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Resumo 

 

Este trabalho teve como objectivo a implementação e validação do método de análise de Legionella spp. 

e Legionella pneumophila em amostras de água, de acordo com a Norma ISO 11731:2017 – Water Quality 

– Enumeration of Legionella, no laboratório dos SMAS de Sintra. 

A elaboração deste trabalho iniciou-se por um lado pela pesquisa bibliográfica sobre a Legionella, os riscos 

que representa para a saúde pública e para os sistemas de abastecimento de águas e por outro lado pela 

pesquisa dos métodos de análise existentes. 

O laboratório dos SMAS de Sintra é Acreditado desde 2008, pelo que dispõe de um sistema de gestão da 

qualidade definido de acordo com a Norma ISO 17025:2005 - Requisitos Gerais de Competência para 

Laboratórios de Ensaio e Calibração. A implementação do método de análise foi enquadrada no sistema 

de gestão da qualidade do laboratório e todo o processo de validação cumpriu os requisitos da ISO 17025. 

Os primeiros ensaios para implementação do método foram realizados de acordo com a Norma ISO 

11731:1998, no entanto com a publicação da nova Norma ISO 11731 em Maio de 2017, foi elaborado novo 

procedimento técnico para cumprimento das alterações impostas, nomeadamente a divisão do 

procedimento em quatro métodos distintos. Consoante o tipo de amostras, a concentração de 

microrganismos interferentes presentes e o limite de detecção pretendido, as amostras foram analisadas 

por método cultural directo por espalhamento, por filtração em membrana, por filtração em membrana com 

eluição ou as amostras foram diluídas.  

Para validação do método procedeu-se à análise de vários tipos de amostras de água e de diferentes 

matrizes e pela análise de materiais de referência, amostras em duplicado e ensaios em paralelo, 

elaboraram-se cartas de controlo e definiram-se critérios de precisão e de estimativa de incerteza para os 

vários métodos do procedimento. 

Com base nos resultados obtidos e no cumprimento dos requisitos definidos para implementação e 

validação de métodos microbiológicos foi possível implementar e validar o método de análise de Legionella 

spp. e Legionella pneumophila no laboratório de microbiologia dos SMAS de Sintra. 

 

 

Palavras chave: Legionella spp., Legionella pneumophila, Norma ISO 11731, amostras de água, SMAS de 

Sintra 
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Abstract 

 

This work is aimed at the implementation and validation of the method of analysis of Legionella spp. and 

Legionella pneumophila in water samples, according to ISO Standard 11731: 2017 - Water Quality - 

Enumeration of Legionella, in the laboratory of SMAS Sintra. 

This work began on the one hand by the bibliographic research on Legionella, the risks that it represents 

for public health and for the water supply systems, and on the other hand by the evaluation of the existing 

methods of analysis. 

The laboratory of SMAS Sintra has been accredited since 2008 and therefore has a quality management 

system defined in accordance with ISO 17025: 2005 - General requirements for the competence of testing 

and calibration laboratories. The implementation of the method of analysis was framed in the laboratory's 

quality management system and the entire validation process was complied with the ISO 17025 

requirements. 

The first tests to implement the method were performed according to ISO Standard 11731: 1998, however 

with the publication of the new ISO Standard 11731 in May 2017, a new technical procedure was developed 

to fulfill imposed changes, namely the procedure division into four different methods. Depending on the 

type of samples, the concentration of interfering microorganisms present and the desired limit of detection, 

the samples were analyzed by culture method directly by spread plate technique, by membrane filtration, 

by membrane filtration and elution or samples were diluted before inoculation. 

For the validation of the method, several types of water samples and different matrices were evaluated and 

the analysis of reference materials, duplicate samples and parallel tests were carried out. Control charts 

were drawn up, precision and uncertainty estimation criteria were defined for the various methods of the 

procedure. 

Based on the results obtained and in compliance with the requirements defined for the implementation and 

validation of microbiological methods, it was possible to implement and validate the method of analysis of 

Legionella spp. and Legionella pneumophila in the microbiology laboratory of SMAS Sintra. 

 

 

 

Keywords: Legionella spp., Legionella pneumophila, ISO Standard 11731, water samples, SMAS Sintra  
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1. Os Serviços Municipalizados de Água e Saneamento de 

Sintra 

Os Serviços Municipalizados de Água e Saneamento (SMAS) de Sintra (figura 1) são um serviço público 

de interesse local com autonomia administrativa, financeira e técnica, no município de Sintra.  

Figura 1 - SMAS de Sintra, Complexo Oficinal e Laboratorial da Portela 

Criados em 1946, os SMAS de Sintra são a maior entidade autárquica distribuidora de água em Portugal, 

com cerca de 184000 clientes activos e um volume médio de água movimentada de 87000 m³/dia. Os 

SMAS de Sintra gerem os sistemas públicos municipais de distribuição de água, de drenagem e tratamento 

das águas residuais urbanas e de recolha de resíduos sólidos urbanos (SMASa). 

Os SMAS de Sintra servem a 100% a população residente, mais de 384 mil habitantes distribuídos por 

uma área de 320 km², com uma rede de abastecimento de 1784 km de condutas, 52 reservatórios e 31 

estações elevatórias. Cerca de 99,4% da água fornecida é adquirida à Empresa Portuguesa das Águas 

Livres, provindo a restante de captação própria (SMASb).  

O tratamento das águas residuais serve 95% da população, com 1000 km de rede e emissários, 16 

estações de tratamento de águas residuais (ETAR) e 21 estações elevatórias (SMASc).  

Em Dezembro de 2017, os SMAS de Sintra assumiram a totalidade do serviço de recolha e transporte dos 

resíduos urbanos no município de Sintra. A rede de recolha de resíduos urbanos é constituída por 5099 

contentores de indiferenciados, 1588 ecopontos e 83 oleões (SMASd).  

Os SMAS de Sintra têm como finalidade a satisfação das necessidades colectivas da população do 

concelho, no âmbito das suas atribuições. Para além de outras legalmente estabelecidas, as suas 

atribuições desenvolvem-se fundamentalmente nos seguintes domínios: 

a) Captação, adução, tratamento e distribuição de água para consumo público; 

b) Construção, ampliação, manutenção e gestão do sistema de abastecimento de água para consumo 

público; 
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c) Recolha, drenagem, tratamento e destino final das águas residuais urbanas; 

d) Construção, ampliação, manutenção e gestão do sistema de drenagem de águas residuais urbanas; 

e) Recolha e transporte de Resíduos Sólidos Urbanos para destino adequado. 

Os SMAS de Sintra têm apostado na melhoria contínua dos seus serviços ao longo dos anos, começando 

pela Acreditação do laboratório. Actualmente estão certificados segundo os referenciais normativos do 

Sistema de Gestão Integrado da Qualidade (ISO 9001), Ambiente (ISO 14001) e Segurança e Saúde do 

Trabalho (OHSAS 18001) para a actividade de abastecimento de água e do saneamento das águas 

residuais urbanas e recolha e transporte de resíduos urbanos. 

Como reconhecimento do trabalho desenvolvido, os SMAS de Sintra têm sido distinguidos nos últimos 

anos, com o selo de “Qualidade exemplar de água para consumo humano”. Este prémio, atribuído pela 

Entidade Reguladora dos Serviços de Águas e Resíduos (ERSAR) e outros parceiros, é uma forma de 

destacar as entidades distribuidoras, que cumprem com os parâmetros essenciais de qualidade, previstos 

pelo regulamento durante o último ano de avaliação. 

1.1 O laboratório 

Em 1985 os SMAS de Sintra criaram o seu laboratório para controlo da qualidade microbiológica da água 

de consumo humano apesar de nessa altura esse controlo ainda não ser prioritário a nível nacional. O 

laboratório foi-se desenvolvendo ao longo dos anos e passou a efectuar também a análise de parâmetros 

físico-químicos, com um aumento contínuo de amostras e de análises realizadas. 

Em 2007, foi publicado o Decreto-Lei nº 306/2007 de Águas de Consumo Humano e para cumprimento do 

mesmo, o laboratório deu inicio ao seu processo de acreditação. Assim, em Setembro de 2008 foi obtida 

a acreditação do laboratório pelo Instituto Português de Acreditação (IPAC) e pela norma EN ISO/IEC 

17025:2005 e em Janeiro de 2010, obteve-se a Acreditação da Colheita de Amostras para análise de 

parâmetros microbiológicos e físico-químicos para águas de consumo e naturais. Neste momento, o 

laboratório dos SMAS de Sintra já se encontra acreditado para 60 métodos analíticos. 

No que respeita ao controlo de águas de consumo humano incluem-se as análises efectuadas na torneira 

do consumidor (no âmbito do Plano de Controlo de Qualidade da Água - PCQA), e as análises de controlo 

operacional em pontos específicos da rede de abastecimento. 
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No laboratório dos SMAS de Sintra são também analisadas as águas residuais, para controlo do 

funcionamento das Estações de Tratamento de Águas Residuais e das descargas industriais em colector. 

O laboratório também presta serviços a clientes externos, nomeadamente munícipes. 

Assim, no laboratório dos SMAS de SINTRA são efectuadas análises microbiológicas e físico-químicas a 

águas de abastecimento, águas residuais, águas balneares, piscinas, captações, ribeiras, furos e poços 

de munícipes. Também são realizadas análises microbiológicas às lamas provenientes das ETAR.  

A legislação actual torna obrigatório que os laboratórios que fazem análises para controlo da qualidade da 

água de consumo (DL nº 306/2007 alterado pelo DL n.º 152/2017) e também de água natural (DL n.º 

83/2011) sejam acreditados. Também as licenças de descarga das ETAR do concelho exigem que as 

análises sejam efectuadas por laboratórios com sistema de gestão da qualidade implementado. A Lei nº 

52/2018, que estabelece o Regime de Prevenção e Controlo da Doença do Legionário também obriga a 

que a análise de Legionella em amostras ambientais seja realizada por laboratórios acreditados. A 

legislação referente à análise de Legionella é descrita em pormenor no próximo capítulo desta tese. 

Neste trabalho, pretende-se descrever a implementação e validação da análise de pesquisa e 

quantificação de Legionella spp. e Legionella pneumophila de acordo com a Norma ISO 11731:2017 

(Anexo A). No decorrer do ano 2018, o laboratório solicitou ao IPAC o pedido de extensão de acreditação 

para este parâmetro, tendo sido auditado em Setembro de 2018. A Acreditação desta análise representa 

para o laboratório o reconhecimento do trabalho desenvolvido na sua implementação e validação, 

respondendo às necessidades dos SMAS de Sintra e também dos seus munícipes. 

1.2 Enquadramento Legal do tema 

A análise de Legionella é referenciada na legislação portuguesa no âmbito da qualidade da água, para 

águas minerais naturais utilizadas nos estabelecimentos termais, na Portaria nº1220 de 2000. Esta portaria 

estabelece o limite de unidades formadoras de colónias (ufc) de 100 ufc/L para Legionella spp. e ausência 

para Legionella pneumophila. O próprio Decreto-Lei nº 142 de 2004, que regula o licenciamento, a 

organização, o funcionamento e a fiscalização dos estabelecimentos termais reporta para a Direcção Geral 

de Saúde (DGS) e para a Portaria nº 1220/2000 o controlo bacteriológico. 

Em 2006 foi implementada a política da qualidade do ar interior, na sequência da transposição para o 

direito interno da directiva n.º 2002/91/CE, do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de Dezembro de 

2002, relativa ao desempenho energético dos edifícios. Foram publicados o Decreto-Lei n.º 78/2006, de 4 

de Abril, que aprovou o Sistema Nacional de Certificação Energética e da Qualidade do Ar Interior nos 

Edifícios, o Decreto-Lei n.º 79/2006, de 4 de Abril, que aprovou o Regulamento dos Sistemas Energéticos 



Implementação de método de análise para detecção e enumeração de Legionella 

 

4 

Maria do Céu Patrício Romão 

Trabalho de Final de Mestrado  ISEL, 2019  

de Climatização em Edifícios (RSECE) e o Decreto-Lei n.º 80/2006, de 4 de Abril, que aprovou o 

Regulamento das Características de Comportamento Térmico dos Edifícios. 

De acordo com o ponto 9 do RSECE - DL nº 79/2006, em edifícios com sistemas de climatização em que 

haja produção de aerossóis, nomeadamente onde haja torres de arrefecimento ou humidificadores por 

água líquida, ou com sistemas de água quente para chuveiros, onde a temperatura de armazenamento 

seja inferior a 60ºC, as auditorias da qualidade do ar interior incluem também a pesquisa da presença de 

Legionella em amostras de água recolhidas nos locais de maior risco, nomeadamente tanques das torres 

de arrefecimento, depósitos de água quente e tabuleiros de condensação, não devendo ser excedido um 

número superior a 100 ufc. 

Em 2013, na sequência do Decreto-Lei nº 118/2013, de 20 de agosto, foram publicadas duas portarias 

com referência ao parâmetro de Legionella. A Portaria nº 349-D, que indica no ponto 8.3.2 que o sistema 

de acumulação de água quente sanitária deverá dispor de mecanismos ou estratégias destinadas a 

prevenir o desenvolvimento de Legionella spp., e a Portaria nº 353-A que estabelece na Tabela I.09 

condições de referência para os poluentes microbiológicos. Na matriz água, essas condições são: 

concentração inferior a 100 ufc/L, excepto no caso da pesquisa em tanques de torres de arrefecimento em 

que deve verificar-se uma concentração inferior a 1000 ufc/L, para Legionella spp., e ausência de 

Legionella pneumophila.  

O Decreto-Lei n.º 118/2013, revogou os Decretos-Lei n.º 78/2006, n.º 79/2006 e n.º 80/2006. O Decreto-

Lei n.º 79/2006, conforme referido anteriormente, continha as disposições legais dos requisitos para a 

manutenção da qualidade do ar interior, nomeadamente a obrigatoriedade de auditorias nos edifícios de 

serviços existentes dotados de sistemas de climatização. A metodologia e periodicidade eram 

estabelecidas por portaria conjunta dos ministros responsáveis pelas áreas da economia, das obras 

públicas, do ambiente e do ordenamento do território e habitação. 

O Decreto-Lei n.º 79/2006 era ainda explícito quanto ao risco e às medidas direccionadas à Doença dos 

Legionários: “em edifícios com sistemas de climatização em que haja produção de aerossóis, 

nomeadamente onde haja torres de arrefecimento ou humidificadores por água líquida, ou com sistemas 

de água quente para chuveiros, onde a temperatura de armazenamento seja inferior a 60ºC as auditorias 

da Qualidade do Ar Interior incluem também a pesquisa da presença de colónias de Legionella (…)”. Pelo 

que, até Dezembro de 2013, a qualidade do ar interior e a certificação energética dos edifícios no caso de 

escolas, centros desportivos, infantários, centros de idosos, hospitais e clínicas, viam as auditorias serem 

feitas de 2 em 2 anos. No caso de estabelecimentos comerciais, de turismo, de transportes, culturais, 

escritórios e outros a periodicidade das mesmas era de 3 em 3 anos. Com efeito, 2014 foi o primeiro ano 

sem a obrigatoriedade de auditorias, foi também o ano em que ocorreu em Vila Franca de Xira o primeiro 
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surto de Legionella em Portugal, a que se seguiu em Novembro de 2017, o surto no Hospital de S. 

Francisco Xavier e em Janeiro de 2018 o surto no Hospital CUF Descobertas.  

Em Março de 2016, foi aprovado o Projecto de Resolução n.º 134/XIII, do Bloco de Esquerda, que 

“Recomenda a reintrodução da fiscalização da qualidade do ar interior, com a correspondente pesquisa 

da presença de colónias de Legionella tal como previsto no Decreto-Lei n.º 79/2006, de 4 de Abril”. 

Em Dezembro de 2017 foi aprovada e publicada a 22 Janeiro de 2018 a resolução nº 15/2018, que 

recomenda ao Governo medidas que promovam a prevenção da Doença dos Legionários, a qualidade do 

ar de edifícios climatizados e a isenção do pagamento de taxas moderadoras, em casos de surtos de 

infecção por Legionella. O Governo, pela voz do ministro do Ambiente, João Pedro Matos Fernandes, 

anunciou no dia 11 de Janeiro de 2018 um diploma para evitar surtos como os de Vila Franca de Xira e 

Lisboa. 

Em Agosto de 2018 foi publicada a Lei nº 52/2018, que “Estabelece o regime de prevenção e controlo da 

Doença dos Legionários e procede à quinta alteração ao Decreto-Lei n.º 118/2013”. Essa lei aplica-se a 

todos os sectores de actividade, que tenham equipamentos de transferência de calor associados a 

sistemas de aquecimento, ventilação e ar condicionado ou a unidades de tratamento do ar, desde que 

possam gerar aerossóis de água. Esta lei prevê o registo de todos os equipamentos numa plataforma 

electrónica e nesse registo devem constar os dados de identificação e localização dos equipamentos, bem 

como o regime de funcionamento, a proveniência e o tipo de tratamento da água de arrefecimento. Esta 

lei prevê ainda a elaboração de um plano de prevenção e controlo de Legionella. Este plano deve ser 

elaborado com base numa análise de risco, em que são identificados os pontos críticos de proliferação de 

Legionella, deve estabelecer programas de manutenção, limpeza, desinfecção, monitorização, tratamento 

e deve conter os registos dos mesmos. Os ensaios laboratoriais incluídos no programa devem ser 

realizados em laboratórios Acreditados pelo IPAC ou por uma entidade homóloga. O programa de 

monitorização e tratamento será definido de acordo com um despacho dos membros do Governo 

responsáveis pelas áreas de saúde e ambiente. 
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2. A Legionella 

A bactéria Legionella foi identifica pela primeira vez após um surto epidémico de pneumonia grave, que 

ocorreu entre os participantes da 58ª Convenção da Legião Americana, em 1976 em Filadélfia, Estados 

Unidos da América.  

Em 1977, Brenner e colaboradores analisaram e relacionaram o ácido desoxirribonucleico (DNA) das 

bactérias isoladas desses doentes e de outras recolhidas pelo Center for Disease Control (CDCa) e 

concluíram tratar-se de uma nova espécie de bactérias. Uma vez que o padrão de crescimento, bem como 

as suas características bioquímicas e até o seu conteúdo Guanina+Citosina, não estavam relacionados 

com mais nenhuma bactéria de forma significativa, foi considerada como pertencente a um novo género, 

e uma vez que não se assemelhava a quaisquer outros organismos foi criada também uma nova família. 

Esta nova espécie foi denominada por Legionella pneumophila, legio de legião ou exercito e pneumophila 

de pulmão, pertencente ao novo género Legionella e à família Legionellaceae (BRENNER et al., 1979). 

De acordo com National Center for Biotechnology Information (NCBI), actualmente à família 

Legionellaceae pertencem além das bactérias do género Legionella outros dois géneros, Tatlockia e 

Fluoribacter, no entanto a designação Legionella é amplamente utilizada para descrever os três géneros 

(ISO 11731:2017). 

Taxonomicamente, a família Legionellaceae juntamente com a família Coxiellaceae pertencem à ordem 

Legionellalles, classe Gamma-Proteobacteria, filo Proteobacteria, Reino Bacteria (NCBI). 

As bactérias do género Legionella (figura 2) apresentam-se na forma de bacilo ou filamentosa após serem 

cultivadas em meio de cultura, com 0,3-0,9 x 2-20 μm de comprimento, com um, dois ou até mais flagelos, 

que têm localização polar ou lateral (BRENNER et al., 2005). Crescem numa gama de temperatura entre 

20 e 42º C (ISO 11731:2018) e são aeróbias obrigatórias (MADIGAN et al., 2009). O seu crescimento é 

fastidioso e necessitam de L-cisteína e de sais de ferro, em cultura em meio de carvão e extrato de levedura  

apresentam-se geralmente de cor branca acinzentada, com aspecto de vidro moído e algumas espécies 

têm autofluorescência (ISO 11731:2018). Estas bactérias são Gram negativas, oxidase negativas ou 

apresentam uma reacção de oxidase positiva muito fraca. As espécies deste género são quase todas 

catalase positivas, têm mobilidade, não reduzem nitratos, são urease negativas e liquefazem a gelatina. 

São quimio-organotróficos, usam aminoácidos como fonte de carbono e energia e não fermentam nem 

oxidam hidratos de carbono. (BRENNER et al., 2005). 
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Figura 2 - Legionella pneumophila (CDCb) 

A Legionella é uma bactéria que pode ser encontrada em vários habitats, principalmente em ambientes 

aquáticos e húmidos, como por exemplo na natureza em lagos, rios, águas subterrâneas e solo 

(CORDERO et al., 2016), mas também em sistemas artificiais como os sistemas de distribuição, torres de 

arrefecimento, condensadores evaporativos e em sistemas de ar condicionado (MADIGAN et al., 2009).  

Estas bactérias ubíquas são parasitas intracelulares, por isso podem ser encontradas dentro de 

protozoários aquáticos, como amebas (SAKAMOTO, 2015) ou dentro de monócitos e macrófagos em 

humanos (PRESCOTT et al.,2002). Os biofilmes aquáticos, que se encontram difundidos não apenas na 

natureza, mas também noutros sistemas de água, são outros nichos ecológicos, nos quais a Legionella 

sobrevive e consegue proliferar (ATLAS, 1999). 

As bactérias de Legionella spp. podem resistir a condições ambientais adversas devido à sua capacidade 

de persistir num estado viável, mas não cultivável, “viable but not culturable” (VBNC) (CASINI et al.,2018). 

Actualmente o estado VBNC é considerado uma estratégia de sobrevivência das células Gram negativas, 

à semelhança da formação de endoesporos em algumas bactérias Gram positivas (KIRSCHNER, 2016), 

que ocorre quando o microrganismo se encontra em stress, quer por escassez de nutrientes, água ou 

oxigénio, quer devido a aspectos ambientais, como extremos de temperatura ou pH, radiação ultravioleta 

ou presença de produtos químicos, como o cloro (TREVORS, 2011). Tipicamente, as células VBNC 

apresentam baixa actividade metabólica e não crescem em cultura (CASINI et al.,2018), podem até ficar 
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mais pequenas ou comprimidas e por vezes sofrem uma transição morfológica, passando da forma de 

bastonete para uma forma mais esférica (TREVORS, 2011), no entanto mantêm algumas características 

das células viáveis, como a integridade celular e alguma actividade metabólica e virulência (CASINI et 

al.,2018). Ainda não é claro, se e até que ponto, estas células VBNC de Legionella apresentam risco para 

a saúde humana (DIETERSDORFER et al., 2018; KIRSCHNER, 2016). Nas últimas décadas, este tema 

tem sido discutido de forma controversa e recentemente Dietersdorfer e colaboradores demonstraram, 

pela primeira vez, que Legionella VBNC pode infectar directamente diferentes tipos de amebas e 

macrófagos humanos, no entanto, consideraram que causaram infecção com eficácia reduzida e que 

mesmo após a multiplicação de Legionella dentro dos seus hospedeiros as bactérias permaneceram no 

estado VBNC (DIETERSDORFER et al., 2018). 

O crescimento intracelular em protozoários aumenta a capacidade de sobrevivência ambiental, a 

patogenicidade e virulência da Legionella. Os requisitos de crescimento destas bactérias, a capacidade de 

entrarem no estado VBNC, a associação com protozoários e a ocorrência dentro de biofilmes são factores 

que contribuem para o risco associado aos sistemas de abastecimento de águas e que dificultam a 

detecção de Legionella nas investigações epidemiológicas (ATLAS, 1999). 

Essa capacidade da Legionella parasitar protozoários e os riscos associados aos sistemas de 

abastecimento serão aprofundadas no capitulo 4 desta tese. 
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3. Doença dos Legionários 

A infecção causada por Legionella é conhecida como legionelose e ocorre principalmente de duas formas: 

Doença dos Legionários, que é uma forma severa da infecção provocada pela bactéria e que provoca uma 

pneumonia atípica e a Febre de Pontiac, que é uma doença mais ligeira que não resulta em pneumonia 

(CORDERO et al., 2016). 

A doença pode ser adquirida por inalação ou aspiração de água ou solo na forma de aerossóis 

contaminados com Legionella. Até à data, não foi descrito nenhum caso de infecção associada ao contacto 

entre ou com animais, consumo de alimentos contaminados ou ingestão de água contaminada. Está 

apenas relatado um caso provável de transmissão de pessoa a pessoa que ocorreu em Portugal 

(CORREIA et al., 2016). 

Na Doença dos Legionários a infecção por L. pneumophila ocorre, quando as bactérias inaladas se 

instalam e se multiplicam dentro dos fagossomas dos macrófagos alveolares. Os sintomas da Doença dos 

Legionários são febre alta, tosse não produtiva (não ocorrem secreções respiratórias durante a tosse), dor 

de cabeça, manifestações neurológicas e broncopneumonia grave (PRESCOTT, 2002). 

Embora qualquer indivíduo possa contrair a Doença dos Legionários, alguns factores de risco comuns 

para o desenvolvimento de uma infecção incluem idade (> 50 anos), género (masculino), hábitos de 

tabagismo, doenças pulmonares já existentes (por exemplo, asma e doença pulmonar obstrutiva crónica), 

consumo prévio de antibióticos betalactâmicos, estado imunossuprimido ou imunocomprometido (por 

exemplo, pessoas que fizeram transplantes ou quimioterapia, portadores de doença renal, diabetes ou 

SIDA) e cirurgia ou intubação recentes. A percentagem de mortes de casos notificados de Doença dos 

Legionários aumenta com a idade (> 50 anos) e apresenta um padrão semelhante para homens e mulheres 

(CORDERO et al., 2016). 

Na Febre de Pontiac, os sintomas são semelhantes a um estado viral, como a gripe, ou a doença alérgica. 

Não é uma infecção e não ocorre pneumonia. Esta doença é caracterizada por um início de febre abrupto, 

dor de cabeça, tonturas e dores musculares que se resolvem espontaneamente ao fim de 2 a 5 dias. A 

Febre de Pontiac foi descrita pela primeira vez como um surto num departamento de saúde do condado 

em Pontiac, no Michigan, EUA, em que 95% dos funcionários ficaram doentes. Posteriormente, identificou-

se como origem do surto o sistema de ar condicionado que não estava nas devidas condições 

(PRESCOTT, 2002).  
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Aproximadamente metade das espécies de Legionella descritas até o momento foram associadas a casos 

clínicos de legionelose, mas é provável que a maioria das bactérias do género Legionella possa causar 

doença nas condições apropriadas. A tabela seguinte apresenta à esquerda as espécies de Legionella 

identificadas nos casos de Doença dos Legionários e à direita espécies identificadas no ambiente, mas 

que até à data não estão associadas a doentes de Doença dos Legionários (CORDERO et al., 2016).  

Tabela 1 - Espécies de Legionella identificadas nos casos de Doença dos Legionários e espécies identificadas no ambiente sem 

associação a casos de doença (HALLSTRÖM, 2017) 

Espécies de Legionella identificadas nos 

casos de Doença dos Legionários 

Espécies de Legionella identificadas no 

Ambiente, sem associação a casos de 

Doença dos Legionários  

L. anisa, L. birminghamensis, L. bozemanii, L. 

cardiaca, L. cincinnatiensis, L. clemsonensis, L. 

dumoffii, L. erythra, L. feeleii, L. gormanii, L. 

hackeliae, L. jamestowniensis, L. jordansis, L. 

lansingensis, L. londiniensis, L. longbeachae, L. 

lytica, L. maceachernii, L. micdadei, L. 

nagasakiensis, L. oakridgensis, L. parisiensis, 

L. pneumophila, L. sainthelensi, L. steelei, L. 

tucsonensis, L. wadsworthii, L. waltersii 

L. adelaidensis, L. beliardensis, L. brunensis, L. 

busanensis, L. cherrii, L. drancourtii, L. 

dresdenensis, L. drozanskii, L. fairfieldensis, L. 

fallonii, L. geestiana, L. gratiana, L. gresilensis, 

L. impletisoli, L. israelensis, L. massiliensis, L. 

moravica, L. nautarum, L. norrlandica, L. 

quateirensis, L. quinlivanii, L. rowbothamii, L. 

rubrilucens, L. santicrucis, L. saoudiensis, L. 

shakespearei, L. spiritensis, L. steigerwaltii, L. 

taurinensis, L. thermalis, L. tunisiensis, L. 

worsleiensis, L. yabuuchiae 

 

O género Legionella inclui mais de 60 espécies e aproximadamente 70 serogrupos distintos, muitos dos 

quais considerados patogénicos. As estirpes de L. pneumophila pertencentes ao serogrupo 1 são 

responsáveis pela maioria dos casos de Doença dos Legionários nos Estados Unidos e na Europa. O 

serogrupo 6 de L. pneumophila pode ser o segundo serogrupo mais comum, com base na frequência com 

a qual é isolado de amostras clínicas. Por outro lado, embora L. pneumophila cause a maioria dos casos 

de Doença dos Legionários, outras espécies também podem estar associadas à doença, particularmente 

em casos adquiridos em ambiente hospitalar. As espécies mais comuns identificadas em infecções por 

Legionella não pneumophila são L. micdadei, L. bozemanii, L. dumoffii e L. longbeachae (CORDERO et 

al., 2016). 
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3.1 O Panorama Nacional e Europeu  

No nosso país, a Doença dos Legionários está incluída na lista de doenças transmissíveis de declaração 

obrigatória, desde 1999 (Portaria nº 1071/98, de 31 de Dezembro), sendo também obrigatório notificar a 

rede comunitária, segundo a Decisão da Comissão Europeia nº 2119/98/CE de 24 de Setembro de 1998. 

