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Resumo

A falta de saneamento basico, condigdes de higiene, ou acesso a agua potavel séo
problemas a nivel mundial com consequéncias nefastas para a saude publica, devido a
ingestao e utilizacdo de agua contaminada com microrganismos. No &mbito dos objetivos para
o desenvolvimento sustentavel para 2030 torna-se essencial encontrar solugbes para
contornar estes problemas de saude publica, sendo importante a aplicacido de métodos mais
eficazes na detegdo de microrganismos na agua. Consequentemente, sera possivel atuar
mais rapidamente no tratamento da agua e prevenir surtos de doengas como é o caso da
diarreia causada pela ingestdo de agua contaminada com E.coli.

Com este objetivo, sado discutidos os fatores e as técnicas que contribuem para a melhoria
da qualidade da agua, bem como a suas vantagens e limitagbes. Entre elas constam a
cloracdo e a sua monitorizagdo em conjunto com a analise microbiolégica da agua por
métodos de cultura e detecdo rapida. Atualmente as normas estabelecem os métodos
baseados em cultura como o método de referéncia para a analise microbioldgica da agua. No
entanto estes métodos apresentam niveis de rapidez insatisfatérios na obtencdo de
resultados e consequentemente na eficacia de prevencao de surtos. Neste ambito, torna-se
necessario a implementacao de técnicas com resultados mais rapidos e fiaveis como é o caso
da reacdo de polimerizagdo em cadeia quantitativa (QPCR). Esta revisdo fornece uma
descrigédo atualizada dos principios gerais, vantagens e limitagdes da qPCR assim como os
parametros de validagdo da mesma. Este método demonstrou ser uma técnica muito eficaz,
com niveis de sensibilidade e precisdo elevados que ao identificar e quantificar
simultaneamente o organismo alvo consegue obter resultados rapidos e fiaveis de modo a
tomar medidas preventivas e corretivas. Por esta razdo é proposta a adocido desta técnica
como método de referéncia para a monotorizagéo microbioldgica da agua. Existem diferentes
variantes da técnica de qPCR como a reagao de polimerizagdo em cadeia multiplex (multiplex-
PCR), nested PCR e o PCR digital (dPCR) que permitem adaptar-se as diferentes
necessidades de detecdo de microrganismos. No entanto, é necessario padronizar os
protocolos qPCR para obter concordancia relativamente aos procedimentos a adotar nos

diferentes laboratérios, sendo necessario a validagdo dos métodos adotados.

Palavras-chave: qPCR, anadlise microbiolégica, qualidade da agua, desinfecao,
desenvolvimento sustentavel



Abstract

The lack of basic sanitation services, hygiene conditions, or access to drinking water is a
worldwide problem that threatens public health due to the consumption of contaminated water
by microorganisms. In the context of the sustainable development goals for 2030, it is essential
to find solutions to overcome these public health problems and to apply more effective methods
for detecting microorganisms in the water to prevent outbreaks of diseases such as diarrhea
due to intake of contaminated water with E.coli.

Based on this goal, the factors and techniques to the improvement of water quality, as well
as its advantages and limitations are discussed. These include chlorination and monitoring
together with microbiological analysis of the water using culture and rapid detection methods.
Currently, the culture-based methods were adopted as reference methods for microbiological
analysis of water. However, these methods show unsatisfactory levels of speed in achieving
results and, consequently, in in the effectiveness of preventing outbreaks. Therefore, it is
necessary to implement techniques with faster and more reliable results such as the
quantitative polymerase chain reaction (QPCR). This review provides an up-to-date description
of the general principles, advantages and limitations of qPCR as well as its validation
parameters. This method has proven to be a very effective technique with high levels of
sensitivity and precision by simultaneously identifying and quantifying the target organism. It
can obtain rapid and reliable results to take preventive and corrective measures. For this
reason, it is proposed to adopt this technique as a reference method for the microbiological
monitoring of water. There are different variants of the gPCR technique such as multiplex-
PCR, nested PCR and dPCR which allow adapting to the different needs of detection of
microorganisms. There is, however, a need to standardize the qPCR protocols to obtain

agreement on the procedures to be adopted.

Key words: gPCR, microbiological analysis, water quality, disinfection, sustainable
development
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1. Qualidade da agua e saude

1.1. Nota introdutoria

A contaminagdo de agua para consumo humano representa uma preocupagao
significativa no que diz respeito a saude publica. O risco microbioldgico contribui para a
existéncia e evolucéo de doencas hidricas em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos com
diversos impactes na saude da populagdo e na economia. A presenca de substancias
quimicas indesejaveis ou poluentes, quer de origem natural ou antropogénica também s&o
responsaveis pelo aparecimento de nefastos problemas de saude (1). A falta de sistemas de
saneamento, leva ao aparecimento de doengas como por exemplo a diarreia de origem
infecciosa por utilizagdo e ingestédo de agua contaminada, uma das principais causas de
doenca e morte entre criangas com menos de 5 anos em paises subdesenvolvidos (2). De
modo a reconhecer a importancia da agua para o desenvolvimento das popula¢des e quais
as agoes que podem ser tomadas no sentido de contornar os varios problemas associados
ao consumo e falta de acesso a agua potavel, a Organizagéo das Nagdes Unidas (ONU) em
conjunto com outras entidades como o Fundo das Nag¢des Unidas para a Infancia (UNICEF)
e a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), desenvolveram um plano de agao a nivel
internacional: os “Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel para 2030 (ODS)” (3). Em
concordancia com estes objetivos, também séo feitos esforgos a nivel nacional para valorizar
a agua como recurso indispensavel e assegurar a disponibilidade desta com uma qualidade
satisfatéria. Para isso existem entidades responsaveis como é o caso das Aguas de Portugal,
cujo objetivo passa por conceber, construir, explorar e gerir sistemas de abastecimento de
agua e de saneamento de aguas residuais, garantindo a sustentabilidade econdmica,
financeira, técnica, social e ambiental deste recurso natural (4).

O ciclo urbano da agua corresponde a todas as etapas e fases de utilizagdo da agua desde
o momento em que é captada até ao momento da sua restituicdo a natureza. A agua captada
sofre varios tratamentos, de forma a corrigir as carateristicas fisicas, quimicas e
bacteriolégicas, tornando-a adequada para consumo. Depois da sua utilizagéo, as aguas séo
recolhidas e encaminhadas para as estag¢des de tratamento de aguas residuais (ETAR) onde
ocorrem varios tratamentos, de forma a assegurar uma qualidade adequada para a sua
libertagdo no meio hidrico recetor (rio). O saneamento seguro e a detecdo eficaz de
contaminagdes sao essenciais para a defesa da saude dos ecossistemas e humana (4) .

Ao nivel doméstico, também sdo usados sistemas de tratamento de agua, os quais
permitem a corregao ou melhoria de alguns parametros de qualidade da agua (tratamento de

afinagéo). Neste grupo de sistemas de tratamento, destacam-se os sistemas com microfiltros



(5) e os descalcificadores (6). No entanto, estes dispositivos também podem apresentar
problemas de higienizagdo (7) uma vez que a agua potavel contém bactérias aerdbicas e
heterotréficas, algumas das quais particularmente resistentes ao desinfetante (6,8). Estas
podem originar a formagao de biofilmes no interior do sistema, representando uma fonte de
contaminacgao indesejavel (9-11). A proliferagdo destes microrganismos e o desenvolvimento
destes biofilmes é maior nos filtros de carbono ativo que removem o cloro e onde os fluxos de
agua sao menores, permitindo a estagnacdo de agua. A Pseudomonas aeruginosa € a
bactéria mais frequentemente encontrada (5). Os limites definidos pelo Decreto-Lei n.°
152/2017 (12) para a presenga de microrganismos sao restritos, sendo necessario monitorizar
nao s6 a qualidade da agua, assim como, a eficacia dos processos higienizagéo, os quais
utilizam solugdes de cloro (5,13,14).

Neste contexto é vantajoso a utilizagdo de técnicas analiticas que permitem obter
resultados em tempo real da presenca e concentracédo de bactérias como a Escherichia coli
(E.coli), Pseudomonas aeruginosa e Enterococci (15,16). O método de reagéo de
polimerizagédo em cadeia quantitativa (QPCR) apresenta-se como um método de controlo
microbiologico da qualidade da agua promissor e inovador, permitindo uma avaliagdo da
qualidade da agua em 4 a 8 horas, em contraste com os métodos convencionais, como o

método de cultura, o qual s6 permite obter resultados em 24 horas a varios dias.

1.2. Desenvolvimento sustentavel: a importancia da agua

O desenvolvimento sustentavel é definido como um desenvolvimento que satisfaz as
necessidades do presente sem comprometer a capacidade das geragbes futuras de
satisfazerem as suas proprias necessidades. Para além de assegurar 0s recursos
necessarios a vida das geragoes futuras, o principal objetivo do desenvolvimento sustentavel
passa pela estabilidade econdmica, social e ambiental a longo prazo. Erradicar a pobreza em
todas as suas formas e dimensoes, aliada a prote¢ao dos direitos humanos é indispensavel e
representa o maior desafio global para atingir as metas de um desenvolvimento sustentavel.
O acesso equitativo a educagao, cuidados de saude, higiene, saneamento, agua potavel,
alimentacao, entre outros sdo direitos universais que em muitos paises, principalmente nos
subdesenvolvidos ndo sao respeitados. Por esta razéo foi criado um plano de agdo em que
constam 17 objetivos para o desenvolvimento sustentavel [Fig. 1] a serem cumpridos até
2030, o qual inclui varias areas de agcdo que em conjunto pretendem tornar o planeta mais
sustentavel e as comunidades mais justas, aumentando a qualidade de vida dos cidadaos (3).

O progresso na alimentagéo, saude, educagao, trabalho, igualdade e protegdo ambiental
esta relacionado com a disponibilidade e gestdo sustentavel de diversos recursos, entre eles

a agua e o acesso universal a sistemas eficazes de eliminagdo dos nossos residuos.



Atualmente ainda existem bilides de pessoas sem acesso a agua potavel e saneamento,
resultando em mortes evitaveis, doencas cronicas, falta de oportunidade de educacao e
reduzida produtividade (3).

Ao mesmo tempo a procura e utilizagdo de agua para a agricultura e industria,
principalmente em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, assim como o seu uso
domeéstico, esta a aumentar e a poluicdo da agua e degradacao de ecossistemas estdo a ser
agravados pelo aumento de descargas de aguas residuais ndo tratadas. E necessario
combater o fraco financiamento, planeamento e capacidade dos servigos de distribuicdo de
agua e saneamento e tornar a resolugao deste problema uma prioridade. Consequentemente,
devem ser aplicadas novas tecnologias e recolhidos dados inerentes a estes avancos
tecnolégicos, para que esta mudanga seja eficaz e seja analisado o impacte no nivel de vida
das pessoas (3).
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Figura 1 Os objetivos para o desenvolvimento sustentavel para 2030 (3)

Podemos perceber que a falta de acesso a agua potavel ou a ma utilizagdo da mesma
geram diversos problemas que sdo de extrema importancia para a preservagao da agua como
recurso natural e a reafirmacéo da sua disponibilidade como um direito universal. Existem
diversas agbes que podem ser tomadas de modo a contornar estes problemas que séo
contempladas no ODS 6, que estabelece que o0 acesso a agua potavel, criagdo de melhores
condi¢cdes de higiene e o saneamento basico, sdo direitos humanos fundamentais e que é
necessario assegurar a disponibilidade e gestdo sustentavel da agua e saneamento para
todos (3).

Os recursos hidricos estdo integrados em todas as formas de desenvolvimento (por
exemplo, seguranga alimentar, promogéo para a saude e redugdo da pobreza), na
sustentabilidade do crescimento econémico na agricultura, industria e produgéo de energia,

influenciando também a manutengédo de ecossistemas saudaveis. As estimativas sugerem



que se o ambiente continuar a ser degradado e se a utilizacdo insustentavel aplicada aos
recursos hidricos continuar, 45% do produto interno bruto, 52% da populagcdo mundial e 40%
da produgao de ganhos mundiais pode ser posta em causa em 2050. Como consequéncia
populagdes pobres e marginalizadas vao ser desproporcionalmente afetadas pela falta de
agua, aumentando ainda mais a desigualdade (3).

Neste contexto, é importante reconhecer o valor da dgua como recurso através da sua
utilizagao consciente, correto saneamento e implementagao de medidas de higiene eficazes
para o desenvolvimento de um nivel de vida melhor, que contribui para a protecdo da saude
e do meio ambiente e protegdo das comunidades mais vulneraveis (17).

O acesso universal a agua, saneamento e higiene (WASH) é essencial para acabar com
as mortes evitaveis por doengas hidricas como a diarreia, e para melhorar a nutricao, a
prestacao de servigos de saude, o bem-estar social e a produtividade econémica (17). Além
disso, a maior parte da agua captada é utilizada na agricultura, e consequentemente, a
escassez de agua limita a produgdo de comida, particularmente em paises em
desenvolvimento, onde a procura de alimentos esta a aumentar e a subnutricdo é endémica,
agravando os problemas de seguranga alimentar e de sobrevivéncia das populagdes (3).

