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INTRODUCAO

Este relatorio insere-se no ambito da realizacdo do Estagio de Integracdo a Vida
Profissional, componente da Unidade Curricular de Estagio Profissional Il, inserida no 2°
semestre do 4° ano do plano de estudos do curso de Farmécia 1° Ciclo, da Escola Superior
de Sade, do Instituto Politécnico da Guarda .

O Estéagio Profissional Il é uma unidade curricular de caracter obrigatorio e objeto de
avaliagdo, em que a aprendizagem se desenvolve em contexto real, sendo por isso encarado
como um estagio de integracéo & vida profissional .

A componente de Integracdo a Vida Profissional decorreu entre o dia 4 de marco de
2013 e o dia 30 de abril de 2013, tendo uma carga horaria de 250 horas, distribuidas de
acordo com o horério ajustado a realidade do local de estagio.

Este estdgio foi realizado no Laboratorio de Saude Publica, Unidade Local de Saude
(ULS) da Guarda. A coordenacédo esteve a cargo do docente André Ricardo Tomas dos
Santos Araujo Pereira, com a colaboracdo das docentes Sandra Cristina do Espirito Santo
Ventura e Maria de Fatima dos Santos Roque. A supervisdo esteve a cargo da responsavel
pelo laboratério, a Dr.2 Paula Lourenco.

O estagio € uma importante vertente de formacdo, permitindo ao estudante uma
aprendizagem no seio de uma familia multidisciplinar de satde .

Sao objetivos gerais do estadgio favorecer, em contexto real, a integracdo das
aprendizagens que véo sendo desenvolvidas ao longo do curso, de modo a que o perfil do
estudante va ao encontro das competéncias necessarias no ambito da sua formacdo e
preparar 0 estudante para dar resposta as exigéncias da sociedade, promovendo a
socializacdo e integracéo profissional ).

Outros objetivos deste estagio sdo: desenvolver competéncias cientificas e técnicas que
permitem ao estudante a realizacdo de atividades subjacentes a profissdo do Técnico de
Farmacia, o enquadramento das varias areas de intervencdo profissional; aplicar os
principios éticos e deontoldgicos subjacentes a profissdo; identificar, desenvolver e avaliar
planos de intervencdo adequadamente integrados numa equipa multidisciplinar e responder
aos desafios profissionais com inovacao, criatividade e flexibilidade ),

A realizacdo do relatorio de estagio é fundamental para a avaliacdo, sendo este de

caracter explorativo, descritivo e informativo. Para a realizacdo do mesmo recorreu-se a

Vera Licia Almeida Martins | Guarda, 2013
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varias informacgfes de caracter teorico, tedrico-pratico e pratico que foram adquiridos ao
longo dos trés anos de formacédo do curso de Licenciatura em Farmécia.
Este relatorio possui uma descricdo pormenorizada de todas as atividades realizadas

durante este estagio .

Vera Licia Almeida Martins | Guarda, 2013
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1. MICROBIOLOGIA

A Microbiologia é a ciéncia que estuda os seres vivos de dimensdes microscopicas. O
nome deriva de trés palavras gregas: mikros — pequeno; bios — vida e logos — ciéncia. Esta
é uma definicdo simples, contudo ndo é abrangente, pois a Virologia, que é considerada
uma das areas mais importantes da Microbiologia, estuda entidades biologicas, os virus
que ndo sdo definidos como seres vivos. Estes apresentam-se como mateéria inerte fora das
células onde, obrigatoriamente se replicam, afastando-se do conceito classico da defini¢do
de ser vivo. A Parasitologia é outra area abrangida pela Microbiologia, no entanto, os seres
vivos aqui estudados, aquando no seu estado adulto sdo visiveis a “olho nu”, podendo
atingir grandes dimensdes. O que determina, no entanto, a presenca destes seres vivos na
Microbiologia séo as dimensdes microscopicas dos seus ovos ou das suas formas larvares.
A Microbiologia utiliza, no seu estudo, nas diversas areas, técnicas e métodos muitas vezes
semelhantes, que incluem o isolamento dos microrganismos, a sua cultura e identificacao
destes @

O nascimento da Microbiologia deu-se quando comecou a ser possivel a observacao de
seres de dimensdes microscopicas. Antes de 0s microrganismos poderem ser vistos, ja
alguns investigadores suspeitavam da sua existéncia.

Antony Van Leeuwenhoek, um mercador de tecidos na Holanda, ja usava lentes para
observar 0s seus tecidos, e sendo um Microscopista amador, construiu ao longo da sua vida
mais de 250 microscopios que utilizou para observar e descrever, pela primeira vez,
microrganismos da agua, saliva, fezes e de outros produtos a que chamou “animaculos”. A
partir das suas observacdes desenhou bactérias e protozoarios, entre outros
microrganismos. Foram necessarios cerca de 200 anos, para que as suas descobertas, com
Pasteur fossem associadas a doencas .

Leeuwenhoek verificou ainda que havia aumento do nimero de bactérias encontradas
guando deixava as suas infusdes de matéria organica, animal ou vegetal, a temperatura
ambiente, durante algumas semanas, acreditando que tal aumento provinha dos poucos
microrganismos que existiam inicialmente e que funcionavam como verdadeiras
“sementes”. Nesta época comecam a surgir as teorias da geracdo espontanea ou
abiogénese que admitia a formacdo espontanea de vida a partir da matéria morta ou em

decomposicédo, dela nascendo seres minusculos, sendo esta teoria ja defendida por

Vera Licia Almeida Martins | Guarda, 2013
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Aristdtles e o conceito de biogénese que defendia que todos os seres, mesmo 0S mais
pequenos, nasciam de outros iguais a si, seus pais .

Foi em 1861 que Pasteur veio demonstrar, com 0S Sseus
frascos de pescoco de cisne (llustracdo 1), que ndo existia
geracdo espontdnea, mas que todos 0S microrganismos

provinham de outros pré-existentes no ar. Pasteur demonstra que

as poeiras de ar infetadas ficam retidas na curvatura inferior do justraggo 1 - Frascos de

tubo, mantendo-se os liquidos no frasco estéril. pescogo de cisne
Fonte: Canas, W. F., et all;

Das observacoes feitas por Pasteur e outros, no seguimento de 2000

estudos realizados sobre o crescimento de microrganismos em

infusBes organicas, verificaram-se alteracbes quimicas que foram designadas de
fermentacdes e putrefagdes, a primeira originando a formacéo de alcool e acidos organicos
a partir de carbohidratos e a segunda resultava da decomposicdo de proteinas, com
formacdo de um cheiro nauseabundo. No decorrer destes estudos descobre-se a existéncia
de outras formas de vida que ndo necessitam da presenca de oxigénio do ar, vida em
anaerobiose @,

Outro passo importante deu-se quando se reconheceu gque 0S microrganismos eram
causadores de doencas no Homem e nos animais. Joseph Lister, cirurgido inglés, conhecia
os trabalhos de Pasteur sobre a possivel relacdo dos microrganismos com a putrefacdo da
matéria organica, tentou prevenir as infecGes das feridas operatorias ao utilizar a
vaporizacao dos instrumentos, do ar e do préprio campo operatério. Estas medidas vieram
reduzir drasticamente o niimero de infecdes operatérias .

A primeira demonstracdo direta do papel de um determinado microrganismo no
desenvolvimento de uma doenca foi apresentada por Robert Koch em estudos publicados
sobre o Baccillus anthracis e a doenca que este agente produzia, o carbinculo. Koch
definiu um conjunto de principios relacionados com o0s agentes que estudou, que se
denominam postulados de Koch @: um microrganismo especifico deve sempre estar
associado a cada caso de doenca; 0 microrganismo suspeito deve ser isolado e deve ser
capaz de crescer em cultura pura, em laboratorio; a inoculagcdo daquela cultura deve ser
capaz de produzir a mesma doenca num animal suscetivel; 0 mesmo microrganismo deve
ser isolado a partir do animal doente.

Sabe-se que estes postulados nem sempre podem ser cumpridos, uma vez que ha

microrganismos que ndo crescem em meios de cultura (virus da hepatite C) e existem

Vera Licia Almeida Martins | Guarda, 2013
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microrganismos que ndo provocam doencgas em animais de laboratério (virus da hepatite
C) @.

Outro aspeto que se tornava quase impossivel era a necessidade de se isolar o
microrganismo suspeito em cultura pura, uma vez que o meio sélido até ai utilizado, a
batata cozida cortada ao meio, ndo permitia o crescimento de certos microrganismos
conhecidos e os meios liquidos ndo permitiam isolar agentes em cultura pura. O
aparecimento dos meios sélidos surge pela adicdo da gelatina, por Koch, como
solidificante dos meios liquidos. Um colaborador deste, Richard Petri desenvolveu a placa
de Petri, uma importante peca para o suporte dos meios sélidos produzidos ®.

Outras marcas relevantes na historia da Microbiologia sdo: a descoberta dos virus,
entidades microbiologicas que sdo capazes de atravessar os filtros bacterianos; o
desenvolvimento das primeiras vacinas; a descoberta do papel de certos leucocitos sobre a
destruicdo de bactérias, designando-se essas células por fagdcitos e ao processo de
fagocitose; a descoberta, por Alexander Fleming, da penicilina (primeiro antibiético a ser
descoberto); o desenvolvimento do primeiro microscopio eletronico que veio a revelar-se
uma grande ajuda na divisdo dos seres vivos em dois grupos consoante a sua organizacao
celular: eucariotas e procariotas, entre outros.

Cémara Pestana é considerado o fundador da Bacteriologia no nosso Pais, exercendo
atividades de investigador e pedagogo. Em 1899 surge no Porto uma epidemia de peste
bubdnica. Varios investigadores vieram a cidade para tentar ajudar no combate a doenca,

incluindo Camara Pestana, que acaba por falecer vitima desta doenca .

Vera Licia Almeida Martins | Guarda, 2013
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2. QUALIDADE DA AGUA

A 4agua é “um dom divino da natureza”, pois foi nas aguas do oceano primordial que,
muito provavelmente se formaram e desenvolveram as primeiras formas de vida .

Por isso, a 4gua constitui um elemento indispensavel a vida, ndo s6 na cobertura das
necessidades hidricas de cada individuo, mas também porque é bastante utilizada em
muitas outras atividades que sdo igualmente indispensaveis a uma melhor qualidade de
vida do Homem tais como: preparagdo e cozedura de alimentos, lavagem e evacuagéo de
matérias fecais, entre outras atividades, constituindo um fator essencial do saneamento
basico, da higiene ptblica e individual e da sua melhoria .

O Homem ¢é um consumidor de agua de forma quase absoluta, tendo a necessidade de
ingerir entre um litro e meio a dois litros de 4gua na sua dieta alimentar . No entanto, os
valores de consumo de agua podem atingir os 100 a 200 litros por habitante e por dia, de
acordo com o seu modo de vida ©.

A nocdo de qualidade da agua tem que ser definida, com o maior rigor possivel. No
entanto, este € um conceito relativo, uma vez que é caracterizado em funcdo do seu
utilizador e/ou fim a que se destina. Assim, podemos dizer que uma &gua ndo é boa para
todos os fins pois, por exemplo, a agua destilada, quase pura, ndo serve para beber, o seu
consumo conduziria a morte pela perda de minerais que seriam retirados do organismo por
essa agua, que é fortemente &cida, e uma &gua para consumo humano pode ndo ser
adequada para outros fins, como a industria do papel — a agua para consumo contém
determinada quantidade de ferro, enquanto elemento essencial a vida, que iria tornar o
papel inutilizavel devido as manchas de ferrugem ©. Por esta perspetiva pode afirmar-se
que ndo existe nenhuma agua que tenha uma boa qualidade em valor absoluto. Uma agua
serve para determinados fins e € para esses, e SO para esses
fins que tem qualidade para ser utilizada .

A 4gua é avaliada, numa primeira impressdo, pelas
caracteristicas organoléticas (llustragdo 2), ou seja, pela sua

cor, turbidez, cheiro e sabor. Assim, uma agua, num conceito

empirico, ndo deverd apresentar nenhum dos parametros

lHustrag&o 2 - Caracteristica . ®) . .

» A referidos *”. No entanto, uma colora¢do anormal, embora seja
organolética da &gua: cor

Fonte: desagradavel, pode ndo ter significado sanitario e uma agua

http://www.prolabnet.com.br/servicos.

php?k=&s=129

Vera Licia Almeida Martins | Guarda, 2013
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incolor pode ndo ter boa qualidade, caso alguns parametros quimicos e microbioldgicos
ndo sejam respeitados; também, uma &gua pode ser turva sem que dai resultem riscos para
a saude, embora este seja um indicador de que a qualidade da &gua é duvidosa ou que
alguma coisa correu mal ao nivel do tratamento desta; o sabor da 4gua pode ndo constituir
um indicador da qualidade intrinseca desta, pois algumas substancias minerais podem
originar sabores a niveis mais reduzidos do que aqueles aos quais sdo imputaveis efeitos
toxicos. Por outro lado uma &gua pode apresentar um sabor agradavel sem que apresente as
caracteristicas que permitam 0 Seu consumo, no entanto, a existéncia de um sabor
desagradavel ou um sabor que ndo é habitual pode ser indicador de alteracdo da qualidade
da &gua. Em relagdo ao cheiro, qualquer aroma presente na agua é prenincio de um
processo de degradacdo da sua qualidade ©.

No entanto, uma &gua, para ser adequada ao consumo, para além destes critérios,
devera respeitar muitas outras exigéncias que nao sao passiveis de avaliacdo sensorial — é 0
caso dos pardmetros microbioldgicos.

Na avaliacdo da qualidade da agua recorre-se a um grande namero de técnicas
analiticas, fisicas, quimicas e microbioldgicas, cujo nimero e complexidade tém vindo a
aumentar ao longo dos anos .

A 4gua encontra-se contaminada por numerosos e diversos microrganismos. Muitos
destes ndo representam risco para a salde humana, no entanto, ha outros que podem ser
causadores ou transmissores de doencas ©.

Como a contaminacdo da agua € muito corrente, existe a necessidade da prevencao de
riscos, para que se possa distribuir agua de boa qualidade. Tal objetivo é alcancado ao
aplicar medidas preventivas e tratamentos adequados para eliminar a presenca de
microrganismos, quer para evitar a introducdo destes na rede de abastecimento.

