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Resumo

Os alimentos e a agua sdo um reservatério de microrganismos, podendo facilmente
serem contaminados com microrganismos patogeénicos, isto €, capazes de nos provocar

uma intoxicagao ou infecdo alimentar, e em alguns casos, doencas mais graves.

Nos dias de hoje, grande parte dos alimentos sdo processados e fabricados
industrialmente, e a troca de alimentos a nivel global é cada vez maior, aumentando as
probabilidades de contaminacdo, se ndo forem tomadas as medidas adequadas. De
forma a proteger a salde dos consumidores, existe alguma legislacdo que obriga as
empresas a implementar medidas que garantam a seguranga e a qualidade dos seus
produtos. A realizacdo de andlises microbiolégicas a alimentos, aguas, superficies e
manipuladores, sdo essenciais para verificar a eficacia das boas praticas de higiene e

das boas préticas de fabrico, e para garantirem que 0s seus produtos sao seguros.

O homem, cada vez mais, utiliza a agua para fins recreativos e de lazer, havendo um
maior risco de contaminacdo. O controlo microbiol6gico destas aguas é essencial,

garantindo seguranca aos seus utilizadores.

A maioria das empresas, ndo tem capacidade para fazer este controlo de qualidade,

pelo que, contratam laboratérios acreditados para efetuarem as analises necessarias.

No ambito do Mestrado em Tecnologia e Ciéncia Alimentar foi realizado um estagio no
laboratério de microbiologia, na empresa MicroChem, - Ensaios e Analises Técnicas,
Lda. O estagio teve como objetivo a integracdo do estagiario em ambiente laboratorial
e empresarial. O estagiario teve como principais funcdes a preparacdo de meios de
cultura e o respetivo controlo de qualidade, a analise microbiol6gica a diferentes tipos
de aguas, alimentos, superficies e manipuladores. Ao estagiario foi dada a oportunidade
de participar na implementacdo do método NMP para andlise microbiolégica de aguas
balneares, e iniciar um trabalho relativo a validagdo de um novo meio de cultura, por
comparagdo deste com 0 meio indicado na norma de referéncia, para a detegéo e

enumeracao de espécies de Legionella, nas aguas.

Com a realizagdo do presente estagio foi possivel aplicar conhecimentos adquiridos
durante o mestrado e, complementarmente, na licenciatura de biologia, permitindo um
desenvolvimento de capacidades praticas e técnicas, na area das andlises

microbioldgicas alimentares e ambientais.

Palavras — chave: Analises Microbioldgicas, Controlo de Qualidade, Ensaios

Laboratoriais, Microrganismos, Seguranca Alimentar
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Abstract

Food and water are a reservoir of microorganisms, that can be easily contaminated with
pathogenic microorganisms, this is, capable to cause food poisoning, intoxication or in

other cases severe diseases.

Nowadays, food is mainly processed and manufactured industrially, and global food
trade is increasing, increasing the likelihood contamination if appropriate measures are
not applied. To protect the health of consumers, there is some legislation that obligates
companies to implement measures that can guaranty the security and quality of their
products. The microbiological analyses to food, water, surfaces and manipulators are
essential for verifying the efficiency of the good hygiene and manufacturing practices, so

that they can guarantee their products are safe.

Man, more and more, uses water for recreational and leisure purposes, and there is a
greater risk of contamination. The microbiological control of these waters is essential,
guaranteeing safety to its users.

Most companies, don’t have the ability to execute this kind of quality control,

consequently they hire certified labs to make all the necessary tests and analyses.

In the scope of the master’s degree of Technology and Food Science an internship was
fulfilled in a microbiology lab at the company MicroChem — Ensaios e Andlises Técnicas
Lda. The internship had the goal of integrating the intern in a lab and corporate
environment. The intern had as primary functions the preparations of the culture
mediums and the respective analyses of quality control, microbiological analyses of
different kinds of water, food, surfaces and manipulators. To the intern it was given the
opportunity of participating in the implementation of the NMP method for microbiological
analyses of bathing waters, and began a work linked to the validation of a new culture
medium, by comparing with the medium indicated in the reference norm, for detecting

and enumerate the different species of Legionella, in the waters.

With the conclusion of the present internship, it was possible to apply knowledge
acquired during the masters course and, complementary, to the biology graduation,
allowing a development of technical and practical skills, in the area of food and

environmental microbiological analyses.

Keywords: Quality control, Lab Trials, Microbiological Analyses, Microorganisms, Food

safety
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Organizacao do relatorio de estagio

O relatério de estagio aqui apresentado esta dividido em 4 capitulos (Introducao,
Revisdes Bibliograficas, Parte Experimental e Concluséo).

No primeiro capitulo, Introducéo, sdo apresentados os objetivos principais do estagio

curricular e é feita uma breve apresentacdo do local onde este decorreu.

No capitulo, Revisdes Bibliograficas, é apresentada a pesquisa realizada para melhor

compreensao do trabalho pratico efetuado.

No capitulo, Parte Experimental, sdo apresentadas todas as atividades realizadas e as

respetivas metodologias.

No ultimo capitulo, Concluséo, é realizada uma avaliacdo global do estagio.

Objetivos do Trabalho

O trabalho apresentado neste relatério foi desenvolvido no ambito do estagio curricular
em contexto empresarial, do Mestrado em Tecnologia e Ciéncia Alimentar, da
Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto em parceria com a Universidade do
Minho, que teve lugar no laboratdrio de microbiologia, na empresa MicroChem - Ensaios
e Analises Técnicas, Lda, que teve a duragdo de 9 meses. Foi orientado pela
Engenheira Silvia Silva, diretora técnica da MicroChem e pelo Professor Doutor José
Ameérico Pereira de Sousa, da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto.

O estagio teve como objetivo a integracdo do estagiario em ambiente laboratorial e
empresarial, permitindo a compreensdo do funcionamento e da organizacdo de um
laborat6rio acreditado. O estagiario teve como principais funcdes a realizacdo de
analises microbiol6gicas a alimentos, aguas, manipuladores e superficies, através de
métodos analiticos acreditados, e a preparacdo de meios de cultura e o respetivo
controlo de qualidade. Foi iniciado um trabalho relativo a validagdo de um novo meio de
cultura, por comparacdo deste com o meio indicado na norma de referéncia, para a
detecdo e enumeracao de espécies de Legionella, nas 4guas. O estagiério teve também
a oportunidade de ajudar na implementacdo do método NMP (NUumero Mais Provéavel),
para a analise microbiolégica as aguas balneares, participando na elaboragdo do
procedimento técnico da empresa, tendo por base as normas ISO 7899-1:1998 e ISO

9308-3:1998, e na realizacdo de ensaios. Ao estagiario foi, ainda, possivel assistir a
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auditoria externa realizada pelo IPAC, e a realizacdo de ensaios Interlaboratoriais

(intercalibracdes).

A empresa

A MicroChem - Ensaios e Analises Técnicas, Lda, fundada em 2006 e localizando-se no
centro empresarial da lionesa, em Leca do Balio, € um laboratério que realiza andlises
nas areas alimentares, ambientais e técnicas. O laboratério disponibiliza, aos seus
clientes, equipamentos de amostragem automaticos e um servico de amostragem

efetuado por técnicos qualificados.

A MicroChem possui uma filosofia assente na qualidade, rigor e disciplina, executando
as suas fungdes com objetivos focados na exceléncia do servigo prestado, privilegiando
a garantia e a credibilidade dos resultados emitidos. E um laboratério acreditado pelo
Instituto Portugués de Acreditacédo (IPAC) de acordo com a norma ISO 17025 de 2005,
tendo-lhe sido atribuido o Anexo Técnico de Acreditacdo n® L0499. A acreditacdo do
laboratério é essencial para credibilizar e conferir transparéncia e qualidade a todo o
processo analitico. No que se refere aos ensaios microbioldgicos, a acreditacdo também
€ imposta pela legislacédo vigente e, por consequéncia, pelos clientes que procuram
estes servicos. Ao todo, o laboratério tem implementados e acreditados 57 ensaios, a

maior parte dos quais na area da microbiologia.

O laboratério faz ainda parte da lista de laborat6rios aptos para a realizacao de analises
de aguas destinadas ao consumo humano, no ambito do Decreto-Lei n°306/2007,
emitida pela Entidade Reguladora dos Servigos de Aguas e Residuos (ERSAR) e, é um
membro ativo em Comissfes Técnicas de normaliza¢do nacionais (IPQ) e internacionais
(1SO).

3
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Importancia da Agua

A 4gua € um recurso essencial a vida, indispensavel para a humanidade, mas também
para 0s outros organismos e para a manutencdo das funcbes e da integridade dos
ecossistemas (Ferreira e Sousa, 1998). O homem, enquanto consumidor, depende da
agua de forma absoluta. A sua ingestdo é fundamental para 0 nosso organismo, sendo
essencial para a regulacédo da temperatura do corpo e para o bom funcionamento dos
orgaos. A Direcdo-Geral de Saude (DGS) recomenda a ingestao de 1,5 a 2 litros de

agua por dia, no conjunto da dieta alimentar.

A agua potavel é um elemento fundamental para o desenvolvimento sustentavel dos
paises. Nos paises pobres e em desenvolvimento, 0 acesso a agua limpa e saneamento
ndo existe, e as infecdes transmitidas pela agua sdo comuns. Dois mil e quinhentos
milhdes de pessoas ndo tém acesso a saneamento e mais de 1,5 milhdes de criangas
morrem a cada ano de doencas diarreicas (Fenwick, 2006; Cabral, 2010). As infecbes
transmitidas pela agua ocorrem quando um microrganismo infecioso é adquirido por
meio da agua contaminada por matéria fecal, contendo patégenos humanos ou de
animais homeotérmicos. Quando estes patégenos contaminam a rede de
abastecimento publico ou outras fontes de agua potavel utilizadas por muitas pessoas,
podem ocorrer surtos epidémicos (Pelczar et al., 1997). O destino adequado destes
excrementos é um pré-requisito para a existéncia de agua potavel, segura do ponto de

vista da saude publica.

A procura das aguas naturais para fins recreativos e de lazer, como por exemplo
natacdo, hidroginastica, pesca e surf, entre outras, é cada vez maior, estando estas
adguas sujeitas a um maior risco de poluicdo, seja de origem microbiana, quimica ou
fisica. A poluicAo microbiana pode ter origem em descargas de aguas residuais
municipais, de &aguas residuais industriais, de fossas sépticas particulares e do
escoamento de aguas pluviais (Budnick et al, 1996). Em termos gerais, 0s maiores
riscos microbianos estdo associados a ingestdo de agua contaminada com fezes
humanas ou animais (Grabow, 1996; WHO, 2008).

A agua pode ser uma potencial fonte de contaminacdo dos alimentos, sendo a sua
qualidade de grande importancia, uma vez que a sua utilizagdo é essencial desde a
producdo até ao consumo dos géneros alimenticios. A agua é utilizada para lavar,
preparar e cozinhar alimentos, para lavagens de recipientes, equipamentos, utensilios

e maos (Lacasse, 1995; Pinto e Neves, 2008).

5
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Por ser um recurso natural escasso, a agua deve ser protegida, defendida e
adequadamente tratada e utilizada, em especial as 4guas de superficie, que sado fontes
renovaveis com uma capacidade limitada de recuperacdo dos impactos adversos
decorrentes das atividades humanas (Diretiva 2006/7/CE do Parlamento Europeu e do

Conselho).

Conceito de qualidade da agua

O conceito de qualidade da agua é relativo, ja que depende do uso a que se destina ou
do objetivo do seu utilizador. Assim, a qualidade da agua pode ser definida, para fins
especificos, como o conjunto de caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas
adequadas a sua utilizagdo para determinado uso. Para cada uso da agua é, pois,

necessario estabelecer as exigéncias relativas a sua qualidade, isto é, definir

parametros de qualidade e estabelecer os seus valores-limite (Ferreira e Sousa, 1998).

Os limites paramétricos estabelecidos na legislagdo sao principalmente desenvolvidos
para a prevencdo da ocorréncia de surtos sanitérios, fornecendo pouca informagéo
sobre a protecao do ambiente e da saude. Na legislacdo, normalmente, sdo impostos
dois limites paramétricos, o valor maximo recomendéavel (VMR) e o valor maximo
admissivel (VMA). O VMR é o valor de norma de qualidade que, de preferéncia, deve
ser respeitado ou nao excedido. O VMA é o valor da norma de qualidade que ndo devera
ser ultrapassado (Decreto lei n°236/98). Como nem sempre os valores obtidos sédo <
VMR, toma-se em conta 0 VMA, na perspetiva de que nesse intervalo de valores (VMR-
VMA) nao se verificarao riscos significativos para a saude dos consumidores (Abelho,
2010).

Nenhuma agua é boa para todos os fins. Nesta perspetiva, ndo existe nenhuma agua
cuja qualidade seja boa, em valor absoluto. Uma agua serve para determinados fins, e
€ para esses, e sO para esses, que tem qualidade para ser utilizada (Ferreira e Sousa,
1998).

O Decreto-Lei n°236/98 de 1 de agosto define quatro tipos principais de utilizacdo da
adgua: aguas para consumo humano, dguas para suporte de vida aquicola, aguas

balneares e 4guas de rega.

