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COLHEITA DE AMOSTRAS DE AGUA DESTINAS A ANALISE DE LEGIONELLA

Programa de Amostragem

= Conjunto de acdes destinadas a controlar a eficacia das tarefas dos programas de
manutencdo de higiene sanitaria, tratamento da agua, limpeza, desinfecdo, e
verificacdo da qualidade fisico-quimica e microbiolégica da agua, incluindo Legionella

spp.

= Deve incluir a determinacdo dos pontos a serem amostrados, periodicidades, nimero
e tipo de determinacdes a efetuar, métodos de amostragem, critérios de avaliacdo da
qualidade da agua, etc. para minimizar 0s processos de corrosao, incrustacao e
crescimento de Legionella spp nas instalacoes.

Os técnicos que efetuem colheitas devem ter formacdo, competéncia, treino e
equipamento adequado, devendo ser realizada avaliagdo prévia do risco e adotadas as
medidas de protecdo necessarias.
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COLHEITA DE AMOSTRAS DE AGUA DESTINAS A ANALISE DE LEGIONELLA

Controlo da qualidade da agua nas instalacbes — aspeto essencial na prevencao da
legionelose.

= Um bom programa depende do conhecimento da instalacao (instalagcao, utilizacoes
e utilizadores), sendo necessario identificar todos 0s seus pontos criticos.

= A selecdao dos pontos de amostragem, dos procedimentos de colheita, do
transporte e das condicdes de rececao pelo laboratdorio sao aspetos que tém
consequéncias na fiabilidade dos resultados analiticos obtidos, e que se podem
repercutir na tomada de decisao para otimizar o funcionamento das instalacoes.

= As colheitas devem ser efetuadas em locais onde a bactéria se possa alojar em
elevadas concentracfes, devendo refletir da forma mais precisa possivel as
caracteristicas da instalacdo que se esta a analisar.



COLHEITA DE AMOSTRAS DE AGUA DESTINAS A ANALISE DE LEGIONELLA

Controlo da qualidade da agua nas instalacdes — aspeto essencial na prevencao da
legionelose.

Fatores que podem influenciar a amostragem e consequentemente condicionar 0s
resultados obtidos:

— Localizacao dos pontos de amostragem em termos de representatividade da
instalacao em estudo;

— Momento da amostragem relativamente as operacdes de controlo e manutencao
da instalac&o, incluindo o momento de dosagem do biocida e a manutencéo dos
seus niveis;

— Procedimento de colheita da amostra;
— Transporte e armazenamento adequado.



COLHEITA DE AMOSTRAS DE AGUA DESTINAS A ANALISE DE LEGIONELLA

A selecao dos pontos de amostragem depende dos objetivos da investigacéo:

= Controlo e prevencéao de rotina: Dar prioridade ao ponto mais proximo de entrada de
agua no edificio e aos pontos terminais, que possam nao ser utilizados com maior
regularidade, locais que possam ter estado envolvidos em alguma obra, pontos mais
afastados do doseamento do biocida ou da central de producdo de calor, nos
acumuladores e no retorno.

= Se possivel priorizar colheitas em duches em vez de torneiras, pois sdo os locais de
maior exposicao.

= Comprovacdo da eficacia de um tratamento ou depois de uma limpeza e
desinfecao: Incluir os pontos onde anteriormente tenham existido resultados positivos
para Legionella spp.,para além dos pontos habituais, cumprindo com o0s tempos
referidos na legislagdo em vigor.

As amostras para comprovar a eficacia de um tratamento de limpeza e desinfecéo
devem ser colhidas 48 a 72 horas apés a realizacdo do mesmo para avaliacdo preliminar
e 10 a 15 dias depois para uma primeira avaliacdo da eficacia. (Portaria25/2021)
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COLHEITA DE AMOSTRAS DE AGUA DESTINAS A ANALISE DE LEGIONELLA

Tipos de amostras:

= Amostras de agua
= Amostras de biofilme (zaragatoas)

= Amostras de ar — Nao recomendado. A Legionella ndo sobrevive a secura, ao
impacto ou pode ficar stressada e ndo crescer. Placas com elevada flora microbiana
gue torna praticamente impossivel uma leitura adequada das mesmas.

