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1. Introducgao

Ensaio de proficiéncia (EP) € o uso de comparacdes interlaboratoriais com o objetivo de avaliar a
habilidade de um laborat6rio em realizar um determinado ensaio ou medicdo de modo competente
e demonstrar a confiabilidade dos resultados gerados. Em um contexto geral, o ensaio de
proficiéncia propicia aos laboratérios participantes: avaliacgdo do desempenho e monitoracao
continua; evidéncia de obtencéo de resultados confidveis; identificacdo de problemas relacionados
com a sistemética de ensaios; possibilidade de tomada de ac¢des corretivas e/ou preventivas;
avaliacdo da eficiéncia de controles internos; determinacdo das caracteristicas de desempenho e
validacdo de métodos e tecnologias; padronizacdo das atividades frente ao mercado e

reconhecimento de resultados de ensaios, no ambito nacional e internacional.

Com a crescente demanda por provas regulares e independentes de competéncia pelos
organismos reguladores e clientes, o ensaio de proficiéncia é relevante para todos os laboratérios
gue testam a qualidade de produtos. Além do baixo numero de provedores de ensaios de
proficiéncia na area de alimentos, 0s custos cobrados para a participacdo nestes ensaios,
principalmente de provedores internacionais, sdo normalmente muito elevados, o que inviabiliza,

em muitos casos, a participacdo de um laboratério em um nimero maior de ensaios.

A qualidade dos alimentos é uma das grandes preocupac¢fes da saude publica em todo o mundo. O
controle da qualidade dos alimentos e as analises laboratoriais em casos de surtos de toxinfecgoes
alimentares ocorridos no territério brasileiro sdo de responsabilidade da rede de Laboratérios
Centrais de Saude Publica (Lacen). Logo, a qualidade e confiabilidade dos ensaios realizados para
o controle microbiolégico dos alimentos nestes laboratérios sdo de suma importancia para garantir
que os produtos analisados sejam avaliados corretamente e ndo venham a causar danos a saude
do consumidor. Assim, a realizacdo de programas de ensaio de proficiéncia no Brasil, na area de
microbiologia de alimentos e de agua é fundamental para o0 aumento da confiabilidade dos

resultados das medi¢Oes realizadas, trazendo maior confiabilidade aos resultados emitidos.

Visando a promog¢éo da saude e a competitividade da indlstria nacional, o INCQS promoveu o
Ensaio de Proficiéncia em Microbiologia de Alimentos 402 Rodada — Contagem de Bacillus cereus
em Leite - seguindo as diretrizes da ABNT ISO/IEC 17043. Os resultados da avaliagdo de

desempenho dos laborat6rios participantes estao neste relatrio.

2. Objetivos

O objetivo deste Ensaio de Proficiéncia é fornecer aos laboratérios participantes uma ferramenta
efetiva para verificar sua competéncia no ensaio de Contagem de Bacillus cereus em Leite,

utilizando metodologia analitica empregada na rotina. Este EP também podera contribuir para:
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e Promover o aumento da confianca nos resultados das medi¢des dos laboratérios participantes;
¢ Avaliar o desempenho de laboratérios para o ensaio proposto e

e Propiciar subsidios aos laboratérios para a identificacéo e solu¢ao de problemas.

3. Produgao dos Itens de Ensaio

Os procedimentos de preparo dos itens de ensaio e as andlises de controle foram realizados no
Setor de Alimentos do Departamento de Microbiologia (DM) do INCQS/Fiocruz, seguindo os
requisitos das normas ABNT ISO/IEC 17043 e ABNT ISO/IEC 17025.

3.1. Escolha da Matriz

A matriz leite foi selecionada para este EP por ser um alimento de elevado consumo pela

populagéo brasileira, principalmente por criangas e idosos.
3.2. Preparo do Item de Ensaio

Para este EP foi preparado um lote de item de ensaio. Foi utilizada uma cepa de Bacillus cereus
identificada como P6879 e depositada na “Colecdo de Pesquisa de Micro-organismos de
Referéncia do INCQS/FIOCRUZ”.

3.3. Homogeneidade e Estabilidade dos ltens de Ensaio

Vinte e dois itens de ensaio foram separados, aleatoriamente, para o teste de homogeneidade.
Apoés a reconstituicdo e homogeneizacao do li6filo, foram preparadas diluicbes decimais e

analisadas sob condicdes de repetitividade.
Foi realizado o estudo de estabilidade de longa duragéo (referéncia e armazenamento).