Em Abril de 2004 foi criado o Programa Nacional de Vigilância Epidemiológica Integrada da Doença dos 

Legionários, com o objectivo de reforçar a vigilância epidemiológica da doença. 

Os dados da Doença dos Legionários a nível Europeu eram inicialmente geridos pela European Working 

Group for Legionella Infections (EWGLINet), tendo passado, a partir de Abril de 2010, a ser coordenados 

pelo European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), com a designação de European 

Legionnaires’ Disease Surveillance Network (ELDSNet). Portugal está representado neste grupo, através 

de dois centros colaboradores, um para a área da Epidemiologia pela Direcção-Geral da Saúde e outro 

para a área da Microbiologia pelo Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge (INSA). 

A figura seguinte representa o número de casos de Doença dos Legionários notificados em Portugal, entre 

os anos 1999 e 2015. 
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O EWGLI foi constituído em 1986, por razões que se prenderam com a especial vulnerabilidade a que se 

provou estarem expostos os viajantes dentro do espaço europeu a esta bactéria. Este grupo de trabalho 

chegou a contar com a colaboração de representantes de 35 países. 

Os seus membros eram especialistas, de formação diversificada, com o interesse comum de contribuir 

para o conhecimento e informação nos aspectos microbiológico e epidemiológico (clínico e ambiental) da 

Doença dos Legionários, sendo a coordenação feita por um grupo da Health Protection Agency (HPA) de 

Londres. 

A rede de vigilância epidemiológica estabelecida entretanto, coordenada pelo centro de Londres e com 

especial incidência na Infecção associada ao viajante, EWGLINET, funcionou com ligação ao Programa 

de Vigilância de Doenças Transmissíveis da União Europeia. 

Através deste sistema, qualquer caso de Doença dos Legionários que surgisse, eventualmente associado 

a uma instituição hoteleira, era notificado através da EWGLINET ao centro coordenador, sendo em seguida 

implementadas, pela autoridade de saúde local, as medidas preconizadas pelas “European Guidelines for 

Control and Prevention of Travel Associated Legionnaires’ Disease” (2005), nos países que assinaram 

este acordo (DGS).  

Actualmente, sob a coordenação do ECDC, o ELDSNet conduz a vigilância da Doença dos Legionários na 

Europa, tendo indicado que entre os anos 2011 e 2015, 29 países notificaram o ECDC de 30532 casos de 
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Figura 3 - Número de casos de Doença dos Legionários notificados em Portugal nos anos 1999 a 2015. 

(Adaptado de PINTO et al., 2016) 
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Doença dos Legionários (28188 (92,3%) confirmados e 2344 (7,7%) prováveis) (BEAUTÉ, 2017). Já em 

2016 foram notificados 7069 casos de Doença dos Legionários (6560 (92,8%) confirmados e 509 (7,2%) 

prováveis) em 30 países (ECDC, 2018).  

Verifica-se que quatro países (França, Alemanha, Itália e Espanha) representaram cerca de 70% de todos 

os casos relatados, embora a soma das suas populações represente apenas cerca de 50% da população 

em estudo. A taxa de casos aumentou de 0,97 casos / 100000 habitantes em 2011 para 1,30 casos / 

100000 habitantes em 2015 (BEAUTÉ, 2017) e 1,40 casos / 100000 habitantes em 2016 (ECDC, 2018). 

Demograficamente, o índice de infecção permaneceu inalterado com cerca de 70% de casos adquiridos 

na comunidade e 80% ocorreram em pessoas com idade igual ou superior a 50 anos. O índice geral de 

letalidade diminuiu de forma constante de 10,5% para 8,1% entre 2011 e 2015 (BEAUTÉ, 2017), no entanto 

em 2016 subiu ligeiramente para 8,2% (ECDC, 2018). O aumento referido entre 2011 e 2015, 

provavelmente reflecte a melhoria no diagnóstico e tratamento (BEAUTÉ, 2017). 

Verifica-se, na tabela seguinte, que em Portugal e na Europa, tem ocorrido um aumento gradual do número 

de casos notificados nos últimos anos. Verifica-se ainda que desde 2014 a taxa (número de casos/100000 

habitantes) nacional de Doença dos Legionários tem sido superior, ou igual em 2015, à taxa na Europa. 

Tabela 2 - Número de casos e taxa (casos/100000 habitantes) de Doença dos Legionários em Portugal e na EU/EEA nos anos 

2006 a 2017 (ATLAS ECDC) 

  

2006 2007 2008 2009 

Casos Taxa Casos Taxa Casos Taxa Casos Taxa 

Portugal 90 0,86 82 0,78 - - 96 0,91 

EU/EEA 6086 1,28 5653 1,13 5688 1,16 5562 1,11 

  

2010 2011 2012 2013 

Casos Taxa Casos Taxa Casos Taxa Casos Taxa 

Portugal 128 1,20 89 0,80 140 1,30 94 0,90 

EU/EEA 6305 1,30 4923 1,00 5848 1,10 5849 1,10 

  

2014 2015 2016 2017 

Casos Taxa Casos Taxa Casos Taxa Casos Taxa 

Portugal 588 5,60 145 1,40 197 1,90 232 2,25 

EU/EEA 6943 1,40 7034 1,40 7069 1,37 9238 1,79 

- : dados indisponíveis 

 

Os casos de Doença dos Legionários podem surgir isoladamente, em grupos ou clusters ou em surtos. 

Define-se cluster como dois ou mais casos de pessoas que estiveram no mesmo local e adoeceram com 
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um intervalo de tempo inferior a dois anos, cluster padrão. Já quando ocorrem vários clusters combinados 

que têm um ou mais casos em comum define-se como um cluster complexo (ECDC, 2018). Define-se surto 

como dois ou mais casos de pessoas que estiveram no mesmo local e adoeceram mais ou menos ao 

mesmo tempo (CDCa). 

De acordo com os comunicados efectuados pela DGS, foram identificados em Portugal quatro surtos de 

Doença dos Legionários nos últimos anos: 

• Novembro de 2014 –  Concelho de Vila Franca de Xira: este surto foi o maior a nível nacional e 

considerado o segundo maior na literatura (GEORGE et al., 2016). 

Neste surto foram identificados 403 casos de pneumonia, dos quais 377 foram confirmados e foram 

provocados pela bactéria Legionella pneumophila, tendo ocorrido 14 óbitos.  

Neste caso, ficou demonstrada a correspondência da estirpe das bactérias isoladas de uma das torres de 

arrefecimento, de uma unidade fabril da empresa Adubos De Portugal, com a estirpe identificada em 

secreções brônquicas dos doentes. A idade média foi de 58 anos, com uma amplitude de variação entre 

os 22 e os 92 anos. Dos casos confirmados, 67% eram do sexo masculino e 33% do sexo feminino. Do 

total dos casos notificados, 78% dos doentes residia em Vila Franca de Xira, 11% no concelho de Loures 

e 11% habitavam noutras freguesias. Todos os casos identificados tiveram ligação epidemiológica 

(residência, trabalho, permanência ou deslocação) ao concelho de Vila Franca de Xira ou freguesias 

limítrofes de outros municípios. A taxa de letalidade do surto foi de 3,7% (GEORGE et al., 2014). 

• Março 2017 – Concelho da Maia: 

Foram identificados cinco casos de Doença dos Legionários no concelho da Maia, em Março de 2017. Os 

cinco doentes eram trabalhadores da empresa Sakthi Portugal SA. Admitiu-se a possibilidade de 

exposição ocupacional, uma vez que os doentes poderiam ter adquirido a infecção antes da conclusão 

dos trabalhos de descontaminação das torres de arrefecimento da empresa (Comunicados DGS nº 

C129_01_v3 e nº C129_01_v4). 

• Novembro 2017 – Concelho de Lisboa, Hospital S. Francisco Xavier: 

No âmbito deste surto, foram confirmados 56 casos de Doença dos Legionários com ligação ao Hospital 

de São Francisco Xavier, e mais 5 casos suspeitos. Dos 56 casos confirmados registaram-se 6 óbitos 

(11%) (Comunicado DGS nº C142_07_v1). 
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• Janeiro 2018 – Concelho de Lisboa, Hospital CUF Descobertas: 

Foram confirmados 15 casos de Doença dos Legionários com ligação ao Hospital CUF Descobertas. 

Destes, um não necessitou de internamento, 12 tiveram alta clínica e 2 necessitaram de internamento em 

Unidades de Cuidados Intensivos (Comunicado DGS nº C144_07_v1). 

3.2 A doença do viajante e a influência meteorológica 

Na Europa, considera-se que a Doença dos Legionários é subestimada e as taxas de notificação diferem 

significativamente entre os países. Em 2016, e tal como nos anos anteriores, a maioria dos casos (71%) 

foi adquirida na comunidade, enquanto 20% estavam associados a viagens, 7% estavam associados a 

unidades de saúde e 2% estavam noutros contextos (ECDC, 2018). Também nos Estados Unidos cerca 

de 20% dos casos reportados estão associados a viagens (BEAUTÉ et al., 2012, SPRINGSTON et al., 

2017). 

Em 2016, foram notificados 1 082 casos de Doença dos Legionários associada a viagens, em inglês Travel-

Associated Legionnaires’ Disease (TALD), através da rede de vigilância e quase em tempo real: menos 

5% do que em 2015, mas 14% e 37% a mais do que em 2014 e 2013, respectivamente. Foram identificados 

um total de 135 clusters associados a viagens, dos quais 122 clusters padrão, em 26 países e num navio, 

e 13 clusters complexos. Em 2016, 51% dos clusters detectados de TALD foram identificados inicialmente 

por diferentes países. Esses casos provavelmente não teriam sido detectados sem a rede de vigilância 

internacional da ELDSNet (ECDC, 2018). 

Pela revisão dos eventos de doença associados a viagens, quer sejam casos isolados, clusters ou surtos, 

e pelos estudos ambientais de contaminação de Legionella nos locais de alojamento, identificaram-se 

como factores comuns a falta de desinfecção, manutenção e monitorização adequadas; a estagnação da 

água e o controle deficiente de temperatura. Da análise a 30 eventos nos EUA, verificou-se que as 

concentrações de Legionella em amostras de água suspeitas foram superiores a 10000 ufc/L em 11 

situações, inferiores 10000 ufc/L para 3 casos e desconhecidas nas restantes. Em estudos ambientais, a 

Legionella foi detectada em 81,1% de ferries (23/28) e 48,9% de hotéis (587/1200), no entanto as amostras 

recolhidas de 12 navios-cruzeiro foram negativas (MOUCHTOURI et al., 2015). 

Da avaliação dos dados da Nationwide Inpatient Sample, a maior base de dados sobre cuidados de saúde 

de pacientes internados nos Estados Unidos da América e dos respectivos dados meteorológicos, estima-

se que a probabilidade de uma pneumonia adquirida na comunidade, ser diagnosticada como Doença dos 

Legionários, aumenta quando o tempo está quente e húmido. Quando a temperatura média é de 15,56°C 

- 26,67° C (60 ° -80 ° F) com valores de humidade superiores a 80,0%, a probabilidade de uma pneumonia 
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ser diagnosticada como Doença dos Legionários é 3,1 vezes maior do que para humidades mais baixas, 

inferiores a 50,0%. Embora a Legionella spp. seja comum no meio ambiente, a sua prevalência não é 

favorecida por ambientes secos e é mais sensível do que outros agentes patogénicos a esse ambiente. 

Em contrapartida, o clima quente e húmido tende a favorecer a sobrevivência e o crescimento deste 

microrganismo, bem como a potenciar a vaporização e formação de aerossóis, o que por consequência 

pode aumentar o risco de doença (SIMMERING et al., 2017). 

Apesar do turismo ter grande impacto na Europa e o seu pico no Verão coincidir com o pico da Doença 

dos Legionários, por exemplo em 2016, 58% dos casos foram notificados entre Junho e Outubro (ECDC, 

2018), os casos de doença em viajantes que contraem a doença no país que visitam são reportados, 

principalmente, pelo país de residência do doente, independentemente da qualidade do sistema de 

vigilância no país de destino de viagem. Assim, como as taxas de notificação tendem a reflectir a qualidade 

da vigilância nacional, em vez do risco local para a doença, é difícil estimar e comparar o risco em todos 

os países (BEAUTÉ et al., 2012). No entanto, há evidências de que o risco de Doença dos Legionários 

pode ser maior quando se verificam determinadas condições ambientais, nomeadamente o clima quente 

e húmido tem sido associado a maiores taxas de incidência. Pelo que, é de esperar maior número de 

casos após chuvas fortes, durante a estação quente. Com base nos dados do Sistema Europeu de 

Vigilância e nos dados de turismo da Agência de Estatística da União Europeia, considerou-se que o risco 

global associado a viagens, em 2009, foi de 0,3 casos/milhão de dormidas e verificou-se uma tendência 

crescente de risco do noroeste para o sudeste da Europa. A Grécia apresentou o maior risco, 1,68, 

enquanto Portugal teve um risco de 1,06 (BEAUTÉ et al., 2012). 
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4. Ocorrência de Legionella e riscos para os sistemas de 

abastecimento de águas 

Estudos sobre a ocorrência de Legionella em sistemas de distribuição de água potável mostram que 

frequentemente esta bactéria está presente. Por exemplo, na Itália, 22,6% dos sistemas de distribuição de 

água analisados estavam contaminados, bem como 26% na Alemanha, 30% na Finlândia e 42% na 

Letónia (PULE, 2016).  

Em Portugal, têm sido desenvolvidos alguns estudos sobre a prevalência de Legionella, nomeadamente 

pelo INSA, que recebe várias amostras para análise. Mansilha e colaboradores efectuaram um estudo às 

amostras analisadas para quantificação de Legionella entre os anos 2000 e 2006. Foram efectuadas 1674 

análises de Legionella, decorrentes de inquéritos epidemiológicos, vigilância sanitária e particulares. A 

maior percentagem de amostras contendo Legionella pneumophila foi recolhida em termas e também em 

empresas e edifícios com 31% de amostras positivas cada. Em relação aos diferentes pontos de colheita, 

há a destacar que em média 19% das amostras de torres de refrigeração foram positivas para L. 

pneumophila (MANSILHA et al., 2007). Já em 2013, Rodrigues do departamento de Saúde Ambiental do 

INSA indica que das 975 amostras recebidas entre Janeiro de 2010 e Junho de 2012, provenientes de 

controlo de rotina, Vigilância Sanitária e Inquéritos Epidemiológicos, 192 foram positivas para Legionella, 

ou seja aproximadamente 20% das amostras. Neste estudo o autor deu enfase ao facto de embora ter um 

baixo número de amostras provenientes de jacuzzis este ponto de amostragem apresentou 37,5 % de 

resultados positivos (RODRIGUES et al., 2013). 

Como já foi referido, a Legionella pode ser encontrada em diversos ambientes aquáticos, sendo os 

sistemas de água doce os principais reservatórios naturais da bactéria, no entanto, também se pode 

encontrar Legionella spp. em amostras de solo natural, em vasos ou em tanques de compostagem. 

As bactérias do género Legionella podem persistir em condições ambientais mais adversas, como 

temperaturas baixas e altas, presença de desinfectantes, baixo pH, escassez de nutrientes e elevada 

salinidade. As condições de crescimento ideal são a presença de água entre 35 e 46 ºC e por serem 

capazes de suportar, durante várias horas, temperaturas próximas de 50 ºC, são classificadas como 

bactérias termotolerantes. Esta capacidade permite que as bactérias Legionella spp. possam ser 

encontradas frequentemente em sistemas de água aquecida, no entanto também podem sobreviver a 

temperaturas inferiores a 20 ºC (CORDERO et al., 2016). 
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Embora a própria Legionella spp. seja tolerante ao calor, as amebas termotolerantes que vivem nos 

biofilmes podem proporcionar protecção adicional contra o calor (LU et al. 2015). No entanto, temperaturas 

superiores a 55 ºC tendem a diminuir a formação de biofilmes. As condições que permitem o crescimento 

de Legionella em biofilmes incluem elevado tempo de residência, a presença de ferro (embora muito ferro 

possa inibir a formação de biofilmes), a presença de catiões como cálcio, magnésio, zinco e manganês, e 

a temperatura. Os factores que aumentam a probabilidade de formação de biofilmes são a presença de 

nutrientes, o volume e a corrosão do material, temperaturas de água morna e elevados tempos de 

residência, como os que ocorrem nos pontos extremos dos sistemas de distribuição, nos pontos terminais 

que possam não ser utilizados e nos tanques de armazenamento. A presença de corrosão e o volume 

aumentam tanto a área de superfície disponível como a concentração de nutrientes e de factores que 

favorecem o crescimento, como o ferro no sistema de água (CORDERO et al., 2016).  

Os sistemas bacterianos de ancoragem, isto é, produção de proteínas e outras substâncias para formação 

de biofilme são também afectados pela temperatura. De oito espécies de Legionella testadas, somente L. 

pneumophila produz a proteína Lcl (Legionella collagen-like protein) que contribui para a produção de 

biofilme, e apenas L. pneumophila mostrou ser capaz de auto-agregar, o que evidencia o papel da auto-

agregação na formação de biofilmes de L. pneumophila. A proteína Lcl também pode contribuir para a 

ligação de L. pneumophila às amebas, facilitando a infecção desses protozoários (VANDERSMISSEN et 

al., 2010). Por outro lado, a L. pneumophila também excreta um surfactante que é tóxico para outras 

bactérias do género Legionella, o que pode prevenir ou reduzir a presença dessas espécies quando L. 

pneumophila está presente. De referir, que esse mesmo surfactante não afecta espécies pertencentes a 

outros géneros (ABDEL-NOUR et al., 2013) 

A associação de L. pneumophila com muitos microrganismos diferentes em ambientes aquosos tem sido 

amplamente demonstrada, por exemplo, L. pneumophila pode persistir em biofilmes dominados por outros 

agentes patogénicos, como Klebsiella pneumoniae, Flavobacterium sp e Pseudomonas fluorescens. 

Contudo, verificou-se num ensaio laboratorial, que a adição de Pseudomonas aeruginosa a um biofilme 

eliminou L. pneumophila, e que na ausência de P. aeruginosa, a concentração de L. pneumophila no 

biofilme aumentou (ABDEL-NOUR et al., 2013, COTUK et al., 2005, MORITZ et al., 2010).  

Vários estudos têm demonstrado a capacidade da Legionella infectar e de se multiplicar em várias 

espécies de protozoários, incluindo amebas e protozoários ciliados, bem como de estabelecer interacções 

simbióticas com outras bactérias. A característica apresentada pela Legionella de parasitar alguns 

protozoários, que frequentemente são encontrados nos biofilmes dos sistemas de distribuição de água é 

considerada particularmente importante para a sua capacidade de sobreviver e crescer em condições 

ambientais adversas. Estas bactérias também podem parasitar os macrófagos alveolares nos pulmões 

humanos sendo possível a algumas estirpes resistir ao processo de fagocitose através do seu sistema de 
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secreção Icm/Dot, que lhes permite controlar as células dos macrófagos, tal como dos protozoários 

(DIETERSDORFER et al., 2018).  

Em certas circunstâncias, os protozoários hospedeiros de Legionella podem mesmo ser necessários para 

o seu crescimento em biofilme. Observou-se que L. pneumophila num biofilme com P. aeruginosa, K. 

pneumoniae e uma espécie de Flavobacterium não se dividiu, excepto quando a ameba Vermamoeba 

vermiformis estava presente. Este estudo foi realizado utilizando um regime de fluxo contínuo, em que se 

verificou que a presença de V. vermiformis não foi necessária para a sobrevivência de L. pneumophila, 

mas foi essencial para o seu crescimento, tendo-se concluído que V. vermiformis é um protozoário 

importante que influência o desenvolvimento de Legionella. (MURGA et al., 2001, STEWART et al., 2012)  

Cordero cita diversos estudos, que sugerem que os protozoários desempenham um papel importante na 

transmissão de L. pneumophila e posteriormente, na aquisição de legionelose. Há também uma forte 

evidência de que V. vermiformis está associada a surtos de Legionella, favorece a sua transmissão e que 

o grau de infecção pode ser substancialmente aumentado, se estas amebas infectadas por Legionella 

forem inaladas. Ao contrário das células individuais de Legionella de vida livre, as amebas infectadas 

podem conter centenas de células de Legionella. Quando essas células são libertadas para o exterior das 

amebas, um grande número de bactérias pode infectar os pulmões (CORDERO et al.., 2016). Já Berk e 

colaboradores demonstraram que Acanthamoeba spp. podem libertar vesículas de tamanho inalável que 

contêm L. pneumophila viva, sendo essas vesículas resistentes ao congelamento e descongelamento e a 

ultra-sons. Verificou-se também que as bactérias no interior das vesículas são altamente resistentes aos 

biocidas (BERK et al., 1998). 

Tal como já foi referido, a L. pneumophila pode formar biofilmes de substâncias segregadas (isto é, 

substâncias poliméricas extracelulares) e pode multiplicar-se dentro desses biofilmes. Portanto, os 

biofilmes nos sistemas municipais de água de abastecimento podem ser uma potencial fonte de 

contaminação da água com L. pneumophila, por consequência fonte de contaminação da água de 

consumo dos sistemas municipais, e possivelmente dos sistemas de água dos hospitais e outros edifícios 

(LU et al. 2015). 

No entanto, a presença de Legionella em sistemas de abastecimento de água não pode ser directamente 

relacionada com o risco de infecção ou ocorrência da doença. Assume-se que quanto maior a 

concentração de bactérias dentro de um dado sistema, maior a probabilidade de transmissão e exposição. 

Os surtos de Doença dos Legionários que têm sido associados a torres de arrefecimento e condensadores, 

têm sido geralmente associados a uma elevada concentração de Legionella, superior a 1000 ufc/mL de 

água. Nos sistemas de água potável associados a surtos, os valores registados de Legionella foram entre 

1 e 1500 ufc/mL e em média de 160 ufc/mL, no entanto apenas 10 ufc/mL num depósito de nebulização 

podem estar na origem da doença. (SPRINGSTON et al., 2017)  
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Em 2007 Mansilha apresentou uma análise dos critérios de valorização de risco de Legionella, de acordo 

com o Departamento de Saúde de New South Wales, (tabela 3), que distinguiu apenas torres de 

arrefecimento, redes de água quente e humidificadores e nebulizadores (MANSILHA et al. 2007).  

Tabela 3 - Critérios quantitativos de risco de Legionella (Adaptado de MANSILHA et al., 2007) 

Ponto de amostragem Risco 

Baixo Moderado Alto 

Concentração de Legionella (ufc/mL) 

Torres de arrefecimento <100 100-999 ≥1000 

Redes de água quente <10 10-99 ≥100 

Humidificadores/ 
nebulizafores 

<1 1-9 ≥10 

 

Tendo em conta os dados disponíveis, a American Industrial Hygiene Association estabeleceu os critérios 

quantitativos semelhantes aos indicados na tabela anterior, mas com maior distinção para os vários tipos 

de sistemas de água (tabela 4)  

Tabela 4 - Critérios quantitativos de risco de Legionella com maior distinção para os vários tipos de sistemas de água (Adaptado 

de KERBEL et al., 2015) 

Ponto de amostragem 

Risco 

Baixo Moderado Alto 

Concentração de Legionella (ufc/mL) 

Humidificadores e nebulizadores <1 1-10 >10 

Fontes ornamentais  <1 1-10 >10 

Banheiras de hidromassagem e spas <1 1-10 >10 

Água potável  <10 10-100 >100 

Água de aplicação industrial <10 10-100 >100 

Torres de arrefecimento e 
condensadores evaporativos 

<100 100-1000 >1000 
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5. Desinfecção de sistemas de abastecimento 

Embora já sejam utilizados vários métodos de desinfecção e controle, há muito tempo que a prevalência 

de Legionella em sistemas de distribuição de água artificiais continua a apresentar desafios para a saúde 

pública.  

Existem vários processos de desinfecção para eliminar a Legionella dos sistemas de abastecimento. Estes 

dividem-se em dois tipos, físicos como a desinfecção térmica ou a utilização de luz ultravioleta (UV) e 

químicos como a cloração, a utilização de metais como cobre e prata, de dióxido de cloro, de cloraminas, 

nomeadamente a monocloramina e ainda a desinfecção por ozono. Estes e outros métodos têm sido 

amplamente investigados em vários estudos e os resultados mostram que é difícil conseguir a eliminação 

completa da Legionella de um sistema de distribuição de água, seja qual for o procedimento de 

desinfecção. 

Uma vez que cada método de desinfecção apresenta vantagens e desvantagens, ainda não foi identificado 

um método que seja óptimo (PULE, 2016). 

5.1 Métodos físicos 

A desinfecção térmica é uma prática comum nos sistemas de distribuição de água, principalmente em 

hospitais e hotéis. A temperatura da água quente é elevada a 70ºC, uma vez que é temperatura efectiva 

para eliminar a Legionella, e deve-se verificar nos pontos mais críticos do sistema, ou seja, aqueles que 

estão mais distantes e que normalmente coincidem com os pontos terminais das redes, nomeadamente 

torneiras e chuveiros. Assim, faz-se circular a água àquela temperatura nos chuveiros e torneiras durante 

30 minutos. Nos pontos de utilização, a temperatura deve ser confirmada e monitorizada, não devendo ser 

inferior a 60ºC e devendo a água circular em todo o sistema durante duas horas, mantendo o mesmo em 

carga (BENOLIEL et al., 2018). Contudo, existem outras metodologias que recomendam, por exemplo que 

se eleve a temperatura da água quente para valores de 70 a 80ºC, recorrendo às caldeiras que constituem 

o sistema, assim como aos permutadores de calor, e que se faça re-circular a água durante 1 a 3 horas e 

assegurando que à saída das torneiras, nos pontos de extremidade, se verificam 65ºC. Posteriormente, 

deve-se abrir sequencialmente todas as torneiras e chuveiros durante cinco minutos, confirmando-se 

posteriormente a temperatura estabelecida. Quando não for possível estabelecer as temperaturas 

recomendadas nos vários processos de desinfecção térmica, deve recorrer-se à desinfecção química 

(DIEGUES et al., 2013). 
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O superaquecimento ou produção de vapor e descarga é o método mais antigo para controlar Legionella 

em sistemas de distribuição de água (CHEN et al., 2005). Este processo consiste na produção de vapor a 

100ºC, recorrendo ao uso de caldeiras a alta pressão e posteriormente fazendo circular o vapor pela 

tubagem da rede predial de água quente, de modo a que a temperatura seja mantida entre os 70 a 80ºC. 

Pode-se também recorrer ao processo instantâneo de produção de vapor, elevando a temperatura da água 

quente para valores superiores aos 88ºC e posteriormente misturar água fria até obtenção da temperatura 

desejada. Esta opção permite evitar custos excessivos, em virtude de não necessitar de pessoal 

especializado para a operação, podendo ser a equipa da manutenção do edifício a executar esta tarefa. 

Por outro lado, a manutenção deste sistema é usualmente mais complexa do que o recurso a tanques de 

água quente para a desinfecção térmica. Este sistema de desinfecção com o recurso à produção de vapor 

instantâneo, funciona melhor quando na concepção da rede sanitária foi prevista a sua instalação 

(DIEGUES et al., 2013).  

Em vários estudos, além de se aumentar a temperatura da água, as torneiras e os chuveiros foram 

quimicamente desinfectados ou substituídos, no entanto, tais acções não demonstraram ter efeito na 

diminuição de Legionella (CHEN et al., 2005). 