A analise microbioldgica tem por objetivo a detecdo de microrganismos patogénicos,
sendo os de maior risco 0s que resultam da contaminacdo direta ou indireta pelos
excrementos dos animais de sangue quente, incluindo o Homem ©.

A populacdo microbioldgica de uma agua é muito variavel, o nimero e diversidade dos
microrganismos, quer sejam patogénicos ou ndo, variam com os fatores ambientais e, eles
proprios, sdo suscetiveis de alterar o meio ambiente.

A grande maioria dos microrganismos patogénicos presentes na agua € de origem

fecal, humana ou ndo. A presenca destes torna a 4gua impropria para consumo €, no caso
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de uma &gua tratada, permite concluir que o tratamento ndo foi suficiente ou nédo foi
corretamente efetuado .

Sendo que uma grande variedade de doengas ocorre devido a presenca de
microrganismos veiculados pelas aguas ou alimentos contaminados com mateérias fecais, é
importante fazer o seu estudo e a sua pesquisa. Assim, sdo utilizados microrganismos
indicadores de qualidade da &gua, como um indice da possivel contaminagdo da agua com
microrganismos patogénicos humanos .

N&o existe um microrganismo indicador ideal. A selecdo de um microrganismo como
indicador de qualidade da agua deve obedecer aos seguintes critérios “: deve ser
apropriado para permitir a analise de todos os tipos de agua; deve estar presente sempre
que existam organismos patogénicos; deve existir em ndmero superior aos organismos
patogénicos presentes; deve ser mais resistente a eventuais desinfecbes do que 0s
organismos patogénicos presentes; ndo deverd reproduzir-se no meio aquatico, apds
eventuais desinfecdes; deverad ter uma distribuicdo aleatéria numa massa de &gua; ndo
devera ter o seu crescimento inibido pelo crescimento de outros organismos; ndo devera
ser patogenico para 0 Homem; a sua pesquisa e identificacdo deverdo ser possiveis,
recorrendo a técnicas laboratoriais de facil execucdo, rapidas e inequivocas; as técnicas
laboratoriais de identificacdo deverdo ter uma grande especificidade e sensibilidade e ser
passiveis de detetar baixos niveis do indicador e a sua concentragdo em &guas
contaminadas devera ter alguma relacdo direta com o nivel de poluicao de origem fecal.

Os indicadores mais corretamente utilizados como indicadores de poluicdo de origem
fecal e designados de indicadores classicos séo

» Grupo de microrganismos coliformes totais e fecais, membros da familia
Enterobacteriaceae: estas bactérias sdo comuns no trato intestinal do Homem e de outros
animais, representando cerca de 10% dos microrganismos ai presentes. Este grupo €
constituido por microrganismos Gram negativos, em forma de bastonetes, ndo esporulados,
anaerobios facultativos, oxidase negativos, crescem em condi¢des aer6bias em meios de
cultura seletivo contendo sais biliares, capazes de fermentar a lactose em 48 horas a 37°C
com producdo de &cido e gas. A Escherichia coli (E. coli) esta presente neste grupo.

» Grupo dos Enterococos fecais geralmente reconhecido como indicador da
contaminacdo fecal. A maior parte dos microrganismos anteriormente designados por
Streptococos fecais, foram transferidos para o género Enterococos. Estes organismos sao

caraterizados pela sua capacidade de crescimento a 45°C na presenca de 40% de sais
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biliares e em concentracdes elevadas de cloreto de sodio, que s&o inibidores dos
microrganismos coliformes e para a grande maioria das bactérias. Neste grupo inclui-se o
Enterococcus faecalis.

» O grupo de microrganismos designados por Clostridios anaerobios, esporulados,
redutores de sulfito, possui um microrganismo de grande interesse como indicador de
poluicdo de origem fecal — Clostridium perfringens. Este é uma bactéria Gram positiva,
tem a forma de bastonete, forma esporos e € anaerobia. O mesmo € bastante resistente a
depuracdo natural e ao cloro, representa cerca de 95% dos microrganismos anaerobios
redutores de sulfito presentes nas fezes e nas aguas residuais, estando em menor nimero do
que os Coliformes e os Enterococos fecais. S&o indicadores de poluicdo hidrica de origem
fecal, remota ou intermitente, devido aos longos periodos de permanéncia e as condicdes
de sobrevivéncia dos seus esporos.

Recentemente, bactérias oportunistas Gram negativos, particularmente as
Pseudomonas aeruginosa, patogénica para o Homem, com elevada resisténcia aos
antibidticos, surgindo nas aguas de recreio e nos equipamentos hospitalares, tem sido
considerada como indicador de poluicdo fecal ¢,

Grande parte dos laboratérios e instituicdes considera que os Coliformes (totais e
fecais) e os Enterococos fecais ndo preenchem todos os requisitos necessarios a defini¢éo
de organismos indicadores de poluicdo, tornando-se necessario a pesquisa de outros
microrganismos designados por novos indicadores, que em conjunto com os indicadores
classicos, possam fornecer indicacdes mais seguras da poluicdo hidrica e da qualidade da
agua 2.

Importa, ainda, referir que estdo especificados os métodos de referéncia para o
tratamento das amostras de aguas, utilizando o método de membranas filtrantes e também
esta referenciado a frequéncia das colheitas, de modo a minimizar os riscos para a salde,

com o menor custo possivel ©.
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3. ATIVIDADES PLANEADAS

Na realizacao deste estagio foram efetuadas as seguintes atividades:
» Participar no Controlo de Qualidade Interno do Laboratorio de saude Publica,
fazendo referéncia ao:
v Controlo de qualidade analitica (ensaios em branco, uso de amostras
artificialmente contaminadas, entre outros);
v’ Material e equipamentos;
v" Procedimento interno para a hidratacdo e avaliacdo das lenticulas do
material de referéncia;
v Meios de cultura (comercializados e desidratados);
v" Procedimento para a preparacdo e armazenamento dos meios de cultura;
v" Protocolo para a rececdo de amostras;
v' Procedimento interno para a sementeira de amostras pelo método de
membrana filtrante;
v" Técnicas especiais de cultura de microrganismos;
v’ Procedimento para a descontaminacdo, lavagem e esterilizacdo do
material de Microbiologia.
» Participar no controlo de qualidade externa do Laboratorio de Saude Publica.
» Classificacdo dos tipos de daguas, microrganismos pesquisados e valores
paramétricos
» Participar na pesquisa e quantificagdo de microrganismos como:
v Microrganismos cultivaveis (mesofilos);
v" Clostridium perfringens;
v" Esporos de bactérias anaerébias sulfito-redutoras;
v" Coliformes totais e E.coli;
v Estafilococos;
v" Enterococcus;

v" Pseudomonas aeriginosa.
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4. DESCRICAO DO LABORATORIO DE SAUDE PUBLICA, ULS
GUARDA

O Laboratério de Saude Publica, ULS da Guarda situa-se no 3° piso do edificio central
da ULS da Guarda.

Este é o primeiro laboratério na regido Centro a obter a acreditacdo atribuida pelo
Instituto Portugués de Acreditacdo. Esta distin¢do tras um reconhecimento da qualidade e
competéncia técnica dos servicos prestados pelo Laboratorio. Esta acreditacdo assegura
que os resultados obtidos sdo confidveis e crediveis, 0 que vai garantir uma maior
confianca por parte dos clientes nos servigos prestados.

Este encontra-se dividido em 4 seccBes: microbiologia das aguas; microbiologia dos
alimentos/cantinas; quimica das aguas e alimentos e a sala de desinfecdo/lavagem do
material.

O laboratorio de Microbiologia deve ter superficies lisas e faceis de limpar, as
bancadas de trabalho devem ser resistentes ao calor e as substancias quimicas e livres de
ranhuras ou juntas expostas, onde os microrganismos se podem hospedar e desenvolver. As
bancadas devem estar devidamente equipadas com gas, instalacGes de vacuo, entre outros.
As bancadas de trabalho ndo devem ser usadas para armazenar equipamentos de
laborat6rio ou meios de cultura, no entanto, o espaco situado por baixo pode ser usado para
acomodar armarios e gavetas para a arrumacao de material. As bancadas laterias devem ser
utilizadas para a colocacdo de material de laboratorio, no entanto, os equipamentos
delicados — balanca de precisdo — devem estar separados do material que produz vibragéo —
banhos de 4gua com agitagdo .

Assim, a microbiologia das adguas possui uma bancada central onde se realizam os
testes. Esta possui 4 rampas de filtracdo com 3 pontos cada, 2 bombas de succéo e 4 bicos
de Blnsen junto das rampas de filtracdo. Por baixo desta bancada e a volta do laboratdrio,
existem varios moéveis que facilitam a arrumacdo do material como: campanulas de
anaerobiose, ansas, pipetas de Pasteur esterilizadas, copos esterilizados de 100 mL e de
250 mL, membranas de 0,45 um e de 0,22 pum, kit para coloragédo de Gram, geradores de
anaerobiose, papel para pesagem e espatulas, tubos de ensaio, placas de Petri, tabuleiros,
flamejador e recargas, suportes para tubos de ensaio, pipetas volumétricas e micropipetas,
pontas para micropipetas, entre outro material necessario a realizagdo das vérias atividades.

Nesta sala ainda se encontram duas estufas, uma a 37°C + 1°C e outra a 22°C + 2°C, duas
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balancas de precisdo, dois frigorificos a 5°C + 3°C, uma camara de fluxo laminar, um
banho de 4gua com agitagdo, um detetor de luz ultravioleta (UV), um vortex, um contentor
para lixo classe 4 (objetos cortantes contaminados) e um lixo branco (Classe 3 — objetos
contaminados).

A temperatura desta sala encontra-se controlada e situa-se nos valores de 22°C +3°C.

A sala de desinfecdo/lavagem do material possui duas autoclaves, duas estufas (uma de
secagem do material e outra de esterilizacdo), um lavatdrio e bancadas para arrumacéo de
algum material utilizado (bal6es de Erlenmeyer, bal6es volumétricos, entre outros).

Em relacdo aos recursos humanos do Laboratdrio de Saude Publica, este € composto
pela responséavel pelo laboratorio, trés técnicas de Diagndstico e Terapéutica na area de

Analises Clinicas e de Saude Publica e ainda por duas Assistentes Operacionais.
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5. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNA DO LABORATORIO
DE SAUDE PUBLICA

Todos os dias muitos laboratérios realizam milhares de analises microbiologicas de
alimentos e de aguas. Os laboratdrios publicos vigiam a qualidade de produtos alimentares,
da &gua de abastecimento, de &guas balneares para fins recreativos e de termas de forma a
assegurar que sdo cumpridos as normas e orientag0es nacionais e internacionais. Estas
normas sdo principalmente definidas pela Unido Europeia (UE) e pela Organizacédo
Mundial de Saude (OMS).

Estas normas definem os critérios para a ocorréncia de bactérias patogénicas ou
potencialmente patogénicas nas &guas, mas mais frequentemente dos chamados
organismos indicadores ou da contagem total de bactérias ndo patogénicas de ocorréncia
natural .

O numero elevado de anélises efetuadas evidencia a importancia da garantia da
qualidade dos laboratorios que realizam estes ensaios. Resultados incorretos podem ter um
forte impacto na economia e na saude publica, resultados falso-positivos podem levar a
medidas desnecessarias tais como encerramento dos locais de recreio e a divulgacdo de
avisos como a fervura da dgua da rede de abastecimentos, que pode tornar-se numa medida
muito dispendiosa. Os falso-negativos podem expor a populacdo a riscos diretos para a
salde publica devido ao consumo de aguas inadequadamente tratadas ou nadar em aguas
poluidas .

A Garantia de Qualidade é definida pela International Organization for
Standardization (ISO) como “todas as agdes planeadas e sistematicas necessarias para
proporcionar a confianca adequada de que um produto, processo ou servico, ira satisfazer
determinados requisitos de qualidade”. Isto inclui o Controlo de Qualidade — “técnicas e
atividades operacionais que sdao usadas para cumprir os requisitos de qualidade”. As
técnicas operacionais aplicadas ao método analitico sdo chamadas Controlo de Qualidade
Analitico (CQA) que inclui, entre outros, o uso de controlos negativos - ensaios em branco;
controlos positivos — uso de amostras artificialmente contaminadas e matérias de referéncia
de niveis de contaminacao conhecida .

Dentro do Controlo de Qualidade deve ter-se em conta: 0 uso de ensaios em branco,
0 uso de amostras artificialmente contaminadas, uso de materiais de referéncia, o controlo

do ar e ambiente, a utilizacdo de material esterilizado, entre outros.
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5.1. CONTROLO DE QUALIDADE ANALITICA

O Controlo de Qualidade Analitica é definido como sendo o conjunto das técnicas e
atividades operacionais usadas para preencher os requisitos de qualidade “ e vai abranger
todos os procedimentos que sdo efetuados pelo laboratério para que se possa realizar a
avaliacdo continua do trabalho realizado. Tem como principal objetivo assegurar a
consisténcia dos resultados obtidos e assegurar a sua conformidade com os critérios
definidos ©.

Dentro deste temos: ensaios em branco, uso de amostras artificialmente
contaminadas, uso de materiais de referéncia com construcdo de cartas guia, analise de

amostras cegas (ensaios interlaboratoriais) e analise de amostras em duplicado.

5.1.1. Ensaios em Branco

Os ensaios em branco tém como principal finalidade avaliar as condi¢bes de
esterilidade durante todo o processo analitico no que se refere a esterilidade do meio, do
diluente (quando aplicavel) e a eficicia do operador. Este deve ser realizado diariamente
para cada tipo de parametro analisado ©.

Este ensaio € constituido por uma amostra feita a partir de agua desionizada estéril
ou de um diluente estéril sobre a qual se realizam as filtragdes, dilui¢bes, inoculacdes e
incubagdes como se se tratasse de uma amostra normal.

Os resultados das leituras aqui obtidas deverdo ser negativos, ou seja, ndo devem
apresentar qualquer crescimento bacteriano (< 1 Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC)). Quando ocorre um resultado positivo deve-se apurar a origem da contaminacéao e

proceder as devidas acdes corretivas ©.

