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—— A Avaliacao da Incerteza de Medicao em Ensaios Microbioldgicos

Conteudo Programatico:

v" Enquadramento normativo;
v Conceitos associados;

v" Identificacédo das fontes de Incerteza,

v" Documentos e registos associados;

v" Céalculo da Incerteza



— A Avaliacao da Incerteza de Medicao em Ensaios Microbioldgicos

Objectivo:

No final da acao de formacdo os participantes
ficardo com os conhecimentos necessarios para a
Implementacao NP EN ISO/IEC 17025,
nomeadamente do ponto 7.6 — Avaliacdo da
Incerteza da Medicdo, para dar resposta as
diferentes areas e matrizes (Alimentos e Aguas de
Consumo).

_SGS.
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ENQUADRAMENTO
NORMATIVO
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NP

II\)TOTtl’Lll’ia Requisito 7.6 — Avaliacao da
ortuguesa Incerteza da Medicéao

Requisitos gerais de competéncia para Eaburaté@s de ensaio e
calibragio ~/
(ISO/IEC 17025:2017) Q;?"

Exigences générales concernant la compétence @ummirﬁ d’étalonnages et
dessais /\\
(ISO/IEC 17025:2017)

{]mc:ralmquirmnmlsfurLhr:cumcmm@({{sﬁngandcalibmtiunlaburaturi::s = Um Iaboratério deve identificar aS
(ISO/IEC 17025:2017) . . ~ . . ~
N contribuicOes para a incerteza da medicao.
@)
O

= Um laboratorio que realiza ensaios deve
v@% avaliar a incerteza de medicao.

s TOMOLOGACAD
03.120.20 Terma de Homalogasdo n. 1442018, de 20080715
Q/ A presenie Norme resulia de revisioda
— NP N ISOITEE 17025:2005 (1. 2)
Q ELABORACAD
CT 147 (APQ)
SPONDENCIA 3 EBICAD
o portugaess da TN 1SOVIEC 170252017 20180917
2 CODBIGO DE PRECO

KO0

_SGS.



A Avaliacao da Incerteza de Medicao em Ensaios Microbioldgicos

2 normas de suporte ao calculo da Incerteza de Medicé&o:

INTERNATIONAL ISO
INTERNATIONAL ISO STANDARD 29201
STANDARD 19036

Guia RELACRE

Water quality — The variability of 29
test results and the uncertainty of
measurement of microbiological

Microbiology of the food chain —
Estimation of measurement
uncertainty for quantitative

e enumeration methods ESTIMATIVA DE
determinations

Qualité de 'eau - Variabilité des résuitats d'essais et incertitude de INCERTEZA EM ENSAIOS
Microbiologie de la chaine alimentaire — Estimation de I'incertitude mesure des méthodes d'énumération microbienne Ll i i e e e e e e e

de mesure pour les déterminations quantitatives MICROBIOLOGICOS DE AGUAS

Zaragatoas Alimentos Aguas
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CONCEITOS




Incerteza da
Medicao

——]
| s— |

4

Incerteza em
Microbiologia

Parametro, associado ao resultado da
medicao, que caracteriza a dispersao de
valores que podem ser atribuidos ao

mensurando.
(ISO/IEC Guia 98-3:2008)

Parametro, associado ao resultado da CONTAGEM
DE MICRORGANISMOS, gque caracteriza a dispersao
de valores que podem ser atribuidos a CONTAGEM.
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A Incerteza de um Resultado — Incerteza da Medicao — é expressa
como uma Incerteza Padrédo Combinada de varios componentes.

S)

Incerteza do resultado de
uma medicao expressa
como desvio padrao

-
~“~; @

p

D u,
Incerteza padrao do resultado de
uma medicdo quando esse resultado
é obtido a partir de valores de varias
guantidades

\_/

_SGS.



—— A Avaliacao da Incerteza de Medicao em Ensaios Microbioldgicos

A Incerteza de um Resultado — Incerteza da Medicao — é expressa
como uma Incerteza Padrédo Combinada de varios componentes.

