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Resumo

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria com a capacidade de causar graves problemas a
nivel de satde publica devido a sua grande versatilidade genética, a producao de diversos
fatores de viruléncia, a resisténcia antibiotica e a formacao de biofilmes. Contudo, a
obrigatoriedade da analise deste microrganismo em aguas de consumo humano nao esta
presente em nenhum Decreto-Lei. Como tal, surge a necessidade de implementar métodos
que analisem a presenca desta espécie nas aguas de consumo humano devido aos perigos

associados.

No decorrer deste estagio curricular, na ALS Life Sciences, foi implementado e estudado o
método “Detecao e enumeracdo de Pseudomonas aeruginosa em aguas de consumo
humano” segundo a norma ISO 16266:2006 - Qualidade da agua - Detecao e enumeracao
de Pseudomonas aeruginosa - método por filtracdo de membrana. De acordo com a norma
ISO 16266:2006 este ensaio é dividido em 3 etapas fundamentais: filtracao, enumeracao e
confirmagao. Para tal, foram recolhidas diversas amostras de 4gua de consumo humano de
diversos locais e ap6s contaminadas com diversas estirpes de Pseudomonas aeruginosa

foram filtradas, enumeradas e confirmadas.

Na implementa¢do do método foram analisados diversos parametros, desde o controlo de
qualidade do meio de cultura, as carateristicas de performance do método, que incluem a
sensibilidade, a especificidade, a taxa de falsos positivos, a taxa de falsos negativos, a
seletividade, a eficiéncia, a repetibilidade e a incerteza. Para além disso, foi avaliada também

a precisao e a exatidao.

Tendo em consideracao os resultados obtidos nos ensaios realizados, verificou-se que o
método foi bem implementado, sendo adequado aos fins a que se destina e estando o
laboratério de microbiologia de Castelo Branco da ALS Life Sciences apto para efetuar esta

analise.

Palavras-chave

Pseudomonas aeruginosa; I1SO; satude; qualidade da agua






Abstract

Pseudomonas aeruginosa is a bacterium with the capacity to cause serious public health
problems due to its great genetic versatility, the production of various virulence factors,
antibiotic resistance and the formation of biofilms. However, the mandatory analysis of this
microorganism in water for human consumption is not included in any Decree-Law. As
such, there is a need to implement methods that analyze the presence of this species in water

for human consumption due to the associated dangers.

During this curricular internship, at ALS Life Sciences, the method “Detection and
enumeration of Pseudomonas aeruginosa in water for human consumption” was
implemented and studied according to the ISO standard 16266:2006 - Water quality -
Detection and enumeration of Pseudomonas aeruginosa - method by membrane filtration.
According to the ISO standard 16266:2006, this test is divided into 3 fundamental steps:
filtration, enumeration and confirmation. To do this, several samples of water for human
consumption were collected from different locations and, after being contaminated with
different strains of Pseudomonas aeruginosa, they were filtered, enumerated and

confirmed.

When applying the method, several parameters were analyzed, from quality control of the
culture medium, as well as performance characteristics of the method, which include
sensitivity, specificity, false positive rate, false negative rate, selectivity, efficiency,

repeatability and uncertainty. In addition, precision and accuracy were also evaluated.

Considering the results obtained in the tests carried out, it was verified that the method was
well implemented, being suitable for the purposes for which it was intended and the ALS

Life Sciences microbiology laboratory in Castelo Branco is able to carry out this analysis.
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Pseudomonas aeruginosa; 1SO; health; water quality
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Capitulo 1 - Introducao

1.1 - Empresa ALS Life Sciences

A ALS Life Sciences, figura 1, € uma empresa presente em mais de 70 paises, figura 2,
incluindo Portugal. Esta empresa presta diversos servicos, entre os quais, servicos
laboratoriais, consultorias, auditorias, formacoes, inspecoes e desenvolvimento de solucoes
informéticas a medida de cada cliente. Em Portugal, a ALS tem uma equipa com mais de
200 colaboradores, distribuidos pelos diversos pontos do pais, desde Tondela (sede da
empresa), Lisboa, Barcarena, Sdo Joao da Madeira, Madeira, Porto e Castelo Branco, onde

realizei o meu estagio curricular.

Figura 1. Logdtipo da empresa ALS Life Sciences, (ALS, 2024).

Figura 2. Localiza¢oes da empresa ALS Life Sciences, adaptada de (ALS, 2024).

Esta empresa, em Portugal, apresenta diversas divisdes: ambiental, que se foca no controlo

laboratorial de aguas, solos e sedimentos; alimentar, que tem como objetivo servigos de



seguranca, autenticidade e qualidade; tribologia; saide animal, que visa o controlo

laboratorial para apoio ao diagnostico e a profilaxia e, por fim, a certificagao.

Na divisdo ambiental, na qual se enquadra a implementacao do método de filtragao por
membrana para a detegdo e enumeragido de Pseudomonas aeruginosa, a ALS conta com
uma rede de laboratorios analiticos modernos, que estdo acreditados pela norma NP EN
ISO/IEC (Organizacao Internacional de Normaliza¢do/Comissdo Eletrotécnica
Internacional) 17025:2018 - Requisitos gerais de competéncia para laboratoérios de ensaio
e calibracdo. Esta empresa efetua uma ampla gama de anélises (fisicas, quimicas,
isotropicas, organicas, microbiologicas, biologicas, radiologicas e toxicologicas). Estas
analises podem ser realizadas em diversas matrizes, desde 4guas de consumo humano
(ACH), aguas de processo, aguas residuais, aguas superficiais e subterraneas, solos, lamas

e aresiduos.

A ALS prima pela sua qualidade e resultados analiticos confiaveis e reprodutiveis. O
controlo de qualidade (CQ) passa pelo controlo de equipamentos, reagentes e meios de
cultura. O CQ inclui a verificacao interna dos equipamentos, como a monitorizacao continua
de temperaturas, a verificacao diaria das balancas e a calibracao dos equipamentos por
laboratorios externos. O CQ é também garantido pela execucdo de brancos e controlos
positivos e negativos diarios, como presente na figura 3. Nesta figura esta representado o
controlo diario realizado ao meio agar Cetrimida, através da espécie Pseudomonas (Ps.)
aeruginosa como controlo positivo e da espécie Escherichia coli (E. coli) como controlo
negativo. Para além disso, para garantir o rigor dos resultados sao realizados CQ internos
que avaliam a precisao, através de duplicados e paralelos, e CQ externos que avaliam a

exatiddo dos resultados, através de ensaios interlaboratoriais.

Figura 3. Controlo ao meio agar Cetrimida. A - Controlo positivo: Ps. aeruginosa. B - Controlo negativo: E. coli.



1.2 - Setores da empresa - Castelo Branco

A ALS esta presente em Castelo Branco desde 2020 e conta com diversos setores, desde o
laboratorio de microbiologia, o laboratério de fisica e quimica, a entrada de amostras, a
contratacao, a logistica, o apoio ao cliente, o controlo de pragas, a consultoria, a seccao

comercial e, por fim, a parte administrativa e financeira.

Os diversos setores da empresa estdo muito ligados entre si e a propria empresa permitiu-
-me a experiéncia de vivenciar a realidade dos outros setores através de um projeto
intitulado “No lugar do outro”, e no qual tive o prazer de participar. Neste projeto, tive a
oportunidade de conhecer o setor da logistica e aprender o modo e as técnicas de recolha de
amostras, bem como todo o processo desde a recolha até a entrada das amostras na

empresa.

1.3 - Laboratério de microbiologia - Castelo Branco

O laboratério de microbiologia divide-se em 5 salas distintas:

- Sala dos meios: sala onde os meios de cultura sao preparados e se faz a preparacao

do material e sua esterilizacao;

- Sala das 4guas: nesta sala sao analisadas as guas, desde a marcacdo do material,

filtracao das aguas e inoculacao das amostras nos respetivos meios;

- Sala dos alimentos: nesta sala sdo analisadas amostras alimentares e DPH
(drogaria, perfumaria e higiene). Nesta sala, a andlise é feita desde a etiquetagem do
material, pesagem das amostras e respetivas diluicbes nos meios correspondentes e

inoculacdo das amostras nos meios consoante as analises pretendidas;

- Sala das estufas, repicagens e leituras: nesta sala estiao presentes diversas estufas,
a diferentes temperaturas, de modo a permitir incubar as placas de Petri ou tubos de ensaio
nas condicOes necessarias para o crescimento dos microrganismos. Para além disto, é onde
se processam as repicagens numa camara de seguranca bioldgica, onde se efetuam as

leituras e se realizam as confirmacoes de colonias suspeitas;

- Sala de lavagens e descontaminacdo: nesta sala descontaminam-se as amostras e
todo o material que esteve em contacto com as mesmas e onde se lava todo o restante

material.

Este laboratdrio para além destas salas estd suportado com uma sala onde se
armazenam as amostras e que apresenta duas arcas de refrigeracdo, uma para o

armazenamento de amostras que assim necessitem destas condigbes e outra para o



armazenamento de meios e suplementos. Para além desta sala, existe uma outra onde se

armazenam amostras a temperaturas <-18°C.

1.4 - Rotina laboratorial

1.4.1 - Preparacao de meios

Diariamente sao preparados diversos meios consoante as necessidades do laboratorio e das
amostras a analisar. Na sala de preparacao dos meios, os meios sao pesados, figura 4, e
seguidamente fervidos ou esterilizados na autoclave, segundo as indicacoes do fornecedor.
Na preparacao dos meios todas as pesagens sao anotadas em ficheiro Excel de forma a estar
tudo registado e rastreado. Para além disso, deve registar-se o ntimero dos lotes, a data de
producao, o pH do meio, os controlos de qualidade, os suplementos e respetivos lotes (caso
0s meios necessitem), os ciclos em que os meios sao esterilizados e o analista que os
preparou. Apos a esterilizacdo dos meios, estes podem ser armazenados nas condigOes
apropriadas ou distribuidos (placas de 60 mm ou 90 mm ou tubos) consoante a sua

finalidade e, posteriormente, armazenados nas respetivas condicoes.

Figura 4. Pesagem de meios.

1.4.2 - Analise de aguas

Na analise das aguas, consoante a analise pretendida, existem duas técnicas de analise:
filtracdlo por membrana ou incorporacdo em placa. Para a quantificacdo dos
microrganismos presentes na amostra a analise é efetuada retirando 1 mL ou 0,1 mL
diretamente da amostra e, posteriormente, adicionado o meio. Nas restantes anélises

efetuadas no laboratério de microbiologia as amostras de agua sao filtradas através da



filtracdo por membrana, figura 5, geralmente com uma membrana de porosidade 0,45 pum,
sendo o volume filtrado dependente do tipo de amostra. Contudo, na anélise dos esporos
dos Clostridios sulfito-redutores a amostra tem de ser submetida a um choque térmico,
77,5°C durante 15 minutos, antes de ser filtrada. Sendo neste caso, a filtracdo com uma

membrana de porosidade 0,20 um.

