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“Somos o que repetidamente fazemos. A excelência, portanto, não é um feito, 

mas um hábito.” - Aristóteles 
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RESUMO 

 

No segundo ano do Mestrado Tecnologias Clínico-Laboratoriais, está integrado 

a unidade curricular Projeto/Tese/Estágio, em que se pode escolher a tipologia de 

estágio, apresentando no fim um relatório sobre as atividades desenvolvidas. O 

estágio realizado foi de natureza profissional, com início a 11 de novembro de 2024 

e término a 11 de abril de 2025, com duração de 600 horas no laboratório de 

Microbiologia Ambiental e Ocupacional, pertencente ao Health & Technology 

Research Center. 

Durante este período foi desenvolvido um projeto de doutoramento, com o 

objetivo de avaliar a exposição ocupacional/ambiental a agentes microbiológicos, 

como fungos e bactérias, em diferentes ambientes. Foram realizadas campanhas 

de amostragem ambiental, seguidas de atividades laboratoriais para a preparação 

e análise das amostras obtidas. O tratamento das amostras envolveu a aplicação 

de técnicas de microbiologia clássica, complementadas por métodos de biologia 

molecular. 

O estágio abrangeu os conhecimentos adquiridos no primeiro ano curricular, 

para além de proporcionar a aquisição de novas competências práticas na área da 

microbiologia ambiental. Permitiu ainda a elaboração de produção científica 

(artigos, posters científicos, entrevistas) e reflexões sobre outros possíveis projetos 

de estudo. 

PALAVRAS-CHAVE 

Saúde ocupacional; Contaminantes biológicos aéreos; Prática laboratorial; 

Microbiologia ambiental e ocupacional
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ABSTRACT 

 

The second year of the Master's Degree in Clinical Laboratory Technologies 

includes the Project/Thesis/Internship course, in which students can choose the 

type of internship and submit a report on the activities carried out at the end. The 

internship was professional in nature, beginning on November 11, 2024, and ending 

on April 11, 2025, lasting 600 hours in the Environmental and Occupational 

Microbiology laboratory, which belongs to the Health & Technology Research 

Center. 

During this period, a doctoral project was developed with the aim of assessing 

occupational/environmental exposure to microbiological agents, such as fungi and 

bacteria, in different environments. Environmental sampling campaigns were 

carried out, followed by laboratory activities for the preparation and analysis of the 

samples obtained. The treatment of samples involved the application of classical 

microbiology techniques, complemented by molecular biology methods. 

The internship covered the knowledge acquired in the first academic year, in 

addition to providing the acquisition of new practical skills in the field of 

environmental microbiology. It also allowed for the production of scientific work 

(articles, scientific posters, interviews) and reflections on other possible study 

projects. 

 

 

KEY WORDS 

Occupational health; Airborne biological contaminants; Laboratory practice; 

Environmental and occupational microbiology 
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1. INTRODUÇÃO 
 

No segundo ano do Mestrado em Tecnologias Clínico-Laboratoriais da Escola Superior 

de Saúde de Lisboa (ESSL), o estágio e o relatório escrito são componentes obrigatórias 

do currículo. Estes elementos permitem aos alunos desenvolver competências práticas 

e aplicar os conhecimentos teóricos em contextos reais e aprimorar as suas 

competências de pesquisa e análise por meio da elaboração de um relatório final. 

Devido à natureza deste estágio, o formato e a estrutura deste relatório não seguem os 

padrões convencionais de um relatório tradicional. Estas adaptações foram feitas com 

o objetivo de apresentar de maneira mais clara as especificidades deste tipo de estágio 

e dar uma visão mais completa e detalhada da experiência vivida. 

O presente relatório encontra-se estruturado em diferentes capítulos que refletem as 

atividades desenvolvidas durante o estágio, bem como as aprendizagens e reflexões 

decorrentes desta experiência.  

Numa primeira parte, apresenta-se a fundamentação do estágio, os seus objetivos, a 

relevância e o contexto institucional onde decorreu. Em seguida, descrevem-se as 

atividades desenvolvidas no âmbito do projeto em que estive inserida. Inclui-se também 

um enquadramento teórico que aprofunda conceitos essenciais relacionados com os 

agentes microbiológicos e os métodos de avaliação utilizados. Posteriormente, são 

expostas as atividades de produção científica realizadas durante o estágio, como artigos 

em elaboração, participação em congressos e colaborações em revisões sistemáticas. 

O relatório integra ainda uma secção de reflexão crítica, onde são discutidos os 

principais resultados alcançados, as aprendizagens obtidas e o impacto desta 

experiência na formação pessoal e profissional. Por fim, apresenta-se uma proposta de 

trabalho futuro, que dá continuidade à temática explorada, e reúnem-se as referências 

bibliográficas que sustentaram a elaboração deste relatório. 

 

a) Objetivos do Estágio  

A realização deste estágio profissional é essencial para adquirir competências teóricas 

e práticas no ambiente tendo em conta a Saúde Pública. 

Os principais objetivos deste estágio foram: 
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- Realizar estudos em diferentes ambientes ocupacionais com o objetivo de caracterizar 

a contaminação microbiana (bactérias e fungos), assim como a resistência microbiana 

presente em espaços interiores. Foi dado especial destaque à deteção da espécie 

Aspergillus fumigatus. 

- Conciliar a experiência prática com os conhecimentos teóricos adquiridos ao longo 

do mestrado, em particular na área da Microbiologia, através da aplicação de 

métodos de cultura microbiológica com relevância para a saúde publica, incluindo a 

inoculação de diferentes tipos de amostras (poeiras sedimentadas (SD), filtros e 

zaragatoa, e amostras de ar) recolhidas nos ambientes estudados.  

- Aplicar técnicas de Biologia Molecular como a Reação em Cadeia da Polimerase 

quantitativa (qPCR), com o objetivo de detetar indicadores específicos de 

contaminação fúngica com potencial impacto na saúde.  

- Desenvolver competências de comunicação científica, através da elaboração de 

artigos. 

 

 

b) Justificação e Relevância do Estágio 

A realização deste estágio teve grande relevância quer a nível académico, quer 

profissional. A oportunidade de integrar uma equipa de investigação permitiu aplicar de 

forma prática os conhecimentos teóricos adquiridos ao longo do primeiro ano do 

mestrado, especialmente, nas áreas de microbiologia, saúde publica e técnicas 

laboratoriais. A participação num projeto de investigação em curso, alinhado com a área 

em estudo proporcionou-me uma experiência enriquecedora, que através dos meus 

orientadores que são investigadores experientes, proporcionou-me a possibilidade de 

desenvolver competências essenciais como o procedimento de amostras provenientes 

de diferentes ambientes e a aplicação de técnicas laboratoriais, assim como na 

produção científica. Adicionalmente, o contacto direto com a rotina de um laboratório de 

investigação permitiu o desenvolvimento de competências transversais, como o 

pensamento crítico, a capacidade de adaptação e a resolução de problemas em tempo 

real, bem como o reforço de competências interpessoais fundamentais para o trabalho 

em equipa e em contexto científico. Este estágio constituiu, assim, uma etapa essencial 

na consolidação da formação académica e na preparação para futuros desafios 

profissionais nesta área. 
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 A avaliação de ambientes interiores e ocupacionais tornou-se ainda mais importante 

face às alterações climáticas globais onde existem diferentes temperaturas e níveis de 

humidade, o que promove o crescimento de fungos e bactérias em ambientes fechados 

(Arundel et al., 1986; Sundell et al., 2011). 

Os microrganismos, como Aspergillus, Penicillium e Stachybotrys spp. proliferam mais 

rápido em ambientes húmidos, libertando esporos e micotoxinas prejudiciais à saúde 

respiratória (“WHO guidelines for indoor air quality,” 2009). 

A resistência microbiana tornou-se um problema crítico para a saúde pública e 

ambiental, uma vez que alguns microrganismos conseguem persistir em ambientes 

internos mesmo após a desinfeção. Esta persistência aumenta o risco de exposição, 

especialmente em trabalhadores, tornando essencial avaliar continuamente a presença 

destes organismos e orientar estratégias de prevenção (Allen et al., 2010; Martínez, 

2008) 

 

c) Descrição do Local de Estágio 

O estágio curricular decorreu no Centro de Investigação em Tecnologias da Saúde 

(H&TRC) pertencente à Escola Superior de Saúde de Lisboa (ESSL), sendo 

reconhecido pela sua forte componente científica e tecnológica. O estágio decorreu 

entre 11 de novembro de 2024 até 11 de abril de 2025, num total de 600 horas. O 

trabalho laboratorial foi desenvolvido no Laboratório de Microbiologia Ambiental e 

Ocupacional (LMAO), tendo sido orientada pelas Professoras Doutoras Carla Viegas, 

Carina Ladeira e doutoranda Renata Cervantes.  