Se a temperatura da água na saída não exceder um ponto crítico ou a duração da descarga for muito 

curta, o procedimento de desinfecção provavelmente não terá efeito (CHEN et al., 2005). No entanto, é 

possível obter uma redução logarítmica na contagem de Legionella com uma descarga de menos de um 

minuto a 70 ° C. A 60 ° C o tempo de descarga necessário é inferior a 5 minutos (KIM et al., 2002). Contudo, 

embora a desinfecção térmica seja amplamente utilizada, ainda não há consenso sobre a duração da 

descarga. Além disso, a desinfecção térmica pode ser apenas temporária, e é possível que ocorra 

recolonização com Legionella (CHEN et al., 2005). A colonização do sistema de água pode ocorrer em 

dias, semanas ou meses após a desinfecção, especialmente nos casos em que as temperaturas de 

circulação sejam inferiores a 45-50° C (BLANC et al., 2005, CHEN et al., 2005). 

Uma das principais vantagens da desinfecção térmica é que não é necessário nenhum equipamento 

especial, por isso pode ser iniciada com rapidez, o que é uma vantagem notável numa situação de surto 

e quando a eliminação de Legionella do sistema de distribuição de água deva ser imediata (CHEN et al., 

2005). Outra vantagem, consiste no facto do método ser menos dispendioso comparado com outros 

métodos de desinfecção. As principais desvantagens são o facto de ser um procedimento demorado e que 

envolve vários operadores para monitorizar o tempo e temperatura das descargas (PULE, 2016), o facto 

de não ser aplicável na rede sanitária de água fria porque este processo apenas permite o controlo na 

rede sanitária de água quente (DIEGUES et al., 2013), a incapacidade de afectar as bactérias dos 

biofilmes, o efeito de desinfecção ser de curto prazo, e ainda o facto de não ser adequado para grandes 

edifícios, onde temperaturas superiores a 60° C nas descargas não podem ser mantidas (CHEN et al., 

2005).  
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A desinfecção da água por radiação ultravioleta é usada hoje em dia para obter água de elevada qualidade 

bacteriológica, nomeadamente na indústria farmacêutica, na indústria alimentar para produção de bebidas, 

como por exemplo nas cervejeiras, no tratamento de água ultrapura para a indústria electrónica e de 

semicondutores, bem como para aquecimento e até para tratamento de água para consumo humano, quer 

à escala doméstica quer no abastecimento das comunidades (DIEGUES et al., 2013).  

O tratamento com radiação UV consiste na transferência de energia electromagnética de uma lâmpada de 

arco mercúrio para um organismo. Quando a radiação UV penetra na estrutura da célula, através da 

membrana celular, destrói a estrutura do DNA e compromete a capacidade replicativa da célula (DIEGUES 

et al., 2013, SIMÕES et al., 2013). 

O comprimento de onda da radiação UV que conduz a uma eliminação mais eficaz dos microrganismos, 

encontra-se entre 250 a 270 nm. Assim, para eliminar 99,9% das células de Legionella é necessário 

dimensionar os equipamentos, de modo a obter-se uma dose de radiação UV entre os 25 a 30 mJ/cm2 e 

um tempo de exposição entre 1 a 2 segundos (DIEGUES et al., 2013). No entanto, estudos sobre o efeito 

deste método em Legionella mostraram que a radiação UV por si só é insuficiente para controlar 

Legionella, e que a sua utilização deve ser combinada com outros métodos de desinfecção como hiper-

cloração periódica, superaquecimento e descarga ou tratamento com peróxido de hidrogénio (KIM et al., 

2002). Da mesma forma, a eficácia da desinfecção UV pode ser aumentada com pré-filtração, de forma a 

remover as partículas em suspensão, que interfiram com a acção da radiação UV e com a sua eficácia, 

atrasando assim a recolonização por Legionella em cerca de 3 meses. Caso não se proceda à pré-filtração 

da água, a recolonização tem tendência a ocorrer no período de semanas (PULE, 2016).  

As unidades de tratamento por radiação UV são geralmente instaladas perto do ponto de uso, portanto 

este método muitas vezes não é adequado para a desinfecção de todo o edifício porque as bactérias 

persistem em biofilmes, dentro das tubagens e em especial nos pontos terminais, sem utilização e seções 

estagnadas do sistema. Os poucos estudos focados no impacto da desinfecção por radiação UV no 

biofilme e no seu crescimento nos sistemas de abastecimento de água, mostraram que tal tratamento não 

teve um efeito consistente no biofilme (PULE, 2016). 

As vantagens da desinfecção por radiação UV são o facto de o sistema ser de instalação fácil, com 

requisitos de espaço pequenos, sem perigo de sobredosagem e de produção de subprodutos indesejáveis 

(excepto quando seja seguida de desinfecção química) e sem necessidade de manusear e armazenar 

produtos químicos tóxicos. Adicionalmente, este tratamento não confere sabor nem odor à água, não 

depende do pH e não tem efeito adverso nas canalizações. A radiação UV elimina vírus, bactérias e algas 

e é efectiva no combate aos protozoários, incluindo Cryptosporidium parvum e Giardia, além disso destrói 

as cloraminas e reduz os trihalometanos (THM), tendo ainda um efeito de oxidação avançada devido à 

produção de radicais hidroxilo (DIEGUES et al., 2013). 
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Algumas desvantagens deste processo são o facto de não ter um efeito desinfectante residual na água 

tratada (KIM et al., 2002), como a cloração por exemplo, o que significa que são necessários 

procedimentos adicionais de tratamento, sobretudo em redes de grandes dimensões, o que origina 

despesas adicionais. Outras desvantagens são a formação de biofilmes na superfície da lâmpada UV, a 

baixa eficácia de desinfecção quando a água apresenta turvação (PULE, 2016) e o facto da radiação UV 

destruir o cloro e interagir com os produtos halogenados (DIEGUES et al., 2013). 

5.2 Métodos químicos 

Quando existem casos associados de Doença dos Legionários que envolvem sistemas prediais de água, 

ou os valores detectados são superiores a 1000 ufc/L de Legionella pneumophila, é muitas vezes 

necessário recorrer a tratamentos de choque por via química, recorrendo por exemplo, ao uso de cloro ou 

dos seus derivados (DIEGUES et al., 2013). 

O cloro, tal como outros agentes oxidantes (dióxido de cloro, cloraminas, ozono e peróxido de hidrogénio) 

são geralmente usados para a desinfecção de água potável, sendo a cloração o método mais aplicado nos 

serviços de abastecimento de água (KIM et al., 2002), tanto na desinfecção primária como na desinfecção 

residual. Contudo, encontram-se em desenvolvimento outros métodos devido à preocupação com a 

formação de subprodutos resultantes da desinfecção com cloro. 

O cloro pode ser adicionado à água no estado líquido, principalmente como hipoclorito de sódio ou ácido 

hipocloroso purificado, como gás ou como sólido (habitualmente como hipoclorito de sódio ou cálcio). O 

cloro reduz e controla o desenvolvimento de Legionella, desde que as concentrações residuais sejam 

mantidas. No entanto, para controlar de forma contínua o desenvolvimento da bactéria, são necessárias 

concentrações de cloro de 2 a 6 mg/L, concentrações muito superiores às habitualmente encontradas (KIM 

et al., 2002). A hiper-cloração de choque pode ser aplicada para a desinfecção de um sistema de água 

durante 1 a 2 horas, seguida da substituição da água e manutenção dos valores de cloro na água próximos 

de 1 mg/L. Após este procedimento, a recolonização por Legionella só ocorre depois dos níveis de cloro 

diminuírem (KIM et al., 2002, PULE, 2016). 

Diferentes estudos mostram que o cloro é mais eficaz contra Legionella a temperaturas mais elevadas, 

sem efeito de turbidez, embora a concentração de cloro diminua mais rapidamente com temperaturas mais 

altas. O mesmo acontece para valores de pH elevados, pelo que a eficácia do cloro é maior para valores 

de pH próximos de 6 (PULE, 2016). 

Para melhorar a eficácia da desinfecção, podem ser utilizadas abordagens múltiplas, por exemplo uso de 

cloro e radiação UV ou iões de cobre e prata. A cloração pode assim ser combinada com outros métodos 

de desinfecção, sendo necessárias nessas condições concentrações muito mais baixas de cloro. 
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A principal vantagem da cloração é que permite estabelecer uma determinada concentração residual de 

desinfectante em todo o sistema de distribuição de água, minimizando a colonização por Legionella ao 

longo da rede e mesmo nos pontos extremos (PULE, 2016). Usualmente, valores de cloro residual livre de 

2 mg/L permitem manter concentrações de Legionella inferiores a 100 ufc /100 mL, quando na presença 

de biofilmes (DIEGUES et al., 2013). 

As principais desvantagens associadas à cloração são os custos significativos, o facto de potenciar os 

fenómenos de corrosão nas redes prediais, sendo necessário adicionar produtos químicos anticorrosivos 

e materiais silicatados. Os subprodutos de cloro, podem levar à formação elevada de trihalometanos nos 

sistemas de água quente, quando o teor de cloro residual livre excede os 4 mg/L. Outras desvantagens 

são a toxicidade do cloro, a eficácia a curto prazo, que está relacionada com a presença de Legionella no 

interior das células das amebas, situação que pode conferir resistência à bactéria e pode interferir no 

processo de penetração do cloro no biofilme, sendo necessário recorrer à adição de biodispersantes 

(DIEGUES et al., 2013, PULE, 2016). 

O dióxido de cloro é uma alternativa usual à desinfecção com as outras formas de cloro referidas, quer no 

tratamento de água para consumo humano, quer no tratamento da água para processos industriais, tendo 

em conta que além do poder de desinfecção elevado, não potencia os fenómenos de corrosão dos 

materiais das redes (DIEGUES et al.., 2013). O dióxido de cloro é um forte agente oxidante, é um gás 

verde-amarelo, solúvel em água, que não pode ser armazenado porque se decompõe rapidamente. Para 

redução do risco de armazenamento devido à sua elevada toxicidade, deve ser produzido no local de 

utilização, a partir de soluções diluídas de ácido hipoclórico e de cloreto de sódio. O uso deste agente no 

tratamento da água está a tornar-se cada vez mais comum, porque se formam menos subprodutos 

indesejáveis (KIM et al., 2002, PULE, 2016). 

A maior diferença entre o dióxido de cloro e os outros compostos à base de cloro é o seu efeito gradual 

na eliminação do biofilme, mesmo em doses baixas. O dióxido de cloro é um biocida mais efectivo que a 

solução aquosa de hipoclorito de sódio e do que os seus derivados, requer menos tempo de contacto e 

apresenta uma acção mais forte no combate à carga bacteriana, sendo necessário recorrer a doses mais 

baixas (DIEGUES et al., 2013). O dióxido de cloro é mais eficaz a temperaturas e valores de pH mais 

elevados. No entanto, o efeito de inactivação pelo pH é menos pronunciado, do que o que se verifica para 

o cloro (KIM et al., 2002).  

Diversos estudos mostraram a diminuição significativa da colonização por Legionella após a desinfecção 

com dióxido de cloro, no entanto outros estudos recomendam o tratamento convencional, pois não 

identificam um efeito significativo na utilização deste tipo de desinfecção (PULE, 2016). Da mesma forma, 

a influência do dióxido de cloro no biofilme não é clara, por um lado Diegues et al. indicam que o dióxido 

de cloro permite destruir os agentes patogénicos e os biofilmes, no entanto, outros autores descreveram 
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apenas que na maioria dos casos se verifica melhor desempenho na inactivação de bactérias no biofilme 

do que na desinfecção por cloração, mas não se verifica a eliminação completa da Legionella dos sistemas 

de água (DIEGUES et al., 2013). 

As principais vantagens do dióxido de cloro são os custos relativamente baixos, não conferir sabor nem 

odor à água e o facto dos subprodutos de desinfecção serem menos nocivos. Adicionalmente, não forma 

substâncias tóxicas como as cloraminas e os THM. No entanto, as incertezas quanto à eficácia do dióxido 

de cloro contra Legionella são uma desvantagem significativa (DIEGUES et al., 2013, PULE, 2016). 

Os iões de metal, como os iões de cobre e prata, são agentes bactericidas, que formam ligações 

electrostáticas com locais carregados negativamente na parede celular do microrganismo. Essas ligações 

criam tensões que levam à rotura na permeabilidade da parede celular o que juntamente com a 

desnaturação de proteínas, leva à lise e à morte celular. Os iões metálicos podem ser adicionados à água, 

por exemplo como sais metálicos.  

Estudos sobre a aplicação de iões cobre e prata foram realizados contra a Legionella, tanto no uso 

separado como combinado. Com uma concentração do ião de cobre de 0.1 mg/L foi registada uma redução 

de 6 ciclos logaritmicos de Legionella em 2.5 horas e para uma concentração igual do ião prata a mesma 

redução levou aproximadamente 8 horas. Verificou-se ainda que a combinação dos dois iões era sinérgica 

(KIM et al., 2002), e que o uso intermitente similar de iões de cobre e prata também foi bem sucedido 

(PULE, 2016).  

No entanto, existem alguns aspectos a ter em conta na aplicação destes métodos, nomeadamente deve-

se controlar o pH da água e monitorizar regularmente as concentrações do cobre e da prata. A 

concentração do cobre deve ser mantida em valores de 400 μg/L e da prata em 40 μg/L. Contudo, se a 

água for macia, a concentração de prata pode variar entre os 20 a 30 μg/L e caso as águas tenham elevada 

dureza, pode ser difícil manter a concentração de prata (DIEGUES et al., 2013). 

A manutenção de altas temperaturas no sistema de água pode melhorar a eficácia da ionização 

cobre/prata, enquanto a eficácia a valores de pH elevados ainda é questionável. Embora em vários 

estudos, a ionização de cobre/prata não tenha conduzido à redução da colonização por Legionella, na 

maioria dos casos é descrita elevada eficácia para o controle de Legionella durante um ano, após a 

activação da unidade de ionização. Os casos de falha provavelmente podem ser justificados por baixas 

concentrações de iões ou devido a elevado pH na água (PULE, 2016). 

As vantagens da ionização cobre/prata são os custos relativamente baixos, fácil instalação e manutenção. 

As desvantagens estão relacionadas com o facto dos eléctrodos da unidade de ionização necessitarem 
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de ser limpos regularmente, para garantir o máximo desempenho. Além disso, o nível de iões de cobre e 

prata pode flutuar. Concentrações excessivas de iões podem conferir coloração à água e às superfícies, 

pelo que a monitorização dos níveis de iões deve ser realizada regularmente. O tratamento a longo prazo 

com iões de cobre e prata pode teoricamente resultar no desenvolvimento de resistência a estes iões. 

Como outros métodos convencionais de desinfecção, a ionização de cobre/prata não permite erradicar 

completamente Legionella do sistema de abastecimento, porque a bactéria persiste no biofilme (DIEGUES 

et al., 2013, PULE, 2016). 

Em alguns países, a legislação e as regulamentações locais não permitem o uso de cobre, o que inviabiliza 

a aplicação deste método. Em Portugal o Decreto-Lei nº 152/2017, de 7 de Dezembro, estabelece para o 

cobre o valor paramétrico de 2 mg/L, mas para a prata não estabelece qualquer valor. A United States 

Environmental Protection Agency (EPA) recomenda valores na água de consumo humano de 1.3 mg/L 

para o cobre e 100 μg/L para a prata. 

Outro método de desinfecção que está a ganhar popularidade é o uso de cloraminas, especialmente da 

monocloramina. O interesse por este composto aumentou, devido à preocupação com os subprodutos 

prejudiciais da cloração (KIM et al., 2002). As cloraminas produzem os mesmos subprodutos que o cloro, 

mas em quantidades mais baixas, além disso não são tão reactivas com produtos de ferro como o cloro e 

no que respeita à corrosão, são ainda mais estáveis e a sua concentração residual é mantida por longos 

períodos (PULE, 2016). 

Embora alguns estudos indiquem que o uso de monocloramina pode ser mais eficaz que o uso de cloro 

para controle de Legionella (KIM et al., 2002), a maioria dos trabalhos refere que as cloraminas são menos 

eficazes do que o cloro livre, e por esse motivo, sugerem o uso combinado de cloro e monocloramina para 

obter uma maior desinfecção e menos subprodutos (SIMÕES et al., 2013). 

As principais vantagens das cloraminas são, efectivamente, a produção de menos subprodutos de 

desinfecção e a inactivação mais eficaz de bactérias nos biofilmes. As desvantagens são o aumento do 

risco de anemia para pacientes com hemodiálise renal, aumento da concentração de outros 

microrganismos (espécies de Mycobacterium), presença de subprodutos de azoto e aumento da lixiviação 

de chumbo na água potável (PULE, 2016). 

Outro método convencional de desinfecção faz uso de ozono. Como o ozono é obtido quando uma corrente 

alternada de alta voltagem é descarregada na presença de oxigénio, recorre-se à instalação de 

ozonizadores, que através da acção de corrente eléctrica transformam o O2 em O3.  
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O ozono inactiva os microrganismos pela produção de radicais livres hidroxilo e superóxido, o que afecta 

a permeabilidade da membrana celular, a actividade enzimática e o DNA das células das bactérias. O 

ozono reage rapidamente, portanto a inactivação pode ocorrer tanto por acção do ozono gasoso, como do 

ozono dissolvido (KIM et al., 2002). Para sistemas das redes prediais recomenda-se que no ponto de 

injecção se atinjam concentrações de ozono de 1 a 2 mg/L, o que leva a uma redução de Legionella de 5 

ciclos logarítmicos (DIEGUES et al., 2013). 

A eficácia da desinfecção por ozono não é afectada significativamente pelo pH, nem pela temperatura 

(KIM et al., 2002) e não ocorre interacção com a amónia. Contudo, a presença de sólidos em suspensão 

pode reduzir a eficácia desta desinfecção (PULE, 2016). 

Segundo Diegues e colaboradores o ozono é um oxidante extremamente activo e eficaz para eliminar a 

Legionella, porque a inactiva instantaneamente, contudo tem um período de vida curto e decompõe-se de 

novo em oxigénio, pelo que Blanc e colaboradores referem que, embora o ozono seja um oxidante muito 

mais forte do que o cloro, não é eficiente o suficiente para controlar Legionella em sistemas de água 

quando usado sozinho (BLANC et al., 2005, DIEGUES et al., 2013).  

Como o ozono não permanece na água tempo suficiente para proporcionar um efeito residual contra a 

potencial contaminação no sistema de distribuição, pode ser usado como o desinfectante primário seguido 

de cloração (KIM et al., 2002). A principal vantagem do ozono é que produz relativamente poucos 

subprodutos de desinfecção e não deixa sabor e nem odor, contudo a reacção de ozono com iões brometo 

produz bromato, que é um agente mutagénico e com potencial cancerígeno (SIMÕES et al., 2013). Outros 

subprodutos que resultam do tratamento com ozono são aldeídos, bromofórmio e ácidos acéticos 

bromados. Além de ser um método mais caro do que a cloração, a principal desvantagem é, como referido 

anteriormente, a falta de acção como desinfectante residual no sistema de distribuição (KIM et al., 2002, 

BLANC et al., 2005). 

5.3 Métodos alternativos 

Nos últimos anos têm vindo a ser desenvolvidos alguns métodos alternativos para a desinfecção de 

sistemas de água, nomeadamente desinfecção electroquímica, processos foto-catalíticos e processo de 

Fenton. 

A desinfecção electroquímica é um conceito relativamente novo nas tecnologias de desinfecção e é 

considerada uma das alternativas ao cloro mais promissoras. É considerada uma tecnologia robusta, 

económica e amiga do ambiente (HUSSAIN, et al., 2014), porque permite obter acção desinfectante tanto 

primária como residual. Este método não envolve a adição directa de substâncias químicas na água, e 

resulta da aplicação de uma corrente de baixa tensão que é direccionada através de eléctrodos, e que 
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leva à formação de agentes oxidantes como cloro livre, dióxido de cloro, peróxido de hidrogénio, ozono e 

outros agentes oxidantes de curta duração. A desinfecção residual resulta da transmissão da energia 

reactiva dos oxidantes, que se mantêm na água por algum tempo (PULE, 2016). 

A eficácia de inactivação da desinfecção electroquímica depende sobretudo da configuração e do material 

do eléctrodo, da composição electrolítica, dos microrganismos presentes, das condições de transferência 

de massa e de outros parâmetros, como o caudal de água e a intensidade da corrente (HUSSAIN et al., 

2014). A presença de cloreto no electrólito aumenta a eficácia da inactivação das células porque dá origem 

a espécies de cloro com acção germicida, no entanto, os sistemas electroquímicos, que geram 

quantidades excessivas de espécies de cloro, têm as mesmas desvantagens que a desinfecção com cloro 

(PULE, 2016). 

Ainda está em aberto a hipótese de os sistemas electroquímicos poderem vir a substituir a desinfecção 

por cloro. As pesquisas relativas à produção de subprodutos da desinfecção electroquímica na água 

tratada revelam uma redução de mais de 50% nos THM totais, o que poderá ser a principal vantagem 

deste tipo de desinfecção. Outras vantagens incluem o facto de se evitar o transporte e armazenamento 

de produtos químicos perigosos usados em métodos de desinfecção à base de cloro ou outros compostos 

químicos (HUSSAIN, et al., 2014), o que torna a desinfecção electroquímica um processo mais ecológico. 

Contudo, os custos elevados dos sistemas electroquímicos e altas tensões celulares associadas à 

condutividade relativamente baixa da água submetida a tratamento também podem ser barreiras para a 

sua implementação (HUSSAIN, et al., 2014). Os processos electroquímicos são referenciados como 

eficazes para a desinfecção, no entanto, as bactérias do biofilme são extremamente resistentes a este tipo 

de desinfecção, portanto, pode não ser possível conseguir a eliminação completa de bactérias de 

Legionella, o que vai ao encontro dos resultados publicados para outros métodos de desinfecção. Importa 

referir que os estudos sobre o impacto deste tipo de desinfecção têm sido realizados principalmente à 

escala laboratorial, pelo que é necessário continuar a avaliar este método e a sua influência quer na 

Legionella, quer nas amebas e biofilmes (PULE, 2016). 

Também os processos foto-catalíticos de semicondutores mostraram grande potencial para o tratamento 

de água sendo também mais económicos e amigos do ambiente, devido à sua baixa toxicidade, 

estabilidade química e térmica, baixo consumo de energia e baixo custo. O TiO2 é visto como um dos 

semicondutores mais adequados para a foto-catálise (CHONG et al., 2010). A foto-catálise requer 

activação por luz ultravioleta, luz fluorescente ou luz visível (PULE, 2016). Na maioria dos ensaios à escala 

laboratorial tem sido utilizada luz UV.  

A inactivação de microrganismos por TiO2 deve-se principalmente às espécies reactivas de oxigénio, como 

radicais hidroxilo, aniões superóxido e peróxido de hidrogénio, produzidos por irradiação com TiO2. Como 
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já foi referido, os radicais hidroxilo causam danos e rupturas nas membranas celulares o que resulta na 

morte celular (CHONG et al., 2010). 

As experiências à escala laboratorial, demonstram que a foto-catálise é eficaz para a inactivação de 

bactérias, no entanto, o reaparecimento das bactérias pode ocorrer se não for utilizado também um 

processo final de desinfecção (por exemplo, com adição de cloro ou dióxido de cloro) e se se verificarem 

na rede de distribuição as condições ambientais óptimas para o crescimento dos microrganismos. A 

aplicação de foto-catálise para a desinfecção da água de abastecimento ainda está em investigação, 

especialmente a foto-catálise induzida por luz visível, que seria menos dispendiosa do que a conduzida 

por luz UV (PULE, 2016). 

A principal barreira para a aplicação da desinfecção foto-catalítica é o facto da actividade foto-catalítica 

ser uma cinética lenta. Valores elevados de turvação, presença de compostos orgânicos e inorgânicos 

também podem reduzir a eficiência deste método de desinfecção (CHONG et al., 2010). 

A reacção de Fenton é um processo de oxidação avançado, baseado em processos físico-químicos que 

dão origem e utilizam espécies químicas transitórias com um potencial oxidante muito alto, como o radical 

hidroxilo. O reagente de Fenton é formado a partir de ferro e de peróxido de hidrogénio, não envolvendo 

esta reacção nenhum tipo de radiação. Os iões de ferro decompõem o peróxido de hidrogénio e dão origem 

à formação de radicais hidroxilo (GOSSELIN et al., 2013). O processo de produção de radicais hidroxilo 

pela reacção de Fenton é muito sensível ao pH, à razão ferro/peróxido de hidrogénio e à concentração de 

iões Fe2 +. A reacção de Fenton é eficaz para condições ácidas, com pH óptimo de 3 a 4 e a sua eficácia 

diminui rapidamente a um pH superior a 5 (GOSSELIN et al., 2013). A presença de carbonatos, fosfatos, 

sulfatos e iões de cloro também pode afectar o desempenho ao diminuir a taxa de reacção e diminuir a 

eficiência de consumo de peróxido de hidrogénio (CHONG et al., 2010). 

Ao contrário dos métodos de desinfecção anteriormente descritos, o processo de Fenton é eficaz para a 

inactivação de bactérias de biofilme, especialmente nos casos em que os biofilmes se desenvolvem em 

áreas com corrosão, isto é, quando há uma grande quantidade de ferro disponível. Em tais condições, é 

possível uma inactivação rápida mesmo a pH 5 (GOSSELIN et al., 2013). Outra vantagem em relação aos 

desinfectantes à base de cloro é a prevenção do reaparecimento de bactérias, sem formação de 

subprodutos indesejáveis ou prejudiciais. Os produtos químicos envolvidos no processo de Fenton são 

facilmente manipuláveis, não são tóxicos nem nocivos para o meio ambiente (GOSSELIN et al., 2013) e 

são económicos. Outra vantagem do processo de Fenton é que não é necessário fornecer energia para 

activar o peróxido de hidrogénio, porque a reacção é possível à pressão e temperatura ambiente. As 

desvantagens são a necessidade de condições ácidas e a formação de grandes quantidades de resíduos 

de ferro (CHONG et al., 2010). 
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Este processo de Fenton pode ser acelerado na presença de uma fonte de luz, reacção de foto-Fenton, o 

que leva à rápida decomposição do peróxido de hidrogénio e formação de radicais. Quando uma fonte de 

luz está presente, a taxa de reacção de foto-Fenton é aumentada principalmente devido ao efeito 

fotoquímico da luz na regeneração dos iões de Fe2 + e dos radicais hidroxilo no sistema (CHONG et al., 

2010). 

Em resumo, os métodos convencionais de desinfecção são utilizados no tratamento da água há anos, no 

entanto, apresentam algumas desvantagens, como a produção de subprodutos indesejáveis e a ineficácia 

em alguns casos, para eliminação particular de Legionella nos sistemas de abastecimento, o que requer 

pesquisa e desenvolvimento de métodos alternativos. O principal desafio é a necessidade de inactivar 

bactérias presentes em biofilmes, que são mais resistentes aos desinfectantes do que bactérias livres. Os 

processos avançados de oxidação (por exemplo, foto-catálise, Fenton e processos semelhantes a Fenton) 

mostraram resultados promissores, embora até ao momento, a maioria dos estudos terem sido realizados 

à escala laboratorial, sendo necessário avaliar o seu desempenho noutras escalas, a longo prazo e 

combinando diferentes métodos.  
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6. Métodos de análise de Legionella 

A análise microbiológica permite aos investigadores identificar e relacionar epidemiologicamente os casos 

de Doença dos Legionários com uma fonte ambiental. É importante, sempre que possível, que o teste de 

confirmação seja realizado, idealmente em laboratórios de Referência ou Acreditados com experiência na 

detecção de Legionella, para garantir elevado nível de confiança. Existem muitos métodos de detecção e 

muitas variações de cada método, mas existem essencialmente quatro tipos de metodologias 

microbiológicas que podem ser aplicadas para detectar e identificar Legionella. A saber: culturais, com 

base em anticorpos, com base em DNA e fluorescência. A escolha da técnica a utilizar, baseia-se no tipo 

de amostra e na sua disponibilidade, bem como na experiência e preferências adicionais que podem ser 

orientadas pela necessidade de cumprir requisitos legais, de regulamentação ou de qualidade. Contudo, 

a técnica preferencial continua a ser a cultural, que além de confirmar a presença de Legionella numa 

amostra, também permite obter material celular para fazer uma análise mais detalhada e para identificação 

ao nível da estirpe se necessário (ECDCa). 

6.1 Métodos Normalizados 

A identificação de métodos de análise começa pela consulta de referenciais normativos nas entidades de 

normalização, como International Organization for Standardization e American Society for Testing and 

Materials, ou mesmo Health Protection Agency, actualmente designada Public Health England, a 

Deutsches Institut für Normung (Instituto de Normalização da Alemanha), Association Française de 

Normalisation e International Accreditation New Zealand.  