Figura 5. Filtragdo por membrana.

Os meios usados na anélise das aguas, como, por exemplo, o agar Cromogénico Coliformes
(CCA), o agar Slanetz-Bartley (SL), o agar Tergitol 7 (T7), o agar Triptose Sulfito Cicloserina
(TSC), o agar Cetrimida (CN) e o agar Manitol Sal (MSA) sao distribuidos para placas de 60
mm. Apds a filtracdo das 4guas a membrana é colocada sobre estes meios, consoante as

analises pretendidas.

Para além dos meios mencionados anteriormente, para os métodos de contagem é também
usado o agar Extrato de Levedura (WPCA) que ¢é utilizado pelo método de incorporacao em
placa. Isto é, ap6s a distribuicao da amostra de 4gua na placa, o meio de cultura é adicionado
a amostra. No caso das pesquisas, por exemplo da Salmonella spp., a membrana apds a
filtracao é colocada num copo ou saco estéril de modo a imergir a membrana no meio APT

(4gua peptonada tamponada).

Os meios utilizados nas anélises das aguas e as condi¢des em que as placas vao a incubar
dependem do microrganismo em estudo e efetua-se segundo as normas e os procedimentos

em vigor.

No caso da Legionella spp., ap6s a filtragdo de 1 L. da amostra com uma membrana 0,22 pym
de porosidade, ou seja, com porosidade menor do que a membrana usada na maioria dos
restantes microrganismos, coloca-se a membrana num copo com solucao de Ringer.
Contudo, se houver dguas que nao filtram tem de se centrifugar primeiro as amostras. No

caso das aguas de consumo humano a membrana é imersa em 5 mL da soluc¢ao, enquanto



nas aguas de processo ¢ imersa em 10 mL, devido a maior contaminacao destas aguas.
Posteriormente, a amostra é agitada 2 minutos em vortex de modo que os microrganismos
presentes na membrana passem para a solucao e, seguidamente, passa-se a inoculagao das

amostras de 4guas em placas com meio.

Nesta analise podem ocorrer duas situacgoes: nas aguas de consumo humano inocula-se para
placas com meio agar extrato de levedura de carvao tamponado (BCYE) e placas com meio
agar Glicina-vancomicina-polimixina-cicloheximida (GVPC), sendo este mais seletivo, e nas
aguas de processo inocula-se apenas para placas de GVPC, sendo que ambas apresentam a
presenca de cisteina, que € um aminoacido necessario ao crescimento deste microrganismo.
Contudo, em ambas as 4guas sdo feitas trés tipos de tratamento: sem tratamento;
tratamento 4cido (adiciona-se 1 mL de amostra a 9 mL de solucdo 4cida em tubos de ensaio
e apos 5 minutos é realizada a inoculagdo nos meios) e tratamento térmico (coloca-se 2 mL
de amostra em tubos de ensaio durante 30 minutos a 50°C e, posteriormente, faz-se a
inoculacdo). Para além disto, nas 4guas de consumo humano inocula-se 0,5 mL de amostra
e nas aguas de processo inocula-se apenas 0,1 mL, uma vez que sendo estas dguas mais

contaminadas evitamos o crescimento excessivo de interferentes.

Contudo, ainda existem algumas aguas residuais que ao terem uma matriz muito
contaminada a analise € ligeiramente diferente. Neste caso, com uma ansa de 10 uL a
amostra é diretamente semeada numa placa de GVPC pelo método de esgotamento por
estrias e, posteriormente, 2 mL da amostra sao sujeitos a tratamento térmico e, passados os
30 minutos a 50°C, 1 mL da amostra é submetido ao tratamento 4cido e apds o tempo deste

tratamento é semeado 0,1 mL numa placa de GVPC.

O resumo da metodologia aplicada a amostras de agua de consumo humano, de processo e

residuais para a detecao de Legionella spp. apresenta-se na figura 6.

As placas de BCYE e GVPC sao incubadas a 37°C durante 10 dias. Contudo, sao feitas
leituras ao quinto e ao décimo dia. Caso haja presenca de Legionella spp. nas aguas
analisadas verifica-se a presenca de coldnias ou brancas ou beges ou azuis brilhantes com o

aspeto de vidro estilhacado, quando observadas através da lupa estereoscopica.
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Figura 6. Resumo da metodologia aplicada a amostras de 4gua para a detecdo de Legionella spp..

Na tabela 1 estd um resumo dos meios utilizados nas aguas com os respetivos

microrganismos em estudo.

Tabela 1. Meios e respetivos microrganismos em estudo nas aguas.

Meio de cultura Microrganismo
CCA Coliformes + E. coli
SL Enterococos
Ty Coliformes fecais
TSC Clostridium perfringens
TSC s/ cicloserina Esporos dos Clostridios sulfito-redutores
CN Pseudomonas aeruginosa
MSA Estafilococos totais
WPCA Microrganismos aerdbios a 22°C/37°C
APT Salmonella spp.
GVPC/BCYE Legionella spp.

1.4.3 - Analise de alimentos

Na analise dos alimentos as amostras sao pesadas e diluidas, figura 7, em APT, caldo Half
Fraser (HF), APT suplementado com o indicador de pH purpura de bromocresol, tampao
fosfato ou agua peptonada alcalina (APW), consoante a analise pretendida. Sendo o APT, o
APT suplementado com o indicador de pH e o tampao fosfato utilizados para a pesquisa de
Salmonella spp., o HF para a pesquisa de Listeria spp. e o APW para a pesquisa de Vibrio

spp.. Para além disso, consoante a anélise pode ser necessario a adicdo de suplementos.
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Apobs as dilui¢oes e a homogeneizacao da amostra no Stomacher, salvo indicagao contraria,
as amostras ou sao incubadas no tempo e condicoes adequados ou sdo feitas diluicoes e as

amostras inoculadas nos meios adequados as anélises requisitadas.

Figura 7. Pesagem e diluicdo de amostras alimentares.

Os meios usados nas inoculagoes na analise dos alimentos sao diversos, entre os quais, por
exemplo, agar de contagem de placa (PCA), agar Triptona Bile X-Glucoronideo (TBX), agar
Symphony (Symphony), agar RAPID'Enterobacteriaceae (Rapid EB), agar Man, Rogosa e
Sharpe (MRS), CN alimentos, agar Bile Vermelho Violeta Lactose (VRBL), TSC, agar Baird
Parker RPF (RPF) e agar Azida de Esculina Canamicina (Ka) que sdao usados pelo método
de incorporacao em placas de 90 mm, figura 8. Para além destes, o agar Listeria Ottaviani
& Agosti (ALOA), o agar Bacillus cereus (BCA) e o MSA sao distribuidos em placas de 9o
mm e a amostra é inoculada posteriormente no meio através do método por espalhamento
realizado com uma ansa. Os meios caldo Giolitti-Cantoni (Gio), agar Sulfito Polimixina
Sulfadiazina (SPS) e caldo Glutamato Modificado com Minerais (MGM) sdo distribuidos em

tubos e as amostras posteriormente inoculadas no meio liquido.



Figura 8. Método de incorporacdo em placa com o meio Rapid EB.

Na tabela 2 est4d um resumo dos meios utilizados na analise dos alimentos com os respetivos

microrganismos em estudo.

Tabela 2. Meios e respetivos microrganismos em estudo nos alimentos.

Meio de cultura Microrganismo
APT/APT suplementado com purpura de
bromocresol/tampao fosfato Satmonella spp.
HF Listeria spp.
APW Vibrio spp.
PCA Microrganismos aerébios a 30°C
TBX E. coli B-glucuronidase positiva
Symphony Bolores e leveduras
Rapid EB Enterobactérias
MRS Lactobacilos
VRBL Bactérias Coliformes a 30°C
RFP Estafilococos coagulase positiva
Ka Enterococos
ALOA Listeria spp.
BCA Bacillus cereus
MSA Estafilococos totais
Gio Estafilococos coagulase positiva
TSC Clostridium perfringens
SPS Esporos dos Clostridios sulfito-redutores
MGM E. coli

1.4.4 - Analise de produtos DPH
Na anélise de produtos DPH as amostras apoés pesadas sao diluidas em caseina e,

posteriormente, incubadas nas condicoes e no tempo indicados.



1.4.5 - Repicagens

Nas repicagens, apos a incubagdo da amostra no diluente especifico, a amostra é repicada
para meio so6lido, consoante a analise pretendida, por exemplo, para RAPID'Listeria no caso
da pesquisa de Listeria spp. e para RAPID'Salmonella no caso da pesquisa de Salmonella
spp.. Posteriormente sao colocadas a incubar de acordo com o definido em normas ou

procedimentos em vigor para o microrganismo em estudo.

1.4.6 - Leituras e confirmacoes

Nas leituras, apés a incubacao, no caso dos métodos quantitativos sio escolhidas as placas
para contagem de acordo com as normas aplicaveis e caso seja necessario proceder a
confirmacoes sao repicadas colonias suspeitas para esta etapa. No caso de métodos de
pesquisa as placas sao observadas de modo a avaliar o tipo de colbonias e proceder a sua

confirmacao, caso se justifique, isto é, quando ha a presenca de coldnias suspeitas.

Nas confirmacoes, tanto em métodos quantitativos como em métodos de pesquisa, as
colonias sdo levadas a confirmacdo de forma a confirmar a presenca ou auséncia do

microrganismo em estudo.

1.4.7 - Preparacao de culturas de trabalho e de suspensoes para teste

As culturas de trabalho sdo preparadas a partir de culturas stock, que sdo culturas em que
0s microrganismos estdo numa suspensao em criotubos com meio crioprotetor, composto
por caldo nutritivo e 20% de glicerol, e armazenados a -20°C, com validade de 1 ano. Os

criotubos sao identificados com a estirpe em causa, a data de producao e a validade.

As culturas de trabalho podem ser preparadas em meio liquido (tubos) ou em meio s6lido
(placas) consoante a sua utilizagdo. As culturas de trabalho que sdo preparadas em meio
liquido sao utilizadas para a quantificagdo de microrganismos, sendo bastante ttil para a
contaminacao de amostras com quantidade conhecida, enquanto as que sao preparadas em
meio solido sao para se obter o isolamento de microrganismos e usadas para controlos de

qualidade.