« Variancia Operacional / Incerteza Técnica (toma da amostra,
meios de cultura, eguipamentos);

 |ncerteza da Matriz

* Incerteza da Distribuicdo — Incerteza da distribuicao (distribuicao
dos microrganismos da amostra)




Incerteza
Técnica ou

Variancia
Operacional

Incerteza resultante da variabilidad
operacional associada as etapas técnicas ©
meétodo de ensaio. E calculada atravées c

desvio padrao da reprodutibilidade o©
resultado.

a) Variabilidade da pesagem, mistura e diluicao da toma
da amostra (porcéo para ensaio) retirada da amostra
de laboratorio para preparara a suspensao inicial e
as diluicoes subsequentes;

b) Variabilidade da incubacao e dos meios de cultura.

©O O O @
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Incerteza da

Matriz Incerteza resultante do facto de a toma da
amostra (porcao de ensalo) nao ser
verdadeiramente representativa da amostra

do laboratorio

No caso dos alimentos, pode ser estimada por tipo de
matriz.

» Liquidos (leite)

« Solidos bem misturados (ex: carne picada, peixe)
» Solidos Pequenos (ex: salada de fruta)

Outros solidos m
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Incerteza da
Distribuicao

Incerteza resultante da variabilidade intrinseca
associada a distribuicao aleatoria de
microrganismos na amostra, suspensao
Inicial e diluicobes (mesmo para produto
homogeéneos)

E estimatimada matematicamente e existem 3 tipos.
« Paratécnicas de contagem de colonias
o Incerteza de Poisson
o Incerteza de confirmacao
« Para técnicas NMP
o Incerteza NMP
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Incerteza

expandida |
Quantidade de define um Intervalo de um

resultados de uma medicdo, no qual é
esperado que se inclua uma grande fraccao
da distribuicao dos valores que podem ser
atribuidos ao mensurando.

_SGS.
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Fontes de Incerteza




. -

 Técnico de
Amostragem

 Método de
amostragem

Preparacao da
suspensao
Inicial
Inoculacao
Incubacao

Filtracao da
amostra

—— A Avalia¢ao da Incerteza de Medicao em Ensaios Microbioldgicos

p

* Testes de
confirmacao

« Contagem
de colonias
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Documentacao e
Registos
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O laboratério devera documentar:
v' 0 método de Calculo da Estimativa da Incertezas:
v' 0 Levantamento das Fontes de Incerteza

O laboratdorio devera evidenciar atraves de

reqistos:

v" 0 Calculo da Estimativa da Incertezas, e
suas componentes (incerteza da matriz,
técnica).




INTERVALO
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Calculo de Estimativa
de Incerteza
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ISO AGUAS DE CONSUMO HUMANO

29201

Firzt edition
20120115

A incerteza combinada € obtida através da combinacéao
da varidncia operacional e da variancia intrinseca
(variancia da distribuicao)

Variancia Operacional (u,)— Incerteza do Método/Técnica

Water quality — The variability of
test results and the uncertainty of

measurement of microbiological Variancia Intrinsecal/distribuicao (u,) — Incerteza da
enumeration methods Distribuicéo

Qualité de 'eau - Varabilité des résultats d'essais ef incetitude da
mesure des méthodss d'énumération microbienne

— 2 2
uc,rel - \/uo,rel + ud,rel
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Calculo da Variancia Operacional (u,), da Reprodutibilidade (ug) * g

e da Variancia da Distribuicao (uy)

Obtida através da seguinte formula:

up — Variancia da Reprodutibilidade intralaboratorial / Incerteza padrao
2 da Reprodutibilidade intralaboratorial

us = ujp -u
0 d 1, — Variabilidade Intrinseca (incerteza padrao da distribui¢céo)

0,1886
média n.° de colénias

us =

Calcular a média dos valores obtidos (2 analistas em 20 amostras) para obtencao do valor da Sﬁﬂ
variancia operacional a usar no calculo da Incerteza Combinada
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Variancia de VariSneia da Variancia
reprodutibilidade operacional
Teonico | Teonioo {U!“-] :izlnhur;.au!u 'II-“:J

) | B
{Lg nci-Lg nez)™ :-n msy

I 23-mar-| 5 5 E "' LF50 02031 0oz 7 030 -0,0082

2 24-mar- | 5 I LITE 10414 0,005 13 00145 -00054

2 25-mar- | 5 I 1% 10414 | 7R 00282 15 001ZE Q015

4 gk 15 21 29 13231 15911 002 1 00063 Q0235

3 1Take- 15 L2 45 1 2315 16532 0ale 37 0,00 %3 Aol ey

b ITabe-15 51 | 202 | Zz0790 12075 00083 177 Qx| AN
LOISE 00011 0,086 =

A estimativa das incertezas € expressa como Incerteza Padrao Relativa ou %.
Para comparar com os valores da u; com as incertezas em valores relativos, o seu
valor deve ser convertido em escala relativa multiplicando por 5,302