De modo a cumprir as metas propostas, e a contornar estes problemas, o ODS 6
contempla oito objetivos globais que sdo universalmente aplicaveis e que englobam todo o
ciclo da agua (3,18) desde o abastecimento, saneamento e higiene e o seu impacte, bem
como a monitorizagéo do tratamento de aguas residuais e a sua reutilizagéo segura e eficiente
e a protecao e restituicdo dos ecossistemas relacionados com agua.

Este objetivo acaba por influenciar outros como o objetivo 3, “Vida Saudavel”, o qual esta
associado a melhoria da qualidade da agua e o términus das epidemias, entre elas, o das
doencas transmitidas pela agua (17,19).

Podemos, de acordo com estas metas, enquadrar também a necessidade de melhoria das
capacidades de controlo da qualidade da agua como uma medida complementar. A utilizagdo
de métodos com maior eficiéncia como a gPCR, aumenta a fiabilidade e rapidez da detecao
de microrganismos infeciosos na agua, permitindo atuar mais rapidamente no tratamento da
agua contaminada e consequentemente reduzir a taxa de incidéncia de doengas transmitidas

pela agua (2).

1.3. Agua e saneamento

O setor das aguas subdivide-se em duas areas distintas: o de abastecimento de agua para
consumo humano e o de saneamento de aguas residuais urbanas. O ciclo urbano da agua
engloba todas as fases referidas para as atividades de abastecimento de agua e saneamento

de aguas residuais, desde a captagdo da agua até a rejeicado final da agua residual na



natureza. A atividade de saneamento de aguas residuais urbanas compreende a descarga, a
drenagem, a elevagao, o transporte e o tratamento das aguas residuais de origem urbana,
bem como a sua rejeicdo no meio hidrico. Esta atividade é fundamental para garantir a
qualidade da agua, sendo determinante na integracdo das aguas residuais, apos tratamento
adequado, num meio recetor aquatico ou terrestre com a finalidade da sua reutilizagao,
valorizando este recurso essencial a vida. As atividades de abastecimento publico de agua as
populagdes e o saneamento de aguas residuais urbanas constituem servicos publicos
essenciais ao bem-estar geral, a saude publica, a seguranga das populagdes, as atividades
econdémicas e a protegcdo do ambiente. Em Portugal, a entidade reguladora dos servicos e
aguas e residuos (ERSAR) regula os servigos de abastecimento publico de agua e de
saneamento de aguas residuais urbanas, bem como de gest&do de residuos urbanos, e é a
autoridade competente para a qualidade da agua para consumo humano, garantindo a
protecao dos utilizadores e a sustentabilidade da prestagdo dos servigos (20).

Em conjunto com a melhoria dos sistemas de saneamento, a implementac&o de planos
de seguranga, de controlo e vigilancia da qualidade da agua e recolha e tratamento de dados,
torna possivel a identificagao e avaliagao de riscos potenciais a saude relacionados com
falhas no saneamento. Assim é possivel garantir a melhoria da qualidade, quantidade,
acessibilidade, cobertura e continuidade do fornecimento de agua potavel dentro os padrdes
aceitaveis, de modo a evitar possiveis contaminagcbes e consequentemente epidemias
provocadas pelo consumo de agua contaminada com microrganismos patogénicos (15,20).

Mundialmente, estima-se que a falta de acesso a agua potavel em conjunto com condigdes
de higiene e saneamento inadequadas seja responsavel por 1,8 milhdes de mortes anuais e
afeta 1,1 bilides de pessoas (15,18). A falta de saneamento e 0 armazenamento improprio da
agua no circuito de tratamento e nas habita¢gdes dos consumidores, contribuem para a
contaminagcdo da mesma com residuos fecais, expondo os consumidores a estes
contaminantes, os quais comprometem a sua saude (21), aumentam o risco de contrair

doencas, estando também na origem de surtos infeciosos de origem hidrica (16,21).

1.4. Contaminagao microbioldgica da agua e saude

A ingestdo de agua contaminada com bactérias € a origem de grandes surtos de
doencas e a sua transmissao tem um grande impacte na saude humana. As fezes de animais
ou humanas s&o a maior fonte de bactérias patogénicas, virus, protozoarios e helmintas (22)
que sao responsaveis pela transmissao das doengas via fecal-oral (21).

A contaminagao fecal da agua é identificada através da detegdo de bactérias
indicadoras como a E.coli numa amostra de 100 mL. Enquanto a presenga de E.coli na agua

para consumo humano indica que esta esta contaminada e impropria para consumo, a sua



auséncia ndo garante a sua seguranga (23) uma vez que as bactérias tém a capacidade de
entrar num estado viavel ndo cultivavel que lhes permite persistir no ambiente por longos
periodos de tempo podendo causar doencas. Podem desenvolver resisténcia antimicrobiana
pelo uso indevido de agentes antimicrobianos em pessoas e animais e pela sua libertagdo
ambiental (por exemplo, antibidticos presentes nas aguas residuais na forma livre ou na forma
de metabolitos em resultado da sua utilizagdo terapéutica). A exposigcdo a bactérias
resistentes a antibioticos pode levar a infe¢des dificeis ou mesmo impossiveis de tratar (23).

Como exemplos de surtos de origem hidrica podemos incluir a febre tifoide, cdlera,
hepatite infeciosa e a diarreia. Ha varios microrganismos bacterianos potencialmente
transmitidos pela agua com modelos conhecidos de dose-resposta como o Vibrio,
Campylobacter, E. coli O157, Salmonella e Shigella. Por exemplo a Campylobacter € uma
importante causa de diarreia em todo o mundo sendo relativamente comum no meio ambiente.
A Shigella causa mais de 2 milhdes de infegbes a cada ano, incluindo cerca de 60.000 mortes,
principalmente nos paises em desenvolvimento (24).

Apesar da desinfegdo ser uma ferramenta de inativagao microbiana, a seguranga aumenta
se houver a protecdo dos recursos hidricos, selegdo e métodos adequados para detetar
microrganismos nas etapas de tratamento da agua e gestao de sistemas de distribuigdo. Sem
o constante e eficiente controlo destes sistemas, os surtos podem voltar a aparecer (25).

No que diz respeito a detecdo exata e rapida destes microrganismos, torna-se essencial
o desenvolvimento e aplicacédo de técnicas para examinar a qualidade da agua de consumo,
uma vez que os surtos de doengas transmitidas pela agua podem afetar um grande namero
de pessoas em pouco tempo. Além disso podem ocorrer situagdes complexas, como é o caso
da Legionella, com sintomas clinicos da doenca dificeis de distinguir do de outras formas de
pneumonia, em que se torna urgente identificar a espécie, de modo a adequar corretamente
o tratamento e a localizar a fonte, prevenindo a saude do cidadao (26).

Juntamente com a melhoria do acesso a agua potavel, saneamento adequado e promog¢ao
de boas praticas de higiene e pelas razbes e exemplos ja mencionados, é importante reiterar
a importancia do investimento em esforgcos para melhorar os sistemas de controlo de

qualidade das aguas do que toca a detegéo de microrganismos de forma rapida e precisa.

1.4.1. Doencgas hidricas: diarreia de origem infecciosa

As doencgas transmitidas pela agua estdo intimamente ligadas n&do s6 a ingestdo ou
exposicdo a esta, mas também ao saneamento e a disponibilidade de agua limpa para
lavagem das maos e higiene do corpo (27). Assim a agua potavel, saneamento e higiene

inadequada podem ter um impacte adverso na saude através de diferentes vias de



transmissdo (25) gerando doencas como a diarreia, tracoma, sarna, esquistossomose,
malaria, dengue e legionelose, entre outras (25).

A diarreia € um sintoma comum das infe¢gdes gastrointestinais causadas por uma vasta
gama de agentes patogénicos, incluindo bactérias. Contudo, apenas alguns agentes sao
responsaveis pela maioria dos casos agudos de diarreia infantil. O rotavirus € a principal
causa de diarreia aguda. Outros agentes patogénicos bacterianos importantes incluem E. coli,
Shigella, Campylobacter e Salmonella, juntamente com Vibrio cholerae. A maioria dos
agentes patogénicos que causam diarreia partilham um modo de transmissao semelhante —
a transmissao fecal-oral (27,28).

Estima-se que 88% das mortes causadas por diarreia em todo o0 mundo sejam atribuidas
a agua contaminada, saneamento inadequado e falta de higiene. As intervengdes para
melhorar a qualidade da agua na fonte, juntamente com o tratamento da agua em casa e dos
sistemas de armazenamento adequados, demonstraram reduzir a incidéncia de diarreia entre
28% e 47 %. Com estas medidas, as mortes por diarreia entre criangas com menos de cinco
anos diminuiram mais de metade, de 1,5 milhdes em 1990 para 622 000 em 2012 (28). Na
[Fig. 2] podemos ver a distribuicdo da percentagem de mortes por diarreia em criangas com
menos 5 anos em diferentes regides do mundo. Embora a maioria das mortes por diarreia
ocorra em paises subdesenvolvidos, o risco de surtos de doengas transmitidas pela agua
continua a ser uma ameacga constante, mesmo nos paises mais desenvolvidos, caso as
barreiras a contaminagéo da agua sejam comprometidas (27).

Verifica-se uma do risco em contrair doengas através da agua quando se passa de mas
condigbes de fornecimento de agua potavel para a implementagdo de sistemas de
canalizagao, reduzindo o impacte de doengas em 23%. A filiragdo da agua e o
armazenamento, mostrou uma redugao na incidéncia de doencas em 45%. Podemos concluir
gque uma agua canalizada segura e livre de contaminagdo microbiana teria um impacte grande
na incidéncia da diarreia (29).

Para além das opg¢des de tratamento da agua para uso domeéstico aprovadas e testadas
que sdo promovidas atualmente que incluem cloracgdo, filtragdo, floculacdo e desinfecao
combinadas, ebulicdo e desinfecdo solar, a resolugao deste problema também passa pela
educacao da comunidade no que diz respeito a toda a higiene, nutricdo e imunizagao através

de programas sociais (29,30).
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Figura 2 Percentagem de mortes entre criangas com menos de 5 anos causada
por doengas diarreicas, 2015 (28)

1.5. Legislagao nacional: parametros de controlo microbiolégico e da
desinfecao

Segundo o decreto-lei n°® 306/2007 de 27 de agosto (12) atualizado pelo decreto-Lei n.°
152/2017 de 7 de dezembro (31) , uma agua para consumo humano € toda a agua no seu
estado original, ou apds tratamento, destinada a ser bebida, a cozinhar, & preparacao de
alimentos, a higiene pessoal ou a outros fins domésticos, independentemente da sua origem
e de ser fornecida a partir de uma rede de distribuicdo, de um camido ou navio-cisterna, em
garrafas ou outros recipientes, com ou sem fins comerciais. Também é considerada agua de
consumo humano, toda a agua utilizada numa empresa da industria alimentar para o fabrico,
transformacao, conservacado ou comercializacdo de produtos ou substancias destinadas ao
consumo humano, assim como a agua utilizada na limpeza de superficies, objetos e materiais
que podem estar em contacto com os alimentos, exceto quando a utilizacdo dessa agua n&o
afeta a salubridade do género alimenticio na sua forma acabada.

E possivel obter uma agua microbiologicamente prépria para consumo humano através
da instalacao de sistemas de desinfe¢cdo com um controlo operacional adequado. O Decreto-
Lei n.° 306/2007, de 27 de agosto e o Decreto-Lei n.° 152/2017 de 7 de dezembro, institui a
desinfegdo como processo de tratamento da agua obrigatério. As entidades gestoras devem
assegurar a eficacia da desinfegéo e garantir que, sem comprometer, a contaminagéo por
subprodutos na agua é mantida a um nivel tdo baixo quanto possivel e sem pér em causa a

sua qualidade para consumo humano, nomeadamente o teor em cloro residual livre (32).



No que se refere aos parametros microbiolégicos e aos parametros de controlo da
desinfecdo, estes diplomas apresentam varias especificagdes, relativas aos parametros a
monitorizar, aos valores paramétricos (VP) permitidos e respetiva expressao de resultados,

de acordo com o apresentado nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1 Parametros microbioldgicos de rotina 1 (31)

Parametro VP Unidade
Escherichia coli (E.coli) 0 Numero/100 mL
Enterococos 0 NuUmero/100 mL

Tabela 2 Parametros microbioldgicos de rotina 2 (12)

Parametro VP Unidade
Bactérias coliformes 0 N/100 mL
Numero de colénias a 22 °C Sem alteragdo anormal N/mL a 22 °C
Notas 1 e 2
Numero de colénias a 36 °C Sem alteragdo anormal N/mL a 36 °C
Notas 1 e 2

Tabela 3 Parametros de controlo de desinfegao de rotina 2 (12)

Parametro VP Unidade
Cloritos 0,7 mg/LCIO2 — Nota 3
Cloratos 0,7 mg/L CIOs - Nota 3
Desinfetante residual mg/L— Nota 4
Tetracloroeteno e 10 pg/L
tricloroeteno
Trihalometanos 100 pg/L

80 (ponto de entrega)

Notas:
1) Nao é desejavel que o numero de colonias a 22 °C e a 36 °C seja superior a 100 e 20,

respetivamente.
2) Sem alteragdo anormal significa, com base num histérico de analises, resultados dentro dos
critérios estabelecidos pelas entidades gestoras. Quando ocorre uma alteragdo anormal, é

desejavel que a entidade gestora averigue as respetivas causas.