5.1.2. Controlo de testes de confirmacéo
Os testes de confirmacdo que sdo feitos para as amostras sao sempre acompanhados
de um controlo positivo e um controlo negativo de acordo com os testes em causa.
Um exemplo de um controlo positivo/negativo nos testes de confirmacéo é: quando
se suspeita que uma amostra possa ter Pseudomonas aeruginosa, aquando o teste de
confirmacgédo oxidase, utiliza-se para controlo negativo a estirpe E. coli e para controlo

positivo a estirpe de referéncia Pseudomona aeruginosa ©.
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5.1.3. Andlise de amostras em duplicado

Os ensaios em duplicado sdo feitos para assegurar a repetibilidade e a reprodutibilidade
intralaboratorial dos resultados obtidos para uma determinada analise pelo mesmo analista
ou por outros analistas ©.

Semanalmente, no Laboratorio de Saude Publica da Guarda, sdo feitos ensaios em
duplicado para cada parametro analisado, a partir de amostras natural ou artificialmente
contaminadas.

De trés em trés meses, o Laboratorio assegura a verificacdo da consisténcia dos
resultados dos diferentes analistas ao efetuar analises em duplicado por analistas diferentes.
Esta analise é efetuada para cada parametro analisado, a partir de amostras natural ou
artificialmente contaminadas ©.

Outra situacdo em que se utiliza a andlise de amostras em duplicado é quando o
Laboratdrio participa em ensaios interlaboratoriais.

Quando se pretende avaliar se a diferenca entre as contagens feitas por diferentes
analistas ndo € superior a 10%, com uma periocidade mensal, contam-se 0s nimeros de
UFC para amostras positivas e comparam-se 0s resultados das contagens entre 0s

diferentes analistas ©.

52.CONTROLO DE QUALIDADE DO MATERIAL E
EQUIPAMENTOS

A producéo de resultados com qualidade requer instalacdes e equipamentos que sejam
pelo menos adequados. Deve ser feito, semanalmente, um controlo ambiental e sempre que
os limites forem ultrapassados devem ser tomadas medidas corretivas.

Também, a esterilidade do material deve ser assegurada procedendo-se, para isso, a

verificacOes periddicas.

5.2.1. Instalacbes

As instalacdes do Laboratorio de Sadde Publica seguem os requisitos da 1SO e foram
anteriormente descritas.

Outro fator que pode interferir com os bons resultados obtidos é a boa qualidade
bacterioldgica do ar e das superficies.
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a) Ar ambiente

No inicio de cada sessdo de trabalho é registada a temperatura da sala de trabalho que
deve encontrar-se no intervalo entre os 22 +3°C “,

Em cada sessdo de trabalho deve-se sempre controlar o ar ambiente junto ao local das
sementeiras, quer esta seja feita pelo método de membrana filtrante ou pelo método de
incorporagdo. Este controlo faz-se expondo uma placa com um meio néo seletivo — Water
Plate Count Agar (WPCA), junto as rampas de filtracdo ou ao bico de Bilinsen durante 15
minutos ©.

Também, quando se faz a preparacgdo e distribuicdo de meios de cultura, deve-se fazer
o controlo do ar junto ao local de distribuicdo de meios do mesmo modo descrito em cima.

Estas placas, tal como as anteriores, deverdo ser incubadas a 22°C durante 48 horas.
Para serem validos/conformes, os resultados das leituras deverdo ser inferiores a 3 UFC
por placa.

Uma vez por més, deve-se proceder ao controlo da camara de seguranca bioldgica,
onde se efetuam as repicagens, expondo um placa com meio ndo seletivo WPCA no
interior da camara com o fluxo de ar ligado durante uma hora. Estas placas véo incubar a
37°C durante 48 horas. Aqui, os resultados, para serem validos/conformes, devem ser
inferiores a 1 UFC por placa ©.

Quando estes valores sdo ndo conformes, deve-se proceder as devidas ag¢oes corretivas.
Assim, deve-se proceder a limpeza da sala onde ocorreu a ndo conformidade e colocar-se
novas placas neste local. Se a violacdo da conformidade continuar a ser registada, procede-
se a esterilizacdo do ar utilizando um esterilizador do ar.

Quando o resultado ndo conforme ocorre junto as rampas de filtracdo faz-se passar,
durante 30 minutos, ar por membranas colocadas na rampa de filtracdo. As placas de
WPCA com estas membranas vdo a incubar a 22°C durante 72 horas. Se a néo
conformidade voltar a ocorrer, deve-se proceder a esterilizacdo do ar utilizando um

esterilizador de ar ©.
b) Superficies

O controlo das superficies é feito trimestralmente apos a desinfecdo. A excegédo vai

para o controlo das bancadas junto as rampas de filtracdo que é feito semanalmente.
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i. Sala de trabalho — junto as rampas
Pressiona-se uma placa de contacto aberta com um meio ndo seletivo durante 10
segundos em frente as rampas, apds a desinfecdo com alcool a 70%. Estas placas véo
incubar a 37°C durante 24 horas. Os critérios de aceita¢do sédo inferiores ou igual a 3 UFC

por placa ©.

ii. Estufas de incubagéo
Apbs a desinfecdo da incubadora com alcool a 70%, pressiona-se, com uma placa
aberta com meio néo seletivo, cada prateleira da estufa, durante 10 segundos. Estas placas
vao a incubar a 37°C durante 24 horas. Os critérios de aceitacdo também séo inferiores ou
igual a 3 UFC por placa ©.

Quando existe alguma ndo conformidade num destes pontos procede-se a verificagdo
da eficacia. Aqui, repete-se o procedimento descrito anteriormente nos pontos onde se
verificou a ndo conformidade e volta-se a incubar, também como descrito anteriormente.
Se esta violacdo persistir, deve-se averiguar a causa e avaliar caso a caso todas as possiveis

implicag®es no trabalho realizado ©.

5.2.2. Controlo de esterilidade do material adquirido

a) Frascos de colheita adquiridos

Cabe ao Laboratério de Salude Publica garantir a esterilidade dos frascos de
colheita, quer estes sejam preparados no laboratério, quer sejam adquiridos ja
esterilizados. A verificacdo da esterilidade destes é uma condi¢do imprescindivel para a
aceitacédo da entrega. Os ensaios de esterilidade destes frascos devem ser feitos na razéo
de 1 para 100 para o lote em uso. Este ensaio diz respeito ao lote adquirido e s6 deve
ser repetido caso haja uma mudanca de lote ou se verifique alguma contaminagéo ©.

Para se verificar a esterilidade destes frascos deve-se colocar cerca de 20 a 50 mL
de WPCA fundido no frasco a ser testado. De seguida forram-se as paredes com 0 meio
nutritivo, pela rotagdo do frasco durante o arrefecimento. Este vai a incubar a 22°C

durante 5 dias, sendo o critério de aceitacdo inferior a 1 UFC por frasco ©.
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b) Placas de Petri

Também aqui, a verificagdo da esterilidade é uma
condicdo importante para a aceitacdo da entrega. Os ensaios
de esterilidade devem ser feitos para o lote em uso na
proporgao de 1 para 100. Este ensaio diz respeito ao lote das
placas de Petri e s deve ser repetido quando houver

llustragao 3 - Placas de Petri mudanca de lote ou quando se detetar alguma contaminacéo.
Fonte: www.google.pt . .
googiep Deve-se colocar WPCA fundido na placa de Petri

(llustracdo 3) a testar, esta vai a incubar a 22°C durante 5 dias e os critérios de

aceitacdo definem que né&o deve existir crescimento nas placas ©.

¢) Membranas filtrantes
A verificagdo da esterilidade € comprovada pelo certificado fornecido pela casa
comercial. O Laboratério de Saude Publica verifica a esterilidade sempre que efetua o

ensaio em branco para cada sessdo de trabalho ©.

53. PROCEDIMENTO PARA A HIDRATACAO E AVALIACAO
DAS LENTICULAS DO MATERIAL DE REFERENCIA

Como ja foi referido anteriormente, fazem parte do CQA todos os procedimentos
efetuados pelo laboratério para que se possa realizar a avaliacdo continua do trabalho
realizado, tendo como principal objetivo assegurar a consisténcia dos
resultados obtidos e assegurar a sua conformidade com os critérios
definidos ©.

Os materiais de referéncia sdo de extrema importancia para a
implementacdo do controlo de qualidade pois tém valores bem
estabelecidos, o que lhes confere confiabilidade para a comparagéo de

llustracdio 4 - Lenticulas  '€SUItados. Os materiais de referéncia aqui usados sdo as lenticulas
NCTC da HPA NCTC da HPA (llustracgéo 4).

Fonte:

As lenticulas das diversas estirpes que sdo usadas para o controlo
http://www.hpacultures.or

qukimedia/cs3icyio_ 4 interno do Laboratorio de Satde Publica séo ©:
PA_LENTICULES jpg
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7% Clostridium perfringens NCTC 13170

7% Enterococcus faecalis NCTC 775

/¥ Escherichia coli NCTC 9001

/¥ Pseudomonas aeruginosa NCTC 10662
7% Staphylococcus aureus NCTC 657

7% Staphylococcus epidermidis NCTC 11047
/¥ Micrococcus luteus NCTC 2665

A hidratacdo das lenticulas é feita semanalmente e segue 0 seguinte protocolo
interno ©:

1. Retirar os recipientes que contém as lenticulas do congelador, certificando-se
que a silica gel se mantém com uma cor amarelada;

2. Manter as amostras a temperatura ambiente cerca de 15 minutos;

3. Abrir o recipiente cuidadosamente de modo a que a lenticula ndo fique retida
na tampa;

4. Retirar a tampa e inverter o recipiente sobre um baldo volumétrico de 100 mL,
contendo aproximadamente 90 mL de diluente de recuperacdo méxima —
peptona. Aqui é preciso assegurar-se de que a lenticula foi transferida para o
diluente;

5. Quando a lenticula entrar em contacto com o diluente, esta ird flutuar ou
afundar. N&o se deve agitar o baldo volumétrico;

6. Manter os balGes volumétricos a temperatura ambiente durante 10 minutos;

7. Apertar bem a rolha do baléo e agitar 30 vezes em 15 segundos;

8. As amostras devem ser processadas o mais rapido possivel e devem ser
tratadas como uma amostra de rotina do laboratorio;

9. As amostras, por fim, vao ser semeadas nos meios seletivos pela técnica da

membrana filtrante.

Os primeiros 10 resultados obtidos para cada estirpe vdo ser utilizados para a
elaboracdo da carta guia. Apos a obtencdo de 20 resultados vao ser recalculados os limites
e a carta controlo vai ser reajustada.

As contagens obtidas para cada estirpe sdo analisadas de forma a verificar se estdo

dentro dos limites estipulados pela carta guia. Quando estes resultados ndo estdo
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conformes, deve-se identificar a causa e sempre que possivel deve-se repetir o material de

referéncia ©.

5.4. MEIOS DE CULTURA

O conhecimento das exigéncias nutricionais dos microrganismos permite elaborar
meios que vdo permitir o crescimento destes em meios de cultura. Na composi¢do dos
meios de cultura, estes deverdo incluir nutrientes indispensaveis ao desenvolvimento do
organismo em causa, em concentracdes adequadas e n&o toxicas ©.

O meio de cultura, para além dos nutrientes, deve ser um meio estéril, ndo deve conter
quaisquer organismos vivos. Como 0s microrganismos sdo de dimensdes reduzidas
dispersam-se mais facilmente, logo é preciso proceder a esterilizacdo do meio de cultura
ap0s a sua preparacdo, para eliminar os microrganismos contaminantes. Durante o
manuseamento dos meios de cultura é necessario ter cuidados especiais a fim de nao
contaminar os meios. As técnicas usadas para a prevencdo de contaminagdes sdo
designadas de técnicas de assepsia.

Os meios de cultura podem ser classificados de acordo com trés aspetos principais:
estado fisico (liquido, sOlido e semi-sdlido), composi¢cdo quimica (quimicamente
complexos ou quimicamente definidos) e objetivos funcionais (simples, seletivos,
diferenciais ou enriquecidos) .

O que torna um meio liquido num meio sélido é a adi¢cdo de um agente solidificante,
por exemplo o agar, ao meio de cultura. O agar funde a temperatura de 100°C e permanece
no estado liquido até que atinga temperaturas de 40 a 42°C, temperatura esta que nao afeta
a maioria dos microrganismos. O agar, ao contrario da gelatina — outro solidificante, ndo é
biodegradado pelos microrganismos, ndo perdendo o seu poder solidificante. Os meios
solidos fornecem, portanto, uma superficie firme onde os microrganismos crescem em
colbnias. Os meios semi-liquidos contém agar em concentracdes inferiores e sdo usados
para permitir a mobilidade dos microrganismos .

Em relacdo a composi¢éo quimica, um meio diz-se quimicamente definido quando a
sua composi¢do quimica é conhecida e quimicamente complexo se a sua composi¢do
guimica exata ndo é conhecida. Este meio é feito com extratos de leveduras, extratos de
carne, leite ou outros componentes e sdo usados em rotina laboratorial, pois permitem o

crescimento de uma gama largada de microrganismos ©.
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Devido as reduzidas dimensdes dos microrganismos, a quantidade de informacgéo é
limitada quando se pretende estuda-los de forma individual. Assim, é preferivel estudar
uma populacdo de microrganismos que sdo obtidos em condi¢cdes bem definidas —
culturas. Quando uma cultura tem apenas um tipo de microrganismo é conhecida por
cultura pura ou axénica e quando tem mais de um tipo de microrganismo é uma cultura
mista @,

A cultura e isolamento de microrganismos sdo duas operacOes béasicas em
Microbiologia, em que cultura é o crescimento de populacdes microbianas em meios de
cultura e o isolamento é a separacdo de um dado microrganismo a partir de populagdes
mistas.

Qualquer meio adequado ao crescimento de um microrganismo especifico vai ser,
de algum modo, seletivo para ele. Quando as exigéncias para determinados
microrganismos sao conhecidas, é possivel estabelecer algumas condi¢des — temperatura
de incubacdo, meio de cultura, que vao favorecer o seu crescimento no meio em detrimento
de outros @,

O isolamento de um microrganismo em cultura pura a partir de uma cultura mista
requer o uso de meios seletivos e ou diferenciais.

Os meios seletivos suprimem o crescimento de microrganismos que ndo interessam e
permitem o crescimento do microrganismo que se deseja isolar. Por exemplo: os sais
biliares sdo agentes inibitdérios para a maioria das Gram positivos, permitindo o
crescimento das Gram negativos .