O H&TRC, oferece condições de excelência permitindo o contacto direto com 

metodologias de investigação inovadoras. O Laboratório de Microbiologia Ambiental e 

Ocupacional (LMAO), tem como missão promover a investigação aplicada à saúde 

publica, bem como a avaliação de riscos ambientais e ocupacionais. O laboratório onde 

desenvolvi a minha atividade foca-se no estudo de agentes microbiológicos presentes 

em ambientes interiores bem como em contextos ocupacionais. 

A avaliação de ambientes interiores e ocupacionais tornou-se ainda mais importante 

face às alterações climáticas globais onde existem diferentes temperaturas e níveis de 

humidade, o que promove o crescimento de fungos e bactérias em ambientes fechados 

(Arundel et al., 1986; Sundell et al., 2011). 
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Os microrganismos, como Aspergillus, Penicillium e Stachybotrys spp. proliferam 

mais rápido em ambientes húmidos, libertando esporos e micotoxinas prejudiciais à 

saúde respiratória (“WHO guidelines for indoor air quality,” 2009). 

A resistência microbiana tornou-se um problema crítico para a saúde pública e 

ambiental, uma vez que alguns microrganismos conseguem persistir em ambientes 

internos mesmo após a desinfeção. Esta persistência aumenta o risco de exposição, 

especialmente em trabalhadores, tornando essencial avaliar continuamente a 

presença destes organismos e orientar estratégias de prevenção (Allen et al., 2010; 

Martínez, 2008). 
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2. PROJETO EM DESENVOLVIMENTO 
 

InChildHealth (ICH) – Identifying Determinants for Indoor Air Quality and their 

Health Impact in Environments for Children: Measures to Improve Indoor Air 

Quality and Reduce Disease Burdens 

 

Este projeto está integrado no HORIZON-HLTH-2021-ENVLTH-02-02 dedicado à 

temática: qualidade e saúde do ar interior. O InChildHealth (ICH) Este projeto tem 

como finalidade aprofundar, com elevado rigor científico, a forma como as crianças 

estão expostas diariamente a um conjunto diversificado de poluentes presentes em 

ambientes interiores, incluindo escolas, habitações, creches, bibliotecas e 

instalações desportivas.  

A infância é um período particularmente sensível, no qual o sistema respiratório e 

imunológico encontram-se em desenvolvimento, tornando esta população mais 

vulnerável aos efeitos adversos da má qualidade do ar. Por isso, compreender a 

natureza e a magnitude destas exposições constitui uma prioridade na saúde pública, 

dado o seu potencial impacto tanto a curto prazo, como alergias, infeções 

respiratórias ou agravamento de sintomas asmáticos, como a longo prazo, 

nomeadamente no desenvolvimento de doenças crónicas. 

Ao contrário de abordagens convencionais que estudam os poluentes de forma 

isolada, o ICH adota uma perspetiva de “exposição múltipla realista”. Este conceito 

reconhece que, nos ambientes interiores, os indivíduos não estão expostos a um 

único poluente, mas sim a uma combinação de agentes químicos, físicos e biológicos 

que interagem entre si. Desse modo, o projeto avalia a exposição combinada de 

partículas em suspensão, compostos orgânicos voláteis, bioaerossóis, agentes 

microbiológicos (fungos e bactérias), bem como parâmetros ambientais 

(temperatura, CO₂, humidade). Esta abordagem integrada permite estimar o impacto 

cumulativo destas exposições no organismo humano e produzir uma avaliação mais 

robusta dos riscos para a saúde infantil. 

Além disso, o ICH tem em conta as alterações climáticas, reconhecendo que os 

fatores ambientais podem influenciar diretamente a exposição a poluentes. A 

temperatura e a humidade são determinantes para a proliferação de fungos, 

libertação de esporos, concentração de partículas e sobrevivência de 
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microrganismos. Assim, o projeto analisa como estas variações ambientais, 

amplificadas pelas alterações climáticas globais, modificam os perfis de exposição 

das crianças e intensificam eventuais riscos para a saúde.  

Para além da investigação experimental, o ICH tem uma forte componente de 

intervenção aplicada, propondo medidas práticas baseadas em evidência científica 

que possam ser implementadas em escolas e habitações. 

Entre estas incluem-se recomendações para melhoria da ventilação, definição de 

boas práticas de manutenção de edifícios, estratégias de mitigação de fontes internas 

de poluição, e ferramentas de apoio à decisão para escolas e famílias. Estas medidas 

têm como objetivo reduzir a exposição infantil a agentes nocivos, contribuindo para 

a promoção da saúde e prevenção de doenças.  

O projeto distingue-se ainda pela componente de ciência cidadã (Citizen Science), 

que envolve ativamente a comunidade escolar  (professores, alunos, encarregados 

de educação e funcionários) no processo de recolha de dados e implementação de 

boas práticas. Esta participação contribui de forma decisiva para aumentar o 

conhecimento da comunidade sobre saúde ambiental, reforçando a sensibilização 

para a relevância da qualidade do ar interior.  

 A minha participação no projeto permitiu-me desenvolver competências na avaliação 

de risco ambiental em contextos reais, monitorização da QAI em ambientes 

frequentados por crianças, na interpretação de dados de exposição a múltiplos 

poluentes e na comunicação através da interação com escolas. 
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3. ENQUADRAMENTO TEÓRICO 
 

a) Agentes Microbiológicos 

A identificação da composição microbiana presente em ambientes ocupacionais é 

fundamental para implementar medidas preventivas eficazes protegendo a saúde 

dos trabalhadores e das pessoas que frequentam esses ambientes. Os 

microrganismos mais recorrentes nestes contextos ocupacionais são as bactérias e 

os fungos, normalmente encontrados em espaços como unidades de saúde, escolas, 

mercearias e ambientes agrícolas (Smith et al., 2023; Viegas et al., 2022b). 

Os seres humanos passam maior parte do seu tempo em ambientes interiores, o que 

reforça a importância de avaliar a qualidade do ar nesses espaços. A qualidade do 

ar interior influencia diretamente a saúde individual e representa um fator relevante 

no contexto da saúde publica. A resistência microbiana, constitui atualmente um 

desafio significativo para a saúde pública e ambiental, pois os microrganismos 

resistentes podem persistir em ambientes interiores mesmo depois da desinfeção o 

que aumenta o risco para os trabalhadores e população em geral, uma vez que limita 

as opções terapêuticas e preventivas disponíveis. A presença de microrganismos em  

ambientes fechados está normalmente associado  a locais com excesso de 

humidade, com ventilação pouco eficiente, podendo comprometer significativamente 

a saúde dos ocupantes (Viegas et al., 2022b, 2021c). 

As consequências da exposição a microrganismos com potencial patogénico incluem 

doenças respiratórias, alergias, intoxicações e agravamento de doenças já 

existentes, como por exemplo, asma (Yang et al., 2007) além disso, alguns 

organismos são produtores de toxinas (endotoxinas no caso de bactérias e 

micotoxinas no caso dos fungos) que podem ter também consequências na saúde 

das pessoas expostas. 

As endotoxinas estão associadas a diferentes efeitos adversos a nível respiratório e 

sistémicos, podendo provocar tosse seca, dispneia, problemas pulmonares, febre, 

mal estar e/ou dores articulares, sendo que os trabalhadores de ambientes agrícolas, 

têxteis, processamento de madeira e tratamento de resíduos estão particularmente 

em risco (Douwes et al., 2003; Rylander, 2002). 
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As micotoxinas comuns em ambientes interiores e ocupacionais são: aflatoxinas, 

ochratoxina A, fumonisinas, deoxinivalenol (DON), zearalenona e tricotecenos 

(Viegas et al., 2023a; World Health Organization (2022))   

A exposição por inalação pode causar irritação nas mucosas, danos a nível 

respiratório, supressão imunológica e até carcinogénese no caso da aflatoxina B1 

(“IARC (2012) ; Pestka, 2010). As espécies fúngicas como Aspergillus fumigatus, 

Penicillium chrysogenum e Stachybotrys chartarum foram encontradas em 

ambientes como escolas, creches e unidades de saúde, especialmente em zonas 

com infiltrações e humidade persistente (Viegas et al., 2022a, 2021d). Neste contexto 

a organização mundial de saúde publicou as seguintes listas de espécies bactérias 

e espécies fúngicas prioritárias. 

