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Resumo
A seguranca alimentar é fundamental para o controlo de surtos de origem alimentar. A importancia de
garantir a sequranca alimentar a nivel microbioldgico impulsiona a existéncia de métodos padronizados,
como as normas da International Standardization Organization (1SO).
De forma a garantir que os resultados das andlises pelo laboratdrios sejam fidveis, é importante que a
incerteza que afeta os resultados seja determinada. Esta incerteza englobe todo o processo de andlise da
amostra, sendo dividida em incerteza da amostragem e a incerteza da medi¢ao. Enquanto a incerteza da
medicao ja é reconhecida em microbiologia, através da ISO 19036:2019, a incerteza da amostragem
mantém uma lacuna de dados e de métodos para o seu cdlculo.
Este relatdrio teve como objetivos: 1) Comparar a norma implementada no laboratdrio onde foi realizado o
estdgio, alS0 7218:2007, e anorma de interesse a estudar se é de implementar, alSO/TS 17728:2015; 2)
Cédlculo da incerteza da amostragem e medicao através do guia da Relacre; 3) Analise e reflexao dos
valores obtidos da incerteza.
Metodologia: Realizou-se um estudo comparativo entre as duas normas, a ISO 7218:2007 e a ISO
17728:2019 onde foram identificadas semelhancas e principais diferencas, e realizou-se o cdlculo das
incertezas baseado no guia da RELACRE para as matrizes em estudo.
Resultados: A implementacao da norma ISO/TS 17728:2015 nao se mostra vantajosa face ao método
interno ja implementado no laboratdrio, estando este atual, cumprindo os requisitos, demonstrando
confiabilidade dos resultados fornecidos pelo laboratdrio
Os dois métodos de calculo utilizados para o cdlculo das incertezas tanto da analise como da amostragem

obtiveram resultados semelhantes para as amostras de zaragatoa.

Palavras-chave: Controlo de qualidade, Microbiologia Alimentar, Cdlculo de Incertezas,

Amostragem, Normas ISO, ANOVA, Cdlculo de duplicados, Contagem de coldnias



Abstract
Food safety is vital for controlling food-borne outbreaks. The importance of ensuring food safety
at the microbiological level drives the existence of standardized methods, such as the standards
of the International Standardization Organization (1SO).
To ensure that the results of analyzes by the laboratory are reliable, it is important that the
uncertainty affecting the results is determined. This uncertainty includes the entire sample
analysis process, being divided into sampling uncertainty and measurement uncertainty. While
measurement uncertainty is already recognized in microbiology, through 1SO 19036: 2019,
sampling uncertainty maintains a data and method gap for its calculation.
This report aimed to: 1) Compare the standard implemented in the laboratory where the internship
was carried out, ISO 7218: 2007, and the standard of interest to be studied if it is to be
implemented, ISO / TS 17728: 2015; 2) Calculation of sampling and measurement uncertainty
using the Relacre guide; 3) Analysis and reflection of the values obtained from the uncertainty.
Methodology: A comparative study was carried out between the two standards, 1ISO 7218: 2007
and 1S0O 17728: 2019, where similarities and main differences were identified, and uncertainty
was calculated based on the RELACRE guide for the matrices under study.
Results: The implementation of the 1ISO / TS 17728: 2015 standard does not prove to be
advantageous in view of the internal method already implemented in the laboratory, being this
current, fulfilling the requirements, demonstrating reliability of the results provided by the
laboratory.
The two calculation methods used to calculate the uncertainties of both analysis and sampling

obtained similar results for the swab samples.

Keywords: Quality control, Food Microbiology, Measurement uncertainty, Food Sampling, ISO

Standards, ANOVA, Colony Counts, Analysis of uncertainty
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1. Instituicao e Contextualizacao do estagio
1.1. Caracterizacao do laboratdrio do estagio

O estdgio curricular decorreu durante dez meses no Laboratdério EQUILIBRIUM Laboratdrio de
Controlo de Qualidade e de Processos, Lda., empresa sediada no concelho de Matosinhos,
constituida em 1994.

O objetivo desta empresa, com a sua equipa de técnicos especializados em diferentes areas
cientificas, foca-se num servico em matéria de assessoria, diagndstico, proposicao e medidas
corretivas, controlo de gestao de substancias quimicas e bacterianas e controlo de qualidade em
amostras de agua, alimentos e higiene e superficies.

O laboratdrio possui um sistema da qualidade implementado e encontra-se acreditado pelo
Instituto Portugués de Acreditacao (IPAC), sequndo a Norma NP EN ISO/IEC 17025- Requisitos
gerais de competéncia para laboratdrios de ensaio e calibracao, apresentando o nimero L0312,
datado de 27 de marco de 2003. Este encontra-se acreditado para a recolha de amostras na Matriz
Agua: consumo humano, balneares, naturais, piscinas, processo e residuais; na Matriz Alimentos e
Higiene de superficies/Superficies de Carcacas; na Matriz Produtos Cosméticos e na Matriz
Atividades Médicas.

A empresa para o desenvolvimento do seu trabalho estd equipada com um Laboratdrio de Fisico-
quimica e um Laboratdrio de Microbiologia e Toxicologia, dispondo também de uma Unidade Mével
para a colheita e conservacao de amostras, sendo também composta por um Departamento de

Assisténcia Técnica, onde sao prestados servicos de apoio ao cliente (1).
1.2. Objetivo do estagio

O estdgio realizou-se ao longo de seis meses, nao consecutivos, tendo sido dividido entre o
Departamento de Qualidade e o Laboratdrio de Microbiologia. O estdgio baseou-se em dois
objetivos determinados pelo laboratdrio. O primeiro objetivo do estdgio, no Departamento de
Qualidade, foi a realizacao do estudo comparativo entre duas normas em relagao as colheitas das
amostras para andlise. As normas em estudo foram a norma que estd neste momento
implementada no laboratdrio, a ISO 7218:2007 Amenda 2013 (ISO 7218) com a norma que se
mostrou de interesse para o laboratdrio, a ISO/TS 17728:2015 (ISO 17728). A finalidade destes
estudo de comparacao foi perceber se a IS0 17728 apresenta melhorias que sejam consideradas

importantes em relacao a norma ISO 7218 no que diz respeito a informacao que fornece sobre as



colheitas das amostras para andlise e se estas melhorias sao justificdveis a implementacao da
norma IS0 17728 como complemento a jd implementada.

0 segundo objetivo definido para o estdgio, ja inserido no laboratério de Microbiologia, foi a
realizacao do calculo da incerteza da amostragem através da quantificacao dos micoorganismos,
utilizando os métodos fornecidos pela Relacre, o cdlculo com base na andlise de amplitudes de
duplicados (Ana.,) e com base na analise ANOVA (Anaova). A finalidade destes calculo foi analisar os
valores obtidos usando estes métodos e refletir se estes poderiam ser adaptados para contexto
alimentar e ser utilizados no laboratdrio para o cdlculo das incertezas das matrizes que este analisa

por rotina.



2.

Introducao

2.1. Doencas de origem alimentar e seguranca alimentar

Ao longo dos tltimos anos observou-se aumento da incidéncia de Doengas de Origem Alimentar

(DOA). Em 2015, a Organizacao Mundial da Satde (OMS), estimou que anualmente, cerca de 600

milhdes de pessoas no mundo adoecem devido ao consumo de alimentos contaminados (2). Em

2018, 26 paises reportaram ao Centro Europeu de Prevencao e Controlo de Doencas (ECDC) cerca

de 5146 surtos de toxinfec6es alimentares provocadas pelo consumo de alimentos contaminados,

que afetaram 48365 pessoas (Figura 1A e 1B). Nestes surtos, as espécies Salmonella,

Campylobacter e Norovirus destacam-se como 0s principais agentes causais identificados (3)

(Figura1C).
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Figura 1- (A) Ndmero de surtos de origem alimentar, reportados por paises europeus ao ECDC durante o periodo 2012-2018: (B)
Nidmero de pessoas afetadas pelos surtos de origem alimentar, reportados por paises europeus ao ECDC durante o periodo 2012-
2018; (C) Enumeracdo dos 10 principais agentes identificados responsaveis por surtos alimentares reportados ao ECDC durante
o0 ano de 2018. Foram selecionados os agentes que possiveis de serem identificados, tendo havido um grande niimero de surtos
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onde nao foi possivel identificar o agente responsdvel. Adaptado de EFSA et al. 2019.



Em Portugal, em 2018, foram reportados 11 surtos de toxinfecoes alimentares provocadas pelo
consumo de alimentos contaminados, que afetaram cerca de 759 pessoas (Figura 2) (3). A
compilacao de dados reportados em Portugal, entre os anos 2012-2018 indicam que apesar do

numero de surtos constante, o nimero de pessoas afetadas apresenta grande variacoes.

100 e /\

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

o SUrt0s — emmmmPessoas afetadas e HospitalizagOes

Figura 2- Numero de surtos de origem alimentar, pessoas afetadas nesses surtos e consequentes hospitalizacdes em
Portugal durante o periodo de 2012-2018. Dados provenientes dos relatdrios anuais do ECDC durante os anos de 2012 a
2018.

Apesar dos dados reportados, expressos na Figura 1, estes valores poderao estar subavaliados ja
gue apenas as pessoas sintomaticas, procuram servicos médico (4). De facto, a probabilidade de um
caso de surto de origem alimentar ser reconhecido e notificado pelas autoridades depende de varios
intervenientes, desde a participacao dos consumidores até ao registo das autoridades médicas
(5,6). Este nimero elevado de DOA é resultante de varios fatores, nomeadamente a alteracao de
hdbitos alimentares, aumento da suscetibilidade da populacao, alteracao das técnicas de
preparacao e distribuicao de alimentos, mudancas no ambiente e nas caracteristicas dos
microrganismos, e aumento do comércio internacional (4,7,8).

Os alimentos constituem um veiculo de transmissao de microrganismos patogénicos que podem
ser introduzidos em qualquer ponto da cadeia de processamento (4). A transmissao pode ocorrer
em produtos frescos, quer pelo uso de dgua contaminada aquando da sua lavagem, quer pelo défice
do procedimento da cozedura (9). Durante e apds o processamento dos alimentos existem também
praticas de risco como a refrigeracao insuficiente e o armazenamento inadequado, contaminacao
cruzada entre alimentos crus e cozinhados, e higienizacao insuficiente das instalacoes e dos
manipuladores (10). Assim, é crucial, assegurar que ao longo da cadeia de processamento, desde o
produtor até ao consumidor, os alimentos estejam livres de contaminagao e préprios para consumo
(7).

A seguranca alimentar tornou-se importante no controlo de surtos. Esta pratica tem como objetivo

assegurar que no momento do consumo, os alimentos nao sejam prejudiciais para a saide publica,



através do cumprimento de regras e procedimentos adequados previamente estabelecidos por
autoridades competentes (11,12). Atualmente, o controlo da qualidade e seguranca alimentar é
realizado, a nivel nacional e europeu, pela industria alimentar. Este controlo é assegurado desde a
entrada dos alimentos na cadeia de producao até ao consumidor final, pela aplicacao de legislacao,
normas e boas préticas de higiene (13).

Aolongo dos anos, foram desenvolvidas estratégias para reforcar a regulamentacao neste dominio,
a nivel nacional e internacional. Em 1963, foi criada a Comissao do Codex Alimentarius, ou Codex,
pela Organizacao das Nac6es Unidas para a Agricultura e Alimentacao e pela OMS. O seu principal
objetivo é desenvolver normas, diretrizes e cddigos de pratica internacionais em alimentos para a
protecao da satide dos consumidores e garantir prdticas justas no comércio de alimentos (14). Estas
normas, diretrizes e cddigos, referidos como textos Codex, sao recomendacoes, sendo a sua
aplicacao voluntdria (15). No entanto, pelo facto de serem reconhecidas e aceites por muitos paises,
tém vantagens porque permitem uma maior harmonizacao na manutencao de elevados niveis de

seguranca e qualidade no comércio de produtos alimentares (7,16).

Aolongo dos tltimos 20 anos, a UE criou uma série de requlamentos, com vista a reforcar a protecao
da satde humana através das autoridades oficiais e, de igual forma, dar a conhecer a todos os
intervenientes dainddstria alimentar os requisitos a que estao obrigados a cumprir (Figura 3).

Em 2002, foi publicado o requlamento (CE) N2 178/2002 do Parlamento Europeu e do Conselho,
conhecido como a Lei Geral de Alimentos que cria uma série de medidas sistematizadas na Figura 3
(17). Em 2004, vérios regulamentos foram emanados que pretenderam criar regras de forma a
responsabilizar os operadores de empresas do setor alimentar pela auséncia de cumprimento da
legislacao alimentar (18-20). Em 2005, o Regulamento (CE) N2 2073/2005 da Comissao
estabelece critérios microbioldgicos para determinar microrganismos, devendo os operadores das
empresas do setor alimentar assegurar que os géneros alimenticios cumprem esses critérios para
que o fornecimento, manuseamento e transformacao da matéria-prima seja realizado de forma a
respeitar os critérios de seguranca dos géneros alimenticios aplicaveis durante toda a vida util do
produto (21). No entanto, estes regulamentos apds a sua criacao tém sido revistos, de forma a

acompanharem a evolucao técnico-cientifica. Em 2007, foi criado o Regulamento (CE) N



1441/2007, que veio alterar o Regulamento N2 2073/2005, relativo aos critérios microbioldgicos

aplicaveis aos géneros alimenticios (22).

Regulamentagao Alimentar

2002 2003 2004 2005

Lei Geral dos Alimentos
Regulamento (CE) N2178/2002 ]

o Cria a Autoridade Europeia para a
seguranga dos alimentos;

Regulamento (CE) N2852/2004:
Higiene dos Géneros Alimenticios

Regulamento (CE)
N22073/2005:

_— Estabelecimento dos Critérios

Regras especificas aos operadores do
setor alimentar;

o Estabelece os principios e normas

geraisda legislagdo alimentar; Regulamento (CE) N2853/2004: Microbioldgicos |
. s — Higiene dos Alimentos de Origem Avalia as condigdes de higiene
o Estabelece procedimentos em matéria | y
alimentar: | Animal dos processos e seguranga do
Regras especificas aos operadores do produto;

o Assegura nivel .de; §eguran9a _e_ntre setor alimentar;
estados-membro idéntico, permitindo -
livre circulagdo de alimentos e atribuigdo
de responsabilidades aos intervenientes.

Regulamento (CE) N2854/2004:
= Atuacdo das Autoridades de
Controlo

Regras de organizagdo dos controlos
oficiais de produtos de origem animal
destinadas ao consumo humano;

Figura 3 - Timeline de regulamentos criados pela Unido Europeia entre 2002 e 2005 para requlamentacao alimentar.
(12-16).