Uma avaliacdo adequada do sistema de agua depende de varios fatores:

= Tipo de amostra;

= Qualidade da amostra;

= Localizac&o dos pontos de amostragem (representativos do sistema);
= |dentificacdo dos pontos com maior probabilidade de contaminacao;

= Calendario da amostragem em relacdo as condicdes normais de funcionamento e
medidas de controlo do sistema, incluindo o0 momento e dosagem de biocidas;

= Transporte e armazenamento adequados(assegurar que a amostra seja submetida ao
minimo possivel de alteragdes antes do inicio das analises).
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COLHEITA DE AMOSTRAS DE AGUA DESTINAS A ANALISE DE LEGIONELLA

Locais a identificar:

= Tipo de abastecimento de agua- rede publica ou privada;
= Tanques de armazenamento, filtros e bombas;
= Armazenagem, tratamento ou aquecimento de agua;

= Tipo e natureza dos materiais e acessorios (ex. torneiras, chuveiros, cisternas,
valvulas, etc.);

= Torres de arrefecimento, condensadores evaporativos ou circuitos de
aquecimento/arrefecimento;

= Sistemas de ar condicionado, humidificadores situados dentro do edificio, que séo
fornecidos e armazenam agua e que podem produzir aerossois;

= Qutro equipamento que contém agua e com risco potencial (ex. piscinas de
hidromassagem, cadernas de dentista, fontes ornamentais, etc.);

= Equipamentos utilizados com pouca frequéncia;
= Presenca de zonas ou pontos mortos na rede;
= Etc.



COLHEITA DE AMOSTRAS DE AGUA DESTINAS A ANALISE DE LEGIONELLA

Tempo entre a colheita e a analise:
= QO periodo decorrido entre a colheita e a analise pode ter impacto nos resultados;

= Atemperatura de refrigeracao diz respeito a temperatura do meio envolvente e néo
da amostra em si (utilizar frasco testemunho_ temperatura inicial tera de ser inferior a
temperatura de chegada ao laboratorio);

= Se forem colhidas amostras a temperaturas muito diferentes ndao devem ser
transportadas na mesma mala (ex. amostras de agua quente e de agua fria).

I I O

Aerdbios totais <241 5+3 50-100
<24 6-18

Legionella spp. 1.000
>24 e <480 =3

(1) —Em casos excecionais, com neutralizantes e documentado pode ser <48h
(2) —Em casos excecionais, com neutralizantes e documentado pode ser <72h UNE 100030:2017

Nota: em caso de realizacdao da andlise para pesquisa de Legionella spp. por 2
metodologias distintas é necessaria a recolha de 2 litros de agua por ponto de
colheita.
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Amostras ambientais

= Meétodo cultural _ Norma ISO 11731:2018. “Water Quality — Enumeration of
Legionella”

= Meétodo por PCR em Tempo Real _ Norma ISO/TS 12869:20109.

“Water Quality — Detection and Quantification of Legionella spp. and/or
Legionella pneumophila by concentration and genic amplification by
guantitative polymerase chain reaction”

= Legiolert _ NMP
= Legipid

= Hydrosense Legionella Testing Kit



Amostras ambientais _ Norma ISO 11731:2018

Modo de proceder
Preparacédo das amostras

A escolha do método utilizado para a pesquisa e quantificacdo de Legionella depende da
origem/caracteristicas da propria amostra e da razdo da amostragem ou motivo da
investigacao. Também o historico da amostra (concentracdo esperada e/ou presenca de
microrganismos interferentes) deve ser tido em conta.

Devido a elevada complexidade das matrizes, o laboratorio deve determinar qual o tipo de
método apropriado para cada tipo de amostra /matriz. A matriz de decisao faz parte
integrante da Norma e deve ser utilizado para se efetuar a escolha do método apropriado.
(anexo normativo — obrigatorio).

Na maior parte dos casos e, de forma a assegurar a detecéo de Legionella em amostras de
agua, o metodo de concentracao por filtracdo em membrana deve ser efetuado.