Foram identificadas duas normas para análise de Legionella, a ISO 11731 Water quality -- Enumeration of 

Legionella e ISO/TS 12869 Water quality -- Detection and quantification of Legionella spp. and/or 

Legionella pneumophila by concentration and genic amplification by quantitative polymerase chain reaction 

(qPCR). 

A ISO 11731:2017 substitui as ISO 11731:1998 e ISO 11731-2:2004 e descreve o método cultural de 

detecção de Legionella. 

O meio de cultura utilizado pela metodologia descrita nesta Norma é o meio de extracto de levedura com 

carvão tamponado e a este meio podem ser adicionados agentes selectivos. O período de incubação é de 

7 a 10 dias, a 36ºC. Para aplicação deste método, as amostras podem ser concentradas por filtração e 

caso seja expectável que apresentem elevada concentração de microrganismos interferentes, as amostras 

podem ser sujeitas a pré-tratamento térmico e ácido. Após o período de incubação, as placas são 

analisadas à lupa e as colónias suspeitas de Legionella são sujeitas a confirmação, por crescimento em 
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meio sem cisteína. Este aminoácido é essencial para o crescimento de Legionella, pelo que as colónias 

que não crescerem na sua ausência são consideradas Legionella spp..  

Para identificação de Legionella pneumophila, devem ser efectuados teste complementares, como por 

exemplo o teste de aglutição de latex. Este teste é composto por partículas azuis de látex, sensibilizadas 

com anticorpos que aglutinam na presença de antigénios específicos da parede celular da Legionella, 

formando agregados visíveis a olho nu. Este teste permite identificar L. pneumophila serogrupo 1, L. 

pneumophila serogrupos 2 a 14, e Legionella spp. não pneumophila. O método cultural é descrito em 

pormenor no capítulo seguinte desta tese. 

A ISO/TS 12869:2012 foi elaborada com base na Norma Francesa NF T90-471 de 2006 - Qualité de l'eau 

- Détection et quantification des Legionella et/ou Legionella pneumophila par concentration et amplification 

génique par réaction de polymérisation en chaîne (PCR), que tinha sido anulada em 2010, passando a 

Qualité de l'eau - Détection et quantification des Legionella et/ou Legionella pneumophila par concentration 

et amplification génique par réaction de polymérisation en chaîne en temps réel (RT - PCR). 

Este método envolve a amplificação de DNA a partir de primer’s específicos para o DNA alvo ou de 

interesse. Há uma grande quantidade de métodos publicados e kits disponíveis comercialmente capazes 

de identificar Legionella usando a técnica de PCR. Uma vantagem do PCR é que é rápido e as amostras 

podem ser analisadas em poucas horas para detectar a presença de Legionella. O PCR pode ser 

optimizado para amplificar um único alvo ou múltiplos alvos e com a abordagem de alvo múltiplo é possível 

identificar várias espécies. O PCR também pode ser desenvolvido para se quantificar a bactéria. 

Actualmente esta técnica é muito utilizada em microbiologia e na biologia molecular, como tal, tornou-se 

tecnicamente mais fácil e mais acessível, embora do ponto de vista técnico não seja tão simples quanto o 

método cultural (ECDCb). 

6.2 Outros métodos de análise  

Existe uma variedade de métodos que se baseiam na detecção de antigénios específicos presentes na 

parede celular das diferentes espécies de Legionella. Alguns destes estão disponíveis comercialmente, 

outros são métodos internos dos laboratórios. Estes métodos incluem técnicas de imunofluorescência 

directa, imunofluorescência indirecta, imunodifusão e aglutinação. Alguns são aplicáveis directamente a 

amostras ambientais, outros requerem crescimento prévio em cultura (ECDCb). 

Alguns destes métodos disponíveis no mercado, que permitem proceder à pesquisa e quantificação de 

Legionella em amostras de água, são desenvolvidos pelas próprias marcas comerciais, por exemplo o 

Legipid® desenvolvido pela Biótica®. 
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O Legipid® Legionella Fast Detection é um método rápido, que permite detectar e quantificar Legionella 

spp. em amostras de água em apenas uma hora. A análise baseia-se em técnicas de ligação das partículas 

imunomagnéticas e do ensaio imunoenzimático para a detecção e quantificação de microorganismos. Esta 

técnica é designada CEIA do inglês Immunomagnetic Capture and Enzyme Immunoassay. O alvo 

microbiano é capturado pelas partículas imunomagnéticas (figura 4) e separado do resto da amostra de 

água para ser analisado por ensaio imunoenzimático (TECNILAB). A interpretação de resultados pode ser 

semi-quantitativa, utilizando a carta de cores que acompanha o kit ou pode ser quantitativa, no caso de se 

utilizar um leitor óptico. A determinação através da leitura óptica permite um Limite de Detecção de 40 

ufc/volume e um Limite de Quantificação de 60 ufc/volume. Este teste Legipid® está validado pelo 

Association of Official Agricultural Chemists Research Institute pelo Performance Tested Method Program 

para água potável, natural e industrial (TECNILAB, ALBALAT et al., 2014).  

 

Figura 4 - Esquema simplificado da análise por Legipid® (adaptado de LEGIPID) 

Outros métodos disponíveis no mercado baseiam-se na detecção de enzimas, como por exemplo o 

sistema bioquímico LegiolertTM desenvolvido pela Idexx (figura 5). O LegiolertTM baseia-se na tecnologia 

de detecção enzimática para identificação de microrganismos. A presença de Legionella pneumophila é 

identificada pela utilização do substrato presente no reagente do LegiolertTM. O período de incubação é de 

7 dias e não requer quaisquer passos de confirmação (IDEXX). Quando ocorre crescimento de bactérias 

de Legionella pneumophila o substrato muda de cor e adquire uma tonalidade castanha. A quantificação 

através deste método apresenta um resultado em Número Mais Provável (NMP)/volume. Este método é 

adequado a amostras de água e dispõe de dois protocolos distintos, um para águas potáveis para análise 

de volumes de 10 ou 100 mL de amostra com incubação a 39±0.5 ˚C, e outro para águas não potáveis 

para análise de volumes de 0.1 ou 1.0 mL de amostra e incubação a 37±0.5˚C (IDEXX, RECH et al., 2018). 
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Figura 5 - Identificação de Legionella pneumophila pelo método LegiolertTM (fonte: IDEXX) 

No entanto, se por um lado o Legipid® só tem capacidade para identificar Legionella spp., ou seja 

identificação ao nível do género sem identificar a espécie, por outro lado, o LegiolertTM detecta apenas 

Legionella pneumophila, sem identificar outras espécies do mesmo género.  

A espectrometria de massa (MS) em especial a metodologia MALDI-TOF, do inglês Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionization Time-Of-Flight, tem sido amplamente utilizada para identificação de Legionella, 

também WCMS do inglês Whole Cell MALDI-TOF-MS, tem sido estudado para aplicação a amostras 

ambientais, no entanto esta técnica é utilizada apenas na confirmação das colónias que crescem em 

cultura (BISWAS et al., 2013; GAIA et al., 2011, TRNKOVA et al., 2018). 

Existem na literatura vários estudos e ensaios de comparação dos métodos aqui descritos, todos 

apresentam vantagens e desvantagens, e todos têm as suas limitações, quer do ponto de vista técnico, 

quer por imperativos legais, pelo que até ao momento o método cultural continua a ser o método de 

referência. 

É importante referir que a detecção de Legionella numa amostra ambiental não permite por si só identificar 

o local a partir do qual determinado surto teve origem. No entanto, permite eliminar de forma razoavelmente 

rápida pontos de origem suspeitos da investigação, se para as respectivas amostras forem obtidos 

resultados negativos. Contudo, se uma amostra ambiental apresenta Legionella então, esta pode ser 

comparada com a Legionella encontrada numa amostra clínica de um paciente envolvido num surto, o que 

poderá evidenciar a origem desse surto (ECDCa). 
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7. Implementação do método de análise 

7.1 Elaboração do Procedimento Técnico 

 

O procedimento técnico (PT mic – Detecção e enumeração de Legionella – Anexo B) foi elaborado 

segundo a Norma ISO 11731. O laboratório iniciou a pesquisa e quantificação de Legionella no ano de 

2015. Entre 2015 e 2017 as amostras foram analisadas de acordo com a Norma ISO 11731:1998, pelo 

que as amostras, concentradas ou não, foram analisadas por espalhamento em placa. Em 2017 foi 

publicada a revisão da Norma.  

A Norma ISO 11731:2017 prevê uma abordagem diferente no tratamento e preparação da amostra, que 

separa as amostras consoante a metodologia de análise aplicada. Assim, o procedimento foi dividido por 

métodos diferentes consoante as amostras, a concentração de microrganismos interferentes presentes na 

amostra e o limite de detecção (LD) pretendido. A amostra pode ser analisada directamente por 

espalhamento (Directa), filtrada por membrana (FM), filtrada por membrana com eluição (FME) ou ainda 

diluída (Diluída). À amostra a analisar podem ser aplicados pré-tratamentos antes da sementeira, de forma 

a reduzir a concentração de microrganismos interferentes, nomeadamente, tratamento térmico, tratamento 

ácido ou tratamentos térmico e ácido combinados. Após a sementeira em placa de meio não selectivo de 

Extracto de Levedura com Carvão Tamponado, (Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE)) ou de meio 

selectivo BCYE com adição de Glicina, Vancomicina, Polimixina B e Cicloheximida (GVPC) e incubação, 

as placas são analisadas à lupa para identificação de colónias características. Para confirmação de 

colónias presuntivas de Legionella é efectuado o crescimento em meio de cultura com e sem L-cisteína. 

Às colónias que não crescem na ausência deste aminoácido é realizado o teste de confirmação 

complementar de aglutinação. Este teste permite identificar Legionella pneumophila serogrupo 1, 

Legionella pneumophila serogrupos (2-14) e Legionella spp. 

A Norma refere a utilização de meio de cultura selectivo BCYE+AB para amostras com baixa concentração 

de interferentes, este meio é BCYE com adição de suplemento de três antibióticos Polimixina B, Piramicina 

e Cefazolina, no entanto no desenvolvimento deste procedimento os meios de crescimento utilizados 

foram apenas BCYE e GVPC. Os meios de cultura e soluções utilizadas estão descritos em pormenor na 

tabela 7.  
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Equipamentos e Materiais 

• Estufa de incubação de 36±2˚C:  
Marca: Memmert, modelo: B50. 

• Camara de UV 360 ±20 nm: 

Marca: Ficher Bioblock Scientific, modelo: BP111 e lâmpada: VL-6L de 6W 365 nm. 

• Rampa e bomba de filtração: 

Marca: MilliporeTM, modelo: EZ Stream. 

• Filtros de membrana: 

o Para concentração seguida de Eluição: membrana de polyethersulfone (PES), diâmetro 47 mm e 

poro 0,2 μm (Marca MilliporeTM, referência GPWP04700) 

o Para cultura directa do filtro de membrana: membrana de mistura de esteres de celulose, Mixed 

Cellulose Esters (MCE), diâmetro 47 mm e poro 0,45 μm (Marca MilliporeTM, referência 

EZHAWG474). 

• Agitador Vortex: 

Marca: Heidolph, modelo: Reax Top. 

• Banho de água de 50±1˚C: 

Marca: Memmert, modelo: WNB14. 

• Lupa de amplificação de 4x com luz obliqua:  

Marca: VWR, modelo: Visioscope STB250. 

• Micropipeta 20-200 µL: 

Marca: Brand, modelo: Transferpette S. 

• Material esterilizado de uso corrente como esferas de vidro, frascos de 100 mL, espalhadores, tubos de 

1,5 mL e ansas.  

 

Meios de Culturas, soluções e reagentes 

Os meios de cultura e reagentes estão descritos pormenorizadamente na tabela 5. 

• Meio BCYE 
• Meio GVPC 

• Meio BCYE-Cys 

• Solução diluente: Page’s saline 

• Solução tampão ácido 

• Teste de aglutinação de Latex 

 

Preparar os meios de cultura conforme indicação do fabricante. Secar antecipadamente as placas dos 

meios a usar. De acordo com a norma ISO 11133:2014 podem deixar-se as placas a secar semi abertas 

na estufa entre 25-50ºC, apenas o tempo necessário para secar todas as gotículas. Podem também deixar-

se na camara de fluxo laminar 30-60 min, ou deixar-se as placas fora do frigorífico, invertidas, de um dia 

para o outro. 

 

A tabela 5 resume os meios de cultura utilizados neste procedimento, bem como as principais 

características e as condições de conservação. 
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Tabela 5 - Tabela de resumo dos meios de cultura e reagentes, condições de conservação e modo de acção, quando aplicável 

 Condições de 
conservação do 
meio/reagente 

 

SOLUÇÃO DE DILUIÇÃO 
 
Diluente: Sol. Salina de Page 

(5 ± 3) ºC, no escuro 
6 meses 

 

MODO DE ACÃO: A solução salina de Page é recomendada para a concentração de bactérias por 
filtração, incluindo Legionella. 

SOLUÇÃO DE TRATAMENTO ÁCIDO 
 
Sol. Tampão Ácido  

Temp. ambiente, 
1 mês 

pH 2,2±0.2 

A solução ácida preparada com 3.9 mL de solução A (sol. HCl 0.2M) + 25 mL de solução B (sol. KCl 
0.2M), acerto de pH com solução KOH 1M.  
Solução A: HCl 0.2 M – 17.4 mL HCL (ρ=1.184, 37%) ou 20 mL HCl (ρ=1.16, 31.5%) em 1000 mL água 
Solução B: KCl 0.2M – 14.9 g KCl em 1000 mL água. 

MEIO DE CRESCIMENTO  
 
Meio BCYE  

(5 ± 3) ºC, no escuro 
3 meses 

Marca Oxoid, referência CM0655; 
Suplemento: SR0110 

MODO DE ACÃO: O meio de BCYE é baseado na fórmula de Edelstein e está em conformidade com a 
norma ISO 11731. O carvão activado decompõe o peroxido de hidrogénio, liga o dióxido de carbono, 
altera a tensão superficial e remove os produtos metabólicos tóxicos. O extracto de levedura fornece 
proteínas e vitaminas para o crescimento bacteriano. O tampão ACES/hidróxido de potássio estabiliza 

o pH do meio e a presença de L-cisteína, de pirofosfato de ferro (III) e do -cetoglutarato favorecem o 
crescimento de espécies de Legionella e fornecem factores de crescimento essenciais.   

MEIO DE CRESCIMENTO SELECTIVO 
 
Meio GVPC  

(5 ± 3) ºC, no escuro 
1 mês 

Marca Oxoid, referência CM0655; 
Suplemento: SR0110 e SR 0152 

MODO DE ACÃO: O meio de GVPC é preparado como o meio BCYE mas com a adição de agentes 
selectivos. nomeadamente a Glicina e os antibióticos Vancomicina, Polimixina B e Cicloheximida. 
A Glicina e a Polimixina B para inibição da flora secundária de Gram negativas, a Vancomicina para 
inibição de bactérias Gram positivas e a Cicloheximida para inibição de fungos.  

MEIO DE CONFIRMAÇÃO 
 
Meio BCYE-Cys  

(5 ± 3) ºC, no escuro 
3 meses 

Marca Oxoid, referência CM0655; 
Suplemento: SR0175 

MODO DE ACÃO: O meio de BCYE-Cys é preparado como o meio BCYE, mas sem L-cisteína, pelo que 
este meio, combinado com BCYE é utilizado para confirmação de Legionella spp. presuntiva, uma vez 
que as espécies de Legionella crescem em meio BCYE mas não conseguem crescer na ausência de L-
cisteína.  

MEIO DE CONFIRMAÇÃO ALTERNATIVO 
 
Meio Trypto-casein Soy Agar ou 
Nutriente Agar 

(5 ± 3) ºC, no escuro 
6 meses frasco, 1 
mês em placa 

 

MODO DE ACÃO: Uma vez que as espécies de Legionella não conseguem crescer na ausência de L-
cisteína, os meios Trypto-casein Soy Agar e Nutriente Agar não contendo este aminoácido permitem 
proceder à confirmação deste género. 

TESTE DE CONFIRMAÇÃO-REAGENTE 

SEROLÓGICO 
 
Aglutinação Legionella Latex Test 

(5 ± 3) ºC,  Marca Oxoid, referência DR0800 
 

MODO DE ACÃO:  O Legionella Latex Test utiliza partículas de látex azul com anticorpos imobilizados que 
aglutinam na presença de antigénios específicos da parede celular de Legionella e formam aglomerados 
visíveis. Este teste permite identificar L. pneumophila serogrupo 1, serogrupo 2 a 14 e outras espécies 
de Legionella não pneumophila. 



Implementação de método de análise para detecção e enumeração de Legionella 

 

39 

Maria do Céu Patrício Romão 

Trabalho de Final de Mestrado  ISEL, 2019  

 

I. Amostragem 

A colheita da amostra deve ser realizada de acordo com o Procedimento Auxiliar de Microbiologia (PAM) 

19 – Colheita para análise de Legionella (Anexo C.1). As amostras devem ser transportadas protegidas de 

calor e da luz solar e a menos de 18ºC, mas a uma temperatura superior a 6ºC. Devem ser entregues no 

laboratório tão rápido quanto possível, o que não deve exceder os dois dias. 

II. Selecção do método a aplicar 

Como já foi referido, devido à natureza complexa das diferentes matrizes de amostras, como por exemplo 

águas provenientes de torres de refrigeração ou de águas residuais, o laboratório deve determinar o 

método apropriado a cada tipo de amostra. Se for expectável que a concentração de Legionella seja 

superior a 104 ufc/L, pode proceder-se à sementeira directamente com a amostra sem ser concentrada 

(método directo). As amostras extremamente contaminadas devem ser diluídas e inoculadas com e sem 

tratamento prévio (método diluído).  

Para garantir a detecção de Legionella em amostras de água será necessário na maioria dos casos 

concentrar a amostra por filtração em membrana, e quando não é conhecido o grau de contaminação da 

amostra, em geral, deve aplicar-se a técnica de concentração da amostra por filtração em membrana 

(figuras 6 e 7). A técnica de filtração em membrana pode ser seguida de colocação directa do filtro em 

placa contendo meio de cultura ou pode ser seguida de eluição. 

 

Figura 6 - Diferentes membranas utilizadas na técnica de filtração, à esquerda membrana de MCE ao centro membrana PES  
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Figura 7 - Método de filtração por membrana  

• Descrição do método de filtração em membrana (FM) e colocação direta do filtro em placa: 

Filtrar um volume de amostra (sem tratamento, depois de tratamento ácido, e se necessário, depois de 

tratamento térmico) através da membrana MCE de 0,45 μm. O tratamento ácido também pode ser aplicado 

directamente na membrana. Remover cuidadosamente a membrana e colocar na placa de meio de cultura, 

com a face virada para cima e sem deixar bolhas de ar entre a membrana e o meio (figura 8). 

 

Figura 8 - Concentração da amostra pelo método FM 



Implementação de método de análise para detecção e enumeração de Legionella 

 

41 

Maria do Céu Patrício Romão 

Trabalho de Final de Mestrado  ISEL, 2019  

• Descrição do método de filtração em membrana e eluição (FME) - concentração da amostra: 

Filtrar um volume de amostra através da membrana de PES de 0.2 μm. Remover a membrana 

cuidadosamente, evitar perder o eventual depósito de resíduo e colocar a membrana com a face virada 

para baixo num frasco estéril com esferas de vidro. Adicionar 10 mL de diluente ou amostra, agitar 

vigorosamente, pelo menos durante dois minutos (figura 9). Este concentrado representa a amostra 

preparada, que deve ser inoculado, sem tratamento, com tratamento ácido e com tratamento térmico. 

 

Figura 9 - Concentração da amostra pelo método FME 

III.Pré-tratamento da amostra 

• Para o tratamento térmico da amostra, colocar 1 mL de amostra num tubo esterilizado e incubar 

no banho de água a 50±1ºC (figura 10) durante 30±2 minutos. 
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Figura 10 - Tratamento térmico da amostra 

• No tratamento ácido diluir um volume de amostra em nove de solução tampão ácido, habitualmente 

1 em 9 mL, agitar bem e deixar em repouso 5±0.5 minutos (figura 11).  

 

Figura 11 - Tratamento ácido da amostra 

O tratamento ácido pode ser aplicado directamente na membrana de filtração, para tal, adicionar cerca de 

30 mL de solução ácida na rampa de filtração e deixar durante 5±0.5 minutos, remover o ácido por filtração 

e lavar a membrana com pelo menos 20 mL de diluente. 

IV. Cultura 

A escolha da metodologia de cultura depende da origem e das características da amostra, bem como do 

motivo da análise e do limite de detecção pretendido. Assim: 
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a) cultura de amostras com elevada concentração de Legionella (>104 ufc/L) e baixa concentração 

de microrganismos interferentes: inocular por espalhamento 0.1 mL de amostra directa nas placas de meio 

BCYE e GVPC. 

b) cultura de amostras com baixa concentração de Legionella e baixa concentração de 

microrganismos interferentes: 

b.1) cultura do filtro de membrana em placa: filtrar a amostra e colocar a membrana directamente em placa 

de meio BCYE. Quando aplicado tratamento ácido no filtro de membrana, este deve ser colocado em placa 

de meio GVPC. 

b. 2) cultura do filtro de membrana com eluição: inocular por espalhamento 0.1 mL de cada toma do 

concentrado da amostra, sem tratamento, com tratamento ácido e com tratamento térmico, em placa de 

BCYE e GVPC.  

c) cultura de amostras com elevada concentração de microrganismos interferentes: separar a 

amostra, directa, concentrada ou diluída (1:10), em três porções, uma sem tratamento, outra com 

tratamento térmico e outra com tratamento ácido e inocular por espalhamento 0.1 mL em placa de meio 

GVPC (figura 12).  

 

Figura 12 - Inoculação de uma amostra concentrada (FME) por espalhamento 

d) Cultura de amostras com concentração extremamente elevada de microrganismos interferentes: 

Inocular as amostras directa e diluída (1:10 e 1:100) após o pré-tratamento térmico e ácido combinados, 
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isto é, efectuar primeiro o tratamento térmico tal como descrito anteriormente, arrefecer até á temperatura 

ambiente e efectuar o tratamento ácido. Preparar as diluições após o tratamento ácido com o diluente. 

Inocular por espalhamento 0.1 mL de cada toma (100, 10-1 e 10-2) em placa de meio GVPC. 

 

V. Incubação das placas 

Deixar as placas em repouso até à absorção completa do inóculo. Inverter as placas e incubar na estufa 

de 36±2ºC durante 7 a 10 dias. Prevenir a desidratação das placas, criando uma atmosfera húmida, por 

exemplo, colocando as placas a incubar em recipiente fechado.  

VI. Leitura das placas 

Analisar as placas pela primeira vez no dia 2, 3, 4 ou 5, e posteriormente no fim do período de incubação. 

O resultado final só pode ser determinado findo o período de incubação. Como o crescimento de Legionella 

é lento, é recomendável analisar as placas à lupa (figura 13). Registar o número de cada tipo de colónias 

características de Legionella. As colónias características de Legionella são geralmente brancas 

acinzentadas, mas podem aparecer com outras cores. São lisas, de bordos inteiros e têm a característica 

de aparência de “vidro-moído”.  

 

Figura 13 - Leitura de placa de GVPC à lupa 
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Quando observadas sob lâmpada de luz ultravioleta, algumas espécies de Legionella apresentam 

autofluorescência (figura 14), a cor da fluorescência pode ajudar a distinguir colónias de diferentes 

espécies de Legionella, que possam estar presentes. As placas devem ser observadas à lâmpada UV pelo 

tempo mínimo possível. É importante salientar que novas espécies de Legionella podem apresentar 

características diferentes das descritas anteriormente. 

 

Figura 14  - Leitura das placas. À direita observação da fluorescência da Legionella anisa. 

 

VII. Confirmação das colónias presuntivas em placas de meio BCYE e meio BCYE sem cisteína (BCYE-Cys) 

Repicar as colónias características da placa que apresentar maior contagem de colónias presuntivas por 

volume de água. Quando só existir um tipo de colónias presuntivas, repicar três colónias. Se existirem 

mais do que um tipo de colónias, retirar pelo menos uma colónia de cada tipo. Repicar as colónias 

presuntivas, tendo o cuidado de não arrastar meio de cultura da placa inicial e inocular primeiro em placa 

de meio BCYE-Cys e de seguida em placa de BCYE. 

Incubar na estufa de 36±2ºC durante 2 a 5 dias. Considerar como Legionella spp. as colónias que 

crescerem em BCYE, mas que não apresentem crescimento no meio sem cisteína (figura 15). Se as 

colónias iniciais não se confirmarem como Legionella, analisar as colónias de outras placas, de diferente 

meio de cultura ou de outro pré-tratamento. 
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Figura 15 - Confirmação de colónias suspeitas em meios BCYE (à esquerda) e BCYE-Cys (à direita) 

VIII. Confirmação das colónias de Legionella pneumophila 

Nas colónias identificadas como Legionella spp. realiza-se o teste serológico de aglutinação (figura 16) 

para identificação de Legionella pneumophila e do serogrupo (1 ou 2 - 14). Este teste é realizado de acordo 

com as instruções do fabricante. 

 

Figura 16 - Teste de aglutinação para confirmação de serogrupo das colónias identificadas como Legionella spp.. Na imagem 

identificação de Legionella pneumophila serogrupo 2 a 14. 

IX. Expressão de resultados 

Para apresentar o resultado em unidades formadoras de colónias de Legionella estimado para a amostra, 

escolher a placa ou placas (desde que do mesmo meio de cultura) que apresentam o maior número de 

colónias confirmadas por volume de água. Ter em consideração a diluição em causa. Não considerar como 

réplicas os resultados obtidos por diferentes métodos, tratamentos ou em diferentes meios de cultura. Para 

calcular o número de ufc de Legionella por litro escolher a fórmula adequada na tabela 6. 
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Se não existirem colónias confirmadas, o resultado é expresso como Não detectado/Volume examinado. 

O limite de detecção é determinado de acordo com a tabela 6 e em função da técnica aplicada. 

Foi elaborado um impresso próprio Im 32 – Legionella – Registo de Resultados (Anexo C.2) para registo 

de métodos, meios, tratamentos e resultados obtidos.  

O Relatório de Ensaio deve explicitar a(s) técnica(s) aplicada(s), o(s) tratamento(s), o(s) meio(s) de cultura 

e o volume máximo usado na análise. Deve também apresentar a identificação da amostra para que não 

suscite dúvidas: morada, local exacto da colheita, técnica de amostragem usada, tipo de amostra, 

temperatura da amostra durante a colheita e concentração do biocida na amostra. 