A seguranca alimentar, num pais, é controlada pela organizacao de controlo alimentar
através de regulamentos, normas, regras e praticas (23). Desta forma, os laboratérios de
microbiologia alimentar, responsdveis pelas analises de rotina para o cumprimento de legislacao
nacional, tém um papel importante quando se trata de assegurar a qualidade e a sequranca dos
alimentos (24,25). As analises realizadas pelos laboratdrios sao usadas tanto pelas autoridades de
controlo como pelos operadores do setor alimentar para monotorizacao da qualidade que permitaa
detecao de riscos emergentes como, por exemplo, a presenca de microrganismos patogénicos ou
de toxinas que podem causar toxinfecdes (24,26). Esta andlise pode ainda dar indicacdes
importantes sobre as condicoes de higiene em que o alimento foi preparado. A analise de produtos

finais, permite rastrear e evitar a comercializacao de produtos nao conformes (27).
2.2. Organizacao Internacional de Padronizacao

No ambito da seguranca e qualidade alimentar, a pressao socioeconémica existente, tem vindo a
impulsionar o surgimento de métodos padronizados, dos quais se destacam métodos da
Organizacao Internacional de Padronizacao (ISO, do inglés International Standardization
Organization), reconhecidos como métodos analiticos de referéncia de controlo oficial. Tém sido
desenvolvidos com base em conhecimento de peritos da area de atuacao do método e acordados

em consenso internacional. Sao de "acesso aberto”, no sentido em que a composicao dos meios que



sao utilizados é totalmente conhecida, as técnicas utilizadas sao descritas com detalhe suficiente
para serem reproduzidas e o material utilizado pode ser adquirido através de varios fornecedores
(24). Estes métodos sao ainda utilizados por muitos laboratdrios, principalmente pelas agéncias de
regulamentacao, por serem métodos harmonizados. A utilizacao destes métodos tornam-se
vantajosos pela facilidade de comparacgao de resultados, por nao ser necessario a validagao de
métodos e através destes métodos hd uma simplicidade da avaliacao do laboratdrio por andlise
interlaboratorial. Por estes motivos, tornam-se uma norma padrdo na andlise alimentar (24).

No entanto, apesar de utilizarem estes métodos considerados padrao, os laboratdrios tém de
assegurar que atingem o nivel de qualidade necessario, de forma a garantir resultados robustos e
um desempenho similar ao que foi obtido aquando na validacao do método (28). A acreditacao do
laboratdrio tem como objetivo garantir a competéncia técnica para a realizacao de um determinado
ensaio ou calibracao, promovendo a melhoria continua dentro do préprio laboratdrio (29). Assim, 0
laboratdrio é reconhecido e acreditado pela qualidade apresentada no seu trabalho, obtendo numa
vantagem competitiva perante os restantes laboratdrios atuarem no mercado. A acreditacao de
laboratdrios rege-se, a nivel internacional e europeu, por normas harmonizadas que permitem o
reconhecimento mutuo das acreditacoes entre estes, facilitando a livre circulacao de bens e
servicos abrangidos pela mesma (29-31).

Ditoisto, os métodos ISO sao criados por uma equipa de peritos, que perante a detecao de falhas no
mercado, na industria ou pelos grupos de consumidores, se retinem para a criacao de métodos
consensuais. Esta equipa é representada pelo conjunto de profissionais que usarao estes métodos
e serao consequentemente influenciados por estes (representantes da industria, organizacoes
governamentais e ndo-governamentais, pessoal académico, por exemplo) (32,33).

Os métodos ISO e a sua criagcao sao um processo continuo em constante desenvolvimento. Alémda
criacao de novos métodos, ocorre a atualizacao dos existentes, sendo revistos quando necessario.
Assim, é critico que as organizacdes que usam estes métodos (ex: laboratdrios) se encontrem
atualizados, e é relevante para o laboratdrio fazer um estudo interno comparativo entre os métodos
existentes para a drea de interesse e verificar qual é o mais adequado estar implementado,
satisfazendo os requisitos de qualidade e de seguranca (33). Esta necessidade de comparacao de
métodos mostrou-se necessadria no laboratdrio para a area das colheitas.

A norma neste momento implementada no laboratdrio para as colheitas de amostras, ¢ um método
interno, baseado na norma I1SO 7218:2007 Amd 2013, Microbiology of food and animal feeding
stuffs — General requirements and guidance for microbiological examinations (Microbiologia de
alimentos para consumo humano e animal — Requisitos gerais e orientacoes para analises
microbioldgicas) (34). Trata-se de umanorma que, além de fornecer informacao sobre os processos

inerentes ao processo de amostragem e informacoes referentes as amostras, engloba os requisitos



gerais para boas praticas em laboratdrio e orientacao para a acreditacao como laboratdrio de
microbiologia alimentar (35). Para o estudo comparativo, anorma IS0 17728: 2015, Microbiology of
the food chain- Sampling techniques for microbiological analysis of food and feed samples
(Microbiologia da cadeia alimentar-Técnicas de amostragem para andlise microbioldgica de
alimentos e racdo de animais), mostrou ser a norma de interesse. Trata-se de uma norma que
contempla requisitos gerais e instru¢des para a obtencao de amostras assim como seu transporte
para o laboratdrio (36).

A finalidade deste estudo sera entender se o laboratdrio mantém os procedimentos atualizados e
se a norma que esta implementada continua a satisfazer os requisitos de qualidade, seguranca e de
obtencao de resultados que neste momento, com a divulgacao da norma de interesse, se mostrou

necessario obter.

2.3. Importancia da amostra e da sua Incerteza
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Um lote alimentar é sujeito a analise microbioldgica previamente a ser disponibilizado para
consumo. Esta é feita apds a amostragem do lote, previamente acordada com o cliente. A amostra
deve ser retirada de forma aleatdria e ser representativa do lote, sendo avaliada sequndo critérios
microbioldgicos (CM) definidos na lei ou em diretrizes da industria para esse produto (37,38).
Segundo o Codex, os CM definem a aceitacao microbioldgica de um lote baseada nos resultados da
sua amostra e andlise (39).

O principal objetivo dos resultados laboratoriais é servir de suporte atomada de decisao. No entanto,
hd que considerar a incerteza associada a estes resultados uma vez que afetam a fiabilidade dos
resultados (40-42). Todo o processo de andlise da amostra, desde o desenho do plano de
amostragem, passando pela medicao da quantidade de amostra até a andlise realizada em
laboratdrio, contribuem para a incerteza do resultado (Figura 4). Sendo assim, para alguns autores,

sera fundamental ter em consideracao esta incerteza (40,41).



Fase do processo Forma de amostra Passo do processo

Amostragem
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Figura 4 - Diagrama do processo analitico da quantificacdao de microrganismos, desde o ponto de amostragem até a
quantificacdo. Adaptado de Nordest (2020)

A incerteza de medicao é reconhecida como sendo importante em qualquer tipo de analise, sendo
gue esta abrange tanto a incerteza analitica como a incerteza da amostragem (40,43-45).
Enquanto a importancia da incerteza analitica ja é largamente reconhecida em microbiologia,
continua vigente umalacuna em dados relativos aincerteza da amostragem (46-49). Estaauséncia
de dados resulta da negligéncia que tem sido atribuida a avaliacao da extensao e potencial
significado da distribuicao dos microrganismos em relacdo a incerteza da amostragem (50-52).

Podem existir vdrias fontes desencadeantes para a producao de grandes niveis de incerteza no
processo de amostragem, quer pelas caracteristicas da amostra em estudo, quer pelas
caracteristicas da amostragem (equipamentos e procedimentos utilizados para a obtencao da
amostra, os técnicas que realizam a amostragem e sua experiéncia na execucao das técnicas de
amostragem, as condicdes de acondicionamento da amostra e seu transporte) , entre outras fontes
que poderao afetar significativamente os resultados (Figura 5). Sendo assim, a incerteza da
amostragem poder ser definida como a variabilidade entre e dentro das amostras, devido a
distribuicao heterogénea do analito (no caso das andlises microbioldgicas, dos microrganismos), por
isso, podem ser observadas diferencas considerdveis em amostras duplicadas retiradas do mesmo

lote (52).
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Figura 5 - Diagrama de causa-efeito de possiveis fontes que contribuem para a incerteza. Adaptado de Gron
etal. (2007).

No entanto, esta distribuicao dos microrganismos nao € considerada na estimativa da incerteza de
medicao. Isto acontece por esta ser feita com base na preparacao da suspensao inicial da porcao
teste e da qual sdo realizadas uma série de diluicdes (53).

Durante a preparacao da amostra para analise, a distribuicao "natural” é perturbada, resultando
numa mistura de células individuais, pares, agregados, aglomerados e cadeias de organismos, de tal
forma que os resultados obtidos podem indicar uma distribuicao aleatdria (54). Por outras palavras,
a natureza absoluta da distribuicdao das populacdes de microrganismos nas analises
microbioldgicas sera camuflada pelos efeitos da amostragem e dos procedimentos utilizados para
obter o resultado analitico (53).

A contagem de coldnias obtida apds a quebra espacial da distribuicao dos organismos normalmente
segue uma distribuicao normal logaritmica, embora distribuicées mais complexas possam ocorrer
(55-58).

Investigacoes na composicao quimica dos alimentos ja demonstraram que a incerteza da
amostragem é no minimo tao grande, se ndo maior, quanto a incerteza da medicao estimada (59—
61). Este pressuposto ja foi demonstrado para a analise microbiolégica dos alimentos (49,62). Estas
investigacdes demonstram que a incerteza da medicao de um exame microbioldgico as amostras
de alimentos subestima a extensao da distribuicao heterogénea dos microrganismos, e a sua
dispersao dentro de um lote (53). Dito isto, torna-se essencial ao laboratdrio dispor de uma forma
de cdlculo ou de um método que permita obter uma nogao do peso da amostragem e da sua
incerteza no resultado obtido.

A Relacre, para a amostragem de dguas, fornece um guia baseado nos guias EURACHEM e da
Nordtest, Guia da RELACRE 28: Amostragem de aguas (42). No entanto, a realizacao deste teste
para andlise de alimentos nao poderd ser efectuado com o mesmo nimero de amostras que sao
utilizadas para a andlise das aguas. Isto sucede, pelo facto, de que se fosse realizado o mesmo

numero e tendo em conta que seria necessario realizar para cada matriz alimentar, chegaria a um
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numero de testes que seria inconcebivel , devido ao nimero de duplicados e a série de diluicoes
necessarias (52). Tendo em conta estes pressupostos, o laboratdrio podera efetuar o teste para os
produtos alimentares e adapatando-o a realidade do laboratdrio de forma a obter uma informacao

relativa a incerteza da amostragem.

3. Material e métodos

3.1. Comparacao da norma ISO 7218:2007 Amenda 2013 com a norma da I1SO/TS
17728:2015.

No decorrer do estudo comparativo, foi inicialmente realizada a leitura de cada uma das normas de

interesse,alS0 7218 ealSO17728. De sequida, foi realizada a andlise de todos os pontos abordados

em cada norma e anotado quais destes eram ou nao diretamente compardveis, tendo sido

sistematizadas as semelhancas e diferencas entre as normas.

3.2.Protocolo experimental para o cdlculo das incertezas
3.2.1. Amostras alimentares e método escolhido

As amostras alimentares escolhidas para a andlise teve como objetivo obter valores para
matrizes que ja eram analisadas pelo laboratdrio em rotina. Sendo assim, foram analisadas: quatro
matrizes alimentares (coxinha de frango, carne picada, salsicha fresca, folhado misto) tendo sido
analisada uma amostra para cada matriz; uma matriz de higiene de superficies de carcacas tendo
sido analisada duas amostras para esta matriz, sendo cada amostra composta por cinco esponjas;
uma matriz higiene de superficies tendo sido analisada um total de treze zaragatoas (sendo que
destas, oito foram contaminadas em ambiente laboratorial). A quantificacao de microrganismos a
30 9C foi realizado segundo a I1SO 4833-1:2013, tendo o procedimento sido realizado

separadamente para cada matriz (63),
3.2.2. Preparagaodas amostras

0 protocolo geral (Figura 6) foi utilizado para todos os alimentos sequndo o método 1SO 4833-1:
2013 (63). Foi retirado da amostra 10 gramas assepticamente para um saco de stomacher
esterilizado. Apds adicionar 90 mL de diluente (dgua peptonada, BioMarkDiagnostics BKO84) e o
saco foi colocado no stomacher durante 1 minuto para obter diluicao 1 para 2 da subamostra
(suspensao-mae). Este procedimento foi repetido para uma segunda subamostra de 10 gramas.
Ap6s arealizacao da suspensao-mae, foram realizadas diluicdes decimais em duplicado. A partir da

diluicdo-mae, mediu-se 1 mL para um tubo que continha o diluente esterilizado (9 mL) para uma

1"
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Figura 6 - Esquema do protocolo geral utilizado para a realizagdo de diluicoes para andlise dos alimentos por
contagem de coldnias.

obter uma diluicao de 1 para 10, vortexando o tubo de sequida. O processo seguiu-se até obter as
diluicdes necessarias até ser obtido pelo menos duas diluicdes seguidas em placas que sejam
contdveis (maximo 300 coldnias). Para o caso das matrizes alimentares, para a coxinha foi
realizada dilui¢ao até 10-3, para salsicha fresca 10, para carne picada 107, folhado misto 10°°. De
cada diluicao é retirado 1 mL e colocado em placa de Petri de 90 mm de diametro, de sequida
adicionou-se 15 mL do meio de cultura Plate Count Agar (PCA).

Para a matriz esponja foram usadas 5 esponjas, sendo estas divididas em 2 esponjas para um saco
de stomacher e 3 em outro saco, sequindo os restantes passos do protocolo, tendo sido realizada
diluicoes até 105

Para as zaragatoas, foi realizado o mesmo método (ISO 4833-1:2013). A homogeneizacao da
zaragatoa foi realizada em vortex ou manualmente. Foram realizadas as dilui¢c6es decimais que se

mostraram necessdrias, no caso das zaragatoas, até 10~
3.2.3. Meios e condi¢oes de incubacao

Apds a inoculacdo das diluicoes em meio PCA (Plate Count Agar, BioMarkDiagnostics

BK144), as placas foram incubadas invertidas a 302C durante 3 dias.
3.3. Contagem de unidades formadoras de célonias

Ap6s a incubacao das placas, procedeu-se a contagem manual das coldnias. Apds a contagem em
todas as placas, foi realizado o célculo da contagem das unidades formadoras de coldnias (N)
através da Equacao 1(64). Para arealizacao deste cdlculo é realizada a média ponderada a partir de
placas de duas diluicdes sucessivas que nao contenham mais de 300 coldnias cada. O valor é

apresentado em unidades formadoras de coldnias por grama de alimento (UFC/qg).
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—[—%¢ 3
N= [(n1+0,1n2)xd] (Equacao)

Em que:

Y. C- Soma das coldnias contadas nas duas placas consideradas;
n1- Ndmero de placas consideradas na primeira dilui¢ao;

nZ2- Numero de placas consideradas na segunda diluicao;

d- Fator de diluicao correspondente a primeira dilui¢ao considerada;

Para o caso das zaragatoas a contagem de coldnias por cm? (N.) é calculada através da equacao 2:

NXF

Ny=——xd (Equacao 2)

Em que:

N-ufc pormL

F-quantidade em mL de diluente no tubo
A-drea de superficie a ser avaliada em cm?

d-diluicao considerada

3.4. CalculodeIncertezas

O calculo das incertezas foi realizado seqgundo dois métodos de cdlculo presentes no guia do Relacre
28: Amostragem de dguas. calculo com base na analise de amplitudes de duplicados (Anqy,) e com
base na andlise ANOVA (Anaova). O cdlculo da Ang,, permite determinar os valor da incerteza
relativa a colheita, andlise separadamente mas de igual forma, permite determinar também a
incerteza relativa ao processo andlise e colheita ao mesmo tempo (42). O calculo da Anaova permite
uma andlise das variancias dos valores em andlise, sendo que a fonte de variacao dos valores
considerada sera a variancia entre andlise e entre amostras (41). Foi realizada a andlise usando
estas duas perspetivas, sendo que o cdlculo da Angy,foi realizado para todas as matrizes em estudo

1

separadamente, enquanto o cdlculo da Anaxova foi realizado sé para zaragatoas.
3.4.1. Andlise de amplitudes de duplicados

Apds o calculo das UFC para cada ensaio realizado para cada matriz, estes valores foram anotados
para cada matriz, para cada ensaio (P; e P2), e para cada conjunto de subamostras e seus duplicados