Registar sempre o volume de amostra filtrado ou diluido e ainda o tipo de pré-
tratamentos que foram efetuados.



Amostras ambientais _ Norma ISO 11731:2018

Tipo de matriz segundo a Norma

Step 1

Water or water derived from water
related matrices

e.g. swabs, biofilm, sediments

e.g. potable water

e.g. cooling tower,
process water, water
from air washers
chambers, water from
dental units

Matrix A Matrix B Matrix C
Water with low Water with high Water with
background background extremely high
(see 8.4.2 and 8.4.3) (see 8.4.4) background®
(see 8.4.5)

e.g. waste water,
surface water
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Com o auxilio de uma micropipeta pipetar 0,1 ml diretamente da
amostra ndo concentrada parauma placade BCYE e de

Agitar a amostra e deixar BCYE+AB ou GVPC
repousar

S - |

s . ‘ Incubacaoa 36 °C+2°C
Tratamento térmico e acido Sementeira da amostra em atmosfera himida




Amostras ambientais _ Norma ISO 11731:2018

Filtracao e colocacdo da membrana diretamente no meio de cultura

\ Sem tratamento ) | Tratamento da amostra
Y \ )
BCYE Acido Y

Calor (Opcional)
BCYE+AB, GVPC ou MWY

Incubacao 10 dias, a 36°C + 2 °C |
I

Leitura. Confirmacéao
das colonias suspeitas

Enumeracao de Legionella spp.




Amostras ambientais _ Norma ISO 11731:2018 .

Filtracao por membrana seguida de um processo de eluicao e /ou
concentracao por centrifugacao

\  Sem tratamento ) \ Tratamento da amostra )

0,1mL em BCYE, Calor e Acido
BCYE+AB e GVPC 0,1ImL em BCYE+AB
ou GVPC MWY

I
Incubacao 10 dias, a 36°C + 2 °C

Leitura. .

I Confirmacao das coldnias suspeitas I

Enumeracéo de Legionella spp.



Amostras ambientais _ Norma ISO 11731:2018
Leitura e Quantificacao

Coldbnias caracteristicas

“Coldnias que crescem em meio especifico (BCYE/ BCYE+AB/GVPC/MWY), nunca antes das
48 horas de incubacéo, podendo apresentar uma coloragcdo branca, rosada a azulada ou
esverdeada, com aspeto vidro moido”.

[Sem tratamento _ direto }

£ )

A quantificacdo definitiva s6 pode ser dada apdés o fim do periodo de incubacao
estipulado (10 dias).



Amostras ambientais _ Norma ISO 11731:2018
Leitura e Quantificacéo

= Leitura das placas com auxilio de uma Lupa binocular com luz obliqua incidente




Amostras ambientais _ Norma ISO 11731:2018

Confirmacé&o das colonias presuntivas

= A confirmacao das coldnias tipicas é feita pela demonstragao da sua necessidade de L-cisteina
e ferro Ill para crescimento. - ,

BCYE Sem Cisteina

Identificacao de Legionella pneumophila

= Aglutinagdo em latex com antissoros especificos (Anexo G da ISO 11731 anexo
informativo) para identificacdo de Legionella spp nao pneumophila e Legionella pneumophila
serogrupo 1 e 2-14 e/ ou 2-15




Amostras ambientais _ Norma ISO 11731:2018

Expressao de Resultados

= N&o detetada (LD acordo com o método utilizado e/ou volume filtrado)

= Detetada N° ufc/L
(ufc — Unidades Formadoras de Coldnias)

— Legionella spp.
— Legionella pneumophila serogrupo 1
— Legionella pneumophila serogrupo 2-14 ou 2-15
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Amostras ambientais _ Norma ISO 11731:2018

Exemplo Real de uma amostra proveniente
de uma Torre de Arrefecimento

Placa de GVPC — amostra concentrada sem tratamento (direto)

Placa de GVPC - amostra concentrada proveniente do tratamento
por calor

Placa de GVPC - amostra concentrada proveniente do tratamento
por acido
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Amostras ambientais _ Norma ISO 11731:2018

Exemplo Real de uma amostra proveniente
de uma Torre de Arrefecimento

B Placa de GVPC - inoculacéo direta sem tratamento (direto)

Placa de GVPC - inoculacéao direta proveniente do tratamento por
acido




Amostras ambientais _ Norma ISO 11731:2018

Caracteristicas principais do Método Cultural

% Gold Standard” para o diagnostico de Legionella.

