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Resumo

A 4gua é um recurso imprescindivel para a vida na terra. Esta € fundamental no
auxilio de funcdes extremamente importantes para o corpo humano, tendo também um
papel essencial em diversos setores da economia, tais como a agricultura, a pesca,
atividades recreativas, entre outras. A procura por atividades recreativas em agua tem
vindo a aumentar, principalmente pelos seus beneficios associados a saude e bem-
estar. No entanto, esta pratica pode estar relacionada a varios tipos de perigos, como
perigos biolégicos, fisicos elou quimicos. Os agentes biolégicos resultam
principalmente dos préprios banhistas e de fontes ambientais. Quando presentes na
agua, estes podem resultar em varios problemas, como doengas gastrointestinais. De
modo a minimizar estes perigos potencialmente presentes na agua, a analise
microbiologica torna-se numa ferramenta essencial para garantir a seguranca dos

banhistas e a qualidade da agua.

O presente trabalho teve como objetivo a validagdo secundaria e auditoria interna
do método de contagem de Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase positiva
de acordo com a Norma Portuguesa 4343:1998 — Qualidade da agua: Pesquisa e
Quantificacdo de Estafilococos. A metodologia aplicada consistiu na filtracdo de agua
através de uma membrana que foi posteriormente colocada no respetivo meio de
crescimento. ApOs a obtencdo de colénias e, de modo a confirmar a presenca de
Staphylococcus, estas foram sujeitas a estudos morfolégicos e bioquimicos. Por fim,
realizou-se uma auditoria interna ao método de modo a verificar se 0 mesmo cumpria

com o0s requisitos impostos na norma.

Foram analisadas 33 amostras de &guas de piscinas, as quais originaram 110
resultados provenientes de amostras naturalmente contaminadas, amostras
contaminadas artificialmente e amostras ndo contaminadas, realizadas em duplicado
e/ou paralelo. Os parametros determinados, nomeadamente, a sensibilidade (100%),
especificidade (100%), taxa de falsos positivos e negativos (0%), seletividade (84%) e
eficiéncia (100%) apresentaram valores satisfatorios e dentro do pretendido. Foram
também avaliados, a produtividade do meio, o critério de precisdo, a exatiddo e a
incerteza do método que obtiveram resultados aceitdveis. A auditoria interna

demonstrou a auséncia de ndo conformidades.

Este trabalho demonstra a importancia da realizacao de analises microbiolégicas e

a relevancia da validacao dos métodos utilizados e das suas auditorias internas, de
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modo a garantir resultados crediveis, consistentes e a usufruir de uma melhoria

continua do sistema de gestéo da qualidade.

Palavras-chave: Agua, andlises microbioldgicas, microrganismos indicadores,

Staphylococcus aureus, NP 4343:1998, validacdo de métodos, auditoria interna

vii
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Abstract

Water is an essential resource for life on earth. This is fundamental in extremely
important functions for the human body and plays an essential role in various sectors of
the economy, such as agriculture, fishing, recreational activities, among others. The
demand for recreational activities in water has been increasing, mainly for their
associated health and well-being benefits. However, this practice can be related to
several types of hazards, such as biological, physical and/or chemical hazards.
Biological agents result mainly from bathers themselves and from environmental
sources. When present in water these can result in various problems such as
gastrointestinal illnesses. To minimize these hazards potentially present in water,
microbiological analysis becomes an essential tool to ensure the safety of bathers and

the quality of the water.

The present work aimed to validate and internally audit the method of enumeration
of total staphylococci and coagulase positive staphylococci according to NP 4343:1998
— Water quality: Detection and enumeration of staphylococci. The applied methodology
consisted of filtering water through a membrane that was after placed in the respective
growth medium. After obtaining colonies and, to confirm the presence of staphylococci,
they were subjected to morphological and biochemical studies. Finally, an internal audit
of the method was carried out to verify if it complied with the requirements imposed by

the standard.

A total of 33 swimming pool water samples were analyzed, resulting in 110 results
from naturally contaminated samples, artificially contaminated samples, and non-
contaminated samples, performed in duplicate and/or in parallel. The parameters
determined, namely, sensivity (100%), specificity (100%), rate of false positives and
negatives (0%), selectivity (84%) and efficiency (100%) presented satisfactory values.
The medium’s productivity, the precision criteria, the accuracy, and the uncertainty of
the method were also evaluated, obtaining acceptable results. The internal audit

demonstrated the absence of non-compliances.

This work demonstrates the importance of carrying out microbiological analyses
and the relevance of validating the methods used and their internal audits to ensure
credible and consistent results and benefit from continuous improvement in the quality

management system.
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1. Introducéo

1.1 Breve apresentacao da empresa

A Silliker Portugal S.A é uma empresa independente associada aos varios ramos
do setor agroalimentar. Surgiu inicialmente em Vila Nova de Gaia em 1992 como
Sociedade de Engenharia e Gestao da Qualidade, Lda (EGI), assumindo rapidamente
a posicao de lider nacional no setor numa altura em que a prevencao e a seguranca
alimentar se acentuavam no mercado. Integra desde 1993 o Sistema Portugués da
Qualidade através da acreditacdo do seu laboratério. Em 2000 surge o laboratério de
Analise Sensorial e em consequéncia do seu forte crescimento, a EGlI muda em 2005
para novas instalacbes em Canelas (figura 1), projetadas para albergar os seus
laboratorios e todos os seus servigos (Silliker Portugal S.A., 2021a, 2021b).

M

—MERIE X
I\

NutriScienfles

Figura 1: Instalag@es da Silliker Portugal S.A em Canelas, Vila Nova de
Gaia

Em 2008, a multinacional norte-americana Silliker adquire 86% do capital da
empresa, dando origem a Silliker Portugal S.A. e passando a integrar um dos maiores
grupos mundiais na prestacdo de servicos na area da qualidade e seguranca

alimentar.

Em 2009, lanca o servico de Estudos de Vida Util e no ano seguinte obtém a
acreditacdo dos 8 primeiros ensaios de aguas de consumo humano (4 ensaios

microbiol6gicos e 4 ensaios fisico-quimicos).

Em 2012, obtém a acreditacdo para mais dois ensaios fisico-quimicos e para a

colheita das amostras de agua de consumo humano, surgindo em 2013 o servi¢co de

1
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analises aos materiais de embalagem gue entram em contacto direto com os géneros
alimenticios, oferecendo assim a possibilidade de avaliacdo de todos os aspetos do

produto, desde o design e fabrico até a sua utilizacdo final (Silliker Portugal S.A.,
2021a, 2021b).

Em 2016, alcanca a acreditacdo flexivel global para 48 ensaios acreditados de

fisico-quimica e passam a utilizar globalmente a marca Mérieux NutriSciences.

Em 2018, obtém a acreditacdo para anadlise de aguas minerais naturais e de
nascente e aguas naturais superficiais e subterraneas. Para além disso, lancam dois

novos servigos: Relatorios Nutricionais e Gestdo de Crises.

Em 2020, inauguram o escritério em Lisboa, que serve de base para a Assessoria
Técnica e como centro de gestdo das amostras, inaugurando também o Food Science
Center (FSC) Portugal. Na figura 2, encontram-se representados alguns dos marcos

anteriormente descritos de forma mais esquematizada.

Acreditagdo de

dois ensaios
fisico-quimicos Inauguragéo do
para colheita Acreditacao escritério em
Servigo de das amostras de flexivel global Lisboa e do
estudos de vida agua de para 48 ensaios Food Science
atil consumo acreditados Center Portugal
Acreditagdo dos Servigo de Acreditacao
8 primeiros andlises aos para aguas
ensaios de agua materiais de minerais
de consumo embalagem que naturais e de
humano (4 entram em nascente e
microbiolégico e contacto direto aguas naturais
4 fisico- com 0s superficiais e
quimicos) alimentos subterraneas

Figura 2: Esquema com algumas das acreditacdes e servi¢os adquiridos ao longo dos anos pela Silliker Portugal, SA

Apo6s 50 anos de experiéncia no mercado, a Mérieux NutriSciences encontra-se
presente em 26 paises com mais de 100 laboratorios acreditados segundo a ISO/IEC
17025. Dedica-se a prote¢do da saude dos consumidores através de uma diversa
oferta de servicos analiticos e de consultoria para as industrias do setor alimentar e da
nutricdo. Os seus valores englobam a exceléncia, a responsabilidade, integridade e
iniciativa. Para além disso, disponibiliza também servicos a empresas de diferentes
areas, nomeadamente nas areas de ambiente, 4gua, bens de consumo, farmacéutica
e cosméticos (Silliker Portugal S.A., 2021a, 2021b).
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1.2. Enquadramento geral

A agua € um dos bens mais essenciais ao ser humano. E um recurso natural
indispensavel e fundamental para a sobrevivéncia de qualquer forma de vida existente

no planeta Terra (Odonkor & Ampofo, 2013).

s

O corpo humano é constituido por aproximadamente 75 % de agua. Esta é
utilizada para manter a homeostase do corpo, auxiliando em fun¢gdes extremamente
importantes, tais como, regulacdo da temperatura corporal, remocdo de toxinas e
transporte de nutrientes pelo corpo (Khalifa & Bidaisee, 2018; Odonkor & Ampofo,
2013). Estima-se que cada pessoa hecessite de uma média de 20 a 50 litros de agua
potavel por dia, quer seja para beber, cozinhar, higiene, etc. (Khalifa & Bidaisee,
2018).

A importancia da agua ndo se restringe apenas ao corpo humano, esta
desempenha um papel vital em diferentes setores da economia, tais como, na
agricultura, pecuaria, atividades industriais, atividades recreativas, entre outras (Tyagi
et al., 2020).

Apesar da sua extrema relevancia, 0 acesso a agua potavel continua a ser um
problema para mais de um bilido de pessoas, sendo que cerca de 2,3 mil milhdes
sofrem todos os anos com doengas relacionadas a utilizacdo de agua imprépria para
consumo e cerca de 40.000 acabam por morrer anualmente devido ao consumo da

mesma (Leon et al., 2003).

Estes dados realgcam o quao é imprescindivel o acesso a boas condi¢6es higiénico
sanitarias e a agua potavel. Para tentar combater a falta de acesso as mesmas, a
Assembleia Geral das Nac¢des Unidas declarou em 28 de Julho de 2010, que a agua
limpa, segura e 0 saneamento basico é um direito humano essencial (Unity Nations,
2010).

De modo a garantir que uma agua se encontra nas devidas condi¢cbes para ser
utilizada, é necessario proceder a analises, nhomeadamente, organoléticas, fisico-

quimicas e microbioldgicas.

A analise microbioldgica visa analisar a presenca ou auséncia dos diferentes tipos
de microrganismos. Os microrganismos encontram-se presentes na natureza de forma
ubiqua, sendo que a sua existéncia pode trazer beneficios ao ser humano, contudo,

em alguns casos, esta pode ser prejudicial para o0 mesmo. Os microrganismos sao
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usados na industria alimentar no fabrico de produtos como iogurtes, cerveja, vinho,
entre outros e na industria farmacéutica na producéo de antibidticos e vacinas. No
entanto, apesar da existéncia de microrganismos com utilizacbes benéficas, existem
outros que sdo conhecidos por serem responsaveis por doencas transmitidas pelo
consumo de alimentos e consumo/contacto com 4gua contaminados (Chauhan &
Jindal, 2020).

A andlise microbioldgica tem como objetivo, portanto, determinar se certo produto
se encontra adequado para 0 consumo humano ou se 0 mesmo atende a algum
critério microbiolégico estabelecido (Chauhan & Jindal, 2020). A microbiologia atua em
diversas areas, tais como, na area alimentar, ambiental, veterinéria, clinica, entre
outras. Um dos seus importantes setores é a analise das aguas. Estas analises tém
como objetivo monitorizar e verificar a qualidade e seguranca de varios tipos de aguas.
Estas aguas englobam as utilizadas para consumo humano ou na preparacdo de
alimentos, aguas tratadas utilizadas para a recreagdo (como piscinas, spas e piscinas
de hidroterapia), aguas recreativas nao tratadas (como rios, lagos) e aguas nao
tratadas para consumo humano (como pogos e furos) (Al-khatib et al., 2011; Barrell et
al., 2000; Chauhan & Jindal, 2020).

A prética de atividades recreativas em agua € algo que se tem intensificado ao
longo do tempo, tanto pelos beneficios associados a saude e bem-estar, como por
simples lazer, sendo a natagdo uma atividade bastante praticada nos dias de hoje. No
entanto, esta pratica pode estar associada a varios tipos de perigos, tais como, perigos
biol6gicos, fisicos e/ou quimicos (Arastirimasi, 2019; Fadaei & Amiri, 2015;
Pasquarella et al., 2013).

Para evitar a ocorréncia destes perigos e, portanto, avaliar se uma agua se
encontra dentro dos parametros impostos é entdo necessario recorrer a avaliagdo das
suas propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas. Em relacdo a estas Ultimas e
dependendo do tipo de aguas e do uso pretendido, existe um conjunto de
microrganismos que servem de referéncia para avaliar a qualidade microbiolégica da
agua. No caso de serem aguas recreativas, pesquisam-se microrganismos de origem
fecal e de origem néo fecal. Dentro dos néo fecais incluem-se os microrganismos
patogénicos, nomeadamente os Staphylococcus (Bello & Temitope, 2012; Ibarluzea et
al., 1998; WHO, 2006).