A tabela 6 resume os diferentes métodos de cultura bem como o LD, as vantangens e desvantagens de 

cada um.  
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Tabela 6 - Tabela resumo dos métodos de cultura, com respectiva fórmula de cálculo, limite de detecção, vantagens (↗) e 

desvantagens (↘) 

  

Cultura directa da amostra (Método Directo):  

𝑵𝒖𝒇𝒄 =
𝒏

𝑽𝒕

× 𝑽𝒓 Ex. volume inoculado 0.1 mL: 
LD: 10000 ufc/L 

↗ Contagem fácil 

↗ Elevada recuperação  

 

↘ Elevado LD 

Cultura do filtro de membrana em placa (Método FM):  

𝑵𝒖𝒇𝒄 =
𝒏

𝑽𝒕

× 𝑽𝒓 Ex. volume filtrado 10 mL: 
LD: 100 ufc/L 

↗ Método fácil 

↗ Baixo LD 

 

↘ Influência da membrana 

↘ Contagem difícil devido a 

interferentes 
Cultura do filtro de membrana e eluição (Método FME):  

𝑵𝒖𝒇𝒄 =
𝒏 × 𝑽𝒄

𝑽 × 𝑽𝒕

× 𝑽𝒓 
Ex. volume filtrado 500 mL, concentrado 
preparado com 5 mL de diluente e volume 
inoculado 0.1mL:  
LD: 100 ufc/L 
(caso não ocorra crescimento ou confirmação 
de colónias no tratamento ácido o LD aumenta 
10x, LD: 1000 ufc/L)  

↗ Contagem fácil 

↗ Baixo LD 

 

↘ Baixa recuperação 

↘ Processo demorado 

Cultura após diluição da amostra (Método Diluído):  

𝑵𝒖𝒇𝒄 =
𝒏 × 𝑽𝒓

𝑽𝒅𝒊𝒍

× 𝑭 
Ex. tratamento ácido de 1mL amostra diluída de 
1/10 com 9 mL de ácido, e volume inoculado 0.1 
mL: 
LD: 1000000 ufc/L 

↗ Contagem fácil 

↗ Elevada recuperação 

 

↘ Elevado LD 

↘ Processo demorado 

Onde: 

𝐍𝐮𝐟𝐜 = 𝐧ú𝐦𝐞𝐫𝐨 𝐝𝐞 𝑳𝒆𝒈𝒊𝒐𝒏𝒆𝒍𝒍𝒂 𝐞𝐦
𝐮𝐟𝐜

𝐋
 

𝐧 = 𝐧ú𝐦𝐞𝐫𝐨 𝐝𝐞 𝐜𝐨𝐥ó𝐧𝐢𝐚𝐬 =  
𝐜𝐨𝐥ó𝐧𝐢𝐚𝐬 𝐩𝐨𝐬𝐢𝐭𝐢𝐯𝐚𝐬 

𝐜𝐨𝐥ó𝐧𝐢𝐚𝐬 𝐜𝐨𝐧𝐟𝐢𝐫𝐦𝐚𝐝𝐚𝐬
× 𝐭𝐨𝐭𝐚𝐥 𝐝𝐞 𝐜𝐨𝐥ó𝐧𝐢𝐚𝐬 𝐜𝐨𝐧𝐭𝐚𝐝𝐚𝐬 𝐧𝐚 𝐩𝐥𝐚𝐜𝐚 

𝐕𝐭 = 𝐕𝐨𝐥𝐮𝐦𝐞 𝐭𝐨𝐭𝐚𝐥 𝐚𝐧𝐚𝐥𝐢𝐬𝐚𝐝𝐨, 𝐦𝐋 
𝐕𝐫 = 𝐕𝐨𝐥𝐮𝐦𝐞 𝐝𝐞 𝐫𝐞𝐟𝐞𝐫ê𝐧𝐜𝐢𝐚 (𝐧𝐨𝐫𝐦𝐚𝐥𝐦𝐞𝐧𝐭𝐞 𝟏𝟎𝟎𝟎 𝐦𝐋) 
𝐕𝐜 = 𝐕𝐨𝐥𝐮𝐦𝐞 𝐟𝐢𝐧𝐚𝐥 𝐝𝐞 𝐜𝐨𝐧𝐜𝐞𝐧𝐭𝐫𝐚𝐝𝐨, 𝐦𝐋 

𝐕 = 𝐕𝐨𝐥𝐮𝐦𝐞 𝐢𝐧𝐨𝐜𝐮𝐥𝐚𝐝𝐨 𝐧𝐚 𝐩𝐥𝐚𝐜𝐚 𝐨𝐮 𝐩𝐥𝐚𝐜𝐚𝐬 𝐝𝐨 𝐦𝐞𝐬𝐦𝐨 𝐦𝐞𝐢𝐨 𝐝𝐞 𝐜𝐮𝐥𝐭𝐮𝐫𝐚, 𝐦𝐋 
𝐕𝐝𝐢𝐥 = 𝐕𝐨𝐥𝐮𝐦𝐞 𝐝𝐚 𝐝𝐢𝐥𝐮𝐢çã𝐨 𝐢𝐧𝐨𝐜𝐮𝐥𝐚𝐝𝐨 𝐧𝐚 𝐩𝐥𝐚𝐜𝐚 𝐨𝐮 𝐩𝐥𝐚𝐜𝐚𝐬 𝐝𝐨 𝐦𝐞𝐬𝐦𝐨 𝐦𝐞𝐢𝐨 𝐝𝐞 𝐜𝐮𝐥𝐭𝐮𝐫𝐚, 𝐦𝐋 
𝐅 = 𝐅𝐚𝐜𝐭𝐨𝐫 𝐝𝐞 𝐃𝐢𝐥𝐮𝐢çã𝐨 

 

• Matriz de Decisão 

Para decidir qual a metodologia a aplicar a cada tipo de amostra o laboratório recorre à Matriz de Decisão 

(tabela 7) que se divide em quatro passos:  

1º Passo - Tipo de amostra:  
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Determinar a origem e as características da amostra (normalmente o cliente pode dar esta informação) e 

enquadrá-la numa das 4 opções: 

❖ Amostra com baixa concentração de interferentes, por exemplo água de abastecimento: 

    - é expectável elevada concentração de Legionella – proceder ao método de cultura descrito em iv - a); 

    - é expectável baixa concentração de Legionella – proceder ao método de cultura descrito em iv - b); 

❖ Amostra com elevada concentração de interferentes, por exemplo água de torres de refrigeração, 

camaras de lavagem de ar, águas de processo – proceder ao método de cultura descrito em iv - 

c); 

❖ Amostra com concentração extremamente elevada de interferentes ou microrganismos que só 

sejam removidos por tratamento ácido e térmico combinado, por exemplo água residual – 

proceder ao método de cultura descrito em iv - d);  

2º Passo - Determinar o Limite de Detecção pretendido:  

Determinar o Limite de Detecção pretendido e seleccionar um ou mais métodos adequados. 

3º Passo - Escolher o pré-tratamento, além do tratamento indicado em cada método de cultura pode ser 

aplicado outro opcional que se considere adequado. 

4º Passo - Escolher o meio de cultura, além do meio de cultura indicado em cada método de cultura pode 

ser aplicado outro opcional que se considere adequado. 
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Tabela 7 - Matriz de Decisão para selecção da metodologia a aplicar 

 1ºPasso: Matriz/Amostra 

Amostra com baixa 
concentração de 
interferentes 
Por exemplo água 
abastecimento  
Método de Cultura:  
a) e b) 

Amostra com elevada 
concentração de 
interferentes 
Por exemplo água de 
torres de refrigeração, 
camaras de lavagem de 
ar, águas de processo 
Método de Cultura: c) 

Amostra com 
extremamente elevada 
concentração de 
interferentes a 
Por exemplo água 
residual 
Método de Cultura: d) 

4ºPasso: Meio de Cultura 

2º Passo: LD  3º Passo 
Pré- tratamento 

B 
C 
Y 
E 

B 
C 
Y 
E 
+ 
A 
B 

G 
V 
P 
C 

B 
C 
Y 
E 

B 
C 
Y 
E 
+ 
A 
B 

G 
V 
P 
C 

B 
C 
Y 
E 

B 
C 
Y 
E 
+ 
A 
B 

G 
V 
P 
C 

Método Directo 
 
LD: Elevado 

Sem tratamento  √ O x √x  O √  

Trat. térmico O O O O √ 

Trat. ácido O O O O √ 

Térmico+ácido 
combinado 

 O O  O √ 

Método Filtração 
por Membrana 
(FM) 
 
LD: Baixo 

Sem tratamento  √ O O   

Trat. térmico O O O  O O 

Trat. ácido O √b O O 

Método Filtração 
por Membrana e 
Eluição (FME) 
 
LD: Baixo 

Sem tratamento  √ √b  O √  

Trat. térmico √ √b O √ 

Trat. ácido √ √b O √  

Método Diluído 
 
LD: Muito 
Elevado 

Sem tratamento  Oc Oc Oc  Oc √c   

Trat. térmico Oc Oc Oc Oc √c 

Trat. ácido Oc Oc Oc Oc √c 

Térmico+ácido 
combinado 

 Oc Oc Od √d 

√ – Obrigatório; O – opcional; 
a - Para este tipo de amostras é obrigatório proceder à cultura directa e com diluição; 
b - Escolher entre os meios BCYE+AB ou GVPC 
c - Diluição 1:10 
d - Diluição 1:10 e 1:100 

        x- a Norma ISO 11731:2018 indica como obrigatório a utilização do meio BCYE+AB e não o meio GVPC 
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X. Controlo de qualidade 

Efectuar o controlo de qualidade definido no Procedimento Auxiliar de Microbiologia (PAM) 11 – Controlo 

de Qualidade Interno – Microbiologia (Anexo C.3), este procedimento auxiliar descreve o controlo de 

qualidade a efectuar para esta análise.  

Resumidamente: 

▪ Branco (por série de amostras) 

Acompanhar cada serie de amostras com uma toma, de água destilada esterilizada, de volume igual ao 

da amostra analisada. 

▪ Controlo positivo (por série de amostras) 

Acompanhar todas as amostras com controlo positivo de L. pneumophila e outra espécie de Legionella. 

▪ Duplicados (semanal) 

Utiliza-se uma amostra que apresente crescimento previsível, contaminada artificialmente ou não, fazendo 

pelo menos duas tomas iguais de um volume que se considere apropriado. Para efeitos de confirmação, 

considera-se apenas a amostra cujo número de colónias está compreendido entre 0 e 150. Procede-se a 

confirmação das colónias de cada tipo, de acordo com o procedimento técnico. Pode também ser 

efectuado com material de referência e nesse caso não se procede à confirmação. 

▪ Ensaio em paralelo (Trimestral) 

Utiliza-se uma amostra contaminada, que é analisada por duas analistas qualificadas nas mesmas 

condições. Preferencialmente, será realizado com uma água natural contaminada, embora também possa 

ser realizado uma amostra contaminada artificialmente ou com material de referência.  

▪ Materiais de referência (MR) – Produtividades (Por cada lote de meio de cultura e/ou 

mensalmente). 
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A produtividade, de acordo com a Norma e com o PAM 09 – Controlo de qualidade de meios de cultura 

(Anexo C.4), é determinada pela razão entre o número de colónias obtidas no meio de cultura selectivo e 

o número de colónias obtidas no meio de cultura não selectivo, que deve ser superior a 50%. Ou pela 

razão entre o número de colónias obtidas no meio de cultura não selectivo e o lote anterior do mesmo 

meio que já esteja validado e que deve ser superior a 70%. O laboratório adquire culturas de referência na 

forma de lentículas ou pastilhas. É preparada uma suspensão de MR de Legionella pneumophila WDCM 

00107 e outra de Legionella anisa WDCM 00106 que são inoculadas nos meios GVPC e BCYE, para 

determinação da produtividade do GVPC. Na produtividade do meio BCYE é utilizada apenas a suspensão 

de L. pneumophila e é determinada com um lote anterior do mesmo meio.  

7.2 Caracterização das amostras 

Embora a Norma ISO 11731:2018 seja aplicável a todas as amostras de água e matrizes relacionadas, é 

importante identificar e separar os diferentes tipos de amostras. Para tal, o laboratório utilizou como 

referência o documento IPAC OEC021:2017-06-30 e separou as amostras em cinco tipos de produtos, os 

quais incluem diferentes matrizes (Tabela 8). 

Tabela 7 - Diferentes produtos e matrizes relacionadas de amostras 

 Produto Exemplos de Matrizes  

1 Consumo  Abastecimento Naturais     

2 Piscina Piscina Jacuzzi     

3 Residual Efluente Efluente tratado Ecoágua Residual   

4 Natural 
doce 

Superficial Subterrânea Balnear (praia fluvial) Ecoágua 
Captação 

5 Processo Torres 
Refrigeração 

Caldeiras Tratada (não destinada a 
consumo humano) 

  

 

As amostras com a designação Ecoágua são amostras que integram o Projecto Ecoágua dos SMAS de 

Sintra. Este projecto iniciado em 2003, tem como objectivo racionalizar e garantir o uso sustentável e 

sustentado da água, através da redução dos consumos a partir da rede de abastecimento. Este projecto 

permite o fornecimento gratuito de água não tratada e não controlada, com recurso a antigas captações 

desactivadas e às águas residuais tratadas produzidas nas ETAR após a sua desinfecção. Assim, existem 

dois tipos de amostras Ecoágua: Ecoágua Captação e Ecoágua Residual. 

As amostras analisadas no ano de 2018 estão separadas e identificadas de acordo com o método aplicado 

tabelas 9, 10, 11 e 12. 
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Tabela 8 - Amostras analisadas pelo método Directo em 2018 

  Data Amostra Produto Matriz Local Observações Concentração 
de Legionella (ufc/L) 

Positivos 

1 18-04-2018 MR - - - Lj 4,0E+04 L spp. 

2 18-04-2018 MR - - - La 2,0E+04 L spp. 

3 18-04-2018 MR - - - Lp 2,4E+05 L p 

4 04-05-2018 MR - - - Lp 2,0E+06 L p 

5 04-05-2018 MR - - - La 1,5E+05 L spp. 

6 04-05-2018 MR - - - Lp 1,1E+06 L p 

7 04-05-2018 MR - - - La 1,7E+05 L spp. 

8 08-05-2018 1628+La+
Lp 

Piscina Piscina - - 6,0E+5 + 8,0E+4 Lspp.+Lp 

9 11-05-2018 MR - - - La 5,7E+05 Lspp. 

10 11-05-2018 MR - - - Lp 1,2E+06 Lp 

11 11-05-2018 MR - - - La 1,4E+06 Lspp. 

12 11-05-2018 MR - - - Lp 8,0E+04 Lp 

13 11-05-2018 MR - - - La 3,4E+05 Lspp. 

14 11-05-2018 MR - - - Lp 6,4E+05 Lp 

15 18-05-2018 MR - - - Lp 7,7E+05 Lp 

16 18-05-2018 MR - - - La 8,4E+05 Lspp. 

17 18-05-2018 MR - - - Lp 6,9E+05 Lp 

18 18-05-2018 MR - - - La 6,7E+05 Lspp. 

19 18-05-2018 MR - - - Lp 1,1E+06 Lp 

20 18-05-2018 MR - - - La 6,6E+05 Lspp. 

21 25-05-2018 1813 - - - EIL G111A 4,0E+04 Lspp. 

22 25-05-2018 1814 - - - EIL G111B 2,0E+04 Lp 

23 25-05-2018 1813 - - - EIL G111A 2,0E+04 Lspp. 

24 25-05-2018 1814 - - - EIL G111B 3,0E+04 Lp 

25 25-05-2018 1813 - - - EIL G111A 1,0E+05 Lspp. 

26 25-05-2018 1814 - - - EIL G111B 1,0E+04 Lp 

27 13-07-2018 MR - - - La 6,9E+05 Lspp. 

28 13-07-2018 MR - - - Lp 4,0E+05 Lp 

29 13-07-2018 MR - - - La 8,1E+05 Lspp. 

30 13-07-2018 MR - - - Lp 5,8E+05 Lp 

31 20-07-2018 2699 Processo torres de refrigeração - - - 

32 20-07-2018 2699 Processo torres de refrigeração - - - 

33 20-07-2018 2699+MR Processo torres de refrigeração Lp 3,0E+04 Lp 

34 20-07-2018 2699+MR Processo torres de refrigeração Lp 1,0E+04 Lp 

La: Legionella anisa; Lj: Legionella jordanis; Lp: Legionella pneumophila; Lspp: Legionella spp.; MR – Material de 
referência; EIL: Ensaio interlaboaratorial; -:Não aplicável 
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Tabela 9 - Amostras analisadas pelo método FM em 2018 

 
Data Amostra Produto Matriz Local Observações Concentração 

de Legionella 
(ufc/L) 

Positivos 

1 13-04-2018 1384 Natural 
doce 

subterrânea Pedra 
Furada, 
furo 

- <10  - 

2 13-04-2018 1393 Consumo  abastecimento Chafariz 
de Anços 

- <10 - 

3 13-04-2018 1388 Consumo  abastecimento R51 
Penedo 

- <10 - 

4 13-04-2018 1383 Natural 
doce 

subterrânea Mina Urca - <10 - 

5 13-04-2018 1390 Consumo  abastecimento R22 
Capuchos 

- <10 - 

6 13-04-2018 1395 Natural 
doce 

subterrânea Mina 
duche 

- <10 - 

7 18-04-2018 MR - - - Lj 2,0E+04 L spp. 

8 18-04-2018 MR - - - La 7,0E+04 L spp. 

9 18-04-2018 MR - - - Lp 2,1E+05 L p 

10 20-04-2018 1476 Natural 
doce 

subterrânea Pedra 
Furada, 
furo 

- <4  - 

11 20-04-2018 1477 Natural 
doce 

superficial Pedra 
Furada, 
lagoa 

- <4  - 

12 20-04-2018 1476 Natural 
doce 

subterrânea Pedra 
Furada, 
furo 

- <4 - 

13 20-04-2018 1477 Natural 
doce 

superficial Pedra 
Furada, 
lagoa 

- <4 - 

14 04-05-2018 MR - - - Lp 3,0E+05 L p 

15 04-05-2018 MR - - - La 1,5E+05 L spp. 

16 04-05-2018 MR - - - Lp 8,3E+05 L p 

17 04-05-2018 MR - - - La 8,0E+04 L spp. 

18 11-05-2018 MR - - - La 2,4E+05 Lspp. 

19 11-05-2018 MR - - - Lp 4,6E+05 Lp 

20 11-05-2018 MR - - - La 3,9E+05 Lspp. 

21 11-05-2018 MR - - - Lp 9,5E+05 Lp 

22 11-05-2018 MR - - - La 2,1E+05 Lspp. 

23 11-05-2018 MR - - - Lp 9,8E+05 Lp 

24 18-05-2018 MR - - - Lp 3,5E+05 Lp 

25 18-05-2018 MR - - - La 1,8E+05 Lspp. 

26 18-05-2018 MR - - - Lp 4,1E+05 Lp 

27 18-05-2018 MR - - - La 3,4E+05 Lspp. 

28 18-05-2018 MR - - - Lp 5,8E+05 Lp 

29 18-05-2018 MR - - - La 4,4E+05 Lspp. 

30 25-05-2018 1813 - - - EIL G111A 4,0E+04 Lspp. 

31 25-05-2018 1814 - - - EIL G111B 1,0E+04 Lp 

32 25-05-2018 1813 - - - EIL G111A 1,0E+04 Lspp. 

33 25-05-2018 1814 - - - EIL G111B 1,0E+04 Lp 

La: Legionella anisa; Lj: Legionella jordanis; Lp: Legionella pneumophila; Lspp: Legionella spp. MR – Material de referência; 
EIL: Ensaio interlaboaratorial; -:Não aplicável 
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Tabela 10 - Amostras analisadas pelo método FME em 2018 

 
Data Amostra Produto Matriz Local Observações Concentração 

de Legionella 
(ufc/L) 

Positivos 

1 13-04-2018 1384 Natural doce subterrânea Pedra 
Furada, furo 

- <100000 
ufc/L 

- 

2 13-04-2018 1393 Consumo  abastecimento Chafariz de 
Anços 

- <100000 
ufc/L 

- 

3 13-04-2018 1388 Consumo  abastecimento R51 Penedo - <100000 
ufc/L 

- 

4 13-04-2018 1383 Natural doce subterrânea Mina Urca - <100000 
ufc/L 

- 

5 13-04-2018 1390 Consumo  abastecimento R22 
Capuchos 

- <100000 
ufc/L 

- 

6 13-04-2018 1395 Natural doce subterrânea Mina duche - <100000 
ufc/L 

- 

7 18-04-2018 MR - - - Lj 2,0E+04 L spp. 

8 18-04-2018 MR - - - La 6,0E+04 L spp. 

9 18-04-2018 MR - - - Lp 6,0E+04 L p 

10 20-04-2018 1476 Natural doce subterrânea Pedra 
Furada, furo 

- <2500 - 

11 20-04-2018 1477 Natural doce superficial Pedra 
Furada, 
lagoa 

- <2500 - 

12 20-04-2018 1476+La Natural doce subterrânea Pedra 
Furada, furo 

- 1,0E+02 L spp. 

13 20-04-2018 1477+Lp Natural doce superficial Pedra 
Furada, 
lagoa 

- 1,4E+04 L p 

14 20-04-2018 1476 Natural doce subterrânea Pedra 
Furada, furo 

- <2500 - 

15 20-04-2018 1477 Natural doce superficial Pedra 
Furada, 
lagoa 

- <2500 - 

16 03-05-2018 1628+MR Piscina piscina - - 2,2E+05 L spp. 

17 04-05-2018 MR - - - Lp 3,9E+05 L p 

18 04-05-2018 MR - - - La 4,0E+04 L spp. 

19 04-05-2018 MR - - - Lp 4,4E+05 L p 

20 04-05-2018 MR - - - La 8,0E+04 L spp. 

21 08-05-2018 1628+La+
Lp 

Piscina piscina - - 1,84E+5 + 
8,0E+3 

Lspp.+Lp 

22 11-05-2018 (1) 
1628+La+
Lp 

Piscina piscina - - 2,0E+4 + 
4,0E+4 

Lspp.+Lp 

23 11-05-2018 (2) Fonte + 
MR 

Natural doce subterrânea - - 5,0E+03 Lp 

24 11-05-2018 MR - - - La 5,0E+04 Lspp. 

25 11-05-2018 MR - - - Lp 5,1E+05 Lp 

26 11-05-2018 (1) 
1628+La+
Lp 

Piscina piscina - - 7,2E+4 + 
2,0E+4 

Lspp.+Lp 

27 11-05-2018 (2) Fonte + 
MR 

Natural doce subterrânea - - 7,5E+03 Lp 
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Data Amostra Produto Matriz Local Observações Concentração 

de Legionella 
(ufc/L) 

Positivos 

28 11-05-2018 MR - - - La 7,0E+04 Lspp. 

29 11-05-2018 MR - - - Lp 6,0E+05 Lp 

30 11-05-2018 (1) 
1628+La+
Lp 

Piscina piscina - - 4,0E+03 Lspp. 

31 11-05-2018 (2) Fonte + 
MR 

Natural doce subterrânea - - 8,0E+03 Lp 

32 11-05-2018 MR - - - La 5,0E+04 Lspp. 

33 11-05-2018 MR - - - Lp 5,2E+05 Lp 

34 18-05-2018 MR - - - Lp 4,2E+05 Lp 

35 18-05-2018 MR - - - La 7,5E+04 Lspp. 

36 18-05-2018 MR - - - Lp 3,9E+05 Lp 

37 18-05-2018 MR - - - La 8,0E+04 Lspp. 

38 18-05-2018 MR - - - Lp 4,9E+05 Lp 

39 18-05-2018 MR - - - La 2,3E+05 Lspp. 

40 25-05-2018 1813 - - - EIL G111A 6,0E+03 Lspp. 

41 25-05-2018 1814 - - - EIL G111B 1,0E+04 Lp 

42 25-05-2018 1813 - - - EIL G111A 5,0E+03 Lspp. 

43 25-05-2018 1814 - - - EIL G111B 8,0E+03 Lp 

44 25-05-2018 1813 - - - EIL G111A 4,0E+03 Lspp. 

45 25-05-2018 1814 - - - EIL G111B 4,0E+03 Lp 

46 20-07-2018 2699 Processo torres de refrigeração - 3,0E+3+2,
0E+3 

Lp 2-
14+Lspp. 

47 20-07-2018 2699 Processo torres de refrigeração - 1,0E+03 Lp 2-14 

48 20-07-2018 2700 Consumo  abastecimento Chuveiro balneários femininos <100 - 

49 20-07-2018 2700 Consumo  abastecimento Chuveiro balneários femininos <100 - 

50 20-07-2018 2699+MR Processo torres de refrigeração - 1,0E+03 Lp  

La: Legionella anisa; Lp: Legionella pneumophila; Lspp: Legionella spp. MR – Material de referência; EIL: Ensaio 
interlaboaratorial; - :Não aplicável 
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Tabela 11 - Amostras analisadas pelo método Diluído em 2018 

 
Data Amostra Produto Matriz Local Observações Concentração 

de Legionella 
(ufc/L) 

Positivos 

1 25-05-2018 1813 - - - EIL G111A < 1000000 Lspp. 

2 25-05-2018 1814 - - - EIL G111B 1,0E+05 Lp 

3 25-05-2018 1813 - - - EIL G111A <1000000 Lspp. 

4 25-05-2018 1814 - - - EIL G111B 1,0E+05 Lp 

5 13-07-2018 2508 Residual Efluente Almoçageme Trat. Combinado <100000 - 

6 13-07-2018 2519 Residual Ecoágua 
Residual 

Janas Trat. Combinado <100000 - 

7 13-07-2018 2520 Residual Ecoágua 
Residual 

Cortegaça Trat. Combinado <100000 - 

8 13-07-2018 2521 Residual Ecoágua 
Residual 

Montelavar Trat. Combinado <100000 - 

9 13-07-2018 2523 Natural 
doce 

naturais Largo de 
colares  

Trat. Combinado <100000 - 

10 13-07-2018 2524 Natural 
doce 

naturais Ribeira S1 Trat. Combinado <100000 - 

11 13-07-2018 2526 Residual efluente 
tratado 

Magoito Trat. Combinado <100000 - 

12 13-07-2018 2527 Natural 
doce 

naturais Foz Ribeira 
de Magoito 

Trat. Combinado <100000 - 

Lp: Legionella pneumophila; Lspp: Legionella spp. ; EIL: Ensaio interlaboaratorial; -:Não aplicável 

 

É importante referir que a maioria das amostras analisadas não apresentaram Legionella, salvo quando 

contaminadas artificialmente, pelo que o método Diluído não apresenta grande aplicabilidade para a 

realidade do laboratório. 

7.3 Validação do método 

A validação é, de acordo com a Norma ISO 17025:2018, a verificação na qual os requisitos especificados 

são adequados para um uso pretendido. A validação (primária) de um método, refere-se a situações novas, 

como um método desenvolvido pelo laboratório ou alterações de técnicas, de meios, de confirmações ou 

mesmo quando métodos normalizados são utilizados fora do âmbito de utilização previsto e em que é 

necessário definir características e requisitos, o que implica normalmente a participação de diversos 

laboratórios. A implementação (validação secundária) é um processo mais simples (e é o usado no 

laboratório). Aplica-se quando se seguem métodos normalizados ou equivalentes, publicados por 

organismos de normalização ou organismos sectoriais credíveis, e em que se pretende verificar se o 

laboratório obtém o desempenho esperado. Para validação do método o laboratório dispõe de um 

procedimento interno, PAM 15 – Validação/Implementação de métodos. (Anexo C.5). 
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A validação consiste em acompanhar os ensaios com o respectivo controlo de qualidade estabelecido, 

nomeadamente ensaios de brancos, duplicados, paralelos e Materiais de Referência. Prevê a análise de 

pelo menos 30 amostras das várias matrizes, com que o laboratório trabalha habitualmente, das quais no 

mínimo 10 têm que apresentar crescimento característico contabilizável. Para completar o processo de 

validação do método, o laboratório deve participar em Ensaios Interlaboratoriais (EIL) com desempenho 

satisfatório. 

Pela análise de amostras em duplicados, o laboratório determina o Critério de Precisão (CP) do método, 

enquanto a Estimativa de Incerteza (EI) do método é calculada pela realização de ensaios em paralelo.  

A análise de MR fornece a rastreabilidade necessária às medições e é usada, por exemplo, para 

demonstrar a exactidão dos resultados, monitorizar o desempenho do laboratório, validar o método, 

permitindo também a comparação de métodos.  

A publicação da Norma ISO 11133 ”Microbiology of food, animal feed and water -- Preparation, production, 

storage and performance testing of culture media em 2014, levou o laboratório a substituir a construção de 

Cartas Guia para análise de MR por Cartas Guia de Produtividade de meios de cultura. 

O processo de validação do método de análise de Legionella spp. e de Legionella pneumophila terminou 

com a Avaliação Externa. Por um lado, o desempenho do laboratório foi avaliado pela participação em EIL 

do Programa Nacional de Avaliação Externa da Qualidade, do Departamento de Epidemiologia do Instituto 

Ricardo Jorge, INSA, por outro, uma vez que o laboratório efectuou o pedido ao IPAC de extensão da 

Acreditação para este método, o mesmo foi alvo de Auditorias Interna e Externa. 

7.3.1 Ensaios em duplicado - Determinação do Critério de Precisão 

Foram analisadas algumas amostras em duplicado. No entanto, como para as amostras que o laboratório 

analisa obtem-se normalmente resultado nulo, foram analisadas em duplicados amostras contaminadas 

artificialmente e Material de Referência. 

O tratamento dos duplicados foi efectuado também de acordo com o método aplicado e separadamente 

para Legionella spp. e Legionella pneumophila.  

O critério de precisão foi determinado pela amplitude dos duplicados, tal como descrito no livro Standard 

Methods for the Examination of Water and Wastewater (RICE et al., 2012). O cálculo do CP implica 

determinar as média das amplitudes do logaritmo de cada duplicado (Anexo D):  
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𝑅𝑙𝑜𝑔 = |𝑙𝑜𝑔𝐷1 − 𝑙𝑜𝑔𝐷2 |                                                                                   (𝑒𝑞 1) 

𝑅̅ =
∑ 𝑅𝑙𝑜𝑔

𝑛
                                                                                                  (𝑒𝑞 2) 

𝐶𝑃 = 3,27 𝑅̅                                                                                                  (𝑒𝑞 3) 

𝐿𝑆𝐴 = 2,512 𝑅̅                                                                                                (𝑒𝑞 4) 

Onde: D1 e D2: resultados em ufc/L de cada duplicado; 

Rlog: amplitude do duplicado; 

Ṝ: média das amplitudes; 

LSA: Limite superior de aviso 

É de ter em conta que contagens inferiores a 10 não são consideradas para determinação do CP, bem 

como duplicados com Rlog >1,5 CP, pois estes são considerados “aberrantes”. 