6
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As aguas para consumo humano sao aguas doces que podem ter origem em aguas
superficiais, em aguas subterrdneas ou em aguas de abastecimento. As &aguas
balneares sdo aguas doces lbticas e Iénticas, comummente designadas de correntes e
paradas, assim como a agua do mar e as aguas estuarinas que se encontrem
classificadas como aguas balneares ou, ndo estando classificadas, onde o banho nao
esteja interdito e seja habitualmente praticado por um namero consideravel de banhistas
(aproximadamente 100/dia, durante a época balnear) (artigo 3° do Decreto-Lei n.
0236/98).

Quadro Legal Aplicado a Qualidade da agua

Agua destinada ao consumo humano

A 4gua de abastecimento humano deve apresentar qualidade de modo que, quando for
consumida, seja agradavel e ndo prejudicial a saude. Isso exige infraestruturas e uma
rede de distribuicAo que se devem encontrar em boas condigcbes de operagdo e

manutencédo (Santos, 2011).

As aguas para o consumo humano séo regulamentadas pelo Decreto-Lei n. °306/2007,
de 27 de agosto, que estabelece o regime da qualidade da 4gua destinada ao consumo

humano. Este regulamento define como &gua destinada ao consumo humano:

e Toda a agua no seu estado original, ou ap0s tratamento, destinada a ser bebida,
a cozinhar, a preparacdo de alimentos, a higiene pessoal ou a outros fins
domeésticos, independentemente da sua origem e de ser fornecida a partir de
uma rede de distribuicdo, de um camido ou navio-cisterna, em garrafas ou
outros recipientes, com ou sem fins comerciais;

e Toda a 4gua utilizada numa empresa da industria alimentar para fabrico,
transformacédo, conservagdo ou comercializagdo de produtos ou substancias
destinadas ao consumo humano, assim como a utilizada na limpeza de
superficies, objetos e materiais que podem estar em contacto com os alimentos,
exceto quando a utilizacdo dessa &gua ndo afeta a salubridade do género

alimenticio na sua forma acabada.
O Decreto-Lei n. °306/2007 estabelece:

e Os requisitos legais da qualidade da agua destinada ao consumo humano;

7
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e As obrigacdes relativas a garantia dos parametros da qualidade da agua
disponibilizada;

e O programa de controlo da qualidade da agua;

e O procedimento nas situacdes de incumprimento;

e Asregras de aptidao dos laboratorios de ensaios;

e Asregras de fiscalizagc&o e regime contraordenacional.

Os valores paramétricos e os parametros microbioldgicos que a agua destinada ao
consumo humano deve respeitar sao divididos em duas partes, uma relativa a agua
fornecida por redes de distribuicdo, fontanarios, camifes ou navios-cisterna,
reservatdrios e utilizada na industria alimentar (tabela 1) e outra relativa a agua colocada

a venda em garrafas ou noutros recipientes (tabela 2).

Tabela 1- Parametros microbiolégicos e valores paramétricos para a agua fornecida por redes de distribuicéo,
fontanarios, camides ou navios-cisterna, reservatérios e agua utilizada na industria alimentar (Decreto-Lei n.° 306/2007,
anexo |, parte 1)

Parametro Valor Paramétrico Unidade
Escherichia coli 0 NUmero/100 ml
Enterococos 0 NUmero/100 ml

Tabela 2 - Parametros microbioldgicos e valores paramétricos para a agua colocada a venda em garrafas ou outros
recipientes (Decreto-Lei n. © 306/2007, anexo |, parte ).

Parametro Valor Paramétrico Unidade
Escherichia coli 0 Numero/250 ml
Enterococos 0 Ndamero/250 ml
Pseudomona aeruginosa 0 NUmero/250 ml
Numero de colonias a 22°C. 100 Numero/ ml
Namero de coldnias a 36°C. 20 Ndmero/ml

O controlo da qualidade da agua da rede de abastecimento, segundo o ponto 1 do artigo
10° do Decreto-Lei n. © 306/2007, efetua-se de acordo com 0 mencionado no seu anexo
[I. O anexo Il tem por objetivo definir os controlos de rotina e inspegéo, assim como as
frequéncias minimas de amostragem, para a analise da agua destinada ao consumo
humano. O controlo de rotina tem como objetivo fornecer regularmente informacdes
sobre a qualidade organolética e microbiolégica da agua destinada ao consumo
humano, bem como sobre a eficacia dos tratamentos existentes, especialmente a

desinfecdo, tendo em vista determinar a conformidade da agua com os valores

8
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paramétricos estabelecidos. O controlo de inspecdo tem como objetivo obter as

informagdes necessarias para verificar o cumprimento dos valores paramétricos.

Tabela 3 - Parametros microbiol6gicos a analisar nos controlos de rotina (Decreto-Lei n.° 306/2007, anexo II).

Controlo de Rotina 1 Controlo de Rotina 2

Clostridium perfringens (incluindo
Bactérias coliformes esporos)
Numero de colbnias a 22°C
Numero de coldnias a 36°C

Escherichia coli :
Pseudomonas aeruginosa

Os ensaios de controlo de qualidade da dgua s6 podem ser realizados por laboratérios
de ensaio acreditados pelo IPAC, e devem ser realizados com recurso aos seguintes

métodos analiticos:

e Bactérias coliformes e Escherichia coli - (ISO 9308 -1);

e Enterococos (ISO 7899 -2);

e Pseudomona aeruginosa (EN ISO 12780);

e Enumeracgédo de microrganismos viaveis — nimero de col6nias a 22°C (EN ISSO
6222);

e Enumeracgdo de microrganismos viaveis — numero de colonias a 37°C (EN ISO
6222);

e Clostridium perfringens (incluindo esporos) — filtragdo em membrana seguida de
incubacdo anaerdbica da membrana em m-CP agar a 44°C + 1°C durante 2143
horas. Contagem das colénias amarelas opacas que passam a rosa ou vermelho
apés exposicdo, durante vinte a trinta segundos, a vapores de hidroxido de

amonio.

Piscinas

As aguas das piscinas, especialmente das piscinas publicas, podem representar um
risco para a saude. As piscinas podem estar envolvidas na transmisséo de infe¢cdes dos
olhos, do nariz, da garganta e do trato intestinal; elas podem também disseminar o pé-
de-atleta e outras infe¢des cutaneas (Pelczar et al., 1997). Assim, a qualidade sanitaria

da agua deve ser rigorosamente controlada.

9
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A legislacdo vigente para as aguas recreativas (piscinas) estd descrita na Circular
Normativa n° 14/DA de 21/08/2009. Os parametros microbiolégicos a analisar na agua,
a expressdo dos resultados, os valores de referéncia e os métodos analiticos a utilizar
sao os referidos na tabela 4.

Tabela 4 - Parametros microbiolégicos, expressdo dos resultados, valores de referéncia e métodos analiticos a utilizar
para aguas recreativas (circular normativo n°14/DA de 21/08/2009).

Valores de
Express&o dos referéncia Métodos
Parametros o
_ o resultados Analiticos
Microbiolégicos VR VL
Microrganismos
o UFC/ 1 ml < 100* - ISO 6222
cultivaveis a 36°C
: . ISO 9308-1
Bactérias Coliformes UFC/ 100 ml - 10 -~
modificada
o _ ISO 9308-1
Escherichia coli UFC/ 100 ml - 0 -
modificada
Enterococos UFC/ 100 ml - 0 ISO 7899-2
Pseudomonas ISO 12780
_ UFC/ 100 ml - 0 -
aeruginosa modificada
Estafilococos
UFC/ 100 ml - 0** NP - 4343
produtores de coagulase
N° total de estafilococos UFC/ 100 ml <20* - NP - 4343
Legionella*** N.°/1000 ml <10? >10% | 1SO 11731:1998

VR - Valor Recomendado; VL - Valor Limite;
* O Valor Recomendado podera ser ultrapassado uma vez por época de abertura ao publico ou por ano civil;

**0/100 ml em 90% das amostras, sendo da responsabilidade dos servigos de saude locais efetuar a avaliagéo no final
da época ou ano civil;

*** Em tanques de hidromassagem

O numero de colénias de Legionella sp. por 1000 ml de 4gua deve ser inferior a 10%. Se
o valor se encontrar entre 102 e 10° é aconselhavel esvaziar, limpar e desinfetar o tanque
de hidromassagem e acessorios. Apos o enchimento do tanque, deve efetuar-se nova
andlise no dia seguinte e apds 2-4 semanas. Se o humero de Legionella sp. for superior
a 10° ou se for detetada Legionella pneumophila, o tanque deve ser encerrado
imediatamente e deve ser feita uma desinfecédo de choque, com 50 mg/L de cloro livre
em circulacéo, durante 1 hora. De seguida, drena-se, limpa-se e desinfeta-se o tanque

e 0s acessorios. Apds o enchimento do tanque, deve efetuar-se uma nova andlise no

10



FCUP
Execucdo de ensaios microbioldgicos nas areas alimentar, ambiental e técnica em contexto
empresarial

11

dia seguinte e apds 2-4 semanas. Manter encerrado o tanque até auséncia de detecao

de Legionela spp. e até a avaliacao de risco dar resultados satisfatérios.

Legionella sp.

Em Portugal, segundo a Portaria n°353 — A/2013, a concentracdo de bactérias
Legionella sp., na matriz 4gua, tem de ser inferior a 100 UFC/L, exceto no caso da
pesquisa em tanques de torres de arrefecimento em que pode verificar-se uma
concentracao inferior a 1000 UFC/L. A presenca da bactéria Legionella pneumophila

néo é permitida.

Aguas minerais naturais

Em Portugal a legislacdo aplicada as aguas minerais naturais e as aguas de nascente
€ a Portaria n. ©1220/2000. Segundo esta, as aguas minerais naturais utilizadas nos
estabelecimentos termais, para serem consideradas bacteriologicamente préprias, tém

de estar isentas de:

e Parasitas e microrganismos patogénicos;

e Escherichia coli e outros coliformes, em 250 mL de amostra analisada;

e Estreptococos fecais, em 250 mL de amostra analisada;

e Anaerdbios esporulados sulfito-redutores, em 50 mL de amostra analisada;
e Pseudomonas aeruginosa, em 250 mL de amostra analisada;

e Legionella pneumophila, em 1 L de amostra analisada.

O valor de referéncia para o numero total de legionela ndo L. pneumophila é de 100
UFC/ L. O teor total de microrganismos viaveis, apos cultura em meio de agar nutritivo,

nao deve ultrapassar:

- Para a 4gua mineral natural utilizada nos estabelecimentos termais, por ingestdo e em

contacto com as mucosas respiratérias, oculares e com outras mucosas internas:

. 20 UFC por 1 mL de amostra, entre 20 a 22°C, as 72 h de incubagéo;
. 5 UFC por 1 mL de amostra, a 37°C, as 24 h de incubagéo.

- Para a agua mineral natural utilizada nos estabelecimentos termais, por via externa

(banhos e duches):

. 100 UFC por 1 mL de amostra, entre 20 a 22°C, as 72 h de incubacéo;
. 20 UFC por 1 mL de amostra, a 37°C, as 24 h de incubagéo.
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Aguas balneares

As 4guas balneares séo regulamentadas pelo Decreto-Lei n. °113 de 2012. A Agéncia
Portuguesa do Ambiente, enquanto autoridade nacional da agua, € a entidade
competente para a coordenacéo e fiscalizacdo da aplicacéo deste Decreto-lei.

Nas aguas balneares os parametros a analisar sdo o numero de Enterococos intestinais
segundo a norma ISO 78991 ou ISO 79882, e de Escherichia coli segundo a norma ISO
9308 3 ou ISO 9308 1. As aguas balneares sdo avaliadas e séo classificadas como
“mas”, de qualidade aceitavel, de qualidade boa ou de qualidade excelente, segundo os

critérios estabelecidos para os parametros microbiol6gicos (tabela 5 e tabela 6).

Tabela 5 - Parametros a analisar e valores limites segundo a classificacdo das aguas balneares interiores (Anexo I,
Decreto lei n. ©113/2012)

R Qualidade Qualidade Qualidade
Parametro o
excelente boa aceitavel
Enterococos intestinais em
(*)200 (*)400 (**)330
UFC/100 ml
Escherichia coli (*)500 (*)2000 (**)900

(*) com base numa avaliagédo de percentil 95. V. anexo I
(**) com base numa avaliagdo de percentil 90. V. anexo llI

Tabela 6 - Parametros a analisar e valores limites segundo a classificagdo das aguas balneares costeiras e de transi¢éo
(Anexo 1, Decreto lei n. °©113/2012)

R Qualidade Qualidade Qualidade
Parametro )
excelente boa aceitavel
Enterococos intestinais em
(*)100 (*)200 (**)185
UFC/100 ml
Escherichia coli (*)250 (*)500 (**)500

(*) com base numa avaliagdo de percentil 95. V. anexo IlI

(**) com base numa avaliagdo de percentil 90. V. anexo llI

O anexo lll do Decreto lei n. ©113/2012 define a avaliacdo e a classificagdo das aguas
balneares. As 4guas balneares sao classificadas como “mas” se no conjunto dos dados
recolhidos sobre a qualidade das aguas balneares para o Ultimo periodo de avaliacéo 2,
os valores de percentil? para os parametros microbiolégicos forem piores® que o valor
de “qualidade aceitavel’ indicado nas tabelas 5 e 6. As &guas balneares sé&o

classificadas como “aceitaveis” se, no conjunto dos dados recolhidos sobre a qualidade

1 Por dltimo «periodo de avaliagdo», entendem-se as quatro Gltimas épocas balneares ou, eventualmente, o periodo
especificado com base no n.° 4 do artigo 7.°.