Conforme estudos anteriores, bactérias como Legionella pneumophila, 

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aereus já foram identificadas em 

contextos ocupacionais em ambientes como sistema de ventilação, ar condicionado 

e ambientes hospitalares, podendo causar pneumonias ou colonização ou outras 

infeções em trabalhadores ou utentes expostos (Baudet et al., 2021; Douwes et al., 

2003; World Health Organization. (2024)).No que respeita aos fungos, as espécies 

listadas como prioritárias pela Organização Mundial da Saúde (OMS) foram 

Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Candida auris e Cryptococcus neoformans 

que foram encontrados em ambientes interiores e tem demonstrado impactos 

significativos na saúde, especialmente em indivíduos imunocomprometidos, como 

hospitalizados, asmáticos ou alérgicos, conforme apresentado na figura 1.(Fisk et al., 

2007; Nazaroff, 2016). 
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No LMAO, é feita a quantificação de bactérias e fungos dos diversos ambientes 

avaliados e no caso dos fungos é feita a identificação e a deteção da espécie 

Aspergillus devido ao impacto que este fungo possui na saúde pública, como é o 

caso do Aspergillus fumigatus que já foi descritos em vários contextos ocupacionais 

e interiores, como é o caso de lares, ginásios, quartéis de bombeiros, entre outros) 

onde foi também reportado resistência a azóis e potencial citotóxico para as células 

pulmonares o que reforça a necessidade de monitorizar e promover medidas 

preventivas para salvaguardar a saúde dos trabalhadores/ utentes (Viegas et al., 

2021a). 

 

b) Metodologias de Avaliação Microbiológica  

A exposição a bioaerossóis, partículas biológicas presentes no ar, bactérias, 

fungos e esporos representam um risco em diferentes ambientes. Nos ambientes 

ocupacionais onde o manuseio de matérias-primas favorecem a dispersão de 

esporos, os trabalhadores estão mais expostos a esses agentes levando assim a 

problemas respiratórios e infeções difíceis de tratar se esses esporos forem 

resistentes a azóis, sendo por isso essencial monitorizar esta exposição em 

diferentes contextos para compreender os efeitos na saúde não só dos 

Figura 1 - Lista de agentes patogénicos fúngicos e bacterianos prioritários da OMS 
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trabalhadores, mas também da população geral que estejam em contacto com esses 

ambientes (Caetano et al., 2017). 

Para que possamos avaliar os microrganismos presentes nas diferentes matrizes 

ambientais, uma das técnicas mais utilizadas são as técnicas de microbiologia 

clássica em que as amostras são inoculadas em placas com meio de cultura. O 

objetivo deste método é permitir o crescimento de microrganismos viáveis, formando 

colónias visíveis que podem ser contadas e identificadas através de macro e 

microscopia. No entanto este método não deteta microrganismos não viáveis que 

podem estar presentes. A deteção destes microrganismos através de técnicas 

moleculares é importante, pois permite identificar a presença de agentes que já não 

estão ativos, mas que podem indicar histórico de contaminação, assim como a 

presença de genes de resistência ou risco potencial para a saúde (Caetano et al., 

2017; Wijnand and AnneHalstensen, 2009). Assim, a combinação de métodos 

clássicos e moleculares fornece informação complementar, permitindo uma 

caracterização mais ampla da contaminação ambiental (Cervantes et al., 2025). 

 

c) Fungos e a sua relevância 

Fungos são organismos eucariotas que desempenham papéis essenciais nos 

ecossistemas e em diversas indústrias, como a farmacêutica, alimentar e ambiental. 

Além de contribuírem para a decomposição de matéria orgânica, muitos fungos 

produzem enzimas, ácidos orgânicos e compostos bioativos de interesse industrial e 

terapêutico, como é o caso da penicilina produzida por Penicillium chrysogenum ou 

da lovastatina produzida por Aspergillus terreus (Yang et al., 2007). Contudo, alguns 

fungos possuem potencial patogénico e podem causar doenças em humanos, 

animais e plantas, com elevado risco de mortalidade, especialmente em indivíduos 

imunocomprometidos (Hernandez and Martinez, 2018). Devido à sua ampla 

distribuição no ambiente, tanto interior como exterior, e à capacidade de produzir 

esporos resistentes, os fungos representam um desafio para a saúde pública e a 

segurança alimentar. 
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d) Aspergillus sp. 

Os fungos são organismos que oferecem benefícios nas indústrias farmacêuticas, 

de bebidas e alimentares por produzirem enzimas, ácidos orgânicos e compostos 

bioativos, por exemplo, na indústria farmacêutica os fungos como Penicillium 

chrysogenum são a fonte original do antibiótico penicilina e o fungo Aspergillus 

terreus produz lovastina que é usada para controlar o colesterol (Yang et al., 2007).  

No entanto, os fungos com potencial patogénico fungos patogénicos são 

considerados perigosos para os humanos, animais e plantas, com elevado potencial 

de causar mortalidade (Hernandez and Martinez, 2018). Aspergillus é um género de 

fungos filamentosos que se reproduz de forma assexuada, produzindo conídios 

(esporos) (Rivero-Menendez et al., 2016).  

Estes conídios são facilmente dispersos pelo ar, o que contribui para a sua 

distribuição cosmopolita, sendo encontrados em praticamente todos os ambientes, 

incluído o ar exterior e interior, sementes, cereais, frutos secos, superfícies húmidas 

com pouca ventilação, produtos alimentares armazenados e ambientes hospitalares 

(Samson and Varga, 2009; Zakaria, 2024). 

Os indivíduos imunocomprometidos, como por exemplo doentes submetidos a 

transplantes ou doentes em tratamentos de quimioterapia possuem maior risco 

porque os seus neutrófilos e macrófagos que são essenciais para destruir os esporos 

encontram-se comprometidos permitindo que o fungo invada o tecido e os vasos 

sanguíneos, levando assim a elevadas taxas de mortalidade (Kousha et al., 2011). 

O género Aspergilus tem uma grande importância em diversas áreas, a nível da 

saúde publica, várias espécies, como Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. terreus, A. 

niger e A. nidulantes são consideradas potenciais patogénicas, a nível industrial são 

essenciais na produção de enzimas industriais (amílases, protéases, lípases), ácidos 

orgânicos (acido cítrico e lático) e na fermentação de alimentos tradicionais (molho 

de soja, miso, entre outros), também apresenta relevância na área agrícola e 

ambiental tanto positivamente como negativamente, podem contaminar grãos e 

sementes            no pós colheita, produzindo micotoxinas perigosas que irão afetar 

a saúde causar perdas económicas, por outro lado, também tem potencial para o 

biocontrolo de pragas e biodegradação de resíduos agrícolas (Zakaria, 2024). 
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A  aspergilose invasiva é uma infeção causada pelas espécies Aspergillus 

fumigatus, A, flavus e A. terreus, sendo A. fumigatus a espécie mais comum devido 

à sua capacidade de produzir grandes quantidades de esporos microscópicos, os 

conídios, que são facilmente inaláveis e que afetam os alvéolos pulmonares (Latgé 

and Chamilos, 2019).  

As taxas de mortalidade e morbilidade da Aspergilose invasiva continuam 

elevadas, no entanto devido aos avanços dos diagnósticos e tratamentos a taxa de 

sobrevivência melhorou (Kousha et al., 2011; Latgé and Chamilos, 2019). 

O tratamento para a aspergilose invasiva tem como base os triazóis, itraconazol 

(ITRA), voriconazol (VORI) e posaconazol (POSA) sendo administrado por via oral 

na terapia a longo prazo (Rivero-Menendez et al., 2016). 

 Normalmente quando um doente apresenta uma infeção por Aspergillus 

fumigatus, os médicos recorrem a triazóis para curar essa infeção, mas esses 

medicamentos só iram resultar caso o fungo não seja resistente, o que atualmente 

não tem acontecido pois já existem estirpes de Aspergillus fumigatus que são 

resistentes aos triazóis e por isso os medicamentos deixam de ter efeito, mesmo em 

pacientes que nunca tomaram triazóis, isto acontece porque o fungo já se encontra 

resistente no ambiente devido à agricultura que utiliza fungicidas que são muito 

parecidos com triazóis, por exemplo no cultivo de frutas e flores   (Verweij et al., 

2009). 

O voriconazol é o medicamento antifúngico usado como tratamento de primeira 

linha, ou seja, o tratamento inicial, para a aspergilose invasiva. No entanto como 

alguns fungos estão a tornar-se resistentes a este antifúngico, usar voriconazol deixa 

de ser tão eficaz, gerando preocupação clínica em pacientes imunocomprometidos 

por dependerem desse tratamento. 

O itraconazol é usado na profilaxia e no tratamento menos agressivo da doença e 

tem sido alvo de resistência significativa devido à mutação no gene cyp51A que afeta 

diretamente a ligação do antifúngico ao seu alvo. O posaconazol, tem sido usado 

como alternativa em casos de resistência ou intolerância ao voriconazol e itraconazol 

(Garcia-Rubio et al., 2017) 
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e) Métodos de Amostragem 

A seleção adequada dos métodos de amostragem é crucial para obter uma 

caracterização rigorosa dos bioaerossóis e dos microrganismos presentes nos 

ambientes interiores e ocupacionais. Os métodos disponíveis podem ser agrupados 

em ativos e passivos, que diferem quanto ao princípio de recolha, sensibilidade e 

aplicabilidade consoante os objetivos do estudo (Cervantes et al., 2025; Whitby et 

al., 2022). 