Num meio diferencial podem crescer diferentes tipos de microrganismos, mas devido
ao diferente aspeto que 0s estes tomam nesse meio podem distinguir-se os diferentes tipos
de coldnias. Esta diferenciacdo manifesta-se em variacdes como: tamanho, cor da coldnia,
cor do meio de cultura. Por exemplo a E. coli fermenta a lactose do meio de Lauril Sulfato
com a producdo de acidos, o que vai originar a viragem do meio para cor amarela e
também a formacao de coldnias com esta cor (amarelas ou laranjas) .

Os meios de cultura de enriquecimento permitem o crescimento de uma espécie em
detrimento de outras. Estes meios — gelose sangue, s&0 muito nutritivos e permitem o
crescimento de microrganismos com um crescimento fastidioso .

Os meios de cultura comercializados utilizados no Laboratorio de Saude Publica na

area da microbiologia das aguas séo ©:
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MEIO DE PSEUDOMONAS CN
Este é o meio seletivo utilizado para a contagem de Pseudomonas aeruginosa a 37°C.

Tem na sua composi¢do: hidrolisado de caseina, sulfato de potéssio e cloreto de
magnésio que favorecem a producdo de piocianina que é caracteristica desta espécie; a
cetrimida que é um inibidor seletivo de outras espécies de microrganismos e agar que é o
agente solidificante, entre outros componentes. As coldnias caracteristicas apresentam,

ainda uma cor verde com fluorescéncia em luz UV.

MEIO DE SKIM MILK

Este meio é utilizado como um teste confirmatorio da espécie Pseudomonas

aeruginosa, no caso de crescimento de colonias ndo caracteristicas no meio
PSEUDOMONAS — CN.

Tem na sua composicao leite em p6. A Pseudomonas aeruginosa possui a enzima
casease € 0 meio de SKIM MILK permite a detecdo desta enzima pela coagulacdo ou

digestdo da caseina do leite.

MEIO DE MANITOL SALT AGAR (MSA)
Meio seletivo para o isolamento presuntivo de estafilococos patogénicos.

Tem na sua composicdo, entre outros manitol que vai ser fermentado pelos
estafilococos, virando o maio para amarelo; cloreto de sddio em altas concentracfes que €
um inibidor seletivo; vermelho de fenol que é um indicador da viragem da acidificacdo do

meio.

MEIO DE MEVAG

E 0 meio utilizado para a determinacéo do tipo respiratdrio dos estafilococos

Antes da utilizacdo é necessario fazer a sua regeneracao — retirar todo o oxigénio
presente no meio, ao aquecer o0s tubos a 75°C durante 15 minutos.

A partir de uma coldnia isolada semeia-se 0 meio com movimentos helicoidais, de
baixo para cima.

Os estafilococos sdo bactérias aerdbias e anaerdbias facultativas, logo vai verificar-se

um crescimento ao longo de todo o meio, ficando, este, completamente amarelo.
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MEIO DE NITRATO MOBILIDADE

Este meio serve para verificar a mobilidade bacteriana, bem como a redugdo de

nitratos a nitritos, ou de nitratos diretamente a azoto livre.

A mobilidade do microrganismo é evidenciada quando ocorre um crescimento difuso
por todo 0 meio e ndo sé na estria da sementeira. A reducdo de nitratos é verificada quando
se adicionam volumes iguais dos reagentes NIT A e NIT B ao meio. Quando se forma um
anel vermelho na superficie do tubo houve reducéo de nitratos pelos microrganismos em
estudo. Quando ha a formacdo de um anel branco, este deve ser confirmado com a adicao
de pd de zinco, pois pode ter havido uma répida reducdo de nitratos a azoto livre. Apos a
adicdo do p6 de zinco, se se formar um anel vermelho, ndo houve reducgdo de nitratos, mas
se 0 anel permanecer transparente, estamos na presenca de um microrganismo redutor de

nitratos.

MEIO LACTOSE GELATINA

Este é o meio usado para a detecdo da metabolizacdo da lactose e da liquefacdo da

gelatina por parte das estirpes presuntivas de Clostridium perfrigens. As espécies de
Clostridium perfrigens fermentam a lactose presente no meio, provocando a acidificagao
do mesmo que muda de vermelho para amarelo e a liquefacdo da gelatina é dada pela
liquefacdo total do meio.

GELOSE COLUMBIA 5%

Meio nutritivo enriquecido que é utilizado para a pesquisa de microrganismos com

crescimento fastidioso como é o caso da estirpe Clostridium perfrigens. Este meio contém
sangue de carneiro ou de cavalo que permite a producdo de zonas de hemolise que sdo

caracteristicas de algumas espécies bacterianas.

REAGENTE: BACTIDENT — COAGULASE

Este é o reagente usado para a detecdo da enzima coagulase que € caracteristica da

espécie de Staphylococcus aureus. Este é composto pelo plasma liofilizado de coelho com
EDTA.
A sua preparacdo consiste na dissolugdo do contetdo de um frasco em 3mL de agua

destilada estéril. De seguida, divide-se em fragdes de 0,5mL em tubos de vidro esterilizado
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e repicam-se 2 a 3 colonias isoladas, juntando-as ao tubo. Esta vai a incubar a 37°C durante
24 horas.
A coagulase é uma enzima que é capaz de coagular o plasma sanguineo e é um

indicador da patogenicidade dos Staphylococcus aureus.

REAGENTE: BACTIDENT — CATALASE

Este é o reagente utilizado para a detecdo da enzima catalase que vai diferenciar o

género Staphylococcus do género Streptococcus. Este € composto por peroxido de
hidrogénio a 3%.

O seu procedimento consiste na colocacdo de uma gota do reagente numa lamina
limpa e adicionar 1 ou 2 coldnias isoladas suspeitas, de seguida observa-se a formacéo ou
ndo de bolhas de gas — oxigénio.

O perdxido de hidrogénio ¢ um produto decorrente do metabolismo celular dos
organismos expostos ao oxigénio atmosférico. Como o peréxido é toxico para as células,
tem que ser rapidamente convertido numa espécie quimica que seja inofensiva. A catalase
cliva o perdxido de hidrogénio em &gua e oxigénio. Este teste ajuda a diferenciar o género

Staphylococcus — catalase positiva, do género Streptococcus — catalase negativa.

REAGENTE: OXIDASE

Este teste permite detetar a presenca ou a auséncia da enzima citocromo oxidase

presente em alguns microrganismos.

O reagente, antes do seu uso, deve ser reconstituido em 5mL de agua destilada e deve
ser guardada ao abrigo da luz pelo periodo méximo de uma semana.

Aqui, colocam-se algumas gotas do reagente num papel de filtro e adicionam-se 1 a 2
colonias isoladas suspeitas, observando-se o aparecimento de uma cor rosa, quando
positivo ou entdo ndo se observa qualquer alteragdo — reacdo negativa. Para a validagao
deste teste recorre-se ao teste de controlo de confirmacgdo usando um controlo positivo —
Pseudomonas aeruginosa e um controlo negativo — E. coli. Este teste é usado para
diferenciar a familia das Enterobacteriaceae — oxidase negativa da familia das

Pseudomonaceae — oxidase positiva.

REAGENTE DE KOVAC’S

Este reagente permite a pesquisa de microrganismos produtores de indol.
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Adicionam-se algumas gotas deste reagente ao meio de Fluorocult (contém triptofano)
e observa-se a formacdo de um anel vermelho cereja na superficie do tubo (positivo) ou de
um anel incolor (negativo).

Alguns microrganismos tém a capacidade de degradar o triptofano em &cido piravico,
amonia e indol, que vai reagir com o 4-dimetilaminobenzaldeido presente no meio para

formar um anel vermelho no cimo do tubo.

Em relacdo aos meios de cultura liofilizados, estes podem existir sob a forma de
granulados ou pd. Os meios granulados tém a vantagem de se manipularem, pesarem e
dissolverem melhor. Os meios granulados reduzem, ainda a aspiracdo de substancias
toxicas para o operador, facilitam a pesagem e a sua dissolu¢do € muito mais rapida.
Depois de pesados, junta-se 0 meio a agua fria e nunca o contrario, deixa-se absorver por
alguns minutos e agita-se algumas vezes para a dissolucdo total (caldos) ou aquece-se e
agita-se para que a dissolucdo do agar seja completa (agares) ©.

O armazenamento deste é feito num local seco, fresco e escuro, pois a humidade, o
calor e a luz podem induzir alteracdes importantes nos meios. Todos 0s meios contém
agentes higroscopios — tém tendéncia a absorver a humidade do ar, logo devem ser bem
fechados a seguir a sua utilizagdo; alguns meios possuem componentes termo-sensiveis,
pelo que devem ser armazenados a temperaturas entre os 12 a 21°C ©.

Os meios utilizados no laboratério de microbiologia das aguas sio ©:

WATER PLATE COUNT AGAR (WPCA)
Este é o meio usado para a enumeracdo da flora aerdbia total das aguas.

O crescimento dos microrganismos é favorecido pelas substancias nutritivas presentes
neste meio

O seu modo de preparagdo passa por pesar a quantidade indicada pelo fornecedor e
suspender 0 meio em agua destilada. Distribui-se o0 meio preparada em frascos de 500mL e
leva-se a esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Por fim, identificam-se os
frascos, marca-se a data e arruma-se no frigorifico depois de atingir a temperatura

ambiente.

MEMBRANE LAURIL SULFATO BROTH (LSA)

Este é 0 meio usado para a contagem de coliformes totais e a E. coli.
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Este contém lactose que vai ser degradada pelas coliformes presentes na amostra, 0
que vai acidificar o meio, tornando-o amarelo. As col6nias suspeitas presentes neste meio
vao ter uma coloracdo entre amarelo a laranja.

O seu modo de preparacéo passa por pesar a quantidade de meio desidratado indicado
pelo fornecedor, suspender o meio em &gua destilada e ferver até a completa dissolucao.
De seguida esteriliza-se 0 meio em autoclave a 121°C durante 15 minutos e distribui-se o
meio em placas de Petri estéreis e em ambiente de assepsia. Identificam-se as placas,
datam-se as mesmas e arrumam-se no frigorifico depois de atingirem a temperatura

ambiente.

SLANETZ & BARTLEY (SB) MEDIUM

Meio usado para a identificacdo e pesquisa de estreptococos fecais.

Estes, quando presentes, reduzem o cloreto de tetrazolium (TTC), presente no meio, a
formazona que vai ser responsavel pela coloracdo avermelhada das col6nias. A azida
sodica, outro componente do meio, vai inibir o desenvolvimento de outros
microrganismos.

Para a preparacdo deste meio, comega-se por pesar 0 meio desidratado e suspende-se 0
mesmo em &gua destilada. De seguida deve-se ferver o meio até a completa dissolucédo
deste e ndo vai a autoclavar. Em ambiente de assepsia, deve distribuir-se 0 meio por placas
de Petri identificando-as e datando-as. Quando estas atingirem a temperatura ambiente

devem ser arrumadas no frigorifico.

GELOSE DE BILIS ESCULINA

Meio usado como teste confirmatorio para a pesquisa de estreptococos fecais.

Este meio contém esculina que vai ser degradada pelos estreptococos fecais,
originando um halo negro de esculitina e glucose que estéa associado ao ferro em volta das
colonias. A esculitina liga-se ao citrato de ferro, presente no meio, para formar um
complexo negro que vai dar cor as coldnias caracteristicas. A presenca de azida sodica e da
bilis tem como funcdo a inibicdo do crescimento de outro tipo de bactérias. As colonias
caracteristicas de estreptococos fecais apresentam-se com uma cor negra e um halo
também negro que vai ser difundido no meio.

Tal como os anteriores, este meio deve ser pesado primeiro, depois suspendido em

agua destilada e por fim deve-se ferver até a dissolugdo completa do meio. Este, depois,
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deve ser distribuido em tubos de vidro e esterilizado em autoclave a 121°C durante 15
minutos. Por fim, ap6s o arrefecimento e a sua identificagdo, deve-se arrumar no
frigorifico.

MEIO DE TRIPTOSE SULFITO AGAR/CICLOSERINA (TSA/TSC)

Este € o meio utilizado para a pesquisa e quantificacdo das espécies Clostridium

perfringens (TSC) e dos esporos de Clostridium sulfito-redutores (TSA).

O metabisulfito de sodio e o citrato amanio férrico, presentes no meio, sdo indicadores
da reducdo de sulfitos pela espécie de Clostridium. As colonias caracteristicas vao
apresentar uma cor negra. No meio de TSC, a ciclosernia funciona como um inibidor
seletivo para outras espécies de bactérias.

Para a preparacdo de TSA deve-se pesar 0 meio desidratado de acordo com as
indicacdes do fornecedor, suspender o meio em agua destilada e levar a ferver até a
completa dissolucdo. De seguida, deve-se esterilizar 0 meio a 121°C durante 15 minutos.
Em ambiente de assepsia deve-se distribuir o meio por placas de Petri estéreis e, por fim,
depois de atingirem a temperatura ambiente e de estarem devidamente identificadas,
devem ser arrumadas no frigorifico.

O modo de preparacdo do TSC vai ser semelhante, mas apds a esterilizacdo do meio
em autoclave deve-se esperar que este arrefeca, atinja uma temperatura entre os 45 a 50°C
para se adicionar o suplemento de cicloserina, previamente reconstituido com &gua
destilada estéril. Apos a adicdo, deve-se homogeneizar o meio e distribui-lo em placas de
Petri, em ambiente estéril e identificar, datar e guardar no frigorifico apos atingir a

temperatura ambiente.

FLUOROCULT

Meio utilizado para a detecdo e enumeracdo de coliformes, em particular a E. coli.

Este meio contém cloreto de sodio que inibe o crescimento de bactérias Gram
positivos. Outro componente do meio é a lactose que vai ser degradada pela E. coli,
acidificando o meio e mudando a cor deste de plrpura para amarelo. A E. coli também vai
ser produtora de indol, que se confirma com a adi¢do do reagente de Kovac’s e apresenta
fluorescéncia.

A sua preparacdo inclui a pesagem do meio desidratado segundo as indicacdes do
fornecedor, suspender o meio em agua destilada e a sua agitacdo até a completa dissolucao.

De seguida, distribui-se 0 meio por tubos de vidro e vai a esterilizar na autoclave a 121°C
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durante 15 minutos. Apo6s atingir a temperatura ambiente, identificar e datar, deve-se

arrumar os tubos no frigorifico.

55. PROCEDIMENTO PARA A PREPARACAO E
ARMAZENAMENTO DE MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura tém varias formas: granulados, p6s, comercializados, em placas
ou em tubos, na forma sélida ou na forma liquida.