Para a preparacao de culturas de trabalho em meio liquido, figura 9, retira-se o criotubo da
cultura stock da congelacao (-20°C) e ap6s descongelado faz-se uma homogeneizacao da
suspensao num vortex. Posteriormente, com o auxilio de uma ansa transfere-se 10 puL para
um tubo contendo o meio necessario ao crescimento da estirpe em causa, seguidamente
agita-se em vortex e, por fim, incuba-se nas respetivas condi¢oes. Geralmente, as estirpes

sao inoculadas no meio caldo de infusao cérebro coracdo (BHI), a 37°C durante 18 a 24
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horas. Contudo, alguns microrganismos, como Clostridium perfringens (microrganismo
anaerobio), tem de se inocular em tioglicolato (este meio antes de utilizado tem de ser
fervido de modo a libertar o oxigénio), a 37°C durante 18 a 24 horas, mas em anaerobiose
(o meio mantém-se anaerébio se for colocada vaselina por cima do meio, ou entdo se for
colocado numa jarra com um gerador de anaerobiose). Para além deste, ainda existem os
bolores e leveduras, como, por exemplo, Candida albicans, Aspergillus e
Saccharomyces cerevisiae, que apesar de serem inoculados em BHI, tém de incubar a uma
temperatura de 25°C durante 48 a 72 horas. Apds o tempo de incubacao verifica-se pela
turvacdo o crescimento da estirpe e sdo armazenadas em refrigeracio por um tempo

maximo de 8 dias.

Figura 9. Culturas de trabalho em meio liquido.

Simultaneamente, as estirpes sao também inoculadas em meio sélido, figura 10. Assim, a
partir dos criotubos repica-se 1 uL. com o auxilio de uma ansa para a placa contendo o meio
nutritivo correspondente ao crescimento da respetiva estirpe e, para concluir, incuba-se nas
respetivas condi¢oes. Normalmente, as estirpes sao repicadas para agar Triptona de Soja
(TSA) e incubam-se a 37°C durante 18 a 24 horas. Contudo, existem microrganismos
anaerobios, tal como, Clostridium perfringens que se repica para agar Columbia. Por sua
vez, os bolores e leveduras sao inoculados em agar Sabouraud Dextrose (agar Sabouraud) e
incubados a 25°C durante 48 a 72 horas, para além disto, as placas destes microrganismos
nao sao invertidas durante a incubacao. Neste caso de preparacao em placa, ainda existe a
Legionella spp. que tem de ser inoculada em BCYE durante 3 a 5 dias. Ap6s o tempo de
incubagado verifica-se a pureza da cultura e s3o armazenadas em refrigeracao até 8 dias no

maximo.
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Figura 10. Culturas de trabalho em meio sélido. A - Ps. aeruginosa. B - E. coli. C - Staphylococcus aureus.

Na figura 11 esta representado um resumo da preparacao das culturas de trabalho.

Maioria dos MelOBlll_(IlIu ido: 18-24 horas
microrganismos Placa: TSA 37°C
Meio liquido: 18-24 horas
Tioglicolato o
Anaerébios & 37°C
Placa: agar *em condicOes
Columbia :
Meio liquido: 438-72 horas
Bolores e BHI 250C
leveduras Placa: agar *sem inverter
Sabouraud ac placas
' Meio liquido: 3-5 dias
Legionella spp. BHI
. 37°C
Placa: BCYE

Figura 11. Meios e condicoes de crescimento das estirpes (Preparacao de culturas de trabalho).

As suspensoes para teste sdo feitas a partir das culturas de trabalho em meio liquido e sao
utilizadas para contaminar amostras com o nivel de contaminacao pretendido. Para tal,
estas culturas tém de ser quantificadas e, para esse proposito, utiliza-se como diluente
triptona-sal e sdo efetuadas diluicoes seriadas que sao inoculadas em meio sélido, consoante
0 meio necessario ao seu crescimento, TSA, agar Columbia, agar Sabouraud ou BCYE. Ap6s
a incubacao das placas, no tempo e temperatura adequados, as colonias nas placas sao
contadas e sdo efetuados os calculos de modo a ser conhecida a concentracao inicial. Uma
vez conhecida as concentracoes, em unidades formadoras de colénias (UFC) por mL, das
culturas de trabalho sdo realizados os célculos de modo a determinar a quantidade de

inoculo necessaria para contaminar as amostras.

O in6culo pode ser usado, se mantido em temperatura ambiente, até 2 horas, ou entao se

for conservado em refrigeracao 5+3°C até 24 horas.
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1.5 - Importancia do estudo de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria do género Pseudomonas e pertencente a familia
Pseudomonadaceae (El-Fouly et al. 2015). As bactérias desta espécie sao bacilos Gram-
-negativos, moveis e que medem cerca de 1—5 um de comprimento e 0,5—1,0 um de largura
(Diggle et al. 2020). Os bacilos sao retos ou ligeiramente curvos e a sua mobilidade deve-se
a um ou mais flagelos polares (Willey et al. 2014). Para além disso, podem aparecer como
bactérias isoladas, em pares, e ocasionalmente, em cadeias curtas e produzindo por vezes,

um odor adocicado ou um cheiro semelhante ao da uva ou do milho (Brooks et al. 2013).

Esta bactéria é um aerdbio estrito cujo intervalo de temperatura ideal de crescimento € entre
0s 37°C e 0s 42°C, sendo o seu crescimento a 42°C um fator diferenciador das Pseudomonas
fluorescens (Brooks et al. 2013). Além disso é oxidase positiva, uma vez que tem a presenca
da enzima respiratéria citocromo C e cuja auséncia nas Enterobactérias se torna um fator
diferenciador (Brooks et al. 2013). Uma carateristica importante desta espécie é a producao
de pigmentos hidrossolaveis, sdo eles a pioverdina (sider6foro verde-amarelo fluorescente,
figura 12), a piocianina (pigmento azul), a piorrubina (pigmento castanho-avermelhado) e
a piomelanina (pigmento castanho/preto) (Hossain 2014). Para além disto, esta bactéria é
uma bactéria ndo fermentadora, sendo incapaz de utilizar os hidratos de carbono como
fonte de energia através da sua fermentacao, tendo de os degradar pela via oxidativa, e nao

¢é produtora de esporos (Deliberali et al. 2011).

Figura 12. Ps. aeruginosa, sider6foro verde-amarelo fluorescente.

O genoma deste microrganismo é relativamente grande, comparativamente a outras
bactérias, com 5,5 a 7 milhoes de pares de bases (Sathe et al. 2023). Esta espécie possui uma
grande versatilidade genética que lhe permite crescer em varios ambientes diferentes,
produzir uma variedade de fatores de viruléncia e apresentar resisténcia antibiotica a
maioria dos antibi6ticos disponiveis atualmente (Sathe et al. 2023). Devido a sua resisténcia
natural aos antibioticos e a capacidade de formar biofilmes, este patdégeno pode causar

graves problemas de satde (Mielko et al. 2019).
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Pseudomonas aeruginosa é um microrganismo ubiquo na natureza que pode ser isolado de
diversas fontes, incluindo amostras ambientais, animais, alimentares ou humanas (Horna
et al. 2021). Est4d comumente presente em locais hiimidos e com poucos nutrientes, podendo
colonizar aguas hospitalares e domésticas (Garvey et al. 2018). Também pode estar presente
em diversas superficies, tais como em torneiras, lavatorios, sanitas e chuveiros (Garvey et
al. 2018). Nos hospitais pode desenvolver-se em humidificadores, nebulizadores e
respiradores artificiais e persistir em circuitos de 4gua ou mesmo em certos anti-sépticos,

gotas para os olhos, pomadas, sabonetes ou pensos (Morand et al. 2017).

Este microrganismo é um patégeno oportunista que causa doencas em pacientes
imunocomprometidos e/ou hospitalizados e nos quais pode causar infe¢coes variadas, como,
por exemplo, infe¢Ges no trato urinério, na corrente sanguinea, pneumonia, endocardite
infeciosa, osteomielite e infe¢bes secundarias de feridas associadas a queimaduras
(Opperman et al. 2022). Ou seja, infeta pacientes desprovidos de defesas normais, como,
por exemplo, quando as mucosas e a pele sao rompidas por lesdo tecidual direta, ou pela
introducao de cateteres intravenosos ou urinarios (Brooks et al. 2013). Para além disso,
pacientes que receberam tratamento prolongado com agentes imunossupressores,

corticosteroides, antibioticos e radiacao também sdo mais suscetiveis (Madigan et al. 2012).

A formacao de biofilmes por este patogeno leva a supressao de respostas imunologicas do
hospedeiro (Willey et al. 2014). Uma vez que, ha impedimento da penetracao de antibi6ticos
e anticorpos e faz com que os fagocitos regulem negativamente os mecanismos de morte
(Willey et al. 2014). A formacao do biofilme é desencadeada pela produ¢ao de monofosfato
de guanosina dimérico ciclico e, no caso desta estirpe, também pela produciao de
homoserina lactona acilada, que sdo moléculas de comunicacao intercelular (Madigan et al.
2012). Devido a capacidade de formacao de biofilmes, Pseudomonas aeruginosa contribui
fortemente para o aparecimento de infe¢des crbnicas, por exemplo, em pacientes com

fibrose cistica (Horna et al. 2021).

Segundo a Portaria 1220/2000 presente no Diario da Republica n°299/2000 de 29 de
dezembro de 2000 as aguas minerais naturais, as aguas de nascente e as dguas termais sao
consideradas bacteriologicamente proprias se se apresentarem isentas de Ps. aeruginosa
em 250 mL da amostra analisada. Relativamente a ACH, o recente publicado Decreto-Lei
n°69/2023 publicado no Diario da Republica de 21 de agosto de 2023 apresenta que os
valores paramétricos para E. coli e Enterococos deve ser a auséncia de qualquer um dos
microrganismos em 100 mL de amostra analisada, mas nao existem valores de referéncia
em relacdo a espécie Ps. aeruginosa. Mesmo nao existindo a obrigatoriedade desta anélise,
mas tendo em conta os perigos associados a esta espécie surge a importancia de

implementar métodos que analisem a presenca de Ps. aeruginosa em ACH, de modo a evitar
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o consumo de aguas contaminadas com este microrganismo e a comprometer a satude
publica. Deste modo, este trabalho tem como objetivo a implementacao da norma ISO
16266:2006 - Qualidade da agua - Detecdo e enumeracao de Pseudomonas aeruginosa -

método por filtracdo de membrana, em ACH, garantindo o rigor dos resultados.