2 Com base na avaliagdo do percentil na fungdo normal da densidade de probabilidade log10 dos dados microbiolégicos
obtidos numa determinada agua balnear

3 «Pior» significa com valores de concentragdo superiores expressos em UFC/100 ml.

12



FCUP
Execucdo de ensaios microbioldgicos nas areas alimentar, ambiental e técnica em contexto
empresarial

das aguas balneares para o Ultimo periodo de avaliacdo, os valores de percentil para as
contagens microbiolégicos forem iguais ou melhores* que o valor de “qualidade
aceitavel” indicado nas tabelas 5 e 6. As 4guas balneares sao classificadas como “boas”,
se no conjunto de dados recolhidos sobre a qualidade das aguas balneares para o Ultimo
periodo de avaliacdo, os valores de percentil para as contagens microbiolégicas forem
iguais ou melhores aos valores de “boa qualidade” indicados nas tabelas 5 e 6. As aguas
balneares séo classificadas como excelentes, se no conjunto de dados recolhidos sobre
a qualidade das aguas balneares para o ultimo periodo de avalia¢do, os valores de
percentil para as contagens microbiologicas forem iguais ou melhores aos valores de

“excelente qualidade” indicados nas tabelas 5 e 6.

As aguas balneares de qualidade aceitavel, boa ou excelente podem apresentar uma
poluicdo de curta duracdo desde que:

o Estejam a ser tomadas medidas de gestdo adequadas, incluindo a vigilancia, os
sistemas de alerta precoce e a monitorizagdo, para evitar a exposicdo dos
banhistas através de uma adverténcia e, se necessario, de um
desaconselhamento ou interdigdo da pratica balnear.

o Estejam a ser tomadas medidas de gestdo adequadas para prevenir, reduzir ou
eliminar as causas da poluicéo.

e O numero de amostras ndo consideradas, devido a polui¢cdo de curta duragéo
durante o ultimo periodo de avaliagdo nao represente mais de 15% do ndmero
total de amostras previstas nos calendarios de amostragem fixados para esse
periodo, ou mais do que uma amostra por época balnear, sendo o nivel a

considerar o mais elevado.

4 «Melhor» significa com valores de concentragao inferiores expressos em UFC/100 ml.
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Microbiologia dos Alimentos

E sabido que alguns microrganismos s&o utilizados na producdo de numerosos produtos
alimentares (bebidas fermentadas, queijo, pao, iogurtes, etc.), sendo indispenséaveis a
sua obtencdo e apresentando assim um efeito benéfico na alimentacdo humana,
enquanto outros tém a capacidade de deteriorar os alimentos, alterando as
caracteristicas organoléticas destas, e levando a uma nao aceitacdo do produto por
parte do consumidor. Apenas um pequeno numero de diferentes tipos de
microrganismos, 0s chamados microrganismos patogénicos, possui a capacidade de
causar doencas. Estes podem causar infe¢cdes ou intoxicacdes alimentares (Trickket,
2001). Os microrganismos patogénicos e as suas toxinas, transmitidos pelos alimentos,
sdo a causa de inumeros casos de doengas de origem alimentar, em todo o mundo
(Lacasse, 1995). Contudo, muitos destes microrganismos causam sintomas leves ou
semelhantes a uma gripe e a vitima nao procura auxilio médico; como consequéncia, a
maior parte dos casos de doengas transmitidas por alimentos ndo séo notificados (Pinto,
1996).

O comércio internacional de alimentos e as viagens internacionais estdo em
crescimento, proporcionando beneficios sociais e econdémicos. Mas tal facto também
facilita a propagacdo de doencas a escala mundial (CAC, 2003). Com a facilidade de
partilha de informacéo e conhecimento, na atualidade, os consumidores estdo mais
atentos e tém uma maior preocupacdo com a seguranca e a qualidade dos alimentos
gue ingerem (ICMSF, 2006). Numa sociedade cada vez mais exigente com os vetores
da qualidade, a éarea alimentar ndo constitui excecdo (Serrazina, 2013). Os
consumidores exigem qualidade, auséncia de conservantes quimicos e alimentos

seguros (Forsythe, 2000).

Contaminacao bioldgica dos alimentos

De todos os microrganismos que intervém na alimentacdo, as bactérias sdo o grupo
mais importante, ndo s6 pelo numero como também pela diversidade e frequéncia de
acoes (Ferreira e Sousa, 2000). A maioria dos alimentos contém microrganismos, a ndo

ser que tenham sido esterilizados.

Os alimentos sao facilmente contaminados com microrganismos, durante a
manipulacdo e o processamento. Apos ter sido contaminado, o alimento serve como

meio de cultura ideal para o crescimento dos microrganismos, uma vez que contém
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substancias nutritivas (Pelczar et al., 1997). Na industria, os alimentos podem ser
contaminados durante a etapa de processamento devido ao mau funcionamento ou
limpeza inadequada do equipamento, uso de material de limpeza nao indicado para a
finalidade, infestacdes de insetos e roedores ou, ainda, devido a um armazenamento
inadequado (Alimentar, P.D.S). A contamina¢do microbiana pode ocorrer durante as
diferentes manipulacBes, através de utensilios, superficies e equipamentos mal
higienizados que contactem com os alimentos e os contaminem (Baptista e Linhares,
2005).

A contaminagédo cruzada é uma das vias de contaminacdo mais frequentes, associada
as doencas de origem alimentar. Consiste na transferéncia de agentes patogénicos de
uma fonte contaminada para um alimento ndo contaminado, seja por contacto direto ou
pelos agentes que manipulam os alimentos, por superficies de contacto ou até através
do ar (CAC, 2003).

Os manipuladores de alimentos séo considerados uma das principais fontes, de maior
importancia, na transferéncia de microrganismos para os alimentos (OMS, 1989; Rane,
2011). Numerosos surtos de doencas de origem alimentar tém origem nas maos
contaminadas, sujas ou mal lavadas, dos manipuladores de alimentos (Aycicek et al,
2004; Green et al, 2006).

E, portanto, necessario garantir principios de higiene durante a preparacéo, confecéo e
armazenamento dos alimentos. Estes principios dizem respeito a higiene pessoal dos
manipuladores de alimentos, a forma como sdo manipulados, servidos ou conservados
e a higiene das cozinhas e instalagdes onde sdo confecionados e conservados (Nunes
e Breda, 2001).

Fatores determinantes no desenvolvimento dos microrganismos

Como qualquer ser vivo, 0s microrganismos necessitam de determinadas condi¢cbes
para crescerem e se desenvolverem. E fundamental conhecer os fatores que favorecem
ou inibem o crescimento microbiano, em alimentos, para que se consiga prevenir
situacdes capazes de colocar em risco a saude do consumidor. Na &rea das analises
microbiologicas, conhecer as necessidades dos microrganismos é essencial, quer na
formulacdo de novos meios de cultura, quer nos ensaios, em si, de forma a obter-se

resultados o mais fiaveis possiveis. Na industria € importante para melhorar a
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conservacdo de produtos pereciveis ou assegurar suficiente quantidade de produtos

formados em processos de fermentacao (Pelczar et al, 1997).

Sdo véarios os fatores extrinsecos e intrinsecos aos alimentos que afetam o
desenvolvimento microbiano. Os fatores intrinsecos estao relacionados com os proprios
alimentos, incluem o pH, o teor de humidade, a atividade da &gua o potencial de
oxidacdo-reducdo, os nutrientes disponiveis, 0s constituintes antimicrobianos e as
estruturas biologicas. O pH de um alimento é de extrema importancia, atendendo a que
valores baixos de pH favorecem o crescimento de leveduras e bolores. A maior parte
dos microrganismos multiplica-se melhor a valores de pH a volta de 7. O potencial de
oxidagdo-reducédo é um parametro que influencia a deterioracao dos alimentos. Além da
dgua 0s microrganismos requerem, para o seu desenvolvimento, determinados
constituintes, incluindo uma fonte de energia, uma fonte de azoto, vitaminas e minerais.
Os bolores sdo os germes com menor grau de exigéncia, seguidos pelas leveduras,
bactérias de Gram negativo e por fim as bactérias de Gram positivo (Ferreira e Sousa,
1998). Os fatores extrinsecos sao relativos as caracteristicas ambientais, nas quais séo
mantidos os alimentos durante o seu armazenamento, como a temperatura, a humidade
relativa, e a presenca e concentracdo de gases. A temperatura e a humidade relativa
podem determinar a alteragdo microbiana dos alimentos. A valores altos de humidade
a multiplicacdo microbiana inicia-se mais rapidamente, mesmo em condi¢des de baixas
temperaturas (Ferreira e Sousa, 1998). Os alimentos secos quando colocados em locais
com elevada humidade, podem absorver agua a sua superficie, o que vai permitir o

desenvolvimento de microrganismos (Pinto e Neves, 2008).

Relativamente a temperatura, os microrganismos podem ser classificados como:

Psicrofilos — Sobrevivem a temperaturas compreendidas entre os -10°C e os

20°C.

¢ Mesofilos - Sobrevivem a temperaturas compreendidas entre 0os 10°C e os 50°C.

e Termdfilos - Sobrevivem a temperaturas compreendidas entre os 40°C e os
70°C.

e Hipertermdfilos - Sobrevivem a temperaturas compreendidas entre os 65°C e 0s
100°C.

e Hipertermdfilos extremos - Sobrevivem a temperaturas compreendidas entre os

80°C e os 110°C.

Os microrganismos mais preocupantes na area da seguranca alimentar sdo sobretudo

os mesofilos, uma vez que a temperatura 6tima de crescimento para a maioria dos
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patogénicos é perto dos 37°C. A temperatura de refrigeracdio as bactérias podem
multiplicar-se, mas mais lentamente, reduzindo a sua atividade metabdlica. O binémio
tempo/temperatura utilizado durante o processamento e armazenamento do alimento é
fundamental, para inibir a multiplicacdo de microrganismos patogénicos (Lacasse,
1995).

A presenca ou auséncia de oxigénio livre € determinante no crescimento microbiano. A
atmosfera onde os alimentos sdo conservados € muito importante, considerando-se
atmosferas controladas ou modificadas quando existem quantidades de CO; a volta de
10%. O comportamento dos microrganismos face ao oxigénio é variavel (tabela 7). Os
microrganismos aerobios obrigatérios estdo dependentes da respiracao aerdbia para
fazer face as suas exigéncias energéticas, utilizando assim o oxigénio molecular como
aceitador final de eletrbes. Pelo contrario, a sua presenca é-lhes letal, pois leva a
producdo de peroxidos e radicais livres de oxigénio, como o radical superoxido (O2).
Por outro lado, os microrganismos anaerobios obrigat6rios obtém energia por processos
que nao envolvem a utilizacdo de oxigénio (Ferreira e Sousa, 1998). Estes crescem

facilmente em alimentos enlatados ou embalados a vacuo.

Tabela 7 — Termos usados para descrever a relagdo dos microrganismos com o oxigénio

Ambiente
Grupo Efeito do Oxigénio
Aerébio Anaerébio
Necessario (utilizado
Sem
Aerdbio obrigatorio Crescimento para a respiracédo

crescimento .
aerobia)

Crescimento, .
Necessario, mas a

, . se os niveis de Sem o
Microaerofilo o _ niveis inferiores a 0,2
oxigenio forem crescimento
. atm
baixos
_ N&o cresce em
) ) ) Sem Crescimento )
Anaerdbio obrigatério _ o ambientes com
crescimento toxico

oxigénio
N&o é necessario para
o _ _ _ 0 crescimento, mas é
Anaerdbio facultativo | Crescimento Crescimento .
utilizado quando
disponivel
Anaerébio N&o necessario, nem

Crescimento Crescimento -
aerotolerante utilizado
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Doencas de origem alimentar (DOA)

Estima-se que as doencgas provocadas por microrganismos equivalem a 90% das
doencas transmitidas por alimentos (ASAE, 2017). As DOA séo definidas pela WHO
como doencas infeciosas ou tdxicas, proveniente, ou que se presume, pelo consumo de
alimentos ou de 4gua contaminados (Tirado e Schmidt, 2001). As duas categorias de
doencas microbianas transmitidas por alimentos séo: intoxicacdo alimentar e infecbes
transmitidas por alimentos. Toxinfecdo alimentar, € um termo frequentemente utilizado
para englobar as infe¢cdes alimentares, que ocorrem quando € ingerido um alimento
contaminado com um microrganismo patogénico, o qual coloniza o hospedeiro,
multiplicando-se no seu trato gastrointestinal. As intoxicacdes alimentares ocorrem apos
a ingestdo de alimentos contaminados com toxinas produzidas por microrganismos,
sendo a toxina responsavel pelos sintomas clinicos (Pelzacar et al., 1997; Candeias,
2014). As toxinfecdes alimentares sdo um grave problema em saude publica,
constituindo uma importante causa de morbilidade e mortalidade em todo o mundo,
particularmente para grupos populacionais de risco, onde se incluem: idosos, criancas,
gravidas e imunodeprimidos (Correia, 2013).

Seguranca Alimentar

A seguranga alimentar, segundo o Codex Alimentarius, é definida como a garantia de
gue os alimentos ndo provocardo danos ao consumidor, desde que sejam preparados
ou ingeridos de acordo com a sua utilizacdo prevista, estando intrinsecamente ligada a

higiene dos géneros alimenticios.

