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_Resumo

A Unidade de Ar e Saude Ocupacional (UASO) do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge implementou os procedimentos necessarios
para a acreditagdo dos ensaios de amostragem e determinagao analitica
de microrganismos cultivaveis em suspensao no ar, de acordo com o refe-
rencial da norma NP EN ISO/IEC 17025 que estabelece os requisitos gerais
de competéncia para laboratérios de ensaio e calibragc@o. Face a inexistén-
cia de programas de avaliag@o externa da qualidade (AEQ), a Unidade de
Ar e Saude Ocupacional organizou, em colaboragdo com o Programa Na-
cional de Avaliacéo Externa da Qualidade (PNAEQ), os programas de AEQ
- Microbiologia do Ar e de Identificacdo de Fungos em Cultura.

O Programa de Microbiologia do Ar consiste na avaliagdo do processo de
amostragem de ar e posterior andlise laboratorial, tendo como objetivo a
quantificagcdo de bactérias e fungos em suspenséo no ar, sendo comple-
mentado com o programa de AEQ de Identificagcao de Fungos em Cultura,
que avalia a competéncia laboratorial para identificacdo de fungos.

O tratamento dos resultados de AEQ do Programa de Microbiologia do Ar in-
clui o célculo do indice de desvio (avaliagdo do desempenho) e do coeficien-
te de variacao. No programa de AEQ de identificagdo de fungos em cultura
os resultados séo classificados de acordo com a identificagdo a espécie/gé-
nero, através da atribuicdo de scores.

O presente trabalho pretende realizar uma avaliagéo critica dos resultados,
obtidos ao longo de 12 anos de atividade do Programa de Avaliacao Exter-
na da Qualidade de Microbiologia do Ar e do Programa de Identificagdo de
Fungos em Cultura, salientando a sua importancia para a avaliagao da qua-
lidade do ar.

_Abstract

The Air and Occupational Health Unit (UASO) from the National Institute of
Health Doctor Ricardo Jorge has implemented the necessary procedures
to accredit the sampling and analytical determination of airborne cultivable
microorganisms in accordance with the NP EN ISO/IEC 17025 standard,
an indicator of technical competence and quality assurance. Given the
lack of proficiency testing schemes, the Air and Occupational Health
Unit organized, in collaboration with the Portuguese External Quality
Assessment Programme (PNAEQ), the External Quality Assessment
- Air Microbiology and Identification of Fungi in Culture programmes.
The Air Microbiology Program consists of evaluating the air sampling process
and subsequent laboratory analysis, with the aim of quantifying bacteria and
fungi suspended in the air, and the Fungus Identification Program, which
in addition, evaluates laboratory competence in identifying fungi in culture.

The Air Microbiology Program's results processing, includes the calculation of
the Z-score and the coefficient of variation, making it possible to classify the
results into categories. Results classification in fungi identification program
are according to the species/genus identification, by assigning scores.
The aim of this work is to carry out, a critical evaluation of the results obtained
over 12 years of the External Quality Assessment Programme for Air Microbiolo-
gy and Fungi ldentification, highlighting its importance in air quality evaluation.

_Introducéo

A avaliagao do risco de exposicao profissional a agentes biolo-
gicos pode basear-se na determinacdo da concentragdo de
bactérias e fungos cultivaveis em suspensao no ar dos locais
de trabalho, onde é expetavel a sua libertagcéo durante a reali-
zacao das diversas atividades pelos trabalhadores. O Decreto-
-Lei n.° 84/97, de 16 de abril, estabelece as regras de protecao
dos trabalhadores contra riscos de exposi¢cao a agentes biold-
gicos. A presenca de agentes bioldgicos com efeitos nocivos
para a saude humana pode dever-se a diversos processos,
designadamente em resultado do desenvolvimento das biotec-
nologias, através das quais se procede a sua producao e utili-
zacao, ou na sequéncia da sua libertacdo sem que 0s mesmos
sejam o objeto de trabalho. Os trabalhadores podem estar po-
tencialmente expostos a agentes bioldgicos com risco para a
saude em diversas atividades, nomeadamente: agricultura; pe-
cuaria; recolha e tratamento de residuos; tratamento de aguas
residuais, diversos ramos da industria, entre outros.