Os critérios de precisão foram estabelecidos considerando 20 duplicados para Legionella spp. (tabelas 13, 

14 e 15) e 10 duplicados para Legionella pneumophila (tabelas 16, 17 e 18). Logo que o laboratório 

disponha de um número de duplicados suficiente irá proceder a novo cálculo do Critério de Precisão. 
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Tabela 12 - Determinação do CP para Legionella spp. método Directo 

  
Determinação do Critério de Precisão de 2018 

  Parâmetro: Legionella spp.; método Directo 

  
Data 

Concentração 
D1 (ufc/L) 

Concentração 
D2 (ufc/L) 

Média das  
Concentrações 
(ufc/L) 

Analista Log D1 Log D2 
Rlog=|Log D1-Log D2| 

  Total A considerar 

1 
11-mai-18 600000 530000 565000 CR 5,77815 5,72428 0,05388 0,05388 

2 
11-mai-18 150000 180000 165000 CR 5,17609 5,25527 0,07918 0,07918 

3 
11-mai-18 1140000 1260000 1200000 CR 6,05690 6,10037 0,04347 0,04347 

4 
11-mai-18 390000 550000 470000 CR 5,59106 5,74036 0,14930 0,14930 

5 
11-mai-18 1450000 1410000 1430000 RP 6,16137 6,14922 0,01215 0,01215 

6 
11-mai-18 850000 850000 850000 RP 5,92942 5,92942 0,00000 0,00000 

7 
11-mai-18 30000 130000 80000 RP 4,47712 5,11394 0,63682 Aberrante 

8 
11-mai-18 10000 30000 20000 RP 4,00000 4,47712 0,47712 Aberrante 

9 
11-mai-18 230000 640000 435000 CL 5,36173 5,80618 0,44445 0,44445 

10 
11-mai-18 130000 260000 195000 CL 5,11394 5,41497 0,30103 0,30103 

11 
11-mai-18 370000 300000 335000 CL 5,56820 5,47712 0,09108 0,09108 

12 
11-mai-18 120000 140000 130000 CL 5,07918 5,14613 0,06695 0,06695 

13 
18-mai-18 820000 710000 765000 CR 5,91381 5,85126 0,06256 0,06256 

14 
18-mai-18 450000 350000 400000 CR 5,65321 5,54407 0,10914 0,10914 

15 
18-mai-18 940000 740000 840000 CR 5,97313 5,86923 0,10390 0,10390 

16 
18-mai-18 620000 500000 560000 CR 5,79239 5,69897 0,09342 0,09342 

17 
18-mai-18 410000 580000 495000 CR 5,61278 5,76343 0,15064 0,15064 

18 
18-mai-18 480000 440000 460000 CR 5,68124 5,64345 0,03779 0,03779 

19 
18-mai-18 990000 680000 835000 CR 5,99564 5,83251 0,16313 0,16313 

20 
18-mai-18 600000 770000 685000 CL 5,77815 5,88649 0,10834 0,10834 

21 
18-mai-18 460000 420000 440000 CL 5,66276 5,62325 0,03951 0,03951 

22 
18-mai-18 650000 680000 665000 CL 5,81291 5,83251 0,01960 0,01960 
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Tabela 13 - Determinação do CP para Legionella spp. método FM 

  
Determinação do Critério de Precisão de 2018 

  Parâmetro: Legionella spp.; método Filtração por Membrana 

  
Data 

Concentração 
D1 (ufc/L) 

Concentração 
D2 (ufc/L) 

Média das  
Concentrações 
(ufc/L) 

Analista Log D1 Log D2 
Rlog=|Log D1-Log D2| 

  Total A considerar 

1 
11-mai-18 250000 220000 235000 CR 5,39794 5,34242 0,05552 0,05552 

2 
11-mai-18 180000 200000 190000 CR 5,25527 5,30103 0,04576 0,04576 

3 
11-mai-18 470000 450000 460000 CR 5,67210 5,65321 0,01889 0,01889 

4 
11-mai-18 670000 610000 640000 CR 5,82607 5,78533 0,04074 0,04074 

5 
11-mai-18 990000 900000 945000 RP 5,99564 5,95424 0,04139 0,04139 

6 
11-mai-18 820000 690000 755000 RP 5,91381 5,83885 0,07496 0,07496 

7 
11-mai-18 390000 390000 390000 RP 5,59106 5,59106 0,00000 0,00000 

8 
11-mai-18 290000 250000 270000 RP 5,46240 5,39794 0,06446 0,06446 

9 
11-mai-18 870000 980000 925000 CL 5,93952 5,99123 0,05171 0,05171 

10 
11-mai-18 600000 750000 675000 CL 5,77815 5,87506 0,09691 0,09691 

11 
11-mai-18 210000 210000 210000 CL 5,32222 5,32222 0,00000 0,00000 

12 
11-mai-18 110000 200000 155000 CL 5,04139 5,30103 0,25964 0,25964 

13 
18-mai-18 250000 440000 345000 CR 5,39794 5,64345 0,24551 0,24551 

14 
18-mai-18 230000 360000 295000 CR 5,36173 5,55630 0,19457 0,19457 

15 
18-mai-18 160000 200000 180000 CR 5,20412 5,30103 0,09691 0,09691 

16 
18-mai-18 180000 240000 210000 CR 5,25527 5,38021 0,12494 0,12494 

17 
18-mai-18 400000 410000 405000 CL 5,60206 5,61278 0,01072 0,01072 

18 
18-mai-18 190000 340000 265000 CL 5,27875 5,53148 0,25273 0,25273 

19 
18-mai-18 540000 620000 580000 RP 5,73239 5,79239 0,06000 0,06000 

20 
18-mai-18 330000 320000 325000 RP 5,51851 5,50515 0,01336 0,01336 
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Tabela 14 - Determinação do CP para Legionella spp. método FME 

  
Determinação do Critério de Precisão de 2018 

  Parâmetro: Legionella spp.; método Filtração por Membrana com Eluição 

  
Data 

Concentração 
D1 (ufc/L) 

Concentração 
D2 (ufc/L) 

Média das  
Concentrações 
(ufc/L) 

Analista Log D1 Log D2 
Rlog=|Log D1-Log D2| 

  Total Total 

1 
20-abr-18 3600 9900 6750 RP 3,55630 3,99564 0,43933 0,43933 

2 
20-abr-18 13600 12200 12900 RP 4,13354 4,08636 0,04718 0,04718 

3 
11-mai-18 20000 80000 50000 CR 4,30103 4,90309 0,60206 0,60206 

4 
11-mai-18 20000 10000 15000 CR 4,30103 4,00000 0,30103 0,30103 

5 
11-mai-18 620000 400000 510000 CR 5,79239 5,60206 0,19033 0,19033 

6 
11-mai-18 330000 220000 275000 CR 5,51851 5,34242 0,17609 0,17609 

7 
11-mai-18 500000 690000 595000 RP 5,69897 5,83885 0,13988 0,13988 

8 
11-mai-18 300000 460000 380000 RP 5,47712 5,66276 0,18564 0,18564 

9 
11-mai-18 60000 80000 70000 RP 4,77815 4,90309 0,12494 0,12494 

10 
11-mai-18 60000 30000 45000 RP 4,77815 4,47712 0,30103 0,30103 

11 
11-mai-18 520000 150000 335000 CL 5,71600 5,17609 0,53991 0,53991 

12 
11-mai-18 100000 120000 110000 CL 5,00000 5,07918 0,07918 0,07918 

13 
18-mai-18 430000 400000 415000 CR 5,63347 5,60206 0,03141 0,03141 

14 
18-mai-18 170000 170000 170000 CR 5,23045 5,23045 0,00000 0,00000 

15 
18-mai-18 90000 60000 75000 CR 4,95424 4,77815 0,17609 0,17609 

16 
18-mai-18 40000 120000 80000 CR 4,60206 5,07918 0,47712 0,47712 

17 
18-mai-18 390000 170000 280000 CL 5,59106 5,23045 0,36062 0,36062 

18 
18-mai-18 190000 150000 170000 CL 5,27875 5,17609 0,10266 0,10266 

19 
18-mai-18 100000 60000 80000 CL 5,00000 4,77815 0,22185 0,22185 

20 
18-mai-18 30000 40000 35000 CL 4,47712 4,60206 0,12494 0,12494 
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Tabela 15 - Determinação do CP para Legionella pneumophila método Directo 

  
Determinação do Critério de Precisão de 2018 

  Parâmetro: Legionella pneumophila; método Directo 

  
Data 

Concentração 
D1 (ufc/L) 

Concentração 
D2 (ufc/L) 

Média das  
Concentrações 
(ufc/L) 

Analista Log D1 Log D2 
Rlog=|Log D1-Log D2| 

  Total A considerar 

1 
11-mai-18 1140000 1260000 1200000 CR 6,05690 6,10037 0,04347 0,04347 

2 
11-mai-18 390000 550000 470000 CR 5,59106 5,74036 0,14930 0,14930 

3 
11-mai-18 1450000 1410000 1430000 RP 6,16137 6,14922 0,01215 0,01215 

4 
11-mai-18 850000 850000 850000 RP 5,92942 5,92942 0,00000 0,00000 

5 
11-mai-18 230000 640000 435000 CL 5,36173 5,80618 0,44445 0,44445 

6 
11-mai-18 130000 260000 195000 CL 5,11394 5,41497 0,30103 0,30103 

7 
18-mai-18 820000 710000 765000 CR 5,91381 5,85126 0,06256 0,06256 

8 
18-mai-18 450000 350000 400000 CR 5,65321 5,54407 0,10914 0,10914 

9 
18-mai-18 480000 440000 460000 CR 5,68124 5,64345 0,03779 0,03779 

10 
18-mai-18 990000 680000 835000 CR 5,99564 5,83251 0,16313 0,16313 

 

Tabela 16 - Determinação do CP para Legionella pneumophila método FM 

  
Determinação do Critério de Precisão de 2018 

  Parâmetro: Legionella pneumophila; método Filtração por Membrana 

  
Data 

Concentração 
D1 (ufc/L) 

Concentração 
D2 (ufc/L) 

Média das  
Concentrações 
(ufc/L) 

Analista Log D1 Log D2 
Rlog=|Log D1-Log D2| 

  Total A considerar 

1 
11-mai-18 470000 450000 460000 CR 5,67210 5,65321 0,01889 0,01889 

2 
11-mai-18 670000 610000 640000 CR 5,82607 5,78533 0,04074 0,04074 

3 
11-mai-18 990000 900000 945000 RP 5,99564 5,95424 0,04139 0,04139 

4 
11-mai-18 820000 690000 755000 RP 5,91381 5,83885 0,07496 0,07496 

5 
11-mai-18 870000 980000 925000 CL 5,93952 5,99123 0,05171 0,05171 

6 
11-mai-18 600000 750000 675000 CL 5,77815 5,87506 0,09691 0,09691 

7 
18-mai-18 250000 440000 345000 CR 5,39794 5,64345 0,24551 0,24551 

8 
18-mai-18 230000 360000 295000 CR 5,36173 5,55630 0,19457 0,19457 

9 
18-mai-18 400000 410000 405000 CL 5,60206 5,61278 0,01072 0,01072 

10 
18-mai-18 190000 340000 265000 CL 5,27875 5,53148 0,25273 0,25273 
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Tabela 17 - Determinação do CP para Legionella pneumophila método FME 

  
Determinação do Critério de Precisão de 2018 

  Parâmetro: Legionella pneumophila; método Filtração por Membrana com Eluição 

  
Data 

Concentração 
D1 (ufc/L) 

Concentração 
D2 (ufc/L) 

Média das  
Concentrações 
(ufc/L) 

Analista Log D1 Log D2 
Rlog=|Log D1-Log D2| 

  Total A considerar 

1 
20-abr-18 3600 9900 6750 RP 3,55630 3,99564 0,43933 0,43933 

2 
20-abr-18 13600 12200 12900 RP 4,13354 4,08636 0,04718 0,04718 

3 
11-mai-18 620000 400000 510000 CR 5,79239 5,60206 0,19033 0,19033 

4 
11-mai-18 330000 220000 275000 CR 5,51851 5,34242 0,17609 0,17609 

5 
11-mai-18 500000 690000 595000 RP 5,69897 5,83885 0,13988 0,13988 

6 
11-mai-18 300000 460000 380000 RP 5,47712 5,66276 0,18564 0,18564 

7 
11-mai-18 520000 150000 335000 CL 5,71600 5,17609 0,53991 Aberrante 

8 
11-mai-18 100000 120000 110000 CL 5,00000 5,07918 0,07918 0,07918 

9 
18-mai-18 430000 400000 415000 CR 5,63347 5,60206 0,03141 0,03141 

10 
18-mai-18 170000 170000 170000 CR 5,23045 5,23045 0,00000 0,00000 

11 
18-mai-18 390000 170000 280000 CL 5,59106 5,23045 0,36062 0,36062 

 

Anualmente e em função do número de ensaios realizados em duplicado, é efectuada a revisão do CP 

Tabela 18 - Resumo do Critério de Precisão estabelecido por método para cada parâmetro 

Legionella spp. 
Método Directo Método FM Método FME 
Ano 2018 Ano 2018 Ano 2018 

Total de valores para 
cálculo de CP 

20 Total de valores para 
cálculo de CP 

20 Total de valores para 
cálculo de CP 

20 

Critério de Precisão 0,314 Critério de Precisão 0,284 Critério de Precisão 0,481 

Limite Superior de 
aviso 

0,241 Limite Superior de 
aviso 

0,219 Limite Superior de 
aviso 

0,369 

Médias das 
amplitudes 

0,096 Médias das 
amplitudes 

0,087 Médias das 
amplitudes 

0,147 

 

Legionella pneumophila 
Método Directo Método FM Método FME 
Ano 2018 Ano 2018 Ano 2018 

Total de valores para 
cálculo de CP 

10 Total de valores para 
cálculo de CP 

10 Total de valores para 
cálculo de CP 

10 

Critério de Precisão 0,320 Critério de Precisão 0,337 Critério de Precisão 0,347 

Limite Superior de 
aviso 

0,246 
Limite Superior de 
aviso 

0,259 
Limite Superior de 
aviso 

0,266 

Médias das 
amplitudes 

0,098 
Médias das 
amplitudes 

0,103 
Médias das 
amplitudes 

0,106 
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7.3.2 Ensaios em paralelo - Cálculo da Estimativa de Incerteza 

A incerteza da medição é definida como um parâmetro, associado ao resultado da medição, que 

caracteriza a dispersão dos valores, é, portanto, uma medida da imprecisão (CTR07-AGUAS, 2016). Em 

análise microbiológica, a incerteza total do resultado de uma análise apenas pode ser estimada após a 

obtenção do resultado final, devido à incontrolável "variação sem causa", que acompanha as contagens.  

Para efeitos práticos, é suficiente considerar que incerteza dos resultados de ensaios microbiológicos 

resulta de dois grupos de componentes, ou seja, a incerteza combinada da medição é obtida através da 

combinação da variância operacional e da variância intrínseca. Assim, é necessário determinar estes dois 

parâmetros de precisão, a variância operacional, que corresponde à incerteza do próprio método e que é 

mais ou menos previsível e a variância intrínseca, que corresponde à variação imprevisível da distribuição 

das ufc. 

A variância operacional,  𝑢𝑜
2, é a combinação de todas as incertezas associadas às etapas técnicas do 

procedimento analítico. Inclui a variabilidade das subamostras, da mistura e da diluição da amostra para 

preparação da suspensão final. Inclui ainda, os possíveis efeitos da incubação e da incerteza da leitura do 

resultado.  

A variância intrínseca ou variância da distribuição,  𝑢𝑑
2 , é a variação inevitável, sem uma causa, que está 

associada à distribuição das células na suspensão final e no sistema de quantificação.  

O laboratório efectua o cálculo da Estimativa de Incerteza de acordo com a Norma ISO 29201:2012 – 

“Water Quality – The variability of test results and uncertainty of measurement of microbiological 

enumeration methods”. A partir do anexo F da Norma ISO 29201:2012 (Anexo E) o laboratório procede à 

abordagem global para determinação das incertezas operacional 𝑢𝑜, intrínseca ou da distribuição 𝑢𝑑 e 

combinada 𝑢𝑐(𝑦). 

Na abordagem global, não é necessário quantificar ou mesmo saber exatamente quais as causas da 

incerteza, pois a abordagem global é baseada na análise estatística de séries de observações repetidas 

do resultado final, esta abordagem assenta na estimativa da incerteza combinada do resultado final, com 

base na duplicação de todo o processo analítico (CTR07-AGUAS, 2016).  

Como tal, consideram-se 30 ensaios em paralelo, nos quais se pretende obter preferencialmente 

contagens entre os 80 e os 120 ufc/placa. Todas as colónias devem ser confirmadas, mas por ser 

incomportável proceder à confirmação de todas as colónias, o laboratório optou por utilizar MR e 

contaminar amostras com MR, não sendo nesse caso necessário proceder aos passos de confirmação. 

Tendo em conta: 

𝑣𝑎𝑟𝑖â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑟𝑒𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑡𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒: 𝑢𝑅′
2 =

( 𝑙𝑜𝑔𝑛𝑐1 − 𝑙𝑜𝑔𝑛𝑐2)2

2
                                  (𝑒𝑞 5)  
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𝑣𝑎𝑟𝑖â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑑𝑖𝑠𝑡𝑟𝑖𝑏𝑢𝑖çã𝑜: 𝑢𝑑𝑖

2 =
2 × 0.1886

𝑛𝑐1𝑖 + 𝑛𝑐2𝑖

=
0.1886

𝑛𝑐𝑖̅̅ ̅̅
                                       ( 𝑒𝑞 6)  

𝑣𝑎𝑟𝑖â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑜𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙: 𝑢𝑜
2 = 𝑢𝑅′

2 − 𝑢𝑑
2                                                          (𝑒𝑞 7)  

Onde: nc1 e nc2 são as contagens efectuadas pelas diferentes analistas.  

A EI relativa é expressa normalmente em percentagens, uma vez que a abordagem por componentes é 

calculada a partir dos logaritmos das contagens. Para converter os resultados obtidos pelos logaritmos em 

percentagem ou seja, relativa, é necessário multiplicar os valores logarítmicos da variância operacional, 

𝑢𝑜
2, e da variância da distribuição, 𝑢𝑑

2, por 5,302. 

 

𝑣𝑎𝑟𝑖â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑜𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙 𝑑𝑖𝑠𝑡𝑟𝑖𝑏𝑢𝑖çã𝑜⁄ 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎: 𝑢𝑜 𝑑⁄ ,𝑟𝑒𝑙
2 = 5.302 × 𝑢𝑜 𝑑⁄

2                        (𝑒𝑞 8) 

 

𝑖𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑒𝑧𝑎 𝑜𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙 𝑑𝑖𝑠𝑡𝑟𝑖𝑏𝑢𝑖çã𝑜⁄ 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎: 𝑢𝑜 𝑑⁄ ,𝑟𝑒𝑙 = √𝑢𝑜 𝑑⁄ ,𝑟𝑒𝑙
2 ≈ ⋯ %                    (𝑒𝑞 9) 

𝐼𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑒𝑧𝑎 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎: 𝑢𝑐(𝑦) = √𝑢𝑜
2 + 𝑢𝑑

2                                                      (𝑒𝑞 10) 

Para determinar a incerteza combinada de um determinado resultado, nc:  

𝑖𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑒𝑧𝑎 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎: 𝑢𝑐(𝑦) = √
0.1886

𝑛𝑐

+ 𝑢𝑜
2 (∗) ≈  𝑢𝑐(𝑦) = √

0.1886

𝑛𝑐

                    (𝑒𝑞 11) 

(*) De acordo com a referida Norma, para baixas contagens, a variância operacional pode ser desprezada 

e pode-se calcular a incerteza combinada considerando apenas a variância intrínseca. 

Tal como foi indicado anteriormente na tabela 5, o resultado final da análise de Legionella resulta da 

confirmação parcial das colónias características (equação 12), o cálculo da EI deve contemplar 

determinação da incerteza da confirmação parcial (equação 13): 

𝑛 =
𝑛𝑘

𝑛𝑧

×  𝑛𝑐                                                                                             (𝑒𝑞 12) 

Onde:  n: resultado estimado por confirmação parcial; 

 nk: colónias confirmadas positivas; 

 nz: colónias repicadas para confirmação; 

 nc: total de colónias presuntivas. 
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𝑖𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑒𝑧𝑎 𝑑𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑓𝑖𝑟𝑚𝑎çã𝑜 𝑝𝑎𝑟𝑐𝑖𝑎𝑙: 𝑢𝑟𝑒𝑙,𝑥 = √
1

𝑛𝑐

+
𝑛𝑧 − 𝑛𝑘

𝑛𝑘𝑛𝑧

                                  (𝑒𝑞 13) 

 

E a incerteza combinada relativa, 𝑢𝑐,𝑟𝑒𝑙, é:  

𝑢𝑐,𝑟𝑒𝑙 = √
𝑛𝑧 − 𝑛𝑘

𝑛𝑘𝑛𝑧

+
1

𝑛𝑐

+ 𝑢𝑜,𝑟𝑒𝑙
2                                                                     (𝑒𝑞 14) 

A EI foi calculada para Legionella spp. e para Legionella pneumophila e separadamente, para os diferentes 

métodos (tabelas 20 a 25). Neste momento, o laboratório está a finalizar alguns dos ensaios em paralelo, 

pelo que, alguns dos valores apresentados nas tabelas seguintes são ainda provisórios e só serão 

definitivos quando estiverem concluídos os 30 ensaios em paralelo. A EI deve ser revista quando as 

condições actuais em que decorrem os ensaios sofrerem algum tipo de alteração, por exemplo, a 

qualificação de um novo analista. 

Tabela 19 - Resultados dos ensaios em paralelo e determinação da EI para Legionella spp. pelo método Directo. 

 

EI Legionella spp.- Método Directo 

i Data Amostra n c1 Analista n c2 Analista log n c1 log n c2 u2 
R' u2

d u2
o 

1 04-05-2018 MR La: BCYE 1,7E+01 CR 1,5E+01 RP 1,2304 1,1761 0,0015 0,0118 -0,0103 

2 11-05-2018 MR La: BCYE 1,6E+01 RP 1,1E+02 CR 1,2041 2,0531 0,3604 0,0029 0,3574 

3 11-05-2018 MR La: BCYE 1,1E+02 CR 6,7E+01 CL 2,0531 1,8261 0,0258 0,0021 0,0237 

4 11-05-2018 MR La: BCYE 1,6E+01 RP 6,7E+01 CL 1,2041 1,8261 0,1934 0,0045 0,1889 

5 11-05-2018 MR La: GVPC 2,6E+01 CL 3,3E+01 CR 1,4150 1,5185 0,0054 0,0064 -0,0010 

6 11-05-2018 MR Lp: BCYE 2,9E+02 RP 2,4E+02 CR 2,4564 2,3802 0,0029 0,0007 0,0022 

7 11-05-2018 MR Lp: GVPC 1,7E+02 RP 9,4E+01 CR 2,2304 1,9731 0,0331 0,0014 0,0317 

8 18-05-2018 MR La: BCYE 1,7E+02 CR 1,3E+02 RP 2,2253 2,1206 0,0055 0,0013 0,0042 

9 18-05-2018 MR La: BCYE 1,3E+02 RP 1,3E+02 CL 2,1206 2,1239 0,0000 0,0014 -0,0014 

10 18-05-2018 MR La: BCYE 1,7E+02 CR 1,3E+02 CL 2,2253 2,1239 0,0051 0,0013 0,0039 

11 18-05-2018 MR La: GVPC 1,1E+02 CR 1,2E+02 RP 2,0492 2,0645 0,0001 0,0017 -0,0015 

12 18-05-2018 MR La: GVPC 1,2E+02 RP 9,4E+01 CL 2,0645 1,9731 0,0042 0,0018 0,0024 

13 18-05-2018 MR La: GVPC 9,4E+01 CL 1,1E+02 CR 1,9731 2,0492 0,0029 0,0018 0,0011 

14 18-05-2018 MR Lp: BCYE 1,5E+02 CR 2,2E+02 RP 2,1847 2,3385 0,0118 0,0010 0,0108 

15 18-05-2018 MR Lp: BCYE 2,2E+02 RP 1,4E+02 CL 2,3385 2,1367 0,0203 0,0011 0,0193 

16 18-05-2018 MR Lp: BCYE 1,4E+02 CL 1,5E+02 CR 2,1367 2,1847 0,0012 0,0013 -0,0002 

17 18-05-2018 MR Lp: GVPC 9,5E+01 RP 8,0E+01 CR 1,9777 1,9031 0,0028 0,0022 0,0006 

18 18-05-2018 MR Lp: GVPC 8,0E+01 CR 8,8E+01 CL 1,9031 1,9445 0,0009 0,0022 -0,0014 

19 18-05-2018 MR Lp: GVPC 8,8E+01 CL 9,5E+01 RP 1,9445 1,9777 0,0006 0,0021 -0,0015 

20 13-07-2018 MR La: BCYE 2,1E+02 CR 2,4E+02 RP 2,3243 2,3747 0,0013 0,0008 0,0004 

21 13-07-2018 MR La: BCYE 2,2E+02 RP 2,1E+02 CR 2,3404 2,3243 0,0001 0,0009 -0,0007 
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22 13-07-2018 MR La: GVPC 1,6E+02 RP 1,4E+02 CR 2,2095 2,1399 0,0024 0,0013 0,0012 

23 13-07-2018 MR Lp: BCYE 9,3E+01 CR 2,1E+02 RP 1,9685 2,3243 0,0633 0,0012 0,0621 

24 13-07-2018 MR Lp: BCYE 9,5E+01 CR 2,6E+02 RP 1,9777 2,4200 0,0978 0,0011 0,0967 

25 13-07-2018 MR Lp: GVPC 8,0E+01 CR 1,2E+02 RP 1,9031 2,0607 0,0124 0,0019 0,0105 

26 09-08-2018 MR La GVPC 4,9E+01 CR 5,8E+01 CL 1,6902 1,7634 0,0027 0,0035 -0,0008 

27 09-08-2018 MR La GVPC 6,4E+01 RP 5,8E+01 CL 1,8062 1,7634 0,0009 0,0031 -0,0022 

28 09-08-2018 MR La BCYE 5,4E+01 CR 7,1E+01 RP 1,7324 1,8513 0,0071 0,0030 0,0040 

29 09-08-2018 MR La BCYE 7,1E+01 RP 6,2E+01 CL 1,8513 1,7924 0,0017 0,0028 -0,0011 

30 09-08-2018 MR La BCYE 6,2E+01 CL 5,4E+01 CR 1,7924 1,7324 0,0018 0,0033 -0,0015 

Médias 0,02897 0,00240 0,02658 

Variância Operacional u2
o 0,0266 

  

Variância Operacional Relativa u2
o,rel 0,1409 

  

Variância Intrínseca (da distribuição) u2
d 0,0024 

  

Variância Intrínseca Relativa (da distribuição) u2
d,rel 0,0127 

  

Incerteza Operacional uo 0,1630 
  

Incerteza Operacional Relativa uo,rel 0,3754 ≈38% 
 

Incerteza Intrínseca ud 0,0489 
  

Incerteza Intrínseca Relativa ud,rel 0,1127 ≈11% 
 

Incerteza combinada uc (y) 0,1702 
  

Determinar a incerteza combinada [uc(y)] de um novo resultado com confirmação parcial [nc]: 
  

Nº de colónias presuntivas nc 50 
  

Nº de colónias repicadas para confirmação nz 5 
  

Nº de colónias positivas confirmadas nk 4 
  

Incerteza combinada uc(y) 0,4593 
  

Incerteza da confirmação parcial ud,rel 0,2646 26% 
  

Incerteza combinada relativa do resultado uc(y) 1,0577 106% 
  

Incerteza combinada relativa expandida 2,1153 212% 
  

MR: Material de referência; La: Legionella anisa, Lp: Legionella pneumophila; GVPC e BCYE: meios de cultura 
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Tabela 20 - Resultados dos ensaios em paralelo e determinação da EI para Legionella spp. pelo método Filtração por Membrana 