A higiene dos géneros alimenticios, segundo o Regulamento (CE) n°® 852/2004, é
definida como o conjunto de medidas e condicBes necessarias para controlar os perigos

e assegurar que 0s géneros alimenticios sdo proprios para consumo humano.

As falhas na seguranca alimentar tém implicacBes significativas, podem causar
prejuizos ao comércio e ao turismo, e dao origem a perdas de rendimento, desemprego
e litigio. A deterioracdo dos alimentos, devido a microrganismos, representa um

desperdicio, é dispendiosa e pode prejudicar o comércio e a confianca dos

consumidores (Trickett, 2001).
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Os principais responsdaveis pela seguranca dos géneros alimenticios sdo definidos, de
acordo com o Regulamento (CE) n.° 852/2004, como sendo todos os operadores do
setor alimentar. Todos os intervenientes, incluindo agricultores e produtores de animais,
fabricantes e processadores, manipuladores de alimentos e até os consumidores, tém
a responsabilidade de assegurar que os alimentos sdo seguros e adequados ao
consumo (CAC, 2003). E necessaria uma abordagem integrada para garantir a
seguranca dos alimentos, desde a producédo primaria até a coloca¢ao no mercado, isto

€, ao longo de toda a cadeia alimentar, “do prado ao prato”™

De forma a garantir que ndo sejam colocados a disposi¢cao do consumidor alimentos
nao seguros, a industria alimentar tem de analisar todos 0s possiveis perigos, e elimina-
los ou reduzi-los para niveis aceitaveis, segundo o Hazard Analysis Critical Control
Points (HACCP) (National, 1998). O HACCP é o programa de gestdo da seguranca
alimentar mais importante e eficaz. Consiste na identificacdo e avaliagdo de perigos
especificos e na implementagcdo de medidas para o seu controlo, bem como medidas
corretivas a desencadear quando as formas de controlo ndo séo eficazes (Gomes,
2010). O Decreto-lei n. °67/98 obriga a que todas as empresas que preparem,
fabriquem, transformem, embalem, transportem, distribuam, manipulem ou
comercializem, independentemente da sua natureza ou dimenséo, apliquem sistemas
de segurancga alimentar (designados de sistemas de autocontrolo), baseados nos
principios do HACCP. O sistema HACCP s0 é eficaz se antes se assegurarem alguns
pré-requisitos, como as Boas Préaticas de Higiene e as Boas Praticas de Fabrico
(Gomes, 2010). As BPF referem-se aos principios, procedimentos e meios
fundamentais indispensaveis para fornecer um ambiente adequado para a producéo de
alimentos com qualidade aceitavel. Por outro lado, as BPH descrevem medidas basicas
de higiene que os estabelecimentos devem manter (Jouve et al., 1998). Os requisitos
do sistema HACCP deverdo ter em consideragdo os principios constantes do Codex
Alimentarius, devendo ter a flexibilidade suficiente para serem aplicaveis em todas as
situagcbes, sem que, contudo, essa flexibilidade comprometa os objetivos de higiene
estabelecidos (Hilario, 2011).

De forma a evitar as doencas alimentares provocadas por microrganismos, no inicio dos
anos 90, a OMS publicou “As dez regras de ouro para a preparacdo de alimentos
seguros”. No entanto, tornou-se evidente a necessidade de algo mais simples e de
aplicagao geral, tendo sido criado em 2001 o poster das “Cinco chaves para uma
alimentag&o mais segura”. Neste documento as BPF e as BPH essenciais para manter
a higiene e seguranca alimentar e, minimizar os casos de contaminacao alimentar, séo

resumidas, de forma simples, a cinco chaves: manter a limpeza, separar os alimentos
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crus dos cozinhados, cozinhar bem os alimentos, manter os alimentos a temperaturas
seguras e utilizar 4gua e matérias-primas seguras (OMS, 2006). E importante que 0s
manipuladores dos alimentos, sejam formados e informados sobre higiene alimentar. S6
através de eficazes e permanentes programas de formacéo e consciencializacdo dos
manipuladores serd possivel produzir e oferecer ao consumidor alimentos seguros,
in6cuos e com propriedades nutricionais que satisfacam um consumidor cada vez mais

exigente e informado (Calaca, 2003).

Critérios Microbiologicos

Os critérios microbiolégicos “definem a aceitabilidade de um produto ou de um lote
alimentar, baseado na auséncia ou presenga, ou humero de microrganismos incluindo
parasitas, e/ou quantidade de toxinas/metabolitos, por unidade de massa, volume, area
ou lote” (CAC, 1997; HPA, 2009)

Os critérios  microbiolégicos sdo usados, normalmente, para avaliar
microbiologicamente o estado dos alimentos em qualquer ponto da cadeia de producdo
alimentar, ajudando a definir se o lote de alimentos é aceitavel ou ndo. Os critérios
microbiol6gicos também podem ser utilizados para avaliar o correto funcionamento dos
sistemas de gestdo de seguranca alimentar, como as Boas Praticas de Fabrico, as Boas
Praticas de Higiene e a implementacao de um sistema HACCP (Whiting et al., 2006;
HPA, 2009).

A escolha dos critérios microbiolégicos e a consequente interpretacdo do estado dos
alimentos depende do tipo de alimento, dos ingredientes usados e do estado dos
mesmos (crus ou cozinhados), do tipo de processamento a que estao sujeitos, do nivel
de manuseamento apds processamento, do tipo de embalagem e do processo de

distribuicdo e armazenamento do produto final (NSWFA, 2009)
Existem 3 tipos de critérios microbiolégicos preestabelecidos:

e Leis e Regulamentos — S&o critérios microbiologicos existentes em legislacfes
e regulamentos comunitarios. O seu cumprimento € obrigatorio, sujeito a
monitorizagao por parte dos organismos oficiais e a falha no cumprimento pode
levar a sancdes (Santos et al, 2005).

e Especificagbes Microbiolégicas — Sdo critérios microbioldgicos definidos como

acordo contratual em trocas comerciais, sdo varidveis conforme operador,

20



FCUP
Execucdo de ensaios microbioldgicos nas areas alimentar, ambiental e técnica em contexto
empresarial

contrato, pais, etc. A falha neste acordo pode levar a rejeicdo do produto por
parte do comprador (Santos et al, 2005).

e Valores Guia — Séo critérios microbiolégicos que ajudam a indUstria e restantes
operadores a definir os limites aceitaveis e ndo aceitaveis dos seus produtos.
Estes critérios microbiolégicos servem de orientacdo para a identificagdo de
situagdes que requerem uma maior atengao e monitorizagdo, com o objetivo de
garantir o cumprimento das Boas Praticas de Fabrico, ou até para evidenciar a
necessidade de medidas de corretivas (Santos et al, 2005).

Legislacao aplicavel a critérios microbiologicos

O Codex Alimentarius foi criado em 1963, estabelecido pela Comissdo do Codex
Alimentarius em conjunto com a Food and Agriculture Organization (FAO) e a World
Health Organization (WHO), para assegurar a higiene dos alimentos, consistindo num
conjunto de normas alimentares, c6digos de boas praticas e principios gerais.

Em 2005 saiu o Regulamento (CE) n.° 2073/2005 que define os critérios microbioldgicos
aplicaveis a géneros alimenticios, sobretudo carnes e legumes. Este regulamento sofreu
alteracbes/adendas pelos regulamentos (CE) n.° 1441/2007, n.° 365/2010 e n.°
1086/2011.

A legislacdo Portuguesa é omissa no que se refere & grande maioria dos produtos
prontos a comer, existindo legislagdo apenas para bolos e cremes de pastelaria, leites

e produtos a base de leite, entre outros.

Valores Guia

Em 2005 foram publicados, pelo INSA, valores guia para avaliacdo da qualidade
microbiol6gica de alimentos prontos a comer preparados em estabelecimentos de
restauracdo (Santos et al, 2005) (Figura 1). Estes valores guia ndo servem para
substituir os critérios presentes nos regulamentos, mas para complementar a
informac&o existente, nomeadamente no que diz respeito a alimentos prontos a comer.
E necessério ter atencdo para ndo se interpretarem valores guia quando existem

critérios microbioldgicos legais.

Alimentos prontos a comer sdo aqueles consumidos no mesmo estado em que s&o

distribuidos e vendidos e que néo incluem processamento pelo consumidor. Podem ser
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crus, cozinhados, quentes ou aquecidos e podem ser consumidos sem mais
aquecimento (NSWFA, 2009). Os alimentos sao divididos em 3 grupos, conforme as

suas caracteristicas (tabela 8).

Qualidade Microbioldgica [ufc/g guando nEo indicado)
. Grupo de Inaceitavel /
Micronganismo d
alimentos Satisfatario Acaitavel Eau;‘f“”. | potencislmanes
perigoso
1 1P =1F<10* >10¢ NA
Microrganiemos a 30°C 2 <10R = 1F=10F =108 MNA
3 =104 =10=10F =10F NA
1*e2 <1CF >1F<10* >10¢ MNA
ST 3 S0P AAFIF A0 NA
1*e 2 <10 >1010F >10F #
P 3 <1k T »10e #
1 =10 = 10102 >10¢ MNA
Coliformes totais 2 =10 =10<10F >10F MNA
3 1P >1F<10* >10¢ MNA
. 1.2 <10 MA =10 MNA
£ ol 3 <10 1010 210e NA
Ligteria app. 1.2e3 <1CF hA 210F hA
SR 1.2e3 <10 ~10€10P AP0 21
P -
ASaphyiococcus coagulase -
e 1.2e3 <108 MA 10=<10+ =104
Hacilus cereus 1.2e3 =1F >1F<1F = 1P 10F =10
Clastridium perfrigens 1.2e3 <10 =1E1P = 1P 100 =100
Salmonell spp. 1.2e3 Ausente em 25g Presentz em 25g
Pressnte em
Listaria monooytogenes 1.2e3 Ausente em 25g 2 _ =10F
<10F#
Campyiobacte spp. 1.2e3 Ausente em 25g Pressntz em 25g
itino parshaemolgcus 1.2e3 Ausente em 25g Presentz em 25g
Yerging enterocditica 1.2e3 Ausente em 25g Presentz em 25g

= *- Aplicgvel em produtos conservados no frigorifico
= # - Equacionado caso a caso
= PA - Mao spicave

Figura 1 - Valores Guia para avaliagdo da qualidade microbioldgica de alimento cozinhados prontos a comer (Fonte:
Santos et al, 2005).

Os termos usados para expressar a qualidade microbioldgica dos alimentos cozinhados

prontos a comer sao:

e Satisfatério — os resultados analiticos indicam uma boa qualidade microbiolégica.

e Aceitavel — os resultados analiticos indicam que o produto se encontra dentro
dos limites estabelecidos.

¢ Nao satisfatorio — os resultados indicam que o produto ndo satisfaz um ou mais

dos valores estabelecidos.
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— 0s resultados analiticos indicam a

presenca de microrganismos patogénicos ou toxinas que poderao constituir um

risco para a saude. Este resultado deve ser comunicado imediatamente a

unidade onde foi detetado, para que sejam tomadas as medidas que permitam

corrigir a situagao.

Tabela 8 - Grupos de alimentos prontos a comer (Fonte: Santos et al, 2005).

Grupo Produto

Exemplos

Refeigbes/Sandes/Bolos/
Sobremesas doces com ingredientes
totalmente cozinhados, ou
adicionados de especiarias, ervas
Grupo 1 » )
aromaticas secas, desidratadas
ou tratadas por radiacéo ionizante,
de produtos UHT e de maionese

industrializada.

Refei¢cdes/Sandes/Bolos/
Sobremesas doces cozinhadas
Grupo 2 . . .
adicionadas de ingredientes crus

e/ou com flora especifica propria

Grupo 3 Saladas/ Vegetais/Frutos crus

Feijoada
Pizza
Bacalhau a Bras com salsa previamente processada
Salada de batata com maionese industrial
Pastéis de bacalhau/Croquetes/ Rissois
Sandes de carne assada
Sandes de paté de atum (maionese industrial)
Omeleta de Queijo /fiambre
Mousse de chocolate instantanea
Bolo de chocolate
Arroz doce com ou sem canela
Gelatinas
Salada de fruta/fruta laminada em calda
Salada de batata com tomate/alface
Salada de feijéo frade com atum, salsa e cebola picada
ou
molho vinagrete
Prato de peixe/carne/ovos adicionado de salada de
vegetais
ou frutos
Bacalhau a Brés c/ salsa crua e/ou azeitonas
Sandes com carne assada e alface
Sandes de fiambre, queijo ou enchidos
Mousse de chocolate
Pudins com fruta ao natural
Salada de fruta em calda adicionada de fruta ao natural
Alface
Tomate
Cenoura
Couve roxa
Salada de frutas
Fruta ao natural laminada

Morangos
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Analises Microbiologicas

As analises microbiolégicas quer aos alimentos, superficies e manipuladores quer aos
diferentes tipos de dguas, sdo essenciais para o controlo e a qualidade, de forma a evitar
danos na saude do ser humano. Os testes de avaliacdo microbiana séo essenciais para
verificar as Boas Praticas de Fabricacdo e as Boas Prética de Higiene. Qualquer falha
na qualidade das matérias-primas, na manutencao dos equipamentos e dos locais, ha
higiene do pessoal, na eficacia dos tratamentos térmicos ou nas condicdes de
armazenagem, traduz-se inevitavelmente num aumento da carga microbiana (Lacasse,
1995). Do ponto de vista industrial, a analise microbiol6gica pode ser utilizada para
estimar a vida de prateleira do produto, para avaliar a qualidade da matéria-prima e para

determinar a via de contaminagdo nas linhas de processamento (Mossel et al., 1995).