Para a sua preparacdo devem-se utilizar componentes de qualidade comprovada e
deve-se utilizar sempre agua destilada ou desionizada livre de substancias que possam
inibir o crescimento bacteriano ©.

O armazenamento deve ser feito num local seco, fresco e escuro pois a humidade,
calar e a luz podem induzir alteragdes na composi¢do dos meios.

Na preparacdo de meios desidratados deve-se sempre registar a data de abertura do
meio, estabelecer a data de validade dos meios preparados, verificar o aspeto e medir o pH,
fazer o controlo da esterilidade, bem como o controlo positivo e negativo ©.

O pH dos meios deve ser medido ap6s a esterilizacdo destes e quando 0s mesmos
atingem a temperatura ambiente. Os seus valores devem situar-se entre os +0,2 unidades de
pH do definido pelo fabricante ®. Por exemplo: os valores de pH do LSA devem situar-se
entre 0os 7,4 + 0,2 e 0o WPCA deve situar-se entre 0s 7,2 + 0,2.

Os testes de esterilidade séo feitos usando uma placa ou tubo do inicio da distribuicéo
do meio e a ultima placa ou tubo distribuido. De seguida estas placas ou tubos véao a
incubar a 37°C durante 24 horas ou 0 que estiver estipulado pelo fornecedor. Estes testes
ndo devem ter contagem de UFC ©.

Quando se faz a distribuicdo dos meios, deve-se proceder a sua identificacdo. Assim,
nos tubos ou nas placas devem ser registados os nimeros de lote interno atribuidos ©. Por
exemplo: na preparagéo do meio de Slanetz & Bartley deve-se colocar SB dia-més-ano (SB
24-04-3013) bem como a data de validade do mesmo.

Também ¢ importante fazer um controlo positivo e negativo quando se faz a
preparacdo de um meio, para se verificar a produtividade deste, ou seja, 0 crescimento de
uma estirpe controlo que apresenta as caracteristicas esperadas para o fim a que o meio se
destina ©. Por exemplo: num meio de LSA, para controlo positivo utiliza-se a E.coli que

vai fermentar a lactose do meio e para controlo negativo utiliza-se os estafilococos aureus
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que ndo tém qualquer crescimento neste meio, pois vao ser inibidos pelo lauril sulfato de
sodio, um componente deste meio.

Para o controlo positivo e controlo negativo dos meios deve-se utilizar sempre as
estirpes do material de referéncia e deve-se utilizar os microrganismos estipulados pelo
fabricante do meio de cultura ©.

Todos 0s meios devem ser armazenados ao abrigo da luz, humidade e a uma
temperatura entre os 5+3°C.

Quanto a validade dos meios utilizados, de uma maneira geral, estes variam entre as 2
a 4 semanas para as placas (meios de LSA, SB, entre outros); 3 a 6 meses para 0s tubos
(meio nitrato de mobilidade, meio lactose gelatina) e 1 semana para 0S meios com
suplemento (TSC) ©,

Os meios preparados e armazenados em frascos que se destinam a fundir, devem
ambientar antes de serem fundidos, e uma vez fundidos n&o se devem voltar a fundir.

Outro aspeto fundamental a ter em conta, é que deve-se sempre utilizar primeiro os

meios mais antigos ©.

56. COLHEITA E TRATAMENTO DE AMOSTRAS DE AGUAS

Uma amostra é um volume muito pequeno de uma agua a ser investigada. A dispersao,
espécies e numero de microrganismos deve ser representativo de todo o sistema de agua de
onde foi colhida .

Uma série de fatores pode influenciar a distribuicdo dos microrganismos, tais como: a
flora das matérias-primas, a homogeneizacdo e manuseamento das amostras e a
temperatura de armazenamento. A contaminacao, também pode causar um crescimento do
namero de microrganismos presentes numa amostra.

A amostragem tem por finalidade fornecer informacdes sobre as caracteristicas
microbioldgicas das dguas que vao ajudar a avaliar a existéncia de perigo ou ndo para a
satide publica “.

Como para cada tipo de amostra existem objetivos diferentes, estes tém que ser
definidos desde o inicio .

Para que os resultados obtidos aquando a realizacdo dos Varios testes possam ser

fidedignos é importante que se faca uma correta amostragem .
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No Laboratorio de Salde Publica da ULS da Guarda sdo analisadas amostras de trés

tipos de aguas: abastecimentos, termas e aguas para fins recreativos — piscinas.

a) Aguas de Abastecimento

As colheitas de amostras de aguas para consumo humano devem ser efetuadas: no
ponto interior de uma instalacdo ou estabelecimento onde a agua sai das torneiras e é
normalmente utilizada para o consumo humano, se a agua for fornecida através de um
sistema de distribuicdo; no ponto de entrega ao consumidor, no caso de um sistema
municipal; no fim da linha de enchimento, caso se trate de uma agua a venda em garrafas e
outros recipientes, com ou sem fins comerciais e no ponto de utilizacdo, no caso de ser
uma agua utilizada numa empresa da industria alimentar 7.

As amostras devem sempre ser colhidas em ambiente de assepsia, 0s frascos utilizados
para a colheita devem ser estéreis e devem conter tiossulfato de sédio (inibe a acdo do
cloro, ndo permitindo que este interfira com a flora microbiana da amostra) na
concentracdo de 10 a 12mg por 500mL “°7,

Para realizar a colheita da amostra numa torneira é

j
5

necessario que o técnico tenha lavado e desinfetado as méos,

A

retire qualquer filtro que a torneira possa ter e deixe correr a

&7M
—
@ »

agua durante algum tempo para se esgotar a 4gua que tenha

estado parada na canalizacdo. De seguida, deve flamejar

bem a torneira, no interior e exterior, com um flamejador, ou

entdo, no caso de o material ser de plastico, deve desinfetar

com éalcool a 70°. Abre-se novamente a torneira e deixa-se

=
5 &

correr a agua até que esta arrefeca. Neste momento abre-se o

L~ frasco e colhe-se a agua, mantendo o frasco inclinado para

- llustragdo 5 - Passos a seguir na ] . .

colheita de uma amostra de dquade  SVITAr contaminagdes pelo ar. A tampa do frasco deve ser

abastecimento mantida ndo mao e o técnico deve ter o cuidado de ndo tocar
Fonte: no interior do frasco ou no gargalo do mesmo. O frasco deve

http://pinheiroambiental.com.br/home ) . . .

encher-se até dois tergos e deve fechar-se imediatamente. No

_arquivos/Analise.JPG
rotulo do frasco deve colocar-se o ponto de amostragem, o
nome do requisitante e a data da colheita (llustracdo 5). As amostras sdo, depois,

transportadas em caixas isotérmicas com placas de gelo até 6 horas depois da colheita. As

Vera Licia Almeida Martins | Guarda, 2013

37



Laboratério de Saude Publica, ULS Guarda
Relatorio de Estagio Profissional 11

andlises devem ser feitas 0 mais rapidamente possivel, nunca ultrapassando as 12 horas

apos a colheita

(4,6,7)

A sementeira das amostras das aguas de abastecimentos faz-se de acordo com o

seguinte esquema:

filtrar 100mL

Agua de
Abastecimento

2,x_VVPCA 2XWPCA (termofilos a 1x LSA (Coliformes 1x TSC (Clostridium
(mesofilos a 22°C) 37°C) totais e E. coli) perfringens)
_ método dg método de método membrana método membrana
Incorporacao incorporagao filtrante filtrante
Esquema 1 - Sementeira de amostras de guas de Abastecimento
b) Termas

Um estabelecimento termal ou balneéario presta cuidados de salde, aproveitando as
propriedades terapéuticas de uma &gua mineral natural (agua bacteriologicamente propria
de circulacdo profunda, com propriedades fisico-quimicas estaveis, de que resultam
propriedades terapéuticas ou simplesmente favoraveis a satde ®) ou de uma nascente
natural (4guas subterraneas naturais que conservam as propriedades para beber ®) para fins
de prevencdo da doenca, terapéutica, reabilitacdo ou manutencdo da salde, podendo ainda
prestar cuidados complementares e servicos de bem-estar termal ©. As termas sdo o local
onde emergem as dguas adequadas a pratica do termalismo.

As &guas minerais naturais utilizadas nos estabelecimentos termais estdo sujeitas a
controlo laboratorial com a realizacdo de analises microbioldgicas.

As colheitas das aguas para analise devem-se realizar no ponto de captacdo e nos
diferentes postos de utilizacdo “*.

Também aqui as colheitas devem ser feitas em frasco estéril com tiossulfato de sodio.

A sementeira das amostras das aguas de termas faz-se de acordo com o0 seguinte

esquema.
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filtrar 250mL de
aguas de termas

| | 1 1 1 1 1
1XTSA (esporos 1xPS CN IXLSA 1xSB
(é)éggzﬁ)'z‘a (tgi(r}/]\é?icl:é a de Clostridium | |(Pseudomonas (Coliformes (Enterococos
o sulfito redutores) aeruginosa) totais e E.coli) fecais)
22°C) 37°C) ] tod stod )
método de método de método metodo metodo método
. ~ nCornoracio membrana membrana membrana membrana
Incorporacao porag filtrante filtrante filtrante filtrante

Esquema 2 - Sementeira de amostras de dguas termais

¢) Aguas para fins recreativos — Piscinas

Existe um aumento da procura das piscinas para a pratica de atividade desportivas,
recreativas e terapéuticas. No entanto, notam-se algumas falhas no que respeita a qualidade
destas aguas, quer a nivel da temperatura, quer a nivel da renovacdo das dguas ou mesmo
na quantidade de desinfetante aplicado.

As amostras devem ser representativas de toda a extensdo da agua, sendo que 0s
pontos de amostragem devem refletir a exposi¢cdo dos banhistas, levando em conta que a
maioria das criancas estd mais exposta as areas proximas da linha de agua “.

A frequéncia da amostragem deve ter em linha de conta a intensidade e o padrdo
temporal das atividades realizadas.

Assim, o local de colheita das amostras deve ser 0 mais longe possivel da entrada da
agua na piscina, junto do rebordo interno, tendo o cuidado de se recolherem duas amostras
diferentes: uma a superficie da agua e outra em profundidade ©.

Colheita a superficie: remove-se a tampa do frasco junto a 4gua e enche-se o frasco
com movimentos circulares e lentos a superficie da agua. O frasco ndo se deve encher
completamente. Apds a colheita, deve-se identificar corretamente a amostra e acondiciona-
la em mala térmica “°.

Colheita em profundidade: submerge-se o frasco em posicao vertical a profundidade
pretendida. A medida que enche, deve ser movido suavemente para a frente, para evitar a
contaminacdo causada pelo operador. Quando o frasco estiver cheio, fecha-se bem e
identifica-se a amostra em mala térmica. O tempo entre as colheitas e a analise ndo deve

ultrapassar as 6 horas ),
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A colheita desta amostra faz-se nestes dois locais consoante o tipo de microrganismos
que se pretende pesquisar. Assim, a superficie faz-se a pesquisa de microrganismos
aerobios (Pseudomonas e estafilococos totais e coagulase positiva) e a profundidades faz-
se a pesquisa de microrganismos aerdbios e anaerdbios facultativos (Coliformes totais e E.
coli e Enterococos fecais)

A sementeira das amostras das aguas para fins recreativos — piscinas faz-se de acordo

com o seguinte esquema:

filtrar 100mL
Agua de piscina

colheita colheita
superficie profundidade
1XPSCN 1IXMSA (estafilococos 2XWPCA (termdfilos a 1XLSA (Coliformes
(Pseudomonas totais e coagulase 37°C) —|_| totaise E.coli)
aeruginosa) positiva) método de incorporagédo método membrana
método membrana método membrana filtrante
filtrante filtrante
1xSB (Enterococos
fecais) ]
método membrana
filtrante

Esquema 3 - Sementeira de amostras de aguas para fins recreativos - piscinas

5.7. PROTOCOLO PARA A RECECAO DE AMOSTRAS DE AGUAS

Antes de se efetuar a analise das amostras, esta é a Gltima parte importante do processo
de amostragem. Aqui, € necessario um protocolo que estabelece as pessoas que tém
autorizacdo para receber as amostras e verificar se estas cumprem o0s parametros
estabelecidos ©.

Assim, é importante verificar se as amostras foram recolhidas corretamente (se foi
usado o frasco correto, se este se encontra bem fechado e se o volume da amostra é o
correto), se o formulario de identificacdo das amostras esta corretamente preenchido (ponto
de amostragem, nome do requisitante e data da colheita) e verificar se o transporte foi feito
em boas condigOes de higiene para evitar a contaminagdo das amostras, bem como se estas

estdo protegidas dos raios UV, luz visivel e altas temperaturas ©.
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58. PROCEDIMENTO PARA A SEMENTEIRA DE AGUAS PELO
METODO DE MEMBRANA FILTRANTE

Quando se faz a sementeira das dguas pelo método da membrana filtrante (llustracdo
6) é preciso ter em atencdo um conjunto de aces que permitem uma maior desinfecao dos
pontos de filtragdo da rampa, o que vai evitar possiveis contaminagées entre amostras ©.

Assim, antes do inicio da filtragdo das amostras é preciso ligar o bico de Bunsen de
forma a proporcionar um ambiente de esterilidade junto a rampa de filtragdo; pulverizar os
pontos de filtracdo com alcool a 96% e flamejar com o macarico; queimar os discos e
coloca-los nos pontos de filtracdo, flamejando-os de novo; retirar os copos dispensadores e
coloca-los nos pontos de filtragéo, tendo sempre o cuidado de evitar a contaminacao pelos
copos; ligar a bomba e filtrar 200mL de hipoclorito de sédio a 3% e, de seguida, filtrar
100mL de &gua destilada estéril. Quando se acaba este procedimento, devem-se mudar 0s
copos dispensadores. Quando se inicia a sementeira das amostras por membrana filtrante
deve-se ter o cuidado de esterilizar a parte superior dos frascos de colheita e esterilizar a
pinca com que sdo agarradas as membranas ©.

Entre cada amostra processada é importante filtrar, sempre, hipoclorito de sédio e agua
destilada estéril, flamejar os discos e colocar copos de filtracdo
novos.

No final da filtracdo de todas as amostras, deve-se filtrar
com hipoclorito de sédio e flamejar os discos .