3) O valor deve ser tdo baixo quanto possivel sem comprometer a eficacia da desinfegéo e deve
apenas ser controlado quando é utilizado o diéxido de cloro no processo de tratamento da
agua.

4) Recomenda-se que a concentragado deste parametro na agua da torneira do consumidor esteja
entre 0,2 e 0,6 mg/l de cloro residual livre ou 0,1 e 0,4 mg/l de diéxido de cloro. No caso dos
abastecimentos em alta, recomenda-se que a concentracdo do desinfetante residual nos
pontos de entrega seja, no minimo, igual ao valor maximo dos intervalos referidos para a
torneira do consumidor. A determinacdo deste pardmetro ndo é obrigatdria nas situagdes
previstas no n.° 3 do artigo 9.° do presente decreto-lei (3 — As entidades gestoras podem ser
dispensadas pela autoridade de saude do cumprimento do disposto no numero anterior se,
através do historico analitico, demonstrarem nao terem tido incumprimentos aos parametros

microbiolégicos sem recurso a desinfegdo.).

Compete as entidades gestoras garantir que a agua destinada ao consumo humano seja
salubre, limpa, desejavelmente equilibrada e designadamente que ndo contenha nenhum
microrganismo, parasita ou substancia em quantidade ou concentragcdo que possa constituir
um perigo potencial para a saude humana (32).

De acordo com a legislagdo nacional, os métodos a utilizar na monitorizacdo dos

parametros microbiolégicos séo os seguintes (33):

a) Bactérias coliformes e E. coli, segundo a norma da Organizagao internacional para a
Padronizagao (1ISO) 9308 -1(32) e ISO 9308-2 (33) o método a utilizar € baseado numa
filtragdo por membrana com subsequente cultura com o meio de agar cromogéneo para
detecao de coliformes e calculo do numero de organismos detetaveis na amostra.

b) Enterococos segundo a norma ISO 7899-2 (34) o método a utilizar é a filtragcdo por
membrana;

c) Pseudomona aeruginosa segundo a norma ISO 16266-2 (35) o método a utilizar &
baseado no crescimento dos organismos a identificar no meio liquido para posterior
calculo no numero mais provavel (MPN) de organismos segundo as tabelas de referéncia
do MPN. Também é possivel utilizar o método de filtragdo por membrana segundo a
norma ISO 16266.

d) Enumeragéo de microrganismos viaveis — numero de coldnias a 22 °C (ISO 6222) (36);

e) Enumeragéo de microrganismos viaveis — numero de coldnias a 36 °C (ISO 6222) (36);

Para efeitos da avaliagéo da equivaléncia de métodos alternativos com principios distintos
dos aplicaveis a cultura com os métodos previstos no presente decreto-lei, os laboratérios
podem recorrer a norma ISO 17994 (37) ou, em alternativa, a série da norma ISO 16140 (38)

ou a quaisquer outros protocolos idénticos internacionalmente aceites (21).
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Na auséncia de um método analitico que satisfaga as caracteristicas minimas de
desempenho enunciadas, os laboratérios devem garantir que a monitorizagdo se efetua

utilizando as melhores técnicas disponiveis e sem envolver custos excessivos.

2. Métodos de desinfe¢cao da agua

As atuais praticas de desinfegdo na produgédo de agua potavel fornecem os meios para
controlar a maioria dos microrganismos responsaveis pelas principais doencas transmitidas
pela agua (29). Existem diferentes substancias quimicas usadas na desinfecdo da agua, como
o cloro, ozono, didxido de cloro, cloraminas, entre outros, sendo o seu principal objetivo matar
ou inativar os microrganismos patogénicos e consequentemente diminuir a exposi¢cao aos
mesmos durante a distribuigdo garantindo a qualidade da agua (39). A adaptagao de qualquer
método de desinfegdo na produgao de agua potavel pode ser avaliada com base na sua
eficacia contra os agentes patogénicos presentes na agua que depende da concentragéo e
tempo de contacto do desinfetante ou espécies dos microrganismos (39). Na escolha do
método de desinfegao a precisdo com que os niveis de desinfetante podem ser monitorizados
e controlados, a capacidade de fornecer a atividade biocida residual necessaria no sistema
de distribuicao, as caracteristicas organoléticas da agua tratada e a formagao de subprodutos
toxicos sao fatores a ter em conta. Independentemente do método utilizado, a desinfegao é
apenas um dos requisitos de um sistema de abastecimento de agua potavel e depende de

outras etapas e condi¢des de operagao da estacao de tratamento de agua (ETA) (40).

2.1. Cloragao

A cloragéo é o método mais utilizado na desinfegdo da agua potavel (41). A cloragéo
consiste em 3 fases: pré-oxidacdo, desinfecido e recloragdo. Na fase de pré-tratamento da
agua (oxidagao ou pré-desinfegcado) ocorre a remogao de ferro sollivel, manganés, e acido
sulfidrico, controlo de sabor e odor, prevencéao do crescimento de algas entre outros (41). De
seguida é utilizado um desinfetante primario, apos-filtragao das aguas subterraneas ou na
etapa final do tratamento de aguas superficiais. Na rede de distribuicao €& utilizado um
desinfetante secundario, para recloragdo, para manter uma concentracao residual de cloro
livre e deste modo prevenir a proliferagdo de microrganismos no sistema de distribuicao
(29,42).

A tecnologia para a técnica de cloragao esta bem desenvolvida (41) e por isso nao requer
vastos conhecimentos técnicos e adapta-se a sistemas de abastecimento de tamanho
variavel. Apresenta varias vantagens, tais como, elevada eficiéncia na inativacdo de
microrganismos patogénicos, elevada disponibilidade mundial e em grandes quantidades e

baixo custo (41). A sua persisténcia na agua, através da produgdo de uma concentragao
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residual de cloro, permite que a agua mantenha o poder desinfetante até ao fim da rede de
distribuicdo (41) e € uma caracteristica que valida a preferéncia deste método a outros
disponiveis. O cloro esta disponivel como hipoclorito de calcio e sédio, cujas solugdes sao
mais vantajosas para sistemas mais pequenos do que o cloro gasoso, que é aplicado em
grandes instalagdes e € menos seguro uma vez que € um gas toxico corrosivo (40).

Uma das desvantagens deste processo € o facto de alguns agentes patogénicos como o
Cryptosporidium e outros protozoarios transmitidos pela agua serem muito resistentes as
concentragdes de cloro usualmente utilizadas na etapa de desinfegéo.

A cloragao é menos eficaz a pH elevado devido a predominancia do ido hipoclorito sobre
0 acido hipocloroso e quando adicionado a agua, o cloro livre reage com matéria organica
natural e brometo para formar subprodutos de desinfegédo, (principalmente trialometanos
(THMs) e alguns acidos haloacéticos (HAAs) que podem ser prejudiciais a saude humana
(40). Estes compostos organicos clorados potencialmente cancerigenos, como por exemplo
o cloroférmio sdo alvo de monitorizagdo na legislagdo nacional (41). O odor e o sabor
causados pelos fendis e outros compostos orgénicos presentes na agua também podem ser
intensificados apés a desinfe¢do com cloro (40,41).

No que diz respeito ao processo quimico, o cloro molecular quando é adicionado a agua
reage e sédo formadas duas espécies quimicas, acido hipocloroso (HOCI) e o hipoclorito (OCI)
(41). Classificadas como cloro livre, estas espécies existem em equilibrio e as quantidades
relativas de cada uma variam com o pH e a temperatura da agua (40). A eficacia da cloragao
como desinfetante depende principalmente do pH e da consequente dominancia da formacao
de acido hipocloroso sobre o ido hipoclorito. A pH baixo, o acido hipocloroso domina enquanto
que a pH alto o ido hipoclorito € mais predominante. Uma vez que o acido hipocloroso é mais
reativo do que o ido hipoclorito e € também um desinfetante e oxidante mais forte, podemos
concluir que a desinfegdo é mais eficaz em pH neutro a acido (43) [Fig. 3]. Em solugdes
diluidas e a niveis de pH acima de 4,0, existe muito pouco cloro molecular. As concentracdes
de acido hipocloroso e do ido hipoclorito sdo aproximadamente iguais a pH =7,5e a 25 °C
(39).

O cloro também reage com a aménia, ferro, manganés, sulfureto e algumas substancias
organicas e certos compostos azotados presentes na agua para formar o cloro combinado. O
cloro e a amonia reagem e formam cloraminas: monocloramina, dicloramina e tricloreto de
nitrogénio. A presenga e as concentragbes destas formas combinadas dependem

principalmente do pH, temperatura, razdo inicial de cloro/nitrogénio e tempo de reagao(43).
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Figura 3 Relagdo entre HOCl e OCI em varios
valores de pH (39)

2.1.1 Relagao entre cloracgao, desinfecao e crescimento bacteriano

Os sistemas de canalizagao representam um local ideal para o crescimento de bactérias
uma vez que existe um elevado nivel de carbono organico, relagéo superficie/volume alta e
elevados periodos de estagnagao. Neste sentido, a desinfegéo torna-se essencial no controlo
do crescimento de microrganismos na agua uma vez que o mecanismo da agao biocida muito
eficaz do cloro contra bactérias indicadoras envolve a alteragdo da permeabilidade da
membrana celular e a paragem de reag¢des enzimaticas dentro da célula, decorrentes do
processo oxidativo (44).

. As bactérias coliformes totais, coliformes termo tolerantes e E.coli devem estar ausentes
sendo que sao muito menos resistentes a desinfegdo do que outros microrganismos
heterotroficos e aerdbicos e a sua presenca seria uma indicacao imediata de uma qualidade
inaceitavel da agua (41).

Segundo um estudo realizado na Alemanha (43), o tratamento continuo com cloro de
forma a originar um residual de 0,3 mg/L de cloro livre, duas vezes por semana, a
concentracdo de cloro livre era controlada pelo método colorimétrico da N,N-dietil-p-
fenilenodiamina (DPD), apresentando valores entre 0,22 mg/L e 0,30 mg/L, leva a uma redugéo
da unidade de formagéo de coldnias (UFC)/cm? para valores proximos do limite de detegéo
apos 70 dias de tratamento. Neste mesmo estudo, a analise semanal mostrou que ha uma
redugao sucessiva das coldénias formadas. Mesmo apés a eliminagdo da UFC, a contagem
total de células ainda se encontrava num nivel superior a 10%/cm? (42).

Quanto mais fortes forem as propriedades de oxidacao do desinfetante quimico e quanto
maior a dose, menor sera o tempo de contacto necessario para a desinfecao e eliminagio das
bactérias. Contudo, é desejavel uma dosagem quimica mais pequena para evitar ou reduzir
a formagao de subprodutos, exigindo um aumento correspondente no tempo de contacto para
se conseguir a inativagdo microbiana (45).

A existéncia de populagbes com maior resisténcia ao desinfetante € mais provavel se o

ambiente se encontrar com pH elevados, alta salinidade, privacédo de nutrientes, oxidagao ou
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exposicao ao cloro (46). Para além destes fatores, bactéricas com resisténcia a antibiéticos
mostram ser mais tolerantes a cloracao (43).

Deste modo é importante manter presente uma concentracao residual de desinfetante que
permita que as bactérias ndo cresgam durante os periodos de estagnacao, permitindo manter
a eficacia na inibicdo do crescimento bacteriano (47) e o controlo das caracteristicas
organoléticas da agua decorrentes de uma atividade microbiana excessiva ,a qual pode
interferir com os resultados de outros parametros utilizados para monitorizar a qualidade da
agua (43).

2.1.2. Cloro residual

O cloro residual € o nivel de cloro remanescente na agua a seguir a um determinado
periodo ou tempo de contacto apdés a sua aplicacdo inicial. Constitui uma prevencao
importante contra o risco de contaminagao microbiana subsequente ao tratamento. Existem
trés formas de cloro residual: livre, combinado e total. O cloro residual livre € composto por
ides hipoclorito dissolvidos, acido hipocloroso e cloro gasoso. O cloro residual combinado é
composto por cloraminas. O cloro total € a soma do cloro residual livre e do cloro residual
combinado (41,43).

O desinfetante residual € normalmente consumido por produtos de corrosido na superficie
interna da canalizagdo (depositos de ferro e manganés), por microrganismos e espécies
quimicas que estdo presentes na agua. Portanto, a manutencdo de uma concentragéo
residual de desinfetante deve ser auxiliada pelo controlo e manutengao da corrosao, garantir
baixos niveis de matéria organica dissolvida, e instalagdo de um sistema que garanta curtos
tempos de transporte da agua entre a estagéo de tratamento e o consumidor (43).

