INSTITUTO PORTUGUES DE ACREDITAGCAO
PORTUGUESE ACCREDITATION INSTITUTE

127

acreditacdo
_—_—

GUIA PARA A ESTIMATIVA DE INCERTEZA EM
ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

O0GCO005 e 2006-01-31

INDICE

o Ul A WIN =

7 Expressao da medida da incerteza

Total de Paginas:
Rua Anténio Gio, 2, 5° Tel: +351.212948100
2829-513 Caparica Fax: +351.212948202

Objectivo

Introducao

Referéncias Bibliograficas

Definicdes

Classificacdo de matrizes

Calculo do desvio padrao da reprodutibilidade

6.1 Desvio padrao da reprodutibilidade intralaboratorial
6.2 Desvio padrao da reprodutibilidade do método
proveniente de um estudo interlaboratorial

6.3 Desvio padrao da reprodutibilidade do método

proveniente de um estudo interlaboratorial de avaliacao
de desempenho

E-mail: acredita@ipac.pt Internet www.ipac.pt

Ul Ww W INDNDNNDN

o



GUIA PARA A
ESTIMATIVA DA
INCERTEZA EM
ENSAIOS
MICROBIOLOGICOS
0GC005
2006-01-31

Pag. 2de 6

120(@

acreditacdo
e

1 Objectivo

Este guia tem como objectivo apoiar os laboratoérios de ensaios microbiologicos (agua e alimentos) na
quantificacao da incerteza da medicao apresentando as abordagens mais usadas nesta quantificacao. Este
guia deve servir de base a harmonizacao da avaliacdo da implementacao do requisito técnico “Estimativa da
incerteza da medicao” (5.4.6) da Norma ISO/IEC 17025. Neste documento nao sao apresentados, de forma
exaustiva os conceitos basicos da quantificacdo da incerteza da medicado, visto que estes estao descritos,
em diversos documentos ou suas traducoes. Ao longo do guia sao apresentados alguns exemplos de
aplicacao.

2 Introducao

Os Laboratérios acreditados devem estimar a incerteza dos ensaios, mas esta deve ser reportada apenas
quando relevante. A estimativa da incerteza apenas permite apreciar a confianca a atribuir aos resultados
dos ensaios, nao devendo ser relacionada com a competéncia do laboratério.

O calculo da incerteza em ensaios microbioldgicos devera ser efectuado através da abordagem global
conforme o recomendado no documento I1SO TS 19036.

A abordagem global, estimativa tipo A, baseia-se na estimativa experimental do desvio padrao da
reprodutibilidade do resultado final do ensaio de medicao. Este desvio padrao corresponde a uma incerteza
padrdao combinada. Assim, a abordagem global baseada na variabilidade total do processo analitico, cujo
final é o resultado do ensaio, inclui o viés “bias” (componente sistematica) e a precisdao (componente
aleatoria).

O desvio padrao da reprodutibilidade deve ser calculado em cada método quantitativo que o laboratoério
utilize em rotina, para cada tipo de microrganismo ou grupo consistente de microrganismos (ex. coliformes)
e para cada matriz, ou para um grupo consistente de matrizes.

Os laboratorios que efectuem ensaios microbiologicos tém ou podem obter resultados de ensaio em
replicado, para as amostras analisadas, preferencialmente por diferentes técnicos, lotes de meios de
cultura, estufas de incubacao, etc., com o objectivo de estimar a incerteza.

A abordagem ao calculo de incerteza na determinagao pelo nimero mais provavel nao esta no ambito deste
guia.

3 Referéncias Bibliograficas
As seguintes normas ou documentos normativos sao referenciados ou relevantes no ambito deste guia:

+ ISO/TS 19036 - Microbiology of food and animal feeding stuffs - guide on estimation of measurement
uncertainty for quantitative determinations.

« ISO/TS 21748 - Guidance for the use of repeatability, reproducibility and trueness estimates in
measurement uncertainty estimation, 2004.

» Uncertainty of measurement precision and limits of detection in chemical and microbiological testing
laboratories - International Accreditation New Zealand, October 2003.

» Guide to the expression of uncertainty in measurement (GUM), BIPM/IEC/IFCC/ISO/IUPAC/IUPAP/OIML,
1995.

« EA 4/16 - EA guidelines on the expression of uncertainty in quantitative testing. European co-operation
for Accreditation; 2003

» QSOP4 - Uncertainty of Measurement in Testing; Standards Unit, Evaluations & Standards Laboratory;
2005

4 Definicées
Incerteza (da medicao) - parametro, associado ao resultado da medicdo, que caracteriza a dispersao dos
valores que podem ser razoavelmente atribuidos a mensuranda (GUM).

Incerteza expandida, U - quantidade que define um intervalo de um resultado de uma medicdo no qual é
esperado que inclua uma grande fraccao da distribuicao dos valores que podem razoavelmente ser
atribuidos a mensuranda (GUM).
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Factor de expansao, k - factor numérico usado como um multiplicador da incerteza combinada de modo a
obter a incerteza expandida (GUM).