Importa referir que as membranas aqui utilizadas tém uma
porosidade de 0.22um e 0,45um e no fim da filtracdo,

colocam-se estas membranas nas superficies de meios de

cultura sélidos, seletivos para o grupo de microrganismos que

llustragdo 6 - Técnicadamembrana  se pretende quantificar. Os resultados aqui obtidos séo

filtrante expressos em UFC por 100mL de amostra. Esta técnica vai

Fonte:
http://interface.co.pt/images/produtos/  S€V aplicada a todas as amostras estudadas no Laboratério de

MB4174-06842-ALL.jpg Saude Publica.
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59. TECNICAS ESPECIAIS DE CULTURA DE MICRORGANISMOS

Alguns microrganismos como a Mycobacterium leprae
(provoca a lepra), Treponema pallidum (provoca a sifilis) e a

maioria dos parasitas intracelulares obrigatérios — virus ndo se

conseguem fazer crescer em meios de cultura .

Y

Jarra para b/

Outros microrganismos exigem técnicas especiais de [ Amefemtwaas y
. . . L . llustragdo 7 - Jarra de
crescimento — microrganismos anaerobios. Os anaerobios _
anaerobiose
estritos exigem a auséncia total de oxigénio para 0 seu Fonte:

crescimento. Para esta finalidade criaram-se as jarras de http://www.probac.com.br/News

. o . Letter/NewsContinua/imagens/ba
anaerobiose (llustragdo 7) que criam estas atmosferas adequadas

@

nner_principal_ed01-2012.gif

Adiciona-se, a jarra, um gerador de gas e um indicador. O oxigéenio contido no jarro é
quimicamente removido pelo gerador e o indicador muda de cor quando o ambiente se
torna anaerobio, permitindo o crescimento dos microrganismos.

Outro ponto que interessa referir € a obtencao de culturas puras, através de métodos de
isolamento. Assim, para se poder caracterizar os microrganismos é necessario obté-los por
culturas puras. Estas culturas podem ser obtidas pelo método de estrias ou por
espalhamento em placas, obtendo-se colénias perfeitamente individualizadas e
espacialmente separadas que, em principio, serdo originadas a partir de uma unica célula.
Outro método para a obtencdo de culturas puras € 0 método por incorporacéo do meio de
cultura na amostra a analisar ®.

No método de estrias (llustracdo 8), com uma ansa que
contétm uma pequena porcdo de inoculo, risca-se

superficialmente o meio de cultura. O riscado na placa faz-

se pelo método dos quatro quadrantes, sendo que a estria de

cada quadrante toca no final da estria do quadrante anterior

lustragdo 8 - Método de estrias ~ arrastando bacterias deste Gltimo. Alternativamente pode-se

Fonte: fazer 3 estrias, a primeira ocupando metade da placa e as
http://coral.ufsm.br/microgeral/Pratic
as/Roteito%20pratica%20semeaduras

.pdf
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outras duas um quarto da placa, sendo que neste modo as estrias n&o se tocam .
No método por espalhamento (llustracdo 9) pipeta-se a amostra diluida, cerca de

0,1mL sobre a superficie do meio de cultura sélido e

espalha-se com a ajuda de uma vareta estéril dobrada
em L — espalhador. Esta placa vai a incubar em

posicdo invertida e as colonias aparecem

individualizadas na superficie do meio .

No metodo por incorporacdo (llustragdo 9)

pipeta-se a amostra diluida, ImL, numa placa de Petri

método de
incorporacdo

« . estéril e adiciona-se o meio de cultura previamente
llustracdo 9 - método de espalhamento e

método de incorporagao liquefeito e mistura-se cuidadosamente. Deixa-se
Fonte: Canas, W. F., etall; 2000 arrefecer e solidificar e leva-se a placa a incubar em
posicdo invertida. As colonias vao aparecer isoladas a superficie ou entdo, no interior do

agar @.

5.10. PROCEDIMENTO PARA A DESCONTAMINACAO, LAVAGEM
E ESTERILIZACAO DO MATERIAL DE MICROBIOLOGIA

A descontaminacdo do material € feita pelo método de esterilizacdo pelo calor e tem
como finalidade a remecdo de todos os microrganismos vivos — células vegetativas, virus e
esporos. A esterilizacdo depende do tempo de exposicio ao método selecionado ©.

O calor humido - autoclave é mais eficiente e leva menos tempo. Para que a
esterilizacdo possa ser bem-sucedida € preciso que 0s microrganismos estejam em contacto
direto com o calor e, se estiverem protegidos por camada de matéria organica ou dentro de
embalagens é necessario algum tempo para que o calor as atinja. Os microrganismos nao
sdo inativados instantaneamente, devendo ser expostos durante um periodo de tempo a
uma temperatura especifica. O tempo de esterilizacdo corresponde ao tempo a que 0s
materiais estdo a temperaturas de esterilizagdo e ndo inclui o tempo de penetragdo ou 0
tempo de atingir a temperatura de esterilizagdo ©.

Apos a utilizagdo do material, este é conduzido a sala de lavagem, dentro do carro do
material ou de um tabuleiro préprio. Aqui, 0 material é colocado na zona do material para

descontaminacao.
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Esta é feita em autoclave a 121°C durante 20 minutos. Apds a descontaminacgao o
material reutilizvel vai para a zona de material sujo. O material descartavel vai para o
contentor do lixo ©.

Apbs a descontaminacdo do material, procede-se a lavagem manual do material. Aqui,
deve-se mergulhar o material em agua, detergente e lixivia a 5%. De seguida lava-se com
agua quente o material e enxagua-se bem e passa-se duas vezes por &gua desionizada.
Deixa-se 0 material a escorrer e seca-se na estufa a temperatura de 90°C. Apds este
procedimento transfere-se o material para a mesa de esterilizacdo. A esterilizacdo, na
estufa faz-se durante 60 minutos a 170°C. Apos este procedimento guarda-se o material

nos armarios, atras do material mais antigo ©.
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6. CONTROLO DE QUALIDADE EXTERNA

O controlo de qualidade do laboratério garante a qualidade de todo o trabalho
realizado e que este segue as normas estabelecidas, bem como permite que 0s materiais e
equipamentos sejam conservados de forma correta ©.

A implementacdo do controlo de qualidade externa permite aos laboratorios participar

de ensaios interlaboratoriais, de forma a testar a qualidade e eficiéncia do trabalho.
Séo efetuados 4 ensaios com duas amostras diferentes por ensaio que podem corresponder
a 4guas de consumo humano — abastecimentos ou aguas para fins recreativos — piscinas. As
amostras sdo enviadas pelo Instituto Ricardo Jorge na forma de lenticulas e posteriormente
hidratadas segundo as indicagdes do fabricante ©.

A hidratacdo das lenticulas segue o protocolo ja referido anteriormente (ponto
5.3).Para a preparacdo dos meios de cultura e reagentes deve-se recorrer a componentes e
produtos quimicos de qualidade reconhecida ou utilizam-se meios e reagentes
comercialmente disponiveis ©.

Estas amostras sdo tratadas como se fossem amostras de rotina.

Os resultados sdo registados na folha do relatério que acompanhou a amostra e
devem ser enviados até a data limite. Posteriormente os resultados exatos serdo enviados

para o laboratério bem como a classificacdo deste ©.
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7. CLASSIFICACAO DAS AGUAS

Na tabela seguinte apresentam-se os diferentes tipos de aguas pesquisados, 0sS

microrganismos pesquisados, as temperaturas e tempos de incubacdo, os meios de cultura

utilizados, bem como os valores paramétricos admitidos ©.

Microrganismos pesquisados, .
. , Meios de cultura .
Tipos de aguas temperaturas e tempos de - Valores paramétricos
. ~ utilizados
incubacéo
Termdfilos 37°C/48h WPCA -
Meso6filos 22°C/72h WPCA -
Abastecimento Coliformes totais/ E.coli 37°C/48h LSA 0
Clostridium perfringens 44°C/24h TSC 0
A B C D
Termofilos 37°C/24h WPCA 5 5 20 20
Mesdfilos 22°C/72h WPCA 20 | 20 | 100 | 100
Coliformes totais/ E.coli 37°C/48h LSA 0 0 0 0
Termas
Enterococos 37°C/48h SB 0 0 0 0
Pseudomonas 37°C/48h Pseudomonas-CN 0 0 0 0
Esporos de Clostridium
perfringens 37°C/24h TSA 0 0 0 0
Piscinas Estafilococos 37°C/48h MSA 0
(Superficie) Pseudomonas 37°C/48h Pseudomonas-CN 0
Meso6filos 37°C/24h WPCA 100
Piscinas . . - mo
(Profundidade) Coliformes totais/ E.coli 37°C/48h LSA 10/0
Enterococos 37°C/48h SB 0

Tabela 1 - Classificacdo das aguas
Fonte: Laboratorio de Sadde Pablica, ULS Guarda

A- Captacéo;

B- Agua em contacto com as mucosas respiratérias, oculares e outras mucosas internas;

C- Agua utilizada em banhos e duches;

D- Linha de engarrafamento.
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8. PESQUISA E QUANTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

No Laboratorio de Saude Pablica da ULS da Guarda séo pesquisados e quantificados
0S seguintes microrganismos:

/¥ Microrganismos cultivaveis — mesofilos e termdfilos

/¥ Clostridium perfringens

#¥ Esporos de bactérias anaerdbias sulfito-redutoras

#¥ Coliformes totais e E. coli

7% Staphylococcus aureus

/¥ Enterococcus faecalis

/¥ Pseudomonas aeruginosa

Segue-se, de seguida, uma descricdo de cada um destes microrganismos.

8.1. PESQUISA E QUANTIFICACAO DE MICRORGANISMOS
CULTIVAVEIS A 37°C E A 22°C

As aguas contém uma variedade de microrganismos derivados de vérias fontes, tais
como o solo e a vegetacdo. A quantificacdo dos varios nimeros de microrganismos fornece
uma informacdo util para assegurar e vigiar a qualidade da dgua. As contagens séo feitas
para microrganismos capazes de formar colénias em agar a 37 e a 22°C 9.

A contagem das coldnias vai ser Util para assegurar a integridade das fontes de aguas,
a eficécia dos processos de tratamento como a desinfecdo e fornece, ainda, um indicador da
qualidade da limpeza integridade dos sistemas de distribuicdo das aguas.

Esta também pode ser usada para assegurar a capacidade de poder ser fornecida para a
preparacdo de alimentos e bebidas, onde a 4gua deve conter poucos microrganismos para
evitar a contaminacdo dos produtos. O valor médio das col6nias usado para monitorizar as
alteracdes é baseado numa monitorizacdo por periodos alongados. Quando existe um
aumento brusco da contagem, este é um aviso precoce de poluicdo, que deve ser analisada.

As normas europeias especificam um método para a enumeracdo de microrganismos
cultivaveis em agar nutritivo, em aerobiose a 37 e a 22°C .

Esta andlise vai ser feita a todos os tipos de amostras tratadas. Nas aguas de

abastecimentos e termas faz-se a contagem do numero de coldnias que se desenvolvem em
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gelose nutritiva a 37°C durante 48 horas e 24 horas respetivamente e a 22°C durante 72
horas, enquanto que nas piscinas apenas se faz a contagem a 37°C durante 24 horas.

O numero de UFC deve ser contado por mL de amostra de 4gua, a partir do nimero de
coldnias formadas no meio, sendo o meio aqui utilizado o WPCA &9,

Os microrganismos cultivaveis sdo todas as bactérias aerdbias, leveduras e fungos
que sdo capazes de formar coldnias num meio especifico e nas condi¢bes anteriormente
descritas.

O meio utilizado para a enumeracdo destes microrganismos ¢ o WPCA, em que 0
crescimento de bactérias aerdbias é favorecido pelas substancias nutritivas existentes na

peptona e os fatores de crescimento estdo presentes nas leveduras ©.

Procedimento para a enumeracao de microrganismos mesofilos e termofilos:
Semeia-se quatro placas de Petri com 1mL de

amostra (duplicado para cada temperatura). Adiciona-

se 0 meio de cultura e incorpora-se por rotacdo das

placas. O tempo entre a adicdo da amostra e a

\ incorporagdo ndo deve exceder os 15 minutos.

llustragdo 10-Microrganismoscultivéveis‘é As placas invertidas sdo incubadas, duas a
37°C e a 22°C em meio de WPCA
Fonte: 36+2°C durante 44+4h ou a 36+2°C durante 24 horas
http:/Avww.esh.ucp.pt/twts/motor/display_texto. paras as amostras de aguas de nascentes naturais,
asp?pagina=numerototaldemicroorganismos200  minerais e termais e as outras duas a 22+2°C durante
405117308664&bd=cec
68+4horas ®®).

As placas sdo examinadas apds serem retiradas
das estufas. Contam-se as UFC (unidades formadoras de coldnias) nas placas
correspondentes as duas temperaturas e calcula-se a média do nimero de colo6nias
(lustracao 10).

Os resultados sdo expressos em UFC/mL de amostra para cada temperatura de
incubacdo. Se ndo houve crescimento de coldnias nas placas inoculadas, expressa-se 0
resultado em 0 UFC/mL; se crescerem mais de 300 colo6nias, expressa-se o resultado como
superior a 300 UFC/mL.

Durante os procedimentos devem ser seguidos os procedimentos de controlo de
qualidade referentes aos meios de cultura, controlo analitico (ensaios em branco) e

controlo de temperaturas .
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81. PESQUISA E QUANTIFICACAO DE CLOSTRIDIUM
PERFRINGENS

Os clostridios sulfito redutores sdo organismos anaerdbios esporulados e redutores de
sulfitos, considerados como indicadores de poluicéo fecal. A sua forma esporulada é muito
mais resistente do que as formas vegetativas sendo, também resistente ao cloro.

Estes tém um papel auxiliar na avaliacdo de uma agua. No trato intestinal do Homem e
dos animais formam esporos que sao resistentes a temperatura, ao contrario das células
vegetativas. A monotorizacdo do Clostridium perfringens em todas as fases do tratamento
da 4gua vai ser Util na avaliacdo da eficacia do tratamento 9,

Importa, ainda, fazer a distincdo entre Clostridium perfringens presumiveis e
Clostridium perfringens confirmados. As primeiras sdo bactérias Gram positivos,
anaerobias estritas formadoras de esporos, que produzem colénias de cor negra a castanhas
amareladas em meio de Triptose Sulfito Cicloserina Agar (TSC) apds a incubagdo a 44°C
durante 24 horas. As segundas sdo bactérias que produzem colonias caracteristicas em

TSC, sdo imoveis, reduzem nitratos a nitritos, fermentam a lactose e liquefazem a gelatina.