 

1. Métodos Ativos 

Os métodos ativos baseiam-se na passagem de um volume conhecido de ar através 

de um equipamento de amostragem, permitindo recolher partículas biológicas em 

meios sólidos ou filtros com elevada sensibilidade (Manibusan and Mainelis, 2022). 

Esta abordagem é especialmente útil para quantificar bioaerossóis viáveis presentes 

no ar em tempo real, o que permite relacionar diretamente as concentrações 

ambientais com potenciais riscos para a saúde humana (Cervantes et al., 2025).  

Os métodos ativos utilizados foram o  Andersen Six-Stages, o MAS-100 e Button 

Aerosol Sampler. Entre os métodos ativos mais utilizados são os de impactação, que 

depositam partículas sobre superfícies sólidas (como os meios de cultura) ou a 

filtração, que retém partículas em filtros de membrana. Neste caso, o Andersen Six-

Stages e o MAS-100 são métodos de impactação e o BS é um exemplo de um 

sistema de filtração (Cervantes et al., 2025). 

Cada técnica apresenta as suas vantagens e limitações, o impacto é eficaz na 

recuperação de microrganismos viáveis mas pode não capturar partículas muito 

pequenas, a filtração permite análises moleculares posteriores embora possa 

comprometer a viabilidade celular (Cervantes et al., 2025; Whitby et al., 2022). 

O Andersen Six-Stages, representado na figura 2, é frequentemente utilizado na 

investigação em saúde ambiental e ocupacional especialmente em estudos sobre 

bioaerossóis viáveis, sendo um equipamento de amostragem ativa que separa as 

partículas em função do seu diâmetros distribuindo-as em seis níveis com diâmetro 

cada vez menor, sendo por isso, relevante para avaliar a deposição das partículas 

em diferentes regiões do trato respiratório humano, sendo frequentemente usado em 

ambientes escolares e hospitalares, como demostrado em estudos anteriores 

(Cervantes et al., 2024b; Viegas et al., 2020). O Andersen Six-Stages permite 
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caracterizar a distribuição granulométrica das partículas, fornecendo informação 

fisiologicamente relevante (Cervantes et al., 2024b), tem uma elevada eficiência na 

recuperação de microrganismos viáveis, sendo adequado para cultura e identificação 

(Manibusan & Mainelis, 2022) e é um método amplamente validado em estudos 

ambientais e ocupacionais, garantindo comparabilidade entre investigações (Viegas 

et al., 2020). No entanto, apresenta algumas desvantagens como por exemplo, pode 

não recolher partículas ultrafinas devido aos limites de corte de cada nível de 

diâmetro (Whitby et al., 2022), é um equipamento pesado, ruidoso e de difícil 

transporte (Cervantes et al., 2025) e a força de impactação pode reduzir a viabilidade 

de microrganismos mais frágeis (Manibusan & Mainelis, 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

O Microbial Air Sampler-100 (MAS-100), representado na figura 3 é um 

amostrador ativo que recolhe particulas (microorganismos, poeiras e outros 

contaminantes) que se encontram no ar, tendo sido usado para quantificar a carga 

microbiologica do ar em ambientes interiores, nomeadamente em escolas e 

unidades de saúde (Cervantes et al., 2024a; Viegas et al., 2017).  

O MAS-100 é um equipamento prático portátil e de fácil utilização em campo 

(Viegas et al., 2017, apresenta elevada precisão na quantificação de 

microrganismos viáveis (Cervantes et al., 2024a) e permite volumes de ar 

controlados, aumentando a reprodutibilidade dos resultados (Manibusan & Mainelis, 

2022). Por outro lado, tal como outros impactadores, tem menor capacidade de 

retenção de partículas muito pequenas (Whitby et al., 2022) e apenas permite a 

recolha de microrganismos viáveis, não detetando partículas não cultiváveis 

(Cervantes et al., 2025). 

Figura 2 - Andersen six-stages 
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Na figura 4, está representado o amostrador de aerossóis, Button Sampler 

(BS) é um amostrador pessoal usado para avaliar a exposição individual, tendo sido 

amplamente utilizado em estudos de exposição ocupacional e ambiental  (Viegas et 

al., 2019 Whitby et al., 2022). O BS permite medir a exposição pessoal real, 

acompanhando o trabalhador no local (Viegas et al., 2019), tem elevada eficiência 

na recolha de partículas inaláveis, incluindo partículas finas (Whitby et al., 2022) e 

a  filtração permite análises moleculares posteriores, incluindo DNA e endotoxinas 

(Cervantes et al., 2025). No entanto apresenta algumas desvantagens, como por 

exemplo, pode comprometer a viabilidade microbiana, dificultando a cultura 

posterior (Whitby et al., 2022), requer bombas portáteis, o que aumenta o custo e 

pode causar desconforto ao utilizador (Cervantes et al., 2025) e a saturação do filtro 

pode prejudicar a eficiência se usado em ambientes com elevada carga de 

partículas (Manibusan & Mainelis, 2022). 

 

Figura 3 - MAS-100 
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2. Métodos passivos 

Os métodos passivos baseiam-se na deposição natural de partículas ao longo do 

tempo, sem recurso a bombas ou fluxo forçado, proporcionando uma recolha 

contínua e representativa da exposição acumulada (Whitby et al., 2022). Estes 

métodos são particularmente úteis pela sua simplicidade, baixo custo e capacidade 

de integrar variações temporais da deposição de partículas, sendo frequentemente 

aplicados em estudos de larga escala ou em ambientes onde a instalação de 

equipamentos ativos é limitada (Cervantes et al., 2025). 

Durante o projeto utlizou-se os Electrostatic Dust Cloths (EDCs) as zaragatoas e o 

Settled dust (SD) como métodos passivos.  

São métodos mais económicos e não requerem equipamentos específicos, à 

exceção do aspirador comum. No entanto, apresentam limitações importantes como 

o facto de serem menos sensíveis na deteção de partículas pequenas e podem não 

representar com precisão a concentração real de fungos em suspensão no ar visto 

que dependem da deposição natural das partículas que por sua vez variam com o 

tempo e com o local da recolha (Cervantes et al., 2025; Whitby et al., 2022). 

Deste modo, recomenda-se o uso de ambos os métodos, ativos e passivos para obter 

uma melhor caracterização da qualidade do ar interior (Cervantes et al., 2025). 

Figura 4 - Button Sampler (BS) 



17 
 

Os EDCs, conforme representado na figura 5 foram usados durante um período de 30 

dias em locais de estudo, tem uma medida de 10cm2 que são esterilizados sob a luz UV 

e colocado em grupos de três com base no protocolo do projeto InChilHealth. 

  

 

 

 

 

 

 

Na figura 6, está representado os EDC’s que são também utilizados em T-shirts 

de voluntários para avaliação da exposição a nível respiratório. Esta estratégia 

permite que os panos recolham partículas em suspensão próximas das vias aéreas 

onde o ar é inalado pelos indivíduos.  

 

 

 

 

 

Os EDC’s representam a exposição acumulada ao longo do tempo, especialmente 

relevante para bioaerossóis (Whitby et al., 2022), são económicos, fáceis de aplicar 

e não necessitam de energia ou bombas (Cervantes et al., 2025) e permitem análises 

posteriores para endotoxinas, micotoxinas e DNA (Viegas et al., 2022c). No entanto, 

apresentam desvantagens como por exemplo, não representam concentrações 

instantâneas reais do ar, pois dependem de deposição natural (Whitby et al., 2022), 

são menos sensíveis para partículas muito pequenas e esporos leves (Cervantes et 

al., 2025) e a variabilidade ambiental (ventilação, atividade humana) influencia 

fortemente a recolha (Whitby et al., 2022). 

 

Figura 5 - Exemplo de um EDC 

Figura 6 - Exemplo de um EDT 
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As zaragatoas, representado na figura 7, são um método utilizado para avaliar a 

contaminação microbiana em superfícies. Consiste em delimitar uma área definida 

(ex:10 cm2) sobre a qual a zaragatoa deve ser passada em movimentos firmes e 

cruzados tanto no sentido horizontal como vertical, de forma a garantir o contacto 

direto em toda a área. Durante a passagem a zaragatoa deve ser rodada suavemente 

para maximizar o contacto com a superfície, assegurando a recolha eficiente dos 

microrganismos presentes (Cervantes et al., 2022a). 