% Permite a detecdo e quantificacao de Legionella (células viaveis e cultivaveis) e
identificacdo do serogrupo.

* Importante em doenca causada por L.pneumophila ndo serogrupo 1.

Table A.1 — Legionella species associated with disease

L. anisa L. erythra L. longbeachae L. pneumophila

L. birminghamensis | L. feeleii L. lytica L. sainthelensi

L. bozemanii L. gormanii L. maceachernii L. steelei

L. cardiaca L. hackeliae L. micdadei L. tusconensis

L. cincinnatiensis L. jordanis L. nagasakiensis L. wadsworthii

L. clemensonensis L. lansingensis L. oakridgensis

L. dumoffii L. londiniensis L. parisiensis

NOTE Inaddition, L. waltersii has been detected by polymerase chain reaction (PCR) from a
clinical sample.




Amostras ambientais _ Norma ISO 11731:2018

Caracteristicas principais do Metodo Cultural

% Possibilidade de isolar e descobrir o agente etiolégico na investigacao
epidemiolégica (possibilidade de comparar estirpes clinicas com estirpes
ambientais).

% SO deteta bactérias viaveis que crescem em meios seletivos.

% Algumas Legionellas nao séo cultivaveis em meios de rotina.

% Método complexo e moroso, necessarios meios de cultura e reagentes especificos.

% Resultados—10 al4 dias. Este intervalo pode ser menor em amostras positivas,

¥ Dependente da experiéncia do técnico.



Amostras ambientais _ PCR em Tempo Real _ Norma ISO/TS 12869:2019

Resumo do processo:

= Colheita da amostra de agua,;

= Concentracao da amostra atraves de um processo de filtracao;

= Resultado Qualitativo:
Detetada/Nao Detetada;
= Resultado Quantitativo:

Unidades Gendmicas /L;
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Amostras ambientais _ PCR em Tempo Real _ Norma ISO/TS 12869:2019

Apresentacao de resultados — PCR em Tempo Real Quantitativo

FAM - Fluoroforo alvo

File View Settings Export Tools Plate Setup ~ | Legio. spp v ?

@ Summary Resuts [ Ful Resuts $9% Custom Deta View  fEE] Run Infomation

Amplification IrJ
g1 N :
2 :
z 10 ] :
o :
*1 5
1 0 1 é 3 4
[ Log Starting Quantity
Q swarg X unenown
Cycles C] Log Scale ——  FAM  E=104.5% R*2=0.955 Siope=-3.211 y-Ini=32.644

Step Number: 3 ~

Iwa o Sagle 9lca 0i 08 0
| |Fo1 2827 3261 JE+03

G01 2525 3259 )E+04
| o1 25.36 | 3252 JE+04
| |03 LM12 A 2896 | 3339 3E+03
| |Bo3 LM12A 2877 3251 JE+03
| D03 LM12A1/10 3207 33.06 3E+02
| |E03 LM12A1/10 3213 3318 E02
| Go3 LM12A 1/100 3532 33.25 201
HHD3 LM12 A 1/100 35.14 | 33.40 E+0
| |04 LM12B 27.05 | 33.03 3E+03

ona 1M12 0 ac 09 22 A0 E.A2

‘ompleted | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit
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Apresentacao de resultados — PCR em Tempo Real Quantitativo

Amplification

Curvas de amplificacéo
FAM e HEX

RFU (103)