15



Capitulo 2 - Materiais e métodos

2.1 - Norma ISO 16266:2006 - Qualidade da agua - Detecao e
enumeracao de Pseudomonas aeruginosa - método por
filtracao de membrana

2.1.1 - Principio

Ps. aeruginosa € um microrganismo que cresce em meio seletivo contendo cetrimida e para
a detecao e confirmacdo desta bactéria existem trés etapas fundamentais: filtracao,
enumeracao e confirmagdo. Resumidamente, na filtracio um determinado volume da
amostra de agua, ou uma diluicdo da amostra, é filtrado através de um filtro de membrana
de éster de celulose de 0,45 um de porosidade e o mesmo é colocado no meio seletivo, com
a face quadriculada para cima, e incubado nas condic¢bes especificadas para o meio. Na
enumeracao, apds a incubacdo, as colonias fluorescentes e produtoras de piocianina sao
consideradas Ps. aeruginosa sem a necessidade de confirmacao. Por sua vez, as colonias
fluorescentes, mas sem a presenca do pigmento verde/azul, e as castanhas-vermelhas
requerem confirmacao. Na confirmacao, as colénias fluorescentes, mas sem pigmento, sao
testadas quanto a capacidade de produzir amoénia a partir da acetamida, enquanto as
castanhas-vermelhas sao testadas para a presenca da enzima oxidase e, posteriormente, as
colonias positivas ao teste da oxidase sdo testadas quanto a producao de fluorescéncia e a

capacidade de produzir amonia a partir da acetamida. (ISO 16266:2006, 2006).

2.1.2 - Meio de cultura

O meio de cultura usado para a determinacao das Ps. aeruginosa é o agar Cetrimida, mais
conhecido por CN. Este meio de cultura é composto por peptona de gelatina, hidrolisado de
caseina, K.SO,, MgCl. e agar, cujas quantidades se encontram na tabela 3, e as quais se

adiciona 10 mL de glicerol e 1 L de 4gua destilada. (ISO 16266:2006, 2006).

Tabela 3. Constituintes e respetivas quantidades do meio CN.

Constituintes Quantidade (g)
Peptona de gelatina 16,0
Hidrolisado de caseina 10,0
Ko2SO, 10,0
MgCl» 1,4
Agar 11,0

O meio CN apos preparado é esterilizado por autoclavagem a 121 + 3°C durante 15 minutos.

Apoés arrefecer até aos 45-50°C adiciona-se o suplemento. Este suplemento é constituido
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por cetrimida e acido nalidixico, cujas quantidades se apresentam na tabela 4, e que tem de
ser reidratado em 2 mL de 4gua destilada estéril, posteriormente distribui-se para placas de
Petri de 60 mm. O pH final do meio solidificado devera corresponder a 7,1+0,2 a 25°C e as
placas devem ser armazenadas no escuro, protegidas da dessecacdo a 5+3°C e com a

validade de 1 més. Contudo, este meio é adquirido ja preparado. (ISO 16266:2006, 2006).

Tabela 4. Constituintes e respetivas quantidades do suplemento do meio CN.

Constituintes Quantidade (g)
Cetrimida 0,2
Acido nalidixico 0,015

Para além disto, e conforme descrito na ficha técnica deste meio, o CN é um meio de cultura
seletivo e diferencial para isolamento e identificacdo de Ps. aeruginosa, uma vez que
apresenta a peptona de gelatina e o hidrolisado de caseina que sdo os substratos nutricionais
necessarios para o crescimento das Ps., o K.SO, e o0 MgCl. que estimulam a producao de
piocianina (pigmento azul, ndo fluorescente, soltivel em dgua e em cloroférmio), a cetrimida
que atua como um agente seletivo inibindo uma grande variedade de espécies bacterianas
incluindo varias espécies de Ps., exceto Pseudomonas aeruginosa, e o acido nalidixico que
atua inibindo outros géneros, como Klebsiella, Proteus e Providencia spp.. O agar é o agente

solidificante do meio de cultura.

2.1.3 - Meios e reagentes confirmatorios
Os meios e reagentes confirmatorios para Ps. aeruginosa sao usados quando estao

presentes colonias suspeitas de Ps. aeruginosa no meio e que necessitam confirmacao.

Os meios e reagentes usados sao o agar nutriente (podendo ser usados outros meios
alternativos, desde que nao sejam seletivos e nao contenham glicidos fermentaveis), o
reagente oxidase, o King B, o caldo de acetamida e o reagente de Nessler. A constituicao e
respetivas quantidades de cada componente de cada meio e reagente, bem como o modo de
preparacao encontram-se no Anexo A. Contudo, s3o meios e reagentes obtidos ja

preparados. (ISO 16266:2006, 2006).

2.1.4 - Aparelhos e material de vidro
O material usado ¢é o habitual de um laboratoério de microbiologia. Contudo, tem de se ter
especial atencdo ao material de vidro, a estufa, a lampada de ultravioleta (UV) e as

membranas de filtracao. (ISO 16266:2006, 2006).
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> O material de vidro é esterilizado a 121+3°C por 15 minutos na autoclave.
> A estufa é regulada a uma temperatura de 36+2°C.
> Alampada ultravioleta com comprimento de onda a 360+20 nm.

> As membranas de filtragcao de éster de celulose sao estéreis e com um poro de 0,45

um.

2.1.5 - Método de filtracao por membrana
No método de filtracao de membrana sao filtrados 100 mL da amostra de ACH através de

uma membrana de porosidade 0,45 um numa rampa de filtracdo estéril, figura 13.

Posteriormente, a membrana é colocada no meio CN, conforme esquematizado na figura

14. (IS0 16266:2006, 2006).

Figura 13. Filtracdo de 100 mL de ACH através de uma membrana de porosidade 0,45 um numa rampa de
filtracao estéril.
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Figura 14. Método de filtragdo por membrana.

2.1.6 - Incubacao

100 mL da

Retirar a
embrana e
oloca-la no
meio CN,
com o
quadriculado
para cima e
sem que haja
formacao de
bolhas de ar

Apos o processo de filtracdo, que permite que os microrganismos com didmetro superior

aos poros da membrana fiquem retidos na mesma, segue-se a incubacao. No caso da Ps.

aeruginosa a temperatura de incubagio é 36+2°C, figura 15, e sdo feitas leituras as 22+2

horas e as 44+4 horas. (ISO 16266:2006, 2006).

Figura 15. Estufa de incubacfo a 36+2°C.
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2.1.7 - Andalise das membranas e enumeraciao
Terminado o processo de incubacao, passa-se finalmente a observacdo das membranas. Na
observacdo das membranas podem ser observadas os seguintes tipos de colonias

carateristicas de Ps. aeruginosa (ISO 16266:2006, 2006):

> Colonias que produzem cor verde/azul (piocianina) e sao fluorescentes; todas sao

contadas como Ps. aeruginosa e nao necessitam de confirmacao;

> Colonias que nao produzem piocianina, ou seja, nao apresentam cor verde/azul,
mas quando expostas a radiacdo ultravioleta apresentam fluorescéncia sao

confirmadas pela produc¢ido de amoénia;

> Colonias que apresentam cor castanha/vermelha e nao apresentam fluorescéncia
sdo confirmadas através do teste da oxidase, pela producdo de amonia e pela

producao de fluorescéncia no meio King B.

Na tabela 5 pode analisar-se os testes de confirmagido que se realizam nas colénias que

crescem no meio CN de forma resumida.

Tabela 5. Testes de confirmacao a realizar nas colonias que crescem no meio CN.

Verde/azul e Fluorescente, mas Castanha/ .
Outro tipo
fluorescente sem cor verde/azul vermelha
Producio de amonia Nio testado v v Nio testado
Detecao de oxidase N3ao testado N3ao testado v N3o testado
Fluorescéncia no meio KingB  N&o testado Nao testado v Nao testado
Pseudomonas aeruginosa . ) . 5
Sim Sim Sim Nao

confirmadas

Em que v significa os testes de confirmag6es necessarios realizar de modo a confirmar a presenga de Ps.

aeruginosa.

2.1.8 - Confirmacio das col6nias
Apoés a analise das membranas, algumas vezes é necessario recorrer a confirmacao das
coldnias, e nesse caso usam-se os meios e reagentes mencionados anteriormente e que sao

explicados de forma mais detalhada a seguir (ISO 16266:2006, 2006):

> Agar nutriente
o Meio usado para inocular todas ou o maior ntimero possivel de colonias que

requerem confirmagdo, ou seja, um meio usado para aumentar o
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crescimento de colbonias suspeitas a fim de se conseguirem isolar e,
posteriormente, confirmar. Contudo, e como mencionado anteriormente,
podem ser usados outros meios alternativos, desde que nao sejam seletivos,
tal como o TSA, que foi 0 meio utilizado na implementacao do método e o

qual foi adquirido da Biokar Diagnostics (Beauvais, Franca).

> Teste da oxidase

o Existem vérios testes de oxidase disponiveis comercialmente e que podem
ser utilizados desde que se sigam as instrucoes do fabricante. Por exemplo,
as tiras de oxidase da PanReac AppliChem (Barcelona, Espanha) para a

detecao de Ps. aeruginosa, figura 16.
» O procedimento é facil e rapido e segue os seguintes passos (no caso
deste fabricante): 1) Pegar a tira e esperar até atingir a temperatura
ambiente; 2) Selecionar uma colénia bem desenvolvida na cultura e
retirar uma amostra com uma ansa de inocula¢ao; 3) Com a ansa de
inoculacao espalhar a colonia pela area de teste e por fim em 4)
avaliar o resultado imediatamente e se nos primeiros 60 segundos a
area de teste ficar azul entao o teste da oxidase é positivo. (PanReac
AplliChem, (s.d.)). Este teste tem como base a presenca de um
corante incolor como o N, N-dimetil-p-fenilenodiamina que ao ser
oxidado na presenca da enzima oxidase forma o azul de indofenol,
que é um composto colorido. Este procedimento esta apresentado na
figura 17. Contudo, as tiras de oxidase utilizadas neste estudo foram
adquiridas da Liofilchem (Roseto degli Abruzzi, Italia), mas que

seguem o processo de modo idéntico.
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Figura 16. Tiras PanReac AppliChem Oxidase, adaptada de (PVL, ( s.d.)).
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TA: temperatura ambiente
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A
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Figura 17. Procedimento do teste da oxidase, adaptada de (PanReac AplliChem, (s.d.)).

> Meio King B
o Inoculam-se as colonias a confirmar a partir da sementeira em TSA (Biokar
Diagnostics, Beauvais, Franca) em meio King B, figura 18, obtido da Biokar
Diagnostics (Beauvais, Franca) e incubam-se a 36+2°C durante 24 horas até
5 dias. Durante este tempo examina-se diariamente a presenca de
fluorescéncia, caso seja verificada fluorescéncia regista-se como positiva e
passa-se a altima confirmacao.