(Pn, Pr2, P21, P22). Foram realizados os calculos separadamente para cada matriz.
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E realizado o cdlculo da diferenca em médulo para cada conjunto de duplicados, através da Equacéo
3:
Diy; = Py — Pigal (Equacdo 3)

A média dos valores das UFC foi calculado igualmente para cada conjunto de duplicados através da

Equacao 4:

Pi11+ Pi12

. (Equacao 4)

Xi1 =
Apds estes cdlculos, é realizado o somatdrio de todos os resultados do cdlculo da diferenca em
mddulo, Di, para cada ensaio, sendo feita a divisao pelo nimero de amostras existentes, sequndo a
Equacao 5:

D, = 2Dt (Equacao 5)

A diferenca em mddulo dos dois ensaios, é feito através do calculo da diferenca em mddulo das
médias do conjunto de duplicados de cada amostra, através da equacao 6:

Dy = |Xp1 — X2 (Equacao 6)

O somatdrio dos valores obtidos através da Equacao 5, divididos pelo nimero de amostras, ird

fornecer a média das medicdes, D amostragem + anciise, através da Equacdo 7:
a1 Y.Dn -
Dumsan = =~ (Equacéo 7)
A média dos valores da andlise, serd obtido através da Equacao 8, através da média dos valores de
D, dos dois ensaios:

EAnélise = @ (Equagéo 8)

0 desvio-padrao da andlise, DPansise, € calculado através da divisao da média dos valores da andlise
por1,128:
5Anélise

= —Anatise (Equacao 9)

DP i
analise 1,128

0 desvio-padrao relativo da andlise DPRansise (%), € calculado através da divisao do desvio-padrao,

pela média dos valores todos obtidos, sendo este resultado multiplicado por 100:

DPRpnsiise (%) = % X 100 (Equacdo 10)
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O desvio-padrao das medicdes baseados na andlise dos duplicados Samestragem+anaiise, € Calculado
através da divisao das médias das medicdes por 1,128;

DAmostragem+Anélise

DPpmostragem+anatise = 1128 (Equa(;éo 1)

0 desvio-padrao da amostragem é calculado através:

(Equacao 12)

2
_ 2 DP pnaslise
DPamostragem - \/DPAmostragem+Anélise - ( V2 )

0 desvio-padrao relativo da amostragem DPRamostragem (%), € calculado através da divisao do

desvio-padrao, pela média dos valores todos obtidos, X, sendo este resultado multiplicado por 100:

DPRAmostragem(%) = M x 100 (Equagéo 13)
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Todos estes cdlculos podem ser agrupados, estando sistematizados na Tabela 1.

Tabela 1- Calculo da incerteza de amostragem com base na andlise de amplitudes de duplicados. Adaptado do Guia da RELACRE (42)

N¢ . .
Ensaio 1 Ensaio 2
Amostra
Di1=|Pi11-P . Di2=|Pi21- - - S
Pi11 | Pi12 ' '|12|I Xi1 Pi21 Pi22 ' P'2|2|I Xi2 Di=[Xi1-X 2|
| I
Di1=|P 111-P - Di2=|P 121~ - - =
1 Pi11 | Pi112 1|12| X11 P121 Pi21 P1|22| X12 Di=|X11-X 12|
D21=|P 211-P - D22=|P221- - - =
2 P211 | P212 2|12| X21 P221 P222 P2|22| X22 Do=|X 21-X 22|
D31=|P 311-P - D32=|P321- - - =
3 P311 | P312 3'12| X31 P321 P322 P3|22| X32 D3=|X 31-X 32|
Dni=|Pn11-P - Dn2=|Pn21- - - -
n Pn1i1 | Pn12 n lzln Xn1 Pn21 Pn22 n p lzzln Xn2 Dn=|X n1-X n2|
n n
DAmostra + Anali
_ D; — D; gem nalise
Dii= Zn” Dip===2 _ZD;
n
DP o DAnélise
Andlise 1,128
Anli _ Dil + Di2
na Ise DAnéliSe = T DPAnélLSE
DPRAnélise(%) =———7—x100
Andlise + Amostragem D (ise = 228 _ Damostragems anauise
g Amostragem + Analise = = DPymostragem+analise = 1128
)
DPynatise\”
2 Andlise
DPamostragem = JDPAmostragem+Anélise - (T)
Amostragem
DPamostTa
gem
DPRpmostragem = - x X 100

3.4.2. Analise ANOVA

Tal como na andlise anterior, os valores utilizados serao os obtidos apds o cdlculo das UFC.
Esta analise é dividida em duas partes: cdlculo da variancia da andlise e cdlculo da variancia da

amostragem.
3.4.2.1 Calculo variancia da analise

Comecando pelo cdlculo da variancia da andlise, o primeiro cdlculo a realizar apds obter os valores

de UFC, sera calcular a média dos valores para cada conjunto de duplicados:

Pi11+ Pi12

. (Equacao 3)

Xi1 =
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Para cada conjunto de duplicados, € calculado a diferenca ao quadrado, Dil(f)z entre cada duplicado
e a média dos valores:

Diyny® = |Pa1 — Xil? (Equacdo 14)

Os valores de Dil(f)z de cada conjunto de duplicados sao somados:

2Dy’ = Du)’ + Duw’ (Equacdo 15)

A soma dos quadrados dentro dos grupos (neste caso, amostras), SQ niise € calculado através da

soma de todos Dil(f)z de todas as amostras:

SQanauise = 2 Xi=1[Dirzy® + Doy’ | (Equacao 16)

Os graus de liberdade, gl,45ise , S20 calculados através:
Ilanstise = 1.j.k — 0] (Equacao 17)
Em que:
i- NUmero de amostras em andlise;
j- Numero de subamostras analisadas por ensaio;

k- Numero de duplicados analisados por ensaio;

A varianciada andlise, Variancia,, s , € calculada da seguinte forma:

Varianciams s, = —2Anitise (Equacdo 18)
Ilanalise
0 desvio-padrao, DPansise, € desvio-padrao relativo, DPRaqise (%) sao calculados:
DPypsiise = +JVarianciagnse (Equacdo 19)
DP gnalise ~
DPRynsiise (%) = —22 x 100 (Equacao 20)

Em que:

X-média dos valores obtidos de todas as amostras;

Na tabela 2, apresenta-se todos os calculos agrupados para o cdlculo da variancia da andlise,

levando consequentemente, ao calculo da incerteza da andlise.
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Tabela 2- Calculos necessadrios, através da Andlise ANOVA para o célculo da incerteza da andlise, através do calculo da
variancia da andlise, usando 2 ensaios e 2 duplicados. Adaptado do Guia RELACRE 28: Amostragem de dguas (42).

Pn P P21 P22 P P2 P P2
1 Xin Xir2 Xiz1 Xizz Xin Xi2 2Dy (5 2 2Diz(%) 2
2 Xin Xir2 Xiz1 Xizz Xin Xi2 2Dy (5 2 2Diz(%) 2
()
n Xon Xni2 Xn21 Xnzz X Xn2 2Dn1(x) 2 2Dn2(x) 2

n

S$Qanstise = 2 Z[Dil(i)z + DiZ(E)zl

X i=1
s .. n . _ SQAnélise
glAnélise - l]k Y VarlanClaAnélise = 17
Glanilise
DPAnélise
DPAnélise =W Varlanc"aAna’lise DPRAnélise (%) = T x100

3.4.2.2 Calculo varianciaamostragem

Apds os anteriores resultados, é estimado a variancia da amostragem. O valor médio para cada
amostra é calculada:

- X+ X ~

X; = % (Equacao 21)

O quadrado das diferencas entre o valor médio da amostra e o valor médio de cada ensaio é

calculado de acordo:
(Dig)* = (X; — %;1)* = (X; — Xi)? (Equacao 22)

0 somatdrio dos quadrados dos valores obtidos, SQ 4mostragem . € Calculado de acordo:

SQAmostragem = 4x Z?=1 Dzi(;z) (Equa(;éo 23)

Os graus de liberdade, glamostragem. S30 Calculados da seguinte forma:

glAmostragem = l] -1 (Equa(;éo 24)
Em que:
i- Nimero de amostras em andlise;

j- Numero de subamostras analisadas por ensaio;
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A variancia da amostragem, Varianciamostragem. € Calculada da sequinte forma:

SQamostragem _ SQanslise

Ilamostragem  9lanalise

2 (Equacao 25)

Varianciagmostragem =

0 desvio-padrao, DPamostragem, € desvio-padrao relativo, DPRamostragem (%) S@0 calculados:

DPAmostragem = \/V‘lriénCiaAmostragem (Equagéo 26)
DPRmostragem (%) = “-AmI90em o 10 (Equacao 27)

Em que:

X-média dos valores obtidos de todas as amostras

Na tabela 3, apresentam-se todos os calculos agrupados para o calculo da variancia da amostragem

levando, consequentemente, ao calculo da incerteza da amostragem.

Tabela 3 - Cdlculos necessarios, através da Andlise ANOVA para o cdlculo da incerteza da amostragem, através do calculo
da variancia da amostragem, usando 2 ensaios e 2 duplicados. Adaptado do Guia RELACRE 28: Amostragem de dguas
(42)

Pn P P21 P22 P1 P2
1 X Xna Xiz1 X2 X X2 X D%z,
2 Xon Xar2 Xa21 Xazz X1 X2z X, D? 2(%)
()
n Xom Xmz Xn21 Xnz2 X Xn2 X, D 2n(:?)

n
S SQAmostragem =4x Z Dzi(i)
i=1

X
SQAmostragem _ SQAnélise
— i1 i PN . glAmDstra em glAna’lise
glAmostragem =L] -1 VarlanClaAmostragem = = 2
DPAmostragem = \/V“rianCiaAmostragem 0L — DPAmostragem
DPRAmostragem(/O) = ———— x 100

3.5. Anadlise estatistica

A contagens de coldnias de cada matriz foram convertidas em log10 antes de qualquer andlise

estatistica.
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Foi realizado o teste de Kruskall-Wallis (IBM

SPSS Statistics) para o estudo de diferencas

significativas entre as amostras para as matrizes carcacas e zaragatoas.

Outros parametros estatisticos (média, mediana,

variancia e desvio-padrao) foram determinados

para cada matriz e para cada conjunto de duplicados.

4. Resultados e discussao

4.1. Comparagao dasnorma

Apds arevisao das normas, ainformacao relativa as convergéncias e divergéncias foi sistematizada

numa tabela (Anexo 1). De forma a facilitar a interpretacao, a comparacao foi dividida em trés

tabelas, estando nelas presentes as principais diferencas encontradas entre as duas normas, de

forma a ser facilitada a interpretacao das possiveis melhorias que poderiam ser implementadas

comanormalS017728.

A distribuicao da informacao foi feita da seguinte forma:

>

Pré-colheita: Todos os pontos relacionados com o que é feito antes da

amostragem e enquadramento introdutdrio das duas normas (Tabela 4);

>

Colheita: Todos os procedimentos relacionados com a amostragem ou

realizados durante esta (Tabela 5):

>
6).

Pds-colheita: Todos os processos envolvidos apds aamostragem (Tabela

Na Tabela 4, estao presentes os pontos das duas normas da chamada Fase pré-colheita.

Tabela 4- Tabela de comparagdo das normas IS0 7218:2007 Amd 2013 e da ISO/TS 17728:2015 relativos a pontos de

informagdo antes da colheita.

Principais diferencas: Fase pré-colheita

ISO 7218:2007 Amd 2013

ISO/TS17728:2015

Ambito/Enquadramento

Referido no capitulo 1.
Fornecimento de guias e requisitos de boas praticas
para laboratérios de microbiologia alimentar.

Referido no capitulo1.

Fornecimento de instrucoes gerais e requisitos para
obtencao de amostras e seu transporte para o
laboratdrio.

Referéncias

Normativas

Referido no capitulo 2.

As seguintes 1SO (IS0 835,150 6887,1S0 8199, ISO
8655, IS0 11133, I1SO 16140-2, ISO 19036, ISO
22174) sao, num todo ou em parte, referenciadas e
indispensdveis a aplicacao da atual norma.

Referido no capitulo 2.

A anterior norma torna-se a base e, a Unica
referéncia normativa.

Termos e definicoes

Nao mencionado.

Referido no capitulo 3.
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Defini¢bes dos termos usados ao longo da norma,
categorizados em amostragem, amostras,
produtos, manuseamento.
Principios e requisitos gerais

Referido maioritariamente no ponto 8.1.1. Referido no capitulo 4.

Importancia do acordo mutuo entre laboratdrio e o
cliente, nomeadamente, detalhes e cuidados a ter
durante o processo de amostragem até ao
momento da rececao.

Pessoal

Referido no ponto 4. Referido no capitulo 6.
Definidos critérios de avaliacao, competéncias e | Reforcada a importancia de profissionais treinados
suas verificagdes continuas. e experientes para a realizacao da amostragem.

Preparacao do material de laboratdrio
Referido no capitulo 6. Referido no ponto 7.1.1.
Importancia da limpeza e esterilizacao do material | Mencao ao material que devera ser utilizado para a
de laboratdrio. descontaminacao dos materiais utilizados na

amostragem e amostras.

41.1. Ambito/Enquadramento

Presente no capitulo 1,a atual normaimplementada, ISO 7218, além dos objetivos ja acimareferidos,
fornece os principais requisitos e guia para outros trés objetivos: a implementacao de normas dos
grupos ISO/TC 34/SC 9 oudo ISO/TC 34/SC 5 para detecao ou enumeracao de microrganismos;
as boas praticas laboratoriais para laboratdrios de microbiologia alimentar; e um guia para a
acreditacao, como laboratdrio de microbiologia alimentar. O objetivo desta norma é assegurar a
validacao das andlises microbioldgicas realizadas aos alimentos, garantindo que as técnicas
utilizadas para estas analises sao, no seu geral, as mesmas usadas em diferentes laboratdrios,
contribuindo para a obtencao de resultados homogéneos e replicdveis entre eles. Outro objetivo é
contribuir para a seguranca do pessoal no laboratdrio, prevenindo risco de infecao. Além destes
objetivos, esta norma cobre as andlises a bactérias, leveduras e bolores e pode ser usada para
prides, parasitas e virus, se complementada com orientacoes especificas. A norma aplica-se a
microbiologia dos alimentos para consumo humano e animal, do ambiente de producao primdria e
alimentar.

Na norma de interesse, 1ISO 17728, a informacao presente no capitulo 1 é dirigida somente para a
amostragem, transporte e rececao das amostras em laboratdrio. Os requisitos gerais e instrucoes
para a obtencao das amostras assim como para o seu transporte para o laboratério estao
contemplados na norma. Aplica-se a todos os produtos alimentares e de alimentacao animal,
estando incluidos neste grupo produtos congelados, carcacas (excluindo as suas superficies), carne

e produtos bulk (produtos a granel). Os grupos de alimentos que estdo excluidos desta norma estao
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discriminados, nao podendo ser realizada a sua colheita com base na mesma, sendo, no entanto,
fornecidainformacao acerca da norma alternativa a qual se deve recorrer (Anexo 1).

H4 uma diferenca identificada entre ambas as normas no seu ambito, sendo que a I1SO 17728
verifica-se mais especifica nas areas em que esta poderd ser aplicada, neste caso, os alimentos que
poderao ser amostrados por ela. Esta mesma especificidade contrasta com a generalizacao da
utilizacao da norma atual, a 1SO 7218.