No exemplo, u%)rel = 5,302 x 0,0086 = 0,0456
Incerteza Operacional Relativa u,,.,, = /0,0456 = 0,208

Valor da Estimativa da
Incerteza Operacional

~ 21%

_SGS.



A Avaliagcao da Incerteza de Medicao em Ensaios Microbiologicos

Alimentos
INTERNATIONAL ISO
STANDARD 19036
Pt edton A incerteza dos resultados dos ensaios resulta da
combinacéo de, pelo menos, 3 componentes:
Microbiology of the food chain — Variancia Operacional (u,)— Incerteza do Método/Técnica

Estimation of measurement
uncertainty for quantitative
determinations

Incerteza da Matriz (U, .ti,)

Microbiologie de la chaine alimentaire — Estimation de I'incertitude
de mesure pour les déterminations quantitatives

Variancia Intrinseca/distribuicao (u,) — Incerteza da
Distribuicao
Ucrel = \/u

2 2
orel T Ug rel
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{ Célculo da Variancia Operacional (u,) — INCERTEZA TECNICA }

O célculo é feito atraves do céalculo do Desvio Padrao da Reprodutibilidade (Sg)

V., €y~ N.° de coldnias obtidos transformados em log,, ufc
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Célculo da Variancia Operacional (u,) — INCERTEZA TECNICA

Laboratory sample

Protocolo:

L

Test sample

1. Executar o protocolo para cada I

método de ensaio; E (_Homogenize @

2. Escolher amostras homogéneas ou PR
bem homogeneizadas; - :
Test portien Test portion

3. Analisar pelo menos 10 amostras e 1 _ l
obter pelo menos 2 resultados Intial suspension r’}amd':u o] Instialsuspension
aceitaveis para cada amostra 1 :
(valores entre 30 ufc/placa e o limite Analysis Analysis
de coldnias contadas por placa (150 , ,
ou 300) Result A Result B

_SuS
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{ Calculo da Variancia da matriz (U,4i,) — INCERTEZA MATRIZ }

O célculo é feito atraves do céalculo do Desvio Padrao da Reprodutibilidade (Sg)

V., €y~ N.° de coldnias obtidos transformados em log,, ufc
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Calculo da Variancia matriz (Uy,.i,) — INCERTEZA MATRIZ

A saber:

Se 0 matriz for homogéneo, como os liquidos e os sélidos bem mistrurados, espera-se
um valor de incerteza pequeno;

Assim, e de acordo com o ponto 6.2 da ISO 19036, o valor estimado para a incerteza da

matriz associada a Y

« Amostras homogéneas bem misturadas< 0.1 log >
« Amostras liquidas |

=

Falta calcular a U associada as matrizes, solidos pequenos e outros solidos... SﬁS‘
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Calculo da Variancia matriz (Uy,.i,) — INCERTEZA MATRIZ

Pode ser estimada como o desvio
padrao da repetibilidade dentro da
amostra de laboratorio, analisando
varias tomas em condicoes de
repetibilidade  de uma ou mais
amostras de laboratorio, usando o
desenho experimental

: Mesmo analista analisa em

duplicado, triplicado...

Lahoratery sample

S Test sample S
1 1
' Y R ¥ ¥
I
Test portion Test portion ! ! Test porticn el
________________
I
L] | Y
Initial suspension Initial suspension Initial suspension
________________
1
Y ¥ .
Analysis Analysi Analysis
________________
L # +
~, 's =,
| Result Result J Result
N e
- [
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Protocolo:

1. Executar o protocolo para cada
método de ensaio;

2. Escolher amostras homogéneas ou
bem homogeneizadas;

3. Analisar pelo menos 10 amostras e

obter pelo menos 2 resultados
aceitaveis para cada amostra
(valores entre 30 ufc/placa e o limite
de coldnias contadas por placa (150
ou 300).

