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Resumo

A protecao da saude publica em praias recreativas tem-se baseado na monitorizagéo
de microrganismos indicadores fecais em aguas balneares, avaliando assim o nivel de
poluicéo fecal e, por consequéncia, o risco para os banhistas de exposi¢céo a microrganismos
patogénicos fecais. Embora a legislacédo se tenha focado na agua, o papel da areia costeira
como um reservatorio de poluentes e a presenga de microrganismos na areia costeira tem
vindo a fazer com que esta seja reconhecida como um potencial risco de fonte de

contaminacéo para os banhistas.

O Programa Bandeira Azul, responsavel pela certificacdo de praias, introduziu, por
essa razao, novos critérios para o ano de 2024. Entre essas mudancas, destaca-se a
obrigatoriedade de realizar andlises das areias das praias. Um dos requisitos adicionados é
a pesquisa mensal de fungos nas areias durante a época balnear, bem como uma analise
adicional antes do inicio da temporada de praia, especificamente em maio. Estas medidas
visam garantir a seguranca e a qualidade das praias certificadas, demonstrando um
compromisso renovado com a preservacdo ambiental e a saude dos frequentadores. Esta
abordagem mais abrangente representa um avancgo significativo na gestdo ambiental e
sanitaria das praias certificadas, considerando tanto a qualidade da 4gua quanto a presenca
de microrganismos na areia. Por esta razdo o laboratério da empresa Aguas e Energia do
Porto, ja responsavel pela analise da agua balnear das praias da cidade do Porto, quis
implementar e validar o método de pesquisa de fungos nas areias, sendo-lhes assim possivel,

fazer uma analise mais completa das praias.

A metodologia adotada para quantificacdo de fungos totais inclui a recolha de 3
amostras de areia de pontos equidistantes da praia, a lavagem desta e inoculacdo em placas
de Malte agar em triplicado para o sobrenadante puro e para duas diluigcbes (1/10 e 1/100), e
por fim a incubacdo a 27,5 °C durante 5 dias e contagem das coldnias. Adicionalmente,
inoculou-se o sobrenadante puro em placas de Mycosel agar, para pesquisa de fungos

patogénicos, as quais foram incubadas a 27,5 °C durante 21 dias.

Os dados obtidos demonstraram que o método se revela adequado ao uso pretendido,
apresentando caracteristicas de desempenho adequadas e enquadradas nas performances
de desempenho de métodos microbiolégicos com caracteristicas similares. O limite de
detecdo do método demonstrou ser menor do que 30% do valor limite de 420 UFC/g dado

pelo programa Bandeira Azul. Para dar mais consisténcia as conclusdes refletidas no
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presente estudo sera necessério reforcar a parte experimental e recolha de mais dados para

declarar o método valido e adequado a uso, com mais certeza estatistica.

Com base na quantificacdo dos fungos totais e fungos patogénicos em 7 praias,
recomenda-se que as 3 praias com maior incidéncia de fungos patogénicos, sejam alvo de
monitorizacdo mais frequente, especialmente durante os periodos de maior risco, como 0s

meses de verao.

A comparacao entre os resultados obtidos para fungos totais e fungos patogénicos
demostrou que nem sempre existe uma forte correlacdo entre estes dois parametros, pelo
gue se considera que seria relevante incluir a analise de fungos patogénicos em futuros

programas de monitorizacgao.

Palavras-Chave: Areia, praia, balnear, fungos totais, fungos patogénicos, implementagéo de

método, validacao de método



FCUP | iv
Implementacdo e validagdo de método de Pesquisa e Quantificagdo Total de Fungos em areias (Fungos
filamentosos, Fungos leveduriformes e Dermatdfitos)

Abstract

The protection of public health at recreational beaches has been based on monitoring
fecal indicator microorganisms in bathing waters, thus assessing the level of fecal pollution
and, consequently, the risk to bathers of exposure to fecal pathogenic microorganisms.
Although legislation has focused on water, the role of coastal sand as a reservoir of pollutants
and the presence of microorganisms in coastal sand have led to its recognition as a potential

risk of contamination for bathers.

The Blue Flag Program, responsible for beach certification, has introduced new criteria
for 2024 for this reason. Among these changes, there is a notable requirement to conduct
sand analyses at beaches. One of the new requirements is the monthly testing for fungi in the
sand during the bathing season, as well as an additional analysis before the start of the beach
season, specifically in May. These measures aim to ensure the safety and quality of certified
beaches, demonstrating a renewed commitment to environmental preservation and the health
of beachgoers. This more comprehensive approach represents a significant advancement in
the environmental and sanitary management of certified beaches, considering both water

guality and the presence of microorganisms in the sand.

For this reason, the laboratory of Aguas e Energia do Porto, already responsible for
the analysis of bathing water at Porto's beaches, sought to implement and validate a method
for detecting fungi in the sand, allowing them to conduct a more complete analysis of the

beaches.

The methodology adopted for quantifying total fungi includes taking 3 sand samples
from equidistant points on the beach, washing them and inoculating them on Malt Agar plates
in triplicate for the pure supernatant and for two dilutions (1/10 and 1/100), and finally
incubating them at 27.5 °C for 5 days and counting the colonies. In addition, the pure
supernatant was inoculated onto Mycosel agar plates to test for pathogenic fungi, which were
incubated at 27.5 °C for 21 days.

The data obtained demonstrated that the method is suitable for its intended use,
showing performance characteristics aligned with the performance of microbiological methods
with similar features. The method's detection limit was shown to be less than 30% of the limit
value of 420 CFU/g set by the Blue Flag program. To strengthen the conclusions reflected in
the present study, it will be necessary to enhance the experimental part and collect more data

to declare the method valid and suitable for use with greater statistical certainty.
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Based on the quantification of total fungi and pathogenic fungi at 7 beaches, it is
recommended that the 3 beaches with the highest incidence of pathogenic fungi undergo more

frequent monitoring, especially during periods of higher risk, such as the summer months.

The comparison between the results obtained for total fungi and pathogenic fungi showed that
there is not always a strong correlation between these two parameters, which is why it is

considered relevant to include the analysis of pathogenic fungi in future monitoring programs.

Keywords: Sand, beach, recreational beaches, total fungi, pathogenic fungi, method

implementation, method valitation
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1 Introducéo

1.1 Enquadramento e Objetivos

Este relatorio reporta ao estagio curricular realizado entre outubro de 2023 e agosto
de 2024, no ambito da unidade curricular Projeto/Estagio do mestrado em Biologia e Gestéo
da Qualidade da Agua da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto (FCUP), este teve
lugar na empresa Aguas e Energia do Porto (AEdP), mais precisamente na Area de
Microbiologia, com a supervisdo na empresa da Engenheira Adelaide Rocha (Coordenadora
do laboratério das Aguas e Energia do Porto), Dra. Carla Correia, Carlita Pereira, Francisca
Carvalho, da orientadora ha FCUP a Professora Ana Paula Mucha (Docente no Departamento
de Biologia na FCUP e Investigadora Principal da Equipa ECOBIOTEC do CIIIMAR) e da Dra.
Joana Fernandes (investigadora da Equipa ECOBIOTEC do CIIMAR).

Os principais objetivos deste estagio incidiram na validacdo e implementacdo do
método de ensaio de Pesquisa e Quantificagdo Total de Fungos em areias (Fungos
filamentosos, Fungos leveduriformes e Dermatéfitos) pelo método de sementeira por
espalhamento baseado em Bernard, et. Al 1989, e auditoria interna ao método, pelo estudo
da documentacdo, protocolos e metodologia necesséaria para a implementacdo, pela
execucdo de amostras para a validagcdo do método e pela elaboracdo do relatério de
validacdo e a auditoria interna ao método. Para além disso, também possibilitou o trabalho
de rotina em laborat6rio acreditado em contexto real e também a integracdo na equipa de

trabalho.

Teve a duragéo de cerca de 11 meses, tendo iniciado no dia 9 de outubro de 2023 e
terminado no dia 31 de agosto de 2024. O horaério realizado compreendia 7 horas diarias, das

9 horas as 17 horas (1 hora de almoc¢o), de segunda-feira a sexta-feira.
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1.2 A Empresa

Com o intuito de melhorar a qualidade de vida dos portuenses e do ambiente da cidade
do Porto, a 1 de abril de 1927 foram criados os Servicos Municipalizados de Agua e
Saneamento do Porto (SMAS do Porto), estes foram substituidos empresa Aguas do Porto
que foi constituida em outubro de 2006 por deliberagdo da Camara Municipal do Porto [1].
Em novembro de 2020 a empresa ficou também responsavel pela gestdo da energia
municipal, passando a designar-se Aguas e Energia do Porto, E.M [2].

O seu objeto social é a gestédo integrada e sustentavel de todo o ciclo urbano da agua
no Municipio do Porto. A esta vertente juntou-se a definicdo e execucdo da estratégia
energética municipal, apos a alteragéo e republicagdo dos estatutos em novembro de 2020.

A empresa é responsavel pela distribuicdo de agua (sistema em baixa), drenagem e
tratamento de aguas residuais (sistemas em baixa e em alta), drenagem de aguas pluviais,
gestdo das linhas de agua (rios e ribeiras urbanas), gestdo da frente maritima, gestao da
energia e promogéao da educacdo ambiental e da sustentabilidade.

E uma das maiores empresas portuguesas de abastecimento de agua e de
saneamento de aguas residuais, servindo 160 476 clientes e um equivalente populacional de
500 000 habitantes. Todos os dias sdo fornecidos, em média, 45 130 m3 de agua aos
portuenses.

No que respeita ao saneamento, a Aguas e Energia do Porto recolhe diariamente 57
754 m3 de aguas residuais, que sdo conduzidas para duas ETAR (Freixo e Sobreiras) com
tratamento terciario.

A Empresa é também responsavel pela drenagem de aguas pluviais, pela gestédo de
85 km de linhas de agua, pela gestdo das aguas balneares e da frente maritima da cidade e
pela promogdo da sustentabilidade e da educacgio ambiental através do Pavilhdo da Agua
[2].

Em seguida é apresentado o organograma da empresa (Fig. 1) onde se pode

visualizar o laboratério e a sua posigao [3].
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1.2.1 O laboratério

O controlo analitico da qualidade da &gua tanto dos parametros fisico-quimicos e
microbiol6gicos da agua € assegurado pelo Laboratério de Andlises (Figura 2) da empresa,
gue tem como principal objetivo o controlo da qualidade da &agua dos sistemas de
abastecimento para consumo humano e dos sistemas de aguas residuais. A par disso,
também séo realizadas analises e colheitas a &guas balneares no @mbito do projeto Bandeira
Azul e 4guas das ribeiras no ambito da requalificacdo das Ribeiras do concelho do Porto.

Este encontra-se acreditado pelo Instituto Portugués de Acreditacdo (IPAC) desde
2004, de acordo com a norma NP EN ISO/IEC 17025, no entanto ja era acreditado para um
vasto conjunto de atividades (colheitas de amostras e métodos de ensaio) aplicadas a varios
tipos de matrizes de agua desde junho de 2000 pelo Instituto Portugués de Qualidade (IPQ).
Em 2023 tinha um total de 107 procedimentos acreditados [4].

O estatuto de laboratério acreditado é assegurado através da implementacdo de
sistemas da de gestdo e garantia da qualidade, sendo este auditado regularmente por
equipas constituidas por avaliadores credenciados em contexto de auditorias internas e
auditorias externas.

O Programa de Controlo de Qualidade da Agua (PCQA) elaborado pelo laboratério é
aprovado pela Entidade Reguladora dos Servicos de Aguas e Residuos (ERSAR) segundo o
DEC-LEI N° 69/2023. Além deste programa de controlo de qualidade de agua, o laboratério
elabora e cumpre um plano de controlo operacional, permitindo assim uma rigorosa avaliacdo
da qualidade do produto distribuido, desde o ponto de entrega até a torneira do consumidor.

Além do cumprimento destes dois planos de controlo da qualidade da agua de
abastecimento para consumo, o laboratério da apoio a consumidores e clientes, relativamente
a analise de aguas, colaborando sempre que solicitado com a Delegacdo de Saude, a
Agéncia Portuguesa do Ambiente e a ERSAR [5].

Para além disso, prima pela sua praticidade uma vez que apresenta diversos médulos
gue se complementam: calendarizacdo de colheitas, amostras, introducdo de resultados,
validacdo e emisséo de boletins. Para cumprimento dos requisitos do referencial normativo
ISO 17025, o Laboratério tem implementado um programa de rastreabilidade de registos
através do registo de todos os dados originais de ensaios/colheita e dados derivados,
nomeadamente, quem faz, a que horas e quais as alteracdes introduzidas. No programa
informatico de gestao de amostras e de documentos associados sao inseridos todo o tipo de
amostras de agua, todos os parametros existentes, quer no laboratorio quer nos laboratérios

contratados, os métodos de ensaio respetivos e a respetiva configuracdo (limite de
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guantificacdo do método de ensaio (LQ), limites de detecdo do método de ensaio (LD), casas
decimais, incertezas, valores paramétricos existentes na legislacéo).

O laboratério consiste em quatro Areas de trabalho distintas: Qualidade e
Amostragem, Microbiologia e Biologia, Quimica Geral e Quimica Orgéanica.

Todos os setores tém acesso a uma plataforma informatica de gestdo de amostras e
documentos derivados (folhas de trabalho, boletins analiticos, entre outros) denominada
LabWay-LIMS, que representa uma solucao digital integrada para a organizacéo e gestao da
informacéo laboratorial.

Este software é considerado uma ferramenta essencial, uma vez que possibilita uma
rapida consulta de dados, com funcionalidades de exportagdo que facilitam a manipulacéo
de informagBes conforme as necessidades e a redugdo de eventuais erros de
transcricdo/transferéncia de dados, reduzindo a necessidade de transcricdes através da
importacéo direta de dados provenientes dos equipamentos. Este Software LABWAY-LIMS
oferece ainda aos clientes a acessibilidade aos seus resultados e boletins por meio da
plataforma AlWeb, realiza o controlo de equipamentos, a gestdo de stocks e monitoriza a
contratagcdo de andlises, entre outras capacidades do LabWay-LIMS. Destaca-se a
praticidade deste sistema, que apresenta modulos complementares, como a calendarizagao
de colheitas, amostragem, introducao de resultados, controlo da qualidade, validacéo e
emissédo de boletins. Todas as atividades ficam registadas, incluindo quem as efetua, o
momento em que sao realizadas e quaisquer alteracdes introduzidas. No programa sao
inseridos todos os tipos de amostras de agua e areia, todos 0s parametros existentes, tanto
no laboratério interno quanto nos laboratérios contratados, os métodos de ensaio
correspondentes e as configuracdes especificas (limite de quantificacdo, limites de detecao,
casas decimais, incertezas e valores paramétricos estabelecidos pela legislagéo vigente).

Para evitar erros de transcricdo e gastos de papel o LabWay-LIMS € munido de um
modulo denominado por Sampling, em que os técnicos de colheita inserem diretamente os
resultados em campo e que automaticamente ficam disponiveis no software.

De uma forma geral, este software aumenta a eficiéncia no laboratério, reduz os
registos em papel e respetiva transferéncia de dados e melhora a rastreabilidade das
amostras.

Em 2023, o Laboratério da AEdP, foi responsavel por efetuar 94293 analises, em todo
o ciclo urbano da agua, no cumprimento dos programas de controlo de qualidade de agua e
de apoio a clientes externos e internos, num total de 10589 amostras processadas. A 4gua
tem uma excelente qualidade, tanto a que chega a torneira dos consumidores (99,07 % de

“Agua Segura”) como a que é distribuida pela rede publica (99,72% de “Agua Segura”) [2].
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Figura 2 - Laboratério de andlises das Aguas de Energias do Porto
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1.3 Tema do Estagio

7

O departamento de microbiologia tem varios métodos de ensaio e de colheita

acreditados (Tabela 1) e esta constantemente em melhoria, ao inovar os métodos utilizados

e implementar novos métodos para novos parametros e novas colheitas.

Tabela 1 - Métodos de ensaio utilizados no departamento de Microbiologia do Laboratério da AEdP

Métodos de Ensaios Acreditacao

Enumeracao de microrganismos viaveis - nimero de colénias a (22+2) °C — ISO
6222 (1999)

Enumeracdo de microorganismos viaveis — nimero de colonias a (36+2) °C— ISO
6222 (1999)

Quantificacdo de Bactérias coliformes — Meio Cromogénico- Membrana Filtrante -
ISO 9308-1 -2014

Quantificacdo de Bactérias coliformes — Método substrato enzimatico (NMP)- ISO
9308-2 (2012)

Quantificacdo de Escherichia coli — Meio Cromogénico- Membrana Filtrante - ISO
9308-1-2014

Quantificacao de Escherichia coli — Método substrato enzimatico (NMP)- ISO 9308-
2 (2012)

Quantificacdo de Escherichia coli — Método Miniaturizado (NMP) - ISO 9308-3
(1998)

Quantificacdo de Enterococos — Método Miniaturizado - ISO 7899-1 (1998)

Pesquisa e Quantificacdo de Enterococos — Membrana Filtrante - ISO 7899-2
(2000)

Quantificacdo de Clostridium perfringens - Membrana Filtrante - ISO 14189 (2013)

Pesquisa e Quantificacdo de Pseudomonas aeruginosa — Membrana Filtrante - ISO
16266 -2006

Pesquisa de Salmonella spp excepto S. Tiphy e S.paratyphi — Membrana Filtrante
-PIB7

Pesquisa e Quantificacdo de Estafilococos — Membrana Filtrante - NP 4343 (1998)

Pesquisa e Quantificacdo de Estafilococos produtores de coagulase - Membrana
filtrante -NP 4343 (1998)

Quantificacao de Escherichia coli - Método substrato enzimatico (NMP) — PIB 22

Quantificagcdo de Enterococos - Método Miniaturizado (NMP) — PIB 21

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao
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O laboratério segue também as diretrizes do Programa Bandeira Azul e os critérios
deste de 2024 contém o Critério 12 (Imperativo) - Motoriza¢do da Qualidade das Areias da
Zona Balnear que engloba a pesquisa de fungos (fungos totais) e bactérias (Enterococos e
E. coli), precisando assim de implementar e validar métodos de pesquisa de fungos totais,
Enterococos e E. coli nas areias [6]

Deste modo, o estagio curricular que me foi proposto teve como principal objetivo a
implementacdo e a validacdo de método de Pesquisa e Quantificacdo Total de Fungos em

areias (Fungos filamentosos, Fungos leveduriformes e Dermatofitos).

No decorrer do estagio, foram realizadas atividades laboratoriais abrangendo nao
apenas a pesquisa de fungos, mas também a aquisicdo de conhecimentos em métodos
relacionados a diferentes parametros de pesquisa, relevantes para a compreensao global do
trabalho num laboratério Acreditado e com possibilidade de contacto com a realidade e rotina
de um laboratério Acreditado, desde a Amostragem até a execucdo de diversos ensaios na

area da Microbiologia e em outras areas analiticas.
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1.4 Processo de Implementacao e Validagcdo de um método

Nas ultimas décadas, foi aumentando a exigéncia e desenvolvimento no controlo
microbiol6gico da agua para consumo, dos alimentos e também dos recursos recreativos que
podem representar algum tipo de perigo para o ser humano. Como tal, existem laboratérios
especializados em analises de agua, alimentos e desses recursos, e esses tém de “dispor de
meios e critérios objetivos, para demonstrarem, através da validacdo, que os métodos que

executam, conduzem a resultados crediveis e adequados a qualidade pretendida” [7].

Num laboratério de microbiologia, a implementacdo e a validag&o/verificacdo de um
método sdo processos distintos, apesar de interligados, cada um com 0s seus objetivos e
procedimentos especificos. A implementacdo refere-se ao processo de introducdo e
utilizagdo de um novo método ou técnica analitica no laboratério. Este processo envolve a
escolha de um método adequado ao uso e as necessidades e objetivos do laboratério e pode
envolver métodos descritos em literatura cientifica e desenvolvidos internamente, ou métodos
descritos em protocolos e normas. Em seguida é necessario fazer a requisi¢céo e organizacao
de todos o0s materiais necessario para prosseguir com a execucao pratica do método
consoante um protocolo previamente escrito por um técnico do laboratério com os passos do
método, por fim é essencial documentar todos os resultados obtidos para puder prosseguir
com a validacao/verificacdo do método de ensaio. A validagcéo ou verificacdo de um método,
refere-se ao processo de avaliagdo sistematica de um método para garantir a validade de um
resultado. A validagéo / verificacdo assenta num estudo da performance e das caracteristicas
de desempenho de um dado método de ensaio com o0 objetivo de demonstrar a adequacao
ao uso para o fim ao qual se destina. Para este fim, genericamente e quando aplicavel,
estudam-se caracteristicas de desempenho tais como, e entre outras: sensibilidade,
especificidade/seletividade, exatidao (veracidade e precisdo), limiar analiticos (limite de
detecdo e limite de quantificacdo), incerteza, robustez, gama de trabalho, linearidade. No
caso especifico do método de ensaio, objeto do presente documento, foi necessario realizar
estudos das seguintes caracteristicas de desempenho: Gama de trabalho, incerteza da
contagem, analitica e de medicdo, precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade

intralaboratorial) e a veracidade [8].

Os métodos de ensaio podem ser “Métodos normalizados”, “Métodos internos
equivalentes” ou “Métodos internos”. O primeiro, métodos normalizados, diz respeito ao
método que segue estritamente a norma ou o documento normativo (NP, ISO, NF) e que

cumpre com as caracteristicas de desempenho da mesma. O segundo, método interno
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equivalente, é aquele que tem a mesma area de aplicagdo (parametros e matrizes) de uma
determinada norma e que cumpre com as caracteristicas de desempenho, obtendo
resultados comparaveis com a norma supracitada. Por ultimo, o método interno, refere-se aos
métodos que ndo estdo compreendidos nas definicdes anteriores, referindo-se a métodos
provenientes de adapta¢fes de métodos normalizados ou de outros documentos de caracter

cientifico ou métodos integralmente desenvolvidos pelo laboratério [9].