Os Staphylococcus séo bactérias Gram-positivas, de forma esférica, imoveis que

se encontram principalmente na pele, vias respiratérias e mucosa nasal de animais de
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sangue quente (Adams & Moss, 2008). Estes dividem-se em Staphylococcus
coagulase negativa e Staphylococcus coagulase positiva, encontrando-se nestes
altimos, Staphylococccus aureus. Foram primeiramente descritos em 1881 por um
cirurgido escocés, Sir Alexander Ogston, como causadores de pus em humanos
(infecBes piogénicas), que apds a sua observacdo ao microscépio, nomeou-0s de
Staphylococcus, derivado do grego “staphyle” que significa cacho de uvas, cocos, grao
ou baga (Adams & Moss, 2008). Ja em 1884, o médico alemdo Friedrich Julius
Rosenbach, distinguiu as bactérias de acordo com o seu fendtipo, chamando as
colénias amarelas de S. aureus (do latim “aurum” que significa ouro) e as coldnias
brancas de S. albus (que significa branco), que foram posteriormente denominadas de

S. epidermidis, devido & sua presenga na pele humana (Licitra, 2013).

De modo a detetar estes microrganismos e, portanto, proceder a analise
microbiologica das aguas recorre-se a determinadas normas. No caso da contagem de
Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase positiva, € utilizada a NP 4343:1998
que é utilizada para aguas de piscinas (Instituto Portugués da Qualidade, 1998). Apds
os valores obtidos, estes sao confrontados com os valores recomendados existentes
na legislagdo (Decreto de Lei Regulamentar n® 5/97), de modo que se conclua se as
aguas se encontram aptas para o uso pretendido. Estas andlises para além de garantir
a qualidade e seguranca das &aguas, permitem avaliar a eficacia dos tratamentos

efetuados nas mesmas.

1.3. Aguas recreativas

Aguas recreativas s&o instalagdes ou areas com equipamentos associados em
conjunto com lagos, nascentes ou rios que sdo designados para uso publico de banho,
recreacdo e natagdo (Environmental Health Intelligence New Zealand, 2021). Estas
podem dividir-se em aguas recreativas tratadas, como as piscinas, spas e piscinas de
hidroterapia e 4guas nao tratadas utilizadas para fins recreativos, como rios e lagos
(Barrell et al., 2000).

As piscinas podem ser definidas como um conjunto de instalagbes onde se
incluem os tanques artificiais concebidos e apetrechados para atividades natatorias e
derivadas, nomeadamente para o banho com fins ludicos, desportivos, de jogo ou de
lazer. Podem classificar-se de acordo com a sua tipologia funcional em: tanques

infantis; tanques de diverséo; tanques polivalentes e tanques de onda (Ministério do
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Equipamento, do Planeamento e da Administracdo do territério, 1997). Podem
também definir-se como piscinas publicas (tipo 1), como as piscinas municipais,
piscinas semi-publicas (tipo 1), as existentes em hotéis, health clubs, barcos de
cruzeiro, etc., e privadas (tipo Ill), sendo exclusivas de uso familiar (Ministério do

Equipamento, do Planeamento, e da Administragdo do territorio, 1997; WHO, 2006).

A agua de alimentagdo dos tanques deve ser potavel, proveniente de uma rede
publica de abastecimento, e caso isso ndo seja possivel, ser4d necessario obter
concordancia e a correspondente autorizacdo emitida pelos organismos de tutela da
saude publica e da gestdo de recursos hidricos nacionais (Ministério do Equipamento,

do Planeamento e da Administracao do territério, 1997).

1.3.1. Beneficios e riscos associados a sua utilizacéo

Nas ultimas décadas a procura por atividades aquaticas tem vindo a aumentar por
todo o mundo. Piscinas e outras instalagdes recreativas com agua sao cada vez mais
frequentadas, ndo s6 para a pratica de desporto, mas também para o relaxamento,
diverséo, socializagdo e devido principalmente aos beneficios para a saude e bem-
estar dos seus utilizadores. A natagdo € considerada uma importante terapia de
reabilitacdo, e € uma excelente forma de praticar exercicio (Giampaoli & Spica, 2014;
Pasquarella et al., 2013, 2014). A sua pratica tem sido recomendada a criancas,
principalmente a criangas asmaticas, devido ao seu efeito na melhoria da aptidao
aerdbia, nos sintomas da asma e na funcéo respiratoria (Lakind et al., 2010). Para
além disso, pode ajudar pessoas com doencas crénicas como a artrite e osteoartrite,
melhorando o uso das articulacbes e resultando numa diminuicdo das dores. A
natacdo é também uma 6tima maneira de ajudar na satde mental das pessoas, tendo
também o beneficio de melhorar a qualidade de vida dos idosos, auxiliando na

diminuicdo de incapacidade (Centers for Disease Control and Prevention, 2016).

No entanto, apesar de todos os beneficios associados a pratica desta atividade
desportiva, a utilizacdo das suas instalacdes pode estar associada a diversos perigos

para a saude. Estes podem ser perigos fisicos, quimicos e/ou biolégicos.
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1.3.1.1. Perigos fisicos

Em relacdo aos perigos fisicos, existe o risco de afogamento ou quase
afogamento, devido, por exemplo, ao facto de n&o saberem nadar, ao uso de
substancias alcodlicas (no caso de adultos) e a falta de uma maior vigilancia (no caso
de criancas). Existe também a possibilidade de ocorrerem acidentes, como quedas,
devido ao piso escorregadio e saltos perigosos para a agua, que podem resultar em
lesBes mais leves, como cortes ou pequenas escoriacdes. E em casos mais extremos
levar a lesdes graves na coluna e na cabeca, causando problemas irreversiveis como

a paraplegia, quadriplegia e problemas neurol6gicos respetivamente (WHO, 2006).

1.3.1.2. Perigos quimicos

Os perigos quimicos encontram-se relacionados com a fonte da agua
(normalmente proveniente de uma rede de abastecimento publico), os desinfetantes
utilizados no tratamento da agua na piscina, e com 0s proprios banhistas. Estes
ultimos libertam determinados compostos para a agua (urina, suor, logées corporais)
gue podem reagir com os produtos ja utilizados previamente na desinfecdo da agua de
abastecimento e com o0s desinfetantes utilizados na propria piscina, existindo a
possibilidade de originarem subprodutos de desinfecdo. Os trihalometanos sdo um
exemplo de um subproduto, que se encontram associados a diversos problemas de
saude, tais como doengas respiratorias e cancro (El-Salam, 2012; Fadaei & Amiri,
2015; Font-Ribera et al., 2016; WHO, 2006). Os banhistas podem ser expostos a estas
substancias através de trés vias de exposicdo, sendo elas, a ingestdo direta da &gua,
0 contacto dérmico e a absorcéo através da pele e, a inalagcdo de solutos volateis ou
de aerossois (Fadaei & Amiri, 2015; WHO, 2006).

1.3.1.3. Perigos bioldgicos

Os perigos biol6gicos associados a piscinas e a ambientes recreativos
semelhantes que podem representar um risco de doenca ou infecdo encontram-se
normalmente relacionados com a contaminacdo fecal e ndo fecal da &gua. Os
microrganismos responsaveis pela contaminacao fecal da 4gua devem-se a libertacdo

acidental de matéria fecal por parte dos banhistas, a utlizagdo de &gua ja

contaminada, ou em caso de piscinas descobertas, contaminacdo animal direta, por
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exemplo, por passaros e roedores. A contaminacdo nao fecal diz respeito a libertacao
de matéria organica nado fecal, tal como, saliva, pele, suor e/ou muco por parte dos
banhistas (Papadopoulou et al., 2008; WHO, 2006). Estes microrganismos para além
de contaminar a agua podem também contaminar as superficies e formar biofilmes
(WHO, 2006).

Na tabela seguinte encontram-se apresentados 0s principais agentes bioldgicos
presentes em piscinas e ambientes semelhantes (spas, piscinas hidroterapia) e a
respetiva origem (fecal ou nao fecal), segundo a OMS (WHO, 2006).

Tabela 1: Possiveis perigos biol6gicos presentes em piscinas e ambientes semelhantes

Bactérias Protozoarios Virus Fungos
Adenovirus
Origem Shigella spp. Giardia Hepatite A
Fecal Escherichia coli Cryptosporidium Norovirus )

Enterovirus

Legionella spp.

Origem Pseudomonas aeruginosa Naegleria fowleri Molluscipoxvirus Trichophyton spp.
Nao Mycobacterium spp. Acanthamoeba spp. Papillomavirus Epidermophyton
Fecal Staphylococcus aureus Plasmodium spp. Adenoviruses floccosum
Leptospira spp.

Estes agentes biol6gicos quando presentes nas aguas podem causar doencas
respiratdrias, gastrointestinais ou cutaneo-mucosas, conjuntivites e otites (Al-khatib et
al., 2011; Masoud et al., 2016; Oviedo et al., 2021; Rabi et al., 2007).

Os virus ndo possuem capacidade para se multiplicar na 4gua, sendo, portanto, a
sua presenca em aguas de piscinas devida a poluicdo das mesmas. Os virus com
origem fecal sdo geralmente associados a gastroenterites (Sinclair et al., 2009; WHO,
2006). O Adenovirus € também responsavel por conjuntivites e problemas respiratorios
(Sinclair et al., 2009). O Molluscipoxvirus € conhecido por produzir inchagos ou lesdes
nas camadas superiores da pele (molluscum contagiosum) e o Papillomavirus por uma

infecdo que ocorre geralmente na superficie do pé (verruga plantar) (WHO, 2006).

Os fungos (Epidermophyton floccosum e varias espécies do género Trichophyton)
provocam o chamado “pé de atleta” (WHO, 2006). J& os protozoarios, nomeadamente,
a Giardia e o Cryptosporidium aparecem em forma de cistos ou oocistos altamente

resistentes, sendo responsaveis por doencas gastrointestinais (Gracenea et al., 2018).
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Em relacdo as bactérias, as de origem fecal, como, Shigella spp., e E. coli, estdo
na origem de doencas gastrointestinais. As de origem nao fecal resultam em
problemas tais como: infecbes nos ouvidos, pele e feridas (S. aureus); Doenca dos
legionéarios (Legionella spp.); Foliculite e otites (P. aeruginosa); entre outras (WHO,
2006).

1.3.2. Microrganismos indicadores da qualidade da agua

Numa analise de rotina ndo é exequivel testar a agua para todos 0s perigos
bioldgicos que nela possam estar presentes, sendo por isso importante recorrer a
microrganismos indicadores (WHO, 2000). Estes microrganismos devem possuir como
carateristicas: 1) serem detetados por um método simples, rapido e barato; 2) estarem
presentes em maior nimero que 0s microrganismos patogénicos; 3) serem faceis de
isolar, identificar e enumerar; 4) estarem presentes em ambientes onde a existéncia de
microrganismos patogénicos é preocupante e ausentes em ambientes ndo poluidos; 5)
devem responder as condi¢cdes ambientais naturais e aos processos de tratamento da

agua de forma semelhante aos patogénicos de interesse (WHO, 2000, 2006).

A escolha do melhor indicador para avaliar a seguranca e qualidade de aguas de
piscinas é algo ainda muito debatido (El-Salam, 2012). Normalmente recorre-se a
microrganismos que demonstrem a ocorréncia de contaminagéo fecal onde se incluem
o grupo de coliformes termotolerantes, ou também chamados de coliformes fecais
devido a sua capacidade de fermentar a lactose a 44 °C, e o grupo dos Enterococcus
(Odonkor & Ampofo, 2013). Para além disso, alguns autores consideram vantajoso
utilizar como indicadores da qualidade das aguas, microrganismos de origem nao fecal
como os Staphylococcus aureus por estes serem cerca de 5 a 20 vezes mais
resistentes ao tratamento com cloro e a outros desinfetantes de halogénio que os
coliformes (Masoud et al., 2016). Esta resisténcia implica que, a auséncia de
microrganismos indicadores de origem fecal na agua, ndo significa diretamente que

esta se encontre livre de microrganismos patogeénicos.

Portanto, como ndo existe um consenso, e sendo que um Unico microrganismo
indicador ndo seria eficaz, recorre-se a um conjunto de microrganismos, desde os
microrganismos cultivaveis a 37 °C, as bactérias de origem fecal (Coliformes totais,

Coliformes fecais, Enterococcus) e a microrganismos patogénicos tais como
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Pseudomonas aeruginosa, Legionella spp. e Staphylococcus spp. (El-Salam, 2012;
Ibarluzea et al., 1998; WHO, 2006).

1.3.2.1. Microrganismos cultivaveis a 37 °C

Sao microrganismos mesofilos aerdbios que fornecem indicacdo sobre a
populacdo microbiana geral dentro da piscina, englobando bactérias, leveduras e
bolores (Bartram et al., 2004; WHO, 2006). Inclui diversos microrganismos desde,
bactérias sensiveis aos processos de desinfecao (coliformes) a organismos resistentes
como os formadores de esporos (WHO, 2017). Permitem avaliar a eficiéncia dos
sistemas de tratamento de &gua (coagulacéo, filtracdo e desinfe¢do) e a qualidade
higiénica da mesma (Bristow et al., 2004; ISO 6222, 1999).

1.3.2.2. Coliformes totais

Sé&o bactérias Gram-negativas, ndo formadoras de esporos e oxidase negativas,
que englobam tanto bactérias aerébias como anaerdbias facultativas. Expressam B-D-
galactosidase, fermentam lactose a 37 °C, produzindo &cido, e crescem na presenca
de sais biliares (Cabral, 2010; 1SO 9308, 2016; WHO, 2017). Dentro dos coliformes
totais encontram-se os géneros: Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella
(Cabral, 2010). Nao séo a melhor op¢do como indicadores de contaminacéo fecal visto
nem todas as bactérias pertencentes ao grupo terem origem fecal, podendo ser
encontradas em ambientes naturais como o solo e a agua doce (Cabral, 2010; Park et
al., 2006; Ramteke et al., 1992; Saxena et al., 2015). A presenca destas bactérias
pode indicar a existéncia de uma falha a nivel de tratamento ou distribuicdo da agua,

dando uma indicacao geral das condi¢des sanitarias (ISO 9308, 2016).

1.3.2.3. Coliformes fecais/ Escherichia coli

Os coliformes fecais incluindo a E. coli sG&o um subgrupo das bactérias coliformes,
anaerobias facultativas, que conseguem fermentar lactose a 44° C, sendo por isso
conhecidas como bactérias termotolerantes (Odonkor & Ampofo, 2013; Saxena et al.,

2015). Expressam a B-D-glucuronidase e sé@o capazes de produzir indol através de
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triptofano (Cabral, 2010; ISO 9308, 2016). A E. coli é considerada um indicador mais
especifico de contaminacdo fecal considerando que esta normalmente sé é
encontrada no trato intestinal dos seres humanos e de animais de sangue quente e
nao se multiplica no meio ambiente. A sua presenca na agua revela a existéncia de
uma contaminacao fecal recente (Cabral, 2010; Odonkor & Ampofo, 2013; Saxena et
al., 2015).