Calculo da Variancia matriz (U,,..i,) — INCERTEZA MATRIZ

Lahoratory sample

L

Test portion

¥

Initial suspension

Analysis

¢

e ™,
| Result |
______---""I

T——

e

—

Test sample
—————————————————————————————————
] 1
¥ ]
v '_______t__._____l
Test portion ! Test portion | elc.
[ R |
1
¥ ¥
I___---- ___----l
Initial suspension ! Initial suspension !
________________
]
¥ Y
I 1
Analysis ! Analysis !
[ - |
i "
-~ .-
Result J Result
\ o
[

Repeatability conditicns
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Calculo da Variancia matriz (Uy,.i,) — INCERTEZA MATRIZ

Notas importantes:

Usar amostras naturalmente contaminadas, pois é improvavel que a
contaminacao artificial reflita a incerteza real da matriz.

Como a incerteza da matriz € considerada independente do parametro e
do metodo de teste usado, devem-se escolher parametros para os quais é
provavel que amostras naturalmente contaminadas sejam encontradas.

Os valores de incerteza da matriz obtidos num laboratério podem ser
usados por outro laboratério para amostras de laboratorio que se espera
terem uma incerteza de matriz semelhante.

SGS
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Calculo da Variancia da Distribuicao (uy) — INCERTEZA
DISTRIBUICAO

Mesmo para material homogéneo, ha componentes minimos de incerteza que surgem da
distribuicdo aleatdria de microrganismos nas amostras, geralmente representada pela

distribuicao de Poisson.

1/In(10) 0,4343

u as — —
Poisson \/—Z—C‘ \/—Z—C

C = n.° de coldnias obtidos em ufc
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Calculo da Variancia da Confirmagao (u.,;) — INCERTEZA
CONFIRMACAO

Para 0s ensaios em gue é necessaria a confirmacado de colonias suspeitas, torna-se
necessario, calcular a sua variancia.

| (f}c+0,5)(np-nc+0,5)11§

oo 303

e

(np +1)2 (np +2)n§

nc — n.° de coldnias confirmadas
np — n.° de coldnias presumiveis
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As componentes da Incerteza Combinada em ALIMENTOS

Incerteza da Matriz

Incerteza técnica ou Varidncia
Operacional

Incerteza da Distribuicéo

Incerteza da Confirmacéo

_1/In(10) _0,4343

Upgisson = \/ﬂ - \/'27
| (nc+0,5)(np-nc+0,5)ng

o bl (np +1)2 (np +2)nc2

l

—

_SGS.
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A Incerteza Combinada

, N a )
Colony-count methods, without partial confirmation: U, ( y)- J Uhogk Uit Hllpsiicar

Colony-count methods, with partial confirmation: U, ( J ): \/“tzed\ +“12natrix +“|2’oisson +U§0nf

A incerteza combinada podera ser expandida para um nivel
de confianca de 95%, aplicando o fator K=2

U=2uc(y)
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= Aincerteza técnica so volta a ser calculada se houver mudanca de

INTERNATIONAL ISO
INTERNATIONAL ISO |STANDARD 19036
STANDARD 9308-1
First edition
2019-10
Third edition
2014-09-15
SRR
J S e T
Microbiology of the food chain — T
) ) Estimation of measurement _:: .
Water quality — Enumeration uncertainty for quantitative e
of Escherichia coli and coliform determinations l ' ‘
baCterla - Microbiologie de la chaine alimentaire — Estimation de l'incertitude ' =]
Pal't 1: gde mesure pour les determinations quantitalives - ~
Membrane filtration method for | -
waters with low bacterial background
flora F
Qualité de I'eau — Dénombrement des Escherichia coli et des
bactéries coliformes —
Partie 1: Méthode par filtration sur membrane pour les i faibl
teneur en bac téries




—— AIncerteza na Avaliacao de resultados analiticos

2.2. Expressao de resultados com Incerteza

= Alincerteza deve ser reportada na mesma unidade que o
resultado do ensaio e deve ser reportada expandida.