Quando se pretende implementar um método normalizado é feito um estudo de
verificacdo dos parametros caracteristicos de desempenho, tendo por base demonstrar que
0 método de ensaio cumpre com tais caracteristicas de desempenho (quando existentes) do
documento de referéncia seguido. Por outro lado, quando se esta perante um método de
ensaio interno equivalente a uma norma de ensaio ou referéncia bibliogréfica tecnicamente
reconhecida, também se procede a um estudo de verificagdo dos parametros caracteristicos
de desempenho, tendo por base demonstrar que 0 método de ensaio cumpre com tais
caracteristicas de desempenho (quando existentes) do documento de referéncia seguido. No
caso de se optar por um método interno é desenvolvido um estudo de validacdo do método.
Nos casos atras referidos, o objetivo final é evidenciar, por meios de estudos de
verificagdo/validagdo, que os resultados obtidos sao crediveis face aos critérios de qualidade

do Laboratdério e adequados ao uso [7].

O trabalho desenvolvido ao longo deste estagio diz respeito & implementacdo e
validagdo de um método Interno ndo normalizado, seguindo o guia relacre DRC005 (IPAC,
2019). O laboratorio deve desenvolver no final um protocolo de validagdo do método, com o
proposito de evidenciar que os métodos aplicados sdo adequados ao uso e que deve incluir
uma descricdo dos procedimentos, dados obtidos, analise dos resultados e respetivas

conclusdes sobre a adequacgéo do método [7].

Como o método em questdo € um método apenas de contagem total sem testes de
confirmacao, ndo se aplica a verificagdo de falsos negativos e falsos positivos, ou seja, ndo
se faz o estudo da sensibilidade, da especificidade, da eficiéncia, da seletividade, da taxa de

falsos positivos e da taxa de falsos negativos.

A validacao foi realizada a partir do estudo da repetibilidade, cartas de duplicados e

paralelos, cartas de incerteza, controlo dos meios, e participagdo num ensaio interlaboratorial.
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1.4.1 Gama de trabalho

A gama de trabalho no contexto de métodos de analises microbioldgicas refere-se
ao intervalo de valores dentro do qual o método pode produzir resultados precisos e
confiaveis. Especificamente, a gama de trabalho define 0 nimero minimo (Limite inferior de
guantificacdo ou LQ) e maximo (Limite superior de quantificacdo) de coldnias que o método
consegue fornecer resultados confiaveis e significativos [10]. E importante salientar que, de
acordo com os requisitos legais estabelecidos no Decreto-Lei 69/2023, o valor do LQ néo
deve exceder 30% do valor paramétrico estabelecido por lei, ou do valor especificado ou

maéaximo admissivel [11].

1.4.2 Incerteza

A incerteza é um parametro associado ao resultado de uma medicao que caracteriza
a dispersao de valores que podem ser razoavelmente atribuidos a mensurada (valor medido)
(Figura 3). No caso de incerteza expandida, € comum precedé-la do simbolo + (Duavida,
estimativa) conforme a 1ISO 19036: 2019 [12].

Devido a natureza dos dados de contagem de organismos microbiolégicos, que
geralmente ndo seguem uma distribuicdo normal, esses resultados sdo, em muitos casos,
logaritmizados (utilizando o logaritmo decimal ou logaritmo natural, conforme o caso) para

permitir a aplicac@o de estatisticas normais e/ou robustas conforme na ISO 7218: 2007 [13].

G

Eigura 3 - Relagé&o entre o resultado de uma medig&o, o valor verdadeiro e a incerteza associada. A incerteza representa a
disperséo dos valores possiveis, enquanto o erro é a diferenga entre o resultado medido e o valor verdadeiro.

11
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O calculo da incerteza para os métodos de ensaio podera ser efetuado sobre 4
principais abordagens:

- Abordagem Modelar passo-a-passo, utilizando um modelo detalhado para cada fonte de
incerteza;

- Abordagem Empirica baseada em dados de controlo da qualidade, baseada em dados
historicos de controlo interno;

- Abordagem Empirica baseada em dados de ensaios inter-laboratoriais, avaliando variacbes
entre laboratorios;

- Abordagem Empirica Global hibrida das duas anteriores que combina os dados de controle
interno e os de ensaios interlaboratoriais.

O parametro Incerteza pode ser avaliado a partir de varios niveis: como a Incerteza
da Contagem, Incerteza Analitica e a Incerteza de Medicdo. O estudo destas incertezas &
essencial para garantir que os resultados microbiol6gicos sejam confiaveis e adequados ao
contexto regulamentar e de qualidade exigido [12].

1.4.2.1 Incerteza de Contagem

De acordo com a norma internacional ISO 13843: 2017 [14], a incerteza da contagem
exprime a dispersao de resultados de contagem e é estudada através da contagem repetida
das colénias das mesmas placas num curto espaco de tempo. As observacdes sobre a
incerteza da contagem dardo a primeira impressdo de potenciais problemas com a ampla

utilizagdo do método.

De acordo com a norma ISO 29201: 2012 [15], devem avaliar-se estimativas
numeéricas individuais ou coletivas da incerteza de contagem expressas como desvio-padrao

relativo.

1.4.2.2 Incerteza Analitica

A incerteza analitica refere-se a incerteza associada especificamente ao processo
analitico utilizado para obter um resultado. Esta inclui todas as variagdes e erros que podem
ocorrer ao longo do procedimento, desde a preparacao da amostra até a fase final de

detecao e quantificacdo. Em microbiologia, por exemplo, a incerteza analitica envolve a
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variabilidade que surge da contagem de colbnias, da preparacdo do meio de cultura, da

diluicdo de amostras, entre outros fatores [12].

Um aspeto importante da incerteza analitica € que ela estéd intrinsecamente ligada ao
método analitico utilizado. Procedimentos complexos que envolvem multiplas etapas podem
ter uma incerteza analitica maior devido & acumulagéo de pequenas varia¢cdes em cada
fase do processo. Em microbiologia, métodos de contagem de coldnias frequentemente
apresentam maiores graus de incerteza analitica devido a distribuicdo ndo uniforme dos

microrganismos nas amostras [16].

1.4.2.3 Incerteza de Medicao

Em ambientes laboratoriais que seguem normas como a ISO/IEC 17025: 2017 [7], é
obrigatério que os laboratérios fornegam uma estimativa da incerteza de medicdo para todos

os métodos quantitativos que utilizam [17].

A incerteza de medicdo € um conceito mais amplo que engloba todas as possiveis
fontes de incerteza no processo de medigdo. Em microbiologia, a incerteza de medicédo inclui,
além da incerteza analitica, as variacdes provenientes do manuseio das amostras na fase de
colheita, dos instrumentos utilizados para medir e contar 0s microrganismos, e das condi¢cdes

em que os testes sao realizados [18].

1.4.3 Exatidao (Veracidade e Precisao)

De acordo com a norma ISO 5725: 1994 [19], a “Exatidao” de um método de medicao
depende tanto da “Veracidade”, que se refere a proximidade dos resultados com o valor
verdadeiro, quanto da “Precisdo”, que indica a consisténcia dos resultados (Figura 4). A
"Veracidade" refere-se ao grau de concordéancia entre o valor médio de um grande namero
de resultados de ensaios e o valor de referéncia verdadeiro ou aceite. Por sua vez, a

"Preciséo" refere-se ao grau de concordancia entre os resultados dos ensaios [19].
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EXATIDAO

VERACIDADE + PRECISAO

Eigura 4 - Relag&o entre Exatid@o, Veracidade e Precis&o.

Segundo as normas ISO 3534-2, ISO 5725-1 e ISO/TS 13530, a “Veracidade” é

]

normalmente expressa pelo termo “Bias” e vulgarmente designada por “Exatiddo” quando

aplicada a um resultado singular. O termo “Exatiddo”, quando aplicado a uma série de
resultados, envolve a combinagdo de componentes/erros aleatdrios (Preciséo) e sistematicos
(“Veracidade” normalmente expressa pelo termo “Bias”). Por vezes o termo “Veracidade” é
usado como sendo a “Exatidao da média”, no entanto esta designagéo ndo é recomendavel,

assim o demonstra o esquema da Figura 5 abaixo apresentada, onde:

A) Verdadeiro e Preciso: Os dados estdo concentrados e proximos do alvo, o que

significa medigdes consistentes e corretas, logo sdo dados exatos.

B) Preciso, mas N&o Verdadeiro: Os dados s&o consistentes, mas longe do valor real

(n&o verdadeiros).

C) Verdadeiro, mas Impreciso: As medi¢cdes estdo proximas do valor real, mas

espalhadas (baixa consisténcia).

D) Nao Verdadeiro e Impreciso: As medi¢cbes s&o inconsistentes e longe do valor real.

14
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Figura 5 - Representacgéo grafica da relacéo entre preciséo e veracidade em medigdes, mostrando quatro cenarios diferentes

1.4.3.1 Veracidade

A veracidade é a diferengca entre o valor obtido e o valor convencionalmente
verdadeiro (Afastamento real, com sinal “+” ou com um sinal “-“). A veracidade é normalmente

estudada a partir de um ensaio interlaboratorial [7].

1.4.3.2 Precisao

A precisdo é um termo geral que pretende avaliar a disperséo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrdes, em condi¢cbes definidas. Existem duas medidas extremas para avaliar a disperséo,
designadas por repetibilidade e reprodutibilidade. Entre estas duas medidas extremas de
precisdo existe uma situacao intermédia que se designa por precisdo intermédia ou

reprodutibilidade intralaboratorial [19].

A precisdo intermédia ou reprodutibilidade intralaboratorial refere-se a

precisdo/Fidelidade avaliada, sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes,



FCUP | 16
Implementacdo e validagdo de método de Pesquisa e Quantificagdo Total de Fungos em areias (Fungos
filamentosos, Fungos leveduriformes e Dermatdfitos)

utilizando o mesmo método, no laboratério ou em laboratorios diferentes, mas definindo
exatamente quais as condi¢cdes a variar (uma ou mais), tais como: Diferentes analistas;
Diferentes equipamentos; Diferentes épocas; entre outras. Esta medida de precisdo é
reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados num laboratério.
Para determinar a precisédo intermédia de um método, efetuam-se n medi¢cdes em replicado,

duplicado ou ensaio Unico, obre a mesma amostra em condicdes pré-definidas [19].

A repetibilidade exprime a precisao dos resultados de um método de ensaio efetuados
em condicdes idénticas, isto é, refere-se a ensaios sobre a mesma amostra, em condicdes
tdo estaveis quanto possivel, como por exemplo: mesmo laboratdério; mesmo técnico analista;

mesmo equipamento e curtos intervalos de tempo [19] .

1.4.3.3 Precisao intermédia ou Reprodutibilidade intra-laboratorial

Segundo a ISO 5725-3: 1994, a precisdo intermédia é supostamente uma medida
intermédia de precisdo entre a repetibilidade e reprodutibilidade [19]. O laboratério pode
determinar e controlar a precisdo intermédia por uso de amostras padrdes de controlo, em
rotina, fazendo variar uma ou mais condi¢gfes operatorias, conforme previsto na ISO 5725-3:
1994 [19]. Normalmente este parametro de validacdo é determinado e controlado ao longo
do tempo por uso de cartas de controlo ou cartas de aceitagéo.

O desvio padrao encontrado multiplicado por 2, isto é, para um nivel de confianca de
aproximadamente 95% de confianca, podera dar informagéo acerca da apresentacdo dos
resultados de ensaio. Esta informacdo devera posteriormente ser complementada com a

incerteza do método de ensaio [19].

1.4.3.4 Repetibilidade

Poderao também ser efetuados estudos de precisdo em condi¢do de repetibilidade,
(curto espaco de tempo, pelo mesmo analista, mesmo equipamento, mesmas condi¢cdes
operatérias, entre outras).
Segundo a serie de normas I1SO 5725: 1994 [19], a determinacdo da repetibilidade deve ser
estudada por técnico analista. Na 1SO 5725-6: 1994 [19] permite estimar e controlar a
repetibilidade com base em dados de réplicas de amostras reais, recolhidos em rotina (cada

réplica em condic¢des de repetibilidade).



FCUP | 17
Implementacdo e validagdo de método de Pesquisa e Quantificagdo Total de Fungos em areias (Fungos
filamentosos, Fungos leveduriformes e Dermatdfitos)

A repetibilidade pode, entre outras, ser determinada mediante um teste sobre uma
amostra real, repetidamente 10 vezes (habitualmente e sempre que exequivel no minimo 3
vezes), ensaiadas em condicGes de repetibilidade (mesmo analista, mesmo equipamento,
curtos espacos de tempo, etc..) e depois determinar o desvio padrdo de repetibilidade,
segundo a ISO 5725-2: 1994 [19].

A determinacgéo da repetibilidade por técnico analista, podera ser efetuada na fase de
validacdo do método de ensaio, para comprovar o desempenho do método de ensaio nas
condicbes reais de ensaio, por comparacdo dos valores de repetibilidade obtidos pelo
laborat6ério com os referidos nas normas de ensaio em que sao especificados estes valores.
Depois, podem ser aproveitados esses dados de repetibilidade e serem usados como critérios

de aceitacdo de replicados de amostras, segundo o exposto na horma ISO 5725-6: 1994 [19].
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2 Os Fungos

2.1 Introducéo

Os fungos sdo organismos eucariontes, heterotréficos, podendo ser unicelulares
(leveduras) ou formados por um sistema de filamentos ramificados denominados por hifas
(fungos filamentosos e cogumelos), e sdo predominantemente aerdbios [20] .Caracterizam-
se pela auséncia de clorofila e dependem de nutrientes exégenos obtidos por absor¢éo, por
isso, produzem e excretam enzimas que decomp&em moléculas complexas dos substratos
em moléculas mais simples e sollveis em agua, estas sdo entdo absorvidas para o interior
do soma (conteudo intracelular das hifas) através da parede celular e da membrana
citoplasmaética. A parede celular dos fungos é composta principalmente por quitina, glucanas,
galactomananas e proteinas, com a quantidade variando entre espécies e o principal esterol

das suas membranas € o ergosterol [21].

2.2 Diversidade e Evolucéo

Os fungos originaram-se como um grupo distinto de eucariontes unicelulares no Pré-
cambrico. Estimativas recentes da origem do reino Fungi baseadas em analises moleculares
apontam que a origem deste reino esteja inserida no intervalo de 760 milhdes de anos atras
a 1,06 bilhdo de anos atras (Figura 6) e que existam quase 4 milhGes de espécies de fungos

0 que torna este reino o0 mais diverso do dominio Eukarya [22].

Os fosseis mais antigos ambiguos de fungos datam do Devénico Inferior (400 milhdes
de anos). Esporos e arbusculos de Glomeromycota encontrados nas raizes de fosseis de
plantas, com 460 milhdes de anos, fornecem evidencias de simbioses essenciais para a
evolugdo das plantas terrestres. Os fésseis mais antigos encontrados e identificados de hifas
de Basidiomycota tém 330 milhdes de anos, no entanto, é provavel que este filo tenha surgido
muito antes. A origem antiga dos filos predominantes de fungos resulta em incertezas sobre
0 momento exato do desenvolvimento das espécies ancestrais. Baseado na simplicidade dos
quitridios, espécies de fungos que pertencem ao filo Chytridiomycota, e na auséncia de
flagelos em outros fungos, infere-se que os primeiros fungos eram simples e unicelulares,

movendo-se na agua por um flagelo posterior. Este flagelo posterior € comum a fungos e
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animais, situando ambos no supergrupo de eucariontes denominado Opisthokonta,

fornecendo evidéncias de ancestralidade comum (Figura 7) [23].

Fungos
Animais
(710-1060 Ma)
Coanoflagelados
Plantas
(800-1200 Ma)
1 1 al
| 4
1000 900 Hoje
Milhes de anos

Figura 6 - Relacdes evolutivas entre fungos, animais, coanoflagelados e plantas com uma linha do tempo mostrando o
surgimento dos opistocontes (fungos, animais e coanoflagelados) ha aproximadamente 1 bilhdo de anos. Acredita-se que 0s
fungos tenham se desenvolvido como um novo reino de organismos entre 710 e 1.060 milhdes de anos atras. (Adaptado de The
Fungi [23])

(a) (b)

Figura 7 - Morfologia similar de células isoladas de um coanoflagelado e de um fungo quitridio. (a) Coanoflagelado marinho,
Monosiga brevicollis. (b) Zo6sporos do quitridio de &gua doce Obelidium mucronatum. Fonte: The Fungi (Watkinson et al.,
2015)
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2.3 Classificacédo e Taxonomia

Inicialmente, os pioneiros da micologia organizaram os fungos em grupos com
caracteristicas comuns, e esta abordagem morfologica foi bem-sucedida em esculpir os filos
Ascomycota e Basidiomycota e identificagdo de subgrupos de géneros intimamente
relacionados. Em alguns casos, esses esquemas pré-darwinianos refletiam o parentesco
evolutivo porque algumas semelhancas estruturais amplas entre os fungos refletem o
parentesco. Em muitos casos, porém, estas primeiras investigacfes agruparam organismos
nao relacionados em grupos definidos por caracteristicas partilhadas, como a cor dos

esporos, que nao tinham significado evolutivo.

Até meados do século XX, os fungos eram classificados no Reino Plantae, subdivisdo
Thallophyta. Em 1969, Whittaker prop6s a criacdo do Reino Fungi, distinguindo-os de outros
reinos (Animalia, Plantae, Monera e Protista). Em 1990, com base em analises de rRNA, foi
proposto um sistema de classificacdo em trés dominios: Eucarya, Bacteria e Archae [24],
estabelecendo a ancestralidade comum para todos os seres vivos e 0 ser vivo Codosiga

gracilis, um coanoflagelado, foi considerado o ancestral dos fungos e dos animais [21].

A taxonomia dos fungos evoluiu significativamente com os avan¢os em microscopia,
bioquimica e técnicas de genética molecular, como a reagdo em cadeia da polimerase nos
anos 1980. Muitos grupos tradicionais foram reorganizados e renomeados, e até hoje, a

atribuicdo de espécies permanece em constante mudanca.

Atualmente, os fungos pertencem ao Dominio Eucarya, estando mais préximos dos

animais do que das plantas, compartilhando um ancestral comum.

Séo atualmente reconhecidos seis filos no Reino Fungi (Basidiomycota, Ascomycota,
Glomeromycota, Blastocladiomycota, Chytridiomycota e Neocallimastigomycota) e um sétimo
filo que foi proposto, o Cryptomycota, que contém o género de fungos aquaticos, o Rozella

que nao se encaixa genéticamente nos filos existentes (Figura 8) [23]
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Basidiomycota

Ascomycota

Glomeromycota

Common _ )
Ancestor Blastocladiomycota

Chytridiomycota

Neocallimastigomycota

Figura 8 - Arvore filogenética das relagdes dentro do Reino Fungi (Adaptado do livro “The Fungi” [23])

Esta abordagem moderna reflete melhor o parentesco evolutivo entre os diferentes
grupos de fungos, contribuindo para uma classificagéo mais precisa e baseada em evidéncias

moleculares [23].
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2.4 Habitats e Condicdes de crescimento

Os fungos demonstram uma notavel capacidade de adaptacao, permitindo-lhes habitar
uma vasta gama de ambientes, que vao desde terras secas até ecossistemas marinhos e
agua doce, além de estarem presentes na atmosfera. A sua distribui¢do é global, abrangendo
desde regides temperadas até zonas polares, evidenciando uma extraordinéria capacidade
de adaptacdo a diferentes condi¢cfes climaticas e geogréficas [25]. Alguns fungos estédo
especialmente adaptados a temperaturas extremas. Os fungos psicrofilicos prosperam em
condicbes de baixas temperaturas, enquanto os fungos termdfilos podem crescer a

temperaturas superiores a 40°C [26].

Apesar dessa diversidade, a maioria dos fungos prefere condi¢cdes quentes, com
presenca de acucares, em ambientes &cidos e aerObicos, com uma temperatura ideal
geralmente em torno de 25°C. A 4gua é crucial para o metabolismo dos fungos, sendo que a
maioria requer uma elevada atividade de 4gua (aw) para o seu crescimento, com um minimo
aproximado de 0,65. Muitos fungos séo acidoéfilos e prosperam em pH entre 4 e 6, embora

algumas espécies possam tolerar condic6es mais acidas ou alcalinas [27].

Além das condi¢des ideais, outros fatores também influenciam o crescimento dos
fungos, como a disponibilidade de nutrientes, a presenca de solutos (como sal ou aglcar, que
podem provocar estresse osmotico) e a radiagdo (incluindo luz e UV). Os fungos tém a
capacidade de enfrentar diversos tipos de stresse ao ajustar o seu metabolismo e adaptar as

suas membranas celulares para se manterem viaveis em condi¢cdes ambientais variaveis [27].
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2.5 Formas de vida e variedade

A diversidade dos fungos néo se limita aos seus ambientes, mas também as suas
variadas formas, ciclos de vida distintos e modos de vida. Estes organismos apresentam uma
impressionante variedade de caracteristicas e estruturas, adaptando-se de maneira Unica as

exigéncias dos seus habitats [28].

Os corpos vegetativos dos fungos sao compostos por filamentos microscépicos que

interagem diretamente com o0 meio ambiente a escala do micrémetro (um) [28].

Os esporos fungicos, frequentemente na escala dos micrémetros, sdo produzidos em

grande numero e dispersam-se a longas distancias [25].

A grande variedade de tipos de esporos (unidades reprodutivas) entre os fungos reflete
a sua surpreendente diversidade evolutiva. Além disso, os diferentes mecanismos de
dispersao dos esporos séo indicativos do sucesso do grupo ao longo do tempo. Os esporos
podem ser transportados a distancias significativas por pressao hidrostética, correntes de ar
(incluindo correntes geradas pelo proprio fungo), vibragdes no solo, gotas de chuva e animais
[29].