Por outro lado, a legislacéo nacional relativa a qualidade do ar
interior (QAI), o Decreto-Lei n.° 101-D/2020, de 7 de dezembro,
e a Portaria n.° 138-G/2021, de 1 de julho, estabelecem, entre
outros, concentracdes maximas de referéncia para poluentes
microbioldgicos (bactérias e fungos), sendo necessaria a de-
terminacéo da sua concentragao no ar.
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Como consequéncia da aplicacédo da legislacédo verificou-se
0 aumento significativo do numero de avaliagdes da QAl e de
avaliacOes de risco de exposicéo profissional, sendo impera-
tivo harmonizar os procedimentos de amostragem e de anali-
se, tendo como objetivo obter resultados comparaveis, entre
os diversos prestadores de servigos nesta area.

Face a inexisténcia de programas de AEQ, a UASO, em cola-
boracéo com o PNAEQ, organizou em 2010 o programa- piloto
de AEQ em Microbiologia do Ar - contagem de bactérias e
fungos, e em 2012 o programa de Microbiologia do Ar - identi-
ficagao de fungos em cultura, que se mantém atualmente.

_Objetivo

Apreciar os resultados obtidos ao longo dos 12 anos (2010
e 2022) do Programa de Avaliacdo Externa da Qualidade de
Microbiologia do Ar, do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge.

_Material e métodos

Os Programas de Avaliagdo Externa da Qualidade - Micro-
biologia do Ar e Identificacdo de Fungos em cultura - avaliam
a amostragem de ar e a analise laboratorial, no que respeita
a quantificacéo de bactérias e de fungos em suspensao no
ar e a identificacdo de espécies de fungos filamentosos em
cultura. Os laboratérios participantes sdo, na sua maioria,
nacionais, contudo, a partir de 2019 os Programas passaram
a contar com laboratérios estrangeiros, dois de paises euro-
peus e um de pals africano.

O PNAEQ elabora as cartas de instrucdes e respetivos for-
mularios de resposta, disponibilizando aos participantes as
informacdes necessarias para a realizagao de cada ensaio.

No Programa de Microbiologia do Ar s&o realizados dois ensaios
por ano, de modo a contemplar as variagdes sazonais, expecta-
veis para a contaminag@o microbioldgica do ar (estagao quente
e estacao fria). Séo efetuadas colheitas em varios locais com
diferentes graus de contaminagao microbiolégica e com ocupa-
céo variavel, tais como: sala limpa, laboratério, biblioteca, refei-
torio, sala de reunides/formacao, anfiteatro e exterior.

A colheita é realizada em simultaneo por todos os partici-
pantes, com recurso aos amostradores e meios de cultura
utilizados em rotina nos respetivos laboratoérios, em dois
pontos de amostragem (PC1 e PC2), preferencialmente,
com diferentes graus de contaminacdo. As placas sao pos-
teriormente incubadas, sendo calculada a concentragdo de
microrganismos com base na contagem obtida e no volume
de ar colhido por cada laboratério.

A analise, tratamento e apreciacdo dos resultados (Exce-
lente; Bom; Satisfatorio; Insatisfatorio) sao realizados pelo
PNAEQ, nomeadamente os calculos da média de consen-
so, do desvio padrdo, do coeficiente de variacao, do viés
e do indice de desvio, com base no referencial normativo,
norma NP EN ISO/IEC 17043 (1),

Para a identificag@o de fungos em cultura sdo enviadas, uma
vez por ano, duas estirpes para identificagao (ao género ou a
espécie). A identificacdo dos fungos filamentosos em cultu-
ra € classificada com scores: 0 - identificagdo incorreta; 1 -
identificac@o correta ao género; 2 - identificagao correta ao
género e/ou espécie conforme o requerido pelo PNAEQ.

No final de cada ano, o organizador do programa, apresenta
aos Laboratérios participantes os resultados do ano anterior
tratados e promove a formagao dos participantes nas areas
que identifica como mais sensiveis.

_Resultados e discussdo

Ao longo do periodo de 12 anos em que decorreu o Progra-
ma Microbiologia do Ar, no qual o nimero de participantes foi
variavel, utilizaram-se 14 equipamentos diferentes, embora
com o mesmo principio de funcionamento, o impacto do ar
em meio de cultura semissolido, apds passar por um crivo.
Os caudais de amostragem variaram entre 90 e 360 L/min.