No geral, a maioria das estirpes de E. coli s&o inofensivas para o ser humano, no
entanto, algumas estdo associadas a diarreias e outras infe¢des do trato urinario e
respiratorio, tendo sido ja relatados surtos em piscinas associados a E. coli O157:H7
(Centers for Disease Control and Prevention, 2014; WHO, 2006).

1.3.2.4.  Enterococcus spp.

Os Enterococcus sao bactérias de forma esférica, Gram-positivas e catalase
negativas. Possuem uma capacidade de crescer a temperaturas entre os 10 e 45 °C,
conseguindo desenvolver-se em ambientes com uma percentagem de 6,5% de sal e
um pH elevado (9,6) (Devane et al.,, 2020). Sdo considerados bons indicadores de
contaminacao fecal devido a sua resisténcia a ambientes adversos (sobrevivendo
durante periodos superiores aos coliformes), e ao facto de serem habitantes naturais
da microbiota intestinal de humanos e animais (Devane et al., 2020; ISO 7899, 2000;
Monticelli et al., 2019). Existem cerca de 37 espécies de Enterococcus sendo E.
faecalis responsavel por aproximadamente 85 a 95% das infec6es (Brooks et al.,
2013b). Os Enterococcus podem provocar sintomas como dores de cabeca e vomitos,
sendo também responsaveis por causarem infecdes nosocomiais, endocardites e
infecdes do trato urinério de dificil tratamento devido a sua resisténcia aos antibiéticos
mais comuns (Cho et al., 2020; Monticelli et al., 2019).

1.3.2.5. Pseudomonas aeruginosa

As pseudomonas sdo bactérias Gram-negativas, ndo formadoras de esporos,
méveis e em forma de bacilos, com dimensdes entre os 0,5-1 ym por 1,5 - 4 ym
(Anversa et al.,, 2019; WHO, 2006, 2017). Possuem uma camada densa de
lipopolissacarideos que atua como uma barreira fisico-quimica contribuindo para a

patogenicidade da bactéria e protegendo-a contra determinados desinfetantes e
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antibidticos, inibindo os sistemas de defesa do hospedeiro e influenciando a criacdo de
biofilmes (Huszczynski et al., 2020). Sdo amplamente distribuidas (solo, agua e
vegetacdo) e conseguem proliferar em dguas com baixa concentracdo de nutrientes,
metabolizando uma grande variedade de compostos. Possuem uma notavel
capacidade de resisténcia e de adaptacdo (Anversa et al., 2019; Hardalo & Edberg,
1997). P. aeruginosa é considerada patogénica para 0 Homem e pode formar biofilmes
em filtros e em areas com limpeza insuficiente. Sao responsaveis por causar diversas
infe¢Bes tais como, foliculites, conjuntivites e otites, podendo também afetar o sistema
urinario e respiratorio, principalmente em pessoas com o0 sistema imunitério

comprometido (Anversa et al., 2019; Guida et al., 2009).

1.3.2.6. Legionella spp.

Séo bacilos Gram-negativos que medem entre 0,3 a 0,9 um de largura e 2 a 3 um
de comprimento, sdo moéveis, aerdbios obrigatérios e ndo formadores de esporos. Sao
microrganismos heterotréficos e podem ser encontrados tanto em sistemas de agua
natural como artificial, sendo capazes de se reproduzir numa gama de temperaturas
entre 25 e 43 °C, sobrevivendo até 55-60 °C (E. Leoni et al., 2001; WHO, 2006). A
Legionella apresenta um elevado nivel de resisténcia a condicdes adversas e é
responsavel pela Legionelose, infecdo provocada por Legionella pneumophila, que se
pode manifestar de duas maneiras distintas. Demonstrando-se em casos mais graves
como a Doenca dos Legionérios, semelhante a uma pneumonia e em casos mais
leves, como a Febre de Pontiac (Centers for Disease Control and Prevention, 2021;
Fields et al., 2002). A Legionelose é provocada pela inalacdo de vapores/aerossois
contaminados, sendo por isso, estes microrganismos maioritariamente pesquisados
em spas naturais, especialmente de agua termal e jacuzzis, devido a sua maior

presenca nessas instalacoes (Fields et al., 2002; Erica Leoni et al., 2018; WHO, 2006).

1.3.2.7. Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase positiva

s

O género Staphylococcus € composto atualmente por cerca de 40 espécies
(Brooks et al., 2013a). Os Staphylococcus séo bactérias Gram-positivas com cerca de
0,5 a 1,5 um de diametro, iméveis, ndo formadores de esporos, que possuem uma

parede celular espessa constituida por peptidoglicano e &cido teicéico. Podem ocorrer
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de forma isolada, em pares, tétradas, ou com o formato de um cacho de uvas (Adams
& Moss, 2008; Brooks et al., 2013a; Seo & Bohach, 2013). Estes sao catalase positiva
(o que permite distingui-los dos Streptococcus) e fermentam carboidratos produzindo
acido lactico (Brooks et al., 2013a). Sao oxidase negativa e crescem tanto em
aerobiose como anaerobiose, sendo anaerobios facultativos. A sua capacidade de
fermentar glicose permite diferenciar o género Staphylococcus do género Micrococcus
(Adams & Moss, 2008; Brooks et al., 2013a; Seo & Bohach, 2013). Os Staphylococcus
sdo bastante resistentes a desidratacdo e suportam um elevado teor de salinidade
(Brooks et al., 2013a).

Os Staphylococcus estdo presentes na flora da pele humana, que é dividida em
duas partes, a transitéria e a residente. Dentro da parte transitéria podemos encontrar
microrganismos como a E. coli, P. aeruginosa e S. aureus. Ja na flora residente, estéo
presentes bactérias como S. epidermidis que representa 90% da flora residente da
camada cornea (camada mais exterior da epiderme) e outras como S. hominis, S.
haemolyticus, S. capitis e S. saprophyticus (Lagiére et al.,, 2020). Dentro dos
Staphylococcus, 0s mais importantes a nivel clinico em humanos sdo o S. aureus, S.
haemolyticus, S. epidermidis e S. saprophyticus (Brooks et al., 2013a; WHO, 2006;
Zhou et al., 2021).

Alguns Staphylococcus possuem a capacidade de coagular o plasma de certos
animais, o que leva a sua distincdo dos restantes, dividindo-se o género em
Staphylococcus coagulase negativa e Staphylococcus coagulase positiva. Os
Staphylococcus coagulase negativa, nomeadamente, S. haemolyticus, S. epidermidis
e S. saprophyticus sdo normalmente associados a infe¢Bes hospitalares com a
utiizacdo de aparelhos como proteses e cateteres, e a infe¢cbes urinarias e
endocardites em criangas, idosos e doentes com o sistema imunitario comprometido
(Brooks et al., 2013a; Zhou et al.,, 2021). Dentro dos Staphylococcus coagulase

positiva encontra-se S. aureus (Instituto Portugués da Qualidade, 1998).

1.3.2.7.1 Staphylococcus aureus

S. aureus é um microrganismo mesofilo que consegue crescer num intervalo de
temperaturas entre os 7 e os 48 °C, tendo uma temperatura 6tima de crescimento
entre 35 e 37 °C. Relativamente ao pH, este microrganismo pode desenvolver-se

numa gama de valores de pH de 4,5 e 9,5, apresentando um crescimento maximo
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entre valores 6,0 e 7,0. Possui também a capacidade para crescer em ambientes com
uma elevada concentracdo de NaCl, entre 0s 5 e 0s 7%, sendo que algumas estirpes
conseguem crescer com concentracdes até 20%. S. aureus desenvolve-se tanto em
condicbes de anaerobiose como de aerobiose (Adams & Moss, 2008; ASAE, 2021).
Em condicBes especificas, produz uma enterotoxina responsavel por intoxicactes
alimentares que apenas se desenvolve em situacdes de aerobiose. Estima-se que
cerca de 40% dos individuos saudaveis sejam portadores assintomaticos da bactéria
na nasofaringe (ASAE, 2021). Para além destas carateristicas, S. aureus s&o
coagulase positiva, o que os permite distinguir de outras bactérias como S. epidermidis
(Instituto Portugués da Qualidade, 1998). S. aureus é responsavel por infecbes de
pele, ouvidos e olhos e infe¢Bes urinarias (Masoud et al., 2016; WHO, 2006). Este
microrganismo € conhecido pela sua resisténcia a condi¢cdes adversas como,
temperatura e pH extremos, ao tratamento com desinfetantes e antibiéticos, tendo sido
ja detetados casos de MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina) em

aguas de piscinas (Tolba et al., 2008).

1.4. Tratamento da agua

Os microrganismos referidos previamente podem ser responsaveis pela
transmissdo de diversas doencgas, 0 que torna necessario a tomada de medidas de
modo a minimizar esse risco. Existem varios fatores que facilitam o desenvolvimento
dos microrganismos nas aguas, tais como: o numero elevado de banhistas presentes;
a desinfecao insuficiente da agua; temperaturas elevadas; a deficiéncia na renovacao
do ar e da &gua e a utilizacdo de determinados materiais de construcdo (Al-khatib et
al., 2011; Fadaei & Amiri, 2015; Rabi et al., 2007).

De modo a prevenir a ocorréncia de determinados perigos, quer sejam estes
fisicos, quimicos ou biologicos, medidas como uma construcdo e manutencao
adequada da piscina, uma devida educacéo/consciencializacdo dos seus utilizadores e
uma correta gestéo por parte dos proprietarios podem ser passos essenciais para uma

Otima pratica desportiva com um menor risco para a saude (Fadaei & Amiri, 2015).

Uma das formas de menorizar estes riscos passa pelos proprios banhistas, com a

toma de um duche antes da entrada na piscina. Esta pratica vai remover tragos de
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suor, matéria fecal, urina, cosméticos e outros potenciais contaminantes da agua
(Fadaei & Amiri, 2015; WHO, 2006).

Para além do duche, a propria piscina precisa de sofrer constantemente um
controlo diario, sendo necessario recorrer a floculagéo, filtracdo e desinfecdo da agua
de modo a manté-la dentro dos parédmetros microbiolégicos adequados a sua
utilizacéo (Masoud et al., 2016).

A floculacdo é um processo em que se usam coagulantes de forma a ocorrer a
agregacdo das particulas mais pequenas em suspensdo, em flocos bem definidos,

sendo posteriormente removidos, através do processo de filtracdo (Brito et al., 2014).

A filtracdo consiste, portanto, na eliminacdo de particulas que estejam em
suspensao na agua e que comprometem a transparéncia da mesma e podem dificultar
a acdo dos desinfetantes sobre os microrganismos (WHO, 2006). Esta tem como
objetivo, remover os flocos e sélidos suspensos que resultam do processo de
coagulacdo-floculagéo (Brito et al., 2014). O método mais utilizado € a filtracdo em
leito granular que consiste no uso de um leito com varias camadas de areia e
antracite. Os meios filtrantes atuam de forma mecanica, de forma a que as particulas

maiores que os poros do filtro fiquem retidas (Brito et al., 2014).

Outra etapa essencial € a desinfegcdo que consta num tratamento que pode ser
guimico ou fisico e que tem como objetivo a inativacdo dos microrganismos
patogénicos existentes na agua, reduzindo assim o risco para a saude publica (Brito et
al., 2014; Direcdo Geral de Saude, 2009). Antes da escolha de um desinfetante é
necessario ter em atencdo determinados aspetos, tais como: 1) compatibilidade com a
agua (ter em atencéo o pH da agua); 2) tipo e tamanho da piscina; 3) capacidade para
ficar na agua em concentracao residual apés aplicacao; 4) nimero de banhistas na
piscina; 5) seguranca (os desinfetantes devem ser téxicos para 0S microrganismos
mas nao para os operadores e banhistas) (Brito et al., 2014; WHO, 2006). Entre os
agentes fisicos mais utilizados encontra-se a radiacdo UV e como agentes quimicos
recorre-se normalmente aos halogéneos (cloro, bromo, iodo), sendo o cloro, o mais
utilizado (Brito et al., 2014).

E recomendado também a existéncia de um desinfetante residual na agua, de
modo a controlar os microrganismos que sdo inseridos na mesma pela constante
entrada de banhistas (Direcao Geral de Saude, 2009; WHO, 2006). Para além destes

procedimentos, a adicdo de agua em intervalos regulares, a limpeza da piscina (ex.
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remocao de biofilmes) e a ventilagdo das instalacdes internas ajudam na prevencao de
doencas infeciosas (WHO, 2006).

1.5. Legislacao

Apesar dos diversos perigos associados as piscinas, em Portugal ndo existe uma
legislacdo especifica que regulamente a qualidade da agua de piscinas publicas.
Apenas as piscinas que pertencem a recintos com diversfes aquaticas e a
empreendimentos turisticos, incluindo piscinas de uso terapéutico se encontram dentro
da legislagdo (Ministério do Equipamento, do Planeamento e da Administracdo do
territério, 1997; Neves et al., 2016).

Em 1993, o Conselho Nacional da Qualidade aprovou a Diretiva n® 23/93 sobre a
qualidade da agua das piscinas de uso publico. Esta diretiva teve como objetivo a
elaboragdo de algumas disposicdes de seguranca, higio-sanitarias, técnicas e
funcionais das piscinas e dos estabelecimentos dedicados a atividades recreativas
aquéticas. No entanto, a utilizagdo deste documento é algo de ades&o voluntaria,
podendo apenas ser usado como referéncia, visto 0 mesmo nao ter carater legal. Esta
diretiva serviu como base para o Decreto de Lei Regulamentar n° 5/97 que veio
estruturar as condi¢des técnicas e de seguranga dos recintos com diversfes aquaticas
(Conselho Nacional da Qualidade, 1993; Ministério do Equipamento, do Planeamento

e da Administracao do territorio, 1997).

Ja em 2009, a Direcdo Geral de Saude (DGS) publicou a Circular Normativa n°
14/DA, onde estabelece o programa de vigilancia sanitaria de piscinas. Este
documento tem como principais objetivos, a uniformizagdo dos procedimentos
relativos a vigilancia sanitaria das piscinas e a identificagdo dos parametros
microbiologicos e fisico-quimicos a analisar, os seus valores de referéncia e as
técnicas de amostragem no ambito de acdes de monitorizacdo. Esta Circular
Normativa abrange piscinas publicas, semi-publicas, de hidroterapia e com fins

terapéuticos (Direcdo Geral de Saude, 2009).