Nos extremos das redes de distribuicdo, a concentracao residual de desinfetante pode
chegar a ser zero. De modo a evitar esta situagdo, um dos métodos para manter um
desinfetante residual é garantir uma alta concentragéo residual a medida que a agua sai do
tratamento. No entanto, este processo tem a desvantagem de que os consumidores
imediatamente a jusante das estacdes de tratamento recebem agua com concentracdes de
desinfetante indesejaveis, as quais sdo improéprias sob o ponto de vista organolético e de
saude do consumidor. Uma solugéo pode ser a instalagéo de estagdes de desinfe¢ao ao longo
da rede que monitorizam a concentracédo do cloro residual e sao responsaveis por manté-la

nos niveis em que se verifica eficacia através de libertagdo automatica de cloro na rede (48).

2.1.2.1. Monitorizagao dos niveis de cloro residual
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O cloro pode conferir um sabor e odor desagradavel a agua ou estar numa concentragao
insuficiente para eliminar os microrganismos patogénicos ou acima do valor recomendado,
sendo prejudicial a saude do consumidor. A monitorizacdo da concentragdo de um
desinfetante na distribuicdo é importante por diversas razdes. O cloro também pode ser
precursor de varios produtos indesejaveis como por exemplo os THMs (46). Os estudos
existentes indicam que quanto maior for a quantidade de cloro e a concentragdo de matéria
organica presente maior sera a tendéncia para a formagdo de THMs (49). A aplicagéo de
tratamento adequado antes da distribuicdo minimiza os compostos precursores organicos e,
portanto, € importante no controlo de THMs. Se os precursores organicos dos THMs
permanecerem, a cloracao adicional podera criar mais THMs. Para além do controlo da
concentragdo de matéria organica, também € necessario fazer a monitorizagdo da
concentracdo do cloro residual ao longo da rede de distribuicdo por todas as razdes ja
expressas (48).

Para cumprir o objetivo principal da desinfegao e minimizar quaisquer efeitos adversos, é
essencial que os procedimentos dos testes sejam realizados com um conhecimento prévio
das limitacbes da determinacido analitica e ter conhecimento da concentracdo minima e
maxima aceitavel de cloro residual sendo que na europa, as concentragdes-alvo comuns para
residuos de cloro residual livre na agua da torneira séo entre 0,1 e 0,5 mg/L (49).

O método de titulagdo amperimétrica baseia-se na leitura de um ponto de equivaléncia
que é determinado através da medicdo da corrente elétrica produzida pela reagcédo do cloro
com uma solugéo padrao redutora, como o tiossulfato de sédio ou o 6xido de fenilarsina (PAO)
a pH 7 (48,49). E geralmente o método padrdo para a determinaco de cloro residual
combinado e livre e apresenta como vantagens o facto de ser pouco afetado por agentes
oxidantes e néo estar sujeito a interferéncias de cor, turbidez e variagdo de temperatura.
Apesar disso ndo é tdo simples quanto os métodos colorimétricos e € mais suscetivel a erros
sistematicos. Este método pode ser utlizado para determinar concentragdes de cloro residual
livre abaixo de 0.2 mg/L (50).

O método DPD (colorimétrico) € mais simples para determinar cloro residual livre do que
a titulagdo amperimétrica. A amina da DPD ¢é oxidada pelo cloro formando dois produtos de
oxidacao. A pH neutro, o produto de oxidagao primario € um composto catiénico semi-quinoide
conhecido como corante Wiirster. Este radical livre relativamente estavel é responsavel pela
cor magenta no teste colorimétrico DPD. O DPD pode ser oxidado ainda numa imina incolor
relativamente instavel. De seguida a solugao € lida num espetrofotometro a um comprimento
de onda que varia entre 490 nm a 555 nm de modo a construir uma curva de calibragéo
(49,50). Quanto mais intensa a cor da solugdo, maior a concentragdo de cloro livre.
Concentracdes elevadas de monocloramina podem interferir com o cloro livre a menos que a

reagao seja interrompida com arsenito ou tioacetamida. O método DPD também esta sujeito
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a interferéncias por formas oxidadas de manganés mas podem ser compensadas com um
branco. A cor e a turbidez da amostra podem interferir em todos os procedimentos
colorimétricos, e os contaminantes organicos podem produzir uma leitura falsa de cloro livre
(51).

O teste da siringaldazina para a determinagéo do cloro livre (FACTS) néo é afetado pela
presenga de monocloramina, dicloramina, nitrato, nitrito e formas oxidadas de manganés. O
produto da reagao € um composto vermelho-purpura com uma absorcdo maximo a 530 nm.
O intervalo de aplicagéo € de 0,1 -10 mg/L Cl». As principais desvantagens do método FACTS
sdo a insolubilidade do indicador e do seu produto de reacéo, tempo de armazenamento da
solucéo indicadora e sensibilidade variavel ao cloro sendo o método menos utilizado (52).

Os métodos amperimétricos e DPD nao sao afetados pelas concentragdes de dicloramina
na faixa de 0 a 9 mg Cl./L na determinagéo de cloro livre. O tricloreto de nitrogénio, se
presente, pode reagir parcialmente com o cloro livre nos métodos amperimétricos, DPD e
FACTS. A extensdo dessa interferéncia no método DPD n&o parece ser significativa (49).

A determinagao do cloro livre nas aguas residuais pode ser feita por qualquer um dos
métodos, desde que as substancias interferentes conhecidas estejam ausentes ou sejam
utilizadas técnicas de correcéo apropriadas. A determinagao do cloro total em amostras que
contém matéria orgénica apresenta problemas especiais. Devido a presenga de amonia,
aminas e compostos organicos, particularmente nitrogénio organico, o cloro residual fica
totalmente combinado. Para determinacdo do cloro total em amostras que contém
quantidades significativas de matéria organica, os métodos DPD, amperimétrico ou o método
de titulacdo por retorno iodométrica sdo aconselhados para evitar o contato entre a
concentragao total de iodo e a amostra (49,51,53). Como os equipamentos disponiveis no
mercado para monitorizagao in situ (equipamentos de campo) utilizam maioritariamente o

método da DPD, esse é regra geral, o método mais utilizado.

3. Métodos analiticos para o controlo microbiolégico da agua

3.1. Métodos de detecao rapida

Os testes rapidos enquadram-se em duas categorias, os que envolvem procedimentos
convencionais modificados e os que requerem equipamento e material especifico (49).
Embora os métodos microbioldgicos tradicionais, como a contagem de placas e a cultura de
células, sejam os métodos padronizados e de referéncia para confirmar a presenga de
agentes patogénicos, muitas vezes sao necessarias no minimo 24 h a 48 h para obter os

resultados (54). A aplicagao de métodos rapidos € extensivel as aguas residuais e a agua
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potavel. Neste ultimo caso, durante emergéncias que envolvem falhas em estagdes de
tratamento de agua ou outras perturbacbes no sistema de abastecimento, existe uma
necessidade urgente de avaliagdo rapida da qualidade sanitaria da agua (51). Relativamente
a analise microbiolégica é necessario um teste que determine as populagdes bacterianas
totais num periodo de tempo muito curto, para que possam ser tomadas medidas corretivas
em tempo util (55) de modo a proteger a integridade do abastecimento de agua, salvaguardar
os consumidores de contaminantes microbianos potencialmente patogénicos e assegurar o
cumprimento das regulamentacdes ambientais (49).

Ha duas etapas geralmente envolvidas na aplicacdo de uma tecnologia de detegao rapida.
A primeira é a captura, na qual a espécie microbiana no caso de estar presente é removida,
marcada ou amplificada de modo a diferencia-la do restante material na amostra. Esta etapa
€ responsavel pela seletividade da abordagem. O segundo passo € a detegdo na qual o
material recolhido é medido quantitativamente. O detetor atua tipicamente como um
transdutor, traduzindo a alteragédo bioldgica, fisica ou quimica num sinal mensuravel. Os
padrbes de agua usados como indicadores bacterianos apresentam aproximadamente 100
UFC/100 mL, ou 1 célula/mL (55).

Apesar da rapidez de obtencdo de resultados com este tipo de métodos, a sua
sensibilidade pode ser comprometida uma vez que a concentragdo de microrganismo na agua
pode estar abaixo da do limite de detegéo (55). Por isto os maiores impedimentos técnicos a
implementacdo destes métodos sdo a sensibilidade de detecdo e o volume ensaiado. A
maioria das tecnologias de detecao baseia-se na medi¢ao de volumes de amostras inferiores
a 1 mL. O padrao recomendado pela EPA (Environmental Protection Agency) é de 35
enterococos por 100 mL, o que equivale a menos de uma célula por mL. Assim, os detetores
que medem apenas um volume de 1 mL, mesmo que sejam capazes de detetar uma célula
por mL, tém necessariamente uma sensibilidade inaceitavel e pouca precisdo em
concentragdes proximas do padréo (55).

Ha duas abordagens possiveis para ultrapassar a sensibilidade inadequada. A primeira é
a melhoria da tecnologia de detecdo para permitir a medicdo de amostras de maior volume.
A segunda opc¢ao é a pré-concentracdo, que pode aumentar a sensibilidade varias vezes ao
aumentar o numero de organismos alvo por unidade de volume a um custo baixo. Existem
varias técnicas de pré-concentragao que incluem filtragao, fracionamento, centrifugagéo entre
outros. A maior desvantagem para além da possibilidade de perda parcial de organismos alvo
ou da concentracao involuntaria de contaminantes ambientais, é o tempo adicional que requer
(49,56).

A realizagao da captura pode envolver 3 classes de métodos diferentes.
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A primeira baseia-se em métodos em que ha o reconhecimento de superficie e de células
inteiras. Exemplos destas técnicas séo os testes de imunoensaio e a utilizagdo de sondas de
ligagéo especifica a moléculas.

A segunda classe sdo métodos de detegcdo de acidos nucleicos, como PCR ou a
amplificagao baseada em sequéncia de acido nucleico (NASBA) e os microarrays.

Por fim existe a classe dos métodos enzimaticos/substratos que utilizam substratos
cromogénicos ou fluorogénicos através da técnica desenvolvida pelo laboratério IDEXX com
os kits Enterolert e Colilert. Para a detegdo podem ser utilizadas tecnologias oéticas,
eletroquimicas ou piezoeléctricas para quantificar o material recolhido, como por exemplo, a

fluorometria, interferometria ou condutimetria (49).

3.2. HPC: contagem de microrganismos heterotréficos em placas

Os organismos heterotréficos, onde se incluem as bactérias, leveduras e fungos, sao
definidos como microrganismos que requerem carbono organico para se desenvolverem. A
contagem desses organismos presentes na agua efetua-se através da sua cultura em placas
(HPC) (57). Este é um procedimento que tem o objetivo de quantificar o numero de bactérias
heterotréficas vivas e cultivaveis na agua e medir as suas alteragdes durante o tratamento e
distribuicdo da mesma, fornecendo informagado sobre a qualidade microbiolégica e
consequentemente da eficacia dos processos de tratamento da agua (58).

Existem diferentes métodos HPC que variam consoante a composi¢gao dos meios, o tempo
e temperatura de incubagao (56), que levam a uma vasta gama de resultados quantitativos e
qualitativos (23).

As temperaturas utilizadas variam entre os 20 °C e os 40 °C, os tempos de incubacéao
entre horas, a sete dias ou algumas semanas, e as condi¢des nutricionais variam de baixo a
alto teor. As colonias podem surgir em pares, cadeias, aglomerados, ou células unicas - todas
elas incluidas no termo UFC (56). O crescimento reflete-se normalmente em valores de HPC
mais elevados. Os principais determinantes do crescimento sdo a temperatura,
disponibilidade de nutrientes e a auséncia de desinfetante residual (59).

Dentro das diretrizes da OMS sobre agua potavel (23), os resultados de HPC a 22 °C sao
descritos como tendo pouco valor sanitario, mas sdao um bom indicador da eficiéncia do
tratamento da agua, especificamente dos processos de coagulagao, filtracao e desinfegao,
onde o objetivo € manter as contagens tdo baixas quanto possivel. Um aumento das bactérias
HPC a 37 °C em comparacdo com as normalmente encontradas pode ser um sinal precoce
de contaminagdo, especialmente se for acompanhado por um aumento semelhante dos

numeros de HPC a 22 °C. Aumentos subitos ou progressivos dos resultados de HPC na agua
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canalizada podem indicar o enriquecimento da agua com carbono organico através da entrada
de agua nao tratada na distribuicao (59).

Relativamente aos diferentes métodos que podem ser utilizados para realizar o HPC,
existe 0 método de placas (PP) que é simples, facil de usar, de baixo custo o que o torna
vantajoso. As desvantagens centram-se no facto de quando expostas e fundidas com o meio
de agar aquecido a temperaturas entre os 43°C e os 46°C, as bactérias ficam suscetiveis a
niveis de stress fisiolégico que diminuem significativamente o seu crescimento. As bactérias
ao serem incorporadas e as colonias se desenvolverem no meio de agar compromete as suas
caracteristicas morfolégicas que permitem identifica-las. O volume maximo de amostra que
pode ser analisado é de 1,0 mL, limitando assim a utilidade do procedimento quando é
necessario analisar um volume de amostra maior (49,56).