 
EI Legionella spp. - Filtração por Membrana 

i Data Amostra n c1 Analista n c2 Analista log n c1 log n c2 u2 
R' u2

d u2
o 

1 11-05-2018 MR La: BCYE 4,2E+01 CL 4,5E+01 CR 1,6232 1,6532 0,0004 0,0043 -0,0039 

2 11-05-2018 MR La: BCYE 4,5E+01 CR 7,8E+01 RP 1,6532 1,8921 0,0285 0,0031 0,0255 

3 11-05-2018 MR La: BCYE 7,8E+01 RP 4,2E+01 CL 1,8921 1,6232 0,0361 0,0031 0,0330 

4 11-05-2018 MR La: GVPC 3,8E+01 CR 5,4E+01 RP 1,5798 1,7324 0,0116 0,0041 0,0075 

5 11-05-2018 MR La: GVPC 3,1E+01 CL 3,8E+01 CR 1,4914 1,5798 0,0039 0,0055 -0,0016 

6 11-05-2018 MR La: GVPC 5,4E+01 RP 3,1E+01 CL 1,7324 1,4914 0,0290 0,0044 0,0246 

7 11-05-2018 MR Lp: BCYE 8,7E+01 CR 1,9E+02 CL 1,9395 2,2672 0,0537 0,0014 0,0523 

8 11-05-2018 MR Lp: BCYE 1,9E+02 CL 1,9E+02 RP 2,2672 2,2765 0,0000 0,0010 -0,0010 

9 11-05-2018 MR Lp: BCYE 1,9E+02 RP 8,7E+01 CR 2,2765 1,9395 0,0568 0,0014 0,0554 

10 11-05-2018 MR Lp: GVPC 1,3E+02 CR 1,5E+02 RP 2,1072 2,1790 0,0026 0,0014 0,0012 

11 11-05-2018 MR Lp: GVPC 1,5E+02 RP 1,4E+02 CL 2,1790 2,1303 0,0012 0,0013 -0,0001 

12 11-05-2018 MR Lp: GVPC 1,4E+02 CL 1,3E+02 CR 2,1303 2,1072 0,0003 0,0014 -0,0012 

13 18-05-2018 MR La: BCYE 1,8E+01 CR 4,4E+01 RP 1,2553 1,6385 0,0734 0,0061 0,0673 

14 18-05-2018 MR La: BCYE 1,8E+01 CR 3,4E+01 CL 1,2553 1,5315 0,0381 0,0073 0,0309 

15 18-05-2018 MR La: BCYE 3,4E+01 CL 4,4E+01 RP 1,5315 1,6385 0,0057 0,0049 0,0009 

16 18-05-2018 MR La: GVPC 3,0E+01 CL 2,1E+01 CR 1,4771 1,3222 0,0120 0,0074 0,0046 

17 18-05-2018 MR La: GVPC 2,1E+01 CR 3,4E+01 RP 1,3222 1,5315 0,0219 0,0069 0,0150 

18 18-05-2018 MR La: GVPC 3,4E+01 RP 3,0E+01 CL 1,5315 1,4771 0,0015 0,0059 -0,0044 

19 18-05-2018 MR Lp: BCYE 6,9E+01 CR 1,2E+02 RP 1,8388 2,0645 0,0254 0,0020 0,0234 

20 18-05-2018 MR Lp: BCYE 1,2E+02 RP 8,1E+01 CL 2,0645 1,9085 0,0122 0,0019 0,0102 

21 18-05-2018 MR Lp: BCYE 8,1E+01 CL 6,9E+01 CR 1,9085 1,8388 0,0024 0,0025 -0,0001 

22 18-05-2018 MR Lp: GVPC 5,9E+01 CR 6,5E+01 RP 1,7709 1,8129 0,0009 0,0030 -0,0022 

23 18-05-2018 MR Lp: GVPC 6,5E+01 RP 5,3E+01 CL 1,8129 1,7243 0,0039 0,0032 0,0007 

24 18-05-2018 MR Lp: GVPC 5,3E+01 CL 5,9E+01 CR 1,7243 1,7709 0,0011 0,0034 -0,0023 

25 09-08-2018 MR La BCYE 3,1E+01 RP 1,9E+01 CR 1,4914 1,2788 0,0226 0,0075 0,0151 

26 09-08-2018 MR La BCYE 1,9E+01 CR 5,5E+01 CL 1,2788 1,7404 0,1065 0,0051 0,1014 

27 09-08-2018 MR La BCYE 5,5E+01 CL 3,1E+01 RP 1,7404 1,4914 0,0310 0,0044 0,0266 

28 09-08-2018 MR La GVPC 2,9E+01 RP 2,0E+01 CL 1,4624 1,3010 0,0130 0,0077 0,0053 

29 09-08-2018 MR La GVPC 2,0E+01 CL 2,0E+01 CR 1,3010 1,3010 0,0000 0,0094 -0,0094 

30 09-08-2018 MR La GVPC 2,0E+01 CR 2,9E+01 RP 1,3010 1,4624 0,0130 0,0077 0,0053 

Médias 0,02030 0,00429 0,01601 

Variância Operacional u2
o 0,0160   

 

Variância Operacional Relativa u2
o,rel 0,0849   

 

Variância Intrínseca (da distribuição) u2
d 0,0043   

 

Variância Intrínseca Relativa (da distribuição) u2
d,rel 0,0228   

 

Incerteza Operacional uo 0,1265   
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Incerteza Operacional Relativa uo,rel 0,2913 ≈29% 
 

Incerteza Intrínseca  ud 0,0655   
 

Incerteza Intrínseca Relativa ud,rel 0,1508 ≈15% 
 

Incerteza combinada uc (y) 0,1425 
  

Determinar a incerteza combinada [uc(y)] de um novo resultado com confirmação parcial [nc]: 

Nº de colónias presuntivas nc 50 
  

Nº de colónias repicadas para confirmação nz 5 
  

Nº de colónias positivas confirmadas  nk 4 
  

Incerteza combinada  uc(y) 0,3935 
  

Incerteza da confirmação parcial ud,rel 0,2646 26% 
  

Incerteza combinada relativa do resultado uc(y) 0,9063 91% 
  

Incerteza combinada relativa expandida  1,8127 181% 
  

MR: Material de referência; La: Legionella anisa, Lp: Legionella pneumophila; GVPC e BCYE: meios de cultura 

 

Tabela 21 - Resultados dos ensaios em paralelo e determinação da EI para Legionella spp. pelo método Filtração por Membrana 

com Eluição 

EI Legionella spp. - Filtração por Membrana com Eluição 

i Data Amostra n c1 Analista n c2 Analista log n c1 log n c2 u2 
R' u2

d u2
o 

1 20-04-2018 1477+Lp: GVPC 1,4E+02 CR 1,3E+02 RP 2,1399 2,1106 0,0004 0,0014 -0,0010 

2 11-05-2018 MR La: BCYE 1,4E+01 RP 1,0E+01 CR 1,1461 1,0000 0,0107 0,0157 -0,0050 

3 11-05-2018 MR Lp: BCYE 6,7E+01 CL 1,0E+02 CR 1,8261 2,0086 0,0167 0,0022 0,0144 

4 11-05-2018 MR Lp: BCYE 1,0E+02 CR 1,2E+02 RP 2,0086 2,0755 0,0022 0,0017 0,0005 

5 11-05-2018 MR Lp: BCYE 1,2E+02 RP 6,7E+01 CL 2,0755 1,8261 0,0311 0,0020 0,0291 

6 11-05-2018 MR Lp: GVPC 2,2E+01 CL 7,6E+01 RP 1,3424 1,8808 0,1449 0,0038 0,1411 

7 11-05-2018 MR Lp: GVPC 7,6E+01 RP 5,5E+01 CR 1,8808 1,7404 0,0099 0,0029 0,0070 

8 11-05-2018 MR Lp: GVPC 5,5E+01 CR 2,2E+01 CL 1,7404 1,3424 0,0792 0,0049 0,0743 

9 18-05-2018 MR La: BCYE 9,0E+00 CR 1,0E+01 CL 0,9542 1,0000 0,0010 0,0199 -0,0188 

10 18-05-2018 MR La: BCYE 1,0E+01 CL 1,2E+01 RP 1,0000 1,0792 0,0031 0,0171 -0,0140 

11 18-05-2018 MR La: BCYE 1,2E+01 RP 9,0E+00 CR 1,0792 0,9542 0,0078 0,0180 -0,0102 

12 18-05-2018 MR La: GVPC 1,8E+01 RP 1,6E+01 CR 1,2553 1,2041 0,0013 0,0111 -0,0098 

13 18-05-2018 MR Lp: BCYE 9,7E+01 RP 8,3E+01 CR 1,9868 1,9191 0,0023 0,0021 0,0002 

14 18-05-2018 MR Lp: BCYE 8,3E+01 CR 5,6E+01 CL 1,9191 1,7482 0,0146 0,0027 0,0119 

15 18-05-2018 MR Lp: BCYE 5,6E+01 CL 9,7E+01 RP 1,7482 1,9868 0,0285 0,0025 0,0260 

16 18-05-2018 MR Lp: GVPC 3,4E+01 CL 3,6E+01 RP 1,5315 1,5563 0,0003 0,0054 -0,0051 

17 18-05-2018 MR Lp: GVPC 3,6E+01 RP 3,4E+01 CR 1,5563 1,5315 0,0003 0,0054 -0,0051 

18 18-05-2018 MR Lp: GVPC 3,4E+01 CR 3,4E+01 CL 1,5315 1,5315 0,0000 0,0055 -0,0055 

19 20-07-2018 TORRE: 2699 1,0E+01 RP 1,0E+01 CR 1,0000 1,0000 0,0000 0,0189 -0,0189 
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Médias 0,01865 0,00754 0,01111 

Variância Operacional u2
o 0,0111   

Variância Operacional Relativa u2
o,rel 0,0589   

Variância Intrínseca (da distribuição) u2
d 0,0075   

Variância Intrínseca Relativa (da distribuição) u2
d,rel 0,0400   

Incerteza Operacional uo 0,1054   

Incerteza Operacional Relativa uo,rel 0,2427 24%  

Incerteza Intrínseca ud 0,0868   

Incerteza Intrínseca Relativa ud,rel 0,1999 20%  

Incerteza combinada uc (y) 0,1366   

Determinar a incerteza combinada [uc(y)] de um novo resultado com confirmação parcial [nc]:   

Nº de colónias presuntivas nc 50   

Nº de colónias repicadas para confirmação nz 5   

Nº de colónias positivas confirmadas nk 4   

Incerteza combinada uc(y) 0,3590   

Incerteza da confirmação parcial ud,rel 0,2646 26%   

Incerteza combinada relativa do resultado uc(y) 0,8269 83%   

Incerteza combinada relativa expandida 1,6538 165%   

MR: Material de referência; La: Legionella anisa, Lp: Legionella pneumophila; GVPC e BCYE: meios de cultura 

 

Da mesma forma, está a ser calculada a EI por método, para o parâmetro Legionella pneumophila (tabelas 

23, 24 e 25). 

Tabela 22 - Resultados dos ensaios em paralelo e determinação da EI para Legionella pneumophila pelo método Directo 

EI Legionella pneumophila - Método Directo 

i Data Amostra n c1 Analista n c2 Analista log n c1 log n c2 u2 
R' u2

d u2
o 

1 11-05-2018 MR Lp: BCYE 2,9E+02 RP 2,4E+02 CR 2,4564 2,3802 0,0029 0,0007 0,0022 

2 11-05-2018 MR Lp: GVPC 1,7E+02 RP 9,4E+01 CR 2,2304 1,9731 0,0331 0,0014 0,0317 

3 18-05-2018 MR Lp: BCYE 1,5E+02 CR 2,2E+02 RP 2,1847 2,3385 0,0118 0,0010 0,0108 

4 18-05-2018 MR Lp: BCYE 2,2E+02 RP 1,4E+02 CL 2,3385 2,1367 0,0203 0,0011 0,0193 

5 18-05-2018 MR Lp: BCYE 1,4E+02 CL 1,5E+02 CR 2,1367 2,1847 0,0012 0,0013 -0,0002 

6 18-05-2018 MR Lp: GVPC 9,5E+01 RP 8,0E+01 CR 1,9777 1,9031 0,0028 0,0022 0,0006 

7 18-05-2018 MR Lp: GVPC 8,0E+01 CR 8,8E+01 CL 1,9031 1,9445 0,0009 0,0022 -0,0014 

8 18-05-2018 MR Lp: GVPC 8,8E+01 CL 9,5E+01 RP 1,9445 1,9777 0,0006 0,0021 -0,0015 

9 13-07-2018 MR Lp: BCYE 9,3E+01 CR 2,1E+02 RP 1,9685 2,3243 0,0633 0,0012 0,0621 

10 13-07-2018 MR Lp: BCYE 9,5E+01 CR 2,6E+02 RP 1,9777 2,4200 0,0978 0,0011 0,0967 

11 13-07-2018 MR Lp: GVPC 8,0E+01 CR 1,2E+02 RP 1,9031 2,0607 0,0124 0,0019 0,0105 
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12 09-08-2018 MR Lp: BCYE  4,4E+01 RP 4,3E+01 CL 1,6435 1,6335 0,0000 0,0043 -0,0043 

13 09-08-2018 MR Lp: BCYE  4,3E+01 CL 4,4E+01 CR 1,6335 1,6435 0,0000 0,0043 -0,0043 

14 09-08-2018 MR Lp: BCYE  4,4E+01 CR 4,4E+01 RP 1,6435 1,6435 0,0000 0,0043 -0,0043 

15 09-08-2018 MR Lp: GVPC 2,0E+01 RP 2,6E+01 CL 1,3010 1,4150 0,0065 0,0082 -0,0017 

16 09-08-2018 MR Lp: GVPC 2,6E+01 CL 2,7E+01 CR 1,4150 1,4314 0,0001 0,0071 -0,0070 

17 09-08-2018 MR Lp: GVPC 2,7E+01 CR 2,0E+01 RP 1,4314 1,3010 0,0085 0,0080 0,0005 

Médias 
0,01543 0,00309 0,01234 

Variância Operacional 
u2

o 0,0123   
 

Variância Operacional Relativa 
u2

o,rel 0,0654   
 

Variância Intrínseca (da distribuição) 
u2

d 0,0031   
 

Variância Intrínseca Relativa (da distribuição) 
u2

d,rel 0,0164   
 

Incerteza Operacional 
uo 0,1111   

 

Incerteza Operacional Relativa 
uo,rel 0,2558 26% 

 

Incerteza Intrínseca 
ud 0,0556   

 

Incerteza Intrínseca Relativa 
ud,rel 0,1280 13% 

 

Incerteza combinada 
uc (y) 0,1242 

  

Determinar a incerteza combinada  [uc(y)] de um novo resultado com confirmação parcial [nc]: 

Nº de colónias presuntivas 
nc 50 

  

Nº de colónias repicadas para confirmação 
nz 5 

  

Nº de colónias positivas confirmadas 
nk 4 

  

Incerteza combinada 
uc(y) 0,3680 

  

Incerteza da confirmação parcial ud,rel 
0,2646 26% 

  

Incerteza combinada relativa do resultado uc(y) 
0,8475 85% 

  

Incerteza combinada relativa expandida 
1,6949 169% 

  

MR: Material de referência; Lp: Legionella pneumophila; GVPC e BCYE: meios de cultura 

 

 

Tabela 23 - Resultados dos ensaios em paralelo e determinação da EI para Legionella pneumophila pelo método Filtração por 

Membrana 

EI Legionella pneumophila Filtração por Membrana 

i Data Amostra n c1 Analista n c2 Analista log n c1 log n c2 u2 
R' u2

d u2
o 

1 11-05-2018 MR Lp: BCYE 8,7E+01 CR 1,9E+02 CL 1,9395 2,2672 0,0537 0,0014 0,0523 

2 11-05-2018 MR Lp: BCYE 1,9E+02 CL 1,9E+02 RP 2,2672 2,2765 0,0000 0,0010 -0,0010 

3 11-05-2018 MR Lp: BCYE 1,9E+02 RP 8,7E+01 CR 2,2765 1,9395 0,0568 0,0014 0,0554 

4 11-05-2018 MR Lp: GVPC 1,3E+02 CR 1,5E+02 RP 2,1072 2,1790 0,0026 0,0014 0,0012 

5 11-05-2018 MR Lp: GVPC 1,5E+02 RP 1,4E+02 CL 2,1790 2,1303 0,0012 0,0013 -0,0001 

6 11-05-2018 MR Lp: GVPC 1,4E+02 CL 1,3E+02 CR 2,1303 2,1072 0,0003 0,0014 -0,0012 

7 18-05-2018 MR Lp: BCYE 6,9E+01 CR 1,2E+02 RP 1,8388 2,0645 0,0254 0,0020 0,0234 
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8 18-05-2018 MR Lp: BCYE 1,2E+02 RP 8,1E+01 CL 2,0645 1,9085 0,0122 0,0019 0,0102 

9 18-05-2018 MR Lp: BCYE 8,1E+01 CL 6,9E+01 CR 1,9085 1,8388 0,0024 0,0025 -0,0001 

10 18-05-2018 MR Lp: GVPC 5,9E+01 CR 6,5E+01 RP 1,7709 1,8129 0,0009 0,0030 -0,0022 

11 18-05-2018 MR Lp: GVPC 6,5E+01 RP 5,3E+01 CL 1,8129 1,7243 0,0039 0,0032 0,0007 

12 18-05-2018 MR Lp: GVPC 5,3E+01 CL 5,9E+01 CR 1,7243 1,7709 0,0011 0,0034 -0,0023 

13 09-08-2018 MR Lp: BCYE 4,2E+01 RP 3,1E+01 CL 1,6232 1,4914 0,0087 0,0052 0,0035 

14 09-08-2018 MR Lp: BCYE 3,1E+01 CL 4,2E+01 CR 1,4914 1,6232 0,0087 0,0052 0,0035 

15 09-08-2018 MR Lp: BCYE 4,2E+01 CR 4,2E+01 RP 1,6232 1,6232 0,0000 0,0045 -0,0045 

16 09-08-2018 MR Lp: GVPC 2,6E+01 RP 3,3E+01 CL 1,4150 1,5185 0,0054 0,0064 -0,0010 

17 09-08-2018 MR Lp: GVPC 3,3E+01 CL 2,3E+01 CR 1,5185 1,3617 0,0123 0,0067 0,0056 

18 09-08-2018 MR Lp: GVPC 2,3E+01 CR 2,6E+01 RP 1,3617 1,4150 0,0014 0,0077 -0,0063 

Médias 0,01094 0,00331 0,00763 

Variância Operacional u2
o 0,0076   

 

Variância Operacional Relativa u2
o,rel 0,0404   

 

Variância Intrínseca (da distribuição) u2
d 0,0033   

 

Variância Intrínseca Relativa (da distribuição) u2
d,rel 0,0176   

 

Incerteza Operacional uo 0,0873   
 

Incerteza Operacional Relativa uo,rel 0,2011 20% 
 

Incerteza Intrínseca ud 0,0575   
 

Incerteza Intrínseca Relativa ud,rel 0,1325 13% 
 

Incerteza combinada uc (y) 0,1046 
  

Determinar a incerteza combinada  [uc(y)] de um novo resultado com confirmação parcial [nc]: 

Nº de colónias presuntivas nc 50 
  

Nº de colónias repicadas para confirmação nz 5 
  

Nº de colónias positivas confirmadas nk 4 
  

Incerteza combinada uc(y) 0,3323 
  

Incerteza da confirmação parcial ud,rel 0,2646 26% 
  

Incerteza combinada relativa do resultado uc(y) 0,7654 77% 
  

Incerteza combinada relativa expandida 1,5307 153% 
  

MR: Material de referência; Lp: Legionella pneumophila; GVPC e BCYE: meios de cultura 
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Tabela 24 - Resultados dos ensaios em paralelo e determinação da EI para Legionella pneumophila pelo método Filtração por 

Membrana com Eluição 

EI Legionella pneumophila - Filtração por Membrana com Eluição 

i Data Amostra n c1 Analista n c2 Analista log n c1 log n c2 u2 
R' u2

d u2
o 

1 20-04-2018 1477+Lp: GVPC 1,4E+02 CR 1,3E+02 RP 2,1399 2,1106 0,0004 0,0014 -0,0010 

2 11-05-2018 MR Lp: BCYE 6,7E+01 CL 1,0E+02 CR 1,8261 2,0086 0,0167 0,0022 0,0144 

3 11-05-2018 MR Lp: BCYE 1,0E+02 CR 1,2E+02 RP 2,0086 2,0755 0,0022 0,0017 0,0005 

4 11-05-2018 MR Lp: BCYE 1,2E+02 RP 6,7E+01 CL 2,0755 1,8261 0,0311 0,0020 0,0291 

5 11-05-2018 MR Lp: GVPC 2,2E+01 CL 7,6E+01 RP 1,3424 1,8808 0,1449 0,0038 0,1411 

6 11-05-2018 MR Lp: GVPC 7,6E+01 RP 5,5E+01 CR 1,8808 1,7404 0,0099 0,0029 0,0070 

7 11-05-2018 MR Lp: GVPC 5,5E+01 CR 2,2E+01 CL 1,7404 1,3424 0,0792 0,0049 0,0743 

8 18-05-2018 MR Lp: BCYE 9,7E+01 RP 8,3E+01 CR 1,9868 1,9191 0,0023 0,0021 0,0002 

9 18-05-2018 MR Lp: BCYE 8,3E+01 CR 5,6E+01 CL 1,9191 1,7482 0,0146 0,0027 0,0119 

10 18-05-2018 MR Lp: BCYE 5,6E+01 CL 9,7E+01 RP 1,7482 1,9868 0,0285 0,0025 0,0260 

11 18-05-2018 MR Lp: GVPC 3,4E+01 CL 3,6E+01 RP 1,5315 1,5563 0,0003 0,0054 -0,0051 

12 18-05-2018 MR Lp: GVPC 3,6E+01 RP 3,4E+01 CR 1,5563 1,5315 0,0003 0,0054 -0,0051 

13 18-05-2018 MR Lp: GVPC 3,4E+01 CR 3,4E+01 CL 1,5315 1,5315 0,0000 0,0055 -0,0055 

14 20-07-2018 TORRE: 2699 Lp 2-14 5,0E+00 CR 1,0E+01 RP 0,6990 1,0000 0,0453 0,0251 0,0202 

Médias 0,02684 0,00484 0,02200 

Variância Operacional u2
o 0,0220   

 

Variância Operacional Relativa u2
o,rel 0,1166   

 

Variância Intrínseca (da distribuição) u2
d 0,0048   

 

Variância Intrínseca Relativa (da distribuição) u2
d,rel 0,0257   

 

Incerteza Operacional uo 0,1483   
 

Incerteza Operacional Relativa uo,rel 0,3415 34% 
 

Incerteza Intrínseca ud 0,0696   
 

Incerteza Intrínseca Relativa ud,rel 0,1602 16% 
 

Incerteza combinada uc (y) 0,1638 
  

Determinar a incerteza combinada  [uc(y)] de um novo resultado com confirmação parcial [nc]: 

Nº de colónias presuntivas nc 50 
  

Nº de colónias repicadas para confirmação nz 5 
  

Nº de colónias positivas confirmadas nk 4 
  

Incerteza combinada uc(y) 0,4320 
  



Implementação de método de análise para detecção e enumeração de Legionella 

 

75 

Maria do Céu Patrício Romão 

Trabalho de Final de Mestrado  ISEL, 2019  

EI Legionella pneumophila - Filtração por Membrana com Eluição 

Incerteza da confirmação parcial ud,rel 0,2646 26% 
  

Incerteza combinada relativa do resultado uc(y) 0,9949 99% 
  

Incerteza combinada relativa expandida 1,9898 199% 
  

MR: Material de referência; Lp: Legionella pneumophila; GVPC e BCYE: meios de cultura 

 

Os resultados obtidos estão resumidos na tabela 26, na qual é possível verificar as incertezas operacional 

e intrínseca relativas, bem como a incerteza combinada. Tal como já foi referido anteriormente, apenas o 

parâmetro Legionella spp. está concluído pelo método Directo e FM, os restantes o laboratório ainda não 

dispõe dos resultados dos 30 ensaios em paralelo entre analistas.  

Tabela 25 - Resumo dos resultados obtidos para a Estimativa de Incertza por parâmetro para cada método 

 
Métodos 

EI Legionella spp. Directo FM FME 

Variância Operacional u2
o 0,0266 

 
0,0160   0,0111 

 

Variância Operacional Relativa u2
o,rel 0,1409 

 
0,0849   0,0589 

 

Variância Intrínseca (da distribuição) u2
d 0,0024 

 
0,0043   0,0075 

 

Variância Intrínseca Relativa (da distribuição) u2
d,rel 0,0127 

 
0,0228   0,0400 

 

Incerteza Operacional uo 0,1630 
 

0,1265   0,1054 
 

Incerteza Operacional Relativa uo,rel 0,3754 38% 0,2913 29% 0,2427 24% 

Incerteza Intrínseca ud 0,0489 
 

0,0655   0,0868 
 

Incerteza Intrínseca Relativa ud,rel 0,1127 11% 0,1508 15% 0,1999 20% 

Incerteza combinada uc (y) 0,1702 
 

0,1425 
 

0,1366 
 

EI Legionella pneumophila Directo FM FME 

Variância Operacional u2
o 0,0123   0,0076 

 
0,0220   

Variância Operacional Relativa u2
o,rel 0,0654   0,0404 

 
0,1166   

Variância Intrínseca (da distribuição) u2
d 0,0031   0,0033 

 
0,0048   

Variância Intrínseca Relativa (da distribuição) u2
d,rel 0,0164   0,0176   0,0257   

Incerteza Operacional uo 0,1111   0,0873   0,1483   

Incerteza Operacional Relativa uo,rel 0,2558 26% 0,2011 20% 0,3415 34% 

Incerteza Intrínseca ud 0,0556   0,0575   0,0696   

Incerteza Intrínseca Relativa ud,rel 0,1280 13% 0,1325 13% 0,1602 16% 

Incerteza combinada uc (y) 0,1242 
 

0,1046 
 

0,1638 
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7.3.3 Ensaios com Material de Referência - Produtividade 

 

Os ensaios com Material de Referência permitiram que as analistas do laboratório se familiarizassem com 

o aspecto e comportamento das colónias de Legionella. Por outro lado, o MR é utilizado habitualmente 

para determinação da produtividade dos meios de cultura utilizados para determinação desses 

parâmetros.  

A produtividade dos meios de cultura é testada aquando a preparação do meio de cultura e mensalmente, 

ao longo da sua utilização. Para meio BCYE utiliza-se uma suspensão de Legionella pneumophila ATCC 

33152 - WDCM 00107, marca Ielab, referência 990477, enquanto a produtividade do meio GVCP é 

avaliada com uma suspensão de Legionella pneumophila e também com uma suspensão de Legionella 

anisa ATCC 35292 – WDCM 00106 marca Ielab, referência 990537.  

A produtividade (equação 15) é calculada de acordo com a norma ISO 11133:2014 e não é mais do que a 

razão entre a contagem no meio de cultura em avaliação(Ns) e no meio de cultura não selectivo ou no 

meio de cultura já validado (N0):  

𝑃𝑟 =
𝑁𝑠

𝑁0

                                                                                           (𝑒𝑞 15) 

De acordo com a já referida norma, a produtividade deve ser sempre inferior a 1.4 e deve ser superior a 

0.5, quando a comparação é realizada entre um meio de cultura selectivo e outro não selectivo, como no 

caso do GVPC face a BCYE e deve ser superior a 0.7 quando se comparam meios de cultura não 

selectivos, como no caso do BCYE. 

A determinação da produtividade implica a elaboração de uma Carta Guia com os primeiros 20 valores 

obtidos, a partir dos quais se estabelece os limites, ou seja, critérios de aceitação para os meios de cultura. 

No entanto estes limites são apenas representativos e devem ser sempre inferiores aos estabelecidos pela 

Norma. Esta carta deve ser revista a cada 30 valores. 

Actualmente, o laboratório ainda está a elaborar a primeira Carta Guia para o meio BCYE, pelo que a 

tabela 27 apresenta apenas 12 valores de produtividade e os limites e o gráfico da Carta Guia (figura 17) 

são ainda provisórios. 