2.6 Ciclo de Vida dos Fungos

O ciclo de vida da maioria dos fungos é composto por duas fases principais de
reproducdo: a sexuada, com producdo de meidsporos, e a assexuada, com producdo de
mitésporos. Esta flexibilidade reprodutiva permite que eles se ajustem eficientemente as
condi¢Bes ambientais, garantindo s sua sobrevivéncia e propagacao numa grande variedade

de ambientes [30].

Geralmente, uma geracao sexuada é seguida por uma geragado assexuada, cada uma
podendo propagar-se independentemente e exibindo diferentes morfologias (pleomorfismo)
[28] [31].

A maioria dos fungos reproduz-se assexuadamente, um processo que ocorre
principalmente através da producdo de esporos. Estes esporos, conhecidos como
mitosporos, sdo células haploides geradas por mitose a partir de uma célula-mée também
haploide, resultando em esporos geneticamente idénticos a célula que os originou. A

reproducdo assexuada permite uma rapida colonizacdo do ambiente, especialmente em
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condi¢cBes estaveis, onde a diversidade genética ndo é essencial. Os esporos assexuados
podem ser dispersos por diferentes meios, como vento, dgua ou vetores bioldgicos. Alguns
fungos possuem mecanismos especializados, como "canhdes" que langam o0s esporos a
grandes distancias, garantindo que as novas gera¢cdes ndo competirdo diretamente com a
geracdo parental por recursos. Um exemplo notavel sdo os puffballs, que libertam esporos
como numa nuvem quando sao perturbados, aumentando as chances de encontrar um
ambiente propicio para a germinacao. Além dos esporos, alguns fungos, como as leveduras,
reproduzem-se assexuadamente por brotamento. Neste processo, a célula-filha forma-se a
partir da célula-mae, sendo geneticamente idéntica a esta. O brotamento é um método
eficiente de reproducdo em ambientes onde a rapidez da multiplicagéo é crucial para a
sobrevivéncia. Embora a reproducdo assexuada seja mais comum, a reproducdo sexuada
também desempenha um papel vital na vida dos fungos, e pode ocorrer em quase todas as
espécies. Este processo comeca com a fusdo de duas hifas haploides de diferentes tipos de
compatibilidade sexual. A reproducéo sexuada envolve trés fases principais: a plasmogamia,
gue consiste na fusdo do citoplasma das células parentais haploides, resultando na formagéo
de uma célula dicariética, onde dois nucleos haploides coexistem, a cariogamia, onde os
nucleos haploides se fundem para formar um nucleo diploide, criando assim diversidade
genética crucial para a adaptacdo as mudancas ambientais e por Ultimo a meiose, onde o
nacleo diploide sofre meiose, gerando esporos haploides geneticamente variados. Estes
esporos, chamados meidsporos, sao disseminados e, ao encontrarem condi¢cdes adequadas,
germinam, desenvolvendo-se num novo micélio haploide [30].Este ciclo de vida, que alterna
entre fases sexuadas e assexuadas, proporciona aos fungos uma combinacdo de
estabilidade e variabilidade genética [28]. A fase assexuada permite a rapida colonizagéo do
ambiente, enquanto que a fase sexuada aumenta a variacdo genética, aumentando as

chances de sobrevivéncia em condi¢des adversas [30].
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2.7 Crescimento e Reproducéao Celular
O crescimento fungico envolve o transporte e a assimilacdo de nutrientes, integrando-
0s nos componentes celulares, o que faz com que a biomassa aumente e ocorra a divisdo
celular (como nas leveduras) ou septacdo (como nos fungos superiores) [23] [32]. E de
salientar que o brotamento e a fissdo binaria, apesar de serem formas de reproducéo
assexuada, também estdo relacionadas ao crescimento dos organismos flngicos,

especialmente em leveduras [27].

A levedura Saccharomyces cerevisiae é considerada uma levedura de brotamento,
devido ao seu modo especifico de reproducdo assexuada, onde novas células-filhas se
formam a partir de uma célula-mae por um processo conhecido como brotamento. A
reproducdo por brotamento comeca quando a célula-mae atinge um tamanho critico e inicia
a formacdo de um pequeno broto na sua superficie. O broto cresce a medida que a célula-
mae replica o seu DNA e direciona parte do seu citoplasma para o broto em crescimento.
Este processo envolve a deposi¢do de novos componentes da parede celular, principalmente
glucano e quitina, na regido do broto [32]. Este forma a sua prépria parede celular, separada
da parede celular da célula-mae, mas ainda conectada a esta. Quando atinge um tamanho
adequado, o nucleo da célula-méae divide-se por mitose, e um dos nucleos resultantes é
transportado para o broto [27]. Ap6s a conclusdo da divisao celular, o broto desenvolve-se
completamente numa nova célula-filha. Em algumas condi¢fes, a célula-filha pode separar-
se da célula-mae, enquanto que noutras, pode permanecer ligada a esta, formando uma

cadeia de células [27].

Ja a levedura Schizosaccharomyces pombe é classificada como uma levedura de
fissdo devido ao seu modo especifico de reproducédo assexuada, onde as células se dividem
simetricamente por um processo conhecido como fissdo binéria [32]. Antes da divisdo, a
célula de S. pombe cresce em comprimento até atingir um tamanho adequado para a diviséo.
Durante este periodo, a célula replica o seu DNA e prepara-se para a mitose. Apds a
replicacdo do DNA, a célula inicia a formag¢do de um septo (uma parede celular interna) no
centro da célula. Este septo divide a célula-mée em duas partes iguais. O septo continua a
crescer a partir das paredes celulares internas, eventualmente separando completamente as
duas novas células-filhas [27]. Este processo € conhecido como clivagem transversal ou
fissdo binaria, resultando na producéo de duas células-filhas de tamanho aproximadamente
igual. Apos a formacao completa do septo, as duas novas células-filhas separam-se, cada

uma com 0 seu préprio conjunto completo de organelos e DNA [32].
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Diferente do brotamento, onde a célula-filha é menor que a célula-méae, na fissdo

binaria as células-filhas tém aproximadamente o mesmo tamanho que a célula-mae [27].

A septacdo em fungos é principalmente um mecanismo de crescimento, mas também
tem implicacdes importantes para a reproducado e a sobrevivéncia do organismo. Os septos
auxiliam no controlo do crescimento das hifas, permitindo uma ramificacdo e expansao mais
eficaz do micélio, pois cada compartimento pode crescer e dividir-se independentemente [32].
A septacdo permite a divisdo do micélio em unidades menores que se podem tornar
organismos independentes [27]. Isso € especialmente relevante em condi¢cdes adversas,

onde a fragmentacdo do micélio pode resultar em novas colénias.

A septacdo em hifas fungicas comeca com a formacao de um septo inicial, composto
por uma nova parede celular interna [32]. Este septo primario cresce, e expande-se até dividir
a hifa em dois compartimentos distintos. Durante este processo, materiais como quitina e
glucano séo depositados para refor¢ar a nova estrutura. A septacao é finalizada quando a
hifa é completamente dividida, resultando em 2 compartimentos separados, cada um com

organelos e, em alguns casos, nucleos préprios [27].

Nos fungos filamentosos, como o Aspergillus nidulans, a septacdo € um processo
altamente desenvolvido e vital para a estrutura e funcionamento do micélio [32]. O ciclo de
duplicacdo nuclear, que envolve a replicacao e segregacdo dos nucleos, é um exemplo de
como a septacao esta intimamente ligada ao crescimento e divisao celular dos fungos. Nos
Aspergillus nidulans, os compartimentos apicais contém aproximadamente 50 nucleos por
compartimento. O ciclo de vida dos fungos, com as suas fases de reproducéo assexuada e

sexuada, permite uma adaptacgéo eficiente a diversas condicdes ambientais [27].

2.8 Aplicacdes e Fungdes dos fungos
Os fungos desempenham um papel de extrema importdncia em todos o0s
ecossistemas e contribuem significativamente para a biodiversidade e biomassa, tendo
funcbes fundamentais como: a decomposi¢do de matéria organica, a simbiose com plantas e

animais, e até mesmo a contribui¢do para a salde humana e animal [33].
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2.8.1 Funcdes Ecologicas e Ambientais

2.8.1.1 Decomposicédo de Matéria Orgéanica:

A maioria dos fungos sdo saprofitos, desempenhando um papel crucial na
decomposi¢cdo de matéria organica [21]. Os Basidiomycota, em particular, sdo altamente
eficazes na degradacdo da lignina, um componente estrutural das plantas, enquanto 0s
Ascomycota sdo o0s principais responsaveis pela degradacao dos polissacarideos da parede

celular vegetal (celulose e hemicelulose, pectinas) [34] [35] [36].

Ganoderma lucidum é um Basidiomycota que desempenha um papel essencial na
decomposi¢do de lignina, um componente duro da madeira e dos residuos vegetais. A
degradacéo da lignina por Ganoderma lucidum contribui para a reciclagem de nutrientes e a
formacéo de solo fértil, jA a espécie Aspergillus niger, € um Ascomycota responsavel pela
decomposicédo de polissacarideos vegetais, como celulose e hemicelulose, esta espécie €
utilizada na industria para a producdo de acidos orgéanicos e enzimas, e também atua na

reciclagem de nutrientes no solo [37].

2.8.1.2 Associacfes Simbidticas:

Os fungos estabelecem relagdes simbidticas com outros organismos, como no caso
das micorrizas, que formam associa¢cdes mutualistas com as raizes das plantas para melhorar
a absorcao de nutrientes [21] [38]. Além disso, os liquenes, que séo associagdes entre fungos
e organismos fotossintéticos (algas ou cianobactérias), desempenham um papel pioneiro na
colonizacao de superficies rochosas e na formacéo do solo, especialmente em ecossistemas
extremos como desertos e tundras [39]. O fungo Glomus spp. forma associa¢cdes mutualistas
com as raizes das plantas, conhecidas como micorrizas arbusculares, aumentando assim a
capacidade da planta de absorver nutrientes, como fésforo e nitrogénio. Em troca, o fungo
recebe hidratos de carbono (agucares) produzidos pela planta através da fotossintese. Esta

simbiose é crucial para a saude das plantas e a produtividade agricola [40].

2.8.1.3 Desintoxicacéo de Poluentes:

Os fungos sdo agentes importantes na desintoxicacdo de poluentes organicos e na
biorremediacdo de metais pesados e produtos quimicos persistentes em ambientes
contaminados, como aguas residuais e subterraneas. Este papel é vital para a manutencao
da qualidade ambiental e a protecdo dos recursos hidricos [27]. A espécie Phanerochaete

chrysosporium. pertencente ao filo Basidiomycota é conhecida pela sua capacidade de
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degradar poluentes organicos complexos, como hidrocarbonetos encontrados em
derramamentos de petréleo, este fungo produz enzimas como a lignina peroxidase que tém
a capacidade de partir essas moléculas toxicas, ajudando assim, na recuperacao de areas

contaminadas e na purificacdo ambiental [41].

2.8.2 Contribuicdes Industriais e Farmacéuticas:

2.8.2.1 Producao de Produtos Industriais:

O metabolismo dos fungos é explorado na producéo de uma vasta gama de produtos
industriais. Estes incluem alimentos e bebidas fermentadas, aditivos alimentares, antibioticos,
probidticos, pigmentos, produtos farmacéuticos, biocombustiveis, enzimas, vitaminas, acidos
organicos e esterois. A utilizacdo de fungos para a producdo desses produtos € um pilar
significativo da industria biotecnoldgica e farmacéutica [27]. E um bom exemplo o fungo
Saccharomyces cerevisiae, conhecida como a levedura de padeiro, que € utilizada na
fermentacéo de pées e bebidas alcodlicas, como cerveja e vinho, esta produz enzimas que

partem as moléculas dos agucares e transforma-as em didxido de carbono e etanol [42].

2.8.2.2 Medicacéo e Terapias:

A descoberta da penicilina em 1928 por Alexander Fleming [43], derivada do
Penicillium chrysogenum, marcou um avango significativo na medicina, inaugurando a era
dos antibiéticos. Outros exemplos deste tipo de farmacos incluem as cefalosporinas,
provenientes do fungo Cephalosporium acremonium, e a griseofulvina, usada contra infegdes
fungicas [44]. Além dos antibi6ticos, existem outros fungos que produzem outros compostos
com aplicacbes terapéuticas variadas. Por exemplo, a ciclosporina, extraida do
Tolypocladium inflatum, é essencial na imunossupressao para transplantes de érgaos [45],
as estatinas, como a lovastatina do Aspergillus terreus, sdo cruciais no tratamento da
hipercolesterolemia. Adicionalmente, existem certos fungos que produzem compostos com
propriedades anticancerigenas, e que podem vir a ser utilizados para o desenvolvimento de

novas terapias contra o cancro [46].
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2.8.3 Pesquisas e Aplicacdes Biotecnoldgicas

2.8.3.1 Modelos Eucariéticos
A sequéncia de genomas flngicos tem proporcionado informac¢des valiosas sobre a

genética humana e contribuicbes para a ciéncia biomédica[47] [27].

As leveduras, especialmente a Saccharomyces cerevisiae, sdo utilizadas como
modelos eucarioticos na pesquisa cientifica para entender processos bioldgicos fundamentais
e doencas hereditarias, devido a sua simplicidade e a vasta quantidade de informacdes
genéticas disponiveis. Estudos realizados com este microrganismo ajudaram a elucidar

processos fundamentais como a replicagdo do DNA e o ciclo celular [27].

2.8.3.2 Descoberta de Novos Compostos:

A diversidade metabdlica dos fungos continua a ser uma fonte rica de novos
compostos bioativos. A pesquisa continua em ambientes diversos e em novas espécies
fungicas é vital para descobrir novos antibioticos e medicamentos, especialmente face a
crescente resisténcia antimicrobiana [47]. Um bom exemplo desta aplicacido dos fungos, foi
a descoberta de que o fungo da espécie Aspergillus terreus, produz lovastatina, uma estatina
usada para controlar o colesterol e que, para além da penicilina, o fungo Penicillium notatum
produz outros compostos bioativos que podem tratar diversas doencas. A pesquisa continua
em fungos como estes pode levar a descoberta de novos compostos bioativos com potencial

terapéutico [48].

2.8.3.3 Engenharia Genética

A biotecnologia e a engenharia genética de fungos permitem a produgédo de novos
medicamentos e a otimizagdo das vias biossintéticas, expandindo as possibilidades para
aplicacoes terapéuticas e industriais [47]. Um bom exemplo € o fungo Saccharomyces
cerevisiae que € geneticamente modificado para produzir proteinas, como insulina. A
engenharia genética permite modificar a levedura para produzir proteinas humanas,

facilitando a producdo de medicamentos essenciais [49].
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2.8.4 Impactos Negativos

2.8.4.1 Micotoxinas

Certos fungos produzem micotoxinas téxicas que podem representar uma séria
ameaca para a saude humana e animal. Exemplos incluem a aflatoxina, produzida por
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, conhecida pelos seus efeitos carcinogénicos, e
a ocratoxina, produzida por espécies de Aspergillus e Penicillium, que pode causar danos

renais significativos [50] [20] [51].

2.8.4.2 Patogenicidade

Fungos como Candida albicans, Aspergillus fumigatus e Cryptococcus neoformans
sdo patogénicos oportunistas que podem causar infecdes graves, particularmente em
individuos imunodeprimidos. Estas infecdes podem variar de micoses superficiais, como

candidiase oral e vaginal a graves infe¢des sistémicas potencialmente fatais [50] [20] [51].
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2.8.5 Filo Ascomycota

Os Ascomycota, representam o maior e mais diverso filo do reino Fungi, abrangendo
mais de 64000 espécies nomeadas e um grande nimero de fungos ainda néo descritos [52].
Este grupo € caracterizado pela producéo de esporos sexuados chamados ascésporos, que
se formam dentro de estruturas especializadas em forma de saco chamadas ascos. Estes
ascos sao frequentemente contidos em corpos frutiferos denominados ascomata. Os
Ascomycota exibem uma vasta gama de morfologias, desde formas unicelulares, como
leveduras, até formas multicelulares complexas. O micélio dos Ascomycota é composto por
hifas septadas, que sdo hifas divididas por septos transversais com um Unico e central poro.
Exemplares deste filo sdo encontrados em quase todos 0s habitats terrestres e aquaticos,
sdo extremamente importantes tanto ecologicamente quanto economicamente, pois
desempenham papéis cruciais como decompositores, simbiontes, patogénicos e produtores
de substancias bioativas. O filo inclui leveduras e fungos filamentosos, fungos que se
associam a algas e cianobactérias para formar liguenes, espécies micorrizicas, saprofitas e

patogénicos de plantas e animais [52] [53] [54].

Muitas espécies de Ascomycota sdo conhecidas apenas pelas suas formas assexuadas
(anamorfos), que produzem esporos assexuados (conidios) em caules chamados
conidiéforos. No entanto, fases sexuadas (teleomorfos) ja foram identificadas nos ciclos de
vida da maioria dos Ascomycota estudados detalhadamente. Os esporos sexuais dos

Ascomycota, chamados ascésporos, formam-se dentro dos ascos [55].

Dentro deste filo encontra-se a Saccharomyces cerevisiae, comumente conhecida como
a levedura de Cerveja ou de padeiro, utilizada na fermentacdo para a producédo de péo,
cerveja e vinho [42], Penicillium chrysogenum fonte do antibiético penicilina [56] [57] [58] e a

espécie Aspergillus niger utilizado na produgéo de &cido citrico e enzimas industriais [37].
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2.8.6 Filo Basidiomycota

Os Basidiomycota, com cerca de 40.000 espécies descritas, sdo um filo dentro do
reino Fungi que inclui muitas das espécies de fungos mais conhecidas. Este grupo é
caracterizado pela producédo de esporos sexuados chamados basididsporos, que se formam
em estruturas especializadas chamadas basidios. Os basidios sdo geralmente encontrados
em corpos de frutificacdo complexos, como cogumelos e puffballs. Os corpos de frutificacdo
dos Basidiomycota podem ter varias formas, mas a mais comum € a estrutura de chapéu e
pé dos cogumelos, que desempenham um papel crucial na reproducéo, pois dispersam os

basidiésporos para novas areas onde podem germinar e formar um novo micélio [59].

Os fungos deste filo sdo encontrados numa ampla gama de habitats e desempenham
um papel vital nos ecossistemas como decompositores de matéria orgéanica, sendo
particularmente importantes na decomposi¢do de madeira, ajudando a reciclar nutrientes no
ambiente. Além de serem decompositores essenciais, muitos Basidiomycota formam
relagbes simbidticas com plantas, conhecidas como micorrizas [60] [61]. Existem também
algumas espécies que sdo comestiveis e cultivados comercialmente, enquanto outros sao
patogénicos para plantas e podem causar doencas agricolas significativas [62]. Este filo
engloba fungos amplamente conhecidos, como Amanita muscaria, conhecida pelo seu
chapéu vermelho com pontos brancos, € um cogumelo téxico e alucinogénio [63], Agaricus
bisporus (Champignon-de-Paris) é um dos cogumelos mais consumidos no mundo,
comumente cultivado para uso culinario [64], Lentinula edodes (Shiitake) muito apreciado na
culinaria asiatica e reconhecido por seus beneficios nutricionais e medicinais [65] e Armillaria
mellea (Armilaria) conhecido como "fungo do mel" devido a sua cor, € um patégeno agressivo

gue pode causar a podridao das raizes em varias arvores [66].
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2.8.7 Filo Glomeromycota

Os Glomeromycota sdo um filo de fungos que formam associa¢gfes simbibticas com
as raizes de plantas, conhecidas como micorrizas. Este tipo de relacdo simbidtica €
fundamental para a absorcdo de nutrientes pelas plantas, especialmente o fosforo. Os
Glomeromycota sdo conhecidos pelo seu micélio que se infiltra nos tecidos radiculares das
plantas, formando arbusculos, que sédo estruturas ramificadas onde ocorre a troca de

nutrientes.

Estes fungos s@o encontrados principalmente em solos, onde formam associagfes
com as raizes de plantas em diversos ecossistemas, desde florestas tropicais até areas de
pradaria e zonas aridas [67]. A presenca de espécies do filo Glomeromycota é crucial para a
existéncia e crescimento das plantas em muitos ambientes, pois ajudam na absor¢éo eficiente
de nutrientes e melhoram a resisténcia das plantas a condi¢cdes de estresse, como seca e
doencas. Esta simbiose é especialmente importante na agricultura, onde a inoculagdo com
fungos micorrizos pode melhorar a produtividade das culturas e reduzir a necessidade de
fertilizantes quimicos, é o caso da espécie Rhizophagus irregulares, amplamente utilizada na

agricultura para melhorar o crescimento das plantas [68].

2.8.8 Filo Blastocladiomycota

Os Blastocladiomycota, com menos de 200 espécies foram descritas, sdo um filo de
fungos que se destacam pelas suas caracteristicas morfologicas e reprodutivas Unicas. Este
grupo inclui fungos aquaticos e saprofitos, que frequentemente habitam ambientes humidos
e aquaticos, como solos saturados e aguas doces. Este filo, juntamente com os filos
Chytridiomycota e Neocallimastigomycota, sdo fungos aquéticos que produzem zodsporos
flagelados. E de ressaltar a auséncia de flagelos na maioria dos fungos, pois nenhum flagelo
€ produzido pelos Basidiomycota, Ascomycota, Glomeromycota e zigomicetos filamentosos.
Alguns estudos filogenéticos moleculares concluiram que a perda de flagelos ocorreu uma
vez na linhagem fungica, sugerindo que houve um Unico ancestral comum para todos os

grupos néo-flagelados [69].
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2.8.9 Filo Chytridiomycota

O filo Chytridiomycota mais conhecidos como quitridios, sdo um filo de fungos
aguaticos e terrestres que se destacam pela capacidade de produzir zodsporos flagelados, o
gue Ihes permite movimentar-se em ambientes aquaticos. Esta caracteristica € Unica entre
os fungos, sendo compartihada apenas com os filos Blastocladiomycota e

Neocallimastigomycota [69].

