a haver dois conjuntos
equivalentes.

e O primeiro conjunto é
processado e incubado
durante 20 horas.

e O segundo conjunto é
processado e incubado
durante 24 horas.

e Um teste estatistico, como
um Student t-test, pode ser
utilizado para comparar os
dois tempos de incubacgao.

e O método pode ser
considerado robusto se ndo
houver diferenca significativa
nos resultados para os dois
tempos de incubagao.

Repetibilidade:
Fechamento do

acordo entre os
resultados de
medi¢Ges sucessivas
da mesma medida
sob as mesmas
condigdes de
medicdo. [VIM:
19931SO |
vocabulario
Internacional de
termos basicos e
gerais de
metrologial.

A repetibilidade d4 uma indicacdo do grau de
variagdo nos resultados que podem ser esperados
quando um analista executa um método num
curto espago de tempo utilizando os mesmos
consumiveis, meios e equipamentos.

E importante reconhecer que para os métodos de
microbiologia a repetibilidade sera um
componente da reprodutibilidade. Portanto, se a
reprodutibilidade tiver sido cuidadosamente
examinada e considerada aceitdvel, pode haver
pouco valor em estimar a repetibilidade do
método separadamente.

A repetibilidade pode ser estimada
utilizando amesma abordagem que a
prevista para a reprodutibilidade
abaixo. Contudo, a variagdo das
condicbes experimentais deve ser
minimizada tanto quanto possivel. O
mesmo analista deve executar todo o
trabalho usando um conjunto de
consumiveis e instrumentos em um
curto espacgo de tempo.

Reprodutibilidade:
Proximidade da
concordancia entre
os resultados das
medi¢Ges da mesma
medida realizada

A reprodutibilidade da uma indicagdo do grau de
variagdo nos resultados que podem ser esperados
quando diferentes analistas executam um método
em diferentes momentos utilizando diferentes
lotes de consumiveis, meios e equipamentos.

Exemplo de um ensaio hipotético
para determinar o desvio padrdo
relativo da reprodutibilidade (RSDR)
para um método quantitativo
usando amostras divididas. Este
exemplo foi adaptado da Agéncia de
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Parametro

Parametro considerado no contexto dos
métodos de microbiologia

Exemplos hipotéticos para ilustrar a
investigagdo pratica dos
parametros de validagao.

sob condigbes de
medicdo alteradas.
[VIM: 1993 I1SO
vocabulario
internacional de
termos basicos e
gerais de
Metrologia].

Devido a natureza labial dos microrganismos, as
mesmas amostras ndo podem tipicamente ser
armazenadas durante um longo periodo de tempo
e analisadas utilizando diferentes instrumentos,
andlises e consumiveis.

Isto pode ser parcialmente superado expressando
a reprodutibilidade como um desvio padrdo
relativo (RSD) derivado dos resultados para
amostras divididas. O conceito é ilustrado no
exemplo.

Proteccdo a Saude (2005) National
Standard Method QSOP 4 Edigdo 5
Apéndice A. Recomenda-se que a
referéncia original seja consultada
para maiores detalhes sobre a
metodologia e equagdes utilizadas.

A experiéncia considera um método
utilizado para enumerar E. coli em
amostras de agua. O método dura
mais de quatro dias. Em cada dia uma
Unica amostra de agua é recolhida e
dividida em duas aliquotas. As
aliquotas sdo analisadas
separadamente com tanta variagdo

nas condi¢cdes analiticas quanto
permitido  pelo método (por
exemplo, diferentes analises,

diferentes consumiveis e diferentes
equipamentos). Os  logaritmos
comuns (log10) sdo tomados para as
contagens. O desvio padrao relativo
RSDR ¢ determinado para cada
contagem emparelhada. Um
conjunto de dados hipotético é
apresentado abaixo.