» Este meio tem como principio a detecao da sintese de pioverdina, um
pigmento produzido pela bactéria em causa. A presenca de sulfato de
magnésio proporciona os catides para a ativacao da pioverdina, o que
leva a uma alteracao da cor do meio de cultura que se torna amarelo-
esverdeado fluorescente e apresenta fluorescéncia quando exposto a

radiacao UV (Solabia Group, 2022).

Figura 18. Meio King B, (Solabia Group, 2022).
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> Caldo de acetamida
o Inoculam-se as colonias a confirmar a partir da sementeira em TSA (Biokar
Diagnostics, Beauvais, Franca) num tubo de caldo de acetamida, figura 19,
adquirido da Biokar Diagnostics (Beauvais, Franca), e incubam-se a 36+2°C
por 22+2 horas. Apds a incubacgdo, adiciona-se 1 a 2 gotas do reagente de
Nessler, adquirido da PanReac AppliChem (Barcelona, Espanha) e
examinam-se os tubos. Caso haja producao de amoénia a partir da acetamida
ha uma variacdo de cor de amarelo para vermelho-tijolo e confirma-se a

presenca de Ps. aeruginosa.

]

Figura 19. Tubo de caldo de acetamida, (Solabia Group, 2022).

Na figura 20 esta representado um esquema resumo dos passos a seguir de modo a

confirmar a presenca desta espécie nas amostras de agua.
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Colbnias no
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Cor verde/azul

Exposicao a luz
e fluorescente

UV 360+20 nm

Pseudomonas Cor castanha/ Fluorescentes,
aeruginosa vermelha, sem mas sem cor
confirmadas fluorescéncia verde/azul

Testeda
Testeda producao de
oxidase amonia a partir
da acetamida
Oxidase Alteracao de
positiva, cor de amarelo
averigua-se a para vemelho-
presenca de tijolo
fluorescéncia a
partir do teste
King B
Pseudomonas
aeruginosa
Fluorescéncia confirmadas
positiva, teste
da producao de

amonia a partir
da acetamida

Alteracao de
cor de amarelo
para vermelho-

tijolo

Pseudomonas
aeruginosa
confirmadas

Figura 20. Resumo dos passos a seguir de modo a verificar a presenca de Ps. aeruginosa.
*Coldnias a 36+2°C e visualizadas as 22+2 horas e as 44+4horas.
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Capitulo 3 - Implementacao do método de
filtracao por membrana para a deteciao e

enumeracao de Pseudomonas aeruginosa

3.1 - Preparacao de culturas de trabalho

Para a implementacao deste método os microrganismos usados foram Ps. aeruginosa, Ps.
putida, Ps. aeruginosa formadora de colénias brancas (fluorescentes e sem pigmento
verde/azul) e Ps. aeruginosa formadora de colonias castanhas/vermelhas. As preparacoes

das culturas de trabalho foram efetuadas como descrito em 1.4.7.

3.2 - Preparacao de suspensoes para teste

Para a preparacao de suspensoes para teste, apos o tempo de incubaciao das culturas de
trabalho em meio liquido foram realizadas sucessivas dilui¢oes, figura 21, e, posteriormente,
realizadas sementeiras em placas com o meio TSA (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca),
de modo a determinar a sua concentracdo, tal como descrito em 1.4.7. A partir da
concentracao obtida, foram efetuados os célculos para determinar o volume adequado para

a contaminacao das ACH.

Figura 21. Dilui¢oes sucessivas das culturas de trabalho em meio liquido. Exemplo: Ps. aeruginosa.
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3.3 - Contaminacao de amostras de agua para ensaios

As amostras de agua foram recolhidas de diferentes lugares do laboratério e,
posteriormente, contaminadas com diferentes tipos de Pseudomonas, como representado

na tabela 6.
Os microrganismos usados nas contaminacoes foram:

- Ps. aeruginosa WDCM (Centro Mundial de Dados para Microrganismos) 00024

(colonias verdes/azuis);
- Ps. aeruginosa WDCM 00025 (colénias verdes/azuis);

- Ps. aeruginosa colonias castanhas/vermelhas (estirpe selvagem, identificada por
MALDI-TOF, D/1825/24);

- Ps. aeruginosa colonias brancas (estirpe selvagem, identificada por MALDI-TOF,
D/1826/24);

- Ps. putida ATCC (Colecao de Culturas do Tipo Americano) 49128;
- Enterococcus faecalis WDCM 00087;

- Staphylococcus aureus WDCM 00034;

- Bacillus subtilis WDCM 00003;

- E. coli WDCM 00012.

Tabela 6. Contaminacio das amostras de 4gua para o célculo da incerteza.

Lote A Lote B Contetido da amostra
Amostra 1 Analista 1 Analista 3 Ps. aeruginosa WDCM 00024 + Ps. putida WDCM 49128
Amostra 2 Analista 2 Analista 1 Ps. aeruginosa colonias castanhas
Amostra 3 Analista 3 Analista 5 Ps. aeruginosa colonias brancas

Amostra 4 Analista 4 Analista 6 Ps. aeruginosa colonias castanhas + Ps. putida ATCC 49128

Amostra 5 Analista 5 Analista 4 Ps. aeruginosa WDCM 00024

Amostra 6 Analista 6 Analista 2 Ps. aeruginosa colbnias brancas + Ps. putida ATCC 49128
Amostra 7 Analista 2 Analista 3 Ps. aeruginosa colonias castanhas + Ps. putida ATCC 49128
Amostra 8 Analista 1 Analista 4 Ps. aeruginosa colonias brancas

Amostra 9 Analista 3 Analista 5 Ps. aeruginosa WDCM 00024 + Ps. putida ATCC 49128
Amostra 10 Analista 4 Analista 6 Ps. aeruginosa WDCM 00024

Amostra 11 Analista 5 Analista 5 Ps. aeruginosa colonias brancas + Ps. putida ATCC 49128
Amostra 12 Analista 4 Analista 3 Ps. aeruginosa colonias castanhas
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Nos ensaios realizados para o calculo da incerteza variaram-se o maior ntimero de
parametros possiveis: o analista (6 analistas diferentes), o inicio do ensaio (ensaios
realizados a diferentes horas do dia) e o lote (usados 2 lotes diferentes do meio CN: A e B),

de modo a englobar todas as variaveis possiveis.

Todos os analistas que participaram nos ensaios sdo colaboradores qualificados e com uma
vasta experiéncia na realizacdo das diversas etapas, o que é um fator importante na

implementac¢ido do método.

Para além das 12 amostras mencionadas foram contaminadas mais 3 amostras para estudar

arepetibilidade, tabela 7, e mais 5 para estudar a performance do método, tabela 8.

Tabela 7. Contaminacdo das amostras de agua para o célculo da repetibilidade.

Contetido da amostra

Amostra 13 Analista 2 Ps. aeruginosa WDCM 00024
Amostra 14 Analista 1 Ps. aeruginosa colonias brancas
Amostra 15 Analista 3 Ps. aeruginosa colonias brancas + Ps. aeruginosa colonias castanhas

Tabela 8. Contaminacao das amostras de agua para a verificacdo das carateristicas de performance do método.

Contetido da amostra

Amostra 16 Analista 1 Ps. aeruginosa WDCM 00024 + E. coli WDCM 00012 + MIX 1
Amostra 17 Analista 1 Ps. aeruginosa WDCM 00024 + MIX 1

Amostra 18 Analista 1 Ps. aeruginosa coldnias castanhas + E. coli WDCM 00012 + MIX 1
Amostra 19 Analista 1 Ps. aeruginosa coldnias brancas + E. coli WDCM 00012 + MIX 1
Amostra 20 Analista 1 Ps. aeruginosa WDCM 00025

Em que MIX 1: Enterococcus faecalis WDCM 00087 + Staphylococcus aureus WDCM 00034 + Bacillus
subtilis WDCM 00003

3.4 - Filtracao por membrana das amostras contaminadas

As amostras contaminadas foram filtradas conforme mencionado em 2.1.5, ou seja, 100 mL
de cada amostra de ACH foi filtrada através de membranas de porosidade de 0,45 um e
colocadas no meio CN (OXOID, Wesel, Alemanha). Posteriormente, foram incubadas a

36+2°C em aerobiose e as colonias contadas as 22+2 horas e as 44+4 horas.

3.5 - Repicagem das estirpes
Apo6s o tempo de incubacao e contagem das coldnias repicaram-se as colonias suspeitas para

meio que permitiu o seu crescimento, o meio TSA (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca).
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A seguir, foram incubadas as placas de TSA (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca) durante

2212 horas a 36+2°C porque apo6s este tempo foram efetuadas as confirmacdes necesséarias.

Na figura 22 é apresentada uma membrana com Ps. aeruginosa formadora de colonias
verdes/azuis, na figura 23 Ps. aeruginosa formadora de colonias castanhas/vermelhas e na

figura 24 Ps. aeruginosa formadora de coldnias brancas.

Figura 22. Ps. aeruginosa formadora de colonias verdes/azuis.

Figura 23. Ps. aeruginosa formadora de col6nias castanhas/vermelhas.
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Figura 24. Ps. aeruginosa formadora de colonias brancas.

3.6 - Confirmacao das estirpes

Na confirmag¢io das coldénias suspeitas de Ps. aeruginosa, consoante o tipo de coldnias,

estas foram confirmadas de acordo o estipulado na norma ISO 16266:2006. Contudo, na

implementacao do método, segundo o descrito na norma ISO 13843:2017 - Qualidade da

agua - Requisitos para o estabelecimento das carateristicas de desempenho dos métodos

microbiologicos quantitativos, para avaliar a performance do método, as colénias devem ser

confirmadas com um teste de confirmacdo secundério. Na tabela 9 estd um resumo dos

testes de confirmacao obrigatoérios e secundérios que foram realizados.

Tabela 9. Testes de confirmacao obrigatorios e secundarios efetuados nas coldénias de Ps. aeruginosa.

Testes de confirmacao Testes de confirmacao
obrigatdrios secundéarios
Colobnias verdes/azuis e fluorescentes Nenhum Teste da oxidase
Colobnias brancas Producio de amonia Producio de fluorescéncia
Colbnias castanhas/vermelhas Teste da oxidase TSI

Producao de fluorescéncia

Producio de amonia

Em que: TSI (Agar Ferro de Actcar Triplo)

3.6.1 - Colénias verdes/azuis

As colonias verdes/azuis e fluorescentes sao imediatamente consideradas resultado positivo

para a presenca de Ps. aeruginosa. Contudo, foi realizado o teste da oxidase, com as tiras

de oxidase (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italia), como teste complementar e verificou-

-se que todas as coldnias testadas ao teste da oxidase mudaram para cor azul, o que significa

que testaram positivo.
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3.6.2 - Coldnias castanhas/vermelhas

As colonias castanhas/vermelhas sdo suspeitas de Ps. aeruginosa e foram efetuados trés
testes de confirmacao: o teste da oxidase, o teste da producao de fluorescéncia e o teste da
producao de amoénia. Para além destes, foi realizado um teste complementar, que consistia
em verificar a fermentacdo de acgucares, sendo usado o meio de cultura TSI (Biokar

Diagnostics, Beauvais, Franca).