Na tabela 2, apresentam-se 0s parametros microbiolégicos a pesquisar em aguas

de piscinas, que se encontram descritos nos documentos referidos anteriormente.
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Tabela 2: Parametros microbiol4gicos a analisar em aguas de piscinas (adaptado de Dire¢éo Geral de Saude, 2009;
Ministério do Equipamento, do Planeamento e da Administragdo do territério, 1997)

Valores de 5
R Expresséo o
Parametros referéncia i » Periocidade das
) ) ) dos Métodos analiticos )
microbiolégicos analises
VR VL resultados
Microrganismos cultivaveis
< * -
a 37 °C (24h) <100 UFC/ 1 ml ISO 6222 Mensal
Coliformes totais 0 10 UFC/100ml  1SO 9308-1 modificada Mensal
Escherichia coli - 0 UFC/ 100 ml ISO 9308-1 modificada Mensal
Enterococcus spp. - 0 UFC/ 100 ml ISO 7899-2 Mensal
Pseudomonas aeruginosa - 0 UFEC/ 100 ml ISO 16266 Mensal
Staphylococcus produtores
_ *k
de coagulase 0 UFC/ 100 ml NP4343 Mensal
N° total de Staphylococcus < 20* - UFC/ 100 ml NP4343 Mensal
Legionella™* # N°/ 1000 ml ISO 11731:1998 Trimestral

VR - Valor recomendado; VL — Valor limite

* O valor recomendado podera ser ultrapassado uma vez por época de abertura ao publico.

**0/100 ml em 90% das amostras.

*** Em tanques de hidromassagem.

# Em caso de Legionella spp, recomenda-se um valor < 10, A Legionella pneumophila ndo deve ser

identificada na agua.

Em suma, a carga microbiana total expressa em bactérias cultivaveis a 37 °C deve
ser inferior a 100 UFCs em 1 ml. O nimero de coliformes totais existentes na agua
deve ser inferior a 10 UFCs por cada 100 ml, com auséncia de coliformes fecais (E.
coli) e Enterococcus. Por fim, ndo devem existir vestigios de microrganismos
patogénicos em 100 ml, como as pseudomonas, e 0s Staphylococcus coagulase
positiva em 100 ml e em 90% das amostras. Estas analises devem ser realizadas

mensalmente.

No caso da Legionella spp., a sua pesquisa deve ser efetuada trimestralmente,
recomendando-se um valor inferior a 100 UFCs por cada 1000 ml, com auséncia de

Legionella pneumophila.

A agua é considerada prépria para 0 uso a que se destina, quando nenhum dos
parametros microbioldgicos analisados ultrapassar os valores limites referidos na
tabela 2. Caso algum parametro esteja acima do imposto, as Autoridades de Saude

tém que tomar medidas, entre as quais: 1) Encerrar o tanque; 2) Mandar executar um
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tratamento da agua através da adicdo direta de desinfetante de modo a atingir uma
concentracdo de 20 mg/L de Cl, em 8 horas (ou 40 mg/L em 4 horas); 3) Efetuar o
mais rapidamente possivel uma nova colheita para a realizacdo de nova andlise; 4)
Caso a nova analise volte a confirmar uma ma qualidade da agua, a Autoridade de
Salde manterd o encerramento das atividades aquaticas até a agua se encontrar em
condicbes potaveis. Complementarmente deve-se verificar os valores de pH,
temperatura da agua e o valor residual de desinfetante no momento da sua colheita, e
consultar o livro de registo sanitario, os registos relativos ao funcionamento e de
qualidade da agua, assim como avaliar 0os processos relativos a filtracao e desinfecao
(Direcéo Geral de Saude, 2009).

1.6. Validacdo de métodos

Cada vez mais existe uma maior preocupacdo em relacdo a doencas transmitidas
pelo consumo de alimentos ou agua contaminados por microrganismos que possam
acarretar riscos para a saude humana. Torna-se, por isso, essencial, a sua analise
microbioldgica que € normalmente realizada em laboratérios acreditados para tal. O
laboratério necessita, portanto, de possuir meios e critérios objetivos que demonstrem
através de uma validacao que os métodos internos de ensaio que realizam conduzem
a resultados adequados e crediveis & qualidade desejada. E necessario efetuar uma
descri¢do e caraterizagdo do método interno de ensaio quando o objetivo for valida-lo.
Esta descricdo deve ser feita em documentos e de forma pormenorizada, de maneira,
a que qualquer pessoa com preparacao apropriada o possa executar (Relacre, 2000).
A validacdo de métodos deve refletir as situagbes reais dos ensaios, utilizando-se
amostras naturais e/ou amostras contaminadas artificialmente com um nivel de

contaminacao pré-definido (Relacre, 2007).

Neste trabalho foi efetuada uma validacdo secundaria do método, que consiste na
demonstracdo do cumprimento das especificacbes e da adequacdo ao uso de um
método normalizado (Silliker Portugal S.A., 2020). Neste caso, efetuou-se uma
validacdo secundaria do método analitico para a contagem de Staphylococcus spp. e
Staphylococcus coagulase positiva em aguas de piscina, de acordo com a Norma
Portuguesa 4343:1998: Qualidade da agua - Pesquisa e quantificacdo de

estafilococos.

18



FCUP
Validacdo secundaria do método de contagem de Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase
positiva e auditoria interna

O protocolo da validacdo de um método inclui a descricéo de diversos parametros,

entre os quais (Silliker Portugal S.A., 2020):

i) O resumo da metodologia aplicada;
i) Identificacdo das matrizes analisadas;
i) Carta de produtividade do meio de cultura utilizado: Construida através do

recurso a lenticulas de material de referéncia, com limites estabelecidos de
acordo com a norma internacional ISO 11133 - Microbiology of food, animal
feed and water. Preparation, production, storage, and performance testing
of culture media.

iv) Critério de precisdo: Obtido apos a construcdo de uma Carta de Duplicados
— Amplitudes, sendo recalculado anualmente;

V) Incerteza: Calculada através dos resultados obtidos em paralelo e com
recurso ao impresso 1Q.295: Célculo da incerteza da medigcdo -
Microbiologia — Aguas e Ar ambiente;

Vi) Exatiddo: Demonstrada com base nos resultados dos ensaios de
comparagéo interlaboratorial;

Vii) Carateristicas de desempenho: Sensibilidade, Especificidade, Taxa de
Falsos positivos, Taxa de Falsos negativos, Seletividade, Eficiéncia;

viii) Qualificagéo do pessoal técnico;

iX) Documentos utilizados durante o procedimento do método.

Primeiramente, para construir a carta de produtividade do meio, recorre-se a um
meio nao seletivo de referéncia, TSA (Tryptic Soy Agar) e compara-se a recuperacao
do microrganismo nesse meio com a sua recuperacdo no novo lote do meio seletivo,
MSA (Mannitol Salt Agar). A produtividade é calculada de acordo com a equacéo (1),
onde “Ns” representa o numero total de colénias obtido no meio de cultura que esta a

ser testado e “N,” 0 numero total de coldnias obtido no meio de referéncia.

Produtividade = % Q)

z

De seguida, para a validacdo deste método € necessario a realizacdo de no
minimo 30 amostras, sendo que, destas amostras, o laboratério precisa de cerca de
15 ensaios positivos, efetuados em duplicado (mesmo analista) para a realizacdo da
carta de duplicados — amplitudes, que ira permitir o calculo do critério de precisédo do

método, cujos resultados sdo registados no impresso 1Q. 178 Carta de duplicados
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(Silliker Portugal S.A., 2020). De modo a calcular a incerteza do método, € necessario
no minimo 30 ensaios positivos realizados em paralelo entre pessoal técnico diferente.

E também efetuado a analise de 2 brancos (Silliker Portugal S.A., 2020).

De maneira a determinar o critério de precisdo, é necessario primeiramente
converter os resultados obtidos em duplicado (D1 e D2) em logaritmico. Apds esta
transformacdo, calcula-se a média das amplitudes (R) que é obtida através da
equacao 2, onde Riog corresponde ao modulo da amplitude de cada par de duplicados
(equacao 3) e “n” ao numero total de ensaios. Por fim, recorre-se a equacao 4 para a

determinagéo do critério de preciséo.
D ZRLog
R= =1 (2)

Riog = |Log p1 — Log p2| (3)

Critério de Precisdo = 3.27 X R (4)

Para calcular a incerteza, comeca-se por determinar a variancia da reprodutividade
(u3,) e a variabilidade intrinseca (incerteza relativa da distribuigdo), u3;, através da
equacdo 5 e 6, respetivamente. Onde “Xa” e “Xb” representam os resultados obtidos

na analise em paralelo por analistas diferentes (ISO 29101, 2012).

logqo Xa—log,o Xb)?
u2 — (log1o 10 XD) (5)

R 2
2. — 2X01886 ©6)
di Xa+Xb

Com os valores obtidos nestas equacdes, obtém-se a incerteza operacional,

calculada através da equagéo 7.
2 _ 2 2
Up = UR) — Ug; (7)

Por fim, calcula-se a incerteza operacional relativa, multiplicando-se a média da
incerteza operacional obtida para os 30 ensaios por 5,302 (constante para a
conversdo de logaritmo comum a logaritmo natural) e determinando-se a sua raiz
quadrada (equacéo 8). O resultado € posteriormente multiplicado por 100% de modo a

ser apresentado em percentagem (ISO 29101, 2012).

Up, rel = \/uzzn (8)
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A exatiddo é demonstrada através dos resultados obtidos nos Ensaios de
Comparacgao Interlaboratorial (ECI). Um ECI pode ser definido como “Organizagao,
realizacao e avaliacdo de medicdes ou ensaios do mesmo (ou similares) itens por dois
ou mais laboratérios, de acordo com condi¢des pré-definidas”. As amostras analisadas
durante os ensaios devem ser executadas do mesmo modo que as amostras de
rotina/clientes, sendo os resultados obtidos pelos laboratérios participantes enviados a
organizacao responsavel para avaliacdo. Por fim, cada laboratério recebe um relatério
onde consta o seu desempenho no ensaio, normalmente sob a forma de “Z-score”.
Este valor é calculado através da equagao 9, onde “Xlab” corresponde ao valor obtido

pelo laboratério, “Xv” ao valor alvo/esperado e “s” ao desvio padrdo do ensaio
(Relacre, 1996, 2000).

Z — score = M (9)

1.6.1. Carateristicas de desempenho

Para calcular as carateristicas de desempenho (sensibilidade, especificidade,
seletividade, eficiéncia, taxa de falsos positivos, taxa de falsos negativos) recorreu-se

a tabela 3.

Tabela 3: Calculos utilizados para as carateristicas de desempenho de um método quantitativo (adaptada de Silliker
Portugal S.A., 2020)

Ensaios Presuntivos

+ -

. G O atb
. Verdadeiramente positivos Falsos negativos
Confirmados/ P 9
Verdadeiramente
. © (d) crd
Falsos positivos Verdadeiramente negativos

a+c b+d n
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1.6.1.1. Sensibilidade

A sensibilidade de um método consiste na sua capacidade em detetar o organismo
alvo, ou seja, na fracdo do total de culturas ou colénias positivas corretamente
atribuidos na contagem presuntiva. E calculada através da equagéo 10, em que, “a”
representa o numero de colonias ou ensaios presuntivos que sdo verdadeiros e “b” o
ndamero de coldnias ou ensaios que ndo sdo presuntivos, mas que sao verdadeiros. A
sensibilidade deve possuir normalmente um valor superior a 90% (ISO 13843 , 2017,

Silliker Portugal S.A., 2020).

s _a
Sensibilidade = i 100 (10)

1.6.1.2. Especificidade

A especificidade compreende o numero total de colénias negativas definidas
corretamente na contagem presuntiva. A sua percentagem deve rondar ou ser superior
a 80% e é calculada com o recurso a equagéo 11, em que “d” corresponde ao numero
de coldnias ou ensaios nao presuntivos verdadeiros, e “c” o numero de coldnias ou
ensaios presuntivos, mas que sao falsos (ISO 13843, 2017; Silliker Portugal S.A.,

2020).

Especificidade = dd) *100 (11)

(c+

1.6.1.3. Taxa de falsos positivos

A taxa de falsos positivos refere-se a fracdo de resultados positivos (colonias
tipicas) que demonstram ser devido a organismos nao alvo. O seu célculo esta
apresentado na equagao 12, onde “a” e “c” correspondem ao numero de coldnias ou
ensaios presuntivos verdadeiros e ao numero de col6nias ou ensaios presuntivos, mas

gue séo falsos, respetivamente (1ISO 13843, 2017; Silliker Portugal S.A., 2020).

L _c
Taxa de Falsos positivos = e 100 (12)
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1.6.1.4. Taxa de falsos negativos

A taxa de falsos negativos refere-se a fragdo de resultados negativos (colonias
atipicas) que acabam por se confirmar serem colonias alvo. Determina-se através da
equagdo 13, em que “b” representa o numero de coldénias ou ensaios nao
considerados presuntivos, mas que sao verdadeiros e “d” o numero de colénias ou
ensaios ndo presuntivos verdadeiros (ISO 13843, 2017; Silliker Portugal S.A., 2020).

b
(b+d)

Taxa de Falsos negativos = * 100 (13)

1.6.1.5. Seletividade

A seletividade consiste no racio do nimero de col6nias/ensaios alvo com o nimero
total de colonias, ou seja, na divisdo entre o numero de colénias ou ensaios
presuntivos que sdo verdadeiros (a) com o numero total de colénias ou ensaios (n),
equacdo 14. Os resultados ndo sdo vélidos caso a mesma tenha um valor inferior a
10% (ISO 13843, 2017; Silliker Portugal S.A., 2020).