Microrganismos Indicadores

A presenca de microrganismos patogénicos na agua e nos alimentos é esporadica e
erratica, e 0s seus niveis sdo baixos. Devido a questdes relacionadas com a
complexidade, a sensibilidade da detegcdo, o custo e a rapidez na obtencdo de
resultados, a analise microbiol6gica de rotina da agua e dos alimentos néo inclui a
detecao de muitos microrganismos patogénicos. No entanto, a agua e o0s alimentos para

serem seguros tém que estar livres de microrganismos patogénicos.

Nas aguas o teste para patogénicos especificos é geralmente limitado a avaliacdo da
qualidade da agua bruta como base para a identificacdo de metas de desempenho e
validacdo, onde a monitorizacdo € usada para determinar se um tratamento ou outro
processo € eficaz na remog¢ado de um organismo alvo. O teste microbiano incluido na
verificagdo, na monitorizagdo operacional e na vigilancia geralmente esta limitado aos

testes para microrganismos indicadores (WHO, 2003).

Nos alimentos, ndo sendo praticavel, em analises de rotinas fazer a pesquisa de todos
0S patogénicos, generalizou-se a utilizacdo de grupos ou espécies de microrganismos
gue sdo mais facilmente determinados, e cuja presenca nos alimentos, entre
determinados limites numéricos, indica exposi¢cdo a condi¢cdes que podem introduzir

e/ou permitir a proliferacdo de microrganismos infeciosos ou toxigénicos.

Um microrganismo indicador de contaminagcdo, deve apresentar caracteristicas
uniformes e estaveis nos diferentes tipos de aguas e alimentos e, possuir propriedades

especificas de modo a identificar corretamente o grupo a que pertence. Ndo deve ser
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patogénico e deve ser facilmente detetado por métodos de cultura simples, baratos e de
elevada sensibilidade, de modo a detetar concentracdes pequenas do microrganismo
indicador. Deve resistir as condicbes ambientais e processos de desinfecdo e néo
representar um perigo para a saude humana. Deve sobreviver de forma semelhante ou
melhor que o agente patogénico, e por um periodo de tempo superior. Deve estar
presente sempre que o microrganismo patogénico esteja presente, e ausente sempre
gue ndo seja detetada contaminacdo. As concentracdes do microrganismo indicador
devem ser superiores e correlacionarem-se com as do patogénico e com o grau de

poluicdo/contaminacédo (Prescott et al.,1996; Pelczar et al., 1997).

A contaminacao fecal € um fator importante na avaliagdo da qualidade da 4gua e dos
alimentos, devido aos riscos que acarreta para a saude humana, estando correlacionada
com um risco de presenca de microrganismos patogénicos. Assim, a qualidade sanitaria
dos alimentos e das aguas pode ser determinada procurando-se microrganismos
indicadores de contaminacdo fecal. Para além das caracteristicas jA& mencionadas
anteriormente, estes microrganismos indicadores devem estar universalmente
presentes no intestino e em fezes de seres humanos e de animais de sangue quente,
em grande numero (Gauthier e Archibald, 2001; WHO, 2003). Os indicadores de
contaminacao fecal mais utilizados para controlar a qualidade de géneros alimenticios
sdo as bactérias coliformes totais, coliformes fecais (ou termotolerantes), e ainda
especificamente os seguintes grupos taxondmicos: Escherichia coli (coliforme fecal),
Enterobacteriaceae (inclui coliformes totais e termotolerantes) e bactérias de Gram
positivo pertencentes ao género Enterococcus e clostridios sulfito-redutores. Nas aguas
os indicadores de contaminacgéo fecal pertencem ao grupo dos coliformes fecais e ndo

fecais, o grupo dos Enterococcus e Clostridium perfringens.

Parametros Microbiologicos
1. Microrganismos totais/ deterioradores

1.1. Microrganismos heterotréficos

Permite a detecdo de um amplo espectro de microrganismos heterotréficos, com base
na capacidade dos organismos de crescer em meios de crescimento ricos, sem agentes
inibitérios ou seletivos, durante um periodo de incubacdo especifico e a uma

temperatura definida.
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A avaliacdo do numero de microrganismos a 22°C (microrganismos que estao presentes
naturalmente na agua) e a 36°C (microrganismos com origem no ser humano ou em
animais de sangue quente), ndo € um indicador especifico de poluicdo fecal, mas sim

de enriquecimento por matéria organica facilmente degradavel (Ferreira e Sousa, 1998).

As contagens de col6nias sao Uteis para a avaliacdo do estado da dgua e dos processos
de tratamento utilizados, por exemplo, nas ETARS, permitindo assim, avaliar a eficiéncia

dos tratamentos a que as aguas estao sujeitas.

Nos alimentos a contagem de microrganismos a 30°C reflete a qualidade higiénica do
produto analisado, indicando para além das condi¢cBes higiénicas da matéria-prima, a
forma como os alimentos foram manipulados durante a sua preparacdo. Contudo, uma
contagem total baixa ndo assegura que um alimento esteja isento de patogénicos ou
toxinas, nem uma contagem total alta significa, inevitavelmente, a presenca de bactérias

patogénicas.

1.2. Bolores e leveduras

Os bolores sao fungos filamentosos, multicelulares, que podem estar presentes no solo,
no ar, na 4gua e em matéria-organica em decomposicdo. As leveduras sédo fungos nao
filamentosos, normalmente disseminados por insetos vetores, pelo vento e pelas
correntes aéreas (Siqueira, 1995). Apesar da maioria dos bolores e leveduras serem
aerdbios obrigatérios, a sua necessidade acido/alcalina é bastante abrangente,
podendo crescer entre pH 2 até pH acima de 9. A sua temperatura de crescimento varia
entre os 10 e os 35°C, com algumas espécies capazes de crescer abaixo ou acima
desta escala. As necessidades nutricionais dos bolores sdo bastante baixas, crescem
com atividade de agua de 0,85 ou menos, no entanto, as leveduras precisam de

atividade da agua superior.

Tanto os bolores como as leveduras causam Varios niveis de deterioracdo e
decomposicédo dos alimentos. Podem invadir e crescer em qualquer tipo de alimento,
incluindo os processados. A sua detecdo depende do tipo de alimento, do organismo
envolvido e do grau de contaminacdo; a contaminacdo do alimento pode ser
ligeiramente visivel, muito visivel ou causar decomposicao total do alimento. Produzem
por vezes sabores anormais e odores. A contaminacdo de alimentos por bolores e
leveduras pode resultar em perdas econémicas substanciais quer para o produtor, como
para o processador ou até mesmo para o consumidor. Varios bolores presentes na

contaminacado dos alimentos, e algumas leveduras, podem também representar perigo
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para a saude humana, devido a sua capacidade de produzirem toxinas, designadas de
micotoxina, desencadeando reacfes alérgicas ou causando infecbes. A maioria das
micotoxinas sdo compostos estaveis que ndo sao destruidos durante o processamento
do alimento. Apesar da generalidade dos organismos ndo sobreviverem a preparacao

do alimento, a toxina produzida continuara presente.

Esta flora microbiana é considerada um indicador do indice de higiene.

2. Microrganismos Indicadores de Contaminacao

2.1. Familia Enterobacteriaceae

Esta familia € constituida por bactérias de Gram negativo em forma de bastonete,
aerbbias ou anaerdbias facultativas. Sdo fermentadoras da glucose, produtoras de
catalase e citocromo-oxidase negativo (Ferreira e Sousa, 2000). Incluem-se diversas
espécies muito importantes para o homem, incluindo muitos indigenas do trato intestinal
humano e animal, como a Escherichia coli, e outros habitantes do solo e da agua que
podem estar envolvidos em processos patogénicos, por exemplo a Salmonella e a
Yersinia. Algumas destas bactérias podem provocar problemas graves na salde do
Homem, como septicemias, infe¢cdes do trato urinario, meningite, gastroenterites, entre

outras patologias (Brenner et al, 2005).

As Enterobacteriaceae séo frequentemente utilizadas em microbiologia alimentar como
organismos indicadores. A sua presenca em alimentos processados indica tratamento
inadequado ou contaminagdo ambiental pos processo pode, ainda, ajudar a indicar a

extensdo da contaminagéo fecal (Mossel, 1982).

2.1.1. Coliformes

Os coliformes s&o um grupo de espécies que apresentam um conjunto de caracteristicas
morfoldgicas e fisiolégicas, avaliadas pelo cultivo em meios de cultura seletivos. E
constituido por bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, habitantes do
aparelho intestinal do homem e de outros animais homeotérmicos. Sao bactérias de
Gram negativo, em forma de bastonete e anaerObias facultativas. S&o oxidase-
negativas, ndo formadoras de esporos, que fermentam a lactose, para além da glucose,

com producéo de gas e acido, quando incubadas a 36°C durante 48 horas, num meio
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de cultura com sais biliares e detergentes, pois possuem a enzima [-D-galactosidase,

gque quebra as ligagbes B-1,4 da lactose (Pelczar, et al., 1997; WHO, 2003;)

Algumas bactérias coliformes como a Escherichia coli fazem parte da flora normal do
intestino do Homem e dos animais de sangue quente, por este motivo estas bactérias
sdo consideradas indicadores de contaminacdo fecal. No entanto, apesar de serem
faceis de detetar, a sua associacdo com a contaminacdo fecal ndo € tao linear, isto
porque estas bactérias tém sido encontradas em outros ambientes. Por este motivo, nos
alimentos, este pardmetro serve como indicador das condi¢des sanitérias do local de
processamento do alimento e, ainda, como indicador da qualidade. Em alimentos
cozinhados, a presenca de bactérias coliformes indica sempre um mau manuseamento
do produto ou higiene inadequada por parte dos manipuladores. Deste modo, torna-se
de especial importancia a andlise deste parametro nos alimentos. Nas dguas a analise

de coliformes é importante, uma vez que estes funcionam como um indicador de

possiveis falhas no tratamento ou nos sistemas de distribuig&o.

Os coliformes fecais (ou coliformes termotolerantes) séo tradicionalmente definidos
como coliformes que fermentam a lactose a temperatura de 44,5°C nhum meio contendo
sais biliares. Na maioria das aguas, o género predominante é Escherichia, mas alguns
tipos de Citrobacter, Klebsiella e Enterobacter também séo termotolerantes. Como
resultado, este grupo é considerado como um indice de polui¢éo fecal menos confiavel,

mas aceitavel.

2.1.2. Escherichia coli

A E. coli é uma bactéria indigena do trato intestinal do Homem e dos animais de sangue
guente, funcionando como um indicador de contaminacao fecal, que pode ser causada
devido ao mau manuseamento do alimento ou as mas praticas de higiene por parte dos
manipuladores. A maioria das estirpes de E. coli ndo sédo patogénicas e residem
inofensivamente no coélon. No entanto, certos serotipos desempenham um papel nas
doencas intestinais e extraintestinais, como as infecées do trato urinario (Brenner et al,
2005).

A E. coli pertence a familia das Enterobacteriaceae e ao grupo dos coliformes
termotolerantes e é uma bactéria Gram-negativa em forma de bastonete. E uma
bactéria mesdfila que pode multiplicar-se a temperaturas entre os 8 e os 48°C e é

anaerdbia facultativa (Neidhardt et al., 1990). E fermentadora da lactose, oxidase
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negativa e catalase positiva. As células ndo utilizam o citrato, ndo produzem H.S ou

lipases, e nado hidrolisam a ureia (Brenner et al, 2005).

2.2. Enterococos intestinais

Os enterococos intestinais sdo um subgrupo dos estreptococos fecais, compreendendo
espécies do género Streptococcus. Este subgrupo é composto pelas espécies
Enterococcus faecalis, E. faecium, E.durans e E.hirae, e veio substituir o parametro
indicador Estreptococos fecais. Os enterococos intestinais sdo estreptococos fecais que
crescem a 45°C, na presenca de 40% de sais biliares e em concentracdes de sodio de
6,5%, que sado inibidores dos organismos coliformes e da maior parte dos
microrganismos (Ferreira e Sousa, 1998). Sdo microrganismos que fazem parte da flora
normal do trato intestinal do Homem e de outros animais de sangue quente, sendo
considerados indicadores de contaminacao fecal, quando analisados em &aguas. No
entanto, por vezes 0s enterococos encontrados na agua podem ter origem em outros
habitats, como o solo, na auséncia de poluicéo fecal direta. Para além de indicadores
de poluicdo fecal, sdo também utilizados para testar a qualidade da agua apos
reparacao ou intervengao no sistema de distribuicdo. Uma vez que, sdo mais resistentes
a processos de desinfecdo do que a E. coli e os coliformes, séo utilizados como

indicadores adicionais da eficicia dos tratamentos a que as aguas sao sujeitas.

Os enterococos intestinais séo bactérias de Gram positivo e ocorrem isoladamente, em
pares ou em cadeias curtas. S&o anaerébias facultativas, relativamente tolerantes ao
cloreto de sddio e a pH alcalino, catalase negativas e a temperatura 6tima de
crescimento é de 35 a 37°C (Prescott et al., 1996).