Resultados para amostras divididas|

o E. coli cfu/100ml

o | %
B ) Resultado | Result
£ | dadivisdo | dadiy
1 2
1 1 1089.00 1211.0
2 2 122000.00 14200
3 3 32500.00 29000,
4 4 28000.00 35020,

Os logaritmos comuns (log10) séo e|
dos dados acima. Os desvios padréi
sdo entdo calculados para cada par)|

o Log10 valores para
@ = contagens
a o
5'. dividido | dividido
1 2
1 1 3.037028 | 3.083144
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ParAmetro Parametro considerado no contexto dos Exemplos hipotéticos para ilustrar a
métodos de microbiologia investigagdo pratica dos
parametros de validagao.
2 2 5.086360 | 5.152288 || 0.009106
3 3 4,511883 | 4.462398 || 0.007798
4 4 4.447158 | 4.544316 || 0.015281
Uma estimativa da reprodutibilidade
combinada da RSDRC é obtida pela
determinacdo da média quadratica
dos desvios padrao relativos (RSDR)
para cada par. Uma estimativa
RSDRC de 0.011 seria obtida usando
os dados das tabelas acima.
Incerteza de | EA Guide EA-04/10: 2002, Acreditaco em | Este exemplo foi adaptado da
Medicdo: Laboratdérios de Microbiologia) faz os pontos- | Agéncia de Protecgdo a Saude
Parametro chave que contextualizam as estimativas de | (2005) Método de Padrdo Nacional
associado ao | incerteza em microbiologia. Method QSOP 4 Edicdo 5 Apéndice
resultado de uma A. Ele ilustra como uma estimativa
medida que | EA Guide EA-04/10: 2002, A clausula 5.2 diz: "Os | da Incerteza da Medi¢do (UM) pode
caracteriza a | testes microbioldgicos geralmente entram na | ser derivada dos dados de
dispersao dos | categoria dos que impedem o cdlculo rigoroso, | reprodutibilidade apresentados no
valores que | metroldgico e estatisticamente vdlido da incerteza | exemplo acima. Ele usa um cenario
poderiam ser | da Medicdo. E geralmente apropriado basear a | hipotético onde um resultado foi

razoavelmente
atribuidos a medida

Guia Eurachem
(1998). (Adequacgao
aos Métodos

Analiticos). Um guia
de laboratério para
validagao de
métodos e tdpicos
relacionados.

Copyright LGC
(Teddington) Ltd
1998

estimativa da incerteza apenas nos dados de
repetibilidade e reprodutibilidade, mas
idealmente incluindo o viés (por exemplo, dos
resultados do esquema de testes de proficiéncia)

"

EA Guide EA-04/10: 2002, clausula 5.4 diz: "O
conceito de incerteza ndo pode ser aplicado
directamente  aos resultados de testes
qualitativos, como os de testes de detec¢do ou a
determinagdo de atributos para identificagdo. No
entanto, fontes individuais de variabilidade, por
exemplo, a consisténcia do desempenho do
reagente e a interpretacdo do analista, devem ser
identificadas e demonstradas como estando sob
controlo".

O exemplo fornecido ilustra como uma estimativa
de incerteza pode ser derivada de dados de
reprodutibilidade.

obtido para E. coli em agua de 6,76 x
104 cfu/100mL.
A seguinte formula é usada para
determinar a incerteza para um
determinado resultado.
e Alta estimativa UM = logio
(result) + k x RSDgc
e  Baixa estimativa UM =logio
(result) - k x RSDgc

Os seguintes dados sdo substituidos
na equagao UM.

e Oresultado é6.76 x 10*
cfu/100mL.

® 0 RSDgrc do exemplo de
reprodutibilidade acima foi de
0.011.

e E seleccionado um factor de
cobertura (k) de 2 (Vide
Agéncia de Protecc¢do da
Saude (2005) para mais
orientagGes sobre a selecgdo
de factores de cobertura).
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Parametro Parametro considerado no contexto dos Exemplos hipotéticos para ilustrar a
métodos de microbiologia investigagdo pratica dos

parametros de validagao.