Os quitridios podem ser unicelulares ou multicelulares, podendo existir como células
isoladas ou formar estruturas complexas com hifas e apresentam uma ampla gama de formas
morfologicas. Este filo reproduz-se tanto assexuadamente quanto sexuadamente. Na
reproducdo assexuada, produzem zoosporos flagelados que se dispersam na agua e
germinam em novos organismos. Na reprodugéo sexuada, formam-se gametas flagelados
gue se fundem para formar um zigoto, que entao desenvolve-se num novo organismo. Alguns
quitridios também formam esporangios, que sao estruturas especializadas onde os esporos

sdo produzidos e armazenados até serem liberados [70].

Os quitridios sdo encontrados em habitats de agua doce, salobra e marinhos, no
entanto sdo mais abundantes no solo, e tém uma importancia ecoldgica significativa devido
ao seu papel na decomposicdo de matéria organica e na reciclagem de nutrientes. No
entanto, algumas espécies de quitridios sdo patogénicas e podem causar doengcas em

plantas, algas e animais [70].

2.8.10 Filo Neocallimastigomycota

Os Neocallimastigomycota sdo um filo de fungos anaerébicos que habitam o trato
digestivo de herbivoros, como ruminantes e alguns mamiferos ndo ruminantes. Estes fungos
desempenham um papel crucial na digestdo de material vegetal complexo, mais
precisamente na digestdo da celulose, hemicelulose e lignina, auxiliando na degradacédo da
fibra dietética que os herbivoros consomem. Este filo € caracterizado pela auséncia de
mitocondrias e pela presenca de hidrogenossomas, que sdo organelos responsaveis pela
producédo de energia em condi¢cdes anaerdbicas. A reproduc¢do nos Neocallimastigomycota
ocorre principalmente de forma assexuada, produzem zodsporos flagelados, que podem ter
um ou mais flagelos, permitindo-lhes movimentar-se no ambiente liquido do trato digestivo
dos herbivoros. Embora a reprodugéo sexuada ndo tenha sido amplamente documentada, é

possivel que ocorra, mas ainda é pouco compreendida. Estes fungos sdo de grande
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importancia ecolégica e econémica devido ao seu papel na digestdo de fibras vegetais em
herbivoros. Eles facilitam a degradacdo de materiais complexos como celulose e lignina,
contribuindo para a nutricdo dos animais. Esta funcdo é especialmente vital na producéo
pecuéria, onde a eficiéncia da digestdo de forragens pode influenciar a saude e a

produtividade dos animais [71].

2.9 Fungos filamentosos

Podemos dividir os fungos em diferentes grupos, como: filamentosos, leveduras e

saprofitos.

Os fungos filamentosos sdo um grupo distinto dentro do reino Fungi, caracterizados
pelo crescimento em forma de filamentos longos e ramificados, conhecidos como hifas. Estas
hifas podem ser septadas, ou seja, divididas em compartimentos por paredes chamadas
septos, ou ndo septadas, formando uma rede continua de citoplasma. Um conjunto de hifas
entrelacadas forma o micélio, que constitui a estrutura vegetativa do fungo e é responséavel

pela absorgéo de nutrientes [72].

O micélio fngico é altamente adaptavel e apresenta uma consideravel plasticidade de
desenvolvimento. Dependendo das condigbes ambientais e dos nutrientes disponiveis,
diferentes regides do micélio podem crescer, ramificar-se, fundir-se, envelhecer, esporular e
exibir diversas atividades fisioldgicas e bioquimicas em diferentes momentos ou mesmo em
simultaneo. Esta capacidade de adaptacdo permite que os fungos filamentosos colonizem
uma vasta gama de substratos, desde 0 solo e matéria organica em decomposicdo até

superficies artificiais, como vidro e plastico [73].

Os fungos filamentosos desempenham um papel crucial na natureza como
decompositores de residuos organicos. Através do crescimento em hifas, conseguem
colonizar eficazmente os substratos, explorando-os em busca de nutrientes. Os polimeros
presentes nos residuos organicos, como a celulose e o amido, séo primeiro degradados em
moléculas menores por enzimas extracelulares segregadas pelos fungos, antes de serem

absorvidos e utilizados como fonte de energia e carbono [74].

Além disso, os fungos filamentosos produzem uma vasta gama de metabolitos
primarios e secundarios, incluindo acidos organicos e compostos antimicrobianos. Estes

metabolitos ndo s6 contribuem para a sua sobrevivéncia e crescimento, mas também tém
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importantes aplica¢des industriais, como a produgao de alimentos, medicamentos e enzimas
[75].

Os fungos filamentosos tém sido amplamente explorados pela industria devido a sua
capacidade de produzir grandes quantidades de enzimas e outros compostos bioativos. Por
exemplo, o Aspergillus niger € utilizado na produc¢éo de acido citrico e glucoamilase, enquanto
o Aspergillus oryzae é empregado na fermentacdo de alimentos e na producdo de varias
enzimas [75]. Além disso, outras espécies, como Penicillium chrysogenum e Aspergillus
terreus, sdo utilizadas na producéo de antibioticos e acidos organicos, respetivamente [56]
[57] [58].

A industria biotecnoldgica tem beneficiado da utilizacdo de fungos filamentosos,
especialmente na producdo de enzimas industriais, &cidos organicos, metabolitos
secundarios e outros produtos de valor acrescentado. Estas enzimas tém aplicagbes em
diversos setores, incluindo o fabrico de alimentos, papel e celulose, detergentes, téxteis e

biocombustiveis [76].

Embora os fungos filamentosos sejam amplamente utilizados na indUstria, também tém
sido associados a infecbes em humanos, especialmente em individuos imunodeprimidos.
Espécies de géneros como Aspergillus, Fusarium e Penicilium sdo frequentemente
responsaveis por infecdes oportunistas, e podem afetar érgdos como os pulmdes, pele e
unhas [77] [78] [79]. Estas infe¢cBes podem variar desde manifestacdes superficiais até
doencas invasivas graves, dependendo da viruléncia da espécie e do estado imunoldgico do

hospedeiro.

36
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2.10 Leveduras

As leveduras sao organismos unicelulares que se reproduzem por gemulacéo (budding)
e pertencem principalmente aos filos Ascomycota e Basidiomycota, embora também possam
ser encontradas em grupos como os deuteromicetos [80]. Caracterizam-se pela capacidade
de se dividirem assexuadamente por gemulagdo ou fissdo, e apresentam uma ampla
diversidade morfolégica e ecoldgica [27]. Em alguns casos, as gémulas ndo se separam da
célula mae, em vez disso, formam uma cadeia. As cadeias alongadas, constituidas por varias
gémulas, podem assemelhar-se a hifas. Quando isto acontece, as cadeias recebem o0 home
pseudo-hifas [81] [82].

Alguns fungos patogénicos existem sob a forma de fungo filamentoso no meio
ambiente, mas quando estédo nos tecidos sofrem mudancas e tém o aspeto de uma levedura.
Estes fungos sdo designados de fungos dimérficos [83] [84]. Os fungos dimdrficos incluem o
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Paracoccidioides

brasiliensis, Sporothrix schenckii e Talaromyces marneffe [85].

As leveduras distinguem-se pela presenca ou auséncia de capsulas, pelo formato das
células (esféricas, ovais ou alongadas), pela formagédo de pseudohifas, e pela presenca de

esporos sexuais.

O numero de leveduras descobertas tem vindo a aumentar ano apos ano. Mais de 2.500
espécies de leveduras foram publicadas até 2005. Supde-se que apenas 1% das espécies
de leveduras sdo atualmente conhecidas, 0 que representa aproximadamente 1.500
espécies. Espera-se que o numero total de espécies de leveduras na Terra atinja as 150.000
[86]. A diversidade de espécies de leveduras em nichos especificos é determinada pela sua
capacidade de utilizar diferentes fontes de carbono e pela sua seletividade nutricional, uma
vez gque apresenta uma grande especializacdo por habitat e por isso habitam uma ampla
gama de nichos ecoldgicos, desde ambientes terrestres até aquaticos e aéreos e sao
frequentemente encontradas na superficie de frutas, vegetais e cereais, onde desempenham
um papel fundamental na degradagédo de matéria organica. Além disso, algumas espécies

tém relacdes simbidticas ou parasitarias com animais [87].

As leveduras tém um papel significativo na industria alimenticia e biotecnol6gica. Sao
utilizadas na producédo de pao, vinho, cerveja, e outros produtos alcodlicos, além de varios
produtos bioquimicos. S. cerevisiae é a espécie mais amplamente utilizada nestes processos

devido a sua eficiéncia na fermentagdo alcodlica. Além disso, algumas leveduras produzem
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pigmentos que tém aplicagBes biotecnoldgicas, como a astaxantina produzida por Phaffia
rhodozyma, usada em suplementos alimentares na aquacultura para melhorar a coloracéo

de salmdes criados em cativeiro [27].

Embora sejam amplamente utilizadas e muitas vezes benéficas, algumas espécies de
leveduras sdo responsaveis pela deterioracdo de alimentos e podem ser patogénicas para
humanos. As infe¢cdes por Candida spp. tém aumentado significativamente, especialmente
entre individuos imunodeprimidos. As leveduras podem ser encontradas em ambientes
costeiros e recreativos, como praias, onde podem representar um risco para a saude devido

a sua presenca na areia e na agua, podendo causar infe¢cdes oportunistas [88].
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2.11 Fungos Dermatofitos

Os fungos dermatoéfitos constituem um grupo especializado de fungos capazes de
invadir tecidos queratinizados, como pele, cabelo e unhas, tanto em seres humanos como
em outros animais [89] [90]. Estas infe¢Bes, conhecidas como dermatofitoses ou micoses,
sdo geralmente limitadas a camada cornea da epiderme, uma vez que os dermatdfitos ndo
tém capacidade para penetrar em tecidos mais profundos em hospedeiros imunocompetentes
[91]. As dermatofitoses séo as infecdes fungicas mais comuns no mundo, afetando cerca de
25% da populacéo global [92]. As manifesta¢cBes clinicas das dermatofitoses podem variar
significativamente, desde infecdes ligeiras até quadros clinicos mais graves, dependendo de
fatores como a resposta imunoldgica do hospedeiro, a viruléncia da estirpe flngica, a

localizagdo anatdmica da infe¢do e as condi¢cdes ambientais[93] .

O estudo dos dermatéfitos comegou no século XIX com o trabalho pioneiro de David
Gruby, que, em 1841, identificou a natureza fungica das infe¢cdes cutaneas. No entanto, foi
Raimond Sabouraud, um dos mais influentes micologistas médicos do inicio do século XX,
gue desenvolveu uma classificacdo taxonOmica detalhada dos dermatofitos. Em 1910,
Sabouraud publicou o seu trabalho seminal “Les Teignes”, onde categorizou os fungos em
guatro géneros: Achorion, Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton, baseando-se na
morfologia e caracteristicas culturais dos fungos [94]. Posteriormente, Chester Emmons
modernizou a classificagdo de Sabouraud, eliminando o género Achorion e reconhecendo
apenas trés géneros principais: Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton. Esta nova
classificacdo foi baseada na morfologia dos esporos e outras estruturas fungicas, o que

proporcionou um sistema mais simplificado e amplamente adotado [95].

Podem também ser divididos em trés grupos com base na fonte de infecédo. O primeiro
€ antropofilico quando a infecdo é transmitida de um ser humano para outro através do
contacto direto [96] como acontece com Microsporum langeronii, que se descobriu ter
causado tinea corporis em criangas de uma escola priméria publica de Antananarivo
(Madagéscar) [97]. O zodfilo é outro grupo de dermatéfitos quando os fungos séo transmitidos
de animais, domésticos ou selvagens, para humanos ou outros animais [96], como
Microsporum canis e Trichophyton mentagrophytes [98]. O terceiro grupo de dermatofitos é
geofilico, encontrado no solo que vive em materiais queratinosos como os saprofitos e pode
ser transmitido aos humanos apds contacto com solo contaminado, como o Microsporum
gypseum [96]. A infec&o por um tipo de dermatdfito antropofilico de dermatofitos é geralmente
reconhecida pela natureza crénica com baixa inflamagéo, enquanto que a inflamacéo ja é

mais elevada quando a doenca é causada por um dermatéfitos zoofilico ou geofilico [99].



FCUP | 40
Implementacdo e validagdo de método de Pesquisa e Quantificagdo Total de Fungos em areias (Fungos
filamentosos, Fungos leveduriformes e Dermatdfitos)

2.12 Doencas relacionadas com os fungos

Alguns fungos podem ser patogénicos, causando doengas em humanos, animais e
plantas. Estas infe¢des, conhecidas como micoses, podem variar de condi¢ces superficiais a
infecbes sistémicas, que muitas vezes resultam em infe¢des graves, podendo mesmo levar
a morte, especialmente em individuos imunodeprimidos [100]. Os fungos patogénicos
dividem-se em dois grupos principais: fungos verdadeiramente patogénicos, capazes de
causar infecdbes em individuos saudaveis, e fungos oportunistas, que afetam

predominantemente individuos com sistemas imunitarios comprometidos [101].

Estes organismos eucariotas possuem células com uma parede celular composta
principalmente por quitina e glucanos [100]. A morfologia dos fungos varia entre formas
unicelulares (leveduras) e formas filamentosas (bolores), sendo que alguns, como Candida
albicans, exibem dimorfismo, alternando entre formas leveduriformes e filamentares

consoante as condigdes ambientais [102]

Os mecanismos de patogenicidade incluem a adesdo as células hospedeiras, a
producdo de enzimas extracelulares que degradam tecidos, a evasdo do sistema imunitario
e a producdo de toxinas [100]. Por exemplo, Aspergillus fumigatus é conhecido pela sua
capacidade de crescer a temperatura corporal humana e produzir enzimas proteaoliticas,

facilitando a invaséo dos tecidos pulmonares [103].

Existem diferentes tipos de Doencas Fungicas conhecidas como, Micoses Superficiais

e Cutaneas, Micoses Subcutaneas, Micoses Sistémicas e Micoses Oportunistas.

As micoses superficiais e cutaneas afetam a pele, o cabelo e as unhas. Dermatofitos
como Trichophyton, Epidermophyton e Microsporum sao os principais agentes causadores
de doencas como tinea pedis (pé de atleta) e onicomicose (infegdo das unhas) [101]. Estas
infecbes, embora limitadas & epiderme, podem causar desconforto significativo e

complicagbes como celulite bacteriana secundaria [102].

As micoses subcutaneas resultam da inoculacao de esporos flngicos através de feridas
na pele, afetando tecidos subcutédneos, musculo e, ocasionalmente, 0ssos. A esporotricose,
causada por Sporothrix schenckii, € um exemplo comum. Esta doenga manifesta-se

inicialmente como nédulos indolores que podem progredir ao longo dos vasos linfaticos [104].

As micoses sistémicas sdo causadas por fungos que podem invadir 6rgdos internos,

resultando em doencgas graves, especialmente em individuos imunodeprimidos. A
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histoplasmose, causada por Histoplasma capsulatum, € um exemplo notavel, sendo
endémica em certas regides do continente americano. Outra micose sistémica relevante € a
aspergilose, causada por Aspergillus fumigatus, que pode variar de uma condicdo alérgica

leve a uma infecdo invasiva grave, muitas vezes fatal [103].

As micoses oportunistas ocorrem principalmente em individuos com sistemas
imunitarios debilitados, como aqueles com HIV/SIDA ou pacientes submetidos a tratamentos
imunossupressores [102]. A candidiase, causada por Candida albicans, € uma das infecbes
oportunistas mais comuns, variando desde infecbes superficiais a infecbes sistémicas graves
[102]. A criptococose, causada por Cryptococcus neoformans, é outra micose oportunista
significativa, especialmente em pacientes com SIDA, podendo causar meningite criptocécica,

uma condicao frequentemente fatal [104].

O diagnostico das doencas fungicas envolve técnicas laboratoriais como exames
microscapicos, culturas, testes serolégicos e métodos de biologia molecular, como a PCR

[101]. O diagnéstico precoce é essencial, particularmente nas micoses sistémicas e

oportunistas, onde atrasos no tratamento podem resultar em elevada mortalidade [100].

O tratamento depende do tipo de fungo e da gravidade da infe¢do. Os antifingicos mais
utilizados incluem polienos (anfotericina B), azéis (fluconazol) e equinocandinas
(caspofungina) [102]. Contudo, a resisténcia antifingica esta a emergir como um problema
crescente, especialmente em infe¢cdes por Candida e Aspergillus, complicando o tratamento
[105].

Alguns fungos desenvolveram adaptacdes para contornar a eficicia destas respostas de
defesa do hospedeiro. Varios destes fungos residem nas células fagociticas do hospedeiro,
onde estao protegidos do resto do sistema imunitario. Uma vez que o crescimento prolongado
de hifas dentro dos fagdcitos levaria a rutura celular, expondo assim o fungo ao sistema
imunitario do hospedeiro, véarios fungos mudam da forma de crescimento de hifas
multicelulares encontrada no ambiente para uma forma de crescimento de levedura unicelular
num processo conhecido como mudanca dimorfica. Outros fungos dimérficos utilizam a forma
de célula de levedura para evitar a fagocitose e o ambiente citotoxico do sistema
fagolisossoma; em vez disso, estdo adaptados para tolerar as respostas imunitarias
adaptativas. Assim, a troca dimorfica permite a colonizacdo de nichos ambientais Unicos
dentro do hospedeiro e a falha na troca atenua quase sempre a patogenicidade nestes
fungos. Nutros fungos dimoérficos que existem predominantemente como forma de

crescimento vegetativo de levedura fora do hospedeiro, como o patogénico vegetal Ustilago
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maydis e o patogénico humano Candida albicans, a mudanca dimorfica de uma forma de
crescimento de levedura para uma forma de crescimento filamentoso pode facilitar a

penetracao no tecido durante a infecao [106].

Na figura 9, estdo algumas espécies de fungos que fazem a mudanca dimorfica. Em
geral, estes fungos crescem numa forma hifal multicelular a 25°C e passam a produzir formas

de crescimento de levedura unicelulares a 37°C [106],

% o
Pathogenic O (oY 5% % @Eg &CS f

Histoplasma Blastomyces Talaromyces Coccidioides Paracoccidioides Sporothrix
capsulatum dermatitidis marneffei species species schenckii

Figura 9 - Morfologias celulares de agentes patogénicos fungicos humanos dimérficos. As morfologias de crescimento dos
Ascomycota dimérficos Histoplasma capsulatum (Ajellomyces capsulatum), Blastomyces dermatitidis (Ajellomyces
dermatitidis), Talaromyces marneffei (Penicillium marneffei), Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis e Sporothrix
schenckii (Ophiostoma schenckii). Fonte: Fungal dimorphism: the switch from hyphae to yeast is a specialized morphogenetic
adaptation allowing colonization of a host [106].
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2.13 Existéncia de fungos em zonas balneares

A dualidade dos fungos, tanto como fonte de terapias benéficas quanto como
potenciais patégenos, sublinha a necessidade de um equilibrio cuidadoso entre a exploragéo
dos seus beneficios medicinais e a gestdo dos riscos associados as infecbes flungicas e a
contaminacédo de alimentos e/ou ra¢des por micotoxinas. Portanto, a importancia dos fungos
estende-se para além da medicina, influenciando significativamente a salde publica e a
seguranca alimentar. A investigacdo continua e a vigilancia rigorosa sdo essenciais para
maximizar os beneficios terapéuticos dos fungos, enquanto se minimizam 0s riscos
associados aos seus efeitos patogénicos e téxicos. Nesse sentido o programa bandeiro azul

traz a diretriz que obriga a pesquisa de fungos nas areias das praias de Portugal.

Desde recicladores a zeladores, os microbios desempenham um papel importante na
homeostasia aquatica. Todas as praias albergam popula¢gdes de microbios, mas um estudo
da Universidade de Rutgers determinou que nem todas as praias sao iguais. A ecologia
microbiana difere ndo sé entre regides — como as praias de agua doce dos Grandes Lagos
ou as praias dos oceanos Atlantico ou Pacifico — mas também entre locais ha mesma praia
[107].

Os fungos filamentosos e as leveduras sdo microrganismos omnipresentes na
natureza, podendo ser encontrados em quase todos os habitats. O desenvolvimento dos
microrganismos, de maneira geral, € influenciado por flutuacdes nas condicdes fisicas e
quimicas dos respetivos habitats naturais. A compreensdo da influéncia desses fatores
ambientais proporciona uma explicacdo para a distribuicdo dos microrganismos na natureza,
enquanto permite definir condicbes que possibilitem o controlo (otimizag&o/inibicdo ou
eliminagdo) da atividade microbiana, tanto em ambientes laboratoriais quanto industriais.
Entre os fatores ambientais, considera-se o pH, a disponibilidade de agua e oxigénio, bem
como a natureza e a concentracdo dos nutrientes, como desempenho de um um papel

particularmente relevante no controlo do crescimento microbiano [108] [80].

As areias, enquanto ambiente complexo, abrigam uma diversidade significativa de
microrganismos adaptados a esse habitat distinto. Diversos estudos documentaram que a
areia seca € habitada por uma ampla variedade de organismos, incluindo pequenos
invertebrados, bactérias, fungos, virus, algas e diatomaceas, capazes de se adaptar a

ambientes em constante transformacéo [73].
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As condig6es aparentemente indspitas dos ambientes de areia da praia escondem as
comunidades présperas que ai se encontram. Fatores fisicos, como a disponibilidade de 4gua
e a protecdo contra a insolacdo; fatores bioldgicos, como competi¢cdo, predacéo e formacgao
de biofilmes; e a disponibilidade de nutrientes, todos contribuem para as caracteristicas do
micropsammon. As comunidades microbianas da areia incluem espécies autoctones, nativas
do ambiente, e microrganismos aldctones, como bactérias indicadoras fecais e patdgenos
transmitidos pela agua, que séo introduzidos por ondas, escoamento, ar ou animais. O
destino destes ultimos microrganismos referidos varia entre morte, persisténcia transitéria
e/lou replicacdo, até ao estabelecimento de populagbes prosperas (naturalizagdo) e
integragdo na comunidade autéctone. O transporte dos micropsammon dentro do habitat
ocorre tanto horizontalmente ao longo da praia como verticalmente da superficie da areia até
ao lencol freético, bem como em varias escalas, incluindo fluxo intersticial dentro dos poros
da areia, transporte de sedimentos para microrganismos associados a particulas e os

processos em grande escala da acdo das ondas e escoamento terrestre [109].