A especificidade da ISO 17728 neste ponto, leva a uma reducao das potenciais dreas de atuacao.
Esta especificidade da norma nao apresenta vantagens devido a ISO 7218 ser ja tao abrangente que

jainclui as areas que sao abrangidas pela norma em estudo.
4.1.2. Referéncias normativas

Referido no capitulo 2 - Referéncias Normativas, sdo listadas todas as normas pelas quais a atual
(IS0 7218) se rege (Tabela 1), estando estas completas no Anexo 1.

A novanorma (IS0 17728), rege-se s6 por uma norma, a atualmente utilizada (IS0 7218).
4.1.3. Termos e definicoes

Trata-se um ponto novo, estando presente apenas na nova norma (ISO 17728), no capitulo 3 -
Termos e definicdes, onde sao enumerados todos os termos utilizados ao longo da norma, bem
como a sua definicao respetiva. Alguns termos mencionados, ja se encontram presentes nas
normas IS0 7002:1986, Agricultural food products- Layout for a standard method of sampling from
alot 1SO 6887 e na que estd atualmente implementada, 1SO 7218:2007 Amd 2013.

De forma a facilitar a compreensao, os termos foram categorizados em quatro tdpicos:
amostragem, amostra, produtos e manuseamento de amostras.

Este novo capitulo tem como objetivo um alargamento do conhecimento do leitor na drea de
amostragem. A informacao adicionada introduz detalhe de informacao, logo naintroducao do tema,

fornecendo as ferramentas necessarias para uma melhor percecao e compreensao.
4.1.4. Principios e requisitos gerais

Esta seccdo é a que apresenta mais similaridades de informacao entre as duas normas (Tabela 1).
Na norma atual (ISO 7218), esta informacao encontra-se de forma mais generalizada, estando
distribuida por varios pontos, mas estando maioritariamente presente no ponto 8.1.1. A semelhanca
de informacao entre as duas normas em estudo é a informacao que se encontra presente na atual
norma implementada, tratando-se de informacao base sobre o manuseamento das amostras, da

importancia de preservar a integridade destas, desde a sua colheita até a sua rececao, passando
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pelo transporte e manuseamento. Outra informacao relevante e comum a ambas as normas € a
importancia de a amostra colhida ser representativa do lote ou produto e a sua documentacao
permitir a rastreabilidade da amostra durante a sua analise no laboratdrio.

A nova norma (IS0 17728) apresenta esta informacao compactada num tnico capitulo, capitulo 4 -
Principios e requisitos gerais, estando a informagao mais detalhada. Antes da amostragem, alguns
parametros devem ser estipulados com o cliente: a quantidade minima requerida para andlise,
instrucdes sobre a montagem no local de amostragem, a finalidade da andlise, o tipo de produto e
lotes a amostrar e os procedimentos e material que o pessoal da amostragem usard para a
realizacao da amostragem, incluindo aroupa de protecao. Comparativamente anorma atual, alguma
informacao mais detalhada relativamente ao congelamento das amostras é adicionada nesta
norma. Na ISO 7218, este congelamento nao era permitido se as amostras antes da amostragem
nao estivessem jd congeladas, devido a possibilidade de afetar a flora intrinseca microbiana da
amostra e influenciar os resultados analiticos. Nanorma 17728, estainformacao volta a ser referida,
sendo adicionada uma excecao no caso de o tempo de transporte ser prolongado ou a temperatura
ser demasiado alta, sendo esta possibilidade previamente discutida com o cliente.

A informacao relevante e do mesmo tdpico, ao ser toda compactada num s6 capitulo, torna mais

facil a sua interpretacao.
4.1.5. Pessoal

Presente no capitulo 4 - Pessoal, na atual norma em aplicacao (ISO 7218), ainformacao aplica-se a
todo o pessoal presente em laboratdrio, sendo indicado a norma ISO/IEC 17025 para os requisitos
gerais de competéncia. As competéncias do pessoal devem ser avaliadas regularmente sequndo
parametros objetivos, sendo a avaliacao realizada por vdrios métodos como a participacao em
programas de controlo de qualidade interna, uso de material de referéncia ou teste de autoavaliacao
para enumeracao de microrganismos, como descrito na 1SO 14461-2, Milk and milk products —
Quality control in microbiological laboratories — Part 2: Determination of the reliability of colony
counts of parallel plates and subsequent dilution steps. Adicionalmente, sao descritas as medidas
de higiene e seguranca que deverao ser aplicadas pelo pessoal de forma a evitar a contaminacao
das amostras e dos meios de cultura, bem como diminuir potenciais riscos de infecao.

Para além de conter informacao relativa ao pessoal, a nova norma (ISO 17728) contém detalhes
especificos para o pessoal pertencente a amostragem. Assim, passa a ser dada oportunidade as
partes envolvidas, ou seus representantes, de estarem presentes durante a amostragem seguindo
0s requisitos especiais, sempre que se verifique a necessidade. A amostragem devera ser sempre
feita por pessoal treinado e experiente quer nas técnicas usadas quer no tipo de produto que vai ser

amostrado. O conhecimento dos requisitos necessdrios para a minimizagao das alteracoes a flora
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microbiana, durante o processo da amostragem e seu transporte deve ser garantido pelo pessoal
responsavel pela amostragem.

Esta adicao de informacao na ISO 17728 em relagao a ISO 7218, nao contradiz nem substitui a
informacao ja existente. Esta informacao, como € adicionada para o pessoal da amostragem, torna

ainformacao existente neste capitulo mais completa e especifica.
4.1.6. Preparacao do material de laboratorio

Na norma ISO 7218, no capitulo 6 - Preparacao de material de vidro e de outros materiais de
laboratdrio, é dada, primeiramente, informacao geral acerca de todos os materiais que poderao
estar presentes no laboratdrio, sendo que estes deverao ser utilizados adequadamente e
preparados de forma a preservar a sualimpeza e esterilizacao, até ao momento do seu uso. Anorma
enumera e descreve as opcoes de esterilizacao, descontaminacao e de gestao de residuos que
poderao ser usadas, bem como a lavagem do material e 0 seu armazenamento.

Na nova norma (ISO 17728), esta informacao nao se relaciona com a norma anterior, sendo que a
informacao existente é direcionada para a amostragem. No subcapitulo 7.1 - Equipamento, ha a
adicao de um ponto 7.1.1, onde ha a identificacao dos materiais que deverao ser utilizados para a
descontaminacao de embalagens, instrumentos e superficies das amostras, nomeadamente, na
orientacdo do uso de etanol 70% v/v, compressas impregnadas de alcool ou outros agentes
antibacterianos. Além disso, neste mesmo subcapitulo, ha informacao relativa a condicao em que
0S equipamentos se deverao encontrar.

Tal como no ponto 3.1.5, esta adicao de informacao sendo s direcionada para a amostragem, torna

este capitulo mais especifico.

Na Tabela 5, estao presentes os pontos das duas normas da chamada Fase da colheita.

Tabela 5-Tabela de comparagdo das normas 1S0 7218:2007 Amd 2013 e da ISO/TS 17728:2015 relativos a pontos de
informagado relacionados com a colheita.

Principais Diferencas: Fase da colheita

IS0 7218:2007 Amd 2013 ISO/TS17728:2015
Plano de Amostragem

N&o mencionado. Referido no capitulo 5.

Informacao sobre amostragem de produtos bulk

(produtos a granel).

Equipamento e utensilios

Referido no capitulo 5. Referido nos pontos 7.1;7.2; 7.3 e 10.1
Enumeracao do material e utensilios utilizados no | Enumeracdo e divisdo do material e utensilios
laboratdrio, sua utilidade, manuseamento, limpezae | utilizados para cada tipo de produto a amostrar e
desinfecao. seu transporte.

Técnicas de amostragem
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Nao mencionado. Referido no capitulo 7.

Orientacdo do protocolo geral das técnicas de
amostragem e descricao do procedimento de
colheita de amostra por grupo de produtos.

Embalamento e rotulagem

Referido nos pontos 8.1.1e 8.2. Referido no capitulo 8.

Mencao de informacdo generalizada sobre | Indicacao dos cuidados a reter para o embalamento

embalamento e rotulagem das amostras. e condicionamento das amostras apds colheita.
Preparacao do relatdrio de amostragem

Nao mencionado. Referido no capitulo S.

Reforco da necessidade das amostras serem
acompanhadas por um relatdrio padrao fornecido
pelo laboratério e assinado pelo pessoal da
amostragem.

4.1.7. Planode amostragem

Na atual norma em utilizacao (ISO 7218), no capitulo 8 - Amostras de laboratdrio, no ponto 8.1.2 -
Plano de amostragem, apenas consta uma referéncia a um plano de amostragem, descrevendo a
auséncia de quaisquer informagdes na norma.

Com a nova norma IS0 17728, no capitulo 1 - Enquadramento é especificado que os planos de
amostragem ndo integram a norma, no entanto, no capitulo 5 - Plano de amostragem € fornecida
informacao sobre a amostragem de produtos bulk (produtos a granel) (Anexo 1) e é indicada a série
ISO 2859, para os planos de amostragem.

Esta adicao de informacao, podera ter sido realizada pela falta de detalhes, neste caso, a uma
indicacao de normas por qual se guiar. Assim, a indicacao de quais séries normas IS0 a que se deve

recorrer, torna a pesquisa do leitor mais facilitada, tal como o acesso as normas.
4.1.8. Equipamento e utensilios

No capitulo 5 - Utensilios e equipamentos da atual norma (ISO 7218) é fornecida informacao geral
acerca de todos os materiais que poderao ser usados num laboratério de microbiologia alimentar,
destacando-se a importancia de uma limpeza e verificacao constantes, assegurando assim as
condicoes de utilizacao recomendadas. Assim, os materiais deverao ser verificados, a sua
manutencao deve ser feita reqularmente, e quando necessario, devera existir uma calibragao dos
mesmos. Apos enumerados os utensilios e equipamentos utilizados no laboratdrio, estes sao
descritos, sendo definida a sua utilizacao, os seus procedimentos de limpeza e desinfecao e a sua
forma de verificacao e manutencao.

Com anova norma (IS0 17728), ainformacao fornecida difere da norma atual, ndo existindo sequer

uma referéncia. Existe um aumento da especificidade da informacao fornecida sobre os
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equipamentos e utensilios utilizados na amostragem e no transporte das amostras, presente nos
subcapitulos 7.1 - Equipamento, 7.2 - Técnicas de amostragem: Protocolo geral, 7.3 - Técnicas de
amostragem para produtos especificos e 10.1 - Utensilios e equipamento. Existe uma organizacao
dos equipamentos e utensilios, por procedimentos e por grupo de produtos que podera ser
amostrado. E enfatizada a necessidade de que o material utilizado deverd estar no minimo limpo, e
se necessario, estéril.

Tal como no ponto 3.1.5, esta adi¢ao de informacao é direcionada para a drea de amostragem. Por
isso, esta adicao de informacao, além de nao influenciar ainformacao presente na IS0 7218, trazum

maior conhecimento sobre a drea de amostragem, neste caso os equipamentos utilizados.
4.1.9. Técnicas de amostragem

Apesar de estainformacao ser apenas exploradananovanorma, IS0 17728, no capitulo 7 - Técnicas
de amostragem, ha a transferéncia de informacao da norma atualmente implementada, sendo
indicada a série 1ISO 6887, relativamente a preparacao das porcoes a serem alvo de testes. Com a
ISO 17728, passa a existir uma categorizacao dos produtos que podem ser amostrados com esta
norma, estando devidamente enumerada em grupos (Anexo 1) e havendo uma descricao do tipo de
produto, do equipamento e do procedimento a utilizar para a colheita de amostra para cada um
deles.

A adicao deste capitulo na norma tem como objetivo aumentar o conhecimento relativo a drea de
amostragem, uma vez que hda um incremento consideravel de informacao. A adicao da informacao
presente fornece ao leitor quais os alimentos que podem ser amostrados, em que categoria se
inserem e qual o equipamento e procedimento que deverd ser utilizado. Sendo assim, com a
informacao presente ha uma uniformizacdo de procedimentos utilizados e uma diminuicao de

diferentes interpretacées aos procedimentos.
4.1.10. Embalamento e rotulagem

Tal como aconteceu no ponto 3.1.4, relativo aos Principios e requisitos gerais, ha norma atual, a
informacao referente ao embalamento e rotulagem das amostras encontra-se dispersa em varios
pontos da norma. A informacao da atual norma (ISO 7218) torna-se a informacao base para a nova
norma (ISO 17728), sendo esta totalmente concentrada num tdnico ponto de analise, o capitulo 8 -
Embalamento e rotulagem das amostras. No entanto, ha um acréscimo de informacao em relacao
aos shipping seals, sendo que poderao ser solicitados pelo cliente como prova de que nao foi
realizada nenhuma adulteracao a amostra durante a amostragem e a sua analise.

Tal como no ponto 3.1.4, ainformacao relativamente aos mesmos pontos foram compactadas num

s, facilitando a sua leitura.
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4.1.11. Preparacao do relatério de amostragem

Tal como o ponto 3.1.9, relativo as técnicas de amostragem, este tdpico sé é explorado na nova
norma (ISO 17728), no capitulo 9 - Preparacao do formuldrio da amostragem (relatério de
amostragem), sendo mencionada a necessidade do preenchimento de um formuldrio fornecido pelo
laboratdrio com as informacoes referentes a identificacdo do local de amostragem e data,
caracterizacao das amostras colhidas e finalidade das andlises. Caso haja alguma condicao,
circunstancia ou informacao relevante acerca do produto amostrado, este deve ser incluido no
relatdrio.

Apesar de este ponto so ser abordado na nova norma, ha informacao mencionada que converge
com a fornecida na norma atual. Na nova norma, é elaborada uma listagem de informacao adicional
que deve ser enviada a par do relatdrio para o laboratdrio, garantindo a identificacao das amostras
aquando da sua rececao. Dessa listagem (Anexo 1), algumas informacdes ja sao mencionadas na
norma atualmente implementada, nomeadamente a identificacao temporal da amostragem (data e
hora) e aidentificacao do cliente (nome e morada).

A adicao deste capitulo vem trazer uma uniformizacgao do processo de identificacao das amostras e
de toda a informacao necessaria para a sua rececao no laboratdrio. De certa forma, esta mesma
informacado adicionada, vem trazer uma distribuicao de responsabilidades entre cliente, pessoal da
amostragem e laboratdrio. Esta distribuicao de responsabilidades podera levar a uma transmissao
de informacao entre todas as partes envolvidas com a finalidade de uma melhor andlise e
interpretacao de resultados.

Na Tabela 6, estao presentes os pontos das duas normas da chamada Fase pds-colheita.

Tabela 6-Tabela de comparagdo das normas IS0 7218:2007 Amd 2013 e da IS0/ TS 17728:2015 relativos a pontos de
informacao apds colheita.

Principais Diferencas: Fase pds-colheita
ISO 7218:2007 Amd 2013 ISO/TS 17728:2015
Transporte

Referido no capitulo 10.

Adicao de uma nova temperatura de transporte de
produtos refrigerados.

Realizacao do protocolo de transporte pelo
laboratdrio ou por um subcontratado.

Adicao de informacao sobre cuidados a ter durante
o transporte até a rececao das amostras no
laboratdrio.

Rececao e Armazenamento

Referido no capitulo 11.

Referido no ponto 8.2.

Reforco da importancia das condicoes de
transporte para a minimizacao de alteracdes do
ndimero de microrganismos presentes na amostra.

Referido no ponto 8.3 e 8.4.

Reforco da possibilidade do laboratdrio rejeitar as
amostras aquando da sua rececao no caso destas

Critérios de aceitacdao da amostra acordados com o
cliente, sendo a sua verificacao aquando a rececao.
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nao se apresentarem nas condi¢oes acordadas para
andlise.