Seletividade = % * 100 (14)

1.6.1.6. Eficiéncia

A eficiéncia refere-se a fracdo de coldnias/ensaios totais corretamente atribuidas
na contagem presuntiva. Consiste na soma do numero de col6nias ou ensaios
presuntivos que sao verdadeiros (a) com o numero de coldnias ou ensaios nao
presuntivos verdadeiros (d) sobre o nimero total de coldnias ou ensais (n), equacao
15 (ISO 13843, 2017; Silliker Portugal S.A., 2020)

Eficiéncia = @4 4 100 (15)

n
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1.7. Auditoria

Apés a validacdo do método, é necesséario efetuar avaliacbes periddicas ao
mesmo (auditorias) de modo a verificar se este estd em conformidade com os préprios
requisitos da organizacdo, com 0s requisitos presentes na norma NP EN ISO/IEC
17025 e se se encontra eficazmente implementado e mantido (ISO 9001, 2015; ISO
19011, 2018).

A auditoria é “um processo sistematico, independente e documentado para obter
evidéncia objetiva e respetiva avaliacdo objetiva, com vista a determinar em que
medida os critérios da auditoria sdo cumpridos” (ISO 9000, 2015). Possui como
objetivo determinar o grau de conformidade do sistema de gestéo face aos requisitos
normativos, avaliar a capacidade do sistema de gestdo para cumprir a legislagéo,
regulamentacao e requisitos contratuais, avaliar a eficiéncia do sistema de gestdo no
cumprimento dos objetivos definidos e identificar areas de melhoria do sistema de
gestdo. De uma auditoria podem resultar ndo conformidades, conformidades e
oportunidades de melhoria (ISO 19011, 2018).

Existem dois tipos de auditorias: auditoria interna e auditoria externa. Dentro da
auditoria externa temos as de segunda e de terceira parte. As auditorias de segunda
parte sdo realizadas por clientes ou por uma organizacdo em seu nome. Ja as
auditorias de terceira parte sdo efetuadas por organizacdes externas e independentes

como organismos de certificacdo/acreditagdo (1ISO 19011, 2018).

A auditoria interna é realizada pela prépria empresa. Esta deve ser efetuada em
intervalos planeados, no minimo com periocidade anual de modo a detetar e corrigir
nao conformidades assim como fazer uma melhoria continua do sistema de gestéo
(IPAC, 2018).
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1.8. Objetivos

Este relatério reporta o trabalho realizado entre Outubro de 2020 a Junho de 2021
na Silliker Portugal, S.A com a Dra. Andreia Pogas como supervisora na empresa e 0

Professor Doutor Fernando Tavares como orientador na FCUP.

Os objetivos deste estagio incidiram principalmente sobre a validacdo secundaria
do método de contagem de Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase positiva
e auditoria interna ao método. Para tal foi necessério o estudo de documentacao
(legislagéo, normas), protocolos e metodologia para a implementagdo do mesmo.
Simultaneamente, este incluiu a integracdo no trabalho de rotina num laboratério de
microbiologia acreditado, nomeadamente em tarefas que vao desde a preparacdo de
meios de cultura, distribuicdo de meios, até as confirmagfes e leituras. Para além das
aguas de piscinas, foram também incluidas na rotina de trabalho, 4guas de consumo,
minerais naturais e de nascente, desde a sua preparacdo, execucao e incubacao das

placas.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Amostragem

Este trabalho foi desenvolvido no laboratério de Microbiologia da Silliker Portugal,
S.A. Para a validacdo do método de contagem de Staphylococcus spp. e
Staphylococcus coagulase positiva foram analisadas 33 amostras num total de 110
ensaios. Estes ensaios englobaram a andlise de amostras de aguas de piscinas
naturalmente contaminadas, amostras contaminadas artificialmente e amostras nao
contaminadas, realizadas em duplicado (mesmo analista) e/ou paralelo (analistas
diferentes). E amostras derivadas de ensaios interlaboratoriais, tendo o laboratério
participado em 2 ECI.

As amostras contaminadas artificialmente (tabela 4) com lenticulas (Sigma-Aldrich,
Suiga), foram obtidas através da utilizacdo de DPCS (Daily Process Control Samples).
Estes consistem num material com carateristicas bem definidas de homogeneidade e
estabilidade, usado para as verificagbes de controlo e para a construgéo das cartas de
controlo. Os DPCS contém o microrganismo alvo a uma concentragdo conhecida e é
analisado seguindo o mesmo método que as amostras do cliente. Estas amostras
ajudam a suportar a validade do procedimento e a verificar que 0s processos do
laborat6rio se encontram dentro de controlo. Demonstra a capacidade do laboratério
em encontrar o microrganismo alvo se o mesmo estiver presente (Silliker Portugal
S.A., 2020).

Na tabela 4 encontram-se apresentadas as amostras que foram analisadas para a
validagdo secundaria do método, 0 numero de ensaios correspondentes, o produto e
as respetivas observagdes. Os ensaios correspondem a analise da mesma amostra
“n” vezes, nas mesmas condi¢cdes de analise. O nimero de ensaios correspondentes a
cada amostra depende da quantidade de dgua excedente das amostras dos clientes,
sendo necessario no minimo 2 ensaios por cada amostra. No caso das aguas
contaminadas artificialmente, estas possuem maioritariamente 4 ensaios cada, de
acordo com os critérios do laboratério. Estas amostras foram contaminadas com varios
microrganismos para além dos Staphylococcus, devido ao controlo semanal das aguas

que é efetuado pelo laboratério.
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Tabela 4: Amostras analisadas para a validacdo do método de contagem de Staphylococcus spp. e Staphylococcus

produtores de coagulase

27

Ne de )
N° de ensaios Produto Observacgdes
amostra
! 1 Interlaboratorial PHE — agua Contaminada com S. aureus, K. pneumoniae,
2 de piscina E. coli, E. faecalis, S. capitis, B. atrophaeus
3 £ . . . .
2 4 Agua de piscina Branco analisado em duplicado
5 4 . . .
3 5 Agua de piscina Analisada em paralelo
7 . . )
4 g Agua de piscina Analisada em paralelo
9 - . .
5 10 Agua de piscina Analisada em paralelo
11
12 - _ :
6 13 Agua de piscina Contaminada com S. aureus
14
15
16 , - .
7 17 Agua de piscina Contaminada com S. aureus
18
19
20 ) o Contaminada com S. aureus, E. coli,
8 Agua de piscina ) )
21 E. faecalis, P. aeruginosa
22
23
24 3 o Contaminada com S. aureus, E. coli,
9 Agua de piscina ) )
25 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
26
27
28 : o Contaminada com S. aureus, E. coli,
10 Agua de piscina ) )
29 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
30
31
32 i o Contaminada com S. aureus, E. coli,
11 Agua de piscina ) )
33 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
34
35 F4 . . .
12 36 Agua de piscina Analisada em paralelo
37 . o :
13 Agua de piscina Analisada em paralelo

w
(e¢]
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Tabela 4: Amostras analisadas para a validagdo do método de contagem de Staphylococcus spp. e Staphylococcus

produtores de coagulase (continuagao)

Ne de )
N° de ensaios Produto Observacgdes
amostra
39 i o )
14 40 Agua de piscina Analisada em paralelo
41 i o
Agua de piscina
15 42 Contaminada com S. aureus, E. coli,
43 i o Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
Agua de piscina
44
45
46 3 o Contaminada com S. aureus, E. coli,
16 Agua de piscina ) )
47 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
48
49
50 3 o Contaminada com S. aureus, E. coli,
17 Agua de piscina ) )
51 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
52
53 ) o )
18 54 Agua de piscina Analisada em paralelo
55 ) ) o
56 Contaminada com S. aureus, E. epidermidis,
Agua de piscina E. coli,
19 57 . .
Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
58
59
60 ; o Contaminada com S. aureus, E. coli,
20 Agua de piscina ) )
61 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
62
63 ) ) o
64 Contaminada com S. aureus, S. epidermidis,
21 65 Agua de piscina E. coli,
Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
66
67 £ . . .
22 o8 Agua de piscina Analisada em paralelo
69 . . .
23 20 Agua de piscina Analisada em paralelo
71 ) ) o
7 Contaminada com S. aureus, S. epidermidis,
24 23 Agua de piscina E. coli,
Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
74
75 ; o Contaminada com S. aureus, E. coli,
25 Agua de piscina ) )
76 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
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Tabela 4: Amostras analisadas para a validagdo do método de contagem de Staphylococcus spp. e Staphylococcus
produtores de coagulase (continuagao)

Ne de )
N° de ensaios Produto Observacgdes
amostra
77 . o Contaminada com S. aureus, E. coli,
25 Agua de piscina ) )
78 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
79 < - :
26 80 Agua de piscina Branco analisado em paralelo
81
82 ; o Contaminada com S. aureus, E. coli,
27 Agua de piscina ) )
83 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
84
85 ) ) o
86 Contaminada com S. aureus, S. epidermidis,
28 &7 Agua de piscina E.coli,
- Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
89 ) ) o
90 Contaminada com S. aureus, S. epidermidis,
29 o1 Agua de piscina E. coli,
92 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
93
94 3 o Contaminada com S. aureus, E. coli,
30 Agua de piscina ) )
95 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
96
97 < o .
31 08 Agua de piscina Analisada em paralelo
99 Contaminada com S. aureus e C. perfringens
100 Contaminada com S. aureus e C. perfringens
101 Contaminada com S. aureus e C. perfringens
102 Contaminada com S. aureus e C. perfringens
103 Interlaboratorial_ LGC —&gua  Contaminada com S. aureus e C. perfringens
32 de piscina
104 Contaminada com S. aureus e C. perfringens
105 Contaminada com S. aureus e C. perfringens
106 Contaminada com S. aureus e C. perfringens
107 Contaminada com S. aureus e C. perfringens
108 Contaminada com S. aureus e C. perfringens
33 109 Agua de piscina Analisada em paralelo
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2.2. Contagem de Staphylococcus spp. e Staphylococcus

coagulase positiva

O método de referéncia para a contagem de Staphylococcus spp. e
Staphylococcus coagulase positiva encontra-se descrito ha NP 4343:1998 a qual foi

seguida na integra para a realizacdo desta validagao.

As amostras sao inicialmente recolhidas em recipientes esterilizados (figura 3, a) e
refrigeradas entre 4 °C a 8 °C até serem analisadas. Esta analise deve acontecer

preferencialmente antes de decorridas 6h e nunca depois de 24h.

Para a filtragdo da agua € utilizada uma rampa de filtragdo com os respetivos
copos (figura 3, b), onde se coloca a quantidade de dgua necessaria de acordo com o
procedimento. Neste caso, considerando serem aguas de piscinas, 0 volume sera de
cerca de 100 ml. Esta agua é entdo filtrada com o recurso a uma membrana de
porosidade de 0,45 pm e 47 mm @ (Merck KGaA, Alemanha), que € posteriormente

colocada numa placa de Petri com 0 meio de cultura seletivo.

Figura 3: Recipientes utilizados para a recolha de dgua (a) e rampa de filtragdo das aguas (b)

De modo a detetar a possivel existéncia de colénias de Staphylococcus, utiliza-se o
meio seletivo Mannitol Salt Agar (MSA - Biokar Diagnostics, Francga), figura 4. Este é
constituido por proteose de peptona (10 g), extrato de carne (1 g), cloreto de sédio (75
g) manitol (10 g), vermelho de fenol (0,2 g) e agar (15 g) para 1000 ml de agua
destilada. Este meio encontra-se j& completamente desidratado, sendo apenas
necessario pesar a quantidade desejada e adicionar 4gua destilada de acordo com as
instrugdes fornecidas pelo fabricante. E posteriormente esterilizado por calor hiimido
(autoclave) durante 15 minutos a 121 °C (Instituto Portugués da Qualidade, 1998).
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Figura 4: Placas com o meio Mannitol Salt Agar

E um meio seletivo e diferencial pois contém uma quantidade de sal consideravel,
cerca de 75 g/L, que inibe o crescimento de bactérias ndo haléficas, principalmente
Gram-negativas, tornando-se seletivo para bactérias como Staphylococcus e
Micrococcus, Gram-positivas que toleram a concentragdo de sal existente no meio.
Para além disso possui o indicador vermelho de fenol que é utilizado para detetar a
formacéo de acido produzido pelas bactérias que consigam fermentar o manitol, como
0 caso de S. aureus, resultando na mudanga da cor do meio para amarelo e

produzindo coldnias amarelas (Biokar, 2010).

A placa de MSA com a membrana é entdo incubada em posi¢do invertida durante
24 h =4 h a 37 °C + 1 °C. Observam-se e contam-se as colénias suspeitas. Estas
consistem em colénias brancas ou amarelas, com ou sem halo amarelo, sendo
eliminadas as col6nias mucosas (correspondentes a bactérias do género Bacillus)
(Instituto Portugués da Qualidade, 1998).

De seguida, efetua-se um isolamento de 3 colonias de cada tipo em meio nédo
seletivo, Nutrient Agar (NA - Oxoid, Inglaterra) incubando-se as placas a 24 h+ 4 h a
37 °C £ 1 °C, procedendo-se posteriormente ao seu estudo morfoldgico e bioquimico
com o objetivo de identificar as colonias inicialmente obtidas.

= Coloragcdo de Gram

Através da coloracdo de Gram (bioMérieux, Franca) €é possivel analisar a
morfologia das células, de modo a inferir a estrutura das suas paredes celulares,
esperando-se observar células de coloracdo azul-violeta, correspondendo assim a

bactérias Gram-positivas.
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Procedimento (figura 5):

i) Colocar uma gota de &gua no centro de uma lamina de vidro, efetuar o
esfregaco de uma amostra de coldnia retirada do meio NA e deixar secar
ao natural;

i) Fixar ao calor, passando a lamina por uma chama, evitando o seu
sobreaquecimento;

iii) Cobrir o esfregaco com cristal violeta e deixar atuar 1 minuto;

iv) Retirar o corante com agua, adicionar solucdo de lugol e deixar atuar 1
minuto;

V) Remover o lugol com &gua, lavar com o descorante (alcool a 95 %) e voltar
a passar por agua;

Vi) Cobrir 0 esfregago com safranina e deixar atuar 1 minuto;

vii) Lavar com agua, deixar secar e observar ao microscopio com a objetiva de

imersao.

4 Coloracao com
Esfregago Fixagao cristal violeta | final

Figura 5: Esquema com alguns passos da Coloragéo de Gram

As bactérias Gram-positivas devido a sua parede celular espessa vao reter o
complexo cristal violeta-lugol, apresentando uma cor final de azul-violeta. Ja as
bactérias Gram-negativas ficardo com uma cor vermelha devido a safranina utilizada.
Esta cora as células ap6s as mesmas ficarem descoradas devido a desintegracéo da
membrana exterior e da parede celular fina e, a consequente remocdo do complexo

cristal violeta-lugol (Sapra & Tripathi, 2021).