Inicialmente, realizou-se o teste da oxidase e todas as colonias testadas deram resultado
positivo. Seguidamente, verificou-se a presenca de fluorescéncia a partir do teste King B

(Biokar Diagnostics, Beauvais, Francga) e verificou-se um resultado positivo, figura 25.

Figura 25. Producao de fluorescéncia pelas colonias castanhas /vermelhas através do teste King B.

De forma a garantir que os ensaios ocorreram sem qualquer desvio ao método, a fase das
confirmacoes das colonias suspeitas foi acompanhada por um controlo positivo e por um
controlo negativo. Desta forma, o controlo positivo foi efetuado inoculando Ps. aeruginosa
no meio King B (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca) e o controlo negativo inoculando a

espécie E. coli, que nao é produtora de fluorescéncia, figura 26.
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Figura 26. Controlo positivo e negativo no meio King B. A - Controlo negativo: E. coli. B - Controlo positivo: Ps.
aeruginosa.

Continuamente, realizou-se o teste da producao de amoénia a partir do caldo de acetamida
(Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca), ao qual se adicionou o reagente de Nessler
(PanReac AppliChem, Barcelona, Espanha) e se verificou que todas as colonias testadas
produziram amoénia, figura 27. Do mesmo modo, foram efetuados os controlos positivo e
negativo. O controlo positivo inoculado com a espécie Ps. aeruginosa e o controlo negativo
com a espécie E. coli, que nao consegue produzir amoénia a partir da acetamida e

consequentemente nao ha uma mudanca de cor do meio para vermelho-tijolo, figura 28.

Figura 27. Producdo de amoénia a partir da acetamida pela Ps. aeruginosa formadora de colbnias
castanhas/vermelhas.
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Figura 28. Controlo positivo e negativo no meio caldo de acetamida. A - Controlo positivo: Ps. aeruginosa. B -
Controlo negativo: E. coli.

Por fim, e como teste complementar analisou-se a fermentacao de actcares através do meio
TSI (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca). Este meio apresenta cor vermelha e na presenca
de microrganismos fermentadores muda a cor para amarelo - na rampa se forem
fermentadores de lactose e/ou sacarose e na base se forem fermentadores da glucose -,
devido ao indicador de pH vermelho de fenol. Uma vez que a espécie Ps. aeruginosa nao é
fermentadora o meio mantém-se vermelho, enquanto a Salmonella spp., espécie usada
como controlo positivo, ao ser fermentadora produz uma mudanca de cor do meio e, para
além disso, ao ser produtora de sulfeto de hidrogénio vai levar ao aparecimento de um
precipitado preto na parte inferior do agar e devido a formacao de gas podem surgir fissuras,
ruturas ou bolhas no meio, figura 29. Todas as colénias submetidas ao teste da fermentacao
de acticares apresentaram rampa e base sem alteracao de cor o que significa a presenca de

Ps. aeruginosa, tal como esperado, figura 30.
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Figura 29. Controlo positivo e negativo no meio TSI. A - Controlo positivo: Salmonella spp.. B - Controlo
negativo: Ps. aeruginosa.

Figura 30. Avaliacdo de fermentacao de aglicares através do meio TSI pela espécie Ps. aeruginosa.

3.6.3 - Coldnias fluorescentes sem pigmento (brancas)

As colobnias fluorescentes que nao apresentam pigmento sao suspeitas de Ps. aeruginosa e
entao realizou-se o teste da produc¢ao de amoénia como teste de confirmacao, ao qual todas
as coldnias testaram positivo, figura 31. Contudo, como teste complementar avaliou-se a
producao de fluorescéncia a partir do meio King B (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca) e

ao qual todas as colonias também se verificam positivas, figura 32.
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Figura 31. Producdo de amoénia a partir da acetamida pela Ps. aeruginosa formadora de colonias brancas.

Figura 32. Producao de fluorescéncia pela Ps. aeruginosa formadora de colénias brancas através do teste King
B.

3.7 - Controlo de qualidade do meio de cultura

O controlo de qualidade ao meio CN (OXOID, Wesel, Alemanha) é essencial de modo a
garantir que o meio de cultura cumpre com o estipulado na norma ISO 11133:2014/Amd
2:2020 - Microbiologia de alimentos, racdo animal e &gua - Preparacgdo, producdo,
armazenamento e testes de desempenho de meios de cultura. Para tal, analisou-se a

esterilidade, a produtividade e a seletividade do meio de cultura.
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3.7.1 - Esterilidade, produtividade e seletividade

Na esterilidade foi colocada uma placa de meio CN (OXOID, Wesel, Alemanha) nas
condicoes de tempo e temperatura recomendadas para a analise da estirpe em estudo. Apos
o tempo de incubacao nas respetivas condi¢oes nao se verificou crescimento de colbnias, o

que indica que o meio é estéril. (ISO 11133:2014/Amd 2:2020, 2020).

Na produtividade (Pg) avaliou-se o nivel de recuperacao do microrganismo alvo no meio de
cultura. Para tal, a partir das suspensoes preparadas escolheu-se a diluicao de forma a ter
contagens aproximadamente de 80 UFC por placa e avaliou-se o racio obtido entre o
namero de UFC obtidas no meio de cultura teste (Ng), neste caso o CN (OXOID, Wesel,
Alemanha), e o nimero de UFC obtidas no meio de cultura de referéncia (Ng), sendo neste
estudo utilizado o TSA (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca). (ISO 11133:2014/Amd
2:2020, 2020). Contudo, e de forma a evitar o aglomerado de coldnias a anélise foi feita em
duplicado de maneira a obter menos colonias por placa para facilitar a contagem sendo no
final feita a média dos duplicados. O calculo para a Py foi feito através da equacao 1, definida

pela ISO 11133:2014/Amd 2:2020.

Ng

Pr= No @)

Uma vez que, na analise foram utilizados dois lotes diferentes de CN (OXOID, Wesel,

Alemanha), entao o calculo da produtividade foi efetuado para os dois lotes.

Lote A:
Ng + Ng 48 + 36
Proy= 2= 2 =% 004 (2
R(A)_N0+NO_44+45_44,5_ ! ©)
2 2
Lote B:
Ng + Ng 37+ 39
Prpy= 2= 2= 0 _0g9 (3
R®Z N +No ~ 41+44 425 289 G
2 2

Obtidos os valores de 0,94 e 0,89 para a Pr dos meios de cultura, verificou-se que estes
valores cumprem com o descrito na norma ISO 11133:2014/Amd 2:2020 que define que a

P deve serigual ou superior a 0,7, devido ao meio de cultura ser seletivo, e igual ou inferior
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a 1,4. Uma vez que, ambos os lotes apresentaram produtividade superior a 0,7 conclui-se

que o meio CN (OXOID, Wesel, Alemanha) apresenta uma boa produtividade.

Na seletividade avaliou-se o grau de inibicdo do microrganismo nao alvo, isto é, avaliou-se
se o meio tinha a capacidade de apenas permitir o crescimento da estirpe alvo impedindo o
crescimento das restantes. Para tal, utilizou-se uma suspensao com o minimo de 104 UFC e
semeou-se o meio de cultura CN (OXOID, Wesel, Alemanha) com as estirpes E. coli e
Enterococcus faecalis e incubaram-se as placas. Ap6s o tempo de incubacao verificou-se
total inibicao dos microrganismos nao alvo, o que nos indica que o meio CN (OXOID, Wesel,

Alemanha) apresenta uma boa seletividade. (ISO 11133:2014/Amd 2:2020, 2020).

3.8 - Verificacao das carateristicas de performance do método

Na analise das carateristicas de performance do método sao descritos os procedimentos
efetuados com o intuito de verificar se o método é adequado ao fim a que se destina. Para
tal, foi analisada a sensibilidade, a especificidade, a taxa de falsos positivos, a taxa de falsos
negativos, a seletividade, a eficiéncia, a repetibilidade e a incerteza conforme a norma ISO

13843:2017. Para além destas anélises foi também avaliada a precisao e a exatidao.

Para a verificacao das carateristicas de performance do método foram contaminadas 5
amostras, como mencionado na tabela 8, estando apresentado na tabela 10 os resultados
obtidos. Como referido anteriormente, todas as colonias suspeitas foram confirmadas
também com um teste complementar, tabela 9. Apos este passo, as carateristicas de
performance do método foram calculadas de acordo com o niimero de colénias suspeitas e

confirmadas nas 5 amostras.

Tabela 10. Resultados obtidos na avaliagio das carateristicas de performance do método.

Colonias suspeitas Colonias confirmadas
Amostra 16 23 colonias verdes/azuis 23/23
Amostra 17 22 colonias verdes/azuis 22/22
Amostra 18 33 colonias castanhas/vermelhas 33/33
Amostra 19 43 colonias brancas 43/43
Amostra 20 43 colonias verdes/azuis 43/43
164/164 (total)
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3.8.1 — Sensibilidade, especificidade, taxa de falsos positivos, taxa de falsos
negativos, seletividade e eficiéncia

Na sensibilidade aferimos se todas as colonias positivas sdo detetadas, isto é, se todas as
colonias presuntivas positivas s3o efetivamente positivas, evitando assim os falsos

negativos. (ISO 13843:2017, 2017).

Na especificidade examinamos se todas as colonias negativas sdo identificadas, isto é, se
todas as colbnias presuntivas negativas sao concretamente negativas, evitando assim os

falsos positivos. (ISO 13843:2017, 2017).

A taxa de falsos positivos representa a fracao de coldonias dadas como resultado positivo que
posteriormente se verificam ser colonias de microrganismos nao alvo. Enquanto, a taxa de
falsos negativos representa a fracdo de colonias dadas como resultado negativo que

posteriormente se verificam ser colonias do microrganismo alvo. (ISO 13843:2017, 2017).

A seletividade representa a razao entre o nimero de colénias alvo e o nimero total de

coldnias no volume da amostra. (ISO 13843:2017, 2017).

A eficiéncia representa a fracdo total de colénias atribuidas corretamente na contagem

presuntiva. (ISO 13843:2017, 2017).

Estas carateristicas sdo expressas na forma de um diagrama 2x2 segundo a norma ISO

13843:2017, tabela 11, e apresenta-se os respetivos calculos na tabela 12.