O conceito de areia da praia como um habitat microbiano e reservatério de BIF e
microrganismos patogénicos comegou a influenciar a forma de pensar sobre os efeitos na
salude humana associados a exposi¢do a areia e ao uso recreativo da agua das praias. Uma
variedade de patégenos tem sido reportada nas areias das praias, e estudos epidemioldgicos
recentes encontraram algumas evidéncias de riscos para a saude associados a exposicao a
areia. Populagbes persistentes ou replicantes de BIF e patdogenos entéricos tém
consequéncias para as estratégias de gestdo de bacias hidrogréficas/praias e padrbes

regulatdrios para praias seguras [109].

Sabe-se que a areia, principalmente a frequentada por seres humanos e animais
apresenta uma prevaléncia crescente de fungos, e esta pode desempenhar um papel de vetor
de transmissdo de agentes patogénicos oportunistas, como os dermatdfitos, fungos
patogénicos, que podem ser levados pelos préprios utilizadores das praias [110]. Assim, é
possivel atribuir parcial responsabilidade as pessoas e aos animais que frequentam as praias
pela contaminacdo das suas areias, seja porque transportam microrganismos ou porgue
descartam residuos orgéanico na areia ou na agua. Estes detritos fornecem os nutrientes e a
umidade essenciais para a preservacdo e desenvolvimento de microrganismos, como

leveduras, fungos filamentosos e bactérias (Figura 10) [111].
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Figura 10 - Esquema das interagdes entre os banhistas, animais e o ambiente da praia, potencialmente levando a exposigéo
de microrganismos patogénicos. Fonte: Impacts of a changing earth on microbial dynamics and human health risks in the
continuum between beach water and sand [110].

Ja foram isoladas diferentes espécies de fungos e leveduras de areias de praias
balneares. As leveduras patogénicas isoladas incluem as espécies: Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida guilliermondii, Candida glabrata, Candida parapsilosis,
Rhodotorula mucilaginosa. Os fungos filamentosos patogénicos e patogénicos oportunistas
incluem Aspergillus sp., Chrysosporium sp., Fusarium sp., Scedosporium sp., Scytalidium sp.,
Scopulariopsis sp., Penicillium sp., Cladosporium sp., Mucor sp., Stachybotrys sp.,
Phialemonium sp., Acremonium sp. Os géneros Aspergillus e Penicillium sdo os mais
frequentes na areia de praias. A areia das praias balneares também serve como reservatério
de dermatdfitos, incluindo Trichophyton sp., Microsporum sp., Chrysosporium sp.. As
leveduras negras Exophiala dermatitidis e Aureobasidium melanogenum também ja foram

isoladas de areia da praia [80].

As areas costeiras destinadas a atividades balneares representam locais de grande
importancia, especialmente durante a época balnear, tendo uma grande afluéncia de pessoas
e contribuindo para a criagdo de numerosos postos de trabalho. Contudo, estas atividades
propiciam oportunidades para o contato direto com as comunidades microbianas presentes
na praia, conforme destacado por [110]. Historicamente, as enfermidades que afetaram os
frequentadores de praias tém sido principalmente associadas a exposicao a organismos

patogénicos presentes na agua, tanto no mar como em agua doce, no caso de praias fluviais.

45
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No entanto, é pertinente salientar que os banhistas também entram em contacto com a areia,
[112] e que as areias das praias, s&o um elemento passivo de poluicdo, que podem ser
contaminadas por residuos sélidos, excrementos de animais e pela prépria agua, que pode
transportar microrganismos patogénicos, oportunistas e parasitas. Evidéncias indicam que os
indicadores fecais e as bactérias patogénicas, por exemplo, podem sobreviver por periodos
prolongados nos sedimentos [113], para além destes microrganismos patogénicos
encontrados na areia, os fungos também prosperam na areia e estes estdo associados a
infecdes flngicas invasivas associadas a uma elevada taxa de mortalidade e outras doenca.
Este entendimento destaca a complexidade das interagdes microbiolégicas nas praias,
reforcando a importéncia da avaliacdo abrangente da qualidade ambiental e da seguranca
dos utilizadores de praias. Por exemplo, muitas espécies de Candida frequentemente

encontradas na areia sao patogénicos oportunistas [80].

Apesar da superficie de contato da agua com a pele e mucosa humana ser superior a
da areia, muitos utilizadores de praias permanecem em contacto com a areia por periodos
mais prolongados do que com a 4gua, fazendo com que estes apresentem também um risco
aumentado de exposicdo a agentes patogénicos, como certos fungos, seja por contacto direto
com a pele e membranas mucosas ou pela inalacdo de esporos [114]. Por isto, em 2003, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou as Diretrizes para Ambientes Aquaticos
Recreativos Seguros, enfatizando a importancia de examinar a areia, especialmente em
latitudes mais elevadas, pois nestas regides, devido as temperaturas mais baixas da agua do
mar, a populacdo tende a passar menos tempo dentro de agua e mais tempo na areia, visto
gue continuam a utilizar as praias para diversas atividades recreativas [115], no entanto, é
relevante notar que, apesar do reconhecimento da contaminagdo da areia no relatorio da

OMS, este ndo estabeleceu recomendagdes especificas em termos de padrbes [80].

Embora as aguas de recreio tenham sido monitorizadas ha muito tempo em termos
de indicadores de poluicdo fecal humana e da sua suposta indicagdo de risco para os seres
humanos devido a presenca de agentes patogénicos humanos, as areias das praias tém sido
historicamente negligenciadas nesta area [116] apesar de alguns estudos do fim do século
XX demonstrarem a presenca de fungos nas areias e apresentarem a preocupacao de alguns
pesquisadores a cerca deste tema. Por exemplo, [117] encontraram dermatoéfitos comuns em
areias de praia no Havai e [118] isolaram leveduras da agua e amostras de areia recolhidas
numa praia balnear na Grécia. Pelo menos um estudo isolou fungos patogénicos humanos
de areias da praia, enquanto outro relatou espécies patogénicas de &reas costeiras da

Califérnia [119]. Comunidades bacterianas nas areias das praias comecgaram a receber uma
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atencgdo crescente devido a sua relevancia para a saude publica [109] [112] [107]. O numero
de estudos que deteta agentes patogénicos em areias de praia de varios locais do Mundo
esta a aumentar; contudo, é fundamental perceber a prevaléncia comparagcédo dos diversos
agentes patogénicos encontrados em areias de praia e os riscos de saude que Ihes estédo
associados. Uma das dificuldades em comparar a prevaléncia de patogénicos em areias de
praia estd no facto de que a ocorréncia de agentes patogénicos esta, possivelmente,
relacionada com a proximidade local de fontes de contaminacéo (por exemplo, banhistas ou
contaminacao fecal), assim como as diferentes varidveis do meio ambiente onde a praia esta
inserida, por exemplo as suas caracteristicas geoldgicas, da flora circundante, as
infraestruturas de acesso e a existéncia de transportes, assim como atividades comerciais ou

lidicas nas aguas circundantes e as caracteristicas ecologicas destes patogénicos [109].

Assim sendo, uma compreensdo mais aprofundada das comunidades bacterianas
tipicas das areias das praias podera oferecer novos conhecimentos sobre a ecologia destes
ecossistemas complexos e talvez orientar os esforcos de monitorizagdo para proteger a
saude publica [107].

O aumento do uso das zonas balneares, combinado com o desejo de salvaguardar a
saulde publica, trouxe, nas Ultimas décadas, com maior enfase, a questdo de a areia da praia
atuar como veiculo de infe¢do. Todavia, a qualidade microbiolégica da areia ndo estava até

pouco tempo incluida na monitoriza¢éo das praias [73].

Esta preocupacdo com 0s niveis de microrganismos patogénicos nas areias foi
evoluindo para todos os paises, e em Portugal foi estabelecido um projeto, fruto de uma
parceria entre a Associacdo Bandeira Azul e o Instituto Nacional de Saude e a Agéncia de
Protecdo Ambiental que tem como objetivo avaliar a qualidade microbiolégica da areia em
praias selecionadas, incluindo a analise da distribuicdo de bactérias e fungos nas areias. Além
disso, sugeriu valores limite para indicadores microbiol6gicos selecionados. Este trabalho
reflete a crescente atencdo a importancia da qualidade da areia, ndo s6 no contexto das
diretrizes internacionais, mas também no ambito de esquemas nacionais, como o Bandeira
Azul, que visam garantir a seguranca e a qualidade ambiental nas &areas recreativas de praia
[111].
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3 Materiais e métodos

3.1 Materiais, equipamentos e meios

Lista de materiais utilizados:

Tubos Falcon de 50 e 15 ml, luvas, arca de refrigeragéo, frascos estéreis de 250 ml,
copos com tampa estéreis de 250 ml, espatulas estéreis, espalhadores em L estéreis, ansas
estéreis, filme de vedacédo de laboratério, micropipetas automaticas de 200 yL, 1 ml e 10 ml
e respetivas pontas estéreis, agua desionizada e estéril, placas de Malte agar, placas de
Mycosel agar, placas de TSA, placas de Rosa de Bengala, azul de lactofenol, laminas,
lamelas e material de referéncia (estirpes liofilizadas de E. coli, Candida albicans,

Trichophyton interdigitale e Aspergillus brasiliensis).
Lista de equipamentos utilizados:

Balanca de precisédo (d=0,01g), caAmara de fluxo laminar, mesa de agitagéo, agitador

vortex, estufa, frigorifico e microscopio.

Composicéo e descricdo dos meios de cultura utilizados:
Meio de cultura de Malte Agar

A constituicao do meio Malte Agar é a seguinte: 30 g de extrato de malte, 0,05 g de
Cloranfenicol e 17 g de Agar em 1000 mL de agua destilada. O pH final é de 5,5 + 0,2 a 25
°C.

Este meio seletivo é utilizado para isolamento, cultivo e enumeracdo de bolores e
leveduras. As suas principais caracteristicas sdo o pH acido que confere um efeito seletivo,
assim como a adicao do antibidtico cloranfenicol que condiciona o crescimento bacteriano,
favorecendo as condic¢des 6timas de crescimento de bolores e leveduras. O extrato de malte
fornece a fonte de aminoécidos, azoto, carbono, vitaminas e minerais necesséarios para o

crescimento microbiano.
Meio de cultura de Mycosel Agar

A constituicdo do meio Mycosel Agar é a seguinte: 10 g de enzima digestiva de farelo
de soja, 40 g de glucose, 0,05 de Cloranfenicol, 0,4 g de Cycloheximide e 15 g de Agar em
1000 mL de agua destilada.



FCUP | 49
Implementacdo e validagdo de método de Pesquisa e Quantificagdo Total de Fungos em areias (Fungos
filamentosos, Fungos leveduriformes e Dermatdfitos)

Este meio seletivo é usado para isolamento e cultivo de fungos patogénicos, incluindo
os fungos dermatdfitos. A enzima digestiva de farelo de soja fornece os aminoacidos,
carbono, vitaminas e minerais para o crescimento de fungos. A grande concentracdo de
glucose favorece o meio para o crescimento Micobidtico. O Cloranfenicol € um antibiético de
grande espetro que inibe o crescimento de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

Cycloheximide suprime o crescimento dos fungos saprdéfitos.
Meio de cultura de TSA (Tryptic Soy Agar)

A constituicdo do meio TSA é a seguinte: Caseina peptonada e peptona de de soja
gue séo as fontes de carbono, nitrogénio e aminoacidos essenciais para o crescimento dos
microrganismos, Cloreto de sddio (NaCl) para manter o equilibrio osmoético, Agar que é o

agente solidificante e Agua para dissolver os componentes.

O meio de cultura TSA é um meio nao seletivo para crescimento de bactérias e fungos
sem requisitos nutricionais especificos, e para a preparacao de estirpes de referéncia com o

objetivo de participagdo em ensaios de controlo dos meios de cultura.
Meio de cultura Rosa de Bengala Agar

Este meio tem como componentes o corante Rosa de Bengala que da uma coloragdo
rosada ao meio e atua como agente seletivo, inibe o crescimento bacteriano e restringe o
desenvolvimento excessivo das coldnias de fungos, o que facilita a observacao e a contagem,
Cloranfenicol que é um antibiético utilizado aqui para aumentar a seletividade, inibindo o
crescimento bacteriano, Agar que é o agente solidificante e geralmente inclui peptonas e

glicose para fornecer os nutrientes essenciais para o crescimento fungico.

O Rosa de Bengala Agar é um meio de cultura seletivo utilizado principalmente para
a isolamento de fungos, especialmente para o crescimento de leveduras e bolores a partir de
amostras ambientais, como solos, aguas e alimentos. Este meio € particularmente Gtil porque
o corante rosa de bengala inibe o crescimento de bactérias e Uma das principais vantagens
do uso do Rosa de Bengala € a sua capacidade de restringir o crescimento rapido de fungos,

permitindo uma separacao clara das colénias para facilitar a contagem.
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3.2 Descricdo do método

O trabalho foi desenvolvido no laboratério das Aguas e Energia do Porto e no laboratério
ECOBIOTEC (Bioremediag&o e Funcionamento de Ecossistemas) instalado no CIIMAR, onde
iniciei a pesquisa enquanto ndo tinha os equipamentos necessarios no laboratério da AEdP.
E de salientar que, devido & confidencialidade, o que sera referido é apenas o fundamental

para a perce¢do dos resultados exibidos.

Foram recolhidas e analisadas 84 amostras (a contar com os duplicados de amostragem)
desde o dia 11/01/2024 ao dia 06/08/2024. Estas foram recolhidas de 7 praias da cidade do
Porto, que aqui iremos denominar de Praia A, B, C, D, E, Fe G.

Os métodos utilizados foram propostos pelo Programa da Associacdo Bandeira Azul
(ABA) de 2024 [120]. No entanto, foram modificadas ou adicionadas etapas para otimizar o

procedimento. O procedimento do método é descrito com mais detalhe no Anexo 1.

As amostras de areia foram recolhidas de uma profundidade de cerca de 10 cm, com
luvas estéreis, para um tubo Falcon de 50 ml. De cada praia recolheu-se areia de 3 pontos

equidistantes ao longo da zona seca do areal (Figura 11).

Areia molhada

Areia seca Legenda:
. - Pontos de Colheita

Figura 11 - Pontos de colheita na praia
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As amostras foram transportadas refrigeradas para o laboratério e processadas até
18 horas apés a sua chegada.

No laboratério misturou-se as 3 amostras de areia de cada praia para um frasco estéril
de 250 ml, de modo a obter uma amostra composta da respetiva praia, em seguida pesou-se
para dentro de um copo estéril de 250 ml 40g dessa areia (peso bruto) numa balanca de

preciséo (d=0,019).

Depois de pesada, adicionou-se & areia 40 ml de agua destilada estéril. Em seguida

agitou-se 0 copo com a areia e a agua huma mesa de agitagdo a 100 rpm durante 30 min.

Ap6s a agitacdo, foram preparadas duas diluicdes do sobrenadante, uma na
proporcao de 1/10 e outra de 1/100. Em seguida, 0,2 ml de cada amostra foram inoculados
em placas de Petri de Malte agar, utilizando o método de espalhamento com o auxilio de uma
espatula em L. Este procedimento foi realizado em triplicado para o sobrenadante sem
diluicdo, para a diluicdo de 1/10 e para a diluicdo de 1/100.

Além do Malte agar, também foi utilizado o Mycosel agar (suplementado com
cloranfenicol e cicloheximida) para o crescimento e identificagdo de dermatofitos patogénicos.
Foram inoculadas placas em triplicado de Mycosel agar com 0,2 ml do sobrenadante original
sem diluicdo. Embora n&o seja o objetivo deste relatorio, esta abordagem foi considerada
essencial, para estudar especificamente a quantificagdo dos fungos patogénicos,

enriquecendo assim a andlise das areias das praias estudadas.

De seguida colocou-se as placas inoculadas a incubar na estufaa 27,5°C+25°C

durante 5 dias para as placas de malte agar e 21 dias para as de Mycosel agar.

Para cada meio de cultura, as colénias em cada placa foram contadas. No caso das
placas de Malte agar, foram consideradas as contagens das placas com a menor diluigdo em
gue foi possivel fazer a contagem, ja que, em muitas situacdes, o elevado nimero de colonias
e a dispersdo das mesmas na placa impediram a contagem precisa. A média das colonias foi
calculada e multiplicada por 5, para obter a contagem por mL. O resultado foi expresso em
unidades formadoras de colénias (CFU) por grama de areia, considerando que 1 mL de
amostra é equivalente a 1 g de areia. Esses resultados foram inseridos no programa LabWay,
gue utilizou um limite de rejeicdo de 490 CFU/g proposto no artigo [80] e indicado como limite
de rejeicéo pelo programa Bandeira Azul (Tabela 2). Qualquer resultado que excedesse esse

valor era imediatamente sinalizado para indicag&o de potencial contaminag&o.
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Tabela 2 - Valores limite de fungos segundo o Programa Baneira Azul. (Adaptado do Programa da ABA) [120].

Parametros

Fungos

Método

Lavagem, espalhamento e
contagem total de fungos -
UFC/g de areia de zonas
balneares costeiras

Classificacdo| Conforme | N&o conforme
Até 420 Acima de 420
Limites UFC/g de UFC/g de
areia areia

Adicionalmente, procedeu-se ao isolamento e repicagem de colénias fungicas até
obtencdo de culturas puras, com o intuito de posteriormente se fazer a identificacdo
molecular. No entanto, ndo foi possivel realizar a identificacdo molecular, uma vez que o
método de extracdo de DNA e a técnica de PCR ainda estavam em fase de otimizacao.
Apesar disso, as observacdes microscopicas das colbnias, realizadas com coloracédo por azul
de lactofenol e ampliagdo de 400x, permitiram visualizar estruturas morfologicas, cujas

imagens estéo disponiveis no Anexo 2.

Foi também realizada uma tentativa de extracdo de DNA diretamente da areia de uma
das praias amostradas, foi utilizado o DNeasy® PowerSoil® Pro Kit (Qiagen), seguindo as
instrucdes do fabricante. No entanto, a quantidade de DNA extraida foi insuficiente para

proceder com a sua sequenciagao.

52
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3.3 Analise estatistica

Para a implementacéo e validagdo do método de pesquisa e detecao de fungos totais
em areia, foram aplicados estudos estatisticos aos seguintes parametros caracterizadores de
validacao:

o Gama de trabalho (Limite inferior de quantificagéo e Limite superior de quantificagcéo);
e Incerteza: avaliada em trés niveis - Incerteza da Contagem, Incerteza Analitica,

Incerteza de Medicao (sendo esta a soma da Incerteza Analitica e da Incerteza da

Amostragem), conforme descrito nas normas ISO 29201, Guia Relacre 29 e Guia

Eurachem/CITAC - Incerteza de medigdo resultante da amostragem: um guia para

métodos e abordagens;

¢ Exatidao (Veracidade + Precisdo): Avaliada por meio da Veracidade e Preciséo, de

acordo com a ISO 5725-1:2023 (na verdade a exatiddo ndo tem um valor, mas sim a

precisdo e a veracidade):

- Precisao foi determinada através da Repetibilidade e do Critério de Precisao
intermédia,

- Veracidade foi determinada por meio de Ensaios Interlaboratoriais.

Para este método, em especifico, ndo foram estudadas outras caracteristicas de
desempenho de validagé&o, tais como o linear de detecao, a sensibilidade, a especificidade, a
eficiéncia, a seletividade, a taxa de falsos positivos e a taxa de falsos negativos, dado néao se

aplicarem ao presente tipo de metodologia analitica.

3.4 Controlo de Qualidade

Para além dos estudos estatisticos, o controlo interno do laboratério é essencial para
assegurar a fiabilidade e precisdo dos resultados obtidos. Este processo envolve a
implementacédo de procedimentos regulares, como a utilizagdo de amostras de controlo com
valores pré-determinados, a calibracao continua dos equipamentos e a validacao de métodos
analiticos, de modo a monitorizar e corrigir eventuais erros ao longo de todo o processo

analitico, conforme mencionado na ISO 11133: 2014 [121].

O laboratério segue um procedimento interno de controlo de qualidade rigoroso, que

inclui o controlo dos meios de cultura (produtividade, seletividade e esterilidade), do ambiente
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laboratorial e das superficies de trabalho, bem como da temperatura das estufas e dos
frigorificos. As temperaturas destes equipamentos sao registadas diariamente, sao realizadas
andlises ao ambiente do laboratério semanalmente para prevenir contaminagdes pelo ar, e
mensalmente sao efetuadas andlises as superficies de trabalho. Além disso, sempre que
chega um novo lote de meios de cultura, ou pelo menos uma vez por més, sao realizados

testes de produtividade, seletividade e esterilidade dos meios.