O método de filtragao por membrana (MF) € o método mais flexivel para a determinagao
do HPC, mas requer mais equipamento o que o torna um método mais caro. O método MF
permite a analise de volumes de amostra inferiores a 1,0 mL até 10,0 L e € um método de
escolha para aguas com baixos numeros de organismos heterotroficos (<1 a 10 UFC/mL)
(49).

O método de espalhamento de placas (SP), consiste em espalhar a amostra com uma
vareta de vidro estéril numa placa com agar previamente preparada. O agar neste método s6
consegue absorver um pequeno volume de amostra ou amostra diluida, entre 0,1 mL a 0,5
mL. As condi¢gbes de crescimento do método SP sao fisiologicamente mais favoraveis ao
crescimento das bactérias pois ndo ha stress térmico e as coldnias estdo sobre a superficie
expostas a condi¢des aerdbias. O método SP produz quase sempre contagens bacterianas
mais elevadas do que o método PP (57).

O método do substrato enzimatico, SimPlate®, pode ser utilizado para analisar amostras
de agua com uma vasta gama de concentra¢des bacterianas. Em comparagdo com o método
de placas, este utiliza um meio em que os substratos sdo hidrolisados por multiplas enzimas,
que causam a libertacdo de 4-metilumbeliferona que apresenta fluorescéncia quando exposta
a luz ultravioleta (UV) de comprimento de onda entre os 365 nm e os 366 nm, e o numero de
pocos fluorescentes azuis corresponde a um MPN de bactérias na amostra. As coldnias
individuais nao podem ser diretamente recuperadas para analise posterior (49).

No que diz respeito a selecdo de um meio de cultura para o método e temperatura, os
meios ricos em nutrientes (exemplo: PCA) e a utilizagédo de uma temperatura de incubagao
elevada (35°C) favorecem o crescimento de bactérias que atingem a agua como
contaminantes de residuos fecais animais e humanos, aguas residuais municipais entre
outros. A utilizagdo de meios com baixo teor de nutrientes (exemplo: R2A), temperatura de
incubagdo mais baixa (20°C ou 28°C) e tempo de incubagdo prolongado favorecem o

desenvolvimento de bactérias com crescimento mais lento (61).
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3.3. Técnica de fermentagdao em tubos multiplos

A técnica de fermentacdo em tubos multiplos baseia-se na capacidade das bactérias
coliformes em fermentar lactose. Na fase inicial, teste primario, aplica-se um meio a base de
lactose, em que sao detetados os produtos finais metabdlicos da fermentagao a 35°C, um gas
e um acido, no caso de haver contaminagao da agua por microrganismos (62). No entanto, o
gas também pode ser produzido por outros organismos, pelo que é essencial um teste de
confirmagao posterior. Este é realizado em todos os tubos de fermentagdo que testaram
positivo para contaminacao bacteriana no teste primario. O meio dos tubos que mostraram
um resultado positivo no teste é inoculado com meio biliar de lactose verde brilhante (BGLB).
A formagédo de gas em qualquer altura no tubo indica um teste positivo confirmado para
coliformes totais. Ha uma terceira fase de testes onde se realiza o teste complementar em
todas as amostras que apresentem um resultado positivo no teste de confirmacgao. A formagao
de gas no tubo de fermentacao e a presenga de bactérias gram-negativas, nao formadoras
de esporos, em forma de bastdo na cultura de agar pode ser considerada um teste
satisfatoriamente concluido, demonstrando a presenga positiva de bactérias coliformes na
amostra analisada (61,63).

Relativamente a quantificagao das bactérias coliformes, esta é feita através do MPN de
bactérias presentes que é estimado a partir do nimero de tubos inoculados e do numero de
tubos positivos, utilizando tabelas estatisticas especialmente concebidas para o efeito. A
precisdo do teste de fermentagdo na estimativa da densidade de coliformes depende do
numero de tubos utilizados. Sera obtida uma maior precisdo quando o maior inéculo de
amostra examinado mostrar acido e/ou gas em alguns ou todos os tubos e o menor indculo
de amostra ndo mostrar acido ou gas em nenhum ou na maioria dos tubos (64).

Este tipo de teste pode ter algumas interferéncias como a irregularidade da distribuigéo
de bactérias na agua, a presenca de cloro residual ou um derivado halogenado que podem
impedir o crescimento bacteriano. E importante considerar que as tabelas de MPN s&o
calculos probabilisticos e tém pouca precisao. Incluem 23% de viés positivo que geralmente
resulta num resultado elevado. A precisdo do MPN pode ser melhorada aumentando o

numero de amostras analisadas a partir do mesmo ponto de amostragem (65).

3.4. PCR: reacao de polimerizagcao em cadeia

Os meétodos atualmente utilizados para controlar a seguranga microbiolégica da agua
baseiam-se em métodos de cultura como podemos confirmar nas normas e leis (12,31)

relacionadas com o controlo da qualidade da agua. No entanto, estes métodos devido a
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fatores como a complexidade, baixa sensibilidade e especificidade e falta de rapidez na
obtencgao de resultados, tornam-se menos eficazes na detegao e prevencao da contaminagao
de agua e prevencao do aparecimento de surtos de doengas infecciosas. Perante situagdes
em que os microrganismos se encontram em stress ambiental ou afetados por processos de
tratamento de agua, os métodos baseados em cultura falham na sua dete¢gdo uma vez que
apesar de viaveis (66) nao sao cultivaveis (67,68) podendo resultar em quantificagdes falso-
negativas.

A introdugdo de ensaios moleculares melhorou e simplificou significativamente a detegéo
e identificagdo de microrganismos no ambiente (69) particularmente os métodos baseados na
reccdo em cadeia da polimerase. Desde 1985 que o PCR é o método mais utilizado para a
amplificagdo dos acidos nucleicos e tem desempenhado um papel importante na
caracterizagdao dos microrganismos presentes e identificados na agua (67). Tem sido
estudado como uma tecnologia alternativa para ultrapassar as atuais limitagdes, uma vez que
oferece a possibilidade de reduzir o tempo de ensaio, melhorar a sensibilidade e
especificidade da detegéo, e identificar multiplos alvos e patogénicos, incluindo estirpes novas
ou emergentes (67) e microrganismos nao cultivaveis. Provou-se que o método qPCR pode
ser uma ferramenta eficaz para detetar e quantificar microrganismos em poucas horas (67),
com elevada sensibilidade e capaz de detetar um baixo numero de microrganismos. Existe,
contudo, a necessidade de padronizar os protocolos gPCR se esta técnica for utilizada como

uma ferramenta de diagndstico para monitorizagéo de qualidade da agua (70).

3.4.1 Fundamento e aplicagdoes do método

A PCR é uma técnica que consiste na polimerizagdo do acido desoxirribonucleico (DNA)
em cadeia, anteriormente extraido, realizada in vitro e que consiste num método de
amplificagao por replicagéo semiconservativa enzimatica originando multiplas cépias de DNA,
sem necessitar de um organismo vivo (69). Este método é baseado num ciclo térmico,
processo que compreende uma série de ciclos a diferentes temperaturas envolvendo a
desnaturagdo do DNA molde, ligacédo dos primers e extenséo da cadeia pela DNA polimerase
(69). Para além da sequéncia de DNA a ser amplificada e nucleétidos (71), uma reagao tipica
de PCR requer mais 2 elementos essenciais: Um conjunto de dois oligonucledtidos iniciadores
(primers) que hibridam com cadeias opostas e flanqueiam a sequéncia de DNA a amplificar.
Estes sédo responsaveis pela seletividade da técnica de PCR em conjunto com condigbes de
temperatura especificas usadas no ciclo térmico. A escolha da sequéncia de iniciadores
constitui um aspeto importante no sucesso desta técnica, uma vez que amplificacdes
sucessivas podem originar erros. O outro elemento essencial é a enzima de sintese de DNA,

por exemplo, Tag DNA polimerase (67). O primeiro requisito para uma DNA polimerase usada
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na técnica de PCR compreende a sua atividade 6tima a cerca de 75C e a capacidade de
reter essa atividade apos incubagao prolongada mesmo a temperaturas elevadas (95TC). A
estabilidade da DNA polimerase na reagéo determina o sucesso da amplificagdo do DNA alvo.
Estes elementos sao adicionados a uma mistura reacional de modo a ocorrer a amplificagao.
Relativamente a classificagdo e quantificacdo dos resultados obtidos, existem diferentes
métodos para separar e identificar os produtos PCR tais como a utilizagao de géis de agarose/
poliacrilamida ou detecéo de fluorescéncia que é medida simultaneamente a amplificagao por
sistemas de analise de imagem (67).

Este método, assim como os métodos moleculares no geral, tém tido uma grande
aplicagdo em varias areas de investigagao e diagnostico, na medida em que pretende diminuir
o tempo de analise e os custos de operagao, aumentar a sensibilidade, ultrapassando as
dificuldades dos métodos de detecao tradicionais e permitir a detegcdo de um nimero reduzido
de microrganismos. Atualmente a técnica de PCR encontra as suas principais aplicagdes em
situagdes onde a quantidade de DNA disponivel é reduzida, como na medicina forense,
detecao de mutagdes ou preparagao de fragmentos de DNA para clonagem, bem como para
identificar patogénicos presentes em amostras. O PCR quantitativo pode ser aplicado para
rastreio de fontes microbianas em fontes de agua, para determinar a eficiéncia das estagbes

de tratamento de agua e aguas residuais e atuar como instrumento de avaliagéo de risco (72).

3.4.2. Procedimento da técnica de PCR

Apo6s a recolha das amostras de agua, os procedimentos de preparagcdo de amostras de
agua para analise utilizando a técnica de PCR compreendem geralmente trés etapas:
concentragao do organismo alvo (por exemplo, por filtragao, centrifugagéo) (69,73), extragao
dos acidos nucleicos (por exemplo, por choque térmico; lise quimica, mecanica e/ou
enzimatica) e purificagdo para eliminar possiveis inibidores (por exemplo, por precipitagao
quimica, extragao de solventes, separagao magnética) (67,69,74,75). Por conseguinte, um
protocolo ideal de preparacdo de amostras de agua deve extrair eficazmente os acidos
nucleicos do microrganismo, protegé-los da degradacgéo, eliminar ou neutralizar os inibidores
da reagao de amplificagdo para fornecer a sensibilidade analitica necessaria (67,76—-78).

Apos a extragcdo do DNA molde, este é colocado na mistura reacional juntamente com
uma solucédo tampdo que cria um ambiente quimico apropriado para uma boa atividade e
estabilidade da DNA polimerase. Em alguns casos € necessario adicionar a albumina de soro
bovino (BSA) que tem como funcdo diminuir o efeito de potenciais inibidores do PCR. O

volume final é ajustado com &gua ultrapura. Posteriormente, a mistura € colocada num
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termociclador que faz ciclos de temperatura pré-definidos com tempos exatos e que é
responsavel pela amplificagdo do DNA.

A amplificagdo em cadeia engloba trés passos fundamentais. A desnaturagdo do DNA
molde por acao do calor, tipicamente acima dos 90 'C, ocorrendo a separacéo das cadeias por
rutura das ligagdes de hidrogénio entre as bases complementares. Durante este passo a
enzima DNA polimerase € ativada para posterior replicagao. O segundo passo € conhecido
por hibridacdo e consiste na associagao dos primers. Inicia-se com o emparelhamento dos
oligonucledtidos iniciadores que ocorre por ligagdes de hidrogénio ao DNA alvo em cadeia
simples. Esta reagao ocorre a uma temperatura mais baixa entre os 50°C e 70 °C dependendo
do comprimento do primer, uma vez que quando mais curto o primer, menor a temperatura.
Dada a baixa complexidade deste tipo de iniciadores, ha uma maior probabilidade de
eventuais ligagdes indesejaveis, em locais nao especificos do DNA molde, enquanto que
iniciadores extensos, >40 pares de bases, requerem temperaturas de hibridacdo acima de
80 C, temperaturas que podem afetar a atividade e estabilidade da DNA polimerase (77-79).

No caso da técnica de PCR em tempo real (QPCR) a quantificagdo e amplificagdo é
realizada simultaneamente. O procedimento € semelhante ao da técnica geral de PCR,
diferindo na caracteristica que Ihe confere o nome de PCR em Tempo Real, isto €, o DNA é

quantificado apds cada ciclo de amplificagédo (67).

3.4.3. Detecao e quantificagao dos produtos de PCR em tempo real

Na gPCR durante a amplificacdo, é possivel ser realizada a detecéo e quantificacao
simultanea de um alvo especifico de DNA. Isto é conseguido através da monitorizagao de
produtos PCR que emitem fluorescéncia utilizando sondas ou corantes fluorescentes que se
vao hibridizar dentro da sequéncia alvo para gerar um sinal e, em conjunto com sistemas
especializados, identificar e quantificar o produto PCR (80-82). Existem dois métodos
preferencialmente utlizados, o método de sonda TagMan e o SYBR Green. Os dados sao
recolhidos utilizando fotodetetores que apenas permitem a passagem dos comprimentos de
onda desejados. Uma vez que os dados estdo a ser recolhidos durante o ciclo térmico, o
software de analise constrdi um grafico de amplificagéo. Este é essencialmente um grafico de
registo do ARn (sinal de fluorescéncia) em funcdo do numero do ciclo. Em ciclos de
amplificagao iniciais, a fluorescéncia emitida pelos corantes fluorescentes ainda esta abaixo
do limite de detecdo do instrumento, mas quando ARn de uma determinada amostra cruza o
valor do limite de detegdo é registado o valor Ct, numero do ciclo em que se deteta

fluorescéncia. Este valor é inversamente proporcional a concentragao inicial do DNA. O
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produto amplificado € duplicado apds cada valor Ct até a reagao atingir um patamar. Os

valores de Ct sdo utilizados para a quantificagao absoluta e relativa do DNA (83).