2.3. Bactérias Sulfito-redutoras e Esporos de Anaerébios sulfito-redutores

As bactérias sulfito-redutoras sdo microrganismos anaerobios que produzem esporos
muito resistentes a condi¢cdes desfavoraveis (temperaturas e pH extremos, radiacdo
UV). Estas bactérias ndo sdo exclusivamente de origem fecal, ao contrario do

Clostridium perfringens.

Os esporos de bactérias sulfito-redutoras estdo amplamente espalhados no ambiente,
presentes na matéria fecal dos humanos e dos animais, em 4guas residuais e nos solos
(Sneath, et al). Ao contrario da E. coli e de outros organismos coliformes, 0s esporos

destes microrganismos sobrevivem na agua por longos periodos, e sdo resistentes a
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acado do cloro, mesmo nas concentracdes utilizadas para o tratamento das aguas.
Assim, estas bactérias podem funcionar como indicadores de contaminacao remota ou
intermitente. Os esporos destes organismos sdo mais pequenos do que os cistos dos
protozoarios e, por isso, sado indicadores Uteis da eficacia do processo de filtracdo no

tratamento das aguas.

2.4. Clostridium perfringens

O Clostridium perfringens € um microrganismo que existe naturalmente na flora
intestinal de 13 a 35% dos seres humanos e de outros animais homeotérmicos. Tal
como a E. coli, o C. perfringens ndo se multiplica na maioria dos ambientes aquéaticos e
€ um indicador altamente especifico de poluicdo fecal. Representa cerca de 95% dos
organismos anaerobios, redutores de sulfito, presentes nas fezes e em aguas residuais,
em menor niumero do que os coliformes e enterococos intestinais (Ferreira e Sousa,
1998).

E uma bactéria Gram-positiva, em forma de bastonete, anaerdbica obrigatoria,
pertencente a familia Clostridiaceae (Lacasse, 1995; Forsythe, 2010). A sua
temperatura 6tima de crescimento € entre 0s 37 e 0s 45°C. A produc¢éo de enterotoxinas
aliada a capacidade de produzir esporos da origem a elevada patogenicidade deste
microrganismo (Pelczar et al., 1997; Sneath, et al) Nos alimentos pode ser encontrado
em carne crua, sopa desidratada, vegetais, especiarias e em alimentos mal cozinhados
e posteriormente mal refrigerados. As células vegetativas sao facilmente destruidas por
cozedura, mas 0S esporos Sao muito resistentes ao calor, e a temperaturas de
refrigeragdo e congelacdo. Nas aguas, sdo indicadores de uma poluicdo hidrica de
origem fecal, remota ou intermitente, devido aos longos periodos de permanéncia e as

condicdes de sobrevivéncia dos seus esporos (Ferreira e Sousa, 1998).

3. Microrganismos Patogénicos

3.1. Salmonella sp.

O género Salmonella pertence a familia das Enterobacteriaceae e séo bacilos de Gram
negativo, imoveis ou moveis por flagelos e anaerdbios facultativos. Estas bactérias
multiplicam-se em meios contendo glicose, produzindo gas. De um modo geral,

fermentam dulcitol, mas ndo a lactose, utilizam o citrato como fonte de carbono,
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produzem sulfureto de hidrogénio, lisina e ornitina descarboxilase, indol e sdo negativos

para a urease (Brenner et al, 2005).

s

A salmonelose é reconhecida como uma das principais infecbes transmitidas pelo
consumo de alimentos e agua contaminados. O homem pode disseminar salmonelas
para outros seres humanos. As pessoas doentes ou portadoras assintomaticas
excretam salmonelas nas fezes e podem contaminar as maos, que posteriormente,
contaminam os alimentos (Pelczar et al., 1997). A maioria das espécies sdo patogénicas
para o ser humano, mas as caracteristicas e a severidade das doengas que originam

sdo variaveis.

Sao microrganismos mesofilos e tém uma temperatura étima de multiplicacao entre os
35 e os 37°C. As salmonelas ndo tém capacidade de se multiplicar a temperatura de
refrigeracdo, mas sdo extremamente resistentes a congelagéo (Ray, 2005).

Tendo em consideragdo que a agua € um dos veiculos de transmisséo, a presenca ou
auséncia de Salmonella deve ser monitorizada. Esta bactéria encontra-se em
praticamente todo o tipo de dguas. As descargas do esgoto municipal, gado e animais
selvagens, a poluicdo da agricultura e o escoamento das aguas pluviais sdo as

principais fontes destes patdégenos (WHO, 2003).

3.2. Staphylococcus

Os Staphylococcus séo bactérias sapréfitas da pele, podem habitar no sistema digestivo
(nomeadamente no estbmago e intestino grosso), no trato urinario, na mucosa nasal e
oral, e na conjuntiva dos olhos. Sao bactérias de Gram positivo, em forma de cocos,
agrupando-se caracteristicamente em cacho. Sao anaerébias facultativas, produtoras
da enzima catalase e produzem acidos por degradacéo da glucose, em aerobiose e em
anaerobiose (Sneath, et al). Sdo capazes de crescer em meios com elevado teor de
cloreto de sédio (10%) e a temperaturas compreendidas entre 0s 18° e 0s 40°C (Ferreira
e Sousa, 2000)

Sdo considerados indicadores de contaminacdo inter-humana, havendo estirpes
potencialmente patogénicas. Algumas das substancias necessarias a desinfecdo da
agua das piscinas, como o cloro, ttm uma ac¢ao irritante sobre as mucosas potenciando
a viruléncia destas bactérias. E, por isso, um microrganismo particularmente pesquisado

em 4guas de piscinas, ndo constituindo um problema grave nas aguas de consumo.
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Os Staphylococcus aureus tém como principal reservatério o Homem, por este motivo,
a contaminacdo dos alimentos ocorre essencialmente devido a inadequada
manipulacdo destes e as mas praticas de higiene. Assim, quando presente nos
alimentos e principalmente em alimentos processados € um indicador de mas condicdes
sanitarias (Lacasse, 1995). Os Staphylococcus aureus sao anaerobios facultativos, mas
que crescem melhor em meio aerdbico, sdo catalase-positivos, oxidase-negativos e
produtores da coagulase (Pelczar et al.,1997; Sneath, et al). Quando em condicbes
favoraveis produzem uma enterotoxina termorresistente responsavel pela intoxicagéo
alimentar no Homem, denominada intoxicagao estafilocécica (Forsythe, 2000). Contudo,
€ bastante vulneravel a temperaturas elevadas e a praticamente todos os agentes de
desinfecéo.

3.3. Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa pertence a familia Pseudomonadaceae e € uma bactéria
oportunista e patogénica com elevada resisténcia a antibiéticos (Gutiérrez et al., 2007,
Nicolau e Oliver, 2010). Podem causar uma diversidade de infe¢Bes, mas raramente
causam doencas graves em individuos saudaveis, sem algum fator de predisposicao.
Predominantemente coloniza feridas cirdrgicas, queimaduras, o trato respiratério de
pessoas ja debilitadas e olhos com patologia. A partir destes pontos, podem invadir o
organismo, causando lesdes graves, septicémia e meningite. De qualquer forma, a
importancia para a salde das Pseudomonas aeruginosa esta relacionada com o

contacto com a agua e ndo com sua ingestao.

A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria aerdbia, de Gram negativo, em forma de
bastonete e mével. A sua mobilidade é assegurada por um ou varios flagelos polares, e
€ catalase e oxidase positiva. Tem sido considerada como um novo indicador de
contaminacdo fecal, apesar desta bactéria ndo ser um habitante usual do trato
gastrointestinal, é excretada por cerca de 12% da populacado adulta (Ferreira e Sousa,
1998). A presenca desta bactéria pode ser usada como indicador generalista da higiene
de um sistema de distribuicdo de agua e da qualidade das aguas engarrafadas. Nas
aguas engarrafadas, valores muito elevados desta bactéria, estdo associados a

reclamacdes por turvacéo, sabor e cheiro (WHO, 2008)
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3.4. Legionella sp.

O género Legionella pertence a familia Legionellaceae e é constituido por bactérias de
Gram negativo, em forma de bastonete, estritamente aerébias e moveis (Ferreira e
Sousa, 2000). Séo catalase positivas, oxidase negativa, ndo redutoras de nitratos e
urease negativas. As legionelas sdo nutricionalmente fastidiosas, requerem ferro e L-
cisteina para crescerem (Brenner et al,2005). Estas bactérias fazem parte de um grupo
de patogénicos que sdo capazes de entrar nas células humanas e de se multiplicarem,
provocando mdltiplas doencas e milhdes de mortes em todo o mundo. Sdo bactérias
que se encontram no meio ambiente, sendo ubiquas na natureza, onde parasitam
protozoarios. Dentro do género Legionella, a bactéria Legionella pneumophila é a mais
preocupante, uma vez que provoca a doenc¢a dos Legionarios, caracterizada por uma
pneumonia severa, que afeta principalmente pessoas com o sistema imunitario
comprometido. A transmissé@o da Legionella ocorre através da inalagdo de aerossois
infetados presentes em sistemas de agua artificiais como o ar condicionado, torres de
arrefecimento, condensadores de evaporagdo e chuveiros (Fields et al.,2002;
Buchrieser, 2011).

3.5. Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes é a Unica espécie de Listeria com potencial patogénico para
o Homem. E um patogénico intracelular, responsavel pela listeriose, uma das doencas

bacterianas, de origem alimentar, com maior taxa de mortalidade.

E um bacilo de Gram positivo, curto e mével (a 25°C, mas ndo a 37°C) devido & presenca
de flagelos peritriquios, anaerdbio facultativo e ndo esporulado. E encontrada em agua,
lodo, esgoto, vegetacdo e nas fezes humanas e de animais (Pelczar et al., 1997). Tem
a capacidade de crescer em temperaturas de refrigeragdo e tolera elevadas
concentracdes de NaCl (10-30%). E catalase positiva, oxidase negativa, hidrolisa a bile-

escolina e é B-hemolitica (Sneath, et al).

3.6. Bacillus cereus

O Bacillus cereus é uma bactéria de natureza ubiquitaria, que pode ser encontrada no
solo, ar, matéria em decomposi¢do, agua, poeira e alimentos. E uma bactéria que

provoca intoxicacbes devido a ingestdo de alimentos contaminados com o
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microrganismo e/ou com as enterotoxinas que produziu durante o seu crescimento. A
intoxicacdo alimentar ocorre frequentemente devido ao consumo de arroz, cozido ou
frito, contaminado, mas tem sido associada a outros alimentos, como massa e batatas
(Pelczar et al., 1997). Pela sua natureza patogénica e capacidade de se desenvolver
em diferentes alimentos, a enumeracao deste microrganismo é importante nas analises

alimentares.

Os Bacillus cereus sao bactérias de Gram positivo, em forma de bacilos, pertencentes
a familia Bacillaceae e sao formadores de esporos. S&o anaerébios facultativos,
fortemente hemoliticos, catalase positiva e oxidase negativa tém a capacidade de
fermentar a glucose e a maltose (Sneath, et al). A temperatura minima de crescimento
€ entre 0s 10 e 0s 12°C e a maxima é entre os 48 e 0s 50°C, sendo a temperatura 6tima
de crescimento entre os 28 e os 35°C. Crescem numa ampla gama de pH e toleram
concentracdes de NaCl até 7,5%. O microrganismo tem duas formas morfolégicas, a de
um enddsporo e a de uma célula vegetativa. Os enddsporos sao resistentes ao calor e

a enumeras condi¢bes ambientais.
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Preparacao e Controlo de Qualidade dos Meios
de Cultura (ISO 11133:2014)

Os meios de cultura disponibilizam aos microrganismos os nutrientes necessarios ao
seu desenvolvimento e multiplicacdo. Cada grupo de microrganismos tem necessidades
nutricionais especificas e, como tal, os meios sdo escolhidos de modo a satisfazer essas
necessidades. Um meio de cultura é uma solugdo aquosa dos nutrientes requeridos
pelos microrganismos; contém agua, uma fonte de energia e fontes de carbono, azoto,
enxofre, fésforo, oxigénio, hidrogénio e varios ibes metalicos. Alguns meios de cultura
sdo ainda suplementados com sangue, soro, vitaminas, aminoacidos e nucledsidos, e
outros ingredientes, de modo a permitir o crescimento de determinados grupos de
microrganismos (meios enriquecidos). Outros meios, porém, sdo formulados para
suprimir o crescimento dos microrganismos que nao interessam ao fim em vista,
permitindo o crescimento dos microrganismos que se desejam isolar (meios seletivos
ou de enriquecimento). A incubacdo dos meios de cultura permite o desenvolvimento
dos microrganismos que resulta na formacdo de colonias tipicas (no caso dos meios
solidos) o que facilita a identificacdo dos mesmos. Neste trabalho os meios de cultura
utilizados para a enumeracéo e identificacdo dos microrganismos pesquisados sédo de

acordo com as normas de referéncia, para o qual o método é acreditado.
1. Preparacéo

Quase todos os meios de cultura utilizados séo preparados no laboratério, através de
meios de cultura desidratados. Os meios de cultura desidratados sdo produzidos por
laboratorios comerciais, sendo fornecidos em p6 ou em granulos, e a sua preparagao
faz-se pela reidratacdo destes componentes, encontrando-se expressa toda a

informacgé&o necessaria no rétulo da embalagem.