Sendo os Staphylococcus, bactérias Gram-positivas, pretende-se, portanto,
observar células azul-violeta de formato esférico, aparecendo de forma isolada, em
pares, tétradas ou agrupados em cacho.

De maneira a verificar que os testes, produtos e reagentes utilizados estdo a

funcionar corretamente, é sempre necessario a utilizacdo de um controlo positivo e um
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controlo negativo em cada estudo/teste de modo a garantir a veracidade dos

resultados finais.

No caso da coloragéo de Gram, utiliza-se como controlo positivo, S. aureus WDCM
00032 (Gram-positiva) e como controlo negativo, por exemplo, a E. coli WDCM 00013

(Gram-negativa).

Apbs o estudo morfolégico das colénias e a confirmacdo de colonias Gram-
positivas, efetua-se o seu estudo bioquimico, com o recurso a testes, nomeadamente,
a pesquisa de catalase, a determinacdo do tipo respiratério (metabolismo

oxidativo/fermentativo) e a pesquisa de coagulase.

= Pesquisa de Catalase

Para a pesquisa da catalase colhe-se uma col6nia do meio NA e coloca-se numa
lamina em contacto com uma gota de solucdo de peroxido de hidrogénio (VWR
Chemicals, Estados Unidos). Sendo que os Staphylococcus sdo bactérias catalase
positivas, pretende-se observar a formagdo de bolhas de oxigénio, que consiste na
cisdo do perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua. Nesta pesquisa, recorre-se a E.
faecalis WDCM 00009 como controlo negativo (catalase negativa) e a S. aureus

WDCM 00032 como controlo positivo (catalase positiva).

= Determinacdo do tipo respiratério

Na determinacdo do tipo respiratorio, utiliza-se o meio MEVAG (Tritium
microbiologie B.V., Holanda), no qual a partir de uma col6nia isolada do meio NA se
realiza uma picada central com movimento oscilatério no final do tubo, retirando-se a
ansa na vertical de modo a limitar a entrada de ar no meio. Os tubos de MEVAG séo
posteriormente colocados a 37 °C = 1 °C durante 24 h + 4 h. O meio MEVAG possui
na sua constituicdo 10 g/L de glicose e 1,5 ml de uma solucdo de purpura de
bromocresol a 0,2 % que funciona como indicador de pH. Considerando os
Staphylococcus serem bactérias aerObias e anaerbbias facultativas, estas irdo
provocar uma acidificacdo do meio por todo o tubo devido a utilizagéo da glicose, quer
na presenca como na auséncia de oxigénio. Esta acidificacdo ir4 fazer com que o
indicador de pH mude da cor violeta para amarelo. A ocorréncia de crescimento
apenas na parte superior do tubo, indica que ocorreu oxidacdo da glicose e que,

portanto, trata-se de Micrococcus, descartando-se assim a hipotese inicial.
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Como controlo positivo utiliza-se S. aureus WDCM 00032 e como controlo
negativo, E. faecalis WDCM 00009.

= Pesquisadacoagulase

Por fim, de forma a distinguir os Staphylococcus produtores de coagulase de
Staphylococcus coagulase negativa, transferem-se as coldnias do meio NA para tubos
com meio Brain Heart Infusion (BHI — Biokar Diagnostics, Franca) incubando-se a 37
°C £ 1 durante 5 h £ 1 h. Apds este tempo, utiliza-se um tubo estéril onde se mistura
0,5 ml do caldo de BHI com 0,5 ml do teste da coagulase reconstituido (plasma de
coelho) (Liofilchem, Italia), indo a incubar a 37 °C + 1 e observando-se os resultados
apos 4h. Caso ocorra formacdo de coagulo em % do conteddo significa que séo
bactérias coagulase positivas, caso isso ndo se verifique, volta-se a ler o tubo as 24h
de incubagdo. Na presenca de Staphylococcus coagulase positiva verifica-se a
formacdo de um coagulo. E necessario ter em atencdo que para se proceder a
pesquisa de coagulase, as coldnias de Staphylococcus utilizadas ndo devem ter mais

de 48h de desenvolvimento em meios nao seletivos (meio NA).

Nesta pesquisa, usa-se S. aureus WDCM 00032 como controlo positivo (coagulase
positiva) e S. epidermidis WDCM 00132 como controlo negativo (coagulase negativa).

Os resultados obtidos sdo entdo expressos em numero de colénias de
Staphylococcus produtores de coagulase e Staphylococcus n&o produtores de

coagulase por 100 ml.
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3. Resultados e Discussao

A utilizacdo de instalacdes recreativas para a pratica de desporto/lazer apesar de
trazer bastantes beneficios pode também, ser responsavel pela transmissdo de
diversas doencas provocadas por microrganismos presentes nas aguas frequentadas.
Este problema torna a analise microbiolégica uma ferramenta essencial para evitar e
prevenir estas doencas, permitindo verificar se a 4gua cumpre com 0s parametros
microbioldgicos impostos, garantindo assim uma maior seguranca para 0s banhistas.
Permite também averiguar se os tratamentos da agua estdo a ser efetuados de forma

eficaz.

Nesta parte do trabalho encontram-se apresentados os resultados obtidos ao
longo do mesmo, a nivel da validacdo secundaria do método de contagem

Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase positiva e a sua auditoria interna.

» Carta de produtividade do meio

Relativamente ao meio de cultura Mannitol Salt Agar obteve-se a carta de
produtividade presente na figura 6. Os limites representados pela cor vermelha foram
descritos na norma internacional 1ISO 11133. Através da analise ao grafico é possivel
concluir que o meio MSA cumpre com os limites estabelecidos na norma. Apés a
construcdo da carta de produtividade, o ensaio realiza-se a cada novo lote do

fornecedor.

1,5 1

1,3 1

1,1 1

Produtividade

0,5

03 . : ‘
fa/m/z% 07 45 720z %/ %6202 131 %8/2024 04/;0/2920 23/;?/2% ’?/01/2021 "3/03/202;

Data

Figura 6: Grafico de produtividade obtido para o meio MSA
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3.1. Contagem de Staphylococcus spp. e Staphylococcus
coagulase positiva

De modo a calcular os parémetros anteriormente descritos na metodologia,
necessarios para a validagdo secundaria do método, foram analisadas 33 amostras
provenientes de aguas de piscinas. Estas amostras resultaram em 110 resultados
(ensaios) que foram obtidos através de amostras contaminadas artificialmente pelo
laborat6rio; naturalmente contaminadas; amostras ndo contaminadas; realizadas em

duplicado e/ou paralelo e amostras derivadas de ensaios interlaboratoriais.

Dos 110 resultados, os 92 ensaios que provieram de amostras contaminadas
artificialmente com S. aureus e S. epidermidis (materiais de referéncia, ensaios de
comparagao interlaboratoriais) ou amostras naturalmente contaminadas, o laboratorio
considerou 0s mesmos como ensaios presuntivos. Ja os 18 ensaios que provinham de

amostras ndo contaminadas, o laboratério considerou como ensaios nao presuntivos.

Na tabela seguinte, tabela 5, encontram-se apresentados os resultados obtidos
para os 110 ensaios, quer para a contagem de Staphylococcus spp. como para a
contagem dos Staphylococcus coagulase positiva.

Tabela 5: Resultados obtidos para a contagem de Staphylococcus spp. (a) e Staphylococcus coagulase positiva (b)

N° de N° de Resultado (a) Resultado (b)
. Produto Observagdes
amostra ensaios (UFC/100ml) (UFC/100ml)

1 Interlaboratorial Contaminado com S. aureus, K. 19 19

1 PHE — agua de pneumoniae, E. coli, E. faecalis, S.
2 piscina capitis, B. atrophaeus 24 24
3 ) 0 0

2 Agua de piscina Branco analisado em duplicado
4 0 0
5 ) 0 0

3 Agua de piscina Analisado em paralelo
6 0 0
7 ) 0 0

4 Agua de piscina Analisado em paralelo
8 0 0
9 ) 0 0

5 Agua de piscina Analisado em paralelo
10 0 0
11 ) 16 16

6 Agua de piscina Contaminada com S. aureus

12 21 21
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Tabela 5: Resultados obtidos para a contagem de Staphylococcus spp. (a) e Staphylococcus coagulase positiva (b)
(continuagéo)

N° de N° de . Resultado (a) Resultado (b)
. Produto Observagdes
amostra ensaios (UFC/100ml) (UFC/100ml)
13 ) 20 20
6 Agua de piscina Contaminada com S. aureus
14 17 17
15 67 67
16 ) 59 59
7 Agua de piscina Contaminada com S. aureus
17 51 51
18 57 57
19 42 42
20 ) o Contaminada com S. aureus, E.coli, 39 39
8 Agua de piscina ) ]
21 E. faecalis, P. aeruginosa 33 33
22 35 35
23 77 77
24 ) o Contaminada com S. aureus, E.coli, 80 80
9 Agua de piscina ) )
25 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa 83 83
26 79 79
27 21 21
28 ) o Contaminada com S. aureus, E.coli, 30 30
10 Agua de piscina . .
29 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa 33 33
30 27 27
31 85 85
32 ) o Contaminada com S. aureus, E.coli, 89 89
11 Agua de piscina ) )
33 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa 94 94
34 83 83
35 ) 0 0
12 Agua de piscina Analisada em paralelo
36 0 0
37 ) 0 0
13 Agua de piscina Analisada em paralelo
38 0 0
39 ) 3 3
14 Agua de piscina Analisada em paralelo
40 3 3
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Tabela 5: Resultados obtidos para a contagem de Staphylococcus spp. (a) e Staphylococcus coagulase positiva (b)
(continuagéo)

N° de N° de Resultado (a) Resultado (b)
) Produto Observacgdes
amostra ensaios (UFC/100ml) (UFC/100ml)
41 29 29
42 ) o Contaminada com S. aureus, E.coli, 15 15
15 Agua de piscina ] ]
43 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa 23 23
44 20 20
45 54 54
46 . o Contaminada com S. aureus, E.coli, 59 59
16 Agua de piscina ) ]
47 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa 63 63
48 51 51
49 40 40
50 . o Contaminada com S. aureus, E.coli, 42 42
17 Agua de piscina ) ]
51 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa 49 49
52 44 44
53 ) 0 0
18 Agua de piscina Analisada em paralelo
54 0 0
55 27 16
56 , Contaminada com S. aureus, E. 33 12
19 Agua de piscina epidermidis, E.coli,
57 . . 41 19
Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
58 35 15
59 12 12
60 ) o Contaminada com S. aureus, E.col, 19 19
20 Agua de piscina ) )
61 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa 25 25
62 23 23
63 71 21
64 ’ Contaminada com S. aureus, S. 95 30
21 Agua de piscina epidermidis, E.coli,
65 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa 83 33
66 90 27
67 ) 14 10
22 Agua de piscina Analisada em paralelo
68 7 5
69 ) 0 0
23 Agua de piscina Analisada em paralelo
70 0 0
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Tabela 5: Resultados obtidos para a contagem de Staphylococcus spp. (a) e Staphylococcus coagulase positiva (b)
(continuagéo)

N° de N° de Resultado (a) Resultado (b)
. Produto Observagdes
amostra ensaios (UFC/100ml) (UFC/100ml)
71 77 55
72 , Contaminada com S. aureus, S. 83 47
24 Agua de piscina epidermidis, E.coli,
73 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa 89 44
74 91 59
75 64 64
76 ) o Contaminada com S. aureus, E.coli, 63 63
25 Agua de piscina ) )
77 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa 56 56
78 51 51
79 ) 0 0
26 Agua de piscina Branco analisado em paralelo
80 0 0
81 36 36
82 ’ o Contaminada com S. aureus, E.coli, 31 31
27 Agua de piscina ) )
83 Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa 39 39
84 43 43
85 26 19
86 ’ Contaminada com S. aureus, 29 16
28 Agua de piscina S.epidermidis, E.coli,
87 . . 19 10
Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
88 22 12
89 68 22
9 ’ Contaminada com S. aureus, 66 27
29 Agua de piscina S.epidermidis, E.coli,
91 . . 56 27
Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
92 55 23
93 26 26
94 Contaminada com S. aureus, E.coli, 30 30
30 Agua de piscina  Enterobacter, E. faecalis, P. aeruginosa
95 42 42
96 27 27
97 ) 63 50
31 Agua de piscina Analisada em paralelo
98 72 61
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Tabela 5: Resultados obtidos para a contagem de Staphylococcus spp. (a) e Staphylococcus coagulase positiva (b)

(continuacéo)

N° de N° de Resultado (a) Resultado (b)
amostra ensaios Produto Observagoes (UFC/100ml) (UFC/100ml)

99 81 81

100 92 92

101 91 91

102 79 79

32 103 Ittggas(;;ltg?é_ Contaminada com S. aureus e C. 80 80

104 piscina perfringens 78 78

105 76 76

106 81 81

107 90 90

108 89 89

109 . 55 51

33 Agua de piscina Analisada em paralelo
110 51 45

De modo a alcancar os resultados apresentados na tabela anterior, foi necessério

recorrer a determinados estudos morfoloégicos e bioquimicos com o objetivo de

confirmar as colonias obtidas em placa e distinguir entre Staphylococcus coagulase

positiva e Staphylococcus coagulase negativa.

Na imagem 7, encontra-se apresentado um exemplo proveniente de amostras de

z

aguas de piscina contaminadas. Nela € possivel observar colénias suspeitas de

Staphylococcus, isto €, colénias brancas ou amarelas, com ou sem halo amarelo.

Figura 7: Placas de meio MSA com col6nias suspeitas de Stap

colénias amarelas onde ocorreu mudanca de cor do meio (b)

hylococcus, nomeadamente, colénias brancas (a) e
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No exame de microscopio, apos coloracdo de Gram, obtiveram-se as seguintes
células (figura 8), sendo como previsto, de coloragdo azul-violeta, de forma esférica,

isoladas, aos pares e no formato de cacho de uvas.

