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_Introducéo

Todas as pessoas tém o direito a esperar que 0s alimentos que
consomem sejam indcuos e proprios para consumo (1), sendo
a seguranca alimentar e a garantia da qualidade objetivos glo-
bais. A informag&o analitica gerada pelos laboratérios da area da
microbiologia alimentar é base de tomada de decisdes com re-
percussdes quer na area da Salde, quer na da Economia. Se, por
um lado, um resultado falso positivo pode originar uma desne-
cessaria eliminagdo de um género alimenticio, com consequente
impacte financeiro, por outro, um resultado falso negativo pode
ter sérias implicacdes em Saude Publica. Adicionalmente, quan-
tificagdes inexatas podem originar uma avaliagdo incorreta, sob
0 ponto de vista microbioldgico, podendo conduzir a posicoes
competitivas desleais 2+ ). Deste modo, ha necessidade de ob-
ter dados fiaveis e comparaveis, assim como de transmitir uma
informagao correta, constituindo a participagdo em esquemas
de Avaliagdo Externa da Qualidade (AEQ) / Ensaios de Aptidao,
uma importante ferramenta (3). Os Ensaios de Aptid&o constituem
uma ferramenta imprescindivel no Controlo da Qualidade Anali-
tica, na medida em que a avaliacdo de desempenho fica a cargo
de uma entidade independente. Trata-se de uma avaliacdo de de-
sempenho do laboratério participante através de comparacdes
interlaboratoriais face a critérios pré-estabelecidos (5). A introdu-
¢&o na rotina laboratorial de amostras de contetdo conhecido do
organizador mas néo revelado aos laboratérios participantes, é a
Unica forma de detecdo de erros sistematicos através da compa-
racdo dos seus resultados com os de outros laboratdrios (4).
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De acordo com os requisitos da NP EN ISO/IEC 17025:2005 (6),
a garantia da qualidade dos resultados impde que o laboratério
acreditado participe em programas de comparagao interlabora-
torial. Esta participagdo obrigatéria constitui um dos elementos
que permitem demonstrar a competéncia em cada ensaio, acre-
ditado ou a acreditar (7).,

_Objetivos

O Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) tem por
missao contribuir para ganhos em saude publica, nomeadamente
como laboratério do Estado no setor da saude, laboratoério nacional
de referéncia, em que lhe é reconhecida competéncia de promover,
organizar e coordenar programas de avaliagao externa da qualida-
de no ambito laboratorial ().

Neste sentido, através dos Laboratérios de Microbiologia dos Ali-
mentos de Lisboa e Porto, o INSA implementou, em setembro de
2001, um Programa Nacional de Avaliagcao Externa da Qualidade na
area da Microbiologia de Alimentos (INSA-PHE Food EQA Sche-
mes), inserido num programa a nivel mundial que conta com 55
paises, coordenado pela Food and Environmental Proficiency Tes-
ting Unit (FEPTU) da Public Health England (PHE), de Londres (a
data, Public Health Laboratory Service - PHLS, mais tarde Health
Protection Agency — HPA, integrada na nova organizagdo PHE des-
de o dia 1 de abril de 2013). Todos os “PHE EQA Schemes” estao
acreditados pelo United Kingdom Accreditation Service (UKAS) de
acordo com a ISO/IEC 17043: 2010. Os ensaios interlaboratoriais
organizados pelo INSA, I.P. s@o aceites pelo Instituto Portugués de
Acreditagao (IPAC) (7).

_Material e métodos

O Programa inclui diferentes Esquemas destinados a avaliar o de-
sempenho dos laboratérios em analises especificas de diversos
tipos de géneros alimenticios, nomeadamente produtos prontos a
consumir, leite e produtos lacteos, marisco e outros produtos do
mar, carnes, frutos, etc, assim como alimentos suspeitos de estarem
na origem de toxinfecdes alimentares e superficies de ambientes
de produgao/transformacéo da area alimentar e de manipuladores.
Sao disponibilizados 7 Esquemas que mimetizam a rotina laborato-
rial de diferentes laboratorios da érea alimentar - “laboratério alvo”.
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Na tabela 1 encontram-se detalhadas as caracteristicas dos di-
ferentes Esquemas: Standard Scheme, Public Health Scheme,
European Food Legislation Scheme, Non-Pathogen Scheme, PYM
Option (Non-Pathogen Scheme disponibilizando aos laboraté-
rios uma gama de pardmetros mais reduzida), Pathogenic Vibrio
Scheme, Staphylococcus aureus Enterotoxin Scheme e Shellfish
Scheme. Este Ultimo é organizado em colaboragdo com o De-
partamento do Mar e Recursos Marinhos (DMRM) do Instituto
Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA).