e  Alta estimativa UM =
log10(6.76 x 10%) + 2x 0.011 =
4.8519

e  Baixa estimativa UM =logio
(6.76 x 10%) - 2x0.011 =
4.8079

O resultado acima fornece uma
estimativa de incerteza na escala
log10. Se for necessario um
resultado na escala de contagem
natural, entdo a analise desses dois
valores deve ser determinada da
seguinte forma
e Alta estimativa UM = 10*85° =
7.11 x 10* cfu/100mL
e  Baixa estimativa UM = 10*807°
= 6.43 x 10* cfu/100mL
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Titulo do Método:

Descricdo da (s) medida (s) :

Critérios de desempenho de
verificagdo/validacdo:

1. Repetibilidade

2. Precisdo intermedidria

3. Reprodutibilidade

4, Viés/veracidade

5. Incerteza da medicdo

6. Precisdao

7. Selectividade/sensibilidade/especificidade
8. Linearidade

9. Robustez

10. Limite de determinagdo (LOD)
11. Limite de quantificagcdo (LOQ)
12. Desvio negativo

13. Desvio positivo

Indique por meio de um X, o que for aplicavel

1. Descrigdo do método

Titulo do método:

Analise/Medida:

Principio do método ou principio geral das técnicas:

Tipo de amostra primaria (especificar a matriz: 4gua,
alimentos, etc.):

Tipo de recipiente, aditivos (especificar o tipo de

recipiente: tubo/aditivo/garrafa/midia, cotonete, etc.):

Pré-tratamento da amostra: métodos de pré-
tratamento da amostra (centrifugacao, diluicao,
acidificacdo, alcalinizagdo, extracgdo, etc.):

Unidades: modo de expressdo do resultado (cfu/ml, g,
razao etc.).

Critérios de interpretacdo (intervalos de referéncia,
critérios de definicdo de origem, valores limiares, etc.)

Cddigo do laboratério/ ID da amostra (se existir):

Equipamento utilizado: marca, modelo, referéncia,
numero de identificagdo, etc.

Reagente utilizado: referéncia, fornecedor, data de
validade:

Material de calibragdo (referéncias): conexao
metroldgica
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Operador (es) qualificado (s) e reconhecido (s)
competente (s) tendo realizado a
verificagcdo/validacdo do método: identidade do
operador

Procedimento de validagdo/instrugdo/procedimento

operacional: referéncia e versdo do procedimento

utilizado

Referéncia e versdo do procedimento utilizado:

Periodo de estudo: especificar datas de: xx/xx/xx a
xx/xx/xx, especificar se os resultados anteriores sdo

repetidos

Data da primeira utilizacdo: especificar xx/xx/xx

3. Pontos criticos/controlo de risco

5M

Pontos criticos

Elementos a considerar

Meios de competéncia
(formagdo de pessoal,
verificagdo experimental...)
/documentos (procedimento,
instrugdo, registo, ...) com
referéncias ao QMS do
laboratério

Material (amostras)

Material
(reagentes)

Identidade

Formacdo e informacgdo do
pessoal

Procedimento de
identificacdo do laboratdrio

Tipo de recipiente

Instrugdes para a
amostragem de recipientes

Natureza e volume da
amostra

Verificagdo no recebimento

Tempo e temperatura
antes do tratamento
analitico

Gestdo logistica (condi¢cdes
de transporte)

Critérios de instrugdo para
aceitacdo/recusa

Pré-tratamento:

centrifugacao, diluigdo ...

Centrifugacdo, condi¢des de
dilui¢do...

Centrifugacao, critérios de
diluicdo

Interferéncias

Treinamento de
amostradores, inspec¢do no
recebimento

Instrucdo de formacgdo de
pessoal

Armazenamento e
condigdes de utilizacdo

Metrologia de tubos
(mapeamento e
monitoramento de
temperatura)

Rastreabilidade metroldgica

Gestdo de inventario

Aceitagdo ao receber os
reagentes

Incluindo em cada entrega

Reconstituicdo de
reagentes, normas,
controlos

Pipetas de controlo
metroldgico

Instrucdo de reconstituicdo
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5M