Reforco da importancia das condicdes de
armazenamento para a minimizacao de alteracoes
do numero de microrganismos presentes na
amostra.

Anexos

Anexo A: Propriedades de alguns desinfetantes. | Anexo A - Fluxograma das amostras.

Anexo B: Intervalo de confianca para técnicas e | Anexo B - Método de amostragem para pecas ou
contagem de coldnias. blocos de gelo.

Anexo C: Determinacao do nimero mais provavel.
Anexo D: Contagem de coldnias two dishes per
dilution.

4.1.12. Transporte

Tal como observado em pontos anteriormente explorados, a referéncia ao transporte encontra-se
presente nas duas normas. Na norma atual (ISO 7218), é feito o reforco de varios métodos, com a
finalidade de preservar a integridade da amostra, como exemplo, o embalamento ser realizado de
forma anao ocorrer perdas ou quebras, sendo que as amostras devem ser entregues ao laboratdrio
nas condicoes de armazenamento originais, entre outros cuidados. Na norma, sao recomendadas
temperaturas para o transporte das amostras, sendo estas especificadas de acordo com o estado
de preservacao da amostra. No entanto, a referéncia a estas temperaturas remonta a situacoes
onde nao exista, a priori, outras normas implementadas com temperaturas ja padronizadas.

Ainda é recomendado que, caso nao haja condi¢oes especificadas, deverd ser acordado, entre todas
as partes envolvidas, a duracao e a temperatura em que devera ser realizado o transporte.

Na nova norma (IS0 17728), logo no inicio do capitulo 10 - Transporte, é referenciada a norma atual
(IS0 7218), sendo semelhante a informacao relacionada com este ponto. No entanto, é adicionada
informacao complementar a pré-existente. O transporte devera ser realizado a temperatura
controlada e no menor tempo possivel, ndo superando as 24 horas. E referida uma temperatura
adicional para o transporte de amostras, relativa a produtos refrigerados (abaixo de 8°C). A
informacao referente ao transporte de marisco, incluindo a temperatura de transporte e os cuidados
a serem considerados sao adicionados a esta norma (Anexo 1). Existe uma inclusao do protocolo de
transporte no subcapitulo 10.2 - Protocolo de transporte, sendo inicialmente mencionado que o
transporte podera ser feito ou pelo laboratério ou por um subcontratado, havendo informagao
separada para cada caso. No entanto, as condic6es de transporte sao da responsabilidade ou do
pessoal da amostragem ou do cliente e deve ser acordado qual o transporte mais adequado a ser
usado tal como o método de entrega ao laboratdrio. Acerca do protocolo releva-se a informacao

extra, tais como os fatores criticos que deverao ser considerados (Anexo 1), a amostra adicional para
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efeitos de monotorizacao da temperatura e os cuidados que devem ser cumpridos no transporte de
produtos altamente pereciveis.

Sendo dos capitulos onde é notavel uma adicao de informacao relativamente a ISO 7218, esta
informacao tem como objetivo, por um lado uma uniformizacao de procedimentos de conserva de
amostras e de seu transporte, sendo que a informacao adicionada poderd levar uma diminuicao de
diferentes interpretacoes, e por outro, uma distribuicao de responsabilidades, dando possibilidade

ao cliente de poder ter possibilidade de escolha no transporte de amostras.
4.1.13. Rececao e Armazenamento

Tal como acontece no ponto imediatamente acima, nanovanorma (IS0 17728), a primeira indicacao
feita é a referéncia da norma atual (ISO 7218) para a rececdo e para o armazenamento. A atual, no
capitulo 11 - Rececao no laboratdrio, menciona a necessidade de avaliacao das condicdes das
amostras, aquando da sua rececao ao laboratdrio, havendo a possibilidade de estas serem
rejeitadas, caso nao se apresentem em condicdes aceitaveis. Sao listadas as informacoes que
deverao ser registadas (data e hora, detalhes da amostragem e a condicao em que se encontra a
amostra, nome e morada do cliente) sendo que as amostras deverao ser identificadas e codificadas
de forma a possibilitar o seu rastreamento nas diferentes fases da andlise. E dada especial atencao
aos produtos pereciveis relativamente a janela temporal em que devem ser realizadas as andlises
apds a sua amostragem. A atual norma refere 0 armazenamento das amostras de forma direta ou
indireta (remetendo para outras normas) relativamente as temperaturas a adotar consoante o tipo
de produto em questao.

Na nova norma, além da informacao jd acima mencionada, é estabelecido um critério de aceitacao
das amostras com o cliente e verificacao de que estas sao cumpridas aquando da rececao.

E de notar, que tal como anteriores capitulos, a adicdo de informacdo vem uniformizar os
procedimentos ja estabelecidos e distribuicao de responsabilidades, neste caso, com a aceitacao

das amostras.
4.1.14. Anexos

Os anexos presentes na norma atual (ISO 7218) sao relativos as propriedades dos desinfetantes
que poderao ser utilizados em laboratdrio, aos intervalos de confianca para a contagem de coldnias,
a determinacgao do niimero mais provavel e a contagem de coldnias quando existem duas placas por
diluicao.

Na nova norma (ISO 17728) os anexos sao relativos ao fluxo de amostras e ao método de

amostragem para pecas ou blocos de gelo.
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E de reforcar que os anexos existentes em cada norma, serao de acordo com o
ambito/enquadramento desta. Sendo assim, é de esperar que ambas as normas nao possuam 0s

mesmaos anexos.

Os capitulos presentes nanorma IS0 7218, mas que nao se encontram no ambito dalS0 17728, nao
foram abordados nesta comparacao, estando presentes no Anexo 1. Sendo assim, se o laboratdrio
decidir implementar a norma de interesse estes capitulos continuariam abrangidos pela norma
atualmente implementada, a1S0 7218.

O estudo comparativo entre normas podera ter um forte impacto na tomada de decisao de
implementacao de normas. Este estudo suporta a compreensao se a implementacao da norma
ISO/TS17728:2015 é benéfica para o laboratdrio, no sentido de procurar umamelhoria continua nos
seus procedimentos e, consequentemente, na obtencao de resultados.

A comparacao, andlise de cada ponto e reflexao sobre ainformacao fornecida por ambas as normas,
torna notdrio que a norma de interesse para este estudo comparativo, aISO/TS 17728:2015, é uma
norma atualizada, completa e especifica para a sua drea de atuacao. Analisando a nivel tedrico, a
norma de interesse traz melhorias em relacao a I1SO 7218:2007 Amd 2013, no sentido em que a
informacao adicionada permite uma interpretacao mais objetiva e homogénea do seu contetido. A
especificidade que alS0 17728 introduz, podera levar a uma uniformizacao dos processos por parte
do laboratério e a um maior conhecimento na area das colheitas. No entanto, esta mesma
especificidade em alguns capitulos, nao se traduz em melhorias, devido a informacao na IS0 7218
ser generalizada.

A informacao adicional, além de facilitar a interpretacao da informacao previamente estabelecida,
diminuindo a multiplicidade de interpretacoes, veio também distribuir responsabilidades por todas
partes envolvidas (laboratério, pessoal de amostragem, cliente).

Apds esta comparacao, e antes de tomar decisoes, é essencial para o laboratdrio fazer a analise do
seu método interno e verificar se estas melhorias implementadas pela norma ISO 17728 ja terao

sido verificadas aquando daimplementacao do seu método interno.

4.2. Calculodas Incertezas

4.2.1. Contagem de coldnias

Realizado o calculo da contagem de unidades formadoras de colénias (UFC), estes valores foram
convertidos em logaritmo de 10 (logio). Para uma melhor interpretagao, os valores de log10 dos

valores da contagem de coldnias tal como outros parametros estatistico para cada ensaio realizado
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para cada matriz como os valores médios dos ensaios de cada matriz alimentar e zaragatoas foram

resumidas nas Tabelas 7a10.

Tabela 7-Sumdrio das contagens de coldnias em 1amostra em duplicado (2 para carcacas) de cada matriz alimentar
analisada.

Contagem de coldnias (como logro

UFC/g ou /mL) Média @ Mediana = Variancia Desv[o—
. . . padrao
Matriz Ensaio - n - Desvio- Geral Geral Geral
Média = Variancia = Geral

padrao
i P1 2,587 0,001 0,0361

Carne picada : ' ' 2601 | 2597 0,001 0,0382
cozinhada P2 2,616 0,002 0,0474
Salsicha P1 2,461 0,006 0,0771

PS 2,750 2,766 014 0,3375
esca P2 | 3039 0,001 0,0325
Folhado misto P1 8,185 0,003 0,0587

cru 8123 8,106 0,006 0,0795
P2 8,061 0,0001 0,0120
Coxinha de P1 2,089 0,001 0,0223

frango 2,013 2,016 0,008 0,0912
cozinhada pe 1,936 0,001 0,0325
P1 4129 0,001 0,0247

Carcaca 4183 4177 0,005 0,0692
P2 4,238 0,002 0,0431
P1 3,63 0,0m 01032

Carcaca2 3,651 3,664 0,005 0,0733
P2 3,668 0,004 0,0656

Tabela 8- Andlise conjunta dos valores log™ dos duplicados das duas amostras de carcacas.
Média Geral Mediana Geral Variancia Geral Desvio-padrdo Geral
3917 3,913 0,085 0,292

Apds a obtencao dos valores de UFC para cada matriz, realizou-se uma analise comparativa entre
os valores para cada matriz (Tabelas 7 a 10). A matriz folhado misto e coxinha de frango obtiveram
o valor maximo e minimo de carga de UFC/g, atingindo niveis de 8,123 e 2,103, respetivamente.
Dado que o folhado misto nao é submetido a um processo de cozedura, seria expectavel que
apresentasse uma maior carga microbiana. O processo oposto ocorre com a coxinha de frango,
submetida a um processo térmico e, por ineréncia, a uma reducao da carga microbiana presente.

Na tabela 7 esta apresentada uma analise da variancia geral dos valores para cada matriz. A matriz
salsicha fresca foi identificada com uma maior variancia (0,114), sendo que a carne picada se
apresenta no lado oposto do espectro, caracterizando-se pela sua reduzida variabilidade (0,001).
Estes valores poderao ser explicados de vdrias formas, salientando-se a heterogeneidade presente

nas matrizes em estudo.
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Esta heterogeneidade resultante poderd advir da distribuicao espacial dos microrganismos no
produto e da condicao em que estes se apresentam e se estes se apresentam na superficie damatriz
ou no interior desta (65). Apesar de apresentar a maior carga microbiana (8,123), a matriz folhado
misto, apresenta uma variancia reduzida (0,006). Esta situacao podera ser explicada pela
distribuicao dos microrganismos nos alimentos, sendo que existem trés tipos de distribuicao
espacial: aleatdria, regular ou heterogénea (66). Devido ao nimero alto de UFC, adispersao espacial
dapopulacao podera tender a ser regular e a variancia de valores tenderd a ser diminuta (54). Devido
a situacao atual em que vivemos, o nimero de amostras analisadas foram reduzidas. Este reduzido
numero de amostras analisadas, nomeadamente de uma sé amostra para alimentos e um duplicado
para carcacas, nao permite retirar ilacdes sobre a distribuicao dos microrganismos em estudo nem
assumir uma distribuicao normal dos dados obtidos.

Relativamente aos dados obtidos com as amostras de zaragatoa (Tabelas 9 e 10), foi feita uma
abordagem considerando duas situacoes distintas: valores das zaragatoas analisadas na
totalidade, desconsiderando os diferentes processos de amostragem e os valores das zaragatoas
que foram obtidas quer através de amostragens a clientes, quer através de contaminacao e
amostragem em laboratdrio, de formaisolada. Através desta analise conclui-se que as zaragatoas
contaminadas em laboratdrios apresentavam uma média de UFC mais elevada comparativamente
as amostras obtidas pelos clientes, no entanto, uma maior variancia foi obtida nas zaragatoas
processadas externamente ao laboratdrio. Estes valores estao relacionados com a forma de
amostragem dado que a contaminacao de zaragatoas em laboratdrio foi realizada de forma
uniforme e com a mesma carga microbiana enquanto que as amostragens a clientes dependiam da
carga microbiana presente em diferentes amostragens e, portanto, apresentavam uma maior

variabilidade derivada do processo.

Tabela 9- Sumdrio das contagens de coldnias e varios pardmetros estatisticos para zaragatoas em andlise. Sao
apresentados dois grupos de zaragatoas: zaragatoas amostradas de clientes (5 amostras) e zaragatoas contaminadas
em laboratdrio (8 amostras).

Contagem de coldnias (como logio UFC/g

ou/mL) Média | Mediana | Varianda | RE=Vio-
. . . padrao
Matriz Ensaio 2 A Desvio- Geral Geral Geral

Média Variancia - Geral
padrao
P1 1392 0,0008 0,0285

Zaidudicy 1518 | 1514 0022 | 01483
400 P2 1644 0,0017 0,0410
P1 0,837 0,0009 0,0293

e 0820 = 0827 00014 | 00374
401 p2 0,804 0,0022 0,0473
P1 1,033 0,0014 0,0373

e 1054 @ 1053 00017 = 0,041
435 p2 1,076 0,0018 0,0421
P1 0,745 0,0013 0,0362

e 0724 | 0732 00022 | 0,0468
432 P2 0,703 0,0036 0,0596

P1 0778 0,0070 0,0835 0776 0778 0,0069 | 00833
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Zarjgima p2 0774 00138 01176
Zaragatoa  pq 1,289 0,0007 0,0258
C- 1228 | 1233 00057 | 00757
Zaragatoa  pq 1792 0,0006 0,0243
C- 1806 | 1806 00006 | 0,0247
021855 | P2 1,819 0,0005 0,0229
Zaragatoa  pq 1,621 0,0019 0,0433
C- 1649 = 1655 00019 | 00439
021856 | P2 1677 0,0008 0,0275
Zaragatoa  pq 1,501 0,0004 0,0190
C- 1554 | 1549 00041 | 00641
o 2606 0,0010 00324
Zaragatoa  pq 1704 0,0001 0,0116
C- 1822 | 1822 00006 | 00244
021858 | P2 1,680 0,0002 00127
Zaragatoa  p1 1704 0,0023 0,0476
C- 1692 @ 1696 00021 | 00457
B -2 1,680 0,0034 0,0587
Zaragatoa  pj 1387 0,0002 00124
C- 1,351 1,381 00049 | 00697
- 1316 0,0094 0,0968
Zaragatoa P1 1,470 0,0007 0,0267
202c1-861 ba 1431 0.0003 00186 1480 | 1477 00036 | 00598

Tabela 10- - Andlise conjunta dos valores logio dos duplicados das amostras de zaragatoas sendo a) Conjunto das trezes
zaragatoas e duplicados: b) conjunto das cinco zaragatoas amostradas em clientes e seus duplicados; ¢) conjunto das oito
zaragatoas contaminadas em laboratdrio e seus duplicados.

Média Geral Mediana Geral Variancia Geral Desv:;oe—r[;?drao
a) 1344 1,415 01467 0,3830
b) 0,979 0,847 0,0955 0,3090
c) 1573 1,610 0,0427 0,2066

4.2.2. Andlise de amplitudes de duplicados

O cdlculo daIncerteza através da analise de duplicados foi realizada para todas as matrizes

em estudo, tendo sido obtido o valor da incerteza separado (andlise e amostragem) e em conjunto

(amostragem + anadlise) estando os valores dos cdlculos presentes nas Tabelas 11 a 15 para cada

matriz separadamente.