As concentragdes de microrganismos no ar Sao expressas
em UFC/m? e calculam-se tomando por base a contagem em
cada placa (n° de unidades formadoras de colonias-UFC) e
0 volume de ar colhido.

86



(’ nsitio_Nacional de Satide Observagdes_ Bolstim Epidemiolégico

Doutor Ricardo Jorge

&

2‘série. L I .
www.insa.pt

artigos breves_ n. 14

Nos graficos seguintes apresentam-se 0s resultados obtidos
para as concentraces de bactérias (grafico 1) e fungos
(grafico 2) para a estagédo fria (outono/inverno), nos dois
pontos de colheita (PC1 e PC2), para o periodo em estudo
(2010 a 2022).

Grafico 1: [ Concentragédo de bactérias no ar (UFC/m?®) para os dois ensaios que decorreram durante a estagéo fria (outono/inverno),
de 2010 a 2022.
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Grafico 2: [ Concentragdo de fungos no ar (UFC/m?®) para os 2 ensaios que decorreram durante a estagao fria (outono/inverno),
de 2010 a 2022.
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A analise dos resultados obtidos pelos participantes, para
a estacdo fria, durante o periodo de estudo (2010-2022),
revelou que as concentracdes de bactérias variaram entre
14-1316 UFC/m?, com uma mediana de 190 UFC/m? e as
concentracdes de fungos variaram entre 4-924 UFC/m?,
com uma mediana de 65 UFC/m?.

Verifica-se uma grande homogeneidade nos resultados das
concentracdes de bactérias, para concentracdes inferiores
a 200 UFC/m®, Para valores de concentragao superiores veri-
fica-se um aumento na dispersao dos resultados dos partici-
pantes, como pode ser verificado pela andlise dos resultados

obtidos para os ensaios PC1(2011), PC2 (2021) e PC2 (2022),
cujas medianas das contagens de bactérias ficaram acima
de 800 UFC/m?® (2011) e das 500 UFC/m?® (2021 e 2022).

Para os fungos verificou-se maior dispersao de resultados
nos ensaios PC1 em 2021 e PC1 e PC2 em 2022 com con-
centragdes acima de 400 UFC/m?,

Nos graficos seguintes séo apresentadas as concentragdes
de bactérias (grafico 3) e de fungos (grafico 4) para a esta-
cao quente (primavera/verao) ao longo do perfodo de estudo
2010-2022.

Grafico 3: [ Concentragdo de bactérias no ar (UFC/m® durante a estagéo quente (primavera/verédo) de 2010 a 2022,
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Gréfico 4: [ Concentragao de fungos no ar (UFC/m?®) durante a estagdo quente (primavera/verao) de 2010 a 2022.
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A anélise dos resultados obtidos na estacao quente (2010-
-2022) revelou concentragdes de bactérias entre 20-2538
UFC/m?3, com uma mediana de 373 UFC/m? e concentragdes
de fungos variaram entre 0-3496 UFC/m?®, com uma mediana
de 310 UFC/m3,

Nesta estacao, as concentracoes de microrganismos cultiva-
veis sdo, de um modo geral, mais elevadas.

Por outro lado, verificou-se que 0s menores coeficientes de
variacdo, de 9,6% no caso das bactérias e de 13,4% para
fungos, foram obtidos para concentragdes de cerca de 400
UFC/m? que corresponde a contagens da ordem das 100
UFC/placa, referidas na norma como aquelas em que o0 erro
nas contagens é menor. Estes resultados vdo de encontro a
recomendacédo da Norma EN 13098 (2) de ajustar o volume
de ar colhido em placas de 90 mm de modo a obter cerca
de 100 UFC/placa.

N&o foram incluidos neste estudo os resultados das colheitas
de fungos relativos aos ensaios de 2012 (ensaio 2), de 2013
(PC1) e 2014 (ensaio 2), devido a contaminacdo das placas
pela espécie Chrysonilia sitophila ou obtencdo de contagens
acima ou abaixo do limite de quantificacao.

A anélise dos resultados obtidos para a determinacao de
bactérias no ar, no periodo em estudo, demonstrou que a
percentagem de participantes com desempenho de excelen-
te, bom ou satisfatorio foi de 92%, para ambas as estacoes
(quente e fria).

Por outro lado, para determinagdo de fungos no ar, o de-
sempenho foi excelente, bom ou satisfatério em 92% e 96%
dos participantes, para as estacdes quente e fria, respetiva-
mente.