3.4.3.1. Método da sonda TagMan

As sondas TaqMan s&o concebidas para se ligarem a sequéncias alvo do produto de
amplificagao. Estas contém um corante fluorescente (reporter) ligado a extremidade de 5' e
uma substancia que suprime a fluorescéncia do reporter (quencher) que esta ligado a
extremidade de 3' da sonda. A proximidade dos dois corantes inibe o reporter de emitir a
fluorescéncia. A Tag DNA polimerase utilizada no método TagMan tem uma atividade da
exonuclease de 5' para 3' que permite a clivagem do nucledétido terminal de 5'. Uma vez que
a Tag DNA polimerase amplifica o DNA a partir do primer na extremidade 5’, esta encontra a
sonda que esta hibridizada e cliva o reporter durante a fase de extensdo que emite
fluorescéncia que é depois detetada e registada (78,84,85). O aumento da fluorescéncia &
proporcional a quantidade do produto alvo do PCR uma vez que a atividade da exonuclease
da polimerase Taq s6 atua se a sonda estiver hibridizada a sequéncia alvo (78).

Com o método TagMan, diminui a hipotese de produtos ndo especificos e de
contaminacdo em PCR serem interpretados como o produto amplificado alvo na reacéo,
aumentando assim a especificidade da reagdo. Uma desvantagem do qPCR baseado em
TagMan é que, uma vez que a atividade de exonuclease de 5' a 3' é crucial para o bom
funcionamento deste ensaio, no caso de as amostras testadas conterem inibidores de DNA
polimerase, poucas ou nenhumas alternativas podem ser utilizadas para compensar a perda
de sinal (78).
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Figura 4 Mecanismo da sonda TagMan (67)
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3.4.3.2. Método do corante SYBR Green

O método SYBR Green baseia-se na capacidade do corante SYBR Green | em se
intercalar com o DNA, emitindo um sinal fluorescente que pode ser detetado pelo fotodetetor.
No inicio de um novo ciclo térmico quando ocorre a desnaturagao do DNA, o corante SYBR
Green | é libertado e a emissdo de fluorescéncia diminui (78,84,86). Portanto, o sinal
fluorescente da amostra é recolhido no final da etapa de alongamento de cada ciclo de PCR
para quantificar o aumento nos produtos amplificados (87). Devido a quimica do SYBR Green
I, ndo se consegue distinguir entre os produtos alvo e os produtos nao especificos, uma vez
que SYBR Green | € um corante de ligagdo ao DNA néao especifico e ira ligar-se a todos os
fragmentos de DNA presentes na reagéo (88,89), o que pode resultar em falsos positivos. A
incorporagcao de uma analise da curva de fusdo apés a fase de PCR permite ao utilizador
distinguir os produtos amplificados através da construgdo de um grafico que relaciona a
fluorescéncia em funcdo da temperatura uma vez que diferentes produtos de DNA tém
diferentes temperaturas de fusdo devido as razdes diferentes GC/AT.

Uma vez que a fluorescéncia do corante SYBR Green | depende da ligagdo do corante ao
DNA, aplicam-se menos restricdes as polimerases de DNA que podem ser utilizadas. Embora
a atividade de exonuclease de 5' a 3' ndo seja necessaria neste caso, a Taq DNA polimerase
pode ainda assim ser utilizada. E importante otimizar cuidadosamente as condi¢cdes de PCR

e a concecao dos iniciadores e evitar a contaminagcéo por DNA gendmico (88).
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Figura 5 Mecanismo da sonda SYBR Green (67)
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3.4.4. Variantes da técnica de PCR

Na técnica de multiplex-qPCR, diferentes sequéncias de DNA alvo podem ser
amplificadas simultaneamente utilizando multiplos pares de primers distintos, com diferentes
corantes na mistura reacional. O multiplex-PCR em tempo real é utilizado para rastrear um
elevado numero de amostras ambientais e para detetar e selecionar diferentes estirpes
bacterianas num unico ensaio (88). A vantagem sobre o monoplex gPCR é a amplificagao de
varios alvos de DNA numa unica reagao que subsequentemente reduz o custo dos ensaios,
o tempo e os recursos (67).

As desvantagens incluem a selegdo de primers que devem funcionar nas mesmas
condicbes de reacao, a ocorréncia de formacao de dimeros de primers levando a uma fraca
sensibilidade e a amplificacdo preferencial de certos alvos. O ensaio s6 pode ser bem-
sucedido se as concentragbes de iniciadores, tampado PCR, temperaturas do ciclo e a
quantidade do modelo de DNA e TagDNA polimerase estiverem corretas. Os seguintes
microrganismos foram detetados em amostras de agua usando multiplex PCR em tempo real:
E. coli O157:H7 (90,91), Aeromonas spp., Salmonella spp., Shigella spp. num Unico ensaio.
Este estudo constatou que em combinacdo com um ensaio de multiplex-PCR SYBR Green
em tempo real, foi 10 vezes mais sensivel e menos demorado do que o protocolo de PCR
ponto final (92,93).

Relativamente a técnica de nested PCR, esta é utilizada para aumentar a especificidade
da amplificagdo do DNA através da utilizagdo de 2 conjuntos de primers e sao realizados 2
processos de amplificagdo. Dado que a especificidade e seletividade da técnica de PCR esta
intrinsecamente relacionada com a especificidade dos primers ao local de ligagao, o produto
amplificado é sujeito a novo processo de amplificagdo, com um conjunto de iniciadores distinto
que clivam o fragmento produzido na primeira sequéncia de amplificagdes internamente aos
primers originais, permitindo na segunda reacdo, a obtencdo de um produto de menor
dimensado. Em geral, obtém-se uma banda de maior intensidade e menor ruido, traduzindo-
se numa diminuicdo da ocorréncia de falsos negativos e falsos positivos, permitindo a
amplificagao do produto pretendido. O raciocinio subjacente baseia-se no facto de que caso
tenha ocorrido um erro no local de amplificacdo, a probabilidade de ocorrer um novo erro na
segunda amplificagdo, com o segundo par de iniciadores, € muito menor, dada a baixa
probabilidade de que o produto indesejado do PCR contenha locais de ligagdo para ambos
0os primers, assegurando que o sinal do segundo produto amplificado € muito menos

suscetivel a interferéncias com produtos n&o pretendidos (91).
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3.4.5. Validacao do método

Para proceder a validacdo do método de qPCR, os parametros de desempenho do
método devem ser fornecidos de modo a comprovar que este produz resultados adequados
para o fim pretendido com um nivel aceitavel de incerteza e comparaveis com os obtidos pelo
método de referéncia. Entre os parametros de desempenho constam a especificidade,
precisao; limite de quantificagdo (LOQ), limite de detegdo (LOD), veracidade, linearidade,
robustez. A norma da ISO, 20395:2019 apresenta as orientagdes sobre a validagdo do método
de qPCR (92).

3.4.5.1 Especificidade

A especificidade de um ensaio e a potencial reagdo cruzada com potenciais sequéncias
homologas presentes na amostra deve ser avaliada. A analise de controlos positivos (material
biolégico bem caracterizado ou solugdo de acido nucleico) deve ser realizado, utilizando
padrdes estreitamente relacionados com o alvo (92).

Para a otimizagao inicial de um ensaio qPCR deve-se testar uma gama de temperaturas
de hibridacao, numeros de ciclos de PCR a efetuar e varias concentracdes de primer, de modo
a determinar as condicoes 6timas de detecdo do sinal fluorescente. A modificacdo da
temperatura de hibridacdo na técnica de PCR pode ser necessaria para melhorar a
especificidade do ensaio.

A resolugdo de um ensaio digital € uma medida quantitativa de como as duas populacdes
comparadas (positiva - o DNA alvo e controlo negativo) podem ser diferenciadas. E definida
como a diferenga de fluorescéncia entre os dois picos, dividida pela largura combinada de
ambos os picos. Foi proposta uma resolugdo de 2,5 para para permitir diferenciar os dois
picos em amostras mais dificeis (92).

A analise da curva de fusao também pode ser executada como prova da especificidade
do primer. E uma analise pés-PCR realizada para avaliar a especificidade dos produtos
amplificados com base nas suas caracteristicas de fusao. Efetuam-se ensaios na presenca
de corantes de ligacdo ao DNA sujeitos a temperaturas de incubagdo crescentes. Para a
detecdo de uma unica sequéncia alvo de acido nucleico, deve ser observado um unico pico
no grafico como prova de que um unico produto de amplificagéo foi produzido na reagéo. A
temperatura de fusao (Tm) depende do comprimento da sequéncia de DNA, conteudo de G:C,
tampao, e disposigao sequencial dos nucleoétidos (92).

A taxa de falsos positivos do ensaio, expressa em percentagem (%) da concentragéo do
DNA alvo ou quantidade por reacdo, deve ser calculada para cada ensaio. A taxa de falsos
positivos € necessaria para estabelecer limite de detegdo (LOD) o qual sera abordado no
topico 3.4.5.4. (92).
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3.4.5.2. Precisao

A precisdo mede a variabilidade dos resultados de medicdes independentes obtidos para
a mesma amostra sob determinadas condi¢cdes de ensaio. Dependendo destas condi¢des, a
precisdo do ensaio pode ser dividida em repetibilidade, precisdo intermédia e
reprodutibilidade. No ambito de uma unica validacéo laboratorial, tanto a repetibilidade do
método como a precisao intermédia devem ser determinadas.

O numero de réplicas dentro da mesma experiéncia e em experiéncias independentes
deve ser suficiente para fornecer uma estimativa fiavel do desvio padrao (DP).

Uma analise de variancia unidirecional (ANOVA) pode ser realizada para calcular a
repetibilidade relativa (Srepet,rel) e a variagao entre ensaios (Srun,rel) dos desvios padréo de

acordo com as equagdes (1) e (2) respetivamente:

(1) Srepet re = \/MSmesmo ensaio

Cng copias

MSentre ensaio MSmesmo ensaio
(2) nréplicas
Srun,rel = -
Cng copias

Em que:

MSmesmo ensaio média quadrada dos valores obtidos no mesmo ensaio calculada por

ANOVA unidirecional;

MSentre ensaio média quadrada dos valores obtidos em ensaios diferentes pela ANOVA
unidirecional;

Nréplicas numero médio de réplicas por ensaio;

Cpo opias concentracao média das amostra relativa a todos os ensaios realizados.

A repetibilidade (preciséo a curto prazo ou variagao intra-ensaio) refere-se a precisao
e robustez dos resultados obtidos com as mesmas amostras analisadas repetidamente, com
0 mesmo analista, no mesmo laboratério e com 0 mesmo equipamento.

A repetibilidade também pode ser expressa como o desvio padrao relativo ou
coeficiente de variagéo (CV) associado aos valores de Cq (95). O CV deve ser inferior ou igual
a 25% em todo o intervalo do ensaio (94). Para expressar a repetibilidade em termos de

coeficiente de variagéo dos valores Cq, (CVcq) pode ser utilizada a equacgéao (3):
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) CVeq = 2\/(1 + E)(Dch)len(1+E) 1

Onde o DPcq € o desvio padrao dos valores Cq e E é eficiéncia do PCR

A preciséo intermédia traduz a variagdes intra-laboratoriais. Pode ser avaliada através
da preparacao de 2 séries de amostras idénticas, sendo cada série preparada por diferentes

analistas, em diferentes dias ou usando equipamentos diferentes, mas equivalentes (92).

A reprodutibilidade (precisdo a longo prazo ou variagdo entre ensaios) refere-se a
variagao dos resultados obtidos por diferentes laboratérios e é tipicamente expressa como o
DP ou o coeficiente de variagao (CV) dos valores ou concentragbes das varias réplicas
analisadas por laboratérios independentes (ensaio interlaboratorial). Os valores Cq gerados
a partir de diferentes experiéncias estdo sujeitos a variagdo inerente entre elas, por
conseguinte, ndo podem ser comparados (92). O CV entre ensaios deve ser inferior a 35%
(95).

3.4.5.3. Limite de quantificagao (LOQ)

O LOQ é calculado a partir da analise de amostras com concentragdes no limite inferior
do intervalo linear do método. O intervalo de concentragdes da curva de calibragao deve estar
compreendido duas vezes acima e abaixo da concentracao esperada para o LOQ. A variagao
de concentracdo entre os varios padroes deve ser pequena e devem ser efetuadas 10 réplicas
para cada nivel de concentracdo. A estimativa da precisdao do LOQ depende do numero de
réplicas realizadas em cada concentracéo e do acréscimo na concentragcao entre as amostras
(92). A precisao associada ao LOQ deve ser especificada como um DP ou DP relativo (CV,
%).