Tabela 11- Valores da incerteza da andlise, amostragem e processo de amostragem e andlise em conjunto para a matriz

salsicha fresca.
Ne
Ensaio1 Ensaio 2
Amostra
Pi11 Pi12 Dii=|Pi11-Pi12| Xi1 Pi21 Pi22 Di2=|Pi21-Pi22| Di=|Xi1-X i2|
1 255 327 D11=72 291, 1155 1036 D12=119 D1=1023
1
Dn: 72 Di2= 119 DAmostragem + Analise =

1023
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D nalise
DPyngiise = _f,iézls = 84,78
oY Di1+Di2
Dansiise = : 2 == 95,64
DPR 0L — DPAnélise _ 0
anstise(%0) = TX 100 = 12 %
DAmostragem + Andlise = & =1023 DP _ DAmostra_qem+Anélise
n Amostragem+Analise — —1,128
= 907,12

2
— 2 DP anatise \” —
DPamostTagem - JDPAmostragem+Anélise - ( N7 ) - 905: 1 3

DPRAmostragem = Dpamac# X 100 =131 %

Tabela 12 - Valores da incerteza da andlise, amostragem e processo de amostragem e andlise em conjunto para a matriz
coxinha de frango.

Dii=|Pi11-Pi12| Xi1 Pi21 Pi22 Di2=|Pi21-Pi22| Xi2 Di=|Xi1-X i2|
D11=9 123 91 82 Di12=9 87 D1=36
Dil= 9 Diz= 9 DAmostragem + Andlise =
36

DPynise = 222t = 7,979

1,128

5 Di1+Di2
Danaiise = P 9
Analise

DP,
DPRnsiise (%) = T X100 = 8%

> 2D; D -
DAmostragem + Andlise = Tl =36 DAmustragem+Analtse

DP Amostragem+Analise — 1128
=3191

2
— 2 DP anatise |~ —
Dpamastragem - JDPAmastragem+Anélise - ( VZ ) - 3 1 ,4 1

DPRAmostragem = m x 100 = 30 %

Tabela 13 -Valores da incerteza da andlise, amostragem e processo de amostragem e andlise em conjunto para a matriz
folhado misto.

Pi11 Pi12 .Di1=-|P Xi1 Pi21 Pi22 Di2=_|Pi21_ Di=‘|X i1=X
i11-Pi12] Pi22| i2]
Di1= Di2= Di=
8 8 8 8 8 8
1,68 x 10 1,39 x 10 2.9 x 107 1,50 x 10 1,17x 10 1,13x 10 4,5 x 106 1,20 x 10 3.9 % 107
Dil: D — DAmostragem
7 i2= .
29x10 45 x 106 + Andlise =
’ 3,9 x 107
D, nalise
DPynsiise = :1621_8 = 1,49 x 107
= Di1+Di2
Dansiise = = 1,68 x 107 DP,. .
e DPRAnélise(%) = % X 100
=11%
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DP, Amostragem+Analise

DAmostragem + Analise = ih =39x 107 DAmostragem+Anélise 7

2
— 2 DP gnstise )" _ 7
DPamostragem - JDPAmostragem+Anélise - ( \/ia ‘) —3,26 x 10

1,39 x 108

DPRpmostragem = DR;W)% x 100 = 24 %

Tabela 14 - Valores da incerteza da andlise, amostragem e processo de amostragem e andlise em conjunto para a matriz

carcagas.

Di1='| Pi11- i1 Pios Pixs Di2=. | Pi21- Di='|X i1-X
Pii2| Pi22| i2]
D11=1091 | 13454,5 | 16091 | 18545 | D12=2454 | 17318 | D1=3864
D21=1455  4363,5 @ 4182 5182 [1)320; 4682 @ D> = 319
_ _ DAmostragem
Di1= 1500 Di2= 1727 + Andlise =
2091

D nalise
DPAnélise = 2:1,1—218 = 1329,79

= Di1+Di2 DPy s
R —— = Anal
DAnalLse 2 1500 DPRAnélise(%) = ;a ~ * 100
= 13%
_ »D; DP, ‘Amostragem+Anélise =
DAmostragem + Andlise = T = 2091 DAmastrfiez,;Mnélm _ 1853,72

2 DP gnitise 2
DPamostragem = DPAmostragem+Anélise - (T) = 1597154

DPRmostragem = 225 100 = 16%

Tabela 15 - Valores da incerteza da analise, amostragem e processo de amostragem e andlise em conjunto para a matriz
higiene de superficies (zaragatoa) com base na andlise dos duplicados.

Pi11 | Pi12 Di1=i!§’|i11-P Xi1 Pi21 Pi22 Diz;zlzplm_ Xi2 Di=|Xi1-X i2|
20 % D11=2 » | 44 Di2= 6 e D: = 19
7 / D21=0 ’ 6 / Dawx=1 65 D2 =0,5
n 10 Dsi=1 10,5 11 13 Dss = 2 12 Ds=1,5
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D=1 | >  ° > Dia=1 | 7 Da=0
Dsi=2 6 ’ > Ds2= 2 6 Ds=0
De1=1 195 14 16 De2= 2 = De = 4,5
Dri=4 62 | 8 | 8 D=5 | 7 D7 =3,5
Ds1=6 42 >0 45 Ds2=5 47,5 Ds= 5,5
Do1 = 2 32 38 43 Do2 =5 40,5 Do = 8,5
Dio1= 3 69,3 65 62 Dio2= 3 63,5 Dio=6
D111 =8 >l a4 >3 Di12=9 48,5 Di1= 2,5
Dizi=1 24,5 18 24 D122 =6 21 Di2= 3,5
D131 =3 33,5 28 26 Di2=2 27 Di3=6,5
Biy= 2P _ Diz= Zs” = Damostragem + Andlise
n 3,77 4,73
2,62
DPanitise = "2t = 2,83
BAné”se _ Di1+Di2 = 3,19

DPRaniuise (%) = 2252 5 100 = 9,3 %

— %D
Damostragem + Andlise = Tl =4,73

DP, Amostragem+Analise =

5Amastragem+Anélise _
1,128

4,194

2
_ 2 DP gnalise |~ _
DPamostragem - JDPAmostragem+Anélise - ( VZ ) - 3: 686

DP RAmastragem

= DPHM# % 100 = 12%

Na Tabela 18 estao agrupados os valores da incerteza da andlise e de amostragem, tal como o seu

peso relativo (%) para cada matriz, tendo sido o calculo realizado separadamente para cada uma.

Tabela 16 - Sumdrio dos valores de incerteza da andlise e amostragem obtidos pela andlise de amplitudes de duplicados.

4832 )

84,79 2% 905,13 131%

7979 8% 31,41 30%
1,49 x 107 1% 3,26 x 107 24%
1329,787 13% 1597,537 16%
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Analisando os valores obtidos para o cdlculo das incertezas relativas a andlise e amostragem,
observou-se que a matriz coxinha de frango apresenta o valor mais baixo paraaincerteza da andlise
e amatriz carcaca para a incerteza da amostragem. A matriz carne picada nao apresenta um valor
referente a incerteza da amostragem, pois o seu valor ndo foi possivel de ser calculado (raiz
quadrada de um valor negativo).

E possivel observar que os valores obtidos para o calculo da incerteza da andlise estdo
compreendidos entre 8 e 13%, demonstrando-se menos dispersos que os valores obtidos para a
incerteza da amostragem. Enquanto que o procedimento utilizado para a andlise é idéntico emtodas
as matrizes, o processo de amostragem €, por variados motivos, mais propicio a diferencas
metodoldgicas, resultando nestas diferencas evidentes relativamente ao calculo de incertezas.
Sendo as matrizes alimentares diferentes entre si, os planos de amostragem utilizados para os
mesmo também serao diferentes, inclusive na obtencao de amostra, pontos de colheita e valores de
microrganismos aceitdveis, como descritos no Regulamento (CE) N21441/2007 (22).

A matriz carcaca apresenta um valor de incerteza de amostragem mais reduzido em relacao as
outras matrizes, no entanto, este valor podera ser em resultado de um maior nimero de amostras
em andlise (duas amostras em vez de uma). Um niimero maior de amostras levard aum intervalo de
valores mais préximos ou menos dispersos, diminuindo a variancia, e por consequente, a incerteza
(67,68).

0O valor da incerteza da amostragem para a salsicha fresca podera ser resultante da constituicao e
tamanho da porcao teste para a andlise. Na amostragem de alimentos com constituicao
heterogénea, as amostras retiradas do lote em andlise nao serao idénticas entre si no que diz
respeito a distribuicao de microrganismos. De forma semelhante, a distribuicao dos microrganismos
podera nao ser uniforme na porcao teste analisada, originando valores de UFC diferentes entre
amostras e duplicados, aumentando a variancia e, consequentemente incerteza (68). Analisando os
valores médios log;y das coldnias, as diferencas entre estes vai de acordo com a informacao

relatada.

Devido a situacao atual, nao houve uma possibilidade de um maior ndmero de amostras analisadas
para cada matriz em estudo. Devido aos valores baixo de amostra (uma para cada matriz alimentar,
duas para as carcacas), nao sera possivel uma conclusao acerca da incertezas (tanto da andlise
como da amostragem). Estudos anteriores relataram que para um aumento da precisdo de
resultados, o nimero de amostras deverd ser de pelo menos oito. No entanto, dependendo da matriz
em analise podera ser necessario um maior nimero de amostras para se obter o mesmo grau de

precisao (43,67). Sendo assim serd de interesse para o laboratdrio, de forma a poder uma melhor
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percecao do peso tanto da amostragem como da analise para cada matriz, a realizacao da andlise

com um maior nimero de amostras, sendo que no minimo serao oito amostras.

4.2.3. Analise ANOVA

A andlise ANOVA para o cdlculo das variancias da andlise e da amostragem foi realizada para as

treze amostras de zaragatoas, cujo valores se encontram nas Tabelas 16 e 17.

Tabela 17- Calculo da varidncia da andlise e, consequentemente, a incerteza relativa a andlise com base na andlise da

ANOVA.

24 26 41 47 25 44 2 18
7 7 6 7 7 6,5 0 05
11 10 11 13 10,5 12 0,5 2
5 6 6 5 5,5 5,5 0,5 05
5 7 7 5 6 6 2 2
19 20 14 16 19,5 15 0,5 2
64 60 63 68 62 65,5 8 12,5
39 45 50 45 42 47,5 18 12,5
33 31 38 43 32 40,5 2 12,5
68 71 65 62 695 | 635 45 4,5
47 55 44 53 51 48,5 32 40,5
24 25 18 24 24,5 21 0,5 18
32 35 28 26 335 27 4,5 2
SQanstise = 2 Yi=1[Dum® + Diwm’ | =
x = 30,40 202,5

9lansiise = Lj. k — 1.j=26

A . S P
Variancia s, = —24mlis - 7789

Ilanatise
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2,791

DP gnsiise = \/ Varianciagusiise =

DPR sps1i5e(%) = % x100=9,2%

Tabela 18- - Célculo da variancia da amostragem e, consequentemente, a incerteza relativa a amostragem com base na
andlise da ANOVA.

24 26 4 a7 25 44 35 90,25
7 7 6 7 7 6,5 7 0,06
1 10 n 13 105 12 11 0,56
5 6 6 5 55 55 6 0,00
5 7 7 5 6 6 6 0,00
19 20 14 16 195 15 17 5,06
64 60 63 68 62 655 64 3,06
39 45 50 45 42 475 45 7,56
33 31 38 43 32 405 36 18,06
68 14l 65 62 69,5 635 67 9,00
47 55 44 53 51 485 50 1,56
24 25 18 24 245 21 23 3,06
32 35 28 26 335 27 30 10,56
= 30,40 SQamostragem = 4 X Ni=q D?;z)=595,25
SQumostragem _ SQanatise
9lamostragem = L.j- 1=13 Varianciagmostragem = Bamostragem O anitse =19

2

Dp Amostragem

JvVarianciasmostragem = 4,36

DP mostragem
DPRAmostragem(%) = % X 100=14,3%
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Na tabela 19 estao agrupados os valores das incertezas calculadas para a matriz higiene de

superficies (zaragatoa) utilizando o cdlculo Ang, € o calculo Ananova, de forma a ser possivel

compreender se os valores sao concordantes entre si.

Tabela 19- Valores dos calculos da incerteza para a matriz higiene de superficies (zaragatoa) utilizando a andlise das
amplitudes dos duplicados (Ana.) e a andlise da ANOVA (Ananova).

DP RAmostragem
DP, Andlise DP RAnélise (%) DP amostragem (0/ )
0
Andup 2,83 93% 3,686 121%
Ananova 2,791 92% 4,36 14,3 %

Verifica-se que o valor da incerteza obtido por ambos 0s métodos é semelhante. Da mesma forma,
0 peso da incerteza da amostragem nao apresenta diferencas em relacao ao peso da incerteza da
andlise. De modo a ser possivel chegar a uma conclusao se era possivel ou nao a utilizacao destes
métodos em contexto alimentar, foi realizado a incerteza da analise com o método de calculo
implementado na area alimentar, a 1ISO 19036:2019 (43). Através deste método de calculo, o peso
da incerteza da andlise obtido foi aproximadamente de 4 % (Anexo 2). Comparando este valor com
os valores que foram obtidos com os métodos do guia da RELACRE, é possivel observar que este
método apresentamais de metade do peso da analise. No entanto, aquando da realizacao do cdlculo
daincertezadaandlise utilizando alS019036:2019, nao foram tido em conta todos os pressupostos
que este método tem em conta. Nao foi tido em conta todos os fatores de variabilidade que este
método exige, podendo o valor que foi obtido, ser resultado de uma subestimacao da incerteza da
andlise.

As fontes de variabilidade que poderao afetar a incerteza total, inserem-se em vdrias fases da
andlise, estando incluidas tanto a amostragem como a analise em laboratdrio. Um dos exemplos
dessas fontes de variabilidade poderad ser o efeito da matriz da amostra e as interferéncias que esta
poderd provocar. Os erros associados a matriz podera ser a distribuicao dos microrganismos na
matriz, em que condicdes 0s microrganismos se encontram (vidveis ou nao), se estao distribuidos
pela matriz ou se encontram-se a superficie (65).

O préprio método microbioldgico, tem associado a ele um conjunto de processos que influenciam a
incerteza, desde a medicao da porcao teste, a sua homogeneizacao até ao plaqueamento e
contagem das UFC estando associados a incerteza de todos os equipamentos utilizados, tal como
valores de referéncia, aproximacdes de valores realizados, entre outros (65).

A porcao teste e a quantidade que a constitui, dez gramas, podera ser um fator determinante para
um valor de incerteza maior. Estudos realizados mostram que quer o aumento de pontos de

amostragem nos lotes, quer aumento da porcdao teste nas andlises de quantificacao de

40



microrganismos, levard a um crescimento aparente na contagem média das coldnias (em log), no
entanto levara a uma reducao da variancia, que por consequéncia, levard a uma reducao da
incerteza da medicao, no processo em geral (52,67,68). Aumentado o niimero de amostras em
andlise, a procissao dos resultados também aumentard. Em 2010, ja tinha sido realizado um estudo
para tentativa de diminuicao da variancia entre duplicados de amostras através do aumento da
porcao teste ou de um processo de dupla homogeneizacao para a contagem das coldnias.
Concluiram que um aumento da porgao teste iria diminuir a incerteza, sendo valido para um valor
minimo de 100 gramas. No entanto, para a realidade dos laboratdrios de microbiologia como este,
este aumento nao seria comportavel pela relacao custo-beneficio (68).

Tendo em conta estes pressupostos, serd necessdrio a realizacao de uma nova andlise, tendo em
conta todas as fontes de variabilidade que poderao afetar o cdlculo da incerteza, inserindo-as no
contexto da analise. S6 apds estas fontes de variabilidade estarem a ser consideradas no calculo, é
que sera possivel uma andlise de comparacao dos valores obtidos quer pelos métodos da RELACRE,
quer pelalS019036:2019.