De uma forma geral, os Esquemas de AEQ baseiam-se numa dis-
tribuicao periodica de amostras, provenientes de um mesmo lote,
a serem analisadas por diferentes laboratorios, com interpretacao
retrospetiva dos resultados (2).

As amostras, preparadas pela PHE, séo estéveis e homogéne-
as, com matriz solUvel em agua. Poderdo ser misturas liofilizadas
de microrganismos ou Lenticulas® (formato Unico de marca re-
gistada), incluindo estirpes "selvagens” de microrganismos e nao
apenas estirpes de colecdo. Apos reconstituicdo, as amostras
simulam géneros alimenticios ou superficies de ambientes de
producao/transformacdo da area alimentar para analise micro-
bioldgica, contendo microrganismos em niveis que variam entre
10 unidades formadoras de coldnias por grama (ufc/g) e 108 ufc/g
(9). No caso especifico do Staphylococcus aureus Enterotoxin
Scheme as amostras contém microrganismos em cultura pura.
Para evidenciar a homogeneidade do lote das amostras, o Labo-
ratério FEPTU seleciona aleatoriamente 10 frascos (no minimo)
que analisa durante o perfodo de distribui¢ao, para os parame-
tros requeridos. Com os resultados destes ensaios de controlo
da qualidade sao determinados o0s “Resultados Esperados Preli-
minares” que constituem uma orientac&o em relagao aos valores
esperados, sendo enviados a todos os participantes na sema-
na imediatamente apds a data limite de envio dos resultados por
parte dos laboratérios. A periodicidade da distribuicdo destas
amostras varia conforme o Esquema (tabela 1). A cada distribui-
¢ao esta associado um conjunto de formularios, fornecidos pelo

laboratério organizador que regulam e orientam todo o processo.
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No final de cada distribuicéo, cada laboratério participante recebe
um relatdrio completo individual, que inclui a anélise conjunta dos
resultados de todos os laboratorios participantes a nivel mundial,
0 contetdo das amostras, resultados esperados, comentarios do
desempenho especificos para cada amostra e gréficos de dis-
tribuicdo dos resultados. A seccdo “Resolucdo de Problemas”,
também incluida, torna-se de importancia relevante na investiga-
¢ao e consequente implementacéo de acdes corretivas caso tenha
sido detetado algum problema nos ensaios.

A PHE desenvolveu um sistema de Avaliagédo de Desempenho (AD),
segundo o qual é atribuida pontuacao (“score”) a ensaios ou gru-
pos de ensaios, de modo a que 0s participantes possam facilmente
efetuar essa avaliagdo, ndo so por amostra, mas também ao lon-
go do tempo (19). A finalidade do sistema de pontuagéo é chamar a
atengdo para resultados incorretos ou fora da Amplitude Esperada
(AE), contribuindo para que os laboratérios identifiguem problemas
sistematicos de uma forma célere. A AD, apresentada no relatério
individual apds cada distribuicao, contempla o desempenho do la-
boratério nos ensaios ou grupos de ensaios nessa distribuicao e
nas anteriores correspondentes ao periodo de participagao de um
ano no Esquema. A avaliagdo continua esta implementada na maio-
ria dos esquemas onde uma pontuagao cumulativa atribuida a cada
ensaio ou grupos de ensaios é comparada com a maxima possivel
a obter pelo laboratério ao longo desse ano. O Programa disponi-
biliza ainda uma aplicagdo informatica onde, de forma expedita, o
laboratério podera efetuar uma avaliagéo de tendéncias, por ensaio.
Neste momento, 0s laboratorios participantes poderao realizar essa
avaliacdo de tendéncias de abril de 2005 a dezembro de 2014,
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Tabela 1: [ Descrigdo dos INSA-PHE Food EQA Schemes.