Ampitic abion

— —
(=] ka
1 1

BFU {1073]
=i} f=i]

s
1




Amostras ambientais _ PCR em Tempo Real Norma ISO/TS 12869:2019

Apresentacao de resultados — PCR em Tempo Real Quantitativo

Z | V(L) | DiL.Factor | LOD copies/L. | LOQ copies/L | UQL copies/L
3z 1 1 80 640 992000
Sample Id | Well | Cq Target | Cq Internal Control | copies/well | Mean copies/well | copies/L | Interpretation

A0l |35.62 34 20 )

Q51 20 N/A Valid Ctrl
BO1 |35.28 3357 20
co1 |32.02 32.76 290 )

Q52 290 MN/A Valid Crtrl
D01 |31.68 32.78 290
E01 |2B8.25 32.66 3100 )

Q53 3100 N/A Valid Ctrl
Fol1 |28.27 32.61 3100
GO1  |2525 3259 3 10E+04 )

Q54 3.10E+04 N/A Valid Ctrl
HO1 |25.36 3252 3.10E+04
A0S |N/A 33.61 N/A )

Neg Cirl 0 NIA Valid Ctrl
BO5S |N/A 3343 N/A

Padrdes utilizados para a criagao da curva padrao e quantificacao dos resultados
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Amostras ambientais _ PCR em Tempo Real _Norma ISO/TS 12869:2019

Apresentacao de resultados — PCR em Tempo Real Quantitativo

Curva de calibracéo

Log Starting Quantity

) Stzndard
> Unknown
— FAM E=104.8% R*2=0.538 Slop=e=-3.211 y-int=35.644




Apresentacao de resultados — PCR em Tempo Real Quantitativo

V(Ly| Dil Facids, | LOD copies’L | LOQ copies’L | UQL copies/L
1\ |1 S 540 002000
/
Sample Id Well | Cg Target | Cgq Internal Contral | copies’well | Mean copies'well | copiesL | Imterprefation
Al (2896 3330 2128392
LMI2 A 12780897 7.29E+04 |Positive
BO3 (2877 3251 2430 787
Al 2705 33.03 B375.603 ] ] B
IMI2E 0131 6564 I9IE+D5 |Positive
BO4 2682 33 9887618
DO5 [31.21 3322 423,609
REF. MAT. 421 9628 1 35E+04 |Positive
E0S 3121 33.02 422317
ADS [NA 33.47 N/A
BREXT. 24.3.2023 - - N/A NiA Negative
BO6 [N/A 335 N/A
DOS [42.23 3293 0.157
MASTER - - 0.1565 NiA Negative
E0S [N/A 33.44 N/A
7~ N\
V(L{ | DilFactor | LOD copies’L | LOQ copies'L | UQL copies/L
2|1 Yo 300 5400 BE20000
Sample Id | Well | Cq Target | Cg Internal Comtrol | copies’well | MMean copiesiwell | copiesL | Interpretation
D03 [32.07 33.06 227806 ) N
LMI12 A 1110 : : 1219985 71.14E+04 | Positive
E0F (3213 3318 218.191
_ D04 [30.2 33.06 §75.069 ] i N
LMI12 B /10 . - 8503606 275E+03 | Positive
E04 (3025 3260 §43.67

Relatorio emitido
pelo Programa



Amostras ambientais _ PCR em Tempo Real _ Norma ISO/TS 12869:2019

Caracteristicas principais do Méetodo de PCR em Tempo Real

Capacidade de resposta em poucas horas;
Extremamente sensivel;

Deteta as bactérias viaveis nao cultivaveis.

Elevado custo;

Necessidade de pessoal técnico qualificado para a correta interpretacdo dos resultados
obtidos;

Em amostras colhidas apos desinfecéo pode haver dificuldade na amplificacdo do DNA;

N&o existéncia de correlacdo entre UG (Unidades Gendmicas) e UFC (Unidades
formadoras de colonias) — Grande entrave em Termos Legislativos.
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Amostras ambientais _ Legiolert

Principio do Método de Legiolert

= O teste € baseado na detecdo de uma enzima da Legionella pneumophila que ao
metabolizar o substrato presente no reagente do Legiolert produz um composto
acastanhado.