A avaliacdo da homogeneidade foi realizada utilizando o procedimento descrito no Protocolo

Harmonizado e a avaliacdo das estabilidades o procedimento descrito na ISO GUIA 35.
3.4. Armazenamento e Envio dos Itens de Ensaio

Os frascos foram armazenados em ultrafreezer (< -70°C) até o momento em que foram

enviados aos laboratérios participantes.

Para cada laboratério inscrito no Ensaio de Proficiéncia em Microbiologia de Alimentos 402
Rodada — Contagem de Bacillus cereus em Leite - foi enviado 1 (um) frasco contendo o micro-
organismo liofilizado. O item foi lacrado e identificado com as seguintes informacdes: o nimero

da rodada, o item a ser ensaiado e o codigo da amostra.

O frasco foi enviado aos laboratérios por via aérea, acondicionado em recipiente apropriado.
Além disso, o recipiente foi colocado dentro de uma caixa de isopor contendo gelo seco,
devidamente lacrada e identificada, para que a integridade do contetddo fosse mantida durante o

transporte.

MIB 40/21 L, .
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Os laboratérios receberam as informacdes necessarias para realizar o armazenamento
adequado dos itens de ensaio, por meio do formulario de “Instru¢cfes para Armazenamento e

Preparo dos ltens de Ensaio”, disponibilizado no site do INCQS/EP.
3.5. Recebimento do Iltem de Ensaio

Ao receber a amostra, os laboratdrios foram instruidos a inspeciona-la quanto a temperatura de
recebimento, bem como a integridade da embalagem e da amostra. As informagfes foram

registradas no “Formulario de Recebimento de Iltem de Ensaio”.
3.6. Analise dos Itens de Ensaio

Os laboratérios participantes foram orientados a realizar a andlise para contagem de Bacillus
cereus segundo a metodologia empregada no laboratdrio e expressar os resultados em UFC.g”
!, Os resultados analiticos, bem como as informacdes sobre a metodologia e 0os meios de
cultura utilizados foram encaminhados a Coordenagédo do Ensaio de Proficiéncia por meio do

“Formulario de Registro de Resultados”.

4. Tratamento dos Resultados
4.1 Valor Designado (x) e suas Incertezas (Uy)

As técnicas de estatistica robusta sdo utilizadas para minimizar a influéncia de resultados
extremos sobre as estimativas de média e desvio-padrao. Assim, a Coordenagéo deste Ensaio
de Proficiéncia adotou como valores designados para a concentragdo do lote, aquele oriundo do
calculo da estatistica robusta apresentado no Anexo C da norma ISO 13528, norma especifica
de métodos estatisticos para uso em EP por comparacdes interlaboratoriais. Seguindo os
critérios desta norma, os valores designados foram obtidos pela média robusta dos resultados

emitidos por todos os laboratérios participantes.
4.2 Desvio Padrao para Avaliag&o de Proficiéncia

Nesta rodada de EP o desvio padrdo para avaliagdo de proficiéncia dos laboratérios
participantes foi calculado como recomendado no item 7.6 da norma ISO 13528, isto &, a partir
do desvio padrdo robusto calculado a partir dos resultados dos participantes, usando o
algoritmo A do anexo C desta norma. Contudo, caso este valor fosse superior ao estipulado no

protocolo da rodada, critério 6 do item 12, este Gltimo seria o utilizado.
4.3 indice z

Para a qualificagdo dos resultados dos laboratorios, o indice z (z-score, medida da distancia
relativa do resultado da medicdo do laboratdrio em relacdo ao valor designado do ensaio de

proficiéncia) foi calculado de acordo com a Equacéo 1.

*

Xi—X

z= (1)

s*
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Onde x; representa o valor do laboratério participante, x* representa o valor designado

(média robusta) e s” o desvio padr&o robusto.

A interpretagdo do valor do indice z esté descrita abaixo:

|z] < 2 - Resultado satisfatério

N
N

|zl < 3 - Resultado questionavel

|zl 2 3 - Resultado insatisfatorio

5. Resultados da Avaliagcao da Homogeneidade e Estabilidade dos Itens de Ensaio

Os ensaios da avaliacdo da homogeneidade e do estudo da estabilidade foram realizados a partir
de analises quantitativas, verificando a concentracdo de células diretamente do li6filo, sendo os

resultados expressos em UFC.g™.

Os resultados destes dois estudos demonstraram que o lote de Bacillus cereus apresentou-se

homogéneo e estavel para a presenga deste micro-organismo.

6. Atribuicdo do Valore Designhado

O valor designado, o seu respectivo desvio padréo e incertezas, estdo apresentados na Tabela 1.