Esquema

Standard Scheme

Public Health Scheme

Laboratério alvo

Apropriado para a maioria dos
Laboratérios que efetuam andlises

em géneros alimenticios

Essencialmente destinado aos
Laboratérios de Saude Publica,
nomeadamente Laboratérios de
Referéncia na area

Descrigao

Amostras que simulam géneros
alimenticios e que englobam
ensaios para uma ampla gama de
microrganismos patogénicos e

indicadores de higiene

Na sequéncia da investigagéo de

um surto de toxinfegéo alimentar,
mediante os dados obtidos no inquérito
epidemiolégico/ambiental realizado e a
descri¢ao das amostras simuladas de
géneros alimenticios e de superficies de
ambientes de produgao/transformacéao
da area alimentar enviadas, os
laboratérios deverao selecionar os
ensaios a efetuar e realizar uma
apreciagéo dos resultados obtidos

Ensaios requeridos

Pesquisas:

Salmonella spp.
Campylobacter spp.
Escherichia coli 0157 (estirpes
nao-toxigénicas)

Listeria spp.

Listeria monocytogenes

Contagens:

Bacillus cereus presuntivo
Clostridium perfringens
Campylobacter spp.
Estafilococos coagulase positiva
Listeria spp.

Listeria monocytogenes

Germes aerobios mesdfilos (CAM)
Enterobacteriaceae

Escherichia coli

Coliformes

Pesquisas:

Salmonella spp.

Campylobacter spp.

Escherichia coli 0157 (estirpes
nao-toxigénicas)

Cronobacter sakazakii

Yersinia spp. / Yersinia enterocolitica
Listeria spp. / Listeria monocytogenes
Vibrio spp. / Vibrio parahaemolyticus

Estafilococos coagulase positiva

Contagens:

Bacillus spp. / Bacillus cereus
presuntivo

Clostridium spp. / Clostridium
perfringens

Campylobacter spp.

Estafilococos coagulase positiva
Listeria spp. / Listeria monocytogenes
Germes aerdbios mesofilos (CAM)
Enterobacteriaceae

Escherichia coli

Avaliacédo de

Desempenho (AD)"

AD por ensaio ou por grupos
de ensaios, para cada
amostra, na distribuicdo em
curso
(PHE scores e z-score)

e
AD continua e cumulativa
- Ultimas seis distribuicdes
(PHE scores)

AD por ensaio, para cada
amostra, na distribuicdo em
curso

(PHE scores e z-score)

N° de distribuicdes e
N? de amostras
(esquema completo / ano)

6 distribuicdes

2 amostras cada

3 distribuigdes

6 amostras cada
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Esquema

European Food Legislation Scheme

Shellfish Scheme

Non - Pathogen Scheme

Non - Pathogen

PYM Option

Laboratério alvo

Indicado para os Laboratérios que
examinam géneros alimenticios de
acordo com a legislagéo europeia
especificada no Regulamento (CE)

N° 2073/2005, relativo a Critérios
Microbioldgicos Aplicéveis aos Géneros
Alimenticios e subsequentes alteragdes,
tendo em conta o Regulamento (CE) N°
852/2004

Aconselhado para laboratorios que
realizem ensaios em produtos da pesca,
de aquacultura e ambientes afins,
nomeadamente Laboratérios Nacionais
de Referéncia na area

Adequado para laboratérios onde
néo é aconselhavel a presenca de

microrganismos patogénicos

Descri¢do

Descrigéo do género alimenticio a ser
analisado de acordo com a legislagao.
Os laboratérios deverédo selecionar os
ensaios necessarios para verificar se a
amostra esté de acordo com os critérios
de seguranga dos géneros alimenticios
ou de higiene dos processos e
interpretar os resultados de forma a
concluir quanto a conformidade do lote

As amostras simulam moluscos

bivalves crus e outros produtos do mar
provenientes de locais de apanha/cultivo
de acordo com 0 Regulamento (CE)

N° 854/2004 e da cadeia de produgao
entre a apanha e 0 consumo, de acordo
com o Regulamento (CE) N° 2073/2005,
relativo a Critérios Microbiol6gicos
Aplicaveis aos Géneros Alimenticios e
subsequentes alteragées

Amostras que simulam géneros alimenti-
cios para ensaios de quantificagéo de in-
dicadores de deterioragéo e estudos do
prazo de validade

Amostras que simulam géneros
alimenticios para ensaios de
quantificagéo de indicadores de
deterioragao mas que permitem a
andlise de uma gama de pardmetros
mais reduzida

Ensaios requeridos

Pesquisas:

Salmonella spp.

Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium
Listeria monocytogenes

Cronobacter sakazakii

Enterobacteriaceae

Contagens:

Bacillus cereus presuntivo
Estafilococos coagulase positiva
Listeria monocytogenes

Germes aerébios mesofilos (CAM)
Enterobacteriaceae

Escherichia coli

Pesquisas:

Salmonella spp.

Contagens:
Escherichia coli

(NUmero Mais Provavel - NMP)

Contagens:

Germes aerobios mesdfilos (30 °C)
Germes aerobios (22 °C)
Enterobacteriaceae

Escherichia coli

Coliformes

Enterococcus

Bactérias 4cido-laticas
Pseudomonas spp. presuntivo
Leveduras

Bolores

Contagens:
Pseudomonas spp. presuntivo
Leveduras

Bolores

Desempenho (AD)"O'

AD por ensaio, para cada
amostra, na distribuicao em
curso
(PHE scores)

e
AD continua e cumulativa
- Ultimas quatro distribuicées
(PHE scores)

AD por ensaio, para cada
amostra, na distribuicao em
curso
(PHE scores)

e
AD continua e cumulativa -
Gltimas trés distribuicdes
(PHE scores)

AD por ensaio, para cada
amostra, na distribuicdo em
curso
(PHE scores e z-score)

e
AD continua e cumulativa -
Ultimas trés distribuigdes
(PHE scores)

N* de amostras
(esquema completo / ano)

4 distribuicoes
3 amostras cada

3 distribuicées
2 amostras cada

3 distribuicdes

3 amostras cada
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Esquema

Pathogenic Vibrio
Scheme

Laboratério alvo

Essencialmente para laboratdrios

que pretendam enumerar e/ou
pesquisar Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio vulnificus e Vibrio cholerae
(estirpes ndo-toxigénicas) em géneros

alimenticios

w

>

g qg) Laboratorios que pretendam efetuar
D

: S a pesquisa e identificagdo de

3 O

8 = enterotoxinas de Staphylococccus

o x

S g aureus em géneros alimenticios

: =

= 9

Y

(%)

_Resultados

Descricao

Amostras que simulam géneros
alimenticios para ensaios de Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus e
Vibrio cholerae (estirpes ndo-toxigénicas)

Amostras que simulam géneros
alimenticios para pesquisa e
identificagdo de enterotoxinas de
Staphylococccus aureus

Ensaios requeridos

Pesquisas e Contagens:
Vibrio parahaemolyticus
Vibrio cholerae (estirpes ndo-toxigénicas)

Vibrio vulnificus

Pesquisa das enterotoxinas de S. aureus
e identificagdo do tipo de toxinas

Avaliacéo de

Desempenho (AD)

Néo aplicado

N&o aplicado

(10)

N° de distribui¢cdes e
N? de amostras
(esquema completo / ano)