O estudo da produtividade do meio Malte Agar foi realizado através da inoculacéo de
placas deste meio e dos meios de referéncia para cada estirpe. Inoculou-se uma placas de
meio Malte agar e de TSA com 0,2 ml de solucdo da estirpe de Candida albicans (para o
estudo de fungos leveduriformes), e inoculou-se uma placa de meio Malte agar e do meio
Rosa de Bengala com 0,2 ml de uma solucéo da estirpe Aspergillus brasiliensis (para fungos
filamentosos). As solugBes inoculadas foram previamente preparadas a partir de lenticulas
liofilizadas das respetivas estirpes. Apés 5 dias de incubacao a 27,5 °C, foram contadas as
coldnias e a produtividade calculada através da divisdo do nimero de col6nias de Candida
albicans e Aspergillus brasiliensis no Malte Agar pelo nimero de colénias nos respetivos
meios de referéncia. O meio foi considerado produtivo quando os valores obtidos se situaram
entre 0,5 e 1,40, ou seja, entre 50% e 140%. A seletividade do Malte Agar foi avaliada através
da incubacédo de placas inoculadas com E. coli, de forma a verificar a capacidade do meio
para inibir o crescimento bacteriano. Ja a esterilidade foi verificada em placas incubadas sem
in6culo. Adicionalmente, foi realizado um estudo de esterilidade da agua utilizada, através da
inoculagéo de 0,2 mL de agua esterilizada em placas de Malte Agar, sendo que ndo deveria

haver crescimento ap6s 5 dias de incubacgéo a 27,5 °C.

O estudo da produtividade do Mycosel Agar foi semelhante, utilizando Candida
albicans (para o estudo de fungos patogénicos leveduriformes) e Trichophyton interdigitalis
(para o estudo de fungos patogénicos filamentosos) como estirpes de teste, e 0 TSA como
meio de referéncia para ambas as estirpes. As placas foram incubadas durante 21 dias a 27,5
°C. ApoOs esse periodo, foi calculada a produtividade dividindo o namero de colénias de
Candida albicans e Trichophyton interdigitalis no Mycosel Agar pelo nimero de colénias no
meio de referéncia, sendo também considerado produtivo quando os valores estiveram entre
0,5 e 1,40. A seletividade do Mycosel Agar foi testada com E. coli e Aspergillus brasiliensis,
de modo a garantir que o meio inibia o crescimento de bactérias e fungos saprofitos
filamentosos. A esterilidade foi igualmente confirmada com placas sem inéculo e o estudo da

agua foi realizado da mesma forma que no Malte Agar.
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Para o controlo ambiental, foram colocadas placas de gelose viradas para cima e
abertas em cima de cada bancada e dentro da estufa, durante 15 minutos e uma placa da
mesma forma dentro da camara de fluxo laminar durante 30 min. Depois estdo foram
incubadas numa estufa a 30 °C durante 3 dias. Apés a incubacao foram feitas e registadas

as contagens de bactérias e fungos em cada placa de gelose.

Ja para o controlo de superficies foram usadas umas placas de contacto de gelose,
adaptadas num equipamento. Pressionou-se uma placa de gelose de contacto sobre cada
bancada de trabalho 5 vezes durante 10 segundos cada vez, em seguida inoculou-se durante

3 dias na estufa a 30 °C e leu-se e registou-se as contagens de bactérias e fungos.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Gama de trabalho

Num laborat6rio de microbiologia acreditado, o valor "0" ndo € utilizado como resultado
para a quantificacdo de microrganismos. Quando ndo se observam coldnias, o resultado é
geralmente dado como "inferior ao limite de detecao", por isso foi definido como limite inferior
de quantificacdo do método o valor de 5 UFC/g, tendo por base que, o minimo quantificavel
por placa de malte agar é de 1 col6nia, ou seja, convertendo para UFC/g confere um valor de
5 UFC/g (conversao de UFC por 0,2 mililitro para UFC por mililitro = UFC por grama). Quando
nao se observam coldnias nas placas, o resultado fornecido ao cliente néo serd 0 UFC/g, mas
sim <5 UFC/qg.

Para o limite superior de quantificagdo do método, foi considerado o valor de 150.000
UFCl/g. Este valor baseia-se no facto de que o nimero maximo de colbnias quantificaveis
numa placa de Malte agar é de 300 UFC por 0,2 mililitros. Para converter este valor em
mililitros, o que neste caso equivale a 1 grama, multiplica-se por 5, obtendo-se 1.500 UFC/g.
Como a diluicdo méxima feita foi 1/100, multiplica-se ainda pelo fator de diluicdo 100,

resultando num valor final de 1,5x10° UFC/g.

4.2 Incerteza

A incerteza foi avaliada em trés niveis - Incerteza da Contagem, Incerteza Analitica,
Incerteza de Medicdo (sendo esta a soma da Incerteza Analitica e da Incerteza da
Amostragem), conforme descrito nas normas ISO 29201:2012 [15], Guia Relacre 29 [122] e
Guia Eurachem/CITAC - Incerteza de medi¢do resultante da amostragem: um guia para
métodos e abordagens [123].
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4.2.1 Incerteza de Medicao (determinacdo Analitica + Colheita)

A incerteza de medicdo traduz o conjunto de toda a cadeia de medicdo e
rastreabilidade desde o ato da colheita até a finalizacdo do ensaio.

Para estimativa da incerteza de medicdo foram colecionados um conjunto de
resultados de duplicados analiticos de amostras colhidas pela area de Amostragem do
laboratério. Cada amostra foi colhida em duplicado no ato da amostragem e posteriormente
ensaiada no laboratério da AEdP por uma Técnica Analista, neste caso a autora (CB),
produzindo os resultados a seguir apresentados na folha de calculo (Figura 12).

Variancia de

- TS e Variancia da distribuigdo Variancia

() operacional (u?)

2
Técnica (%)

o
N° da Amostra Data -

ncz (Dup. média

4 A
nc: (amostra) e Lg ne; (Lg ncl-Lg ne2)r2/2 (nc1: nc2)

(0,1886)/n; (Ug-U?y) uzo Medic¢ao (Amostragem+Analitica)

1 15/03/2024 1,6232 1,7782 0,0120 0,0037 0,0083 0,0100
2 03/05/2024 CcB 180 152 2,2553 2,1818 0,0027 166 0,0011 0,0016 0,0019
5 08/05/2024 CB 70 67 1,8451 | 1,8261 0,0002 69 0,0028 -0,0026 -0,0031
4 15/05/2024 CcB 214 284 2,3304 2,4533 0,0076 249 0,0008 0,0068 0,0082
5 29/05/2024 CB 684 600 2,8351 2,7782 0,0016 642 0,0003 0,0013 0,0016
6 12/06/2024 CB 584 234 2,7664 2,3692 0,0789 409 0,0005 0,0784 0,0941
7 26/06/2024 CcB 450 317 2,6532 2,5011 0,0116 384 0,0005 0,0111 0,0133
8 31/07/2024 CB 90 95 1,9542 1,9777 0,0003 93 0,0020 -0,0018 -0,0021
9 01/08/2024 CcB 75 45 1,8751 | 1,6532 0,0246 60 0,0031 0,0215 0,0258
10 02/08/2024 CcB 570 595 2,7559 2,7745 0,0002 583 0,0003 -0,0002 -0,0002

MEDIAS 0,0140 0,0015 0,0124 0,0149

Variancia da distribui¢&o (variancia intriseca)

Variancia da distribuic&o relativa (variancia intriseca relativa) (u?4*5,3019) conversao em escala logaritmica natural
Incerteza intriseca

Incerteza intriseca relativa
Variancia Operacional da Medicéo
Variancia operacional relativa] (u?*5,3019)conversao em escala logaritmica natural

Incerteza operacional

Incerteza operacional relatival

Para calcular a incerteza combinada de um novo resultado u(y):

0,1886
n

z

Resultado (n,) uc(y)
2 Resultado Superior a10ufc u,, = 01886 +UZg
nZ

Incerteza combinada de um novo resultado Resultado Inferior a10ufc Uggg =

Ex:

Incerteza combinada relativa do resultado
29%
Ue(y)

Incerteza combinada relativa expandida 58%

Figura 12 - Folha de calculo da incerteza de medi¢&o de acordo com a ISO 29201: 2012
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Verifica-se que a incerteza expandida da medicdo, a que no futuro é dada ao cliente
como incerteza do método de ensaio, € de 58%, e que a incerteza de medicao é de 29%,
considerando-se adequada ao uso ja que ndo existem especificagdes de incertezas tipicas
de foro legal, normativo ou de especificagdes de clientes e pelo facto de estar enquadrada
dentro dos valores normais de incertezas de medicdo dos outros métodos de microbiologia.

Para dar consisténcia estatistica as conclusdes do presente estudo, consideramos

gue sera desejavel aumentar a populacao de dados neste estudo em especifico.

4.2.2 Incerteza Analitica

Para estimativa da incerteza analitica foram colecionados um conjunto de resultados
de duplicados analiticos de amostras colhidas pela area de Amostragem do laboratério. Cada
amostra colhida foi rececionada, posteriormente duplicada no laboratério e ensaiadas por 3
Técnicas Analistas (a autora (CB) e as Técnicas Analistas do laboratério da AEdP (FC) e

(CP)) em paralelo, produzindo os resultados a seguir apresentados na Figura 13.
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Resultado (n,) uc(y)

Ex:

Incerteza combinada relativa do resultado u.(y) 7%

Incerteza combinada relativa expandida

Resultado Superior al0ufc y

clg) =

Variancia de A S S
- Variancia da distribuicéo Variancia
e e Resultados reprodutibilidade . .
Técnico Técnico () operacional (u%)
N° da Amostra Data Analista Analista R
(c1) (c2) média
Lg nci1-Lg nc2)"2/2
S g ne2) (ncl: nc2)

1 12/06/2024 CB FC 12 | 14 | 10792 | 1,1461 0,0022 13 0,0145 -0,0123
2 13/06/2024 CcB FC 122 | 100 | 20864 2,0000 0,0037 111 0,0017 0,0020
3 13/06/2024 FC cpP 122 | 129 | 20864 2,1106 0,0003 126 0,0015 -0,0012
4 13/06/2024 cpP cB 125 | 99 | 20069 1,9956 0,0051 112 0,0017 0,0034
5 10/07/2024 cB FC 445 | 400 | 26484 2,6021 0,0011 423 0,0004 0,0006
6 15/07/2024 CP CcB 120 | 105 | 20792 | 2,0212 0,0017 113 0,0017 0,0000
7 15/07/2024 CcB FC 120 | 135 | 20792 2,1303 0,0013 128 0,0015 -0,0002
8 15/07/2024 FC cpP 145 | 160 | 21614 | 2,2041 0,0009 153 0,0012 -0,0003
9 16/07/2024 FC cB 425 | 435 | 26284 2,6385 0,0001 430 0,0004 -0,0004
10 17/07/2024 CP FC 102 | 96 | 20086 | 1,9823 0,0003 99 0,0019 -0,0016
11 17/07/2024 FC CcB 119 | 102 | 20755 2,0086 0,0022 111 0,0017 0,0005
12 17/07/2024 CcP CcB 11 | 99 2,0453 1,9956 0,0012 105 0,0018 -0,0006
13 18/07/2024 cpP FC 260 | 220 | 24150 | 2,3424 0,0026 240 0,0008 0,0018
14 18/07/2024 FC CcB 210 | 200 | 23222 | 2,300 0,0002 205 0,0009 -0,0007
15 18/07/2024 CcP CcB 230 | 220 | 23617 2,3424 0,0002 225 0,0008 -0,0007
16 29/07/2024 CcP FC 370 | 390 | 25682 2,5911 0,0003 380 0,0005 -0,0002
17 29/07/2024 FC CB 380 | 395 | 25798 | 2,5066 0,0001 388 0,0005 -0,0003
18 29/07/2024 CP CB 395 | 390 | 255066 | 2,5011 0,0000 393 0,0005 -0,0005
19 31/07/2024 CP FC 215 | 240 | 23324 | 2,3802 0,0011 228 0,0008 0,0003
20 31/07/2024 FC CcB 240 | 230 | 12,3802 2,3617 0,0002 235 0,0008 -0,0006
21 31/07/2024 CcP CB 215 | 230 | 23324 | 2,3617 0,0004 223 0,0008 -0,0004
22 01/08/2024 CP FC 75 60 1,8751 1,7782 0,0047 68 0,0028 0,0019
23 01/08/2024 FC CcB 5 | 75 | 1,7404 | 1,8751 0,0091 65 0,0029 0,0062
24 01/08/2024 CcP CcB 80 75 1,9031 1,8751 0,0004 78 0,0024 -0,0020
25 02/08/2024 CcP FC 520 | 585 | 12,7160 2,7672 0,0013 553 0,0003 0,0010
26 02/08/2024 FC CB 520 | 570 | 27160 | 2,7559 0,0008 545 0,0003 0,0004
27 02/08/2024 CP CcB 425 | 495 | 26284 | 2,6946 0,0022 460 0,0004 0,0018
28 05/08/2024 CcP FC 220 | 200 | 23424 2,3010 0,0009 210 0,0009 0,0000
29 05/08/2024 FC CcB 230 | 210 | 23617 2,3222 0,0008 220 0,0009 -0,0001
30 05/08/2024 cpP cB 210 | 260 | 23222 | 2,4150 0,0043 235 0,0008 0,0035
MEDIAS 0,0017 0,0016 0,0000

Variancia da distribuic&o (variancia intriseca)

Variancia da distribuicéo relativa (variancia intriseca relativa) (u?;*5,3019) convers&o em escala logaritmica natural

Incerteza intriseca|

Incerteza intriseca relativa

Variancia Operacional da Medigao

Variancia operacional relativa (u%;*5,3019)convers&o em escala logaritmica natural
Incerteza operacional
Incerteza operacional relatival U ¢
Para calcular a incerteza combinada de um novo resultado u.(y):
0,1886
Incerteza combinada de um novo resultado Resultado Inferior a 10 ufc Uc(|g) = T
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Figura 13 - Folha de calculo da Incerteza analitica de acordo com a ISO 29201: 2012
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N&o existem especificagbes normativas, legais ou exigidas pelos clientes ou de outras
fontes, para a incerteza-alvo analitica maxima admissivel para este método de ensaio e tipo
de matriz das amostras ensaiadas e objeto dos estudos de validagdo. Na auséncia de tais
especificages e tendo por base a validacdo experimental da incerteza estimada, verifica-se
gue a Incerteza combinada analitica de 7% € largamente inferior & incerteza da Medicdo
(29%), revelando-se adequada ao uso.

4.2.3 Incerteza da Contagem

De acordo com a norma internacional 1ISO 13843: 2017, a incerteza da contagem
exprime a disperséo de resultados de contagem e foi estudada através da contagem repetida
das colénias das mesmas placas num curto espaco de tempo. As observacdes sobre a
incerteza da contagem dardo a primeira impressdo de potenciais problemas com a ampla

utilizacado do método.

De acordo com a norma ISO 29201, avaliar-se-a a repetibilidade e a reprodutibilidade
intralaboratorial da contagem, ou seja, devem avaliar-se estimativas numéricas individuais ou

coletivas da incerteza de contagem expressas como desvio-padréo relativo.

O laboratério iniciou o estudo da incerteza da contagem de acordo com a metodologia
sugerida na ISO 29201, para tal as 3 Técnicas Analistas (a autora e duas técnicas do
laboratério da AEdP) efetuaram a contagem das varias placas, de forma a calcular a média
(m), o desvio padrdo (s) e a variancia relativa (u?>=s/m) de cada contagem, tendo-se
determinado a Incerteza da contagem de 6%, conforme calculos em seguida apresentados
na Figura 14.
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Técnica Técnica Técnica
Placa Analista Analista Analista pnrel, L pz rel, L
CB FC CcP

1 9 10 9 9 0,58 0,062 0,004
2 15 14 14 14 0,58 0,040 0,002
3 35 33 37 35 2,00 0,057 0,003
4 26 26 27 26 0,58 0,022 0,000
5 21 20 22 21 1,00 0,048 0,002
6 22 22 21 22 0,58 0,027 0,001
7 23 23 22 23 0,58 0,025 0,001
8 28 24 26 26 2,00 0,077 0,006
9 22 20 21 21 1,00 0,048 0,002
10 27 26 27 27 0,58 0,022 0,000
11 37 33 33 34 2,31 0,067 0,005
12 37 29 29 32 4,62 0,146 0,021
13 23 17 18 19 3,21 0,166 0,028
14 27 23 23 24 2,31 0,095 0,009
15 31 30 25 29 3,21 0,112 0,013
16 35 34 31 33 2,08 0,062 0,004
17 66 66 67 66 0,58 0,009 0,000
18 70 71 69 70 1,00 0,014 0,000
19 71 72 70 71 1,00 0,014 0,000
20 65 64 65 65 0,58 0,009 0,000
21 55 52 57 55 2,52 0,046 0,002
22 40 39 41 40 1,00 0,025 0,001
23 22 22 21 22 0,58 0,027 0,001
24 30 31 32 31 1,00 0,032 0,001
25 35 34 35 35 0,58 0,017 0,000
26 27 25 26 26 1,00 0,038 0,001
27 37 35 36 36 1,00 0,028 0,001
28 26 26 25 26 0,58 0,022 0,001
29 28 27 28 28 0,58 0,021 0,000
30 45 44 44 44 0,58 0,013 0,000

0,109

Figura 14 - Folha de Excel com a contagem de cada Técnica Analista (CB, FC e CP), célculo e resultado do valor da incerteza

de contagem intralaboratorial.

m (p2rel, L)

0,004

RaizQ (m (p2
rel, L))

0,060

Incerteza da
contagem

6,0%
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N&o existem especificacdes normativas, legais ou exigidas pelos Clientes ou de outras
fontes, para a incerteza-alvo de Contagem maxima admissivel para este método de ensaio e
tipo de matriz das amostras ensaiadas e objeto dos estudos de validagdo. Na auséncia de
tais especificacdes e tendo por base a validagdo experimental da incerteza estimada, verifica-
se que a incerteza combinada de contagem intralaboratorial de 6% é largamente inferior a

incerteza da Medigao (29%), revelando-se adequada ao uso.

4.3 Precisao

A precisao foi estudada a partir do estudo da repetibilidade e do critério de precisao.

4.3.1 Repetibilidade

A estudo da repetibilidade do método, foi avaliada com base na andlise de 10
replicados da mesma da amostra, em condi¢des de repetibilidade, isto €, 0 mesmo técnico,
no mesmo dia, na mesma estufa e na mesmo intervalo de tempo. Foram efetuadas 3 séries
de 10 replicados de uma amostra de areia. Calculou-se para cada série a média, a variancia,
a variancia operacional relativa e a repetibilidade para cada Técnica Analista. Este célculo foi
realizado por dua Técnicas Analista, a autora (CB) e a Técnica Analista do laboratério da

AEdP (FC), os resultados estéo expressos nas Figuras 15 e 16.
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Repetibilidade Areias - Dete¢do e Contagem de fungos totais (Técnica Analista CB)
Amostra 1 (12/06/2024) Amostra 2 (10/07/2024) Amostra 3 (15/07/2024)

Replicas UFC/g Xin2 UFC/g Xin2 UFC/g Xin2
1 5 25 385 148225 185 34225
2 12 144 465 216225 160 25600
3 9 81 365 133225 140 19600
4 9 81 395 156025 155 24025
5 4 16 395 156025 115 13225
6 9 81 305 93025 210 44100
7 7 49 380 144400 120 14400
8 10 100 445 198025 185 34225
9 12 144 390 152100 175 30625
10 25 370 136900 170 28900
389,5 161,5
2,859681412 43,55392571 30,00463
8,177777778 1896,944444 900,2778
10 10
Dis.Pois 8,975609756 43,83183569 50,17028
Vorel -0,00033049 0,009936339 0,028325
Desempenho do Método 10% 17%

(Repetibilidade)

Média (Vor) 0,012643591

Desempenho do Método
(Repetibilidade)

Figura 15 - Folha de Calculo da Repetibilidade do método de Detegédo e Contagem de fungos totais em areia feita pela
Técnica Analista CB (autora)

Repetibilidade Areias - Dete¢do e Contagem de fungos totais (Técnica Analista FC)
Amostra 1 (12/06/2024) Amostra 2 (10/07/2024) Amostra 3 (15/07/2024)

Replicas UFC/g Xin2 UFC/g Xin2 UFC/g Xin2
1 7 49 440 193600 190 36100
2 10 100 455 207025 165 27225
3 9 81 450 202500 135 18225
4 12 144 440 193600 140 19600
5 9 81 470 220900 205 42025
6 15 225 475 225625 115 13225
7 15 225 305 93025 170 28900
8 10 100 400 160000 135 18225
9 14 196 335 112225 135 18225
10 9 81 380 144400 145 21025
415 153,5
58,357138 28,19082
3405,555556 794,7222
10 10
Dis.Pois 6,545454545 73,85542169 46,59609
Vorel -0,02479339 0,017364236 0,027214
Desempenho do Método 13% 16%

(Repetibilidade)

Média (Vor) 0,006594937

Desempenho do Método
(Repetibilidade)

Figura 16 - Folha de Calculo da Repetibilidade do método de Detegdo e Contagem de fungos totais em areia feita pela Técnica
Analista FC
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N&o existem especificacdes normativas, legais ou exigidas pelos Clientes ou de outras
fontes, para a repetibilidade méxima admissivel para este método de ensaio e tipo de matriz
das amostras ensaiadas e objeto dos estudos de validagdo. O desempenho da Técnica
Analista FC e da Técnica Analista CB (autora) é de 8 % e 11%, respetivamente. Na auséncia
de especificacdes e face aos resultados obtidos verifica que estes resultados de repetibilidade
séo inferiores ao da incerteza combinada de medicdo (29%), pelo que se considera que as
técnicas estdo aptas para a realizacdo do método de ensaio e 0 método € considerado

adequado ao uso em relacdo a este parametro caracterizador de desempenho de validacéo.