Em vermelho os valores utilizado para a avaliagéo dos laboratérios.

Tabela 1: Valor designado (x'), desvio padréo (s'), incertezas do valor designado (Log: UFC.g™").

X* s* Uc k U s' (EP)

Bacillus cereus 5,422 0,156 0,056 2,25 0,13 0,17

A incerteza do valor designado ndo pode ser negligenciada visto que ndo atende ao critério de ser
menor que 0,3.s’, assim, esta incerteza serd somada ao desvio padr&o alvo e os laboratérios serdo

avaliados em fungdo do z'. A formula do zZZ bem como os critérios de avaliacdo estdo descritos

abaixo:
7 =4 2)
SI(EP)
Onde x; representa o valor do laboratério participante, x* representa o valor designado
(média robusta) e s'(Ep) o desvio padrao para o ensaio de proficiéncia.
Sendo: s'gpy = v/ (5*)? + (u)? 3)
A interpretacdo do valor do indice z’ esta descrita abaixo:
|z'| £ 2 - Resultado satisfatorio
2 < |Z| < 3 - Resultado questionavel
|z'| = 3 - Resultado insatisfatério
MIB 40/21
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7. Avaliagao do Desempenho dos Laboratérios Participantes

7.1. Laboratérios Participantes

Treze laboratérios se inscreveram no Ensaio de Proficiéncia em Microbiologia de Alimentos 402
Rodada — Contagem de Bacillus cereus em Leite. Doze (92,3%) enviaram os resultados dentro
do prazo estabelecido.

Entre os laboratérios que enviaram os resultados, dois (16,7%) sdo acreditados na norma
ISO/IEC 17025 e um laboratério (8,3 %) encontra-se em processo de acreditacdo na norma

citada.

BN

Quanto a natureza dos laboratérios, todos sédo Laboratdrios Centrais de Saude Publica —
Lacens ou laboratdrios vinculados as Vigilancias Sanitarias municipais. A Tabela 4 apresenta a

listagem dos laboratérios participantes.
7.2. Resultados dos Laboratorios Participantes

Os dados reportados pelos laboratérios do EP foram tratados de acordo com os procedimentos
descritos na ISO/IEC 17043. A Tabela 2 apresenta os resultados e a metodologia empregada.

O gréfico da dispersao dos resultados encontra-se na Figura 1. Neste gréfico, a linha central
representa o valor desighado e as linhas pontilhadas o intervalo da incerteza expandida (U) do

valor designado.

Tabela 2: Resultados por andlise e metodologia empregada.

Bacillus cereus

Cddigo dos laboratérios Metodologias®

ltem # Resultado (UFC.g™)
MIB 40/304 320 2.5x10° APHA
MIB 40/307 316 3,5 x 10° APHA
MIB 40/308 309 3,0x 10° APHA
MIB 40/312 305 1,7 x 10° APHA
MIB 40/314 318 3,5 x 10° APHA
MIB 40/327 303 3,3x10° APHA
MIB 40/334 306 2,1x10° APHA
MIB 40/340 307 2,3x10° APHA
MIB 40/348 313 2.3x10° Outras
MIB 40/364 304 41x10 Outras
MIB 40/380 301 1,0x 10° APHA
MIB 40/389 302 290000 Outras

(1) APHA® — Compendium of methods for the microbiological examination of foods. 5th edition. American Public Health Association,

Washington, D. C., 2015. Chapter 31, p.375-390, APHA. 2001;

(2) Outras:

ISO 7932:2004. Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal method for the enumeration of presumptive Bacillus
cereus - Colony-count technique at 30 degrees C / ISO 7932:2004/AMD 1:2020. Microbiology of food and animal feeding stuffs -
Horizontal method for the enumeration of presumptive Bacillus cereus - Colony-count technique at 30 degrees C. Amendment 1:
Inclusion of optional tests;

Manual de Microbiologia de Alimentos de Regina Silva Siqueira - EMBRAPA - 1995; Manual de Métodos de Andlise Microbioldgica
de Alimentos e Agua de Neusely da Silva e outros - 42 edicéo — 2010;

ABNT NBR ISO 7932:2016 - Microbiologia de alimentos para consumo humano e animal — Método horizontal para a enumeragéo

presuntiva de Bacillus cereus — Técnica de contagem de colbnias a 30 °C, 2016.

MIB 40/21
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Figura 1: Disperséo dos resultados: Bacillus cereus
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7.3. Céalculo do indice 2’

A avaliacao de desempenho dos laboratérios participantes, expressa através do indice z’

(Equacdo 1), esta apresentada na Tabela 3.