3 distribuicbes

2 amostras cada

3 distribui¢ées

2 amostras cada

O Programa Nacional iniciou com 23 laboratérios participantes e em Grafico 1: [/ Tipo de Laboratérios participantes (2013/14).
2013/14 (abril 2013 a margo 2014) contou com a participacao de 46
laboratérios (tabela 2). Estamos perante uma area de trabalho in- ndtstria Ensino /
o o L, . L .~ Investigagéo
terdisciplinar por exceléncia, que contempla laboratérios publicos e 13% 159
privados: de Salude Publica, de Controlo Oficial dos géneros alimen-
ticios, da Industria, de Estabelecimentos de Ensino / Investigagdo e Saude Publica
~ . cpe - . 15%
de Prestacao de Servicos (grafico 1). Os laboratérios participantes ’
s80 provenientes de diversas regides de Portugal continental e dos
L, ) . ) Prestagéo ( Controlo Oficial /
arquipélagos dos Agores e da Madeira, incluindo, desde 2010, um Servioes “_ outros publicos
laboratorio de Angola (figura 1). 46% 1%
Tabela 2: [ Distribuigao dos Laboratérios participantes pelos diferentes Esquemas (2001-2014).
2001/02 | 2002/03 | 2003/04 | 2004/05 | 2005/06 | 2006/07 | 2007/08 | 2008/09 | 2009/10 | 2010/11 | 2011/12 | 2012/13 | 2013/14
Standard Scheme 18 19 25 26 27 27 29 31 34 38 41 42 42
Public Health Scheme 5 6 4 4 6 6 6 6 4 4 2 2 2
Shellfish Scheme 3 4 4 5 5 7 7 7 5 5 5 5 6
European Food Microbiology 0 1 1 1 1 5 2 3 3 5 4 3 4
Legislation Scheme
Pathogenic Vibrio 0 1 0 2 2 0 2 2 1 1 2 1 2
Scheme
S. aureus Enterotoxin 0 0 2 1 0 0 0 2 1 4 3 3 3
Scheme
Non-Pathogen 0 0 2 1 0 0 0 2 1 6 3 1 1
Scheme
Non-Pathogen 5 7 8
Scheme / PYM Option
N° de Laboratdrios participantes 23 27 32 35 37 39 43 41 4 49 49 48 46
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Figura 1: [] Distribuigao geografica dos Laboratérios participantes (2013/14).
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Gréfico 2 A-C: [1 Desempenho dos laboratérios no “INSA-PHE Standard Scheme” no ano 2013/14, na andlise de Patogénicos,
germes Aerdbios Meséfilos (CAM) e Indicadores.
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No grafico 2 pode visualizar-se 0 desempenho dos laboratérios
participantes no “INSA-PHE Standard Scheme”, em 2013/14; dis-
tribuicdo dos laboratérios por percentagem da pontuagao total
cumulativa obtida relativamente a maxima possivel, na anélise de
Patogénicos e na Contagem de germes Aerdbios Mesofilos (CAM)
e de Indicadores (Enterobacteriaceag, coliformes e E. coli).

Nas seis distribuicdes decorridas para o Standard Scheme, 0s
41 laboratorios que enviaram resultados demonstraram um de-
sempenho >70% na pontuag&o total cumulativa correspondente
a totalidade dos ensaios efetuados na andlise de Patogénicos:17
demonstraram um desempenho de 100%, 16 um desempenho
(90%-99%), 6 um desempenho (80%-89%) e 2 um desempenho
(70%-79%).

No mesmo periodo, para Contagem de germes Aerdbios Mesofi-
los (CAM), 31/41 laboratérios demonstraram um desempenho de
100% na pontuacgéo total cumulativa, 6 um desempenho (70%-

99%) e 4 um desempenho <70%.

Relativamente a contagem de Indicadores, 11 demonstraram um
desempenho de 100%, 8 um desempenho (90%-99%) 9 um de-
sempenho (80%-89%) e 4 um desempenho (70%-79%), tendo 9
apresentado um desempenho <70%.

_Conclusdes

E reconhecida pelas autoridades e comunidade cientifica inter-
nacional a importancia dos ensaios interlaboratoriais. Sendo o
Controlo da Qualidade Analitica um dos elementos mais relevan-
tes dentro de um Sistema de Gestdo da Qualidade (SGQ), a Ava-
liagdo Externa da Qualidade / Ensaios de Aptiddo constitui uma
ferramenta essencial na medida em que contribui para eviden-
ciar a eficacia desse mesmo SGQ.

Uma caracteristica dos Programas AEQ é oferecer aconselhamento/
consultoria aos participantes que o solicitem, promovendo a me-
Ihoria da qualidade (5). A existéncia de um Programa Nacional fa-
cilita esta interligac&o e permite atingir esse objetivo.

2015 o
cipecials /SO ‘ _ »ﬂ
e BB @ B

A diversidade é a maior parceira do progresso. O nimero de labora-
térios que participam no Programa Nacional tem crescido ao longo
dos anos e o t&o variado tipo de participantes, concretiza um dos
objetivos do Programa - ser um ponto de convergéncia, de dialogo,
de formacéo e de troca de experiéncias e de preocupagdes, trans-
versais aos laboratorios da area da Microbiologia Alimentar.
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