Legionella pneumophila

Legiolert”
indicator

Legiolert™ substrate
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Amostras ambientais _ Legiolert

Resultados obtidos e respetiva leitura de resultados

Result Interpretation
Appearance Result
:
Any brown color, greater than the negative contrl (with or without turbadity) Positve tor Legmnells pnecmophily
Any turbidity, greater than the negative conirol (with o without amy brown color change) Positive for Leguneda pnevmophila
Mo brown color change and no turbidity, greater than the negative conirol Negative for [egiomela preumophils
L i)
: i - wii Tray counting range: <1 to 2,272 6 MPN / 100 mL; prior to dilution for potable water
ik 1 E
{ 3} (L 4 )
W1 e
100
| - BB EB 8 L

kDD SR EB TS U Ny
BEE SWSES O da

Reaction with Negative
L. pneumophila Sample

Fonte: https://www.idexx.com
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Amostras ambientais _ Legiolert

Leitura dos resultados

Tabela de NUmero mais provavel

Quanti-Tray/Legiolert. MPN Table . L.
Programa informatico de acesso

gratuito

“n-n
-
"

SHCRCRIE -

U U H HHH

Legiolert
Pseudalert

©Of 100 mL. in Tray, undiluted sample = mL.

HHH A SR8
FREEER:ReReEagcEzRNcNuE:E -

HHHHEH 888N H B
HUHHUHHHEHHEHE
U HHUHH U EEHHE B
HHHHEUHH U HHH B

UEUBIUIRIRIECRIGemnnn

.

S ! £\ :

: S ! Quanti-Tray Type
B - r—
PEHE Example: :

IZIELE Positive Wells: 6 Large and 24 Small Quanti-Tray® for Legiolert Quanti-Tray® for Legiolert

1 3 « MPN: 156.6 Enter Positive Large Wells (0 to 6) Enter Positive Small Wells (0 to 90)

i « Dilution Corrected (potable): 1566 per 100mL 5 | [ 24 |

33 Cogyright 2017 IDEXX Laboratories e Most Probable Number 05% Confidence Limit
MPN /100 mL: 1566.0 Lower : 1048.0 Upper : 2341.0

Fonte: https://www.idexx.com



Amostras ambientais _ Legiolert

Caracteristicas principais do Método de Legiolert

% Facil execucdo.

» Resultados em 7 dias.

s Expressao de resultados em NMP/100 mL.

% LD (dguas potaveis) 2 10 NMP/100mL (inoculacdo de 10 mL de agua).

% SO deteta Legionella pneumophila;

% LD (dguas néao potaveis) 21000 NMP/100mL (inoculacéao de 0,1 mL de agua)



Hydrosense Legionella Testing Kit

O teste usa tecnologia Lateral Flow

Immunochromatographic Assay (LFICA). Deteta o

antigeno da Legionella, usando anticorpos

marcados com nanoparticulas vermelhas, que se

& ligam a qualquer bactéria Legionella pneumophila

- do sgl encontrada numa amostra e que se
N, tornam visiveis como uma linha no dispositivo.

The lateral flow test has 5 separate sections; these include:

sample conjugate test & control absorbent
pad i

% Teste rapido (cerca de 25min), possivel
de executar em campo. TN I
s Especifico para Legionella pneumophila —
serogrupol.
s Teste qualitativo _ presenca / Auséncia
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Questoes?

Raquel Esaguy Rodrigues

raquel.rodrigues@insa.min-saude.pt

Laboratorio de Microbiologia de Aguas
Departamento de Saide Ambiental. Unidade de Agua e Solo insttto_Nacional de Satide

Doutor Ricardo Jorge

Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge 'S GovERNO DE (,

PORTUGAL

MINISTERIO DA SAUDE
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Muito obrigada pela vossa atencao!

Raquel Esaguy Rodrigues

raquel.rodrigues@insa.min-saude.pt

Laboratorio de Microbiologia de Aguas
Departamento de Saide Ambiental. Unidade de Agua e Solo insttto_Nacional de Satide

Doutor Ricardo Jorge

Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge 'S GovERNO DE 0

PORTUGAL

MINISTERIO DA SAUDE
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