= E expressa como:
O Intervalo de escala log10

resultado log,, com + U: y + U log,, ufc / g ou ufc / ml

* Ex: 5,00 £ 0,31 log,,ufc/g
Dvalores naturals (UfC/g ou UfC/mI) resultado log,, + intervalo: y log,, ufc /g ou ufc/ml [y - U; y + U]

e Ex: 5,00 log,, ufc / g [4,69; 5,31]

resultado ufc + intervalo de U: x ufc/g ou ml [10Y-Y; 10Y+Y];

e Ex: 1,0 x 10° ufc / g [4,9 x 10% 2,0 x 10°]




INTERVALO
%
w

o |




—  Validade dos resultados e Apresentacao dos mesmos

Conteudo Programatico:
v" Enquadramento normativo;
v Conceitos, Documentos e Registos associados;
v Monitorizacao e Validacdo dos Resultados;

v Apresentacao de Resultados;

v" Declaractes de Conformidade

v Opinides e Interpretacdes

v Emendas m



— Validade dos resultados e Apresentacao dos mesmos

ENQUADRAMENTO
NORMATIVO




—— Validade dos resultados e Apresentacao dos mesmos

NP

II\)TOTtl’Lll’ia Requisito 7.7 — Assegurar a
ortuguesa validade dos resultados

Requisitos gerais de competéncia para Eaburatﬁ@s de ensaio e
calibragio N
(ISO/IEC 17025:2017) Q;?‘

Exigences générales concernant la compétence &Sﬁﬁummirﬁ d’étalonnages et
dessais /\\
(ISO/IEC 17025:2017)

{]mc:ralmquirmnmlsfurLhr:cumcmm@({{sﬁngandcalibmtiunlaburaturi::s = Um Iaboratério deve partiCipar em Ensaios de
(ISO/IEC 17025:2017) . ~ ~ . .
N Aptidao e/ou Comparacoes Interlaboratoriais.
o
O

= Assim como deve monitorizar os dados
@Q’ obtidos.

s TOMOLOGACAD
03.120.20 Terma de Homalogagio n.” 1482018, de 201 807-16
Q/ A presenie Norme resulia de revisioda
— NP N ISOITEE 17025:2005 (1. 2)
Q ELABORAGAD
CT 147 (APQ)
SPONDENCIA 3 EBICAD
o portugaess da TN 1SOVIEC 170252017 20180917
z CODBIGO DE PRECO

KO0



— Validade dos resultados e Apresentacao dos mesmos

conceitos,
Documentos e
Registos




—— Validade dos resultados e Apresentacao dos mesmos

Como é possivel assequrar a validade dos resultados obtidos?

O laboratorio devera elaborar um procedimento que descreva a metodologia
Implementada para a monitorizagcao da validade dos resultados.

Deve ser planeada e deve incluir:
v' Uso de materiais de referéncia ou materiais de CQ;

v" Verificacbes do funcionamento do equipamento de medicao e ensaio;
v' Ensaios em replicado;

v' Ensaio de amostras cegas

Controlo dos ensaios




—— Validade dos resultados e Apresentacao dos mesmos

Como é possivel assequrar a validade dos resultados obtidos?

EXEMPLOS:

= Controlo Positivo

!

Inoculacao de amostra com estirpe

Incubacao nas mesmas condi¢cOes da
amostra

/\/

Critério de Aceitacao
Colonias caracteristicas e testes
seroldgicos ou bioquimicos positivos

/\/




—— Validade dos resultados e Apresentacao dos mesmos

Como é possivel assequrar a validade dos resultados obtidos?

EXEMPLOS:

= Cartas de Controlo

Upper action limit 1
A Upper warning limit
/
LN\ 028 o’\,O . . « s
. )0 ’._.f". @ - r value * Ferramenta muito util no CQ diario;
st + Permitem definir Limites de Aviso de Limites de Acao

Tt i g Bkl (e * A colocagéao de novos dados permite saber se um
método esta dentro ou fora de controlo.

_SGS.



Validade dos resultados

NP
EN ISO/IEC 17025
2018

Norma
Portuguesa

Requisitos gerais de competéncia para Eaburatﬁ@s de ensaio e
calibragio N
(ISO/IEC 17025:2017) Q;?‘

Exigences générales concernant la compétence &Sﬁﬁummirﬁ d’étalonnages et
dessais /\\
(ISO/IEC 17025:2017)

General requirements for the L'umpr:tcm@t::sﬁng and calibration laboratories
(ISO/IEC 17025:2017)

¢
s E TOMOLOGACAD
03.120.20 Terma de Homalogasdo n. 1442018, de 20080715
Q/ A presenie Norme resulia de revisioda
oy WP EN ISOIEC 170252005 (4. 2)
£ 2 ELABORACAD
CT M7 (APG)
SPONDENCIA 3 EBICAD
o pormgaese da TN 1500 s 20180917
CODBIGO DE PRECO
pUIN]

e Apresentacdo dos mesmos

Requisito 7.8 — Apresentacao de
resultados

= Os resultados devem ser revistos
autorizados antes de serem emitidos.