 

 

 

´ 

 

 

 

As zaragotas permitem monitorizar superfícies críticas e identificar hotspots 

de contaminação (Cervantes et al., 2022a), são de baixo custo e fáceis de 

implementar em qualquer ambiente (Whitby et al., 2022) e podem ser usadas tanto 

para análises culturais como moleculares (Cervantes et al., 2025). No entanto, não 

representam a exposição aérea real, apenas a contaminação de superfícies 

(Manibusan & Mainelis, 2022), a recuperação pode ser inconsistente devido à 

pressão manual e variações na superfície (Whitby et al., 2022) e podem recolher 

quantidades insuficientes para análises complexas (Cervantes et al., 2025). 

A colheita de pó, conforme representado na figura 8, é realizada com um 

aspirador no qual se coloca um filtro previamente esterilizado e que serve para 

recolher as partículas sedimentadas. No caso do SD, o filtro serve também como 

matriz de amostragem quando a quantidade de pó recolhida não é suficiente para 

todas as análises, deste modo, o filtro em contacto com o pó permite maximizar esta 

amostra (Cervantes et al., 2022a). 

Figura 7 - Zaragatoa de Superfície 
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O Settled Dust, capta grandes quantidades de material, útil para análises de 

endotoxinas e micotoxinas (Viegas et al., 2020), representa a acumulação histórica 

de poluentes e bioaerossóis (Whitby et al., 2022) e é adequado para ambientes com 

elevada deposição de partículas como escolas ou lares (Cervantes et al., 2022a).No 

entanto, não reflete concentrações aéreas instantâneas (Cervantes et al., 2025), a 

deposição depende fortemente das condições ambientais e limpeza (Whitby et al., 

2022) e a amostra pode ser heterogénea devido à mistura de partículas antigas e 

recentes (Viegas et al., 2020). 

 

Na figura 9, encontra-se uma outra matriz utilizada em alguns dos estudos realizados 

no LMAO são as esfregonas (Mops) que permitem recolher material biológico 

acumulado na superfícies ao longo do tempo e relacionar os resultados com a 

higienização dos espaços e eventuais contaminações cruzadas (Dias et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - SD 

Figura 9 - Esfregona (mops) 
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As porções de esfregonas é usado como material de recolha, cobre áreas maiores 

do que zaragatoas, aumentando a representatividade (Dias et al., 2022), são práticas 

e permitem monitorizar sujidade e contaminação cumulativa (Cervantes et al., 2025) 

e são úteis para avaliar eficácia de procedimentos de limpeza (Dias et al., 2022). No 

entanto, apresentam desvantagens como os outros métodos passivos, não avaliam 

a concentração aérea direta (Whitby et al., 2022), podem recolher partículas muito 

heterogéneas, dificultando comparações entre locais (Cervantes et al., 2025) e 

dependem fortemente da técnica de recolha e da textura das superfícies (Whitby et 

al., 2022). 

 

f) Extração de Amostras 

Depois de recolher os microorganismos presentes no ar atraves dos métodos de 

amostragem referidos anteirormente, procede-se à extração de amostras (Viegas et 

al., 2020). 

A extração das amostras tem como objetivo extrair os microorganismos da matriz 

preservando viabilidade microbiana (Caetano et al., 2017). 

Para a extração é necessário usar uma solução tampão com 0,9% de NaCl + 

0,05% de Tween 80. O NaCl irá favorecer a isotoniciade do meio, fazendo com que 

os microorganismos permanecem viaveis e o Tween 80 a 0,05% irá permitir a a 

libertação das particulas aderentes (Caetano et al., 2017; Viegas et al., 2020). 

 

g) Análises Laboratoriais  

As análises realizadas no decorrer do estágio foram análises de microbiologia 

clássica, como a quantificação e identificação macro e microscopia dos 

microrganismos, no caso dos fungos e no caso das bactérias apenas quantificação, 

e o screening de resistência a azóis das amostras. 

 Além destas, outras análises são realizadas para as mesmas amostras, como é 

o caso, do screening dos isolados, extração de DNA e análises moleculares, as quais 

não tive oportunidade de realizar devido ao facto de terem iniciado após o término do 

meu estágio e dado ao número elevado de amostras analisadas. No caso das 

amostras passivas, estas são também separadas e enviadas para parceiros para 

serem analisadas para a presença de endotoxinas, micotoxinas e citotoxicidade. 



21 
 

Passo a descrever as tarefas que foram realizadas no âmbito do estágio.  

 

1. Preparação de Meios de Cultura 

Os meios de cultura devem ser preparados e manuseados com o maior cuidado 

possível para garantir a precisão dos resultados experimentais.  

Tive oportunidade de preparar diferentes meios de cultura para bactérias e fungos. 

Os meios usados para bactérias foram para bactérias usou-se Tryptic Soy Agar 

(TSA), Violet Red Bile Agar (VRBA) e MacConkey Agar (MAC). Para fungos foi 

utilizado Malt Extract Agar (MEA) e Dichloran Glycerol Agar (DG18). Para o screening 

de resistência a resistência aos azóis usou-se o meio Sabouraud Dextrose Agar 

(SAB) suplementado com: itraconazole (ITRA), voriconazole (VORI) e posaconazole 

(POSA). 

 

Nas tabelas seguintes, estão representadas as quantidades necessárias para 

cada meio de cultura.  

 

Tabela I - Quantidades para cada meio de cultura para determinação de contaminação bacteriana 

 

 

Tabela II – Quantidades para cada meio de cultura para determinação de contaminação fúngica 

Meio de 

Cultura 

Massa (g) Volume H2O 

destilada (mL) 

Volume Total 

(mL) 

TSA 38 950 950 

VRBA 39,46 950 950 

MAC 47,5 950 950 

Meio 

de 

Cultura 

Massa 

(g) 

Cloranfenicol 

(g) 

Glicerol 

(mL) 

Etanol 

70% 

(mL) 

Volume 

H2O 

destilada 

(mL) 

Volume 

Total 

(mL) 

MEA 29,74 0,095 2,23 9,50 950,00 950,00 

DG18 22,50 - 130,00 - 750,00 950,00 

SDA 62,20 - - - 950,00 950,00 
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Tabela III -Quantidade de Azol adicionado a SDA 

 

 

 

 

 

 

 

 O meio Tryptic Soy Agar (TSA) tem na sua composição uma proteína, a 

caseína, e outros componentes como amido, glicerina e sais minerais. Este meio de 

cultura é utilizado em microbiologia permitindo isolar bactérias de amostras 

ambientais (Goh et al., 2022). 

O Violet Red Bile Agar (VRBA) é constituído por sais biliares e cristais que 

suprimem o crescimento de organismos gram-positivos mas estimula o crescimento 

de organismos gram-negativos. Este meio é seletivo usado para detetar bactérias 

gram negativas (Hervert et al., 2016). 

O MacConkey Agar (MAC) é um meio seletivo e diferencial usado no 

isolamento de bactérias gram-negativas entéricas. As bactérias gram-negativas 

fermentadoras de lactose irão formar colónias vermelhas enquanto que as bactérias 

não fermentadores de lactose irão formar colónias opacas esbranquiçadas, isto 

acontece porque o meio possui um indicador de pH em condições ácidas (Jung and 

Hoilat, 2025). 

O Malt Extract Agar (MEA) é  usado para culturas fúngicas, pois é o meio que 

possui maior quantidade de açucares e água, fazendo com que o crescimento seja 

rápido (Wu, 2007). 

O Dichloran Glycerol Agar (DG18) é um meio de cultura seletivo para fungos 

xerofílicos, ou seja, fungos que tem a capacidade de crescer e desenvolver em 

ambientes com baixa disponibilidade de água como é o caso deste meio (Wu, 2007). 

O Sabouraud Dextrose Agar (SDA) é um meio de cultura que promove o 

crescimento fúngico mas inibe o crescimento bacteriano, devido a seu pH ácido 

(“Sabouraud Agar for Fungal Growth Protocols,” n.d.). Este meio, é suplementado 

com os azóis e vai permitir testar a resistência aos antifúngicos azólicos (De 

Francesco, 2023). 

Azol Volume de Azol 

adicionado (mL) 

ITRA 7,50 

VORI 3,80 

POSA 0,95 
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De acordo com as diretrizes do EUCAST, os antifúngicos itraconazol (ITRA), 

voriconazol (VORI) e posaconazol (POSA) são azóis clinicamente relevantes para a 

investigação da eficácia contra Aspergillus fumigatus. Cada um desses antifúngicos 

possui composição e eficácia distintas no combate a diferentes espécies de 

Aspergillus. A padronização pelo EUCAST permite um maior entendimento dos perfis 

de resistência, dosagens ideais e da resposta terapêutica na aspergilose invasiva, 

contribuindo para decisões clínicas mais eficazes e confiáveis (“eucast: Métodos em 

AFST,” n.d.) 