A incerteza expandida (U) devera ser calculada através da seguinte formula:

k 02 (a um nivel de confianca de 95%), de acordo com a tabela da distribuicdo de t de Student.

5 Classificacdo de matrizes

As matrizes podem ser agrupadas com base nas suas propriedades fisicas em quatro grupos distintos, tais
como:

« Liquidos e pos (p. ex. agua, leite, leite em po, leite de soja, leite de coco);

 Solidos bem misturados (p. ex. carne picada, carne separada mecanicamente, carne de salsicha, carne
esmagada, gelado de leite, natas batidas, creme de soja);

» Solidos pequenos (ou muito pequenos) (p. ex. salsa desidratada/cogumelos, cenouras raladas, salada,
camardes, cereais, alimentos para animais, avelas trituradas, etc.);

« Outros solidos (p. ex. queijo, carne nao picada, pastelaria, etc.).

6 Calculo do desvio padrao da reprodutibilidade

Podem ser seleccionadas trés possibilidades diferentes para a estimativa do desvio padrdao da
reprodutibilidade (sg), com a seguinte ordem de prioridades:

» 12 opcao: desvio padrao da reprodutibilidade intralaboratorial ou precisao intermédia;
22 opcao: desvio padrao da reprodutibilidade do método proveniente de um estudo interlaboratorial;

» 32 opcao: desvio padrao da reprodutibilidade proveniente de um ensaio interlaboratorial de avaliacao de
desempenho.

Antes de se proceder aos calculos e apos transformacédo logaritmica dos dados devem ser excluidos os
valores aberrantes.

6.1 Desvio padrao da reprodutibilidade intralaboratorial

Para um microrganismo/método ou grupo de microrganismos e para uma dada matriz o protocolo devera ser
efectuado para pelo menos 10 amostras em duplicado da mesma matriz ou grupo de matrizes. O protocolo
deve ser repetido de preferéncia para diferentes amostras da mesma matriz em dias diferentes permitindo
assim cobrir as variacoes das condicdes operativas. Estimar anualmente o valor da incerteza com os dados
recolhidos ao longo do ano para uma maior representatividade.

O desvio padrao da reprodutibilidade deve ser calculado com os dados do controlo de qualidade interno ou
seja com os resultados dos ensaios efectuados em duplicado, em condicbes de precisao intermédia, cujo
numero de unidades formadoras de coldnias (ufc) seja superior a 10.

0 calculo do desvio padrao dos dados transformados em logaritmo facilita a estabilizacao da variancia da
reprodutibilidade nos diferentes niveis de contaminacao, desde que valores baixos de contagens ndo sejam
considerados (menos de 10 colodnias, para alimentos e aguas). Deve-se no entanto ter em consideracao que
a toma das amostras e/ou suas diluicdes devem ser escolhidas de modo a cobrir a gama de concentracoes
encontradas em rotina.

Sempre que possivel, devem ser usadas amostras naturais contaminadas.

Para permitir calcular a média dos duplicados para cada amostra i de n amostras de uma determinada
matriz, os valores em ufc devem ser convertidos para logaritmos de base 10.

Calcular a variancia da reprodutibilidade para cada amostra i:

2_ (yiA Y )2
2

SRi
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i - o indice da amostra, i=1 de n (n 210).
A e B - sdo os indices das condicdes de reprodutibilidade
y - sao os resultados transformados em logo (ufc/g) ou logyg (ufc/mL).

Obtém-se entdo o desvio padrao da reprodutibilidade Sg para as n amostras de uma dada matriz do modo
seguinte:

2

;. - zn:SF& 2: zn:(yiA_yiB)

iz N i=1 2n

0 resultado Si obtido na formula anterior é entao usado para a obtencao da incerteza expandida:
2
U=k.~/ Sy

Tabela 1 Calculo do desvio padrao da reprodutibilidade - exemplo de contagem de flora mesofila num
alimento soélido (ISO/TS 19036).

2
i Xia Xig Yia= 10810 (Xia ) yis= 0810 (Xi ) Spi’= (Yin 2y e )
i=1 6,7 x 10* 8,7 x 10* 4,83 4,94 0,0064
i=2 7,1 x10° 6,2 x 10° 6,85 6,79 0,0017
i=3 3,5x 10° 4,4x10° 5,54 5,64 0,0049
i= 1,0 x 107 4,3x10° 7,00 6,63 0,0672
i=5 1,9 x 107 1,7 x 107 7,28 7,23 0,0012
i=6 2,3x10° 1,5 x 10° 5,36 5,18 0,0172
i=7 5,3 x 108 4,1x 108 8,72 8,61 0,0062
i=8 1,0 x 10* 1,2 x 10* 4,00 4,08 0,0031
i=9 3,0 x 10* 1,3 x 10* 4,48 4,11 0,0659
i=10 1,1 x 108 2,2 x 108 8,04 8,34 0,0453