= Devem ser apresentados de forma exata,
clara e objectiva. Normalmente sob o formato
de relatdrio.

= Devem incluir toda a informacao acordada
com o cliente e necessaria a interpretacao
dos resultados.

= Os relatérios s3o REGISTOS TECNICOS!

_SGS.

e



—— Validade dos resultados e Apresentacao dos mesmos

Requisito 7.8 — Apresentacao de

- resultados

= Os resultados devem ser revistos e
autorizados antes de serem emitidos.

= Devem ser apresentados de forma exata,
clara e objectiva. Normalmente sob o formato
de relatorio.

= Devem incluir toda a informacao acordada
com O cliente e necessaria a interpretacao
dos resultados.

= Os relatérios s3o REGISTOS TECNICOS!

_SGS.



Validade dos resultados e Apresentacao dos mesmos
rac

LT
EOAEL 11

Ersyice
RELATORIO DE ENSAIO N* PT24-00381.004 DATA DE EMISSAO : 00/ 01/ 2024
[Test Raport W) [taave Data)
Descricso : Salada Cassar CLIENTE : Nome e
(D scnphion) [Chanfy
Recogio de amostra : 04701/ 2024 MORADA : contacto
[Sampie receipt) {iddress) d | t
Inicia do testes : 04 /01 ¢ 2024
[Siarfed date) O cliente
Fim do testes : 0O 4 2024
[Comphsied dalw)
Unidade : Embalagem : Saco Esterilzado
(Lang) {Packaging)
Data da Amostragem : a4 Responsdvel da Amostragem : Clienée: - AFL Food
(Sereing Dete) eyt Rueponsstimg Estado da
Temparatura do Produto na 25C Estado da amostra na chegada Refrigerado
Recolha : B0 Laboratorio ©
(Proguet Temperature) {Sampie Stans) amostra
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—— Validade dos resultados e Apresentacdo dos mesmos

Qutros dados dos relatorios

v Nome e morada do laboratorio;

v Declaracdo em como o0s resultados se referem apenas ao item
ensaio

v ldentificacdo de quem aprova/autoriza os resultados;

v" ldentificacdo clara dos resultados quando emitidos por fornecedores
externos;

v Declaracao de conformidade, Opinides e Interpretacdes (opcional)

_SGS.



—— Validade dos resultados e Apresentacao dos mesmos

As DeclaracOes de Conformidade e a NP EN ISO / IEC 17025
Um relatorio/boletim de ensaio devera apresentar, informacao quanto a:

Os aos
guais se aplica a
declaracéao de

conformidade. Que
ou partes
de normas estao a
ser ou nNao A
cumpridas. _ (exceto se
inerente na

especificagcado ou na
norma solicitada).

_SGS.



—— Validade dos resultados e Apresentacao dos mesmos

A Declaracao de Conformidade e as Incertezas

v A apresentacao, ou ndo, de declaracdes de conformidade, deve ser
separada da apresentacao das incertezas.

S

- Regra gue descreve como a
Incerteza na medicao é considerada quando se declara
a conformidade com um requisito especificado.



—— Validade dos resultados e Apresentacao dos mesmos

A Declaracao de Conformidade e as Incertezas

v' Quando é solicitada pelo cliente, a emissao de uma declaracao de
conformidade face a uma especificacao ou norma, entao:

-

— deve estar perfeitamente definida,
comunicada e acordada com o cliente a nao ser que
seja inerente a norma ou especificacao solicitada.



—— Validade dos resultados e Apresentacao dos mesmos

As emendas nos relatorios

Quando um relatorio ja emitido necessita ser emendado e reenviado, a
alteracao deve ser claramente identificada no relatorio e sempre que
possivel incluir o motivo da alteracéo

S



—— Validade dos resultados e Apresentacao dos mesmos

As emendas
nos relatorios

SGS
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