O itraconazol (ITRA) destaca-se no tratamento de infeções por A. fumigatus 

devido à sua ação inibitória sobre a enzima P-450, essencial para a desmetilação do 

esterol 14α, etapa crítica na síntese do ergosterol, componente estrutural da 

membrana celular dos fungos (“Itraconazole resistance in Aspergillus fumigatus | 

Antimicrobial Agents and Chemotherapy,” n.d.) 

O voriconazol (VORI) é atualmente considerado o tratamento de primeira 

linha para aspergilose invasiva, especialmente em pacientes imunocomprometidos. 

Estudos clínicos mostraram que o VORI apresenta boa eficácia e é geralmente bem 

tolerado, apesar de efeitos adversos como distúrbios visuais. Devido à sua alta 

variabilidade nos níveis plasmáticos, recomenda-se o monitoramento terapêutico 

para otimizar a dose e minimizar a toxicidade (Maertens et al., 2021). 

Já o posaconazol (POSA) é frequentemente utilizado em pacientes de alto 

risco, como recetores de transplante de órgãos ou aqueles submetidos a 

quimioterapia intensiva para leucemia mieloide aguda e síndromes mielodisplásicas. 

O POSA tem sido especialmente útil como terapia de resgate, quando outras opções 

falham. Embora haja incertezas quanto à sua eficácia como terapia de primeira linha, 

estudos comparativos com o VORI (Maertens et al., 2021). 

Depois da preparação dos meios e a colocação nas placas de Petri, prossegue-

se para a inoculação das amostras, sendo inoculada cada amostra uma vez em cada 

meio, de acordo com a figura 10. 
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A inoculação das amostras foi realizada em todos os meios preparados: TSA, 

VRBA, MAC, MEA, DG18, SAB, ITRA, VORI e POSA. Com um micropipeta de 200 

µL, pipetou-se 150 µL de cada amostra líquida e espalhou-se cuidadosamente, com 

um espalhador estéril.  

Após a inoculação, coloca-se as placas em sacos selados e incubamos a 

diferentes temperaturas. No que toca à avaliação bacteriana, as placas com TSA 

foram incubadas a 30ºC, enquanto que as placas de VRBA foram incubadas a 37ºC. 

Ambos os meios foram incubados durante 7 dias. As placas de MAC foram incubadas 

a 35ºC ± 2ºC durante 18h a 24 horas. 

Para avaliar a contaminação fúngica, as placas de MEA e DG18 foram incubadas 

a 27ºC, tendo em conta que DG18 é feito em duplicado pois uma parte das placas 

são incubadas a 37ºC para avaliar também o potencial patogénico. Ambas as 

amostras foram incubadas durante 5 a 7 dias. 

Os meios SDA, ITRA, VORI, e POSA, foram incubados a 27ºC durante 48 horas.  

Figura 10 - Procedimento de inoculação 
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Após o desenvolvimento microbiano nos diversos meios de cultura, procedeu-se 

à quantificação das Unidades Formadoras de Colónias (UFC) em cada uma das 

placas. Nos meios MacConkey (MAC), Violet Red Bile Agar (VRBA) e Tryptic Soy 

Agar (TSA), a contagem foi exclusivamente para colónias bacterianas, reconhecidas 

pela sua morfologia visível, através do seu tamanho, forma e tonalidade. Esta 

análise, realiza-se unicamente de forma quantitativa, contando o numero de bactérias 

presentes na amostra para que possamos comparar com o valor estabelecido na 

Portaria n.º 138-G/2021, de 1 de julho (“Portaria n.o 138-G/2021 | DR,” 2021.). 

Por outro lado, nos meios Dichloran Glycerol (DG18), Malt Extract Agar (MEA) e 

Sabouraud Dextrose Agar (SDA), foram analisadas unicamente as colónias de 

fungos filamentosos. A identificação destes fungos teve por base aspetos como a cor 

e as características dos esporos, sendo diferenciados por letras diferentes 

correspondente a cada fungo.  

Colónias pertencentes ao grupo Aspergillus niger apresentam cor preta e esporos 

que se desprendem facilmente. Já as colónias de Aspergillus fumigatus distinguem-

se pela cor verde-azulada. Neste caso, a analise é feita de forma quantitativa e 

Figura 11 - Procedimento de Inoculação de amostras 
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qualitativa, pois apos a contagem das colonias fúngicas procede-se a analise 

microscópia para identificação das espécies presentes.  

Na figura 12 encontra-se um exemplo de contagens de UFC’s em placas de petri 

com diferentes meios de cultura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Preparação de lâminas para observação microscópica  

 

Inicialmente, com o auxílio de um bisturi estéril começa-se por retirar uma pequena 

porção de fungos de cada colónia e coloca-se em laminas previamente preparadas 

com azul lactofenol. Para cobrir a preparação usou-se lamelas, pressionou-se e com 

papel absorvente tirou-se o excesso. Por fim as placas foram colocadas em caixas 

protegidas com parafilm.  

A observação microscópica foi realizada pela Professora Carla Viegas, 

especialista em Micologia. 

Na figura 13 pode-se observar a etapa final da preparação das lâminas para a 

observação microscópica e na figura 14 está representado um exemplo de 

Aspergillus ao microscópio. 

Figura 12 - Contagem de UFC's em placas de petri 
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3. Reisolamento 

A recuperação dos isolados fúngicos é uma etapa crucial em ambientes clínicos, 

identificando a sensibilidade dos fungos a diversos antifúngicos. Este processo 

permite determinar qual o medicamento mais eficaz contra cada tipo de fungo, 

fornecendo aos médicos informações importantes para o tratamento mais adequado.  

A recuperação dos isolados fúngicos é também uma principal vantagem dos 

métodos de cultura, pois permitir obter microrganismos vivos diretamente das 

Figura 13 - Preparação das lâminas com coloração de lactofenol 

Figura 14 - Observação microscópica de Aspergillus 
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amostras ambientais possibilitando assim o cultivo em meio apropriado e a formação 

de colónias puras. Esses isolados são analisados morfologicamente e submetidos a 

testes de suscetibilidade fúngicas (Viegas et al., 2021b). 

Para que os isolados fúngicos possam ser recuperados, os fungos de interesse 

são primeiramente isolados em meio de cultura. Em seguida, são preparados tubos 

eppendorf contendo amostras duplicadas dos isolados de Aspergillus spp.. Cada 

tubo é preenchido com 1 mL de solução salina tamponada com fosfato (PBS), de 

seguida, com uma ansa, transfere-se uma porção do fungo para o respetivo tubo 

eppendorf. Após essa etapa, adicionam-se 250 µL de glicerol a cada tubo, e os 

isolados são armazenados a -80 °C (Viegas et al., 2021b). 

O uso do PBS é essencial para manter a saúde e qualidade dos isolados durante 

o armazenamento e ensaios laboratoriais, pois proporciona condições controladas 

que aumentam a consistência e a reprodutibilidade dos resultados.  

A adição de glicerol aos isolados também é fundamental, pois garante a 

viabilidade e integridade das amostras durante o armazenamento a temperaturas 

ultra baixas. Isso assegura que os isolados permaneçam estáveis e confiáveis para 

futuras pesquisas e testes laboratoriais (Viegas et al., 2021b). 

Na figura 15 e na figura 16 está representado como se procede ao reisolamento 

de fungos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Processo de reisolamento fúngico 
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Após observação microscópica, feita pela Professora Carla Viegas, as placas 

foram identificadas com o género de Aspergillus, sendo os mais frequentes os das 

seções Nigri, Fumigati e Flavi. Este género tem grande importância clínica, uma vez 

que todas as espécies de Aspergillus podem ser potencialmente patogénicas, 

embora algumas apresentem maior prevalência e impacto em infeções respiratórias 

e hospitalares. Paralelamente, foram também solados fungos pertencentes ao 

Mucorales, como Rhizopus e Mucor, dos quais determinadas espécies também são 

clinicamente relevantes. 

Primeiramente passou-se para o caderno e para eppendorfs estéreis, as 

numerações que foram dadas a cada espécie, tendo em atenção que quando for 

espécies do género Aspergillus é necessário fazer em duplicado. Adicionou-se um 1 

mL de PBS em cada eppendorf para preservar a amostra de fungos. Com a ajuda de 

uma ansa de inoculação estéril removeu-se uma porção da colonia selecionada. 

Após terminar todas as placas, colocou-se 250 µL de Glicerol a 99,5%, para manter 

a viabilidade das células após o descongelamento. Por fim, agitou-se bem os tubos 

e armazenou-se a -80ºC até seguirem para o ensaio de screening de resistência a 

azóis. 