Usando os dados em logaritmo, sem arredondamento, o desvio padrdo da reprodutibilidade é:
Sr=0,15 l0g10 (UfC/g)
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2002_GOC19(3)? Tabela 2 Calculo do desvio padrao da reprodutibilidade - exemplo de enumeracédo de Enterococos em agua.
i XA Xig Yia= 0g (Xis ) yis= 10g1o (Xig ) | Spi’= W
i=1 27 26 1,43 1,41 0,0001
i=2 39 55 1,59 1,74 0,0111
i=3 40 36 1,60 1,56 0,0010
i= 10 16 1,00 1,20 0,0208
i=5 18 32 1,26 1,51 0,0312
i=6 38 41 1,58 1,61 0,0005
i=7 36 22 1,56 1,34 0,0229
i=8 42 49 1,62 1,69 0,0022
i=9 11 10 1,04 1,00 0,0009
i=10 25 26 1,40 1,41 0,0001
i=11 10 12 1,00 1,08 0,0031
i=12 15 17 1,18 1,23 0,0015
i=13 22 28 1,34 1,45 0,0055
i=14 12 16 1,08 1,20 0,0078
i=15 28 20 1,45 1,30 0,0107
i=16 35 30 1,54 1,48 0,0022
i=17 30 30 1,48 1,48 0,0000
i=18 18 21 1,26 1,32 0,0022
i=19 14 18 1,15 1,26 0,0060
i=20 35 40 1,54 1,60 0,0017
i=21 29 17 1,46 1,23 0,0269
i=22 33 24 1,52 1,38 0,0096
i=23 10 13 1,00 1,11 0,0065
i=24 53 57 1,72 1,76 0,0005
i =25 18 15 1,26 1,18 0,0031

s, - \/0,0001+ 0,0111+...4+0,0031 g nec 100 (ufc/mL)

25

6.2 Desvio padrao da reprodutibilidade do método proveniente de um estudo
interlaboratorial

Se 0 método usado em rotina pelo laboratoério foi submetido a um estudo interlaboratorial para validacao do
mesmo, o laboratoério podera usar o desvio padrao da reprodutibilidade do método para estimar a medida
da sua incerteza sob certas condicoes:

As condicdes sao:

« 0 estudo interlaboratorial de validacdo do método contemplou correctamente todas as fontes de
incerteza (especialmente preparacao da amostra e homogeneizacao);

 a repetibilidade e a reprodutibilidade intralaboratoriais sao inferiores ou iguais a repetibilidade e a
reprodutibilidade provenientes do estudo interlaboratorial de validacdo do método, caso contrario
recorrer a um teste estatistico adequado, por exemplo teste de F (ver ISO/TS 21748, nos pontos 13 e 14).

U=k+Sg’
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6.3 Desvio padrdao da reprodutibilidade do método proveniente de um estudo
interlaboratorial de avaliacao de desempenho

Se o laboratério participou num ensaio interlaboratorial de avaliacdo de desempenho pode ser usado o
desvio padrao da reprodutilidade desse ensaio para deduzir a medida da sua incerteza, sob as seguintes
condicoes:

 durante o ensaio interlaboratorial de avaliacdo de desempenho o método utilizado é o da rotina do
laboratorio;

« as amostras usadas no ensaio sdo comparaveis as analisadas no laboratoério em rotina;

« um numero suficiente de laboratdrios participantes nos ensaios usa 0 mesmo método.

7 Expressao da medida da incerteza

A incerteza pode ser expressa como um intervalo de log10, em valores naturais (nUmero de ufc). Nao devem
ser usados mais do que dois algarismos significativos para reportar os resultados ou o intervalo da incerteza.

O resultado da analise pode ser expresso de acordo com uma das possibilidades:
* Y £ 25¢ (log0);

* ylogi [y - 2sg, ¥ + 2sg];

« x ufc/g ou ufc/ml [10Y 2R | 10 V2R

Exemplo: um desvio padrao de reprodutibilidade de sg + 0,15 logyg foi encontrado no exemplo da Tabela 1.
Assim a incerteza expandida U, com um factor de 2 (limite de confianca de 95%) é 0,15 x 2 = + 0,3 logse. O
resultado do ensaio € 5,0 logq (ufc/g).

Assim o resultado pode ser reportado de uma das maneiras seguintes:

* 5,0 logyo + 0,3 logy;

* 5,0 logy [4,7 , 5,3];

« 10° ufc/g [5,0 x 104, 2,0 x 10°];

No caso do exemplo da Tabela 2 foi encontrado um desvio padrao de reprodutibilidade de sg + 0,085 log;o.
A incerteza expandida U, com um factor de 2 (limite de confianca de 95%) é 0,085 x 2 = + 0,17 log.
Assim para um resultado de um ensaio de 30 ufc/100mL transforma-se o valor de 30 em logqg = 1,48 log;
» 1,48 logy = 0,17 logyo

« 1,48 logo[1,65; 1,31]

« 30 ufc /100mL [20; 44]

O numero de algarismos significativos da incerteza deve ser arredondado a 1 (ou no maximo 2) digitos, e as
casas decimais da incerteza e do resultado arredondadas em consonancia.