4.3.2 Critério de preciséo

O critério de precisdo do método foi avaliado a partir da dispersdo de resultados
obtidos através da replicagdo de ensaios em duplicado sobre as mesmas amostras, ao longo
do tempo e por diferentes Técnicas Analistas, isto €, em condi¢cdes de Precisdo Intermédia,
de forma a introduzir o maximo de variabilidade nos resultados recolhidos e tratados (Figura
17).
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|

Parta.
Aguas
Namero de ensaios _n 25 Pj{E::n_l}a S\
2 Yia-Yie 1,838775 # awi
Média 0,073551
Critério Precisdo (%) 0,24
Carta Duplicados
Areias —— Critério/Limite
Fungos de Precisdo
N ) 04 Valores dos
AVALIAVAO DE TECNICOS ANALISTAS - 0,4 | duplicados
CRITERIO PRECISAO 0,3 -
ER - ENSAIOS REALIZADOS 0:3 y
TER - TOTAL DE ENSAIOS REALIZADOS 02 -
TEF - TOTAL DE ENSAIOS FORA 02 1
DS - DESEMPENHO SATISFATORIO 01 1
0,1 -
O K BB EEEEEEEEESSEEEBEEENER
Técnicos c8 e | Fe STSTTEEEEEsssEE::£€€£¢€¢¢
% CQI realizado 45% 18% 36% SIS RRRRRYRRRRRRRYRRIYIRRRERIRIRRN
DS 80% 100% | 100%
| 11 (TER) EF ER EF ER EF ER EF ER
5 2 4
B P B 0 D D D P ero
0
1 1 0 1 12/06/2024 5,0E+00 9,00E+00 | 0,698970| 0,954243| 0,255273] 0,240512
0 2 12/06/2024 7,0E+00 1,00E+01 0,845098| 1,000000| 0,154902| 0 0,240512
1] 0 3 13/06/2024 1,2E+02 9,90E+01 2,086360| 1,995635| 0,090725) 0 0,240512
0 4 13/06/2024 1,0E+02 1,22E+02 | 2,000000] 2,086360| 0,086360| 0 0,240512
1| 0 5 13/06/2024 1,3E+02 1,25E+02 2,110590| 2,096910| 0,013680| 0 0,240512
1] 0 6 10/07/2024 3,7E+02 3,95E+02 2,562293| 2,596597| 0,034304 0 0,240512
0 7 10/07/2024 4,4E+02 4,70E+02 | 2,643453| 2,672098| 0,028645| 0 0,240512
1] 0 8 11/07/2024 4,8E+02 4,90E+02 2,676694| 2,690196| 0,013502 0 0,240512
1| 0 9 15/07/2024 1,2E+02 1,60E+02 2,079181| 2,204120| 0,124939 0 0,240512
0 10 15/07/2024 1,4E+02 1,45E+02 | 2,130334| 2,161368| 0,031034] 0 0,240512
1] 0 11 15/07/2024 1,2E+02 1,05E+02 2,079181| 2,021189| 0,057992 0 0,240512
0 12 16/07/2024 4,3E+02 5,40E+02 2,628389| 2,732394| 0,104005) 0 0,240512
1 0 13 16/07/2024 4,4E+02 5,45E+02 | 2,638480| 2,736397| 0,097907| 0 0,240512
1] 0 14 17/07/2024 5,0E+02 5,10E+02 2,694605| 2,707570| 0,012965) 0 0,240512
1| 0 15 17/07/2024 5,1E+02 5,55E+02 2,707570| 2,744293| 0,036723| 0 0,240512
0 16 17/07/2024 4,8E+02 5,95E+02 | 2,681241| 2,774517| 0,093276] 0 0,240512
1] 0 17 18/07/2024 2,6E+02 2,30E+02 2,414973| 2,361728| 0,053246| 0 0,240512
0 18 18/07/2024 2,1E+02 2,20E+02 2,322219| 2,342423| 0,020203| 0 0,240512
1 0 19 18/07/2024 2,0E+02 2,20E+02 | 2,301030| 2,342423| 0,041393| 0 0,240512
1] 0 20 01/08/2024 7,5E+01 8,00E+01 1,875061| 1,903090| 0,028029) 0 0,240512
0 21 01/08/2024 6,0E+01 5,50E+01 1,778151| 1,740363| 0,037789) 0 0,240512
1] 0 22 01/08/2024 7,5E+01 4,50E+01 1,875061| 1,653213| 0,221849) 0 0,240512
1] 0 23 02/08/2024 4,3E+02 5,20E+02 2,628389| 2,716003| 0,087614 0 0,240512
0 24 02/08/2024 5,2E+02 5,85E+02 2,716003| 2,767156| 0,051153| 0 0,240512
1] 0 25 02/08/2024 5,7E+02 4,95E+02 2,755875| 2,694605| 0,061270) 0 0,240512

Figura 17 - Folha de célculo do critério de preciséo, a partir da Carta de Duplicados

N&o existem especificacdes normativas, legais ou exigidas pelos Clientes ou de outras

fontes, para a Precisdo intermédia maxima admissivel para este método de ensaio e tipo de

matriz das amostras ensaiadas e objeto dos estudos de validacdo. Na auséncia de

especificacdes e face aos resultados obtidos, verifica-se que o critério de Precisao de 25% é

inferior a incerteza da Medigao (29%), revelando-se adequada ao uso.
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4.4 Veracidade

Para a validacdo da Veracidade de um método é necessario fazer pelo menos 1
ensaio interlaboratorial.

Foi realizado um ensaio interlaboratorial organizado e coordenado pelo Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA). Este ensaio estava inicialmente previsto
para maio, contudo, s6 foi enviado em agosto, sendo que o0s resultados s6 foram
disponibilizados em outubro.

O resultado obtido neste ensaio interlaboratorial foi de classificacdo — Bom, o que
comprova a veracidade do método em estudo, visto que para um método ser verdadeiro
bastava ter uma classificagéo, de no minimo, Suficiente.

Esta classificacdo demostra que o resultado fornecido pelo laboratério da AEdP

estava muito proximo do valor referéncia/real da amostra disponibilizada pelo EIL.

4.5 Controlo Interno

De forma a assegurar a fiabilidade dos resultados obtidos, foram feitos o controlo dos
meios de cultura (produtividade, seletividade e esterilidade) e também esterilidade da dgua
estéril utilizada (Tabelas 3, 4, 4 e 6), do ambiente laboratorial (Tabela 7) e das
superficies/bancadas de trabalho (Tabela 8), bem como da temperatura da estufa e do

frigorifico (Tabela 9) utilizados no método em causa.
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4.5.1 Produtividade, Seletividade, Esterilidade dos meios e Esterilidade da agua

Tabela 3 - Tabela como calculo e resultado da produtividade do meio Malte Agar

Produtividade

Meio Cultura Meio Referéncia | Meio Referéncia para valor da
para C. Albicans | Aspergillus brasiliensis -
Esti (No) (Ns) (Ns) Produtividade
Data stirpe

Malte Agar TSA Rosa de Bengala No/Ns %
10/07/24 Canc.ilda Alblc.a.ms . 12 10 1,200 120
Aspergillus brasiliensis 37 58 0,638 64
Candida Albicans 14 16 0,875 88

17/07/24 - —
Aspergillus brasiliensis 13 11 1,182 118
26/07/24 Canc_:llda Alblc_a_ms . 18 20 0,900 90
Aspergillus brasiliensis 17 13 1,308 131
07/08/24 Canqhda Alblcja.ms . 19 23 0,826 83
Aspergillus brasiliensis 23 24 0,958 96

Tabela 4 - Tabela com a seletividade, esterilidade e branco do meio Mycosel Agar

Selectividade Esterilidade Branco
Data E.Coli lgHlesieete H20
s/inoculo
10/07/24 0 0 0
17/07/24 0 0 0
26/07/24 0 0 0
07/08/2024 0 0 0

Apés a analise da tabela 3, é possivel concluir que o meio Malte agar teve uma boa
produtividade tanto para a estirpe Candida Albicans, como para a estirpe Aspergillus
brasiliensis, visto que todos estéo dentro do valor da produtividade em percentagem tem de
ser >/= 50% e <140%.

Da andlise da tabela 4, podemos verificar que o meio mostrou ser altamente seletivo,
inibindo completamente o crescimento de bactérias contaminantes como E. coli, ndo houve

crescimento sem indculo, indicando que as condi¢des de esterilidade foram mantidas e o
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controlo com &gua esterilizada foi eficaz, sem contaminagéo observada. Isso confirma que a
agua utilizada no experimento estava devidamente esterilizada e nao houve interferéncia no

crescimento das colonias.

Tabela 5 - Tabela como calculo e resultado da produtividade do meio Mycosel Agar

Produtividade

Meio Cultura . A Valor da
- (No) Meio Referéncia (Ns) Produtividade
Data Estirpe
Mycosel Agar TSA No/Ns %
Candida Albicans 11 16 0,688 69
17/07/24
Trichophyton interdigitalis 48 40 1,200 120
Candida Albicans 14 20 0,700 70
26/07/24
Trichophyton interdigitalis 48 67 0,716 72
Tabela 6 - Tabela com a seletividade, esterilidade e branco do meio Mycosel Agar
‘ Selectividade ‘ Esterilidade Branco
.| Aspergillus Incubagéo
DETE) =/Creld brasiliensis sfinoculo het
17/07/24 0 0 0 0
26/07/24 0 0 0 0

Apoés a andlise da tabela 5, é possivel concluir que o meio Mycosel agar teve uma boa
produtividade tanto para a estirpe Candida Albicans, como para a estirpe Trichophynton, visto
gue todos estdo dentro do valor da produtividade em percentagem tem de ser >/= 50% e
<140%.

Da analise da tabela 6, podemos verificar que 0 meio mostrou-se altamente seletivo,
inibindo completamente o crescimento de bactérias contaminantes como E. coli e fungos
saprofitos como o Aspergillus brasiliensis, ndo houve crescimento sem indculo, indicando que

as condicdes de esterilidade foram mantidas e o controlo com agua esterilizada foi eficaz,
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sem contaminagdo observada. Isso confirma que a &gua utilizada no experimento estava

devidamente esterilizada e ndo houve interferéncia no crescimento das colonias.

4.5.2 Controlo do ambiente e superficies

Para o controlo ambiental, foram colocadas placas de gelose viradas para cima e
abertas em cima de cada bancada e dentro da estufa, durante 15 minutos e uma placa da
mesma forma dentro da camara de fluxo laminar durante 30 min. Depois estdo foram
incubadas numa estufa a 30 °C durante 3 dias. Apés a incubacao foram feitas e registadas

as contagens de bactérias e fungos em cada placa de gelose (Tabela 7).
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Tabela 7 - Resultados do controlo ambiental da sala dos fungos. Os niumeros acompanhados de um “F” indicam as unidades
formadoras de col6nias (UFC) de fungos contadas na placa de gelose, enquanto os nimeros sem letra correspondem as UFC
de bactérias

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4

Sala de Sala de Sala
Sala Fungos DETENGE]
Fungos Fungos Fungos

leitura

Bancada Bancada Camara
Estufa

direita esquerda Fluxo Lam.
11/03/2024 0 0 14/03/2024
18/03/2024 10:00 0 0 0 0 21/03/2024
25/03/2024 9:00 1F 1 0 0 28/03/2024
05/04/2024 10:00 0 0 0 0 08/04/2024
08/04/2024 9:30 1F 1 0 0 11/04/2024
15/04/2024 9.00 0 1 0 0 18/04/2024
22/04/2024 10:00 0 0 0 0 25/04/2024
29/04/2024 9:30 0 1F 0 0 02/05/2024
06/05/2024 10:00 0 0 0 0 09/05/2024
13/05/2024 10:00 1F 1 0 0 16/05/2024
20/05/2024 9:30 0 0 0 0 23/05/2024
27/05/2024 9:30 1F 0 0 0 31/05/2024
03/06/2024 10:00 2+1F 0 0 0 06/06/2024
17/06/2024 9:30 2F 2F 0 0 20/06/2024
25/06/2024 10:30 0 2 0 0 28/06/2024
01/07/2024 10:00 1 2F 0 0 04/07/2024
08/07/2024 9:30 0 1F 0 0 11/07/2024
16/07/2024 10:30 1F 0 0 0 19/07/2024
22/07/2024 9:30 0 0 0 0 25/07/2024
29/07/2024 10:30 0 1 1 0 01/08/2024
05/08/2024 10:00 1F 0 0 0 08/08/2024
13/08/2024 10:30 3 1 0 0 16/08/2024
19/08/2024 9:30 0 0 0 0 22/08/2024
26/08/2024 10:00 1+1F 3+1F 0 0 29/08/2024
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Com base na informacéo da tabela 7, podemos concluir que a qualidade do ambiente
da sala de fungos, embora apresente variacbes sazonais, estd dentro dos parametros
considerados normais quando comparada com os dados dos ultimos anos do laborat6rio.
Apesar de haver flutuagbes nas contagens de UFCs de bactérias e fungos, esses valores
permanecem dentro de um intervalo esperado para este tipo de ambiente controlado. As
areas como a camara de fluxo laminar e a estufa demonstram uma boa eficacia no controlo
de contaminacéo, enquanto as bancadas (Placas 1 e 2) apresentam ligeiros aumentos, que

podem ser geridos com procedimentos regulares de higienizag&o e monitorizacgao.

J& para o controlo de superficies foram usadas umas placas de contacto de gelose,
adaptadas num equipamento. Pressionou-se uma placa de gelose de contacto sobre cada
bancada de trabalho 5 vezes durante 10 segundos cada vez, em seguida inoculou-se durante
3 dias na estufa a 30 °C e leu-se e registou-se as contagens de bactérias e fungos (Tabela
8).

Tabela 8 - Tabela com os resultados do controlo de superficies das bancadas da sala de fungos. Os nimeros apresentados
séo a contagens de UFC de bactérias em cada placa de gelose de contacto

Placa 1 Placa 2
Data da Leitura
15/01/2024 10:00 0 0 18/01/2024
05/02/2024 9:30 0 0 08/02/2024
05/03/2024 10:00 0 0 08/03/2024
05/04/2024 10:00 1 1 08/04/2024
06/05/2024 10:00 0 0 09/05/2024
25/06/2024 10:30 0 0 28/06/2024
01/07/2024 10:00 0 0 04/07/2024
13/08/2024 10:00 0 0 16/08/2024

A Tabela 8 demonstra que, ao longo de oito meses, s6 foram detetadas 1 UFC de
bactéria em cada bancada no més de abril e nos restantes 7 meses nao foram detetadas
mais nenhuma UFC de bactéria nas superficies das bancadas da sala de fungos, o que indica
um elevado nivel de controlo da esterilidade. Estes resultados evidenciam que o0s
procedimentos de higienizacdo e desinfecdo implementados sédo eficazes, garantindo a
manutencdo de um ambiente adequado para a realizacdo das analises microbiolégicas, sem
risco de contaminagdo cruzada. Desta forma, assegura-se a fiabilidade dos ensaios

realizados na sala de fungos ao longo do periodo estudado.
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4.5.3 Controlo da temperatura da estufa e do frigorifico

Foram registadas diariamente as temperaturas da estuda e do frigorifico (Tabela 9).

Tabela 9 — Registo diario das temperaturas da estufa e do frigorifico/freezer

Continuagao

DATA - DATA .
a e a go O dae a go 0
11/03/2024 27,5 4,3/-20,0 20/05/2024 27,7 4,7/-20,0
12/03/2024 27,5 4,4/-20,0 21/05/2024 27,4 4,9/-20,0
13/03/2024 27,7 4,2/-20,0 22/05/2024 27,6 5,0/-20,0
14/03/2024 27,5 4,2/-20,0 23/05/2024 27,6 4,9/-19,8
15/03/2024 27,5 4,1/-20,0 24/05/2024 27,7 4,7/-20,0
18/03/2024 27,5 4,7/-20,0 27/05/2024 27,5 5,3/-19,8
19/03/2024 27,5 4,3/-21,0 28/05/2024 27,6 5,3/-20,0
20/03/2024 27,5 4,1/-21,0 29/05/2024 27,6 5,1/-20,0
21/03/2024 27,5 5,4/-21,0 31/05/2024 27,5 4,9/ -20,0
22/03/2024 27,7 5,3/-20,0 03/06/2024 27,4 4,5/-20,0
25/03/2024 27,7 5,1/-20,0 04/06/2024 27,5 5,7/-19,8
26/03/2024 27,7 5,2/-21,0 05/06/2024 27,7 5,0/-20,0
27/03/2024 27,7 4,8/-20,0 06/06/2024 27,7 5,1/-19,9
28/03/2024 27,7 4,4/-21,0 07/06/2024 27,7 4,9/-20,0
02/04/2024 27,5 5,1/-20,0 11/06/2024 27,5 5,0/-20,0
03/04/2024 27,5 5,3/-21,0 12/06/2024 27,5 4,7/-19,8
04/04/2024 27,5 4,6/-20,0 13/06/2024 27,7 4,9/-19,8
05/04/2024 27,5 4,3/-20,0 14/06/2024 27,7 4,5/-19,8
08/04/2024 27,5 4,4/-21,0 17/06/2024 27,5 4,7/-20,0
09/04/2024 27,5 4,5/-21,0 18/06/2024 27,5 4,5/-20,0
10/04/2024 27,5 4,4/-20,0 19/06/2024 27,5 4,6/-20,0
11/04/2024 27,5 4,4/-20,0 20/06/2024 27,5 4,5/-21,0
12/04/2024 27,6 4,9/-20,0 21/06/2024 27,5 4,7/-20,0
15/04/2024 27,5 4,5/-21,0 25/06/2024 27,5 5,0/-20,1
16/04/2024 27,6 4,3/-20,0 26/06/2024 27,5 5,3/-20,0
17/04/2024 27,6 4,5/-20,0 27/06/2024 27,3 4,5/-20,0
18/04/2024 27,6 4,4/-20,0 28/06/2024 27,5 5,0/-19,9
19/04/2024 27,6 4,8/-20,0 01/07/2024 27,4 5,0/-19,9
22/04/2024 27,6 4,4/-20,0 02/07/2024 27,4 5,1/-19,9
23/04/2024 27,6 4,5/-21,0 03/07/2024 27,5 5,0/-19,8
24/04/2024 27,6 4,5/-21,0 04/07/2024 27,5 4,8/-20,0
26/04/2024 27,6 4,5/-20,0 05/07/2024 27,3 4,6/-19,9
29/04/2024 27,5 4,6/-20,0 08/07/2024 27,4 5,0/-21,0
30/04/2024 27,5 4,4/-21,0 09/07/2024 27,5 4,6/-19,9
02/05/2024 27,5 4,6/-21,0 10/07/2024 27,5 5,0/-21,0
03/05/2024 27,5 4,5/21,0 11/07/2024 27,5 5,0/-19,9
06/05/2024 27,5 4,5/-21,0 12/07/2024 27,4 5,0/-21,0
07/05/2024 27,5 4,6/-20,0 15/07/2024 27,5 5,0/-19,9
08/05/2024 27,5 4,4/-20,0 16/07/2024 27,7 5,4/-20,0
09/05/2024 27,5 4,5/-19,9 17/07/2024 27,5 4,4/-20,0
10/05/2024 27,5 4,5/-20,0 18/07/2024 27,7 4,7/-20,0
11/05/2024 27,5 4,5/-20,0 19/07/2024 27,3 5,0/-20,0
12/05/2024 27,5 4,5/-21,0 22/07/2024 27,7 5,3/-20,0
13/05/2024 27,5 4,4/-19,9 23/07/2024 27.3 5,3/-20,0
14/05/2024 27,7 4,5/-20,0 24/07/2024 27,4 5,0/-21,0
15/05/2024 27,7 5,2/-19,8 25/07/2024 27,6 4,8/-20,0
16/05/2024 27,5 4,7/-19,9 26/07/2024 27,8 5,4/-20,0
17/05/2024 27,6 4,7/-20,0 29/07/2024 27,7 5,2/20,0
18/05/2024 27,7 4,6/-19,9 30/07/2024 27,5 5,3/-19,8
19/05/2024 27,7 4,4/-20,0 31/07/2024 27,5 4,8/-20,0
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Com base nas observagbes da tabela 9 e nas faixas de temperatura estabelecidas,
os resultados do controle de temperatura parecem estar dentro do esperado tanto para a
estufa quanto para o frigorifico/freezer, com apenas pequenas varia¢cdes que, na maioria dos
casos, estdo dentro das margens toleraveis. Essas condi¢cBes, se mantidas, devem garantir

a estabilidade das variaveis controladas no seu experimento.

4.6 Quantificacdo de Fungos em areias de diferentes praias

Apesar de o programa de monitorizagdo da Associagdo Bandeira Azul exigir apenas o
estudo de fungos totais nas areias das praias, consideramos pertinente incluir a analise de
fungos patogénicos, visto que estes podem ser mais prejudiciais para a saide humana, e a

sua abundancia pode néo ser adequadamente avaliada ao estudar apenas os fungos totais.

Foram realizadas analises para determinar o nimero de UFC/g de fungos totais
(filamentosos, leveduriformes e patogénicos) e foi feta a analises especifica do numero de
UFC/g de fungos patogénicos para cada uma das praias analisadas. No total, foram
analisadas 84 amostras, cada uma identificada pelo seu respetivo ID, gerado pelo laboratério.
Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 10 e nas Figuras 18 e 19, abaixo

apresentadas.
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Tabela 10 - Resultados obtidos das andlises micolégicas (Fungos Totais e Fungos Patogénicos) em areias de diferentes
praias (A-G), incluindo as amostras de duplicados de amostragem (DA), em diferentes dias.