 

h) Análises Moleculares  

 

• Extração de DNA 

  

A extração de DNA é uma técnica essencial para a analise molecular das amostras 

em estudo. Depois do reisolamento, a obtenção do seu material genético permite 

avançar para métodos de identificação mais específicos e sensíveis, como por 

exemplo, o PCR (Ojo-Okunola et al., 2020). 

Na extração de DNA utiliza-se Kits comerciais de acordo com as características 

das amostras em estudo (Ojo-Okunola et al., 2020). 

Neste caso, como são amostras ambientais foi utilizado o kit Quick-DNA 

Fungal/Bacterial. 

Estes kits incluem protocolos e reagentes otimizados, permitindo uma 

recuperação eficiente de DNA mesmo em amostras com matriz complexa, presença 

de inibidores ou com baixa biomassa. Esta fiabilidade é fundamental para garantir a 
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qualidade dos dados obtidos, especialmente em avaliações ambientais que exigem 

precisão e sensibilidade (Viegas et al., 2022c). 

O procedimento consistiu nos seguintes passos:  

1. As amostras foram primeiramente centrifugadas e o pellet resultante foi 

ressuspendido numa porção do sobrenadante.  

2. O resultante foi colocado no tubo ZR BashingBead Lysis, que contém pequenas 

esferas, ao qual foi adicionado o tampão BashingBead.  

3. Agitou-se as amostras no vórtex, durante 10 minutos e centrifugou-se 

novamente, durante 1 minuto.  

4. O sobrenadante foi transferido para uma coluna com filtro (Zymo-Spin III-F Filter) 

que retém os componentes da parede celular indesejados aquando da 

centrifugação, permitindo que o ácido desoxirribonucleico seja colhido no tubo 

coletor.  

5. Adicionou-se o tampão DNA Binding e o resultante foi transferido para uma Zymo-

Spin IC Column. Este tampão permite que o material genético fique retido na 

membrana da coluna após a centrifugação.  

6. De seguida são efetuadas duas lavagens, através da coluna, primeiramente com 

tampão DNA Pre-wash e, de seguida, com tampão DNA Wash. 

7. Por último, transferiu-se a coluna para um eppendorf e recuperou-se o ácido 

desoxirribonucleico da membrana com o auxílio do tampão Ellution.  

8. Deixou-se incubar a coluna com o tampão, 2 a 3 minutos e, posteriormente, o 

tubo foi centrifugado. O material genético é arrastado com o tampão neste 

processo.  

9. As amostras foram armazenadas, em dois eppendorfs, a -20 °C, para posterior 

deteção de espécies toxigénicas por PCR em tempo real. 

 

 

 

 

 

• Preparação de PCR quantitativo, em tempo real 

 

A técnica de PCR quantitativo em tempo real (qPCR) permite a deteção da 

amplificação de uma determinada região do material genético à medida que este é 
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sintetizado in vitro, o que contribui para a redução do tempo de análise (Haugland, et 

al. 2007). Esta abordagem possibilita a distinção entre diferentes espécies 

ambientais, uma vez que os fragmentos alvo são delimitados por sequências de 

primers específicas (Haugland, et al. 2007). Para a deteção da amplificação, os 

primers podem ser marcados com fluorescência ou podem ser utilizadas sondas 

intercaladoras que se ligam à dupla hélice do DNA (Haugland, et al. 2007). 

Durante o estágio não tive oportunidade de desenvolver esta metodologia pela 

quantidade de amostras a serem processadas, no entanto o procedimento de qPCR 

normalmente envolve várias etapas. 

 Primeiro, calculam-se as quantidades necessárias de reagentes, como a 

Supermix de PCR, os primers forward e reverse, a sonda e a água para a preparação 

da Master Mix. Antes da manipulação, a superfície de trabalho, equipamentos e 

materiais são desinfetados, geralmente com etanol a 70%. Em seguida, preparam-

se diluições dos primers e da sonda em tubos de eppendorf separados. A Master Mix 

é então montada combinando todos os reagentes e distribuída nos poços de uma 

placa de PCR, normalmente em 16 µL por poço. As amostras são adicionadas nos 

poços correspondentes, geralmente em 4 µL, incluindo controles positivos (com DNA 

conhecido) e negativos (água). As amostras são frequentemente pipetadas em 

duplicado para permitir a obtenção de médias mais confiáveis. Finalmente, a placa é 

selada, centrifugada para garantir a homogeneidade da mistura e colocada no 

aparelho de qPCR, onde os parâmetros de amplificação são programados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. PRODUÇÃO CIENTÍFICA  
 

Durante o estágio desenvolvi e colaborei em diversas atividades relacionadas com 

a produção científica, destacando-se as seguintes:  
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Artigo científico em elaboração – encontro-me atualmente a analisar dados para a 

escrita de um artigo que tem como objetivo analisar a prevalência do fungo 

Aspergillus niger em diferentes ambientes ocupacionais com enfase no potencial 

risco para a saúde dos trabalhadores. Este trabalho está a ser desenvolvido com 

bases em dados recolhidos de estudos realizados anteriormente pelos meus 

orientadores e será submetido a uma revisita científica.  

 

Participação no Congresso BioMedLab – Estive presente no congresso 

BioMedLab2025 prestando apoio ao Mestre Pedro Pena e à Mestre Renata 

Cervantes durante o evento. Este congresso permitiu adquirir mais conhecimento e 

consolidar melhor algumas metodologias que não tive oportunidade de desenvolver 

em laboratório. 

 

Colaboração numa revisão sistemática – Participei na revisão sistemática 

desenvolvida pela minha colega Cátia Godinho prestando apoio na análise de 

artigos. A revisão sistemática é sobre a exposição ocupacional a espécies resistentes 

a azóis. Esta colaboração contribuiu para aprofundar o meu conhecimento em 

metodologias de investigação científica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. DISCUSSÃO E REFLEXÃO CRÍTICA 
 

O meu estágio foi inserido no projeto de investigação InChildHealth focado na 

investigação da qualidade do ar interior e na avaliação da contaminação fúngica, tendo 

como objetivo melhorar a qualidade ambiental em diferentes ambientes. 
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A qualidade do ar interior (QAI) é de extrema importância pela existência de 

bioerossóis, que são encontrados em ambientes interiores e exteriores podendo 

permanecer por longos períodos. A exposição a bioaerossóis pode causar uma serie de 

efeitos adversos à saúde, incluindo alergias, asma, doença pulmonar obstrutiva crónica 

(DPOC) e varias doenças respiratórias e infeciosas (Cervantes et al., 2022b; Whitby et 

al., 2022).  

A utilização de diferentes métodos de amostragem (ativos e passivos) e de 

diversos meios de cultura para bactérias e fungos foi essencial para garantir uma 

caracterização mais completa dos contaminantes presentes.  Esta abordagem 

permitiu avaliar não apenas a quantidade de microrganismos, mas também a sua 

diversidade e o potencial risco associado à exposição.  

A deteção de fungos com relevância clínica, como o Aspergillus fumigatus, 

destaca-se pela sua ligação a infeções e contextos hospitalares e pela crescente 

resistência aos azóis, o que reforça a importância do desenvolvimento de estratégias 

eficazes de monitorização e prevenção (Viegas et al., 2021d). 

Aplicando o qPCR é possível detetar Aspergillus spp. que não foram detetáveis 

por meios convencionais sendo por isso essencial para a quantificação precisa da 

expressão genética, permitindo a especificação de ácidos nucleicos em tempo real 

(Taylor et al., 2019). 

Deste modo, o estágio contribuiu para a consolidação dos conhecimentos 

adquiridos ao longo do mestrado e para o desenvolvimento de competências práticas 

em microbiologia ambiental. Este trabalho também evidenciou a importância da 

investigação em QAI para a proteção da saúde humana, reforçando a necessidade 

de continuar a investir em programas de rastreio, inovação tecnológica e formação 

de profissionais qualificados nesta área. 

Outra reflexão importante prende-se com o impacto pessoal e académico desta 

experiencia. O estágio não só consolido os conhecimentos adquiridos ao longo do 

mestrado, como também desenvolveu competências práticas em microbiologia 

ambiental, pensamento crítico e resolução de problemas em laboratório, assim como 

a participação neste projeto de relevância internacional que fez-me reconhecer a 

responsabilidade de produzir dados de qualidade e a importância de uma 

comunicação científica clara e rigorosa. 

Em suma, o estágio revelou-se uma experiência enriquecedora tanto no plano 

técnico como no pessoal, permitindo-me reconhecer as potencialidades e limitações 
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do trabalho desenvolvido e compreender de forma mais crítica os desafios 

associados à investigação em qualidade do ar interior. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
6. PROPOSTA DE TRABALHO DE PESQUISA NA 

ÁREA 
 

Avaliação da contaminação de Aspergillus niger em suplementos alimentares 
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a) Introdução  

Cada vez mais a saúde e o bem estar físico estão aliados ao consumo de 

suplementos alimentares, com o objetivo de melhorar a saúde física e mental 

(Ratajczak et al., 2020). 