Figura 8: Coloragdo Gram das amostras suspeitas de Staphylococcus, onde se pode observar células azul-violeta,
correspondendo assim a bactérias Gram-positivas

Na pesquisa de catalase observou-se a formacdo de bolhas de oxigénio,
confirmando assim a presenca de bactérias catalase positivas, o que permitiu seguir o
estudo para a pesquisa do tipo respiratério (metabolismo oxidativo/fermentativo) e da

coagulase.

No tipo respiratorio, verificou-se o crescimento por todo o tubo MEVAG e a
mudanca de cor roxo para amarelo (figura 9), devido a utilizacdo de glicose por parte
dos microrganismos e ao seu crescimento tanto a nivel aerébio como anaerébio. Estes
resultados permitiram concluir que as bactérias inicialmente suspeitas se tratavam
realmente de Staphylococcus, faltando apenas verificar a presenca ou auséncia da

coagulase.

Por fim, a pesquisa de coagulase possibilitou a distingdo entre Staphylococcus
coagulase negativa e Staphylococcus produtores de coagulos, nomeadamente, S.

aureus (figura 10).



FCUP | 42
Validacdo secundaria do método de contagem de Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase
positiva e auditoria interna

Figura 9: Resultados do tipo respiratério — Com crescimento na Figura 10: Resultados da pesquisa de

o ) coagulase: a -  Staphylococcus
presenca de oxigénio nos tubos 1 e 2 (crescimento apenas na parte coagulase negativa (ndo formacio de
superior do tubo) e crescimento na presenga e auséncia de oxigénio coagulo); b - Staphylococcus coagulase
nos restantes tubos (crescimento por todo o tubo e mudanga de cor) positiva (formagéo de coagulo)

Apos efetuados estes estudos para todas as amostras suspeitas, foi entdo possivel
chegar aos resultados descritos nas tabelas anteriores (7 a 11). De acordo com estas
tabelas, num total de 33 amostras, ocorreu o desenvolvimento de Staphylococcus nas
20 amostras contaminadas artificialmente com S aureus e S. epidermidis pelo
laboratério e em 4 amostras originarias de clientes. Os Staphylococcus possuem uma
temperatura 6tima de crescimento entre os 35 e 37 °C e uma capacidade de crescer
em meios com alguma salinidade, o que estd de acordo com o efetuado no
procedimento, sendo, portanto I6gico que tenha ocorrido o seu crescimento nas
amostras contaminadas. O desenvolvimento de microrganismos nas amostras ndo
contaminadas pelo laboratério (amostras de clientes), é preocupante, devido ao seu
risco para a saude dos utilizadores, podendo o mesmo dever-se a ineficacia dos

tratamentos utilizados na 4gua de piscinas.

Com estes resultados obtidos, foi entdo possivel determinar os paréametros
necessarios para a validagdo do método de contagem de Staphylococcus spp. e
Staphylococcus coagulase positiva que vao ser expostos de seguida.



FCUP
Validacdo secundaria do método de contagem de Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase
positiva e auditoria interna

= Critério de preciséao

A precisdo € um termo geral que tem como objetivo avaliar a dispersdo de
resultados de ensaios independentes, repetidos sobre uma mesma amostra ou
amostras semelhantes, em condi¢Bes definidas (Relacre, 2000). Este critério foi obtido
através da andlise de 15 ensaios positivos, analisados em duplicado, has mesmas

condi¢des (mesmo laboratério, analista e equipamento).

Para a contagem de Staphylococcus spp. obteve-se um critério de precisdo de
0,199log, ja para a contagem de Staphylococcus produtores de coagulase positiva

obteve-se um valor de 0,239log.

= Carateristicas de desempenho

Sensibilidade: Para a contagem dos Staphylococcus spp. e Staphylococcus
produtores de coagulase, em 110 resultados obtidos, 92 foram considerados como
ensaios presuntivos que sdo verdadeiros (a) e 0 como o ndimero de ensaios nao
considerados presuntivos, mas verdadeiros (b), obtendo-se um valor de 100% para a
sensibilidade (equacéo 7). Visto que este parametro deve ter um valor superior a 90%,
este resultado permite concluir que o método possuiu capacidade total para detetar o

organismo alvo.

a 92
(a+b) ~ (92+0)

Sensibilidade = * 100 (7)

Especificidade: Dos 110 resultados alcancados, o laboratério considerou 18 como
ensaios ndo presuntivos verdadeiros (d) e 0 como ensaios presuntivos, mas que sao
falsos (c), dando uma percentagem de 100% para a especificidade do método
(equacao 8). Sendo que o valor da mesma deve ser superior a 80%, pode-se concluir
gue o método consegue atribuir a fracdo total de negativos na contagem presuntiva de

forma correta.

d _ 18
(d+c) ~ (18+0)

Especificidade = * 100 (8)

Taxa de Falso Positivos: Nestes ensaios verificou-se que a taxa de falsos positivos

foi nula (equacdo 9), ou seja, ndo existiram resultados positivos que demonstrassem

43
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ser devido a organismos ndo-alvo. O nimero de ensaios presuntivos, mas que sdo
falsos foi considerado 0 (c), enquanto o numero de ensaios presuntivos verdadeiros
(a) foi 92.

_ 0
(a+c) ~ (92+0)

Taxa de falsos positivos = * 100 (9)

Taxa de Falsos Negativos: A fracdo de resultados negativos que demostrassem ser
colénias alvo foi também nula, onde se considerou um valor de 18 para 0 numero de
ensaios nao presuntivos verdadeiros (d) e 0 o nimero de ensaios néo considerados

presuntivos, mas que sao verdadeiros (b), equacéo 10.

0
(b+d) ~ (0+18)

Taxa de falsos negativos = * 100 (10)

Seletividade: Para a seletividade considerou-se 110 como o numero total de ensaios
(n) e 92 como o0 nimero de ensaios presuntivos que sédo verdadeiros, chegando-se a
um valor de 84% (equacdo 11). Este valor € mais que satisfatorio considerando que é

imposto que a seletividade tenha uma percentagem superior a 10%.

Seletividade = % = 2+ 100 (11)

n

Eficiéncia: Num total de 110 resultados obtidos (n), 92 foram considerados como
ensaios presuntivos verdadeiros (a) e 18 como resultados néo presuntivos verdadeiros
(d), o que levou a uma eficiéncia de 100% (equacdo 12), ou seja, todos 0s ensaios
foram atribuidos de forma correta na contagem presuntiva.

(a+d) _ (92+18)

Eficiéncia = o * 100 (12)

Resumidamente, todas as carateristicas analisadas anteriormente encontram-se
dentro dos valores descritos na ISO 13843:2017: Water quality — Requirements for
establishing performance characteristics of quantitative microbiological methods, o que
permite concluir que a execucao do método é eficaz e cumpre com 0s requisitos,
fornecendo, portanto, resultados de elevada credibilidade. Na tabela seguinte (tabela

6) encontram-se apresentados numa forma simplificada as caracteristicas de
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desempenho e os seus valores obtidos. Considerando que os numeros de ensaios

(amostras contaminadas artificialmente, ndo contaminadas e naturalmente

contaminadas) foram iguais tanto para a contagem de Staphylococcus spp. como para
a contagem de Staphylococcus coagulase positiva, optou-se por apresentar 0S

resultados em conjunto.

Tabela 6: Resultados dos parametros obtidos para a validacdo do método de Staphylococcus spp. e Staphylococcus
coagulase positiva (adaptada de Silliker Portugal S.A., 2020)

45

Ensaios de amostras ) . .
) ) o Ensaios de amostras nédo Ensaios de amostras
Amostras Ensaios contaminadas artificialmente ) )
contaminadas contaminadas naturalmente
e/ou naturalmente em paralelo
33 110 92 18 8
Ensaios presuntivos
+ -
Confirmados/ + (a) Verdadeiros positivos (b) Falsos negativos a+b
Verdadeiramente - (c) Falsos positivos (d) Verdadeiros negativos c+d
a+c b+d n
Ensaios presuntivos
+ -
+ 92 0 at+b
Confirmados
- 0 18 c+d
a+c b+d n

Sensibilidade al(a+b) 100 %

Especificidade d/(c+d) 100 %

Taxa de falsos positivos c/(@a+c) 0%

Taxa de falsos negativos b/(b+d) 0%

Seletividade aln 84 %

Eficiéncia (a+d)/n 100 %
» Exatiddo

A exatiddo é demonstrada com base nos resultados dos ensaios de comparacao
interlaboratorial, tanto para a contagem de Staphylococcus spp. como para a

contagem dos Staphylococcus coagulase positiva. A exatiddo permite avaliar a
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proximidade entre o resultado obtido no ensaio e o valor de referéncia aceite como

convencionalmente verdadeiro (Relacre, 2000).

Nas tabelas seguintes (7 e 8) apresentam-se 0s resultados obtidos nesses

mesmos ensaios.

Tabela 7: Resultados obtidos nos ensaios de comparacéao interlaboratorial para a contagem de Staphylococcus spp.

) Resultado )
Amostra Matriz Resultado (UFC) “z-score” Avaliacao
esperado (UFC)
a Agua de piscina 19 8-82 -0,39 Aceitavel
b Agua de piscina 53 53 0 Aceitavel

Tabela 8: Resultados obtidos nos ensaios de comparag&o interlaboratorial para a contagem de Staphylococcus
coagulase positiva

) Resultado )
Amostra Matriz Resultado (UFC) “z-score” Avaliacao
esperado (UFC)

a Agua de piscina 19 8-79 -0,34 Aceitavel

b Agua de piscina 53 53 0 Aceitavel

Analisando as tabelas anteriores, é possivel verificar que os resultados alcancados
se encontram dentro dos valores esperados €, avaliando o “z-score” verifica-se que
em todos 0s casos, 0 mesmo possui um valor inferior a 2 e muito proximo de 0. Estes
dados permitem concluir que a exatiddo do método tanto para os Staphylococcus spp.
como para os Staphylococcus coagulase positiva apresentaram valores aceitaveis,
cumprindo assim com o0s critérios estabelecidos para a matriz analisada (Relacre,
2000).

* |ncerteza

De modo a calcular as incertezas associadas ao método foram utilizados 44
resultados para a contagem de Staphylococcus spp. e 38 para a contagem de
Staphylococcus coagulase positiva, obtidos em paralelo entre pessoal técnico
diferente. Para a contagem de Staphylococcus spp. foi determinada uma incerteza no

valor de 6%, ja para a contagem de Staphylococcus coagulase positiva, chegou-se a
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um valor de 8%. A incerteza exprime a possibilidade de erro de um resultado e quanto

menor o seu valor, maior a qualidade do resultado obtido (Relacre, 1996).

3.2. Auditoria interna ao método

As auditorias realizadas ao método de contagem de Staphylococcus spp. e
Staphylococcus coagulase positiva foram realizadas nos dias 15, 16 e 17 de Junho no
laboratério da Silliker Portugal. Para tal, recorreu-se a um documento desenvolvido na
empresa que serviu de checklist. Durante a auditoria interna foi efetuada uma auditoria
presencial que consistiu no acompanhamento da realizacdo do método pelo auditor,
onde o mesmo pode verificar se todos os passos do método sdo executados de
acordo com a norma NP 4343:1998. Efetuou-se também uma auditoria vertical que
consistiu na analise de um boletim analitico de uma amostra de 4gua de piscina desde
a sua rececao até a emissao dos resultados da mesma. Ao longo destes dias foram

analisadas 4 amostras de aguas de piscinas.

Nas tabelas seguintes (9 a 17) apresentam-se o0s topicos analisados e o0s
respetivos comentarios/observacdes. Devido a questdes de confidencialidade nao é

possivel apresentar informagdes mais especificas.

Na auditoria ao método ndo foram identificados problemas que pusessem em
questao a precisao e a confianca dos resultados do cliente, resultando, portanto, numa

conformidade neste ponto (tabela 9).

Tabela 9: Topico da auditoria ao método relacionado com questdes e problemas obtidos durante a auditoria ao
mesmo e respetivos comentarios

Item C NC NA Comentarios Acéo

Foram identificados problemas/questdes durante a auditoria ao ~ ) -
) L . Né&o foram identificados
método que cologuem em causa a preciséo e confianca dos X - - . -
) ) ) L problemas/questbes.
resultados do Cliente que exigem a invalidag&o dos resultados?

Se sim, a Qualidade Corporativa foi notificada (a Qualidade
Corporativa deve ser notificada dentro de 24 horas se este - - X - -

problema for observado)

. C — Conforme; NC — N&o conforme; NA — Nao aplicavel
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» Lista de verificacdo ao analista

Em relacdo ao topico da lista de verificagdo ao analista (tabela 10), foram analisados os documentos relativos a validacdo de métodos em
analise microbioldgica (PCQ 33) e a quantificacdo de competéncias em microbiologia (IQ 257). Verificou-se, portanto, que os analistas que
participaram na validacdo do método se encontram automaticamente qualificados para a execucdo do mesmo e 0s registos de formacéao
encontram-se completos e sdo revistos pelo responsavel do laboratério de microbiologia. Nao foi detetada nenhuma ndo conformidade neste
tépico.

Tabela 10: Tépico da auditoria ao método relacionado com a lista de verificagdo ao analista e respetivos comentarios

Item C NC NA Comentarios Acéo

O treino dos Analistas segue os principios:
A) O Analista em treino leu e releu o método/procedimento com um Analista
Qualificado?

. . 3 ) ) Foi verificado o documento PCQ 33 sobre a validacéo de métodos
B) O Analista em treino, observou o método/procedimento a ser realizado por

. . X - - em andlise microbioldgica. -
um Analista Qualificado?
C) O Analista em treino demonstrou habilidade e conformidade com o
método/procedimento sob a supervisao direta de um Analista Qualificado?
D) O analista demonstra competéncia no método/procedimento?
Os registos da formagdo encontram-se completos: registos dos testes, N Foi verificado o documento 1Q 257 sobre a matriz de qualificacéo de
resultados de célculos e tém completa rastreabilidade. competéncias em microbiologia.
Os registos de formacdo sao revistos, verificados e autorizados pelos X Os documentos séo verificados pelo responsavel do laboratério de
Responsaveis do laboratério? microbiologia.
O desempenho técnico é verificado anualmente? - - X O método foi validado este ano (2021). -

. C — Conforme; NC — Né&o conforme; NA — Nao aplicavel
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*= Principios do método
Relativamente aos principios do método, os analistas foram questionados sobre 0s possiveis pontos criticos do método, ou seja, o que
pode colocar em causa a precisédo dos resultados finais. Para além disso, foram também questionados sobre os pontos que possam levar a um

resultado elevado, um resultado baixo, um falso positivo ou falso negativo. Em ambas as situagdes os analistas foram capazes de identificar os

pontos criticos (tabela 11), obtendo-se, portanto, conformidade nos dois pontos.