Tabela 11. Carateristicas de performance expressas num diagrama 2x2 segundo a norma ISO 13843:2017 -
Qualidade da 4gua - Requisitos para o estabelecimento das carateristicas de desempenho dos métodos

microbioldgicos quantitativos.

Colonias presuntivas Total de colonias
+ -
Colobnias + a b a+b
confirmadas - c d c+d
a+c b+d n

Onde:

a— numero de coldnias tipicas confirmadas como sendo o microrganismo alvo no teste de confirmacao primario,

cuja identidade é apoiada pelo teste de identificacdo secundario (verdadeiros positivos).

b — ntmero de colénias atipicas, ou colénias tipicas negativas no teste confirmatério primario identificadas

como sendo o microrganismo alvo pelo teste de identificacdo secundéria (falsos negativos).

¢ — namero de coldnias tipicas confirmadas como sendo o organismo alvo pelo teste de confirmacao primaério,
que posteriormente se demonstra nao serem o microrganismo alvo pelo teste de identificagdo secundario (falsos

positivos).
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d — nimero de coldnias atipicas ou coldnias tipicas que sdo negativas no teste de confirmacgao priméario que sao
demonstradas pelo teste de identificacdo secundaria como nao sendo o microrganismo alvo (verdadeiros

negativos).

n — namero total de coldnias.

Tabela 12. Calculo das carateristicas de performance do método com os resultados obtidos.

Colénias presuntivas Total de colénias
+ -
Colénias + 164 0 164
confirmadas - 0 0 0
164 0 164

Onde:

Sensibilidade = a/(a+b) = 1 (em percentagem, 100%)
Especificidade = d/(c+d) = 0 (em percentagem, 0%)

Taxa de falsos positivos = ¢/(a+c) = 0 (em percentagem, 0%)
Taxa de falsos negativos = b/(b+d) = 0 (em percentagem, 0%)
Seletividade = a/n = 1 (em percentagem, 100%)

Eficiéncia = (a+d)/n = 1 (em percentagem, 100%)

3.8.2 - Repetibilidade

Na repetibilidade avaliamos a precisao dos resultados, para tal é realizada a analise de 10
replicados da mesma amostra nas mesmas condicoes, isto ¢, no mesmo dia, pelo mesmo
técnico, num curto periodo de tempo, incubadas na mesma estufa e com o mesmo lote de
meio de cultura. Para esta avaliacdo foram analisadas 3 amostras, tal como descrito na
tabela 7. Os resultados das contagens estdo representados na tabela 13 e os resultados do
calculo da média aritmética, da variancia, da variancia relativa operacional e do indice de

dispersao de Poisson na tabela 14. (ISO 13843:2017, 2017).

Tabela 13. Contagem de col6nias nas amostras de avaliacdo da repetibilidade.

Contagens
Amostra13y 43 45 26 36 30 30 28 31 37 32
Amostra14 74 62 66 65 61 55 65 67 50 46
Amostra1; 64 78 78 66 70 68 55 67 69 67
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Tabela 14. Resultados do calculo da média aritmética, da variancia, da variancia relativa operacional e do indice

de dispersao de Poisson.

. ] Indice de
o ) . Variancia relativa . .
Média aritmética Variancia . dispersdo de
operacional .

Poisson
Amostra 13 33,8 39,956 0,005 10,639
Amostra 14 61,1 71,656 0,003 10,555
Amostra 15 68,2 43,956 -0,005 5,801

Onde:
Média aritmética (X):

X +Xo+ ..+ Xp

(4
Variancia (s2):
Y (x-x)?
o O
Variancia relativa operacional (u3):
S2-X
= (6)
Indice de dispersdo de Poisson (x2.,):
n>x2- 2
>x2-(Xx) o
>x

A avaliacao da repetibilidade é realizada comparando os valores do indice de dispersdo de
Poisson com o valor critico de 5% da distribuicdo do Qui-Quadrado para 10-1 graus de
liberdade: 16,919 (valor tabelado). Uma vez que, os 3 valores obtidos nas amostras
analisadas sao inferiores ao valor previsto pela distribuicio de Qui-Quadrado podemos
concluir que a dispersdao dos microrganismos nao € significativamente diferente da

distribuicao de Poisson. (ISO 13843:2017, 2017).
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Para além disto, podemos verificar que a média da variancia relativa operacional das 3
amostras € 0,001, o que leva a um resultado do desvio-padrao relativo da repetibilidade (%)

de 3,2%, a partir da equacao 8. (ISO 13843:2017, 2017).

Juzx100 (8)

3.8.3 - Incerteza

A incerteza ¢é definida como um parametro que carateriza a dispersao dos valores e permite
atribuir ao mensurando um intervalo de valores aceitaveis. O calculo da incerteza, tabela 15,
foi feito de acordo com a norma ISO 29201:2012 - Qualidade da 4gua - A variabilidade dos

resultados dos testes e a incerteza da medicao dos métodos de enumeracao microbiolégica.

Tabela 15. Célculo da incerteza para a quantificagdo de Pseudomonas.

[}
2 R C 3
3 o = < l§" % g
-~ =2 Q9 8 g £ % ERERG 58 &
g T 9 e & E B & 8 B T gz
— ~— 7] ~—~ s ~—~ = T —
g 8 S Q 53 5 3 > Q
2 2 B ~ ] S B S
g I S o
§ £ % -
(Lgne: - média (0,1886)/
Na N2 Lgna Lgne U?R-U%d
Lg Ilcz)A 2/2 (I’lclincz) Neci
1 1 3 46 54 1,6628 1,7324 0,0024 50,0 0,0038 0,0000
2 1 3 46 62 11,6628 1,7924 0,0084 54,0 0,0035 0,0049
3 1 3 44 54 1,6435 1,7324 0,0040 49,0 0,0038 0,0001
4 1 3 44 62  1,6435 1,7924 0,0111 53,0 0,0036 0,0075
5 2 1 36 46 1,5563 1,6628 0,0057 41,0 0,0046 0,0011
6 2 1 36 44 1,5563 11,6435 0,0038 40,0 0,0047 0,0000
7 2 1 41 46 1,6128 11,6628 0,0012 43,5 0,0043 0,0000
8 2 1 41 44 1,6128 1,6435 0,0005 42,5 0,0044 0,0000
9 3 5 64 41 1,8062 1,6128 0,0187 52,5 0,0036 0,0151
10 3 5 64 52 18062 1,7160 0,0041 58,0 0,0033 0,0008
11 3 5 60 41 1,7782  1,6128 0,0137 50,5 0,0037 0,0099
12 3 5 60 52 1,7782 1,7160 0,0019 56,0 0,0034 0,0000
13 4 6 30 31 1,4771  1,4914 0,0001 30,5 0,0062 0,0000
14 4 6 30 36 14771  1,5563 0,0031 33,0 0,0057 0,0000
15 4 6 48 31  1,6812 1,4914 0,0180 39,5 0,0048 0,0133
16 4 6 48 36 1,6812 11,5563 0,0078 42,0 0,0045 0,0033
17 5 4 37 33 11,5682 11,5185 0,0012 35,0 0,0054 0,0000
18 5 4 37 34 15682 1,5315 0,0007 35,5 0,0053 0,0000
19 5 4 30 33 1,4771 1,5185 0,0009 31,5 0,0060 0,0000
20 5 4 30 34 14771 1,5315 0,0015 32,0 0,0059 0,0000
21 6 2 31 27  1,4914 1,4314 0,0018 29,0 0,0065 0,0000
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22 6 2 31 37 1,4914 11,5682
23 6 2 34 27 15315 14314
24 6 2 34 37 15315 1,5682
25 2 3 31 45 14914 1,6532
26 2 3 31 45 1,4914 1,6532
27 2 3 34 45 1,5315 11,6532
28 2 3 34 45 15315 1,6532
29 1 4 75 56 1,8751 11,7482
30 1 4 75 81 11,8751  1,9085
31 1 4 70 56 1,8451 11,7482
32 1 4 70 81 1,8451 11,9085
33 3 5 26 290 1,4150 1,4624
34 3 5 26 35 1,4150 1,5441
35 3 5 28 29 14472 1,4624
36 3 5 28 35 14472 1,5441
37 4 6 55 65 1,7404 1,8129
38 4 6 55 68 1,7404 1,8325
39 4 6 61 65 11,7853 1,8129
40 4 6 61 68 11,7853 1,8325
41 5 4 45 53 16532 11,7243
42 5 4 45 59 1,6532 11,7709
43 5 4 38 53 1,5798 1,7243
44 5 4 38 59 15798 11,7709
45 4 3 50 75 11,6990 1,8751
46 4 3 50 71 16990 1,8513
47 4 3 53 75 1,7243 1,8751
48 4 3 53 71 11,7243 1,8513

0,0030
0,0050
0,0007
0,0131
0,0131
0,0074
0,0074
0,0080
0,0006
0,0047
0,0020
0,0011
0,0083
0,0001
0,0047
0,0026
0,0042
0,0004
0,0011
0,0025
0,0069
0,0104
0,0183
0,0155
0,0116
0,0114
0,0081
0,0059

34,0
30,5
35,5
38,0
38,0
39,5
39,5
65,5
78,0
63,0
75,5
27,5
30,5
28,5
31,5
60,0
61,5
63,0
64,5
49,0
52,0
45,5
48,5
62,5
60,5
64,0
62,0

0,0055
0,0062
0,0053
0,0050
0,0050
0,0048
0,0048
0,0029
0,0024
0,0030
0,0025
0,0069
0,0062
0,0066
0,0060
0,0031
0,0031
0,0030
0,0029
0,0038
0,0036
0,0041
0,0039
0,0030
0,0031
0,0029
0,0030
0,0044

0,0000
0,0000
0,0000
0,0081
0,0081
0,0026
0,0026
0,0052
0,0000
0,0017
0,0000
0,0000
0,0021
0,0000
0,0000
0,0000
0,0012
0,0000
0,0000
0,0000
0,0033
0,0063
0,0144
0,0125
0,0085
0,0084
0,0050
0,0026

Em suma, os resultados sdo os seguintes:

Variancia da distribuicao (variancia intrinseca) - u24 = 0,0044

Variancia da distribuicao relativa (variancia intrinseca relativa) - u2q e = 0,0233

Incerteza intrinseca - ug= 0,0663

Incerteza intrinseca relativa - ug e = 15%
Variancia operacional - u2, = 0,0026
Variancia operacional relativa - u2, ;1= 0,0138
Incerteza operacional - u, = 0,0510

Incerteza operacional relativa - u re1 = 12%
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O célculo foi feito a partir da analise em paralelo de 48 amostras naturais contaminadas
com Ps. aeruginosa WDCM 00024, Ps. aeruginosa coldnias brancas, Ps. aeruginosa
colonias castanhas e Ps. putida ATCC 49128, conforme descrito na tabela 6, obtendo-se

assim o valor de incerteza operacional relativa de 12%.