Os suplementos alimentares contêm ingredientes naturais, como extratos vegetais e 

compostos bioativos e são armazenados em ambientes diferentes contribuindo 

assim uma probabilidade alta de contaminação microbiológica (Dlugaszewska et al., 

2019).  

Entre todos os microrganismos contaminantes, destaca-se o Aspergillus niger , 

devido à sua prevalência em produtos alimentares secos e industrializados, devido 

também à sua resistência a condições adversas, como baixa humidade e 

temperatura variável, e devido ao seu potencial patogénico, uma vez que produz 

micotoxinas representando riscos para a saúde, especialmente em indivíduos 

imunocomprometidos ((Frisvad et al., 2011; Samson et al., 2010; Viegas et al., 

2018a). 

Neste estudo o principal objetivo será investigar a presença de Aspergillus niger 

em suplementos alimentares comercializados, focando na análise da contaminação 

fúngica, de modo a contribuir para a segurança e qualidade destes produtos uma vez 

que tem sido bastante consumido nos últimos anos. 

 

b) Estado da Arte 

Vários estudos microbiológicos demonstraram a contaminação fúngica existente 

nos suplementos alimentares, especialmente de Aspergillus niger, devido a falhas 

em processos de produção e armazenamento (Ratajczak et al., 2020). 

Aspergillus niger é um fungo frequentemente encontrado no ambiente e tem a 

capacidade de sobreviver em condições adversas, incluindo ambientes secos e com 

pouca humidade o que são características comuns em suplementos alimentares, 

sendo também caracterizado por ser negro e possuir esporos (Frisvad et al., 2011). 

Além disso, Aspergillis niger tem sido associado à produção de metabolitos 

tóxicos, incluindo oxálico e gliotoxina, podendo atuar como agente patogénico em 

indivíduo imunocomprometidos (Samson et al., 2010). 
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Este fungo tem sido identificado com níveis elevados de bioaerossóis em 

ambientes ocupacionais, comprovando assim o seu potencial como agente de 

contaminação ambiental (Viegas et al., 2018b). 

  No entanto, apesar da sua relevância, os estudos sobre a prevalência de 

Aspergillus niger em suplementos comercializados continuam limitados, sendo por 

isso necessário novas investigações que contribuam para o conhecimento do risco 

microbiológico neste tipo de produto (Ratajczak et al., 2020). 

 

c) Metodologia 

O principal objetivo será avaliar a presença de Aspergillus niger em suplementos 

alimentares comerciais, com enfase em produtos de origem natural, por exemplo a 

spirulina, curcuma, etc. 

Inicialmente as amostras serão coletadas em formato de pó adquiridas em 

farmácias, lojas de produtos naturais e em supermercados, cerca de 30 amostras. 

Ao recolhermos amostras de diferentes marcas aumentamos a diversidade e 

conseguimos avaliar as variações das contaminações fúngicas relacionadas com as 

diferentes condições de armazenamento. Todas as amostras serão manipuladas em 

ambiente controlado e utilizando material estéril (Viegas et al., 2023b). 

A seleção de aproximadamente 30 amostras baseia-se em estudos semelhantes 

que utilizam entre 20 e 40 amostras para obter uma estimativa representativa da 

contaminação microbiológica em produtos alimentares e suplementos, garantindo ao 

mesmo tempo viabilidade logística e operacional no laboratório. Assim, 30 amostras 

constituem um número adequado para permitir variabilidade suficiente entre marcas 

e categorias de suplementos, sem comprometer o tempo e os recursos disponíveis 

para a execução completa das análises microbiológicas. 

As amostras serão selecionadas de acordo com critérios definidos para assegurar 

variedade entre marcas e tipos de suplementos, com o objetivo de abranger 

diferentes tipos de suplementos em pó, diferentes marcas, e diferentes locais de 

comercialização (farmácias, supermercados e lojas de produtos naturais). Serão 

incluídos exclusivamente suplementos em pó à base de ingredientes naturais. Para 

evitar possíveis erros, será selecionada apenas uma embalagem por marca e os 

produtos serão adquiridos em três tipos distintos de estabelecimentos, de modo a 

maximizar a diversidade e permitir avaliar possíveis diferenças associadas ao 

armazenamento e distribuição. 
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Cada amostra será homogeneizada e pesa-se 10 g para análise microbiológica 

para depois ser diluído em 90 mL de solução salina estéril a 0,85% (NaCl), 

começando assim com uma diluição inicial de 10-1 promovendo deste modo uma 

distribuição uniforme dos microrganismos presentes na amostra. De seguida 

prepara-se diluições seriadas até à concentração de 10-4 para reduzir a concentração 

microbiana permitindo o crescimento de colonias isoladas e deste modo facilitar a 

contagem posterior dos fungos presentes nas amostras (Viegas et al., 2023b). 

De seguida, inocula-se 0,1 mL de cada diluição em placas de Petri com o meio 

SAB e DG18 suplementado com cloranfenicol (0,05 g/L) para inibir o crescimento 

bacterianos sem afetar o crescimento fúngico. As placas serão incubadas as 25ºC 

por 5 a 7 dias, sendo estas as condições ideias para que os fungos mesófilos 

crescem (Pitt and Hocking, 2022; Viegas et al., 2023b). 

Após este tempo, conta-se as unidades formadoras de colónias (UFC/g) em cada 

placa. A identificação do Aspergillus niger será realizada com base nas 

características macroscópicas e microscópicas (Pitt and Hocking, 2022; Viegas et al., 

2023b).  

Todas as análises serão realizadas em triplicado para garantir os resultados, e 

também será incluído controlos negativos, ou seja, placas não inoculadas para 

assegurar que não há contaminação durante o procedimento experimental (Viegas 

et al., 2023b). 

 

d) Cronograma 
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   Revisão 
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Planeamento 

e comprar as 
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Procedimento 

laboratorial  

     

Análise dos 

resultados 
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Escrita do 

artigo 

      

 

 

e) Resultados Esperados 

Com a realização deste estudo espera-se quantificar e caracterizar a presença de 

Aspergillus niger em suplementos alimentares disponíveis no mercado, identificando 

em que tipo de produtos a contaminação é mais frequente. 

Os resultados permitirão identificar variações entre diferentes marcas e locais de 

aquisição, fornecendo dados relevantes sobre possíveis falhas nos processos de 

fabrico, armazenamento e comercialização. A informação obtida contribuirá para o 

conhecimento do risco microbiológico associado a estes produtos, permitindo 

arranjar estratégias de monitorização, de boas práticas de produção e de medidas 

de segurança alimentar aplicadas ao setor dos suplementos. 

 

f) Conclusão 

Considero que este trabalho reconhece a crescente importância destes produtos na 

saúde e bem estar da população, assim sendo, esta investigação permitirá não 

apenas identificar a ocorrência de Aspergillus em diferentes tipos de suplementos, 

mas também caracterizar padrões de contaminação associados a marcas, locais de 

aquisição e condições de armazenamento.  

Os resultados esperados poderão contribuir para uma melhor compreensão do risco 

microbiológico associado a suplementos alimentares, reforçando a necessidade de 

adoção de práticas de controlo de qualidade mais rigorosas durante as etapas de 

fabrico, transporte e comercialização. Além disso, a identificação de falhas potenciais 

nos processos poderá apoiar a implementação de medidas corretivas e preventivas, 

com vista a reduzir a exposição dos consumidores a microrganismos com 

reconhecido potencial patogénico. 

Assim, a médio prazo, os conhecimentos obtidos poderão sustentar recomendações 

técnicas e regulatórias para a monitorização de suplementos alimentares, 

contribuindo para garantir a segurança destes produtos e proteger a saúde pública. 
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g) Limitações 

Este estudo poderá apresentar algumas limitações que devem ser consideradas 

na interpretação dos resultados.  

A quantidade e diversidade das amostras recolhidas poderá não ser 

suficientemente representativa de todos os tipos de suplementos alimentares 

disponíveis no mercado, o que poderá limitar a generalização dos resultados. 

A identificação especifica de Aspergillus niger também pode ser considerada outra 

limitação, visto que devido à semelhança morfológica entre espécies de Aspergillus, 

métodos apenas baseados em cultura e microscopia podem levar a identificações 

erradas ou incompletas, sendo ideal confirmar com PCR. 

Por fim, os resultados obtidos não permitirão inferir diretamente a toxicidade ou 

presença de micotoxinas produzidas por Aspergillus niger, uma vez que este estudo 

focar-se-á apenas nesta espécie. 
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