Fungos Totais UFC/g

11/01/2024 2400318 F 0 0

11/01/2024 2400319 F DA 0 0

15/03/2024 2402448 B 42 34
15/03/2024 2402449 B DA 60 37
19/04/2024 2403733 A 52 14
19/04/2024 2403734 B a7 24
19/04/2024 2403735 C 9 0

19/04/2024 2403736 D 2 0

19/04/2024 2403737 E 17 12
19/04/2024 2403738 F 12 4

03/05/2024 2404112 A 64 45
03/05/2024 2404113 B 180 105
03/05/2024 2404114 B DA 152 289
03/05/2024 2404115 C 39 10
03/05/2024 2404116 D 60 20
03/05/2024 2404117 E 25 25
03/05/2024 2404118 F 62 15
03/05/2024 2404124 G 30 19
08/05/2014 2404282 A 147 120
08/05/2014 2404283 B 70 54
08/05/2014 2404284 B DA 67 55
08/05/2014 2404285 C 582 67
08/05/2014 2404286 D 5 4

08/05/2014 2404287 E 2 0

08/05/2014 2404288 F 60 37
08/05/2014 2404289 G 115 90
16/05/2024 2404702 A 94 60
16/05/2024 2404703 B 249 117
16/05/2024 2404704 B DA 214 112
16/05/2024 2404705 C 59 62
16/05/2024 2404706 D 74 39
16/05/2024 2404707 E 110 84
16/05/2024 2404708 F 82 105
16/05/2024 2404709 G 180 342
29/05/2024 2405259 A 80 50
29/05/2024 2405260 B 684 194
29/05/2024 2405261 B DA 600 174
29/05/2024 2405262 C 52 47
29/05/2024 2405263 D 57 25
29/05/2024 2405264 E 50 45
29/05/2024 2405265 F 617 175
05/06/2024 2405406 A 50 25
05/06/2024 2405407 B 17 12
05/06/2024 2405408 B DA 0 7

05/06/2024 2405409 C 9 4
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05/06/2024 2405410 D 90 0

05/06/2024 2405411 E 10 7

05/06/2024 2405425 F 550 220
12/06/2024 2405678 A 550 105
12/06/2024 2405679 B 584 200
12/06/2024 2405680 B DA 234 60
12/06/2024 2405681 Cc 217 30
12/06/2024 2405682 D 17 0

12/06/2024 2405683 E 100 112
12/06/2024 2405684 F 100 27
12/06/2024 2405685 G 17 17
18/06/2024 2405955 A 284 122
18/06/2024 2405956 B 167 45
18/06/2024 2405957 C 72 5

18/06/2024 2405958 D 147 137
18/06/2024 2405959 E 132 57
18/06/2024 2405960 F 219 60
18/06/2024 2405961 G 92 45
18/06/2024 2405977 G DA 107 27
26/06/2024 2406214 A 14017 294
26/06/2024 2406215 B 450 117
26/06/2024 2406216 B DA 317 87
26/06/2024 2406217 Cc 24 14
26/06/2024 2406218 D 2 4

26/06/2024 2406219 E 25 12
26/06/2024 2406220 F 2 2

26/06/2024 2406221 G 9 0

23/07/2024 2407289 A 6500 150
23/07/2024 2407290 B 72 35
23/07/2024 2407292 C 122 85
23/07/2024 2407293 D 64 49
23/07/2024 2407294 E 49 72
30/07/2024 2407526 A 1050 75
30/07/2024 2407527 B 784 64
30/07/2024 2407528 C 55 19
30/07/2024 2407529 D 297 150
30/07/2024 2407530 E 105 65
30/07/2024 2407531 F 1150 29
30/07/2024 2407533 G 84 24

Nas amostras analisadas, observou-se uma ampla variacdo nos niveis de fungos
totais e patogénicos. O valor mais elevado de fungos totais foi de 14.017 UFC/g, e o valor
mais baixo foi de 0 UFC/g. Em relacdo aos fungos patogénicos, os niveis variaram entre O e
342 UFC/g.

A média de 405 UFC/g de fungos totais encontrada nas praias analisadas esta

significativamente acima da média de 27 UFC/g reportada para as praias de Norte a Sul de
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Portugal em 2023 [124]. Este valor elevado, comparado com o valor de referéncia, sugere

uma possivel contaminac¢éo ou proliferacdo anormal de fungos nas praias estudadas.

E importante contextualizar que o valor limite estabelecido para uma praia estar em
nao conformidade é de 420 UFC/g, o que coloca a média obtida nas praias proximas deste
limiar, gerando uma preocupacdo quanto a qualidade microbiolégica das areias. Apesar
disso, a média de 405 UFC/g foi fortemente influenciada por um pico extremo de 14017 UFC/g
na amostra (2406214) da praia A. Esse valor pode ter sido extrapolado por algum fator, como
a presenca de residuos organicos nas amostras, que podem ter proporcionado um ambiente
propicio para a proliferacdo massiva de fungos e ndo ser representativo de toda a areia dessa

praia.

No inicio do periodo de andlise, em 11/01/2024, ambas as amostras (2400318 e
2400319) apresentaram contagens de Fungos Totais e Fungos Patogénicos iguais a zero,
sugerindo que as praias ndo estavam contaminadas por fungos naquele momento. Este
resultado pode ser atribuido as condi¢des climaticas tipicas de janeiro, como as temperaturas
mais baixas e a menor atividade nas praias, o que pode ter contribuido para a baixa ou
inexistente proliferacdo de fungos nas areias. Alternativamente, é possivel que a performance
dos métodos analiticos utilizados nessa fase inicial ainda nao estivesse totalmente otimizada,

0 que pode ter influenciado os resultados.

Os resultados obtidos neste estudo revelaram um aumento significativo da
contaminacdo flngica nos meses mais quentes, possivelmente devido as condi¢des
climaticas favoraveis, nomeadamente as temperaturas mais elevadas, que criam um
ambiente propicio ao crescimento de fungos. Durante o verao, a atividade nas praias também
€ mais intensa, com um maior nimero de banhistas, animais e aves, 0 que pode ter
contribuido para a introducdo e dispersao de fungos nas areias. Esta variacdo sazonal é
visivel nos dados, e com elevados picos de contagem de fungos a ocorrerem nos periodos

de maior calor.

Estes resultados estdo em concordancia com estudos prévios, como o de Zheng et al.
(2023), que demonstraram que os fungos saprofitos, responsaveis pela decomposicao de
matéria orgéanica, registam um aumento substancial durante o verdo devido a intensa
atividade humana e as condi¢cdes climaticas favoraveis. O estudo sugere que tanto os fatores
sazonais como as atividades antropogénicas sdo determinantes na proliferacdo de fungos

nas praias [125]
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Figura 18 - Quantificagdo (UFC/g) de fungos totais (barras azuis) e de fungos patogénicos (barras rosa) em cada praia (A, B, C, D, E, E e
G).
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Os resultados obtidos na Figura 18 indicam que, na maioria das praias analisadas, as
contagens de fungos totais (representadas pelas barras azuis) foram superiores as de fungos
patogénicos (representadas pelas barras vermelhas), o que é biologicamente coerente, uma
vez que os fungos patogénicos estdo incluidos no grupo dos fungos totais. Esta tendéncia
sugere que, apesar da presengca comum de fungos nas areias das praias estudadas, nem
todas as espécies presentes sao patogénicas, refletindo uma possivel variacdo natural na
diversidade das espécies flungicas, o que esta coerente com o artigo de Novak Babi¢ et al.
(2022), que identificou uma elevada diversidade flungica nas areias de praias da Eslovénia.
No estudo, foram isoladas mais de 64 espécies, incluindo sapréfitas e apenas algumas
espécies com potencial patogénico, associados a infe¢cdes humanas oportunistas [126]. Este
comportamento refor¢ca que, embora haja uma abundancia de fungos no ambiente costeiro,
a maioria desempenha papéis ecologicos na decomposicdo de matéria organica e nem

sempre esta diretamente relacionada a riscos patogénicos para a saude publica [125].

No entanto, em alguns casos, verificou-se que as contagens de Unidades Formadoras
de Coldnias por grama (UFC/g) de fungos patogénicos superaram as de fungos totais, o que
€ inconsistente do ponto de vista l6gico. Estas discrepancias podem ser explicadas por
possiveis limitagcbes associadas ao meio de cultura utilizado, o Mycosel Agar, que pode ter
favorecido o crescimento de organismos nao-patogénicos, no meio de cultura Mate Agar, que
pode ter suprimido o crescimento de algumas espécies de fungos, ou por eventuais erros

humanos durante a contagem das colonias ou ao longo do processo experimental.

A Praia A destaca-se de todas outras praias estudadas pelas suas elevadas
concentracdes de fungos, com uma média de 2081 UFC/g de fungos totais e 96 UFC/g de
fungos patogénicos. Esta praia é a Unica cujo valor médio de fungos totais ultrapassa o limite
de 420 UFC/g, proposto pela Associacdo Bandeira Azul Europa para praias em conformidade.
As contagens particularmente altas no més de julho podem ser atribuidas a condicbes
ambientais mais favoraveis para o crescimento de fungos, como a maior disponibilidade de
matéria organica, temperaturas mais elevadas e uma maior interagdo com possiveis fontes
de contaminacao. é consistente com as observacdes de Soffritti et al. (2023), que analisou a
contaminagdo microbioldgica das areias de uma praia do Mar Adriatico Norte. Este estudo
verificou que as areias urbanas podem servir de reservatério para uma variedade de
microrganismos, incluindo fungos potencialmente patogénicos, e que os fatores ambientais,
como a temperatura elevada e a interacdo com fontes de contaminagéo urbana, como aguas

residuais e lixo, desempenham um papel importante na proliferagédo fungica. Assim como na
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Praia A, foram observadas altas contagens de fungos em periodos de verdo, o que esta
associado a condicdes ideais de crescimento para fungos devido ao aumento da matéria
organica e da temperatura [127]. J& o estudo de Brandao et al. (2022) também aponta, a
presenca de fontes de contaminag¢do, como residuos urbanos e maior atividade humana,

como um contributo significativo para o aumento das contagens de fungos [128]

As Praias B e F também apresentaram médias elevadas, com a Praia B registando
uma média de 279 UFC/g de fungos totais e 83 UFC/g de fungos patogénicos, e a Praia F
uma média de 259 UFC/g de fungos totais e 61 UFC/g de fungos patogénicos. Ambas as
praias mostraram um aumento significativo nos niveis de fungos totais, com picos expressivos
no final de julho, embora em menor escala em comparacdo com a Praia A. Estes resultados
sugerem que fatores semelhantes, como a movimentagdo humana ou caracteristicas

ambientais locais, podem estar a contribuir para a proliferagédo de fungos.

Por outro lado, as Praias C, D, E e G apresentaram médias consideravelmente mais
baixas: a Praia C com médias de 123 UFC/g de fungos totais e 34 UFC/g de fungos
patogénicos, a Praia D com 74 e 39 UFC/g, a Praia E com 57 e 45 UFC/g e a Praia G com
75 e 77 UFC/qg, respetivamente. Estes valores sugerem uma pressao ambiental ou humana
menor, 0 que, do ponto de vista da saude publica, pode ser benéfico, reduzindo o risco de

contaminag&o.

Nos resultados obtidos, observou-se que algumas praias apresentaram valores de
UFC/g de fungos totais extremamente elevados, ultrapassando as 1000 UFC/g, o que indica
uma contaminacgédo micoldgica da areia muito elevada, visto que o valor limite para uma praia
estar em conformidade sdo 420 UFC/g de areia. Entre os dados analisados, o valor mais
elevado foi registado na praia A, no dia 26/06/2024, com um pico de 14017 UFC/g de fungos
totais e 294 UFC/g de fungos patogénicos. Esse resultado representa um nivel de
contaminacgdo severo, com a presenca significativa de fungos no ambiente. Pensa-se que
essa alta contagem possa ter sido influenciada pela presenca de areia contaminada com
fezes de aves ou outros animais, como cées, que muitas vezes sao levados para a praia.
Esses residuos podem ter promovido a proliferacdo de fungos, resultando em valores tao
elevados. Embora a maioria desses organismos possam ser saprofitas, ou seja,
decompositores de matéria organica, o valor de UFC/g de fungos patogénicos também foi o
mais elevado registado em todo o estudo, sendo assim, os valores observados levantam
preocupacbes sobre possiveis impactos na saulde publica, especialmente para
frequentadores com imunidade baixa. Noutra amostra, também da praia A, recolhida e
analisada no dia 23/07/2024, foi registado os valores de 6500 UFC/g e 150 UFC/g de fungos
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patogénicos, demonstrando que essa praia continua a apresentar condi¢bes favoraveis &
proliferagcéo de fungos. Ainda na praia A, no dia 30/07/2024, foram encontradas 1050 UFC/g
de fungos totais e 75 UFC/g de fungos patogénicos. A persisténcia de niveis elevados de
contaminacéo fangica ao longo do tempo aponta para um problema ambiental crénico que

deve ser investigado.

Um ponto critico também foi identificado na Praia F, no dia 30/07/2024, onde os niveis
de fungos totais atingiram 1150 UFC/g, um valor bastante elevado. No entanto, os fungos
patogénicos apresentaram uma concentracao significativamente mais baixa, com 29 UFC/qg,
0 que indica que, embora a contaminacao fangica geral seja preocupante, a presenca de
organismos potencialmente prejudiciais para a saude é relativamente baixa. Apesar dos
niveis reduzidos de fungos patogénicos, é importante realcar que a exposicao a uma alta
concentracdo de fungos totais pode provocar irritacdes ou reagcdes alérgicas em individuos

mais sensiveis.

Outro ponto critico foi identificado na Praia B, também no dia 30/07/2024, com um
valor de 784 UFC/g de fungos totais e 64 UFC/g de fungos patogénicos, refletindo um padrao
semelhante ao observado na Praia F.

A presenca continua de altos niveis de fungos totais, especialmente na praia A, indica
um ambiente propicio para o desenvolvimento desses organismos, possivelmente
relacionado a fatores como alta umidade, acimulo de matéria organica em decomposicao e
drenagem inadequada. Esses fatores podem estar a criar condigcbes ideais para o
crescimento de fungos, que podem, por sua vez, comprometer a qualidade ambiental e a

saude dos frequentadores dessas praias.

Analisando as variagfes ao longo do tempo, é notério que na Praia A ocorre um
aumento significativo tanto dos fungos totais como dos patogénicos a partir de meados de
junho, com um destaque especial para os dias 26/06/2024, 23/07/2024 e 30/07/2024, onde
as contagens atingem os valores mais elevados. Este comportamento pode estar associado
a fatores sazonais, tais como o aumento da temperatura, a humidade ou a maior utilizac&do
das praias durante a época balnear, criando condicbes propicias para o crescimento e

proliferacédo dos fungos.

A Praia B também teve um pico acentuado no dia 30/07/2024, onde os niveis de
fungos totais superam os 700 UFC/g. Na praia D e F também foi registado o valor mais
elevado de fungos totais no dia 30/07/2024 (297 UFC/g na paria D e 1150 UFC/g na praia F).
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Estas observagfes sugerem que as condi¢cdes ambientais e/ou antropogénicas neste periodo

podem ter favorecido o aumento da contaminacao flngica.

Por outro lado, praias como a C, E e G revelam variacdes menos pronunciadas ao
longo do periodo estudado, com flutuacbes pontuais nas contagens de fungos. Tal
comportamento sugere gue fatores especificos a nivel local, como as caracteristicas da areia,
a quantidade de matéria organica, o uso recreativo ou a proximidade a fontes de

contaminacgédo, podem influenciar significativamente a proliferagdo de fungos nessas praias.

A analise de correlagdo entre a abundancia de fungos totais e patogénicos (Figura 19)
foi realizada com o objetivo de verificar se os valores de fungos totais, normalmente
estudados nos programas de monitorizacdo, sdo suficientes para estimar a presenca de
fungos patogénicos, que tém maior relevancia para a saude publica. Esta analise permite
compreender se ha uma correlacéo direta ou se existem outros fatores que influenciam o

crescimento de fungos patogénicos.
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Analisando os graficos da Figura 19, conclui-se que nas Praias A, D e G, a correlacéo
entre a abundéancia de fungos totais e fungos patogénicos é forte, com valores de R? acima
de 0.75, indicando que a quantidade de fungos totais explica bem a variacdo nos fungos
patogénicos. Nas Praias C e F mostram uma correlacdo fraca, sugerindo que h& outros
fatores que influenciam o crescimento de fungos patogénicos nessas praias. Ja nas Praias B
e E tém correlacdes moderadas, com R? em torno de 0.5-0.6, sugerindo que os fungos totais

sdo importantes, mas n&o os Unicos fatores relevantes.

Apesar da correlagdo forte em algumas praias (A, D e G), os valores de fungos totais
nao sdo sempre um bom indicador da abundéancia de fungos patogénicos. Nas praias com
correlagdes fracas e moderadas, o estudo dos fungos patogénicos torna-se essencial, visto
gue a sua monitorizagéo isolada pode revelar riscos para a saude que n&o seriam detetados
apenas com a analise de fungos totais. Assim sendo, seria importante incluir a pesquisa de

fungos patogénicos nos programas de monitoriza¢do das areias.
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5 Conclusodes

Face aos dados obtidos até ao momento e ao tratamento estatistico realizado,
considera-se que, este se revela adequado ao uso pretendido. Esta conclusdo é possivel
dado que nao existem legislacfes especificas, normativas ou requisitos de clientes para este
tipo de métodos, nem valores legais a cumprir. Além disso, o método apresenta
caracteristicas de desempenho, incertezas e precisdo, semelhantes a outros métodos
microbioldgicos, o seu limite de detecdo € inferior a 30% do valor limite de 420 UFCl/g
estabelecido pelo programa Bandeira Azul e obteve a classificacdo de Bom no ensaio

interlaborial, 0 que comprova a veracidade do método.

Para dar mais consisténcia as conclusdes aqui refletidas sera necessario reforcar a
parte experimental e fazer recolha de mais dados para declarar o método valido e adequado
a uso, com mais certeza estatistica. Face ao exposto, considera-se que o laboratério
necessita, principalmente de fazer mais duplicados de amostragem para calcular a incerteza

de medicao (analitica + amostragem).

Com base na quantificagdo dos fungos totais e fungos patogénicos nas diferentes
praias, recomenda-se que as praias com maior incidéncia de fungos patogénicos,
nomeadamente as praias A, B e F, sejam alvo de monitorizagdo mais frequente,

especialmente durante os periodos de maior risco, como 0s meses de verao.

A comparacao entre os resultados obtidos para fungos totais e fungos patogénicos
demostrou que nem sempre existe uma forte correlacdo entre estes dois parametros, pelo
gue se considera que seria relevante incluir a analise de fungos patogénicos em futuros

programas de monitorizacgao.

A implementag&o de politicas de gestdo ambiental e programas de educacao publica
sdo igualmente essenciais para reduzir a contaminacéo das areias das zonas balneares por
fungos. Tais medidas podem incluir a promocao de boas praticas na gestdo de residuos,
restricdo de animais domésticos nas praias nos meses de maior afluéncia, e a gestao eficaz

das infraestruturas de saneamento, para mitigar a proliferagéo fungica nas areas costeiras.
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Anexo 1 - Descricdo detalhada dos procedimentos praticos do

meétodo de Pesquisa e quantificacao total de fungos em areia

1 - Colheita para tubos falcon estéreis de 50 ml das amostras de areia de 3 pontos

equidistantes em cada praia. Cada tubo Falcon tem uma etiquta com o ID da amostra que
identifica a praia e por baixo “Areia 1”, “Areia 2” ou “Areia 3” para a identificacdo de cada
ponto de colheita.

2 — Organizacdo de todas as amostras de cada praia a analisar assim que chegam ao

laboratério. (No caso de néao for possivel fazer de imediato a andlise e precisarem de ser

armazenadas, estas devem ir para o frigorifico).
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3 - Juntar as trés amostras de areia de cada praia num frasco estéril de 250 ml devidamente

identificado com o ID da amostra.

5 — Com o auxilio de uma espétula estéril, pesar 40 g de areia para um copo estéril

devidamente identificado.



FCUP | 94
Implementacdo e validagdo de método de Pesquisa e Quantificagdo Total de Fungos em areias (Fungos
filamentosos, Fungos leveduriformes e Dermatdfitos)

8 — Preparacéo das diluicdes de 1/10 e 1/100 adicionando 9 ml de 4gua desionizada estéril

em tubos Falcon de 15 ml. No tubo para a diluicdo de 1/10, adiciona-se 1 ml do sobrenadante
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original e mistura-se no agitador vortex. Em seguida, retira-se 1 ml dessa solucao e transfere-

se para o outro tubo contendo 9 ml de 4gua estéril e mistura-se no agitador vortex, a fim de

se obter a diluigdo de 1/100.

9 — Identificacdo das placas de Malte Agar, em triplicado para cada diluicio, com o ID da

amostra e a diluicdo respetiva.

ui

10 - Inoculacdo de 200 microlitros da solucao respetiva em cada placa.
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12 —Isolacéo de todas as placas com filme de vedacdo de laboratério de modo a prevenir

contaminacgfes dentro da estufa e incubacéo destas durante 5 dias na estufa a 27,5 °C.

13 - Contagem das colénias em cada placa apds o crescimento na estufa a 27,5 °C no tempo

determinado (normalmente 5 dias).
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Anexo 2 - Exemplos de preparacdes e sua observacao por

microscopia Optica

microscopio
21/03

Figura 1, 2 e 3 - 2449 Duplicado de Amostragem Réplica 1- fungo filamentoso

Miciose6pio
21/03

Figura 4,5 e 6 - 2449 Duplicado de Amostragem Réplica 3 - fungo filamentoso
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Figura 7, 8 e 9 - 5682 Réplica 1 - fungo filamentoso (“Rosa filamentoso”)

4 5638 ke
Qaa glatood
Lolb

Figura 10, 11 e 12 - 5678 Réplica 1 - fungo leveduriformes (“Rosa gelatinoso”)

Figura 13, 14 e 15 - 5678 Réplica 1 - fungo leveduriformes (“Beje gelatinoso”)
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Figura 16 - A totalidade dos fragmentos de espécies fungicas foi preservada através do seu congelamento em tubos de
Eppendorf, garantindo a sua conservagao a longo prazo. Estes fragmentos, representando diferentes espécies fungicas, foram
cuidadosamente separados e armazenados para uso posterior em analises microbiolégicas ou moleculares. O armazenamento
em Eppendorfs permite um manuseamento controlado e a protecdo das amostras contra degradag¢ao, assegurando a sua
viabilidade e integridade até ao momento da andlise.
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