Tabela 11: Tépico da auditoria ao método relacionado com o principio do método e respetivos comentarios

Item C NC NA Comentarios Acdo

Os Analistas conseguem identificar os pontos criticos do X Contaminagdes cruzadas; Ma desinfe¢éo da rampa de filtragdo; Criagdo de bolhas de ar
método? no meio MEVAG.

1) Resultado elevado: Contaminag®es cruzadas; filtrar mais que 100 ml;

O Analista consegue identificar os passos criticos que podem 2) Resultado baixo: N&o agitar amostra; Filtrar menos que 100 ml;
causar: 1) um resultado elevado 2) resultado baixo, 3) um X - - 3) Um falso positivo: Contaminagdes cruzadas; -
falso positivo ou 4) um falso negativo 4) Um falso negativo: Ma interpretacéo na observagao da coloragdo de Gram ao

microscépio

. C — Conforme; NC — N&o conforme; NA — Nao aplicavel
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= Reclamacdes dos clientes
Neste tépico da auditoria (tabela 12), todos os itens analisados estavam em conformidade, visto ndo ter sido identificada nenhuma
reclamacéo ou ndo conformidade relacionada com o método nos ultimos 12 meses e considerando o laboratério ter definido um responsavel

pela retoma do trabalho em caso da ocorréncia de ndo conformidades ou reclamagdes que afetem a precisdo dos resultados.

Tabela 12: Tépico da auditoria ao método relacionado com as reclamagdes dos clientes e respetivos comentarios

Item C NC NA Comentarios Acgéo

Houve alguma nao conformidade ou reclamacéo de Cliente relacionada com o

método auditado nos Ultimos 12 meses? Se sim a investigacéo foi realizada de .
- . . . . . N&o houve nenhuma reclamacéo ou ndo conformidade nos
acordo com os requisitos legais? Foi determinado a andlise de causas? Foi - - X " ) 3 . -
] ) ] tltimos 12 meses relacionadas com o método auditado.
implementado uma correcdo e/ou acdo corretiva apropriada? Houve um

acompanhamento eficaz?

Foram identificados problemas durante a investigacdo que colocassem em duvida a
validacdo dos resultados, incluindo invalidados, tratados de forma eficaz e os - - X - -

Clientes notificados de uma forma adequada?

No caso de uma recolha de resultados, o Diretor Técnico Regional foi notificado

imediatamente (24h)?

O laboratério tem definido, no caso de uma nédo conformidade ou Reclamagédo de
Cliente, que ponha em causa a precisao dos resultados, quem é o responséavel pela X - - Diretora Geral da Empresa -

retoma do trabalho?

. C — Conforme; NC — N&o conforme; NA — N&o aplicavel
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» Teste ao método
Em relacdo ao teste ao método, ndo foram verificadas ndo conformidades (tabela 13). A norma encontra-se atualizada e os analistas
possuem acesso a mesma e a todos os documentos associados. Os resultados da validacdo e as respetivas conclusdes foram registadas

num relatorio de valida¢éo juntamente com o célculo da incerteza do método.

Tabela 13: Tépico da auditoria ao método relacionado com o teste ao método e respetivos comentarios

Item C NC NA Comentarios Acéo
Método/norma: Existe e estd devidamente controlado? X - - A norma existe e esta devidamente controlada (NP4343:1998). -
O método/norma esté atualizado? X - - - -

. . s Os analistas tém acesso a uma cépia integral na plataforma digital
As analistas tém acesso a uma cépia integral? X - -

da empresa.

O procedimento é seguido pelas analistas? X - - - -
Quando aplicavel, o método encontra-se no formato global? - - X - -
O Analista tem acesso a mais corrente versdo do procedimento e documentos X Os analistas tém acesso a mais corrente versdo na plataforma
associados? digital da empresa.
O documento local é consistente com o método referenciado? X - - - -
Se o0 método for um método fornecido pelo cliente, o laboratério possui 0s requisitos X
globais da dltima verséao?
O ambito de aplica¢é@o da validag&o/verificacdo inclui as amostras a serem testadas? X - - A norma é principalmente para aguas de piscinas. -
Se a matriz estiver fora do ambito de aplicagdo original, o laboratério procedeu a X
validacéo/verificagdo do método para a matriz fornecida?
Os resultados da validagdo/verificagcdo foram registados e determinadas as . - -

~ N, X - - Os resultados foram registados no relatorio de validagéo. -
conclusdes dos resultados (valido/invalido)?
O célculo da incerteza foi identificado e documentado para os métodos acreditados? X - - O célculo da incerteza foi registado no relatério de validagao. -

. C — Conforme; NC — N&o conforme; NA — N&o aplicavel
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= Execucdo do método

Neste tdpico da auditoria (tabela 14), recorreu-se ao documento de rastreabilidade (1Q.40) de modo a verificar que nenhum dos prazos de
validade dos meios, reagentes e kit foram excedidos, que possuiam completa rastreabilidade e se encontravam armazenados
adequadamente. Foram também verificadas as temperaturas dos frigorificos e da estufa utilizados, 5 °C e 37 °C respetivamente. Por fim,

analisou-se a execuc¢do do método pelos analistas, concluindo-se que 0 mesmo era executado na integra e de acordo com a norma.

Tabela 14: Tépico da auditoria ao método relacionado com a execugdo do método e respetivos comentarios

Iltem C NC NA Comentarios Acéo
) ) ) o ) Verificado no 1Q.40. Todos os kits/reagentes/meios
A validade de todos os kits/reagentes/suplementos/meios néo foi excedida? X - - ) -
encontravam-se dentro da validade.
o 5 ) Verificadas temperaturas, todas se encontravam dentro
As tolerancias de temperaturas séo respeitadas? X - - o ) -
dos limites estabelecidos.
) " Todos o0s meios e suplementos encontravam-se
Os meios/suplementos séo armazenados adequadamente? X - - -
armazenados de acordo com os fornecedores.
O controlo de qualidade dos meios é aceitavel e com completa rastreabilidade? X - - Verificado no 1Q.40, completa rastreabilidade dos meios. -

O analista segue o método? Enumere todos os pontos revistos e identifigue se atende/
ndo atende ao requisito.

1) Filtragdo de 100 ml e incubacéo da placa de MSA a 37 °C, durante 48h;

2) Leitura e contagem das colonias suspeitas; Transferéncia das colonias

suspeitas para meio NA e incubagao a 37 ° C durante 24h;

3)  Execucéio da coloragdo de Gram X - - Todos os pontos revistos atenderam aos requisitos. -
4) Pesquisa da Catalase;
5) Determinacao do tipo respiratorio;
6) Pesquisa da coagulase;
7) Registo dos resultados.
No caso de testes quantitativos, os retests foram devidamente configurados? A ) ) N i )

concordancia entre os resultados foi calculada adequadamente?

. C — Conforme; NC — N&o conforme; NA — N&o aplicavel
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» Rastreabilidade

Nesta parte da auditoria, foi executada uma auditoria vertical na medida em que foi analisado um boletim analitico que permitiu verificar a
rastreabilidade de uma amostra desde a sua rececao até a emissao dos resultados. Foi verificado uma completa rastreabilidade de todos os
reagentes, kits e meios utilizados, tendo esta sido vista no boletim e no documento 1Q.46 referente a rastreabilidade dos meios de cultura. Para
além disso, confirmou-se também uma completa rastreabilidade dos registos de equipamentos usados no procedimento e na preparacao dos

meios de cultura. Todos os itens deste tdpico encontravam-se, portanto, em conformidade (tabela 15).

Tabela 15: Tépico da auditoria ao método relacionado com a rastreabilidade e respetivos comentarios

Item C NC NA Comentarios Acéo

Existe uma completa rastreabilidade das amostras no ) ) » ) B -
» X - - Visto boletim analitico. Existe completa rastreabilidade da amostra.
programa de laboratério?

) - Visto boletim analitico, onde se verificou o lote do meio MSA Restantes meios -
Existe uma completa rastreabilidade de todos os reagentes, x - -

kits, meios, suplementos? verificados no 1Q.46 (rastreabilidade dos meios de cultura).
Existe uma completa rastreabilidade das leituras/repicagens? X - - Visto boletim analitico. Completa rastreabilidade das leituras.
Existe uma completa rastreabilidade dos registos de  y - - Visto boletim analitico. Completa rastreabilidade dos registos de equipamentos.

equipamentos?

Existe uma completa rastreabilidade da preparagdo dos meios N - Visto no 1Q.40.
de cultura?

. C — Conforme; NC — Né&o conforme; NA — Nao aplicavel
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= Equipamentos, temperaturas, massas e volumes

Os equipamentos utilizados no método, nomeadamente, balanga, pipetas, frigorifico e estufa, foram verificados através das cartas de
controlo e das etiquetas de identificacdo, calibragéo e verificagdo. Todos 0s equipamentos estavam atualizados, nomeadamente com as datas
das calibragbes efetuadas e as préximas datas previstas. As temperaturas foram medidas com o auxilio de um termémetro, as quais se

confirmaram estar dentro dos valores desejados. Nao se verificou qualquer ndo conformidade nestes itens (tabela 16).

Tabela 16: Tépico da auditoria ao método relacionado com a lista de verificagcdo ao analista e respetivos comentarios

Item C NC NA Comentérios Acéo

Os registos dos equipamentos usados estdo atualizados? Ver se

existem etiquetas de identificacdo, calibracdo e verificacdo (se X - - Registos encontravam-se atualizados. -
aplicavel).
Temperaturas: Os registos das calibrages, verificagbes e X - - Registos encontravam-se atualizados. -

manutencdes (se aplicavel) estdo atualizados?

Volumes: Os registos das calibrages, verificagbes e X , , Registos encontravam-se atualizados. -
manutencdes (se aplicavel) estdo atualizados?

Massas: Os registos das calibracdes, verificagcdes e manutengdes X

( licavel) estao atualizados? - - Registos encontravam-se atualizados. -
se aplicavel) estdo atualizados?

Outros: Os registos das calibragdes, verificagbes e manutengdes - i, X R -
(se aplicavel) estdo atualizados?

C - Conforme; NC — N&o conforme; NA — N&o aplicavel
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» Registos e documentacgéo
Relativamente aos registos e documentagdo relacionados com o método, todos os itens presentes na tabela 17 foram verificados,
recorrendo-se a documentos como o 1Q.257 e a outros existentes na plataforma digital da empresa. Concluiu-se que todos os documentos e

registos se encontravam em conformidade com o pretendido.

Tabela 17: Tépico da auditoria ao método relacionado com os registos e documentagéo e respetivos comentarios

Item NC NA Comentérios Acéo
A férmula de célculo esta de acordo com a norma? - - - -
Apresentagcdo dos resultados (de acordo com a ISO 7218 ou
- - Resultados apresentados segundo 1SO 8199 -
outra norma).
) o ) L . O registo da qualificagdo das analistas foi verificado no 1Q.257
Registos da qualificagdo das analistas e descrigdo das funcdes. - - o o . ) ) -
(Quantificagdo das competéncias em microbiologia)
A documentacdo dos recursos humanos esta atualizada, para a Foi verificado a documentagdo dos recursos humanos para as analistas
analista em questéo? auditadas, estando esta atualizada.
Existem amostras diarias de controlo de processo (DPCS)? No caso de amostras de aguas de piscinas estas ocorrem semanalmente
Registos séo corretamente efetuados? de acordo com PCQ25.
As nao conformidades geradas por DPCS fora de X
limites/tendéncias estéo registadas e tratadas?
Existem ensaios de comparacéo interlaboratorial (ECI's)? Duas
participacdes por ano?
As ndo conformidades geradas por ECI fora de limites estdo . . )
- X N&o foram geradas ndo conformidades -

registadas e tratadas?

. C — Conforme; NC — Né&o conforme; NA — Nao aplicavel
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Resumidamente, na auditoria interna ao método de contagem de Staphylococcus spp.
e Staphylococcus coagulase positiva ndo foram detetadas quaisquer ndo conformidades,
0 que permitiu concluir que o método se encontra eficazmente implementado e a ser

executado na integra de acordo com a norma NP4343.
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4.Conclusao

O objetivo deste trabalho incidiu sobre a validagcdo secundaria do método de
contagem de Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase positiva em aguas e a sua
auditoria interna. Foram analisados diversos parametros, entre 0s quais, as carateristicas
de desempenho do método (especificidade, sensibilidade, taxa de falsos positivos, taxa
de falsos negativos, seletividade), a produtividade, o critério de precisdo, a exatiddo e a
incerteza do método. Todos estes parametros tiveram valores satisfatorios, de acordo
com as normas e com os critérios do laboratério, permitindo assim concluir que os
resultados derivados deste método possuem uma elevada credibilidade e qualidade.
Relativamente a auditoria interna ao mesmo, ndo foram detetadas quaisquer nao
conformidades, significando, portanto, que o método se encontra a ser realizado na
integra de acordo com o imposto na norma. Posto isto, pode-se afirmar que o objetivo do
trabalho foi cumprido, na medida em que tanto a validacdo como a auditoria interna ao

método foram bem-sucedidas.

Em suma, este trabalho realga a importancia da validagdo de métodos e das suas
auditorias internas, de modo a garantir resultados crediveis, fiAveis e uma constante
melhoria do sistema de gestdo da qualidade. Demonstra também a relevancia da
execugcdo de analises microbiologicas de modo a detetar microrganismos patogénicos
como S. aureus e outros microrganismos que quando presentes nas aguas podem
colocar em risco a saude dos utilizadores. Estas andlises tém, portanto, como objetivo
minimizar os riscos associados a pratica da natacdo, garantindo nomeadamente a
gualidade das aguas, a seguranca dos banhistas e a eficacia dos tratamentos efetuados

nas aguas das instalagdes recreativas.
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