Procedimento para a enumeracao de Clostridium perfringens

A pesquisa e quantificacdo deste microrganismo
faz-se pelo método da membrana filtrante, onde se
utiliza uma membrana com 0,45um de porosidade,
sendo esse procedimento aplicado a uma amostra de

agua destinada ao consumo humano e, sempre que

lustragdo 11 - Clostridium perfringens  necessario, pode ser aplicado a outras amostras desde

em meio de TSC que ndo contenham particulas ou matérias em suspensao

Fonte: www.google.pt
que possam interferir com a filtragéo ©*.

Quando se faz a contagem de células vegetativas e esporos, o tratamento inicial com
calor ndo é feito. Assim, filtram-se 100 mL de amostra através de uma membrana que vai
ser colocada, com a face quadriculada voltada para cima, num meio diferencial de TSC,
coberto com dupla camada de agar nutritivo (ajuda a produzir ambiente de anaerobiose) e

incuba-se a 44°C durante 24horas (llustracdo 11). Esta incubacéo € feita com as placas néo
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invertidas numa jarra de anaerobiose, onde se junta um indicador e um gerador deste
ambiente.

A coloragéo caracteristica destas colénias (negras a castanhas amareladas) deve-se a
reducdo do sulfito a sulfureto que reage com o ferro presente no meio e a Cicloserina
presente no meio serve de inibidor a outras espécies de bacillus .

Contam-se as coldnias caracteristicas e, de seguida realizam-se 0s testes

confirmatorios.

Confirmacéo de Clostridium perfringens

Para se fazer a confirmacgdo de Clostridium perfringens a partir de colonias suspeitas
deve-se recorrer a um conjunto de testes.

Assim, repicam-se colonias suspeitas para duas placas que contém um meio nutritivo
de gelose de sangue, onde uma vai incubar em aerobiose e a outra em anaerobiose, durante
24 horas a 37°C. Apds o periodo de incubacdo observa-se o crescimento de coldnias na
placa que incuba a anaerobiose e a auséncia de crescimento nas placas que incubam em
aerobiose ).

Nas coldnias caracteristicas de Clostridium perfringens visualizam-se zonas claras de
hemolise na gelose de sangue. Os testes de confirmacéo - reducdo de nitratos, mobilidade,
liguefacdo da gelatina e fermentacéo da lactose, realizam-se nas subculturas que apenas

apresentam crescimento em anaerobiose — anaerdbios estritos.

Verificagdo da reducdo dos nitratos e da mobilidade

Antes da utilizagdo do meio de Nitrato-Mobilidade, deve fazer-se a sua regeneracéo
num banho em agua em ebuli¢cdo durante 15 minutos e, de seguida arrefece-se 0 meio
rapidamente, provocando a sua solidificacéo.

Inocula-se 0 meio por picada e incuba-se em condigdes de anaerobiose a 37°C durante
24 horas. Apos a incubagdo examinam-se os tubos para se verificar a ocorréncia ou ndo de
crescimento ao longo da estria da sementeira. A mobilidade é visivel pelo crescimento
difuso no meio, para além da estria .

Quando se verifica a mobilidade, invalida-se a hipotese da presenca de Clostridium
perfringens sempre que haja um crescimento difuso ao longo do tubo, pois este

microrganismo é imovel.
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Para testar a presenca de nitratos adiciona-se a cada tubo uma quantidade igual de
nitrato A e nitrato B. A formacdo de um anel vermelho confirma a presenca de nitratos.
Quando ocorre a formacédo de um anel transparente, deve confirmar-se a reducéo direta de
nitratos a azoto livre, adicionando uma pequena quantidade de pé de zinco. Se se verificar
a formacéo de um anel vermelho, comprova-se que néo ocorreu reducéo direta de nitratos a

azoto livre &,

Verificacdo da fermentacéo da lactose e liquefacao da gelatina

Também aqui, antes da utilizacdo do meio, procede-se a sua regeneracdo e rapido
arrefecimento.

Inocula-se 0 meio e incuba-se a 36+2°C durante 24 horas. Apds a incubacdo em
ambiente de anaerobiose, observa-se a fermentacdo da lactose que provoca a acidificacdo
do meio (muda a cor de vermelho para amarelo), a producdo de gas e a liquefacdo da
gelatina.

O Clostridium perfringens, no meio de TSC agar produz coldnias negras, é imovel,
reduz nitratos a nitritos, produz &cido e gas a partir da lactose e liquefaz a gelatina em 48
horas.

Em cada série de ensaios deve-se realizar um controlo positivo e negativo. Para isso,
utiliza-se uma estirpe sem pasteurizacdo da estirpe de Clostridium perfringens como

controlo positivo e uma estirpe de E. coli como controlo negativo ¢,

82. PESQUISA E QUANTIFICACAO DE ESPOROS DE
BACTERIAS ANAEROBIAS SULFITO-REDUTORAS

Os esporos de bactérias anaerdbias sulfito-redutores estdo muito difundidos no meio
ambiente, estando presentes na matéria fecal humana e animal, assim como nas aguas
residuais e no solo. Estes esporos, ao contrario dos coliformes, sobrevivem muito tempo na
agua pois sao resistentes a acdo do cloro e de outros fatores fisicos e quimicos, podendo
fornecer informacg6es sobre uma possivel poluicdo remota e ainda sdo Uteis na avalia¢do da
eficacia do tratamento das aguas >0,

As bactérias anaerobias sulfito redutoras sdo bactérias que produzem esporos,

pertencem a familia Bacillaceae e ao género Clostridium.
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A pesquisa dos esporos presentes numa amostra requer a selecéo destes, a filtragdo por
membrana de 0,22um e a sua incubagdo em ambiente de anaerobiose.

A selecdo dos esporos faz-se através do aquecimento da amostra a 75°C durante 15
minutos, tempo suficiente para destruir as formas vegetativas. Apds a filtracdo desta
amostra faz-se a incubacdo da membrana em meio seletivo de TSA agar que contém sulfito
de ferro, coloca-se uma dupla camada de gelose nutritiva que ajuda a preservar o ambiente

de anaerobiose e a incubacéo é feita a 37°C durante 48 horas .

Procedimento para a enumeracéao de esporos de Clostridium perfringens

Antes de se proceder ao ensaio faz-se uma pasteurizagdo da amostra, cerca de 50 mL
num banho de agua a 75+5°C durante 15 minutos a partir do momento em que é atingida
essa temperatura.

Para controlo da temperatura utiliza-se um tubo de ensaio com um volume de &gua
semelhante ao da amostra, onde se coloca o termometro.

Esta pesquisa é efetuada para amostras de dguas de nascentes naturais, minerais ou
termais.

Apos a filtragdo dos 50 mL de amostra remove-se a membrana de 0,22um de poro e
coloca-se no meio de TSA com a face quadriculada voltada para cima e adiciona-se uma
segunda camada de gelose nutritiva.

As placas ndo invertidas vao a incubar em jarra de anaerobiose a 37°C durante 24 e 48
horas.

Por fim, observa-se a membrana para ver se ocorreu a formacdo de coldnias de

coloragdo negra as 24 e as 48 horas .

8.3. PESQUISA E QUANTIFICACAO DE COLIFORMES TOTAIS E
E. COLI

A presenca de coliformes totais na agua de distribuicéo torna essa agua impropria para
consumo humano, uma vez que indica que o tratamento foi insuficiente ou que ocorreu
uma contaminagdo posterior. Outras hipoteses que podem ser levantadas sdo as mas
condig¢Bes em que a colheita foi feita ou a ocorréncia de erros durante a analise da amostra.

Qualquer que seja a origem, esta representa um sinal de alerta pelo que se deve

averiguar a origem da contaminacéo.
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Os coliformes sdo bactérias Gram negativos, ndo formadoras de esporos, oxidase
negativa, capazes de crescer em aerobiose e anaerobiose na presenca de sais biliares, sdo
capazes de fermentar a lactose com a producéo de acido em 48 horas quando incubados a
37°C e possuem a enzima B-galactosidase ¢*10.

A E. coli possui, para além das caracteristicas dos coliformes, a capacidade de
produzir indol a partir do triptofano em 24 horas a 44°C e/ou hidrolisam o 4-
methylumbelliferil-B-D-glucuronideo (MUG), apresentando florescéncia a luz UV.

Importa distinguir Bactérias lactose positivas de Bactérias coliformes e de E. coli.
Assim, as Bactérias lactose positivas sdo bactérias capazes de formar coldnias em
aerobiose a 37°C num meio de cultura seletivo de LSA com a producdo de &cido; as
Bactérias Coliformes sdo bactérias lactose positivas que ndo possuem oxidase e a E. coli
é um coliforme capaz de produzir indol a partir do triptofano em 24 horas a 44°C, hidrolisa
0 MUG e apresenta florescéncia a luz UV.

O método passa pela filtragdo por membrana da amostra e a incubagdo desta num meio
seletivo de LSA com posterior confirmacdo das colonias lactose positiva, confirmacéo e
quantificacdo de Coliformes totais e E. coli.

As colonias caracteristicas sdo contadas como bactérias lactose positiva. Para a
confirmagdo de Coliformes totais e E. coli faz-se uma subcultura das colonias
caracteristicas selecionadas ao acaso e realizam-se 0s testes confirmatorios: lactose,

oxidase, fluorescéncia e producgo de indol ¢,

Procedimento para a enumeracao de coliformes totais e E. coli

Ap6s a homogeneizagdo da amostra filtram-se
100mL de amostra de aguas de abastecimento e piscinas e
250mL de amostra de aguas termais. Coloca-se a
membrana com 0,45um de porosidade num meio seletivo

de LSA, certificando-se que n&o fica ar por baixo da

membrana.
A placa incuba a 37°C durante 24 horas e observa-se
o0 crescimento de col6nias. Contam-se como colénias

llustragéo 12 - Coldnias suspeitas de E.coli . o .

. lactose positivas todas as colonias caracteristicas, sem
em meio de LSA

Fonte: ULS Guarda mencionar o tamanho, de cor amarela ou laranja a

superficie da membrana (llustracéo 12).
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Para se efetuarem os testes confirmatdrios é necessario proceder a subcultura de todas
as colonias caracteristicas ou de um ndmero representativo de cada tipo para um meio
nutritivo ndo seletivo, WPCA, pois o0s testes confirmatorios ndo devem ser efetuados nos
meios seletivos uma vez que podem influenciar os resultados, gerando resultados falso-
positivos ou falso-negativos e deve-se recorrer a culturas puras para se fazerem 0s mesmos.
As coldnias a confirmar incubam a 37°C durante 24 horas em placas que contém WPCA e

procedem-se aos testes confirmatérios de Coliformes totais e de E.coli ¢,

Testes de confirmacéo da presenca de Coliformes totais

Uma das caracteristicas dos coliformes é a auséncia da enzima oxidase, logo este é um
teste simples que elimina de imediato as colonias que apresentam esta enzima.

Colocam-se duas ou trés gotas do reagente oxidase preparado previamente num papel
de filtro. Com a ajuda de uma ansa de pléastico espalha-se uma colénia no papel de filtro. O
aparecimento de uma cor rosa-purpura em 30 segundos indica que a oxidase é positiva.

Apds a realizacdo deste teste, eliminam-se todas as coldnias oxidase positiva e
repicam-se as colonias oxidase negativas para um tubo que contém Fluorocult que vai
incubar a 37°C durante 24 horas. Observa-se a viragem da cor do meio de roxo para
amarelo devido a acidificacdo do meio provocada pela fermentacdo da lactose, o que

confirma a presenca de bactérias coliformes totais ©*.

Confirmacao da presenca de E.coli

Também aqui repicam-se as coldnias que cresceram no meio de LSA para um meio

néo seletivo de WPCA que vai a incubar a 37°C durante 24 horas.
Apdbs a confirmacdo da oxidase negativa destas coldnias faz-se uma subcultura para um
tubo de Fluorocult que vai a incubar a 44°C durante 24 horas. Aqui verifica-se a
fermentacdo da lactose pela acidificagdo do meio e consequente viragem da cor de roxo
para amarelo, a fluorescéncia deste sob a luz UV e a producéo de indol.

A producdo de indol ¢ verificada pela adicdo do reagente de Kovac’s, pois alguns
microrganismos tém a capacidade de clivar o triptofano presente no meio e formar um anel
vermelho cereja.

Assim, contam-se as colonias que séo oxidase negativa e lactose positiva como sendo
coliformes totais, enquanto que as coldnias oxidase negativas, lactose positivas,

apresentadoras de fluorescéncia e/ou producdo de indol s&o E. coli.

Vera Licia Almeida Martins | Guarda, 2013

54



Laboratério de Saude Publica, ULS Guarda
Relatorio de Estagio Profissional 11

Durante os procedimentos de quantificagéo e enumeracgéo de coliformes totais e E. coli
deve-se ter em conta o controlo de qualidade referente aos meios de cultura utilizados,
controlo analitico — ensaios em branco, controlo de temperatura da sala e, ainda se deve
assegurar que todo o procedimento é efetuado em ambiente o mais asséetico possivel.

Ao longo do procedimento € usado um controlo positivo — estirpe de E. coli e um
controlo negativo — Pseudomonas aeruginosa, testando todos os meios e reagentes

utilizados G2,
8.4. PESQUISAE QUANT|F|CAQAO DE ESTAFILOCOCOS

Os Staphylococcus sdo cocos Gram positivos,
com agrupamento em cacho, aerébios e
anaerobios facultativos e produtores de catalase.
Pertencem a familia Micrococcaceae e uma das

caracteristicas a que se deve dar atencdo é que

podem ou n&o ser produtores de coagulase ¢>19.
Ilustracdo 13 - Colénias suspeitas de Os Staphylococcus produtores de coagulase —
estafilococos em meio de MSA coagulase positiva, sdo bactérias que, para além

Fonte: ULS Guarda L. . .
das caracteristicas anteriormente descritas,

produzem enzimas capazes de coagular o plasma de certos animais. Um exemplo destas
bactérias sdo os Staphylococcus aureus.

Os Staphylococcus séo transmitidos pelas aguas dos banhos, dai ser fundamental a sua
pesquisa nas dguas de piscinas e aguas naturais.

As amostras de aguas para fins recreativos séo filtradas pelo método de membrana
(com 0,45um de porosidade), sendo esta posteriormente colocada em meio de MSA que
vai a incubar a 37°C durante 48 horas.