Pontos criticos

Elementos a considerar

Meios de competéncia
(formagdo de pessoal,
verificacao experimental...)
/documentos (procedimento,
instrugao, registo, ...) com
referéncias ao QMS do
laboratério

Material
(equipamento)

Qualidade da agua

Medic¢do da resistividade /
esterilidade

Rastreabilidade das
VerificagOes

Monitoriza¢do de
derivagdes

Periodicidade das
manutengdes Controlo dos
equipamentos
(monitorizagdo metroldgica,
ligagdo,)

Registos de manutencdo
Rastreabilidade Metroldgica,
ClQ/ EEQ

Contaminagao

Respeito pelas condigdes
operacionais do fornecedor

Bibliografia e/ou registo do
teste no local

Configuragdo do
computador a bordo,

Configuragdo, calibracao,
conexdes, arquivamento de
dados,

GravacgOes de jogos de teste

Método Limites do método Limite de deteccgao, limite
(detecgdo, quantificagdo, de quantificacdo,
linearidade, linearidade, interferéncias,
interferéncias,) Sensibilidade, especificidade
Incertezas de medicdo Calculo de incertezas de
medicdo (ndo quantificaveis
para métodos qualitativos)
5M Pontos criticos Elementos a considerar Meios de competéncia
(formagdo de pessoal,
verificacao experimental...)
/documentos (procedimento,
instrugao, registo, ...) com
referéncias ao QMS do
laboratério
CondigGes Condicbes de
ambientais armazenamento e
utilizacdo de reagentes
(temperatura, humidade...)
Requisitos ambientais para | Requisitos ambientais para Ambiente de leitura de
0 equipamento ou 0 equipamento ou operador | resultados
operador Condigdes ambientais Requisitos de equipamento /
(estatico e/ou dindmico ao manual do utilizador
longo do tempo) Registos das condigGes
ambientais
Pessoal Competéncia e Formacdo e avaliagdo das Registos de habilidades do

(trabalhadores)

manutencdo da
competéncia do pessoal

competéncias do pessoal,
plano de formacgao.

pessoal,
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Disponibilidade de pessoal
para assegurar o
cumprimento do
procedimento (por exemplo,
testes de leitura subjectiva).

Rastreabilidade das estagdes
de trabalho

5. Desempenho da avaliagao do método

Parametro de validagdo

Breve descrigdo da abordagem experimental utilizada para
investigar o parametro

Precisao

Descrigdo das amostras

Descricdo da abordagem experimental

Critério de aceitacdo

Resultados

Conclusdo

Selectividade

Descrigdo das amostras

Descricdo da abordagem experimental

Critério de aceitacdo

Resultados

Conclusdo

Limite de detecgdo (LOD)

Descrigdo das amostras

Descricdo da abordagem experimental

Critério de aceitacdo

Resultados

Conclusdo

Limite de quantificagdo (LOQ)

Descrigdo das amostras

Descricdo da abordagem experimental

Critério de aceitacdo

Resultados

Conclusdo

Robustez

Descrigdo das amostras

Descricdo da abordagem experimental

Critério de aceitacdo

Resultados

Conclusdo

Repetibilidade

Descrigdo das amostras

Descricdo da abordagem experimental

Critério de aceitacdo

Resultados

Conclusdo

Precisdo Intermediaria

Descrigdo das amostras

Descricdo da abordagem experimental

Critério de aceitacdo

Resultados

Conclusdo

Reprodutibilidade

Descrigdo das amostras

Descricdo da abordagem experimental

Critério de aceitacgdo

Resultados

Conclusdo
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Incerteza da medigdo Descrigdo das amostras

Descricdo da abordagem experimental

Critério de aceitacdo

Resultados

Conclusdo

6. Conclusdo/declaragdo sobre a adequagio ao fim a que se destina

7. Assinatura e data do Gestor Técnico/Analista
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APENDICE H - REGISTO DE ALTERAGOES

Al 3
Es':la;do Pag teragao Aprovado Data de
revis3o NI, Clausula Descri¢do da alteragao por vigéncia
Edicao 1 - - - SADCAS CEO | 2018-03-24
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