Num goblé de plastico pesa-se cuidadosamente o p0, ou granulos, relativos ao volume
gue pretendemos obter e dissolve-se em agua destilada com a ajuda do calor, no micro-
ondas, até dissolucdo completa e com frequente agitacdo. Nesta fase pode ser
necessario ajustar o pH do meio para valores compativeis com os das bactérias, que se
encontra definido pelo fabricante para cada meio de cultura. No final distribui-se 0 meio
de cultura em quantidades apropriadas, por recipientes adequados (tubos de ensaio ou

frascos).
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E necessario esterilizar os meios de cultura, para evitar a presenga de microrganismos
contaminantes. O método de esterilizacdo utilizado depende da composi¢do dos meios
de cultura. De uma forma geral, a esterilizacao é feita por aplicacéo de calor humido sob
pressdo, em autoclave, que permite temperaturas altas, um aguecimento mais rapido e
uma grande penetracdo de calor. A esterilizacdo dos meios de cultura faz-se por
exposicado ao vapor a 121°C e durante 15 minutos. Alguns meios de cultura, como o
VRBL e o VRBG, ndo podem ser autoclavados. A sua esterilizacdo faz-se através do
seu aquecimento, no micro-ondas, deixando-se ferver o meio durante alguns minutos
(dependendo da quantidade do meio de cultura). Apos a esterilizagdo, os meios de
cultura que se pretendem utilizar sdo colocados num banho a 45°C para,
posteriormente, serem colocados em placas de petri. Quando ndo se pretende usar o
meio de cultura de imediato, este deve ser conservado ao abrigo da luz, a uma
temperatura entre 0 a 5°C no periodo determinado pelo fabricante, evitando a sua
desidratacdo. Todos os meios sédo guardados e rotulados com a identificagdo do meio
(sigla), lote interno e o seu prazo de validade.

Os meios a fundir em micro-ondas sdo previamente colocados em banho maria, apés
serem retirados do frigorifico, evitando o sobreaguecimento e as variagfes térmicas
abruptas. Apés a fusdo em micro-ondas, deixa-se repousar durante 2 min, antes de se

colocar em banho maria, onde s&o mantidos a 46°C, para serem utilizados.

Os meios de cultura utilizados nos ensaios sao os referidos nas respetivas normas para
a qual o ensaio se encontra acreditado. Na tabela 9 e 10 s&o referidos os meios de

cultura utilizados para cada analise.

Tabela 9 - Meios de cultura usados nas andlises microbiol6gicas dos diferentes tipos de aguas.

Parametros Microbiol6gicos Meio de cultura

Microrganismos a 22 e a 36°C YEA

Escherichia coli CCA

Bactérias coliformes CCA
Enterococos intestinais SB
Pseudomonas aeruginosa CN

Estafilococos MSA

Clostridium perfringens m-CP
Esporos de anaerdbios sulfito- TSC

redutores

Legionella GVPC
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Tabela 10 - Meios de cultura utilizados nas andlises microbiol6gicas dos alimentos, dos manipuladores e superficies.

Ensaio Meio de cultura
Microrganismos a 30°C PCA
Escherichia coli TBX
Bactérias coliformes VRBL
Enterobactereaceae VRBG
Estafilococos Coagulase + BP
Bactérias Sulfito redutoras TSC
Bolores e Leveduras DRBC
Bacillus cereus MYP
Listeria monocytogenes OCLA
APT
RVS
Salmonella MKTTn
XLD
BG
2. Controlo de Qualidade

Os meios de cultura desidratados sdo armazenados em local fresco, seco e ao abrigo
da luz e utilizam-se primeiro os que tém prazo de validade mais curto (first in-first-out).
Sempre que é aberto um frasco de meio de cultura desidratado é registada a data de
inicio de uso. Quando se preparam meios de cultura, a 4gua utilizada na preparacao é
avaliada. E verificada e registada a condutividade (requisito: até 25uS/cm a 25°C) e a
contaminacdo microbiana (requisito < 102 UFC/ mL). A contaminacdo microbiana é
avaliada segundo a ISO 6222 (incubagédo a 22+1°C por 68+4h).

Na esterilizacdo do meio, quando aplicavel, € feito o controlo da temperatura medida no
interior do autoclave e o tempo de esterilizacao para cada lote preparado, e é registado
no registo do controlo dos meios de cultura. Se as temperaturas ndo forem cumpridas,

entre os 118°C e os 124°C, o meio € rejeitado.

Apols a preparagdo do meio de cultura todos os dados relativos ao meio de cultura,
nomeadamente a designacao, o fabricante, lote de fabricante, data de preparacao, data

de validade, massa, volume, pH, cor, consisténcia, controlos de esterilidade,
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seletividade, especificidade, produtividade, lote interno, validade e o técnico

responsavel.

Analises Microbioldgicas

Os métodos de ensaio utilizados, sdo métodos normalizados, isto €, que seguem uma
norma, ou documento normativo equivalente, elaborado por um organismo de
normaliza¢@o ou por um organismo setorial integrando representantes do setor técnico
em questdo. Estes métodos sédo devidamente validados, estdo sujeitos a atualizacdes
periddicas e sdo reconhecidos pela comunidade laboratorial nacional e internacional.

Os métodos utilizados encontram-se publicados em normas internacionais.

Métodos de Analise

1. Método da diluicdo em placa

O método de contagem de microrganismos em placas é um método geral, que pode ser
utilizado para contagem de grandes grupos microbianos, como aerébios mesofilos,
psicrotroficos, termdfilos, bolores e leveduras, entre outros, variando-se o tipo de meio,

a temperatura e o tempo de incubacéo (Silva et al., 2007).

Neste método as amostras sdo homogeneizadas, diluidas em série, em diluente
apropriado e sdo incorporadas num meio, ou espalhadas sobre um meio. Ap6s a
incubacao, todas as colbnias visiveis sdo contadas (Jay, 1998). O objetivo das diluicbes
€ ter um namero de coldnias possivel de contar. Este método pressupde que todas as
células sao viaveis, que de facto € o que importa, pois se 0s microrganismos estiverem
mortos num alimento ndo nos vao afetar, a ndo ser que tenham produzido esporos ou
toxinas. Este método € principalmente utilizado nas analises a alimentos, manipuladores

e superficies.
1.1. Técnicade Incorporagéo

Na técnica de incorporagdo uma porcao da amostra (1 mL) € misturada, uniformemente,
com o meio de cultura, ainda liquido, contando-se as colénias desenvolvidas apés

solidificacdo e incubacéo do meio.
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1.2. Técnica de Espalhamento

Na técnica de espalhamento, a amostra (0,1 mL) é espalhada sobre a superficie de um

meio de cultura solidificado e, apés incubacao, as colonias desenvolvidas sdo contadas.
2. Método de Filtracdo por Membrana

A filtracdo por membrana é um método analitico classico, para analise microbiolégica
de 4guas, que enumera 0s microrganismos em pesquisa, numa membrana colocada a
superficie de um meio de cultura, estabelecendo o numero de UFC por mL de amostra
analisada.

A andlise consiste em filtrar um dado volume de amostra de agua, através de uma
membrana de nitrato de celulose (com poros de 0,45um ou 0,22um), sendo
posteriormente colocada na superficie de meios de cultura sélidos, seletivos para o
grupo de microrganismos que se pretende quantificar (Ferreira e Sousa, 1998). E
necessario cuidado ao colocar a membrana, evitando a formacao de bolhas de ar, de
forma a que toda a area de filtragdo esteja em contacto com o meio de cultura. Apés a
incubacado a temperatura adequada, as coldnias tipicas sdo contadas e procede-se as
respetivas provas de confirmacdo. E feita uma avaliagio de reacbes tipicas dos
microrganismos através de testes bioquimicos, serol6gicos e enzimaticos, e também a
coloracdo de Gram (Bancroft et al.,1989). Este método é adequado para analisar

grandes quantidades de agua com baixa turbidez (Nollet e Gelder, 2013).

Analises Microbioldgicas as aguas

Durante o estagio foram analisadas diferentes amostras de agua, desde aguas para
consumo humano, aguas provenientes de piscinas e spas, aguas termais e aguas

balneares.

ApoOs a colheita, as amostras devem ser analisadas o mais rapido possivel, no periodo
de:

e 12 a 18 horas para microrganismos a 36°C e 22°C, coliformes, enterococos
intestinais, Escherichia coli, Clostridium perfringens, Pseudomonas aeruginosa
e Salmonella sp.

e 24 a 72 horas — Bactérias sulfito redutoras e Legionella sp.
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Caso néo seja possivel analisar mal chegam ao laboratério, devem ser armazenadas a
uma temperatura de 5+3°C. Os microrganismos analisados para cada tipo de agua,
regra geral, sdo os ja anteriormente referidos nas diferentes legislacbes. Contudo, o
cliente também pode escolher o que pretende que seja analisado na sua amostra,

dependendo do seu objetivo.

1. Enumeracdo de Microrganismos a 22°C e a 36°C (ISO
6222:1999)

O meio de cultura utilizado para a contagem de microrganismos na agua é o YEA,
recomendado pela norma ISO 6222:1999. Este meio é altamente nutritivo contendo

extrato de levedura como fonte de vitaminas.
1.1. Procedimento

Agita-se a amostra e pipeta-se 1 mL da amostra para a placa de petri. Adiciona-se o
meio de cultura YEA e mistura-se o meio com o in6culo, através de movimentos
rotativos. Apds solidificacdo do meio, as placas sao incubadas em aerobiose a 36x1°C
durante 21+3h (para aguas de piscinas e termas) ou 44+4h (para ACH) e a 22+2°C
durante 68+4 horas. Ap0Os o tempo de incubagéo contam-se todas as colonias presentes

no meio. O resultado é expresso em UFC/ ml.

2. Detecdo e enumeracdo de Escherichia coli e bactérias
coliformes (ISO 9308-1:2014)

O meio de cultura utilizado neste procedimento, o CCA, possui dois substratos
cromogénicos hidrolisaveis que permitem a detecéo simultanea de enzimas especificas,
gue clivam o substrato cromogénico, libertando o cromogénio. A 8-D-galactosidase cliva
0s substratos Salmon-Gal (6-chloro-3-indoxyl-3-D-galactopyranoside) e o IPTG
(isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside) originando colénias de cor rosa a vermelha,
caracteristicas dos coliformes. A B-D-glucuronidase cliva o0 Salmon-Gal e o substrato X-
glucuronide (5-bromo-4-chloro-3-indoxyl-3-D-glucuronide) originando colénias de cor
azul escuro a violeta, caracteristicas da E. coli. O crescimento de bactérias de Gram

positivo é inibido pelo Tergitol existente no meio de cultura.
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2.1. Procedimento

As amostras sdo homogeneizadas e é filtrado o volume de amostra adequado. Apés a
filtracdo a membrana filtrante é colocada numa placa, contendo meio sélido seletivo
CCA. As placas séo incubadas em aerobiose a 36+2°C durante 21+3 horas e, no final,
procede-se a leitura das placas.

As colbnias que apresentam uma coloracdo de rosa a vermelho, sdo B-galactosidase
positivas, representando os coliformes (Figuras 2 e 4); e as colénias que apresentam
uma coloracdo de azul-escuro a violeta, sdo B-glucuronidase positivas, representando

a Escherichia coli (Figura 3)

Para evitar falsos positivos, as colénias com coloragéo rosa a vermelho sdo confirmadas
como oxidase-negativas, através do teste da oxidase. Repicam-se todas ou, pelo
menos, 10 coldnias suspeitas para meio de cultura PCA e incubam-se as placas a

36+2°C durante 20+3h. Por fim, faz-se o teste da oxidase.

Consideram-se como coliformes todas as col6nias de rosa a vermelho oxidase-negativa
e de azul-escuro a violeta, e consideram-se como Escherichia coli todas as coldnias de

azul-escuro a violeta (Langue et al., 2013).

Figura 2 — Aspeto tipico de col6nias de coliformes no Figura 3- Aspeto tipico de coldnias de E. coli no meio
meio de cultura CCA (Fonte: Langue et al., 2013). de cultura CCA (Fonte: Langue et al., 2013).
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Figura 4 - Aspeto tipico de coldnias de coliformes no meio de cultura CCA (Fonte: Langue et al., 2013).

2.1.1. Teste de Oxidase

Os citocromos, na parte terminal da cadeia respiratéria, estdo envolvidos na
transferéncia de eletrbes para o oxigénio. Os organismos que contém citocromos
produzem uma enzima oxidase intracelular. Esta enzima oxidase catalisa a oxidacdo do

citocromo c (Tortora et al, 2016).

O objetivo deste teste é identificar se as bactérias em estudo tém, na cadeia respiratoria,
o citocromo oxidase. Quando presente, a citocromo ¢ oxidase oxida a fenilenodiamina,
presente no reagente oxidase, provocando uma alteracdo de cor para roxo (Steel, 1961).
O reagente teste, N, N, N’, N-Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride funciona

como um aceitador artificial de eletrbes para a enzima oxidase.

As bactérias que séo oxidase positiva contém o citocromo ¢ oxidase, e podem usar o

oxigénio, como um aceitador final de eletrées na respiracao.