3.4.5.4. Limite de detecao (LOD)

O LOD ¢ definido como a concentragdo mais baixa na qual 95% das amostras positivas
séo detetadas. Ou seja, dentro de um grupo de amostras que contém o alvo com
concentragdes no LOD, ndo devem ocorrer mais de 5% de reagdes negativas (94). A
estimativa do LOD deve ter em conta tanto a distribuicdo estatistica dos resultados falso-
positivos como a das amostras verdadeiras positivas. Deve ser especificada a probabilidade
de detegao de falsos positivos (B) e falsos negativos (a) ou confianga na classificagédo de um

verdadeiro positivo (igual a 1 — a) ou falso negativo (igual a 1 — B) (92).
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A taxa de falsos positivos do ensaio € uma medida da especificidade do método e da
analise dos controlos negativos (92).

A taxa de detecdo de verdadeiros positivos deve ser estimada a partir de medicbes
repetidas de amostras que contém quantidades do alvo no limite inferior da gama de trabalho
do método, onde >0 % e < 100 % das reacdes sao positivas e cobrem o intervalo para o nivel
de confianga requerido (92). Por exemplo, com 95% de confianga, o LOD é a concentragéo
mais baixa onde 95% das copias séo positivas.

Se o laboratério ndo conhecer o LOD, pode-se realizar um estudo piloto com apenas
algumas réplicas em cada concentragéo, cobrindo uma gama de concentragdes mais ampla,
e depois utilizar um grande nimero de réplicas numa gama de concentra¢cdes mais apertada.
(92).

3.4.5.5. Linearidade

O intervalo linear deve ser caracterizado em termos de declive e coeficiente de correlagao
(por exemplo, coeficiente de correlagéo de Pearson, R) através da analise de regressao linear
entre a quantidade esperada (calculada) de acido nucleico e a quantidade observada de acido
nucleico. A curva de calibragdo deve ser construida utilizando padrboes de medigao
independentes com concentragdes absolutas ou relativas especificadas (por exemplo,
concentragdo do numero de copias, copias/uL) que tenham a mesma matriz ou uma matriz
semelhante as amostras de ensaio. O coeficiente de variacio associado a curva de calibragao
(CVm, %) deve refletir a incerteza de medigédo das concentragdes das amostras ensaiadas. As
solugdes de calibragcdo devem ser distribuidas uniformemente por toda a gama de
concentracdes, e de preferéncia estender-se para além desta. Deve ser utilizado um minimo
de 5 niveis de concentragdo, cada uma no minimo em duplicado. As concentragcdes das
amostras de ensaio sao estimadas a partir da curva de calibragdo. A concentragéo (ci) €
estimada utilizando a equacéao (4):

Cg—a
@ logyyci = "b

Em que:
Cq é o Cq da amostra de teste;
a é a calibracdo ordenada na origem;

b é o declive.

De modo a fornecer uma resposta instrumental ou resultados proporcionais a quantidade

de analito a ser determinada na amostra de laboratério (92).
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As amostras utilizadas para a avaliacdo da linearidade devem ser representativas das
amostras de ensaio tipicas e podem ser materiais de calibracdo ou uma série de diluicbes de
uma amostra. Para uma série de diluicbes, a quantidade relativa deve ser analisada.
Recomenda-se um declive entre 0,95 e 1,05. O coeficiente de determinagéo (R?) deve ser

superior a 0,99 com uma ordenada na origem igual a zero (92).

3.4.5.6. Veracidade

A veracidade da medigao reflete a proximidade entre a média de um numero infinito de
resultados produzidos pelo método e o valor de referéncia. Existem trés abordagens gerais
para obter um valor de referéncia adequado:

a) utilizagcdo de materiais de referéncia certificados (MRC);

b) ensaios de recuperagao utilizando amostras com quantidade conhecida de analito com
uma matriz que € proéxima ou idéntica a da amostra de interesse;

c) comparagao com resultados obtidos por outro método.

Os MRC devem ter uma matriz muito semelhante a da amostra de ensaio e uma

concentragao proxima a expectavel para as amostras a analisar (92).

3.4.5.7. Robustez

Durante o teste de robustez, deve ser investigado o efeito de pequenos desvios nos
parametros relevantes sobre o desempenho do método, ou seja, os resultados do ensaio.
Os parametros relevantes do método que podem influenciar o resultado do método sdo a
concentragao e a fonte (fabricante) dos primers e sondas, composi¢ao dos reagentes PCR,
termociclador e parametros do ciclo térmico. Considera-se geralmente que o método PCR
digital (dPCR), sendo um método de PCR ponto final, € mais robusto do que os métodos
gPCR, contudo a amplitude da fluorescéncia e a temperatura da etapa de hibridagdo sao
parametros importantes na discriminagao entre resultados positivos e negativos, pelo que os

parametros acima descritos devem ser variados durante os testes de robustez (96).

3.4.6. Vantagens e desvantagens do método PCR

A principal vantagem do gPCR baseia-se na rapida detegdo e quantificagdo das
sequéncias do DNA alvo e por conseguinte da concentragao do microrganismo. O método de
cultura é considerado como o método padrido na detegao e quantificagdo bacteriana a nivel
internacional pois a maioria das bactérias de importancia clinica e seguranca alimentar, pode
ser cultivada. Contudo nos casos em que é necessaria uma intervencgao critica e rapida para
evitar surtos de doencas infecciosas, as técnicas tradicionais sdo lentas e com varias etapas,

nao conseguindo fornecer resultados num tempo razoavel. Esta limitagdo é agravada pela
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necessidade de realizar testes adicionais (determinagéo de espécies, identificagao de fatores
de viruléncia ou resisténcia antimicrobiana) e ndo é capaz de detetar microrganismos que se
encontrem viaveis mas nao cultivaveis (VBNC). O qPCR é capaz de fornecer a informagao
necessaria num curto espaco de tempo devido a sua capacidade de amplificar e quantificar
simultaneamente o DNA alvo (96,98). Para além disso € mais seguro uma vez que é
necessaria menos manipulacdo de amostras apds a amplificacdo evitando contaminagdes
cruzadas. A utilizacao de primers especificos para o alvo de interesse confere ao método uma
seletividade elevada, garantindo assim que se trata do microrganismo que se pretende
identificar. Este método é capaz de distinguir o microrganismo de outros semelhantes, mas
geneticamente distintos garantindo assim a auséncia de interferéncias e falsos positivos (99).
Por conseguinte, o teste qPCR também apresenta uma elevada sensibilidade. Por ultimo,
requer uma quantidade reduzida de amostra para que haja detecdo de microrganismos e &
um método automatizado que pode permitir a analise simultanea de varias amostras numa
unica reagéo (multiplex-PCR) (67,96).

Apesar da técnica de qPCR apresentar muitas vantagens também tem algumas
limitagbes. A viabilidade dos microrganismos tem um impacto direto na sua capacidade
patogénica e, por conseguinte, desempenha um papel importante na avaliagdo de potenciais
riscos associados a presenga de organismos numa fonte de agua. A qPCR nao consegue
distinguir entre microrganismos viaveis ou ndo viaveis apesar de deteta-los. No entanto, &
possivel a utilizacdo de corantes fluorescentes que se intercalam com o DNA como a
monoazida de propidio (PMA) e o brometo de monoazida de etideo (EMA) (100) que permitem
distinguir os organismos viaveis dos ndo viaveis. Neste método, o critério para a determinacéo
da viabilidade é a integridade da membrana. As células metabolicamente ativas
(independentemente da sua capacidade de cultura) com integridade total da membrana
mantém os corantes fora das células e sdo, portanto, consideradas como viaveis. No entanto,
se a integridade da membrana plasmatica for comprometida, os corantes penetram na célula,
ou reagem com o DNA fora das células mortas. O DNA alvo das células nao viaveis nao fica
disponivel para a amplificagdo por qPCR e a diferenga entre células nao fluorescentes e
fluorescentes fornece informagao sobre a proporgéo de células viaveis na amostra (100-102).

Os ensaios de qPCR podem dar resultados falso-negativos por varias razées. Alguns dos
problemas mais frequentes sdo a remocgao inadequada dos inibidores da PCR na amostra, a
libertagao ineficaz do conteido de DNA microbiano das células e a fraca recuperacdo do DNA
apos as etapas de extragdo e purificagdo. Os métodos para assegurar o melhor
processamento da amostra incluem: incorporagdo de controlos internos de amplificagdo ao
ensaio de PCR para monitorizar a presenga tanto de DNA de amostra purificado como de
potenciais inibidores de PCR, inducdo de varios métodos de lise celular para libertar

eficazmente o conteddo de DNA microbiano. Devido a eficacia variavel de cada uma destas
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medidas, os esforcos para melhorar a sensibilidade de detecdo de um ensaio podem precisar
de ser ajustados individualmente com base na aplicagéo clinica do ensaio e no microrganismo
de interesse. Outro obstaculo pode ser a presenga de contaminantes nas amostras ambientais
de agua (103). A presenga de sedimentos, compostos organicos e inorganicos, detritos
celulares e metais pesados que podem interferir na extracdo de DNA, reduz a recuperagao
dos microrganismos alvo e acidos nucleicos, e inibe a atividade da polimerase o que pode
levar a resultados falso-negativos (100). Nestes casos, poderia ser incluida uma etapa de
purificagao a fim de reduzir ou, eliminar os inibidores naturalmente presentes nas amostras
ambientais (69,102,104). Contudo, alguns dos reagentes utilizados nos protocolos de
purificagdo do DNA (por exemplo, etanol, isopropanol) podem ser dificeis de eliminar da
amostra de agua e podem também causar inibicado da amplificagao (97). Outras abordagens
para reduzir a interferéncia dos contaminantes na detecdo incluem adicdo de moléculas
facilitadoras (por exemplo, BSA) (105).

A contaminagao por material genético transportado de reagdes PCR anteriores, que
podem ser alojados e transmitidos através de reagentes PCR, tubos, pipetas e superficies de
laboratério diminui significativamente a sensibilidade do método. Devido ao poder de
amplificagao da PCR, mesmo quantidades muito pequenas de contaminagao por "carry-over"
podem servir como substratos para amplificacdo e conduzir a resultados falso-positivos. As
tentativas de descontaminagdo de materiais PCR envolveram quase todos os métodos
conhecidos de destruicdo de DNA, incluindo radiagao ultravioleta, tratamento quimico e
digestao enzimatica (55,106—108).

As amostras de agua ambiental sdo naturalmente diluidas (55,69,105), o que implica uma
pequena concentragdo dos microrganismos alvo num grande volume de agua. A legislacéo
estabelece que sdo necessarios para uma analise fiavel volumes de 100 mL (agua destinada
ao consumo humano e agua para banho) e 250 mL de agua (agua engarrafada). No entanto,
as tecnologias baseadas em PCR utilizam tipicamente volumes pequenos (normalmente, 1
ou 2mL), o torna o método menos sensivel devido a dificuldade em concentrar todos os
microrganismos numa amostra de agua (97). Para minimizar a probabilidade de ocorrer um
erro na detecdo do DNA alvo, sao realizadas etapas de extragao e purificacdo do DNA antes
da amplificagdo da PCR como meio de concentrar o DNA total a partir de um volume de
amostra maior. Também pode ser incluida uma etapa de concentracdo que aumenta varias
vezes o numero de microrganismos alvo num volume gradualmente menor de amostra de

agua (74,109-116), tonando possivel a analise de pequenas amostras de agua.

3.4.7. Comparacgao entre qPCR e métodos de cultura

Varios estudos que comparam o método de cultura e gQPCR em diferentes tipo de agua

mostraram uma taxa mais alta de resultados positivos e valores de quantificagdo mais
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elevados e precisos na técnica de gPCR comparando com a de técnica de cultura (117).
Walker et al. (117) avaliou o potencial do método qPCR para a rapida detegao e quantificagao
da E.Coli em amostras de agua ambiental comparativamente ao método de cultura
colorimétrico da TBX.

A sensibilidade e especificidade foram avaliadas utilizando um conjunto de 87 estirpes de
E.Coli e 23 estirpes de bactérias nao-E.Coli, incluindo microrganismos estreitamente
relacionados do género Escherichia. O método de cultura TBX, n&o detetou 3 das 72 estirpes
de E.coli e 2 com um serotipo O157:H7 obtendo-se uma sensibilidade de 94,3%. Em
contraste, o ensaio gPCR que tinha com alvo o gene uidA da E.coli ,amplificou 98,9% das
estirpes de E.coli mostrando-se mais sensivel. Apesar disso, método uidA gPCR deu
resultados falso-positivos para espécies ndo E.coli Escherichia diminuindo assim a
especificidade do método.