Os resultados revelam que foi na estacao quente que se ob-
tiveram as concentragdes mais elevadas tanto para as bac-
térias como para os fungos, resultados concordantes com
outros estudos que sugerem que ha variagdes sazonais na
concentracdo de microrganismos em Suspensdo no ar e
que justificam a existéncia duas rondas (estacéo quente e
estagéo fria). Segundo Kumar et al, 2021 (3) a concentracao

de bactérias e fungos no ar interior foi significativamente
maior no verao e no outono comparativamente com outras
estagdes.

A abundancia e diversidade dos bioaerossdis também sao
influenciadas por outros fatores, como ventilagdo e a ativi-
dade humana. Por outro lado, o estudo sistematico de revi-
sdo sobre a concentracdo de esporos de fungos no exterior
em palises europeus, confirmou que o verao e 0 outono sao
reconhecidos como as estagdes com maior concentracdo
de esporos de fungos (4).

Os graficos 5 e 6 apresentam os resultados dos ensaios do
Programa de Identificacdo de Fungos em Cultura, ao género
e a espécie, respetivamente.

Gréfico 5: [ Resultados da identificagdo de fungos ao género (%),
entre 2012 e 2022.
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Gréfico 6: [ Resultados da identificagdo de fungos a espécie (%),
entre 2012 e 2022.
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Foram enviadas um total 20 culturas de fungos comuns no
ambiente interior/exterior, para identificacdo ao género ou a
espécie, conforme solicitagdo do programa (2012 a 2022).
Identificac@o para as seguintes espécies: Epicoccum nigrum;
Scopulariopsis candida; Emericella nidulans (Aspergillus
nidulans);  Syncephalastrum  racemosus;  Penicillium
chrisogenum; Verticillium tenerum; Beauveria bassiana;
Trichosporom asahii; Mucor racemosus; Trichotecium
roseum; Tritirachium ortzae; Sporothrix schenki; Acremonium
strictum; Paecilomyces lilacinus; Bipolaris rostrata e para 0s
seguintes géneros: Eurotium chevalieri; Ulocladium botrytis;

Trichoderma viride; Phoma herbarum.

Quando solicitada a identificac@o de fungos ao género, verifi-
ca-se que a percentagem de resultados corretos foi de 53%
(9/17). Quando a identificagao foi solicitada a espécie, 61%
(22/36) identificaram corretamente, 11% (4/36) apenas identi-
ficaram o género e em 28% (10/36) o resultado foi incorreto.

Ao longo dos 12 anos do programa foram identificadas diver-
sas necessidades de formacéo por parte dos participantes,
tendo sido organizadas sessdes de formacao subordinadas
aos temas: Estimativa de Incertezas em Ensaios Microbiolé-
gicos (2011); Garantia da Qualidade dos Resultados (2013);
Otimizagao das Condicdes de Ensaio (2014).

_Conclusao

A analise dos resultados obtidos no periodo em estudo, de-
monstrou que a percentagem de participantes com um de-
sempenho de excelente, bom ou satisfatorio foi superior a
90% para qualquer dos microrganismos.

O programa Microbiologia do Ar tem permitido, além de
comparacdo 0s resultados dos seus participantes, uma
harmonizacdo de procedimentos, melhorando o controlo
de qualidade, a rastreabilidade das medic¢des, facilitando
a validacao de resultados e todo o processo conducente a
acreditacdo dos ensaios.

Os temas mais debatidos nas agdes de formacgéo relativas a
Microbiologia do Ar tém sido a calibracao de equipamentos,
a estimativa de incertezas, os critérios de aceitagao de dupli-
cados de colheitas e o controlo das condi¢cdes dos ensaios
de amostragem e laboratoriais.

A identificacdo correta de fungos em cultura baseia-se em
grande medida, no treino dos Técnicos pelo que é muito im-
portante manter este tipo de ensaios para que os Laborato-
rios tenham oportunidade de proceder a identificagao de
espécies de fungos, que embora comuns no ambiente, nem
sempre se encontram nas amostras naturais.

A participagdo em programas de avaliacao externa da quali-
dade permite, além do contacto privilegiado com outros pro-
fissionais da mesma area de trabalho e do acesso a agdes
de formagao de acordo com as necessidades, a avaliagdo
do desempenho e a implementacdo de agdes corretivas se
aplicavel.
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