Em 2007, uma estimativa foi realizada com o intuito de compreender e quantificar a extensao tanto
daincerteza da amostragem como da andlise. A incerteza total foi estimada em 18,6%. A incerteza
da amostragem contribui para a incerteza total em 15,3%, enquanto a incerteza da analise foi de
10,8 % (49). De facto, estes valores sao proximos dos obtidos neste estudo, no entanto, num estudo
futuro sera imprescindivel uma andlise mais detalhada para compreende as diferencas de valores

para a incerteza de medicao (andlise) detetadas entre estes dois métodos e a1SO 19036:2019.

A cdlculo Ananova permite a comparacao da variancia entre amostras. Devido ao facto de que, para
cada matriz alimentar sg existir a analise de uma amostra, duas para a carcaca, nao seria possivel
esta comparacao. Para a possibilidade de calculo da incerteza usando Ananova, Sera imprescindivel

um aumento de amostras analisadas para cada matriz separadamente (67).

5. Conclusao
5.1. Estudo comparativo das normas

Ap6s a andlise de varias comparacoes, torna-se imperativo olhar para o panorama mais abrangente
gue nos permita tomar decisdes que poderao significar a alteracao/implementacdo da normaou a
manutencao da atual. Devido aimplementacao de um método interno pelo laboratdrio, é presumivel
que algumas das atualizac6es de informacao que se verificou nanormalS0 17728, vieram colmatar

e corrigir as lacunas detetadas previamente. No entanto, nem todas as lacunas poderao ter sido
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corrigidas, podendo o laboratdrio manter o seu método interno, acrescentando estas melhorias sem
mudar obrigatoriamente de norma.

Nao havendo diretrizes que obriguem aimplementacao da normaneste momento, serd do interesse
do laboratdrio a continuacao do estudo comparativo entre as normas, de forma a obter conclusées
mais sdlidas. Este prosseguimento do estudo deverd passar pela aplicagao da comparagcao a um
nivel mais pratico, ao nivel da atuacao da amostragem, de forma a verificar potenciais diferencas
significativas, e o seu efeito benéfico para o processo de amostragem. Apds esta comparacao, o
laboratdrio terd mais dados, baseando-se numa opinidao mais fundamentada e sélida, tornando, a
decisao posterior mais robusta.

A relevancia da inclusao das empresas na partilha de atualizagoes e divulgacao de normas tornou-
se ainda mais exacerbada com a analise comparativa apresentada neste estudo.

Recentemente, foi divulgado que a norma ISO 7218 se encontra em revisao e que sera substituida
pela 1ISO/WD 7218, encontrando-se em fase preparatéria, no estudo do eshboco do trabalho
(69).Esta substituicao de norma, podera trazer melhorias relativas a informacao existente para a
area das colheitas, e caso esta possibilidade se realize, aimplementacao da norma 17728 nao sera
benéfica para o laboratdrio. Esta informacao € fulcral na decisao final e nao devera ser
negligenciada. Assim, seria oportuno por parte do laboratdrio decidir se a tomada de decisao é
justificavel e qual sera o timing ideal, sabendo de antemao a existéncia de novas possibilidades
porventura mais benéficas.

Concluindo, o laboratdrio podera optar pelas decisées seguintes: 1) Manter a norma que esta neste
momento implementada, esperar para a publicacao da norma que a ird substituir, ISO/WD 7218, e
efetuar o estudo para perceber quais serdo as melhorias implementadas (e se faz sentido a
continuidade do método interno ou sua alteracao); 2) A implementacao da norma em estudo, a
ISO/TS 17728:2015; 3) Aqguardar pela publicacao da ISO/WD 7218 e efetuar o estudo comparativo
com a norma ISO/TS 17728:2015 de forma a analisar se as conclusoes tiradas com o estudo

efetuado serao as mesmas.
5.2. Calculodas Incertezas

A amostragem é um processo fundamental na andlise do lote e por consequéncia, na decisao de
aceitar ou rejeitar o lote para consumo. Apesar de ainda haver uma falta de uniformizacao de
métodos para o cadlculo da incerteza de amostragem e do seu peso relativo, 0 seu cdlculo é
imperativo.

0O objetivo da utilizacao destes métodos para o calculo das incertezas era perceber qual seria o peso

que a amostragem poderia ter na incerteza total da analise. Devido ao nimero baixo de amostras
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analisadas para as restantes matrizes, s6 foi possivel retirar conclusdes para a matriz higiene de
superficies (zaragatoa).

Na matriz higiene de superficies (zaragatoa), os valores de incerteza, tanto para a amostragem
como paraaanadlise, foramidénticos. Apesar de ser esperado um valor considerdvel paraaincerteza
da amostragem, este mesmo apresenta um peso idéntico ao da andlise. No entanto, o valor da
incerteza da medicao obtido através do método ISO 19036:2019, nao sendo concordante com os
valores obtidos pelos métodos da Relacre, demonstra que sera necessario um estudo continuo,
aumentando o valor de amostras a analisar. Através deste estudo, podera ser possivel a tendéncia
do valor da incerteza e tentar a obtencao de conclusoes.

Para a realizacao desta comparacao, utilizando os trés métodos de calculo de incerteza, temos de
ter em consideracao todos os fatores de variabilidade que poderao afetar o valor final da incerteza
e todos os predispostos dos métodos. O nimero de amostras a serem analisadas deverao ser, no
minimo dez amostras, baseando nos requisitos de analise da1S019036: 2019. No entanto, de modo
a obter um maior grau de precisao dos valores obtidos, este nimero de amostras poderad ter de
maior mediante a matriz que esteja em estudo. O nimero de técnicos a realizar a amostragem
devera serem maior nimero, pelo menos o dobro. A amostragem deverd ser feita em dias diferentes
e o meio de transporte a ser utilizado também deverad ser diferente. A andlise em si, também devera
ser feita pelo maior nimero de técnicos possiveis e utilizar meios e materiais de laboratdrio
diferentes. Inicialmente este estudo podera ser feito para s6 uma matriz em estudo, e s6 apds os
calculos realizados e ja tendo valores, se poderd ponderar se estes dois métodos poderao ser ounao
adaptados para contexto alimentar.

Serd interessante em estudos futuros verificar o estudo do peso da variancia na andlise dos
produtos processados em laboratdrio bem como se a alteracdo da quantidade da porcao teste
(desde que fosse para valores comportdveis para o laboratdrio) levara a uma alteracao da variancia.
Outro estudo que poderd ser conduzido, serd um estudo entre laboratdrios de comparacao de
valores para a mesma matriz, de forma a aumentar o conhecimento sobre o peso da amostragem
na incerteza total da andlise e se este mesmo altera-se mediante o processo de amostragem

escolhido.
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T1. Anexo 1- Tabela de comparacao entre as normas 1SO 7218:2007 Amd 2013 e ISO/TS

17728:2015

Principais Diferencas

ISO 7218:2007 Amd 2013

ISO/TS17728:2015

Microbiology of food and animal feeding
stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations

Microbiology of the food chain- Sampling
techniques for microbiological analysis of food and
feed samples

Referéncias Normativas

Referido no capitulo 2 da norma;

ISO 835,
Graduated pipetes;

ISO 6887 (all parts), Microbiology of food
and animal feeding stuffs- Preparation of test
samples, initial suspension and decimal dilution for
microbiological examinations;

IS0 8199, Water quality- General guidance
on the enumeration of micro-organisms by culture;
ISO 8655 (all parts), Piston-operated volumetric
apparatus;

IS0 11133, Microbiology of food and animal
feed and water — Preparation, production, storage
and performance testing of culture media;

ISO 16140-2, Microbiology of food and
animal feed - Method validation-Part 2: Protocol for
the validation of alternative (proprietary) methods
against a reference method;

ISO 19036, Microbiology of food and
animal feeding stuffs - Guidelines for the
estimation of measurement uncertainty for
quantitative determinations;

ISO 22174, Microbiology of food and
animal feeding stuffs — Polymerase chain reaction
(PCR) for the detection of food-borne pathogens —
General requirements and definitions;

Laboratory  glassware-

Referido no capitulo 2 da norma;

A anterior normatorna-se abase e, a tinica
referéncia normativa;

Ambito/Enquadramento

Referido no capitulo 1;

Fornece os principais requisitos e guia
para:

-Implementacao de normas dos comités
ISO/TC34/SC9Y0ulSO/TC 34/SC5 para detegao
e enumerac¢ao dos microrganismos;

-Boas prdticas laboratoriais
laboratdrios de microbiologia alimentar;

- Orientacao para a acreditacao como
laboratdrio de microbiologia alimentar;

Assegurar a validade das analises
microbioldgicas aos alimentos, ajudar na garantia
de que as técnicas no seu geral que sao utilizadas
sejam as mesmas em todos os laboratérios, ajudar
a alcangar resultados homogéneos nos diferentes

para

Referido no capitulo 1;

Aplica-se a colheita de amostras antes da
sua submissao ao laboratdrio para analise.

Fornece instrucdes gerais e requisitos
especificos para a obtencao de amostras e o seu
transporte para o laboratdrio;

Aplica-se a todos os produtos alimentares
e alimentos destinados a animais, estando incluidos
produtos congelados, carcacas (excluindo a sua
superficie), carne e produtos bulk (produtos a
granel). No entanto, as sequintes amostras nao
estdao incluidas no ambito desta norma: leite e
lacticinios (ISO 707), amostragem da superficie de
carcacas (ISO 17604), amostras provenientes de
superficie ambientais (ISO 18593), amostras
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laboratérios e contribuir para a seguranca do
pessoal presente no laboratdrio, evitando risco de
infecao.

Aplica-se a microbiologia dos alimentos, a
dos alimentos destinada a animais, a de ambiente
de producao alimentar e primdria;

provenientes de ambiente de producao primdria
(1IS013307);

Premissas

Referido no capitulo 3;

Detalhe dos requisitos gerais para o
design de um laboratério microbioldgico; Este
design deverd ter em consideragdao as
consideracdes de seguranca tendo em conta as
categorias de risco em que se encontram os
microrganismos;

E enumerado as areas do laboratdrio,
sendo estas, divididas em d&reas associadas as
amostras e andlise (rececao e armazenamento das
amostras, preparacao das amostras, analise das
amostras,  manipulacdo  de  presumiveis
patogénicos, preparacao e esterilizacao de meios
de cultura e equipamento, armazenamento dos
meios de cultura e reagentes, andlise a alimentos
para esterilizacdao, descontaminacao, lavagem do
material de vidro e outros equipamentos,
armazenamento de produtos quimicos perigosos,
de preferéncia em locais designados para tal) e
areas gerais (entradas, corredores, dreas
administrativas, casas de banho, vestidrios, salas
de arquivo, sala de convivio) Mencdo da
importancia de estas terem de ser separadas;

O objetivo do design deverd garantir um
ambiente seguro onde as andlises sao realizadas de
forma a nao afetar a confianca dos resultados
obtidos. Para isso, deverd ser evitado a
contaminacao cruzada através da construcao do
laboratdrio de acordo com o principio de "sentido
Unico", os procedimentos deverao ser feitos de
forma sequencial, tendo em conta precaucoes para
assegurar a integridade da analise e da amostra e
separacao das atividades no tempo e espaco;

Enumeracao das premissas que deverao
ser sequidas para a construcao e equipamento do
laboratério de forma a reduzir o risco de
contaminacao por pdé e por consequéncia, por
microrganismos;

Referéncia a desinfecao e limpeza do
laboratdrio salientando pontos-chave que deverao
ser verificados;

Nao mencionado na norma;

Termos e definicoes

Nao mencionado na norma;

Referido no capitulo 3;

Estao presentes nesta norma termos e
definicbes estando categorizadas nos seguintes
pontos:
3.1.-Amostragem;
3.2.-Amostras;
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3.3.-Produtos;
3.4. -Manuseamento das amostras;

Pessoal

Referido no capitulo 4;

Indicacdo da ISO/IEC 17025 para os
requisitos gerais das competéncias;

Mencdo a definicdo de critérios de
avaliacao de competéncias para cada método ou
técnica utilizada. Reforco da necessidade continua
da verificacao das competéncias do pessoal, sendo
mencionado que esta poderd ser feita através de
programas de controlo de qualidade interna, uso de
material de referéncia, testes de proficiéncia ou de
através de testes de self-assessment para a
enumeracao de microrganismos tal como descrito
nalS01446-2;

Listagem das precaucoes de higiene que
deverd ser seguida pelo pessoal presente no
laboratério de forma a evitar contaminagao quer
das amostras, quer dos meios de cultura e de forma
a diminuir o risco de infecao para o pessoal no
laboratdrio;

Referido no capitulo 6;

As partes envolvidas ou seus
representantes, deverd ser dado a oportunidade de
estarem presentes aquando da realizacao da
amostragem;

Sempre que haja requisitos especificos
para a amostragem ou para um teste especifico,
estes devem ser seguidos;

A amostragem para exames
microbiolégicos deve ser realizada sempre com
pessoal treinado e experiente;

Devem estar cientes dos requisitos
necessarios a aplicar no sentido de minimizar
alteracdes na flora microbiana dos produtos
durante amostragem e transporte;

Principios

e requisitos gerais

Referido no subcapitulo 8.1.7;

A informacao fornecida neste ponto foi
distribuida por vdrios pontos na nova norma sendo
esta mais detalhada;

Referido no capitulo 4;

Antes da amostragem devem ser
acordado varios detalhes como instrucdes sobre
montagem e composi¢ao no local, o tipo de produto,
a quantidade minima necessdria para analise e o
material e instrumentos necessdrios na
amostragem e a finalidade da andlise;

Critério de aceitacdo das amostras e
desvios permitidos aquando da rececao no
laboratério deverao ser definidos em conformidade
com o cliente;

Semelhancas: Salienta a importancia da preservacao da integridade da amostra desde a sua
colheita até a sua entrega no laboratdrio, sendo esta tambhém, uma amostra representativa do lote ou do

produto em andlise.

Equipamento e utensilios

Referido no capitulo 5;

Referenciados varios equipamentos e
utensilios usados num laboratdrio de microbiologia,
qual a sua utilidade, manuseamento, limpeza e
desinfecao, manutencdao e se necessario,
calibracao;

Referido no ponto 7.1;7.2; 7.3 e10.7;

Nestes pontos sao referenciados
equipamentos que podem ser necessdrios para a
amostragem. E detalhado para cada tipo de produto
que seja amostrado quais os utensilios e
equipamentos necessdrios e também quais sao 0s
utilizados no transporte de amostras;

Plano de amostragem

Nao faz parte desta norma;

Referido no capitulo 5;

51



Apesar de na seccao "Ambito’, esta referir
que os planos de amostragem nao fazem parte da
norma, algumas informacdes sao descritas,
nomeadamente sobre a amostragem de produtos
bulk (produtos a granel);

Ao ser feito a amostragem de produtos
bulk (produtos a granel), os locais para a realizagao
de incrementos, devem ser incluidos no plano de
amostragem. Todas as partes interessadas devem
estar de acordo com o plano de amostragem a ser
usado. Da mesma forma, devem estar de acordo
com o tamanho dos incrementos para as amostras
poderem ser reunidas antes do teste.

Este ponto faz referéncia a série ISO 2859
para a obtencao de mais informacao acerca do
plano de amostragem;

Preparacao do material de laboratdrio

Referido no capitulo 6 na norma;

Referéncia a importancia da preparacao
dos materiais de forma a manter a limpeza e a
esterilizagao.

Enumeracao das formas de esterilizagao e
descontaminacao possiveis para o material de
laboratdrio.