Apos a incubacdo observa-se o crescimento de colonias que se desenvolveram a
superficie e contam-se os varios tipos de coldnias suspeitas — brancas e amarelas,
envolvidas ou ndo por um halo amarelo.

Repicam-se as coldnias caracteristicas para um meio nao seletivo de WPCA que vai a
incubar a 37°C durante 24 horas, sendo estas utilizadas para se fazerem os estudos

confirmatorios.
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Apos a incubacdo destas coldnias faz-se a coloracdo de Gram, onde se observa a
morfologia. Os estafilococos apresentam-se na forma de cocos e agrupados em cachos.
Quando as coldnias apresentam estas caracteristicas realizam-se os testes da catalase,

determinacéo do tipo respiratorio e pesquisa da coagulase .

Coloracéo de Gram

A coloracdo de Gram é uma coloracdo
GRAM+ GRAM -

/ ; ; © Fixagdo
‘ v O diferente comportamento das bactérias em

Cristal _}
| Violeta ) ~ N ~ .
-7 Q s relacdo a coloracdo deve-se ao facto de os dois

diferencial especifica para bactérias.

grupos de bactérias apresentarem parede celular
quimica e estrutural distintas ©.
As diferengas mais relevantes residem no

facto de a parede celular das bactérias Gram

positivos ndo apresentarem lipidos, enquanto

que a parede celular das bactérias Gram

llustracdo 14 - Coloragdo de Gram
Fonte: www.google.pt negativos apresentam um alto teor destes e no

facto de o peptidoglicano ser mais abundante nas
Gram positivos, representando cerca de 50 a 90% do peso total da parede celular, enquanto
gue nas Gram negativos apenas representam cerca de 10% do peso @
Estas diferencas vdo ter repercussdes na arquitetura da parede celular, sendo estas
diferencas importantes para a coloracdo Gram.

Assim, o primeiro corante — violeta de cristal, cora todas as bactérias de roxo; o
lugol vai fixar este corante nas células e o alcool — acetona vai destruir os lipidos das
membranas formando “buracos” na parede celular das bactérias Gram negativos, ricas em
lipidos, permitindo a saida do primeiro corante e a entrada do Gltimo corante, a safranina
que lhes vai conferir uma cor avermelhada .

Sdo estas diferencas na parede celular das bactérias que permitem que as bactérias
Gram positivos corem de roxo e as Gram negativos se apresentem avermelhadas .

De seguida, apresenta-se o procedimento utilizado para a coloracéo de Gram ©.
1. Cobrir o esfregaco, ja fixado a chama do bico de Biinsen, com solucéo de cristal de
violeta durante 1 minuto;

2. Lavar com agua corrente;
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Cobrir com lugol e deixar atuar durante 1 minuto;

Lavar com &gua corrente;

Descorar com agua — acetona até que nao saia mais cor violeta do esfregaco:
Lavar com &gua corrente;

Cobrir a superficie com solucéo de contra coloragdo — safranina durante 1 minuto;

L N o g A~ W

Lavar com &gua corrente, deixar secar e observar ao microscopio.

Pesquisa catalase

Coloca-se uma gota da solucdo do reagente da catalase (solugdo de perdxido de
hidrogénio a 3%) sobre uma lamina, repica-se uma coldnia suspeita e coloca-se em
contacto com o reagente.

A catalase € uma enzima presente nas células dos microrganismos aerdbios. Esta cliva
o0 peroxido de hidrogénio toxico para a bactéria, produzindo &gua e oxigénio. A formacao
de bolhas de oxigénio indica a presenca de colénias catalase positiva .

Determinacdo do tipo respiratério

O meio utilizado para fazer este estudo é o0 MEVAG. Antes da sua utilizacdo deve
proceder-se a sua regeneragdo. Os tubos devem ser mantidos a 45+1°C e a partir de uma
colonia isolada, inocula-se 0 meio com a ajuda de uma ansa e com movimentos helicoidais
de baixo para cima. O meio deve solidificar imediatamente e vai a incubar a 37°C durante
24 horas.

Como os estafilococos sdo aerdbios e anaerdbios facultativos verifica-se um
crescimento difuso ao longo do tubo.

Este meio permite fazer a distingdo entre o género Staphylococcus do género
Micrococcus, pois 0s primeiros sdo bactérias aerobias e anaerdbias facultativas apresentam
crescimento ao longo do tubo, enquanto que o0s segundos apresentam crescimento apenas a

superficie do tubo (aerébios estritos) ).

Pesquisa da coagulase
Os Staphylococcus aureus sdao um microrganismo patogénico, sendo de extrema
importancia a sua detecdo e distincdo das outras espécies. Uma prova que permite fazer

esta distin¢do € a producdo de coagulase, sendo estes coagulase positiva.
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Para a pesquisa da coagulase livre utiliza-se plasma de coelho, transferindo-se algumas
colonias suspeitas para tubos pequenos que contém o plasma e incuba-se a 37°C durante 24
horas. Os estafilococos produtores de coagulase formam um coagulo no tubo ©.

Na listagem de resultados deve-se fazer a distin¢do entre estafilococos produtores de
coagulase e estafilococos ndo produtores de coagulase.

Durante os procedimentos deve-se realizar um controlo positivo e um controlo
negativo. Como controlo positivo utiliza-se uma estirpe de Staphylococcus aureus e como
controlo negativo utiliza-se uma estirpe de estafilococos epidermidis (teste da coagulase) e

uma estirpe de micrococos (pesquisa do tipo respiratério) .
8.5. PEQUISAE QUANTIFICA(;AO DE ENTEROCOCCUS

Os enterococcus funcionam como indicadores da poluicdo fecal antiga. Sdo cocos
Gram positivos que tém a capacidade de reduzir o cloreto de tetrazolio a formazona em
meio especifico de SB, ndo presentam reacao a catalase e hidrolisam a esculina em meio
especifico de Bilis-esculina.

A pesquisa deste microrganismo é efetuada para todas as amostras de aguas de
piscinas e de 4guas termais.

A enumeracdo dos enterococos faz-se através da filtracdo da amostra por membrana
de 0,45 um de porosidade. A membrana é posteriormente colocada em meio especifico de
SB que contem azida sodica que impede o crescimento de bactérias Gram negativos e
cloreto de tetrazolio (cloreto 2,3,5 — trifeniltetrazolium) incolor que é reduzido a
formazona vermelha pelos enterococos.

As coldnias tipicas coram de vermelho castanho ou rosa ap6s a incubagdo a 37°C
durante 48 horas.

As colonias tipicas sdo confirmadas apds a transferéncia da membrana, com a face
quadriculada voltada para baixo, para um meio pré aquecido de Bilis-esculina que incuba a
44°C durante 2 horas.

Os enterococos hidrolisam a esculina do meio e o produto final 6,7
dihidroxicumarina, quando combinada com os i6es de ferro formam uma cor negra difusa
no meio. A bilis presente no meio inibe o crescimento de outras bactérias.

Também aqui, as amostras devem ser acompanhadas por um controlo positivo —

estirpe pura de enterococos fecais e um controlo negativo — estafilococos aureus ¢,
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86. PESQUISA E QUANTIFICACAO DE PSEUDOMONAS
AERUGINOSA

As pseudomonas sdo um grupo de bactérias aerdbias Gram negativos, em forma de
bastonete, direitos ou ligeiramente curvas. E um grupo muito heterogéneo que produz um
pigmento verde amarelado e fluorescente sob radiacéo UV 19,

As pseudomonas aeruginosa € um organismo patogénico oportunista capaz de se
desenvolver em meios com fracas concentracfes de nutrientes. Esta desenvolve-se num
meio seletivo de Pseudomonas CN que contem cetrimida. E um organismo oxidase
positivo, produz fluorescéncia e é capaz de hidrolisar a caseina em meio de cetrimida com
leite.

Este este é feito para amostras de aguas para fins recreativos e para aguas termais. A
membrana de 0,45um de porosidade é colocada num meio seletivo e incuba a 37°C durante
24 e 48 horas. Contam-se como coldnias suspeitas todas as colénias caracteristicas sobre a
membrana ap0ds a incubacao.

As coldnias caracteristicas sdo produtoras de pigmentacdo verde azulado que podem
ser confirmadas quando existem davidas, ou entdo, apresentam-se sem pigmentacdo mas
com fluorescéncia ou castanho avermelhadas que necessitam sempre de confirmacéo.

A coloracdo verde azulada é dada pela producdo de piocianina que € favorecida pelo
cloreto de magnésio e sulfato de potéssio, sendo a cetrimida um inibidor de outros
microrganismos.

As colonias caracteristicas sdo repicadas para um meio ndo seletivo de WPCA que
incuba a 37°C durante 24 horas.

As colonias que apresentam verde azulada, apos repicagem, é feito o teste da oxidase,
onde um resultado positivo indica a presenca de Pseudomonas aeruginosa.

As col6nias sem pigmentacdo ou de cor castanho avermelhado, apds a repicagem para
meio ndo seletivo, faz-se os testes confirmatorios — teste da oxidase, producdo de

fluorescéncia e hidrédlise da casease em meio seletivo de Skim Milk 2.

Confirmacéo de Pseudomonas aeruginosa
Como descrito anteriormente, as coldnias que quando observadas sob luz UV
produzem fluorescéncia, sdo produtoras de piocianina e sdo oxidase positiva sdo

consideradas P.aeruginosa. As colonias castanho avermelhadas, sem pigmentacdo mas
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com fluorescéncia, apds teste de oxidase positiva, sdo repicadas para um meio de Skim
Milk que incuba a 37°C durante 24 horas. Apds a incubacdo verifica-se a hidrdlise da

caseina no meio (digestdo ou coagulacéo da caseina do leite).

Hidrolise . .

L. Teste N Confirmacéo

Colonias oxidase Fluorescéncia casease P aeruginosa
(Skim Milk) | -a€TUd
Azuis esverdeadas + + ] e Sim
Castanho/avermelhadas + + + Sim
Fluqrescentes~sem + + + sim

pigmentacado

Tabela 2 - Confirmacdo de Pseudomonas aeruginosa
Para controlo da qualidade utiliza-se um controlo negativo — E. coli e um controlo

positivo — estirpe de P. aeruginosa, para além dos testes em branco, controlo da
temperatura e condicBes de assepsia .
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CONCLUSAO

Durante a realizacdo deste estagio pude verificar a importancia das atividades que um
profissional de salde, dentro do Laboratério de Salde Publica desempenha, tendo como
objetivo uma boa analise das amostras recebidas, com vista a uma melhor qualidade da
agua junto ao publico em geral.

Uma boa analise das amostras é importante pois, resultados incorretos podem ter um
forte impacto na economia e na saude publica, onde resultados falso-positivos podem levar
a medidas desnecessarias tais como encerramento dos locais de recreio e a divulgacéo de
avisos como a fervura da agua da rede de abastecimentos, que podem tornar-se medidas
muito dispendiosas, e os falso-negativos podem expor a populacédo a riscos diretos para a
salde publica devido ao consumo de aguas inadequadamente tratadas ou nadar em aguas
poluidas.

Para mim, este estagio foi fundamental enquanto profissional de salude e cidadd, uma
vez que me permitiu ter bases importantes para avaliar determinadas situacdes que possam
vir a ocorrer futuramente. Foi importante descobrir que os critérios para a avaliacdo de
uma agua ndo passam sé pelas suas caracteristicas organoléticas, existindo uma serie de
condicdes, como as analises fisico-quimicas (quantificacdo do cloro, do aluminio, o pH,
entre outros) a que se deve estar atento e que nem todos 0s microrganismos presentes na
agua representam um risco para 0 consumo humano.

Outro aspeto que destaco é a importancia da acreditacdo do Laboratério de Salde
Publica, uma vez que transmite uma maior confiancga, por parte do utente, em relacdo aos
resultados obtidos.

Uma vez que o Laboratério de Salde Publica é acreditado, todos os procedimentos
seguem uma ordem pré-definida, o que vai minimizar os riscos (tanto a nivel do operador
como da obtencdo de resultados incorretos) durante a pesquisa e a quantificacdo de
microrganismos nas amostras recebidas.

Neste estagio, tive a oportunidade de participar na pesquisa e quantificacdo de
microrganismos 0 que me permitiu desenvolver as minhas capacidades dentro de um
laboratdrio. Tive ainda a oportunidade de participar no controlo de qualidade interno do
laboratorio, nomeadamente ao nivel do controlo das bancadas, do ar ambiente e das estufas

de incubacao.
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Este estdgio também contribuiu para a minha formag&o e permitiu-me adquirir novos
conhecimentos, bem como consolidar conhecimentos tedricos adquiridos durante 0s

periodos letivos.

Vera Licia Almeida Martins | Guarda, 2013

62



Laboratério de Saude Publica, ULS Guarda
Relatorio de Estagio Profissional 11

BIBLIOGRAFIA

10.

ESCOLA SUPERIOR DE SAUDE DO INSTITUTO POLITECNICO DA
GUARDA (2012/2013) — Regulamento Especifico Estagio Profissional | — Estagio
de Integracgdo a Vida Profissional. Guarda;

FERREIRAW.F.C.; SOUSA, J.C.F. (1998) — Microbiologia — volume I; Lisboa;
Lidel.

OLIVEIRA, J. F. S.; MENDES, B. (2004); Qualidade da &gua para consumo
humano; Lisboa; Lidel.

LIGHTFOOT, N. F.; MAIER, E. A. (2003); Analise microbiologica de alimentos e
agua,; Lisboa; Fundacdo Calouste Gulbenkian.

LABORATORIO DE SAUDE PUBLICA - ULS GUARDA (2013);
Procedimentos internos utilizados pelo laboratdrio; Guarda.

Decreto-Lei n° 306/2007 de 27 de agosto. Diario da Republica — 12 Série n° 164
(27-08-2007).

Decreto-Lei n° 243/2001 de 05 de setembro. Diério da Republica — 12 Série n® 206
(05-09-2001).

Decreto-Lei n® 90/1990 de 16 de marco. Diario da Republica — 12 Série n° 63 (16-
03-1990).

Decreto-Lei n® 142/2004 de 11 de junho. Diério da Republica — 12 Série n® 136 (11-
06-2004).

FERREIRAW.F.C.; SOUSA, J.C.F. (1998) — Microbiologia — volume II; Lisboa;
Lidel.

Vera Licia Almeida Martins | Guarda, 2013

63