Tabela 3: Valores do indice z’ obtidos pelos laboratérios participantes.

Cdédigo dos Laboratoérios Numero do Item Resultados (UFC.g™?) indice 2/
MIB 40/304 320 2.5x10° -0,1
MIB 40/307 316 3,5 x 10° 0,7
MIB 40/308 309 3,0x 10° 0,3
MIB 40/312 305 1,7 x 10° -1,1
MIB 40/314 318 3,5x10° 0,7
MIB 40/327 303 3,3x10° 0,5
MIB 40/334 306 2.1x10° -0,6
MIB 40/340 307 2.3x10° -0,3
MIB 40/348 313 2.3x10° 03
MIB 40/364 304 4.1x10% -4,8
MIB 40/380 301 1,0x10° 3,4
MIB 40/389 302 290000 0,2

Em vermelho, resultados insatisfatorios.

A Figura 2 apresenta o resultado de indice z’ obtido pelos laboratérios participantes para o item
de ensaio.
Lembramos que o indice z’ € apenas um indicativo do desempenho do laboratério, cabendo a

cada participante fazer a sua interpretacdo e implementar, caso necessario, as agdes corretivas.

MIB 40/21 L, .
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Figura 2: Grafico de z’-score: Bacillus cereus
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8. Conclus6es e Comentarios
A analise dos dados obtidos neste EP sugere:

¢ O numero de laboratérios inscritos neste ensaio de proficiéncia totalizou treze. Doze (92,3 %)

encaminharam os resultados até a data prevista no protocolo;

¢ Dos doze laboratérios que enviaram o resultado, dez (88,3 %) atingiram o valor de indice z’ < 121,

considerado satisfatdrios, dois laboratérios foram considerados insatisfatorios;

¢ O Formulario de Registro de Resultados foi encaminhado pelos laboratérios participantes e a

maioria foi preenchida de forma adequada;

eNove (75,0 %) dos laboratérios participantes utilizaram como metodologia o Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods, APHA, enquanto os outros utilizaram

metodologias diferentes para a analise;

ePara os laboratérios que obtiveram resultados insatisfatérios, acdes corretivas podem ser
adotadas para o aprimoramento das suas medi¢Oes. Fatores importantes para a identificacdo dos
pontos criticos vao desde uma avaliacdo detalhada do recebimento do material, de seu
armazenamento, do preenchimento do Formulario para Registro dos Resultados e da avaliagédo

da metodologia de analise.

Finalmente, é importante ressaltar que o estabelecimento de acdes corretivas e a continua
participacdo em ensaios de proficiéncia desta natureza s&o ferramentas de grande contribui¢cdo

para o aprimoramento das medi¢des realizadas pelos laboratorios.

9. Confidencialidade

Os resultados deste Ensaio de Proficiéncia sdo confidenciais, isto é, cada laboratério é identificado
por codigo individual conhecido apenas pelo participante da rodada e pela Coordenacdo deste
Ensaio de Proficiéncia. Os resultados obtidos neste EP poderdo ser utilizados em trabalhos e

publicacbes do provedor mantendo a confidencialidade dos laboratérios participantes.

MIB 40/21 P
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11. Laboratérios Participantes

A lista dos laboratérios que enviaram os resultados a coordenacdo do Programa é apresentada na
Tabela 4.

Tabela 4: Laboratdrios participantes do EP em Microbiologia de Alimentos 402 Rodada — Contagem
de Bacillus cereus em Leite.

Laboratdrios Participantes

Instituto Adolfo Lutz — Centro de Laboratdrio Regional de Bauru — Laboratério de Microbiologia de
Alimentos

Instituto Adolfo Lutz — CLR IAL Sorocaba Xl

Laboratdrio Central do Estado do Parana — Unidade Alto da XV — Curitiba

Laboratdrio de Bromatologia — Secretaria Municipal de Belo Horizonte

Laboratério de Microbiologia de Aguas e Alimentos — Lacen RS

Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos

Laboratério de Microbiologia de Alimentos — Lacen BA

Laboratério Municipal de Saude Publica Dr. Jeferson Ignacio de Araujo

Lacen — DF

Nucleo de Ciéncias Quimicas Bromatoldgicas — CLR — IAL — Aragatuba |

Secdo de Microbiologia de Alimentos — Lacen GO

Servico de Microbiologia de Produtos do Lacen MG

» Total de participantes: 12 laboratérios
» O codigo de cada participante néao esta associado a ordem da lista de participantes.
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