Para elaboração da Carta Guia determina-se a média e o desvio padrão dos resultados de produtividade 

obtidos: 
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ṝ =  
1

𝑛
∑ 𝑟𝑖

𝑛

𝑖=1

=
𝑟1 + 𝑟2 + ⋯ + 𝑟𝑛

𝑛
                                                                          (𝑒𝑞 16) 

R̅ =  
1

(n − 1)
 ∑|ri − ri−1|                                                                               (eq 17)

n

i=2

  

𝑠 = 0,8865 ×  R̅ =  
R̅

1,128
                                                                                (𝑒𝑞 18)  

Onde: ṝ é a média das produtividades, R̅ é a amplitude da média, s é o desvio padrão e n o número de 

ensaios de produtividade considerado.  

Os limites da Carta Guia são determinados considerando 95% (±2s) para os Limites de Aviso e 99% (±3s) 

para os Limites de Acção.  

 

Tabela 26 - Determinação da Produtividade do meio de cultura BCYE 

ISO 11133:2014 Meio BCYE em teste 

Contagens (C: ufc) 

Meio BCYE  

Lote Anterior 

Analista   

i Data Amostra Lote C1 C2 Lote C1 C2 
 

𝑃𝑟=ri Aferição 𝑅 =  |𝑟𝑖 − 𝑟𝑖−1| 

1 11-05-2018 Lp 03-05 105 142 11-04 112 123 CR 1,05 1,05 - 

2 11-05-2018 Lp 03-05 105 142 17-04 114 126 CR 1,03 1,03 0,02 

3 11-05-2018 Lp 17-04 114 126 11-04 112 123 CR 1,02 1,02 0,01 

4 18-05-2018 Lp 14-05 82 71 03-05 99 68 CR 0,92 0,92 0,11 

5 25-05-2018 Lp 23-05 12   14-05 16   CR 0,75 0,75 0,17 

6 28-06-2018 Lp 12-06 86 87 23-05 125 124 RP 0,69     

7 13-07-2018 Lp 14-05 113 150 23-05 93 118 RP 1,25 1,25 0,50 

8 13-07-2018 Lp 12-06 58 48 23-05 34 59 CR 1,14 1,14 0,11 

9 13-07-2018 Lp 12-06 58 48 14-05 58 37 CR 1,12 1,12 0,02 

10 13-07-2018 Lp 23-05 34 59 14-05 58 37 CR 0,98 0,98 0,14 

11 20-07-2018 Lp 12-06 10 3 23-05 11 20 CR 0,42     

12 09-08-2018 Lp 26-07 43 45 14-05 23 29 CR 1,69     
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Cálculo dos limites: 

r= (r1+r2+…rn)/n= 1,03 

R= Ri/(n-1)= 0,13 

s=0,8865 x R= 0,118 

r-3s= 0,67 

r-2s= 0,79 

r= 1,03 

r+2s= 1,26 

r+3s= 1,38 
 

 

Figura 17 - Cálculo dos limites e respectivo gráfico da Carta Guia de Produtividade do meio de cultura BCYE 

 

Para o meio de cultura GVPC são elaboradas duas Cartas Guia uma para o parâmetro de Legionella spp. 

na qual se determina a produtividade de Legionella anisa (tabela 28) e a outra para Legionella pneumophila 

(tabela 29). 
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Tabela 27 - Determinação da Produtividade do meio de cultura GVPC para Legionella spp. com Legionella anisa 

ISO 11133:2014 Meio GVPC em teste 

Contagens (C: ufc) 

Meio BCYE  
 

Analista 
  

i Data Amostra Lote C1 C2 Lote C1 C2  𝑷𝒓=ri Aferição 𝑹 =  |𝒓𝒊 − 𝒓𝒊−𝟏| 

1 11-05-2018 La 17-04 18 20 17-04 25 22 CR 0,81 0,81 - 

2 11-05-2018 La 17-04 15 18 17-04 53 60 CR 0,29     

3 11-05-2018 La 03-05 29 25 03-05 39 39 RP 0,69 0,69 0,12 

4 11-05-2018 La 11-04 39   11-04 65 61 CR 0,62 0,62 0,07 

5 11-05-2018 La 11-04 39   17-04 60 53 CR 0,69 0,69 0,07 

6 11-05-2018 La 11-04 39   03-05 48 47 CR 0,82 0,82 0,13 

7 11-05-2018 La 17-04 15 18 03-05 48 47 CR 0,35     

8 11-05-2018 La 17-04 15 18 11-04 65 61 CR 0,26     

9 11-05-2018 La 03-05 12 14 03-05 37 30 CL 0,39     

10 18-05-2018 La 14-05 50 62 14-05 94 74 CR 0,67 0,67 0,15 

11 18-05-2018 La 03-05 41 58 14-05 94 74 CR 0,59 0,59 0,08 

12 18-05-2018 La 14-05 18 24 14-05 16 20 CR 1,17 1,17 0,58 

13 18-05-2018 La 14-05 53 63 14-05 65 67 RP 0,88 0,88 0,29 

14 18-05-2018 La 14-05 32 36 14-05 48 39 RP 0,78 0,78 0,10 

15 18-05-2018 La 14-05 47 47 14-05 68 65 CL 0,71 0,71 0,07 

16 28-06-2018 La 12-06 50 64 23-05 53 65 RP 0,97 0,97 0,26 

17 13-07-2018 La 09-07 78 84 14-05 117 120 RP 0,68 0,68 0,28 

18 13-07-2018 La 09-07 78 84 23-05 108 111 RP 0,74 0,74 0,06 

19 13-07-2018 La 09-07 53 85 12-06 128 83 CR 0,65 0,65 0,09 

20 20-07-2018 La 18-07 33 35 12-06 40 58 CR 0,69 0,69 0,04 

1 09-08-2018 La 08-08 54 44 26-07 60 48 CR 0,91 0,91 0,21 

2 09-08-2018 La 08-08 58   26-07 62   CL 0,94 0,94 0,03 

3 09-08-2018 La 08-08 64   26-07 71   RP 0,90 0,90 0,03 
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Figura 18 - Cálculo dos limites e respectivo gráfico da Carta Guia de Produtividade do meio de cultura GVPC para Legionella 

anisa 

Ao elaborar a Carta Guia para o meio GVPC com a cultura de Legionella pneumophila o laboratório 

detectou valores muito inferiores ao estabelecido pela Norma, pelo que efectuou uma primeira revisão à 

carta de forma a obter limites razoáveis. Esta revisão ocorreu ao fim de 29 valores, dos quais alguns foram 

rejeitados (tabela 28). 

Cálculo dos limites: 

r= (r1+r2+…rn)/n= 0,76 

R= Ri/(n-1)= 0,16 

s=0,8865 x R= 0,141 

r-3s= 0,34 

r-2s= 0,48 

r= 0,76 

r+2s= 1,04 

r+3s= 1,18 
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Tabela 28 - Determinação da Produtividade do meio de cultura GVPC para Legionella pneumophila 

ISO 11133:2014 Meio GVPC em teste 

Contagens (C: ufc) 

Meio BCYE  
 

Analista 
  

i Data Amostra Lote C1 C2 Lote C1 C2 
 

𝑷𝒓=ri Aferição 𝑹 =  |𝒓𝒊 − 𝒓𝒊−𝟏| 

1 11-05-2018 Lp 17-04 33 22 17-04 40 62 CR 0,54 0,54 - 

2 11-05-2018 Lp 17-04 67 61 17-04 47 45 CR 1,39     

3 11-05-2018 Lp 17-04 39 55 17-04 114 126 CR 0,39     

4 11-05-2018 Lp 03-05 85 85 03-05 145 141 RP 0,59 0,59 0,59 

5 11-05-2018 Lp 03-05 82 69 03-05 99 90 RP 0,80 0,80 0,20 

6 11-05-2018 Lp 03-05 30 46 03-05 50 69 RP 0,64 0,64 0,16 

7 11-05-2018 Lp 17-04 39 55 03-05 105 142 CR 0,38     

8 11-05-2018 Lp 17-04 39 55 11-04 112 123 CR 0,40     

9 11-05-2018 Lp 03-05 52 66 17-04 47 45 CR 1,28     

10 11-05-2018 Lp 03-05 52 66 03-05 105 142 CR 0,48     

11 11-05-2018 Lp 03-05 52 66 11-04 112 123 CR 0,50 0,50 0,50 

12 11-05-2018 Lp 03-05 60 75 03-05 87 98 CL 0,73 0,73 0,23 

13 18-05-2018 Lp 14-05 45 35 14-05 82 71 CR 0,52 0,52 0,21 

14 18-05-2018 Lp 03-05 48 44 03-05 99 68 CR 0,55 0,55 0,03 

15 18-05-2018 Lp 14-05 45 35 03-05 99 68 CR 0,48     

16 18-05-2018 LP 03-05 48 44 14-05 82 71 CR 0,60 0,60 0,05 

17 18-05-2018 Lp 14-05 23 36 14-05 25 44 CR 0,86 0,86 0,25 

18 18-05-2018 Lp 14-05 42 53 14-05 99 119 RP 0,44     

19 18-05-2018 LP 14-05 32 33 14-05 54 62 RP 0,56 0,56 0,29 

20 18-05-2018 Lp 14-05 46 42 14-05 60 77 CL 0,64 0,64 0,08 

1 18-05-2018 Lp 14-5 19 34 14-05 40 41 CL 0,65 0,65 0,01 

2 28-06-2018 Lp 12-06 50 64 12-06 67 82 RP 0,77 0,77 0,11 

3 13-07-2018 LP 09-07 57 58 14-05 113 150 RP 0,44     

4 13-07-2018 Lp 09-07 57 58 23-05 93 118 RP 0,55 0,55 0,22 

5 13-07-2018 Lp 09-07 42 38 12-06 58 37 CR 0,84 0,84 0,30 

6 13-07-2018 Lp 09-07 42 38 14-05 34 59 CR 0,86 0,86 0,02 

7 13-07-2018 Lp 09-07 42 38 23-05 34 59 CR 0,86 0,86 0,00 

8 20-07-2018 Lp 18-07 8   12-06 13   CR 0,62 0,62 0,24 

9 09-08-2018 Lp 26-07 24 30 26-07 43 45 CR 0,61 0,61 0,00 

10 09-08-2018 Lp 08-08 23 19 26-07 43 45 CR 0,48     

11 09-08-2018 Lp 08-08 20   26-07 44   RP 0,45     

12 09-08-2018 Lp 08-08 26   26-07 43   CL 0,60 0,60 0,01 

13 09-08-2018 Lp 08-08 26   26-07 42   RP 0,62 0,62 0,01 

14 09-08-2018 Lp 08-08 23   26-07 42   CR 0,55 0,55 0,07 
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Figura 19 - Cálculo dos limites e respectivo gráfico da Carta Guia de Produtividade do meio de cultura GVPC para Legionella 

pneumophila 

 

A elaboração da Carta Guia permite avaliar a performance do meio de cultura, de forma rápida e detectar 

tendências que podem ter influência directa no resultado das análises de Legionella. Assim, o laboratório 

tem como método de trabalho avaliar as causas e consequências sempre que: 

- 1 valor ultrapassar os limites de acção; 

- 2 em 3 valores ultrapassarem os limites de aviso; 

- 6 valores em linha a aumentarem ou diminuírem consecutivamente; 

- 9 valores em linha acima ou abaixo da média. 

7.3.4 Avaliação Externa 

 
A avaliação externa é uma exigência legal e requisito obrigatório de Acreditação. Pretende evidenciar a 

competência e qualidade dos resultados. Pode ser realizada de diferentes formas, no entanto, o processo 

de auditoria e a participação em Ensaios Interlaboratoriais (EIL) são os mais eficazes. 

Participação em EIL 

Os EIL são ensaios de aptidão ou testes de proficiência, organizados por entidades independentes. Estes 

ensaios permitem detectar erros sistemáticos e validar os métodos implementados no laboratório. Trata-

se assim, de uma forma de evidenciar a avaliação de desempenho do laboratório e demonstrar a sua 

competência técnica perante terceiros e obter reconhecimento tanto a nível nacional como internacional.  

Desde 2015, que o laboratório participa no Programa Nacional de Avaliação Externa da Qualidade, para 

Microbiologia de Águas, do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, I.P. designado Legionella 

Isolation Scheme. Os resultados das contagens dos laboratórios participantes são convertidos em z-scores 

pela fórmula apresentada na equação 19. 

Cálculo dos limites: 

r= (r1+r2+…rn)/n= 0,66 

R= Ri/(n-1)= 0,18 

s=0,8865 x R= 0,164 

r-3s= 0,17 

r-2s= 0,34 

r= 0,66 

r+2s= 0,99 

r+3s= 1,16 
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𝑍 − 𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 =
𝑥𝑖 − 𝑋𝑝𝑡

𝛿𝑝𝑡

                                                                               (𝑒𝑞 19)  

Onde: xi é o resultado do participante expresso em log10; 

 Xpt é o valor alvo, que corresponde à mediana dos resultados expressa em log10; 

 δpt é o desvio padrão estabelecido para o ensaio. 

A avaliação do desempenho é elaborada pelo próprio distribuidor. Considera-se o resultado “Satisfatório” 

quando o z-score está entre -1.99 e 1.99, “Questionável” quando o z-score está entre -2.00 e -2.99 e entre 

2.00 e 2.99 e considera-se resultado “Insatisfatório” quando o z-score é <-3.00 ou >3.00. Os resultados 

obtidos pelo laboratório dos SMAS de Sintra foram na sua maioria satisfatórios, tal como está descrito na 

tabela 30. 

Tabela 29 - Resultados obtidos na participação em EIL 

  Resultado do 
laboratório 

Valor alvo e intervalo z-score 

Junho 
2015 
G96 

A <100 1.60x102  
 L. pneumophila [2.8x101 – 9.00x102] 

N/A 

B 1.8 x105 Legionella spp. 7.90x104   
Legionella spp. [1.13x104 – 4.44x105] 

0.65 

Julho 
2016 
G102 

A 5.00x102  

L pneumophila 
serogrupo 1 

6.00x102  
L. pneumophila serogrupo 1 [1.07x102 – 
3.37x103] 

-0.14 

B 2.00x103 Legionella 
spp. 

3.59x103   
Legionella spp. [6.38x102 – 2.02x104] 

-0.46 

Julho 
2017 
G108 

A 3.00x104 Legionella 
spp. 

2.45x103  
Legionella spp.  [4.0x101 – 1.71x104] 

1.98 

B  1.45x104  

L pneumophila 
serogrupo 1 

8.10x103  
L pneumophila serogrupo 1 [1.44x103 – 
4.55x104] 

0.46 

Maio 2018 
G111 

A 4.00x104 Legionella 
spp. 

5.70x103  
Legionella spp. [8.12x102 – 3.21x104] 

1.54 

B  1.0x105  

L pneumophila 
serogrupo 1 

2.5x103  
L pneumophila serogrupo 1[4.00x102 – 
1.41x104] 

2.91 

N/A – Não avaliado 

 

Sempre que o desempenho do laboratório na participação em EIL não é satisfatório, é realizada uma 

avaliação da situação, que pretende identificar a origem desse mesmo resultado. Da mesma forma, 

quando o resultado é questionável é aconselhável proceder também a uma avaliação.  

No ensaio de 2015, o resultado enviado pelo laboratório para a amostra G96A foi <100 ufc/L, o resultado 

alvo do ensaio era 160 ufc/L e o intervalo esperado era entre 28 e 900 ufc/L, o que levou o laboratório a 

concluir que, sendo o valor alvo tão próximo do LD e o intervalo inferior ao LD, embora o resultado não 

tenha sido avaliado é um resultado satisfatório.  
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No ensaio realizado em 2018, o resultado enviado pelo laboratório para a amostra G111B foi superior ao 

valor alvo e superior ao intervalo esperado, no entanto o laboratório verificou no relatório da entidade 

organizadora, que a maioria dos laboratórios participantes enviaram o resultado tendo utilizado o meio 

GVPC de acordo com a Norma ISO 11731:1998. O laboratório desde 2017 que adaptou o seu 

procedimento à nova versão da Norma. Nesta é possível proceder à sementeira inicial tanto no meio de 

GVPC como no meio BCYE. O meio de GVPC apresenta uma recuperação mais baixa que o meio BCYE. 

O laboratório analisou a amostra pelos vários métodos e nos meios de GVPC e BCYE, tendo obtido 

resultados dentro do intervalo esperado, no entanto, de acordo com o procedimento técnico, o resultado 

final deve ser sempre o resultado que apresenta maior número, pelo que enviou o resultado de BCYE.  

 

Auditorias 

A auditoria é um processo sistemático, independente e documentado, que visa verificar a eficácia do 

sistema de gestão implementado. Permite obter evidências e avaliá-las objectivamente, de forma a 

determinar até que ponto estão, efectivamente, implementadas e se são adequadas as metodologias em 

causa. Deste modo, a auditoria consiste no levantamento dos dados necessários à correta análise e 

avaliação do cumprimento dos requisitos do referencial.  

Existem dois tipos de auditoria, a auditoria interna e a auditoria externa. As auditorias internas, também 

designadas de auditorias de primeira parte, são executadas pela própria organização aos seus próprios 

sistemas, procedimentos e instalações, recorrendo a pessoal próprio qualificado ou auditores contratados. 

O objectivo das auditorias internas é ajudar na identificação de actividades que necessitem de acções 

correctivas para melhorar o seu desempenho e, de uma forma consistente, irem ao encontro dos requisitos 

normativos aplicáveis. 

As auditorias externas incluem auditorias de segunda e terceira parte. As auditorias de segunda parte são 

executadas por partes interessadas na organização, enquanto que as auditorias de terceira parte são 

executadas por organizações de auditoria independentes, para fins legais e regulamentares e para 

acreditação e certificação. 

Uma vez que o laboratório efectuou o pedido de extensão da Acreditação aos parâmetros Legionella spp. 

e Legionella pneumophila, estes foram auditados no decorrer do ano de 2018. A auditoria Interna realizou-

se em Julho. A auditoria Externa, foi realizada em Setembro pela equipa auditora do IPAC. As 

constatações da auditoria são o resultado da avaliação das evidências e podem indicar tanto a 

conformidade ou não conformidade (N) com os critérios definidos, neste caso com os requisitos da Norma 

ISO 17025, como oportunidades de melhoria(OM).  

Na Auditoria Interna foram constatadas duas oportunidades de melhoria e uma não conformidade: 
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I.OM (Requisito 5.4 - MÉTODOS DE ENSAIO, CALIBRAÇÃO, E VALIDAÇÃO DE MÉTODOS) – 

“Recomenda-se que no estudo de implementação dos ensaios de Legionella sejam avaliadas as incertezas 

e critério de precisão distinguindo as metodologias de sementeira por microrganismo e por técnica (FM, 

FME eluição e Directa)”.  

Resolução: Uma vez que o laboratório tinha efectuado a implementação do método tendo em conta as 

várias metodologias aplicáveis aos vários tipos de amostra, bastou preparar novas folhas de cálculo 

separadas por metodologia, tal como já foram apresentadas anteriormente nesta tese. 

II.OM (Requisito 5.4 - MÉTODOS DE ENSAIO, CALIBRAÇÃO, E VALIDAÇÃO DE MÉTODOS) – 

“Recomenda-se a identificação clara da folha de Excel com as fórmulas de cálculo, adequadas a cada tipo 

de sementeira, utilizada nos ensaios de Legionella spp. e pneumophila”. 

Resolução: O laboratório dispõe de uma folha de cálculo (Excel) para determinação do número de ufc/L 

para cada metodologia, no entanto o procedimento não contemplava essa informação. O procedimento foi 

revisto em Setembro e neste momento no campo “Documentos complementares” já consta o “Documento 

Digital – Cálculo Legionella” (Anexo F) 

I.N (Requisito 5.10 - APRESENTAÇÃO DOS RESULTADOS) – “Não foram evidenciados os modelos de 

boletim de análise de acordo com a Norma ISO 11731:2017”. 

Resolução: O ponto “10 – Test Report” da Norma ISO 11731:2017 indica os vários campos que devem 

constar no boletim de análise, no entanto o laboratório que dispõe de uma plataforma integrada para 

gestão das amostras ainda não teve oportunidade de integrar os mesmos no parâmetro, pelo que esses 

valores são introduzidos manualmente nas observações de cada boletim de ensaio.  

Na Auditoria Externa foram identificadas duas não conformidades:  

I.N (Requisito 5.9 - GARANTIA DA QUALIDADE DOS RESULTADOS DE ENSAIO E CALIBRAÇÃO) – “O 

controlo de qualidade do meio de cultura GVPC, no que se refere ao teste de selectividade, não cumpria 

o disposto na norma ISO 11133- controlo de qualidade de meios de cultura”. 

Resolução: É efectuado controlo de qualidade a todos os meios preparados no laboratório. De acordo com 

a já referida norma, o controlo de selectividade do meio GVPC indica três microrganismos opcionais 

Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, no entanto remete ainda para a ISO 

11731. Esta Norma indica apenas Enterococcus faecalis e Escherichia coli para controlo de selectividade, 
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no entanto é mandatório. A prática do laboratório era efectuar o controlo apenas com E. coli, pelo que 

passará de imediato a utilizar os dois microrganismos e irá rectificar o procedimento interno. 

II.N (Requisito 5.10 - APRESENTAÇÃO DOS RESULTADOS) – “O relatório 1813/2018 não descrevia o 

significado da sigla LD (Limite de detecção e ufc/L (unidades formadoras de colónias)”. 

Resolução: A situação será rectificada de imediato. 
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8. Considerações Finais e Perspectivas Futuras 

Uma vez que este trabalho foi desenvolvido no laboratório dos SMAS de Sintra, não ficaria completo sem 

uma reflexão sobre a prevalência e os riscos que a Legionella representa para os sistemas de 

abastecimento. Como tal, para além de uma descrição da Legionella, das suas características, bem como 

da Doença dos Legionários e da sua ocorrência, foram apresentados alguns estudos nacionais e 

internacionais sobre a presença dessa bactéria nos sistemas de abastecimento. Embora não se encontre 

disponível um estudo sobre os sistemas de abastecimento nacionais, foi detectada Legionella em sistemas 

de distribuição de países como a Itália e a Letónia, com valores de 22.6% e 42.0%, respectivamente, de 

presença nas amostras analisadas. Estes resultados permitem concluir que a presença deste 

microrganismo nos sistemas de abastecimento apresenta sérios desafios para a saúde pública.  

No que respeita aos métodos de desinfecção para eliminar Legionella dos sistemas de abastecimento, 

todos, quer físicos quer químicos apresentam vantagens e desvantagens, não existindo até à data, um 

método que se possa considerar óptimo. Assim, torna-se muitas vezes necessário combinar a aplicação 

de mais que um processo de desinfeção. 

Quanto aos métodos de análise de Legionella, apenas dois dos métodos descritos nesta tese são 

normalizados, o método cultural normalizado pela ISO 11731 e o método por PCR normalizado pela ISO 

12869. O LegiolertTM e o Legipid®, além de não estarem até ao momento normalizados, só permitem 

detectar e quantificar ou Legionella pneumophila ou Legionella spp., respectivamente, o que representa 

uma desvantagem por não permitir dar resposta à legislação nacional. 

O método cultural consiste numa análise demorada, podendo ocorrer durante o período de incubação 

crescimento de flora contaminante e não detecta células viáveis não cultiváveis. Por outro lado, uma 

análise por PCR também pode ser afectada por interferentes, muitas vezes presentes nas amostras de 

matrizes mais complexas, como por exemplo amostras de torres de refrigeração. Acresce ainda que, não 

existe até ao momento uma relação entre unidades formadoras de colónias e unidades genómicas, o que 

inviabiliza a aplicação da técnica de PCR para dar resposta a imperativos legais, pois a Legislação 

Portuguesa actual refere-se sempre à quantificação de Legionella em ufc. Contudo, é importante 

mencionar que na literatura a cultura continua a ser definida como o método de referência, apesar das 

limitações que apresenta.  

No decorrer deste trabalho, a implementação do método teve início com a análise de Material de 

Referência e de amostras contaminadas artificialmente, permitindo assim a familiarização com as colónias 
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típicas de Legionella e o conhecimento do desempenho do meio de cultura. Por se tratar de um método 

normalizado, não foram efectuados os ensaios e cálculos relativos à sensibilidade, especificidade, 

selectividade, eficiência, falsos positivos e falsos negativos. Pelo que, para validação do método, o 

laboratório seguiu o procedimento interno de implementação/validação de métodos que contempla a 

determinação do critério de precisão por análise de amostras em duplicado, a estimativa de incerteza por 

realização de ensaios em paralelo executados por diferentes analistas, a elaboração de cartas de controlo 

para avaliação da produtividade dos meios de cultura e a participação em ensaios interlaboratoriais. 

Os critérios de precisão determinados apresentaram valores entre os 0,284 e os 0,481. Os valores mais 

elevados foram observados para o método FME para os dois parâmetros, Legionella pneumophila e 

Legionella spp.. Os CP determinados para Legionella pneumophila resultam apenas de 10 valores de 

duplicados, no entanto, a variação do CP entre métodos é menor do que para o parâmetro Legionella spp..  

O cálculo da estimativa de incerteza com base nos ensaios em paralelo ficou concluído apenas para o 

parâmetro Legionella spp. determinado pelos métodos Directo e por FM. Contudo, avaliando os resultados 

actuais verifica-se que a Incerteza Combinada varia entre os 0,1242 e os 0,1946, a Incerteza Intrínseca 

Relativa varia entre os 11% e os 20%, enquanto a Incerteza Operacional Relativa apresenta os valores 

entre os 20% e os 38%. Comparando os valores de Incerteza determinados para este parâmetro, com 

outros já implementados no laboratório, verifica-se que as Incerteza Combinada e Incerteza Intrínseca 

Relativa determinada para os parâmetros de Legionella spp. e Legionella pneumophila, são semelhantes 

aos valores já existentes para outros parâmetros. No entanto, em relação à Incerteza Operacional Relativa, 

esta apresenta valores ligeiramente superiores quando comparada com outros parâmetros. Importa referir 

que a Incerteza Operacional é a combinação de todas as incertezas associadas ao procedimento técnico, 

pelo que o facto da sementeira se fazer por espalhamento e o tempo de incubação ser tão extenso, podem 

ser factores determinantes para este aumento comparativamente aos outros métodos já implementados 

no laboratório.  

A construção de Cartas de Controlo ou Cartas Guia para avaliação de performance dos meios de cultura, 

permitiu estudar o desempenho do meio e avaliar tendências. Foram construídas três Cartas Guia, uma 

para avaliação do meio BCYE, que foi comparado com um lote anterior do mesmo meio e apresentou um 

valor médio de 103%, sendo a produtividade pretendida entre os 70% e os 140%. Já para avaliação do 

meio de GVPC foram elaboradas duas Cartas Guia distintas, uma para crescimento de Legionella anisa, 

outra para Legionella pneumophila. Em ambos os casos pretende-se obter uma produtividade superior a 

50% face ao meio de crescimento não selectivo BCYE. Obteve-se para L. anisa uma produtividade de 

76% e para Legionella pneumophila uma produtividade de 66%. Estes resultados de produtividade, 

embora estejam afastados da situação ideal de 100% estão dentro do que era expectável para o meio 

GVPC. 
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Para realização de EIL, o Laboratório dos SMAS de Sintra participou no Programa Nacional de Avaliação 

Externa da Qualidade - Microbiologia de Águas, do Instituto Nacional De Saúde Doutor Ricardo Jorge, I.P. 

designado por Legionella Isolation Scheme. Dessa participação, obteve-se desempenho satisfatório em 6 

dos 8 ensaios realizados. 

Actualmente, o laboratório está a aguardar a emissão pelo IPAC do novo Anexo Técnico, que evidência a 

Acreditação dos parâmetros de pesquisa e quantificação de Legionella spp. e Legionella pneumophila em 

amostras de águas por método interno. É objectivo do laboratório obter a acreditação dos mesmos 

parâmetros de acordo com a Norma de Referência, para tal apenas necessita substituir a utilização do 

meio GVPC por meio BCYE+AB para amostras com elevada concentração de Legionella e baixa 

concentração de microrganismos interferentes. 

A publicação da Lei nº 52/2018, que estabelece o regime de prevenção e controlo da Doença dos 

Legionários, obriga o registo de todos os equipamentos de transferência de calor que possam gerar 

aerossóis de água, a elaboração de um plano de controlo de pontos críticos e a realização de análises 

periódicas ao parâmetro Legionella em laboratórios Acreditados pelo IPAC, pelo que se prevê um aumento 

na procura desta análise por parte dos clientes externos e munícipes. Por outro lado, continua em 

discussão a imposição legal da análise de Legionella spp. e Legionella pneumophila em sistemas de 

abastecimento de águas, pelo que o Laboratório dos SMAS de Sintra já dispõe da capacidade de resposta 

face a essa eventual imposição. 
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Anexos 
 

A. Norma ISO 11731:2017 Water Quality – Enumeration of Legionella 
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