Foi tracada uma curva padrao a partir de uma série de 10 diluicbes da sequéncia alvo da
E.coli para cada ensaio [Fig 6.] . O ensaio uidA gPCR obteve um limite de detegcao de <10
copias, sem amplificacdes positivas abaixo deste limite. Ao amplificar entre 10 e 10° copias,
o desvio padrao entre as reacdes de replicagio foi menor que 0,32 ciclos, o que reflete uma
boa precisdo. O coeficiente de determinagéo (R?) foi 0,998 o que demonstra uma elevada
correlagao (linearidade) entre o numero de copias e o ciclo em que o limite de detegao é
ultrapassado (quanto maior o numero de cépias, menos ciclos sao precisos para se detetar
fluorescéncia, pois ha mais concentragdo de DNA, em menos tempo). A eficiéncia de
amplificagao foi calculada como 89,8%. O conjunto de resultado destes parametro tornam o

método valido para medi¢ao da concentracdo da E.coli.
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Figura 6 Curva padrao para o uidA gPCR (117)
Foram recolhidas amostras de agua de varios locais mensalmente. O numero de células
E.coli viaveis em cada amostra de agua foi inicialmente medido utilizando o método de cultura

[Fig 7.]
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Através da analise estatistica ANOVA mostrou-se que a concentracao de E.coli diferia
significativamente entre as amostras (p < 0,001). O numero de células no 2° e 3° efluente
foram semelhantes, mas o numero de células viaveis depois do tratamento com UV foi
significativamente mais baixo. Em conjunto com a andlise baseada em cultura, foram
extraidos acidos nucleicos de todas as amostras de agua [Tabela 4]. Existiam concentra¢des
relativamente baixas de DNA nas amostras de agua do estuario e aguas balneares, em

comparacgao com as amostras dos efluentes.
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Figura 7 Concentragdes de E.coli em amostras de agua retiradas
de varios locais. Para dois dos locais (estuario e aguas balneares),
foi adicionada uma quantidade conhecida de E.coli (117)

Tabela 4 Concentragdes de DNA para amostras de agua (desvios padrédo) (117)

Tipo de amostra Concentragcdo média de DNA
(ng/pL)
2° efluente 3,9 (1,5)
3° efluente (antes da UV) 3,1(1,4)
3° efluente (depois da UV) 2,9 (1,0)
Estuario 1,3 (0,8)
Aguas balneares 0,8 (0,5)
Estuario (com concentragédo conhecida de E.coll) 1,3(0,8)
Aguas balneares (com concentragdo conhecida de E.coli) 0,9 (0,7)

Para determinar se o nimero de copias de DNA pode prever com fiabilidade as UFC em
amostras ambientais, relaciou-se o numero de copias de DNA (medido utilizando o ensaio

uidA gPCR) e o numero de UFC de E.coli (medido por cultura) [Fig.8]. Confirma-se uma
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relagdo linear entre o logaritmo do numero de copias e o logaritmo do numero de UFC
(R?=0.639) quando se ultrapassa as 100 UFC por reacdo de PCR. Apesar do elevado
coeficiente de determinagéo encontrado para o ensaio qPCR representado na figura 6, este
diminuiu para 0,639 quando estes ensaios foram aplicados a amostras de agua ambiental.
Para além do erro inerente a todas as metodologias microbiolégicas, a presenca de E.coli ndo
viaveis que foram detetadas por PCR mas nao pelo método de cultura TBX pode levar a
diminuicdo da linearidade e consequentemente da eficacia do método. A incapacidade da
gPCR para distinguir entre células bacterianas viaveis e nao viaveis € demonstrada neste
estudo pela semelhanca dos numeros de copias detetadas para efluentes antes e depois do
tratamento UV, apesar das diferengas significativas na contagem de UFC. A utilizagao de
corantes como o PMA consegue discriminar células bacterianas viaveis de ndo viaveis por
PCR e a adocao destes métodos pode servir para aumentar a fiabilidade destes ensaios de
PCR.

uidA gqPCR
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Figura 8 a) Comparagdo do numero de copias do uidA gPCR em fungédo da contagem de colénias para
E.coli em amostras de 4gua ambiental b) respetiva legenda. Esta representada a regresséo linear em qPCR

com>100 CFU/PCR para o ensaio uidA (R?=0,639) (117)

A tabela 5 mostra a percentagem de reag¢des que néo tiveram amplificagdo em diferentes
gamas de concentragao de E.coli. Reagdes que contém menos de um equivalente a 10 UFC

nao amplificaram de forma fiavel para nenhum dos ensaios.
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Tabela 5 Comparagao da percentagem das reagdes uidA gPCR sem amplificagdo em varias gamas
de concentragédo de E.coli (117)

CFU/reacao | % de reagoes uidA qPCR sem amplificagao
<1 29,5
1-10 25,9
10-100 n/a
100-1000 4.8
1000-10000 0.0
>10000 0.0

A figura 9 mostra as concentragdes calculadas de E.coli em fungdo das concentragdes
medidas para as amostras que tinham concentragdes de E.coli maiores que 1000 UFC/100
mL uma vez que so a partir dessa concentragéao € que se verificou amplificagao fiavel (tabela
5). Ha uma relagao linear entre as concentragdes de E.coli calculadas e medidas pelo uidA
gqPCR, (R?=0,717). N&o foram encontradas diferengas significativas na proporgéo de E.coli
calculada para a concentragdo medida entre os tipos de amostra para os ensaios uidA gPCR.
Isto sugere que o qPCR, quando utilizado em combinagdo com o método de extragéo de acido
nucleico, neste caso o de magnetic beads, € capaz de prever a contagem de UFC em
amostras retiradas de varios tipos de agua.
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Figura 9 Concentragdes de E.coli calculadas a partir dos resultados do uidA gPCR em
relacdo aos resultados de E.coli medidos para as amostras com concentra¢des de
E.coli>1000 CFU/100 mLI conforme medido por cultura e respetiva legenda (117)

O gPCR é capaz de detetar de forma fiavel a E.coli a partir de amostras de agua e permite
uma identificagdo mais especifica do que métodos baseados em cultura ou de detegao rapida

através da obtencao de resultados com um nivel de correlagao elevado e comparaveis com o
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esperado. A adocgao de controlos internos de amplificagio e corantes de viabilidade, tais como
PMA, permite que o qPCR seja capaz de quantificar com mais precisao a E.coli uma vez que
elimina os interferentes. O principal fator de limitagdo da detegcdo em amostras de aguas
ambientais é frequentemente a concentragdo e extragdo do DNA da E.coli. Isto pode ser
contornado em parte através da filtragcdo de maiores volumes de agua, contudo, torna-se
impraticavel para a andlise de amostras de rotina e reduz a rapidez do método, podendo
também introduzir maiores concentragdes de inibidores também. Posto isto, o estudo futuro
de métodos rapidos de base molecular para detegdo e quantificagdo microbiana na agua
deve-se concentrar na melhoria da eficiéncia, rapidez e fiabilidade do método de extracao de
DNA (117).

3.4.8. Inovagao/otimizagdao do método PCR

A inovagcado da técnica de PCR é importante na medida que confere ao método mais
especificidade e sensibilidade de maneira a obter resultados cada vez mais crediveis.
Algumas das solugdes de otimizagédo da técnica para ultrapassar certas limitagdes ja foram
apresentadas, contudo, as limitagbes do método gPCR, tais como o viés na quantificacdo
devido a utilizagdo de curvas padrdo e a suscetibilidade aos inibidores de PCR, sao
obstaculos mais dificeis de ultrapassar com impacte na implementagéo destes métodos no
controlo microbioldgico da agua. A PCR digital (dPCR) oferece a oportunidade de manter as
vantagens do qPCR sobre os métodos baseados em cultura e ao mesmo tempo melhorar
estas duas principais limitagdes (119). O dPCR consiste na divisdo da amostra antes da
amplificagdo em milhares de compartimentos onde ocorrem as reagbes de PCR. Os
resultados sao examinados individualmente quanto a fluorescéncia, e a densidade de DNA é
calculada a partir da fragao de reagdes finais positivas utilizando a lei de Poisson (118,120)
para estimar a concentracdo das copias do DNA alvo. Assim deixa de ser necessario a
quantificagdo em tempo real da fluorescéncia. A base para a quantificagao digital por PCR
nao é, portanto, a rapidez com que um sinal fluorescente é detetado (como em qPCR), mas
se o0 alvo amplifica ou ndo em cada compartimento. Esta quantificagdo direta elimina a
necessidade de curvas padrdo, eliminando a mao-de-obra, material e erro associados a
criagao e funcionamento de padrdes (119,121) e o viés associado a variabilidade do padrao
e a eficiéncia de amplificagdo ndo compativel entre padrées e amostras. O confinamento das
reacdes e medi¢cdes de pardmetros em pequenos compartimentos conduz a outras vantagens
de desempenho, incluindo a reducéo da suscetibilidade a inibicdo, aumento da repetibilidade
e reprodutibilidade, e aumento da capacidade de medir multiplos alvos numa unica analise

(multiplex). Podemos concluir que o dPCR devido a suas vantagens como simplicidade,
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precisdo e sensibilidade pode ser adequado para a monitorizagdo da qualidade da agua e é

particularmente vantajoso uma vez que € um método auténomo.
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4. Conclusao

De modo a prevenir a ocorréncia de surtos de doengas hidricas como a diarreia e fornecer
condicbes de saneamento e higiene adequadas sem comprometer a saude publica, é
necessario um sistema eficaz de monitorizagéo e gestao da qualidade da agua para controlo
quimico e microbiolégico da agua. No que concerne aos métodos microbiologicos, os métodos
de controlo atuais e os de referéncia na legislagdo nacional apresentam diversas
desvantagens, tornando-os ineficientes na detegao e quantificagdo de microrganismos em
tempo real (24 h — 48 h).

O processo de desinfe¢cdo da agua, nomeadamente a cloragéo, também contribui para a
eliminagao destes organismos patogénicos, mantendo a qualidade da agua ao longo da rede
de distribuicdo. A utilizacdo de métodos que monitorizam o cloro residual como DPD permitem
ajustar a dose de desinfetante garantindo que este se encontra na concentragédo adequada
para prevenir que 0s microrganismos se instalem nas redes de distribuicdo e possam provocar
surtos.

O método de cultura é considerado o método de referéncia para analise microbioldgica da
agua, no entanto tem se demonstrado ineficiente e com algumas limitagdes no que respeita a
precisdo, sensibilidade e rapidez. Existem técnicas capazes de detetar microrganismos na
agua como os métodos de detegao rapidos, a HPC e a técnica de fermentagédo em tubos
multiplos, mas nenhuma apresenta a vantagem que as técnicas baseadas em analises
moleculares, como a PCR, apresenta: uma maior rapidez na obtengao dos resultados, sem
perda de eficacia.

Os métodos baseados em PCR sdo ferramentas promissoras para fornecer analises
sensiveis, rapidas e quantitativas para a detecédo dos indicadores atualmente utilizados no
controlo microbioldgico da qualidade da agua, células viaveis mas n&o cultivaveis e novos
agentes patogénicos e indicadores emergentes. O principal interesse em utilizar a técnica de
gPCR em detrimento das restantes centra-se no facto que com a obtenc&o de resultados mais
rapido em simultdneo com a detegédo e quantificagdo, conseguem ser aplicadas medidas
preventivas em caso de identificagdo de microrganismos patogénicos de modo a evitar a
evolucao de surtos.

Apesar do método qPCR apresentar algumas limitagdes na diferenciagédo de células
viaveis e nao viaveis existem métodos capazes de contornar este obstaculo de modo a
classificar corretamente o risco de contaminagéo.

A variedade de técnicas e aplicagbes disponiveis para métodos baseados na PCR
aumentou consideravelmente e os custos envolvidos foram substancialmente reduzidos, o

que em conjunto contribuiu para a potencial padronizagéo destas técnicas. No entanto, ainda
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necessitam de um maior aperfeicoamento para serem padronizadas e aplicadas a variedade
de aguas ambientais e as suas caracteristicas especificas.

A aplicagdo da qPCR a diferentes areas de diagndstico de rotina microbiano,
juntamente com a falta de procedimentos padréo para a determinagéo de parametros por
gPCR, levou a um cenario em que a padronizacdo de métodos é realizada de acordo com
diferentes regras por diferentes laboratérios. Existem diferengas em relagdo a validagao e
padronizagao dos ensaios de gPCR e os protocolos gPCR tém sido notoriamente dificeis de
replicar entre investigadores individuais e laboratérios diferentes.

Em conclusao, a cultura continua a ser atualmente o método de referéncia. No entanto,
no futuro, a qPCR para a classificagédo de risco de contaminagdo pode ser ajustada para
assegurar a protegdo da saude publica com o beneficio de que quaisquer agbes preventivas
ou corretivas possam ser realizadas num periodo de tempo muito mais curto, o que pode
impedir a exposigdo continua a um sistema fora de controlo por um periodo de varios dias. E
importante assegurar que qualquer método de PCR utilizado tenha caracteristicas de
desempenho adequadas, em conformidade com as normas nacionais e internacionais, e seja
pelo menos tdo sensivel como os métodos de cultura padrdo. Quando este método € utilizado
para analisar volumes equivalentes de agua, o numero de ocasibées em que é necessario
tomar medidas é semelhante quando se utiliza a PCR e quando se utiliza a cultura. Embora
haja a possibilidade de surgir um pequeno aumento no numero de ocasides em que é preciso
tomar medidas como consequéncia dos resultados da qPCR, estas serdo preventivas e,

portanto, aumenta os beneficios para a saude publica.
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