Mencdo a lavagem de material e de
armazenamento do material;

Nao existe um ponto especifico para a
preparacao do material de laboratdrio nesta norma,
mas existe sim, referéncia ao material a usar paraa
descontaminacao de embalagens, de instrumentos
e de superficies de amostras no ponto 7.1.1;

Preparacao e esterilizacao de meios de cultura

Referido no capitulo 7;

Seguir as indicacdes da1S011133;

Nao mencionado na norma;

Técnicas de Amostragem

Nao mencionado na norma;

Referido no capitulo 7;

Enumeracao do material usado para a
amostragem. Indicacao do material que se pode
utilizar para descontaminacao de embalagens,
instrumentos e superficies de amostras;

Orientacao do protocolo geral das técnicas
de amostragem.

A amostragem de produtos de maiores
dimensdes poderd ser feita na fabrica ou estes
podem ser transportada para o laboratdrio.

H4 a descricao dos procedimentos para a
colheita de amostra por grupo de produtos: bulk
(produtos a granel), empacotado, refrigerado,
produtos congelado separadamente, blocos de
produto congelado, a temperatura ambiente,
quentes, porcoes consumidas em restaurantes,
marisco, frutas, vegetais, ovos, comida enlatada,
comida estragada e amostras que sao retiradas
diretamente da linha de producao. Descrito o tipo de
produto dentro de cada grupo, o equipamento e 0
procedimento especifico;
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Semelhancas: Referéncia a norma SO 6887 para a preparacao da porcao teste;

Embalamento e rotulagem

Referido na norma no subcapitulo 8.1.1 e

8.2;

Mencdes nestes dois pontos de

informacao sobre o embalamento da amostra e de
rotulagem;

Referido no capitulo 8;

0 embalamento das amostras deverafeito
com material préprio de forca a proteger a amostra
contra quebras ou dano do shipping seals. Estes
selos poderao ser requisitados pelo cliente com o
objetivo de garantir a nao adulteracao das amostras
durante a amostragem e andlise;

Semelhancas: A informacao base para o embalamento e rotulagem é a mesma;

Transporte

Referido na norma no subcapitulo 8.2;

Referido na norma no capitulo 10;

0 transporte para o laboratdrio deve ser
realizado mais rapidamente possivel, nunca
excedendo as 24h, e em ambientes com
temperatura controlada de forma a garantir a
integridade da amostra. Adicionada uma nova
temperatura para o transporte, de produtos
refrigerados (abaixo de 89); Todas as medidas
tomadas para garantir a integridade da amostra
devem ser documentadas.

Adicionada informacao relativamente ao
marisco vivo, sendo que a sua temperatura deverd
ser registada imediatamente apds a sua colheita. A
temperatura durante o seu transporte devera estar
dentro da gama de temperaturaentre 02Ce102Ce 0
equipamento utilizado para o seutransporte devera
atingir estas temperaturas dentro das 4horas apds
a colheita da amostra e devera ser capaz de a
manter por 24. Este ponto faz mencao a série 1SO
6887-3 para mais informacoes;

Durante o transporte deve ser colocado
um data recorder calibrado entre as amostras;

Referéncia ao protocolo de transporte: O
transporte das amostras, quando a amostragem é
organizada pelo laboratério, podera ser
transportada pelo pessoal da amostragem, usando
equipamento do préprio laboratério ou por um
subcontratado. Em outros casos, as condicoes de
transporte sao da responsabilidade do pessoal da
amostragem e/ou do cliente apds discussao com o
laboratério onde é discutido os métodos mais
adequados para transporte e entrega das amostras.
O protocolo de transporte deverd ter em conta
fatores criticos tais como a duracao do transporte, a
natureza das amostras, os métodos utilizados para
0 registo da temperatura (antes, durante o
transporte e momento de rececdo), o embalamento
e o arranjo das amostras de forma a evitar a mistura
de amostras com diferentes temperaturas de
transporte (ex: amostras quentes e congeladas);
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Algumas amostras altamente pereciveis
por tempos e transporte superiores a 24 horas,
sendo que os efeitos deverao ser primeiramente
verificados.

Transporte pelo laboratdrio: Se o veiculo
do laboratdrio for refrigerado ou se possuir uma
unidade de refrigeracao, esta deverd ser usada para
o transporte das amostras. Esta unidade deverd
estar ligada anteriormente o tempo suficiente de
forma a atingir a temperatura requerida para o
transporte.  Caso esta unidade nao estiver
disponivel, as amostras deverao ser mantidas nas
arcas refrigeradas e a sombra para ser minimizado
o aumento da temperatura durante a viagem. O
intervalo de valores da temperatura permitida
durante o transporte e a duracdo mdxima deste
deve ser documentada no contrato com o cliente.
Este intervalo dependerda do tipo de produto
(refrigerado, ambiente, congelado) e devera estar
relacionada com a duracao do transporte. Devera
haver um registo da temperatura das amostras ao
longo do transporte, e se nao possivel, devera ser
verificado a temperatura sempre que seja aberta a
arca onde estao transportadas e na sua rece¢ao
pelo laboratério. Alguns produtos estaveis a
temperatura ambiente nao requerem refrigeracao,
no entanto, perante temperaturas altas, estas
deverao serregistadas para futura compreensao do
papel destas na implicacao da preservacao das
amostras;

Transporte por um _subcontratado:
Quando o transporte nao pode ser realizado pelo
laboratdrio, este pode recorrer a uma
transportadora. Esta mesma, devera ser um veiculo
com refrigeracdo. As condicdes de transporte
deverao ser cuidadosamente documentadas e
acordadas de antes da contratacao. Tal como o
transporte feito pelo laboratério, a temperatura
deverd ser monitorizada durante o transporte como
objetivo de registar a temperatura maxima atingida.
Caso nao seja possivel, deverd ser registada a
temperatura dentro da arca de transporte mesmo
antes de fechar e a de novo, logo na chegada ao
laboratdrio para garantir que a temperatura maxima
permitida ndo foi excedida. Deverd ser feito o
registo temporal da entrega da amostra ao
subcontratada tal como aquando da sua rececao
pelo laboratério.

Semelhancas: Informacao base para o transporte das amostras é a mesma;

RECE(;&O e armazenamento das amostras

Rececao esta referida no subcapitulo 8.3;
Armazenamento referido no subcapitulo 8.4;

Ambos referidos no capitulo 11 da norma;

Os critérios de aceitacao da amostra devem ser
acordados com o cliente (ex: temperatura, tamanho
e embalamento das amostras) e na rececao da
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amostra no laboratério deve ser verificado se a
mesma cumpre os requisitos acordados;

A rececdo das amostras pelo laboratério, a
temperatura da amostra, ou a arca que a contém,
deverd ser registada. Caso haja um registo de
temperaturas durante o transporte, este deve ser
transferido;

Semelhancas: Informagao base para a rece¢éo e armazenamento das amostras é amesma;

Andlise

Referido no capitulo 9;

Enfase as precaucées higiénicas durante a
andlise de forma a evitar contaminacao das
amostras (quer pelo ambiente de trabalho quer pelo
analista) e manter as condicées de assepsia.
Referéncia a preparacao da suspensao inicial e
diluicbes, de acordo com a ISO 688T7;

Nao mencionado na norma;

Preparacao do

report de amostragem

Nao mencionado na norma;

Referido no capitulo 9;

As amostras devem ser acompanhadas
por um relatério num report padrao fornecido pelo
laboratdrio e assinado pelo pessoal daamostragem,
que deve conter a seguinte informacao: Local, data
e hora da amostragem, a natureza da amostra,
nimero de amostras e sua identificacao, qual o
objetivo da amostragem e quais 0s microrganismos
a serem pesquisados;

Quando  apropriado, deve incluir
informacao relevante relacionada com o produto
alvo da anadlise (ex: dificuldade na obtencao de
amostras representativas);

Em adicao a este relatdrio, deverd ser
registados as seguintes informacdes e enviadas
para o laboratdrio para identificacao das amostras
aquando da sua rececao: tipo/nome do produto,
descricao da amostra, nimero de amostras
submetidas, local da amostragem ou colheita, n2 do
lote ou qualquer identificacao do produto, nome do
pessoal da amostragem, temperatura da amostra e
seu armazenamento, testes requisitados;

Semelhancas: Informacao a reter na rececao das amostras igual (identificacao temporal da
amostragem, nome e morada do cliente)

Enumeracao

Referido na norma no capitulo 10;

Referidos os métodos utilizados para a
enumeracao de microrganismos presentes na
amostra, sendo que nesta norma fazem sé
referéncia aos métodos que utilizem meios sélidos
ou liquidos;

Nao mencionado na norma;

Método de detecao (método qualitativo)

Referido na norma no capitulo 11;

Nao mencionado na norma;
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Descrito o principio do método, sendo o
seu objetivo a determinagao da presenga/auséncia
de certos microrganismos numa quantidade de
produto; E ainda mencionado que para a estimativa
das medidas de incerteza da determinacao
qualitativa estao a ser investigadas pela comissao
1SO/TC34/SC9.

Método de confirmacao

Referido na norma no capitulo 12; Nao mencionado na norma;

Enumeracao de vdrios métodos,
comecando pela coloragao Gram (técnica de Hucker
modificada), sendo feito a descri¢ao das solugdes
usadas, modo de preparacao das solucées, a
técnica de coloracao e interpretacao dos resultados.
E de igual forma mencionado as galerias
bioquimicas, sondas nucleotidicas e métodos
seroldgicos;

Relatério da analise

Referido na norma no capitulo 13; Nao mencionado na norma;

Descricao das informacdes que o relatério
devera ter incluido: método utilizado, temperatura
de incubacao e se necessario os resultados obtidos.
Devera ser incluido no relatério quaisquer detalhes
operacionais que nao estao incluidos nesta norma,
tal como detalhes de incidentes ocorridos que
possam influenciar os resultados. Se necessario a
realizacdo de testes por um laboratdrio de
referéncia, e se jd realizados, devera ser
mencionado. Deverd ser incluida toda a informacao
necessaria para uma completa identificacao da
amostra, da mesma forma, a informacao para a
interpretacao dos resultados;

Validacao dos métodos microbioldgicos

Referido na norma no capitulo 14; Nao mencionado na norma;

A informacao é dividida em categorias
(métodos de referéncia, métodos alternativos e
métodos internos), sendo que o Unico que nao esta
a ser investigado pela comissao ISO/TC 34/5SC 9,
serd os alternativos onde é referido a ISO 16140;

Garantia da qualidade dos resultados/controlo de qualidade do desempenho

Referido na norma no capitulo 15; Nao mencionado na norma;

Dado a definicao de controlo interno e qual
o seu principal objetivo. Mencao de uma periddica
verificacdo é necessdria para demonstracao da
variabilidade (entre analistas, equipamento e
materiais) estd sob controlo. Esta verificacdo
poderd ser feita através do uso de materiais de
referéncia, replicacao de testes, entre outros;

Referéncia a1S0 11133 para a manutencao
das estirpes de referéncia;

Mencao a importancia de os laboratdrios
participarem em testes de proficiéncia para o seu
ambito de atividade.
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A avaliagao externa de qualidade deverd
ser usada pelos laboratdrios de forma a verificar a
validade do seu sistema de qualidade no seu geral;

Anexos

Anexo A: Propriedades de alguns
desinfetantes;

Anexo B: Intervalo de confianca para
técnicas e contagem de coldnias;

Anexo C: Determinacao do nimero mais
provavel;

Anexo D: Contagem de coldnias two
dishes per dilution;

Anexo A- Fluxograma das amostras

Anexo B- Método de amostragem para

pecas ou blocos de gelo;
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7.1. Anexo 2 :Célculo da incerteza da medicdo (andlise) usando o método 1SO

19036:2019 para as amostras zaragatoa

Amostra laboratério

porgaoteste fator de diluigdo (D) e contagem (C)

Comparagdo de medigdo do célculo da incerteza de medigdo entre RELACRE e Iso 19036:2019

58

dl cl d2 c2 total colo total ufc log média def damed g.l(n-1)
1 a 0 66 1 6 72 65 1,81594 0,0213
1 b 0 72 1 79 72 1,856234( 1,96203 0,0112 3
1 c 0 112 1 14 126 115 2,058978 0,0094
1 d 0 134 1 10 144 131 2,11697 0,0240
2 a 0 20 1 0 20 18 1,259637 0,0000
2 b 0 22 1 0 22 20 1,30103| 1,263843 0,0014 3
2 c 0 18 1 0 18 16 1,21388 0,0025
2 d 0 21 1 0 21 19 1,280827 0,0003
3 a 0 35 1 0 35 32 1,502675 0,0000
3 b 0 31 1 0 31 28 1,449969| 1,498101 0,0023 3
3 c 0 34 1 0 34 31 1,490086 0,0001
3 d 0 39 1 0 39 35 1,549672 0,0027
4 a 0 16 1 0 16 15 1,162727 0,0000
4 b 0 18 1 0 18 16 1,21388| 11,1676 0,0021 3
4 c 0 17 1 0 17 15 1,189056 0,0005
4 d 0 14 1 0 14 13 1,104735 0,0040
5 a 0 16 1 0 16 15 1,162727 0,0033
5 b 0 21 1 0 21 19 1,280827| 1,219821 0,0037 3
5 c 0 22 1 0 22 20 1,30103 0,0066
5 d 0 15 1 0 15 14 1,134699 0,0072
6 a 0 55 1 2 57 52 1,714482 0,0018
6 b 0 61 1 1 62 56 1,750999| 1,671797 0,0063 3
6 c 0 42 1 0 42 38 1,581857 0,0081
6 d 0 48 1 0 48 44 1,639849 0,0010
7 a 0 185 1 12 197 179 2,253074 0,0000
7 b 0 172 1 10 182 165 2,218679| 2,249229 0,0009 3
7 c 0 179 1 15 194 176 2,246409 0,0000
7 d 0 188 1 21 209 190 2,278754 0,0009
8 a 0 105 1 14 119 108 2,034154 0,0034
8 b 0 119 1 18 137 125 2,095328| 2,092889 0,0000 3
8 c 0 131 1 21 152 138 2,140451 0,0023
8 d 0 120 1 19 139 126 2,101622 0,0001
9 a 0 95 1 5 100 91 1,958607 0,0015
9 b 0 90 1 4 94 85 1,931735( 1,997422 0,0043 3
9 c 0 105 1 12 117 106 2,026793 0,0009
9 d 0 121 1 9 130 118 2,072551 0,0056
10 a 0 195 1 13 208 189 2,276671 0,0001
10 b 0 201 1 15 216 196 2,293061| 2,265591 0,0008 3
10 c 0 180 1 18 198 180 2,255273 0,0001
10 d 0 175 1 15 190 173 2,237361 0,0008
11 a 0 134 1 9 143 130 2,113943 0,0005
11 b 0 159 1 8 167 152 2,181324| 2,13579 0,0021 3
11 c 0 122 1 11 133 121 2,082459 0,0028
11 d 0 147 1 14 161 146 2,165433 0,0009
12 a 0 68 1 5 73 66 1,82193 0,0007
12 b 0 74 1 2 76 69 1,839421( 1,795048 0,0020 3
12 c 0 52 1 2 54 49 1,691001 0,0108
12 d 0 70 1 4 74 67 1,827839 0,0011
13 a 0 89 1 10 99 90 1,954243 0,0009
13 b 0 97 1 11 108 98 1,992031| 1,923999 0,0046 3
13 c 0 80 1 5 85 77 1,888026 0,0013
13 d 0 75 1 5 80 73 1,861697 0,0039
soma 0,1731077 39
0,0044
Desvio pa:  0,066623254 3,7