3.8.4 - Precisao

A precisao mede a proximidade dos resultados dos ensaios, sendo o critério de precisao
intermediaria para a quantificagdo de Ps. aeruginosa em ACH apurado a partir da analise
de ensaios em duplicado e em paralelo, a partir dos quais é possivel o calculo da amplitude

média e estabelecido o critério de aceitacao de resultados a usar no CQ de rotina, conforme

representado no figura 33.

Amplitudes dos
o

duplicados/paralelos emlog, ,

o
o
G

o

13 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47
Amostras

n=48
Rmédio = 0,079
Critério de aceita¢do = 0,26

Figura 33. Célculo da precisao intermediéria e do critério de aceitacao.
A partir de 48 amostras (duplicados/paralelos) analisadas, obteve-se um Rm¢gio de 0,079 0

que leva a um critério de aceitacao de 0,26 log,,, com base na equacao 9.

Rmeédio*x3,27 (9)

3.8.5 - Exatidao

A exatidao mede a proximidade entre os resultados de um ensaio com os resultados reais.
Este laboratorio ja participou em inimeros ensaios interlaboratoriais e apresenta um vasto
histérico de bons resultados em varias matrizes de aguas, incluindo ACH, o que é um

indicador de resultados fidedignos. Para além disso, os resultados obtidos apresentaram-se
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dentro da amplitude apresentada pelo programa organizador, sendo por isso considerados

satisfatorios.
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Capitulo 4 - Conclusao

Pseudomonas aeruginosa é um microrganismo que pode ser encontrado nos mais variados
ambientes, desde naturais a hospitalares. Este fator pode ser atribuido a sua grande
versatilidade genética. Além disso, esta particularidade também lhe permite produzir
diversos fatores de viruléncia e fornecer uma grande resisténcia a antibioticos. Todas estas
carateristicas e a capacidade de formar biofilmes contribuem para que Ps. aeruginosa possa

causar graves problemas a nivel de satide ptblica.

A nivel legislativo nao existe uma obrigatoriedade para a analise deste parametro em aguas
de consumo humano. Contudo, devido ao perigo que pode representar para a saude publica,
principalmente para doentes imunocomprometidos e/ou hospitalizados, é aconselhavel a

sua pesquisa em determinados ambientes.

Com este trabalho pretendeu-se implementar o método “Detecao e enumeracao de Ps.
aeruginosa em aguas de consumo humano”, garantindo assim que o laboratério além de
estar apto para efetuar este ensaio, produz dados de desempenho similares aos dados

estabelecidos numa validacdo primaria.

Durante o estudo de implementacao, foi verificado se o meio de cultura cumpria com o
estipulado na norma ISO 11133:2014/Amd 2:2020. Para além disso, foram avaliados os
parametros descritos na norma ISO 13843:2017 para a verificacio do método:
sensibilidade, especificidade, taxa de falsos positivos, taxa de falsos negativos, eficiéncia,
repetibilidade e estimativa da incerteza. Ainda foi calculado o critério de precisao e avaliada

a exatidao.

Na analise de controlo de qualidade ao meio de cultura, verificou-se que o meio de cultura
se encontrava estéril, seletivo e apresentava taxas de produtividade de 0,94 e 0,89.
Concluindo que o meio de cultura utilizado nos ensaios cumpria com o controlo de

qualidade estipulado.

Na avaliagcao das carateristicas de performance do método, constatou-se que o método é
100% sensivel, seletivo e eficiente, 0% especifico e com uma taxa de falsos positivos e falsos
negativos nula. No célculo da repetibilidade, que apresentou um resultado de 3,2%,
permitiu concluir que a dispersao dos microrganismos, nas 3 amostras analisadas para o
efeito, ndo ¢é significativamente diferente da distribuicdo de Poisson. Na estimativa da
incerteza, foram analisadas 48 amostras de agua de consumo humano em paralelo e onde
todas as componentes possiveis foram variadas, tendo sido obtido um valor de incerteza

operacional relativa de 12%.
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O critério de precisao foi obtido a partir de 48 amostras, para tal foram usados resultados
obtidos em ensaios efetuados em duplicado e em paralelo, tendo sido obtido um valor de

0,26 log,, como critério de aceitacao.

Como laboratorio acreditado, e no cumprimento do estipulado na norma NP EN ISO/IEC
17025:2018, o laboratorio participa regularmente em ensaios interlaboratoriais, avaliando
assim a sua exatiddo. Os resultados obtidos apresentaram-se dentro da amplitude

apresentada pelo programa organizador, sendo por isso considerados satisfatorios.

Avaliando todos os resultados obtidos e sendo estes realizados por analistas qualificados
pode-se concluir que a metodologia é adequada aos fins a que se destina e que o laboratério

se encontra apto para efetuar este ensaio.

A nivel pessoal, este estagio curricular foi muito enriquecedor. Uma vez que, fui parte
integrante na rotina de um laboratério e adquiri diversos conhecimentos nos diferentes
setores do laboratorio de microbiologia, desde a preparagiao dos meios, a analise das 4guas,
dos alimentos e dos cosméticos, as repicagens, as leituras e confirmacoes e, por fim, a
preparacao de culturas de trabalho e de suspensoes para teste. Para além da rotina do
laboratoério acompanhei e participei na implementacao do método “Detecao e enumeracao
de Ps. aeruginosa em aguas de consumo humano”, um método importante a nivel de satide
publica, que me permitiu aprender os procedimentos necessarios para que isso fosse
possivel. Desde a leitura e conhecimento das normas, a contaminacgao de 4guas para os fins

propostos, a analise das 4guas e, por fim, a interpretacio dos resultados obtidos.
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Anexo A - Preparacao dos meios e reagentes

de confirmacao de Pseudomonas aeruginosa

O agar nutriente é preparado dissolvendo os compostos: peptona, extrato de carne,
extrato de levedura, cloreto de sédio (NaCl) e agar, nas quantidades presentes na tabela
A1 em 1 litro de 4gua por aquecimento. Posteriormente, é esterilizado a 121+3°C
durante 15 minutos e deve ter um pH correspondente a 7,4+0,2 a 25°C. Apds
preparado deve ser armazenado no escuro e a 5+3°C, de modo a evitar a dessecacao e

deve ser utilizado no prazo de 1 més.

Tabela A1. Constituintes e respetivas quantidades do agar nutriente.

Constituintes Quantidade (g)
Peptona 5,0
Extrato de carne 1,0
Extrato de levedura 2,0
NaCl 5,0
Agar 15,0

O reagente oxidase é apenas composto por dicloridrato de tetrametil-p-
fenilenodiamina, cuja quantidade esta apresentada na tabela A2, dissolvido em 10 mL
de agua. Devido a instabilidade deste reagente, este deve ser usado imediatamente

apo6s a sua preparacao e protegido da luz.

Tabela A2. Constituintes e respetivas quantidades do reagente oxidase.

Constituintes Quantidade (g)

dicloridrato de tetrametil-p-fenilenodiamina 0,1

O meio King B é composto por peptona, hidrogenofosfato dipotéssico (K.HPO,),
sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO,-7H.0) e agar, cujas quantidades estdo
presentes na tabela A3. Este meio é preparado adicionando estes compostos, nas
respetivas quantidades, a 1 litro de 4gua aquecendo e adicionando 10 mL de glicerol. O
meio tera de arrefecer até aos 45-50°C e o pH devera corresponder a 7,2+0,2 a 25°C
(o pH devera ajustar-se com HCI ou NaOH caso seja necessario acidificar ou tornar
mais bésico, respetivamente). O meio King B devera ser distribuido em aliquotas de 5
mL em tubos de ensaio e ser esterilizado a 121+3°C durante 15 minutos. Apos os tubos
arrefecerem devem ser colocados inclinados de modo a haver a formacdo de uma

rampa e armazenados no escuro a 5+3°C e utilizados no prazo de 3 meses.
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Tabela A3. Constituintes e respetivas quantidades do meio King B.

Constituintes Quantidade (g)
Peptona 20,0
KoHPO,4 1,5

MgS0,-7H-0 1,5

Agar 15,0

O caldo de acetamida é preparado adicionando 1 mL de Solucao B, cujos constituintes
e respetivas quantidades estdo na tabela A4 e se dissolvem em 100 mL de 4gua, a 900
mLde Solucdo A, cuja constituicao com as quantidades pertencentes se apresentam na
tabela A5 e se dissolvem em 900 mL de agua, cujo pH devera corresponder a 7,0+0,5
a 25°C. Conseguinte, acrescenta-se agua até perfazer o volume de 1 L, sempre em
agitacao constante. Este meio deveré ser distribuido em aliquotas de 5 mL em tubos de
ensaio e ser esterilizado a 121+3°C durante 15 minutos. Apo6s os tubos arrefecerem

devem ser armazenados no escuro a 5+3°C e utilizados no prazo de 3 meses.

Tabela A4. Constituintes e respetivas quantidades da Solucdo B do caldo de acetamida.

Constituintes Quantidade (g)
Molibdato de s6dio (Na=Mo00Q,-2H.0) 0,5
Sulfato de ferro heptahidratado (FeSO4-7H20) 0,05

Tabela A5. Constituintes e respetivas quantidades da Solugio A do caldo de acetamida.

Constituintes Quantidade (g)
Di-hidrogenofosfato de potassio (KH-PO,4) 1,0
Sulfato de magnésio (MgSO,) 0,2
Acetamida* 2,0
NaCl 0,2

* A acetamida é cancerigena e irritante o que implica que devem ser tomadas as precaucoes apropriadas

quando se manuseia.

O reagente de Nessler é composto por cloreto de mercurio, iodeto de potéssio e

hidroxido de sodio, cujas quantidades estao presentes na tabela A6.

Tabela A6. Constituintes e respetivas quantidades do reagente de Nessler.

Constituintes Quantidade (g)
HgCl.* 10
KI 7
NaOH 16

* 0 HgCl. é toxico e deve-se evitar a sua ingestao.
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Este meio € preparado dissolvendo o HgCl. e o KI numa pequena quantidade de agua
e, posteriormente, adicionar lentamente, com agitacdo, a uma solucao fria de NaOH,
previamente dissolvido em 50 mL de agua. No final, perfazer o volume para 100 mL
com agua e armazenar num recipiente adequado com vidro borossilicato com rolha de

borracha, protegido da luz solar e por um periodo maximo de 1 ano.
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