Num frasco coberto com papel de aluminio, pesa-se 0,05 gramas de N, N, N’, N*-
Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride e dissolve-se em 5 mL de agua. Esta
solucao deve ser utilizada o mais rapidamente possivel de forma a evitar a sua oxidacao.
Num papel de filtro colocam-se 2 a 3 gotas de reagente da oxidase. Com a ajuda de
uma ansa retira-se um bocado da colénia em estudo e coloca-se em contacto com o
papel de filtro, contendo o reagente da oxidase, e aguarda-se reacdo. A reacdo de
oxidase € positiva quando ocorre a producdo de cor azul-pUrpura escuro em, no
méximo, 10 segundos. Outras reagcbes, nomeadamente o0 aparecimento de uma
coloracao purpura ao fim de 30 a 60 segundos, € considerado um resultado negativo
(Figura 5).
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Figura 5 - Exemplo de um teste de oxidase (Fonte: Autor).

3. Enumeracao e detecao de Enterococos intestinais (ISO 7899-
2:2000)

O meio de cultura utilizado neste procedimento, Slanetz and Bartley, é baseado na
capacidade que o0s Enterococos intestinais tém para reduzir o TTC (2,3,5-
trifeniltetrazolium chloride — corante incolor) produzindo a formazina (corante vermelho).
Esta reacdo é observada através da coloracao das coldnias (que varia entre o rosa,
vermelho e castanho), uma vez que a formazina localiza-se no interior das células,
fazendo com que estas adquiram a coloracao especifica. A azida de sodio, presente na
constituicdo do meio, é o agente seletivo e tem como objetivo inibir o crescimento das

bactérias de Gram negativo e de Staphylococcus.
3.1. Procedimento

As amostras sdo inicialmente homogeneizadas e é filtrado o volume de amostra
adequado. Apos a filtracdo a membrana filtrante € colocada numa placa contendo meio
solido seletivo SB. As placas séo incubadas em aerobiose a 36+2°C durante 44+4 horas.

Ap0s o tempo de incubacéo procede-se a leitura das placas.

Consideram-se como coldnias suspeitas de Enterococos intestinais, as que
apresentarem cor vinosa (cor de vinho tinto) vermelha, castanha e rosa (Figura 6).
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Figura 6 - Aspeto tipico de col6nias suspeitas de Enterococos Intestinais no meio de cultura SB (Fonte: Autor).

Procede-se a confirmacdo das colonias suspeitas transferindo-se a membrana para
uma placa, com meio de cultura de Bile Esculina Azide Agar (BEA) pré-aquecido a 44°C.

As placas sao incubadas em aerobiose a 44+0,5°C durante 2 horas.

Os enterococos intestinais no meio de cultura BEA hidrolisam a esculina. Os compostos
formados pela hidrélise da esculina reagem com os ibes de ferro, provenientes do citrato

férrico de amaonio (contido no meio), originando uma coloracéo negra.

Consideram-se como enterococos intestinais as colénias que apdés o teste de

confirmacao apresentem cor negra (Figura 7).

Figura 7 — Aspeto tipico de col6nias de enterococos intestinais no meio de cultura BEA (Fonte: Autor).

4. Detecdo e enumeracdo de Pseudomonas aeruginosa (ISO
16266: 2006)

O meio de cultura utilizado neste procedimento é o CN Pseudomonas Agar,
suplementado com glicerol, que funciona como uma fonte de energia. O principio do
meio é baseado na capacidade que os microrganismos alvo tém em produzir piocianina
(pigmento azul, ndo fluorescente, solivel em &gua e cloroférmio), estimulada pelo

cloreto de magnésio e pelo sulfato de potassio. A cetrimida (composto amonio
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quaternario) e o acido nalidixico (antibiotico), presentes no meio, inibem a maior parte
da microflora contaminante, incluindo outras espécies de Pseudomonas. Existem ainda
P. aeruginosa que crescem neste meio, apresentando fluorescéncia (fluoresceina) ou
cor castanho avermelhadas (piorrubina), porém estas duas caracteristicas ndo sao

exclusivas de P. aeruginosa, pelo que este tipo de colbnias carece de confirmacéo.
4.1. Procedimento

As amostras sdo inicialmente homogeneizadas e é filtrado o volume de amostra
adequado. A membrana filtrante € colocada numa placa com meio sélido seletivo CN.
As placas sdo incubadas em aerobiose a 36+2°C durante 44+4 horas. Apos o tempo de
incubacao, procede-se a leitura das placas.

As col6nias com cor azul-verde (com ou sem fluorescéncia) consideram-se como

coldnias de Pseudomonas aeruginosa confirmadas (Figura 8).

Figura 8 — Aspeto tipico de colénias de Pseudomonas aeruginosa no meio de cultura CN (Fonte: http: pvl.pt).

As coldnias fluorescentes com cor ndo azul-verde e com cor castanho-avermelhado séo
consideradas como colonias de Pseudomonas aeruginosa suspeitas. As colonias
suspeitas necessitam de passar por algumas provas de confirmacéo. Repicam-se, para
meio de cultura PCA, pelo menos 5 colbnias e incuba-se a 36+2°C durante 22+2h. Ap6s
incubagdo as colonias inicialmente fluorescentes com cor ndo azul-verde realiza-se o
teste de producdo de amonia a partir de um caldo de acetamida. Consideram-se como
coldénias de Pseudomonas aeruginosa as que apresentarem reagao positiva neste teste.
As col6nias inicialmente de cor castanho-avermelhado realizam-se os seguintes testes:
producdo de amonia em acetamida, teste da oxidase (referido em 2.1.1.) e fluorescéncia
em King B (apenas para as col6nias oxidase-positiva). Consideram-se como colonias

de Pseudomonas aeruginosa as que apresentarem reacao positiva nos trés testes.
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4.1.1. Teste de Producéo de amoOnia em meio acetamida

Inoculam-se as colénias em caldo nutritivo de acetamida e incubam-se os tubos a
36+£2°C durante 22+2h. Ap6s incubacdo adicionam-se 1 a 2 gotas de reagente de

Nessler

Uma reacdo positiva é caracterizada pela producdo de cor que varia de amarelo a

vermelho tijolo.

4.1.2. Teste de Fluorescéncia em meio King B

Repicam-se as coldnias para meio de cultura King’s B e incuba-se a 36+2°C durante 5

dias. Observam-se, diariamente, na lampada de UV, as coldnias que se desenvolvem,

A reacdo é positiva quando ocorre fluorescéncia durante o tempo de incubacéo.

5. Detecado e enumeracéo de Staphylococcus sp. (Método Interno
— NP 4343:1998)

Neste procedimento foi utilizado como meio de isolamento, 0 meio de cultura Mannitol
Salt Agar. O funcionamento do meio baseia-se na capacidade dos estafilococos em
fermentar o manitol com producdo de &cido, mesmo na presenca de grandes
concentracdes de cloreto de sédio. A degradacdo do manitol é detetada pela mudancga
de cor do meio envolvente, fruto da diminui¢cdo do pH (subprodutos acidos), que provoca
a alteracdo da estrutura do indicador de pH (vermelho de fenol), adquirindo a cor
amarela. A presenca de uma elevada concentracdo de sodio tem como objetivo inibir o

crescimento de bactérias, exceto dos Staphylococcus.
5.1.  Procedimento

As amostras sdo inicialmente homogeneizadas e é filtrado o volume de amostra
adequado. A membrana filtrante é colocada numa placa com meio solido seletivo MSA.
As placas sdo incubadas em aerobiose a 37+1°C durante 4844 horas. Apos o tempo de

incubacao procede-se a leitura das placas.
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Sao consideradas como coldnias suspeitas de Staphylococcus sp. as que apresentarem
cor branca ou amarela, com ou sem halo, eliminando as grandes e mucosas que

correspondem ao género Bacillus (Figura 9).
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Figura 9 — Aspeto tipico de colénias suspeitas de Staphylococcus sp. no meio de cultura MSA (Fonte: Autor).

As colénias suspeitas de Staphylococcus sp. realizam-se provas de confirmagao.
Repicam-se 3 coldnias para meio de cultura PCA e incuba-se em aerobiose a 37+1°C

durante 24+4horas. Apos incubacéo faz-se a coloragéo de Gram.

5.1.1. Coloragao de Gram

Desenvolvida por Christian Gram em 1884, a coloragdo de Gram é uma técnica de
coloracdo das células bacterianas, baseada na diferente constituicdo quimica e
estrutural da parede celular das bactérias. Esta técnica permite a caracterizacao
morfolégica da bactéria e a sua classificagdo em dois grupos segundo a sua capacidade
de reter ou ndo a cor violeta da solucéo de cristal violeta sob as condicdes de teste
(Madigan et al.,1997).

O diferente comportamento das bactérias em relacdo a coloracao de Gram deve-se ao
facto de os dois grupos bacterianos apresentarem parede celular quimica e
estruturalmente distinta. Apos a fixacdo do esfregaco pelo calor, as bactérias sdo
coradas pelo cristal violeta. De seguida, adiciona-se o Lugol (uma solucdo com iodo em
equilibrio com iodeto de potassio), que atua como mordente, e em que os ides de iodo
(I vao precipitar o cristal violeta formando um precipitado cristal violeta-iodo. De
seguida, com a aplicacao de um descorante (alcool a 95%), que origina a solubilizacao
das membranas, o complexo cristal violeta-lugol € retido pela espessa camada de

peptidoglicanos da parede celular das bactérias de Gram positivo (Gram +), que ficam
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com uma cor purpuralvioleta intensa. Nas células de Gram negativo (Gram -), o
complexo cristal violeta-lugol é removido, pelo que ap0s este processo estas células
ficam descoloradas. Para visualizar as bactérias Gram-negativas, adiciona-se um

corante basico secundario (safranina) que atua como contrastante (Valéria, M).

Comeca-se por colocar uma pequena gota de 4gua numa lamina de vidro. Com a ajuda
de uma ansa estéril, retira-se uma pequena amostra da cultura bacteriana e espalham-
se as células na gota de agua, colocada na lamina. ApGs a lamina estar seca, inunda-
se a lamina com a solucéo Violeta Cristal, deixando a reagir por 1 minuto. Com a lamina
inclinada enxagua-se, gentilmente, durante alguns segundos com agua destilada e
retira-se o0 excesso de agua, com papel absorvente. De seguida, inunda-se a lamina
com Lugol deixando atuar durante 1 minuto. Com a lamina inclinada enxagua-se,
gentilmente, durante alguns segundos com agua destilada, e de seguida verte-se etanol
(95%) sobre o esfregaco, nunca por um periodo superior a 30 segundos e até ndo ser
visivel a cor violeta. Com a lamina inclinada enxagua-se, gentilmente, durante alguns
segundos com agua destilada, de forma a eliminar o etanol e, retira-se 0 excesso com
papel absorvente. Por fim, inunda-se a lamina com Safranina durante 10 segundos e
lava-se com agua destilada. Retira-se o0 excesso de agua com papel absorvente e deixa-
se secar a lamina ao ar. No final, observa-se a lamina ao microscopio na objetiva de

imersao.

As células bacterianas que apresentem cor azul ou violeta sdo designadas de Gram
positivo, as que por outro lado, apresentem coloracéo de rosa escuro a vermelho séo

designadas de Gram negativo.

As coldnias que s&o cocos de Gram positivo realizam-se os seguintes testes: catalase,

tipo respiratorio em M.E.V.A.G e coagulase.

5.1.2. Teste de Catalase

O peroxido de hidrogénio € um produto final do metabolismo dos hidratos de carbono
pela via oxidativa, sendo um composto extremamente toxico para 0s microrganismos,
que através da catalase o decompdem em agua e oxigénio. A catalase € uma enzima
que esta presente na maioria das bactérias aerObias ou anaerodbias facultativas e

ausente nos anaerébios estritos.
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A reacdo é visualizada pela formacao de bolhas quando se emulsiona uma cultura com
peréxido de hidrogénio (Madigan et al., 1997). Este teste ajuda a diferenciar o género

Staphylococcus — catalase positiva, do género Streptococcus — catalase negativa.

7

O teste é efetuado segundo as instrugbes do fabricante. Coloca-se uma gota do
reagente numa lamina e, com a ajuda de uma ansa, inocula-se a coloénia em estudo. A
reacdo da catalase € positiva quando ocorre producédo de bolhas de oxigénio (Figura
10).

Figura 10 - Exemplo de resultados positivos no teste da catalase (Fonte: Autor).

5.1.3. Tipo Respiratério em MEVAG

Neste teste é averiguada a capacidade que os Staphylococcus possuem de crescer
tanto na presenga como na auséncia de oxigénio. Permite diferenciar as espécies de
Staphylococcus e Micrococcus com base no metabolismo oxidativo e fermentativo dos
carboidratos.

Antes da utilizacdo é necessario colocar-se os tubos num banho-maria a 44°C durante
15 min. O meio contém glucose, acucar que € fermentado pelos estafilococos ao longo
de todo o tubo (tanto na presenca, como na auséncia de oxigénio), provocando uma
acidificagdo do meio, alterando a estrutura do indicador de pH (purpura de bromocresol)
levando a uma mudanca de cor no meio para amarelo (Figura 11). Os Micrococus como

aerébios obrigatérios que sdo, apenas crescem na superficie do meio.

50



FCUP
Execucdo de ensaios microbioldgicos nas areas alimentar, ambiental e técnica em contexto
empresarial

Figura 11 — Tipo respiratério em MEVAG, exemplos de resultados positivos (tubos 405, 5 e 6) e negativos (os restantes)
(Fonte: Autor).

5.1.4. Teste de Coagulase

O teste da coagulase é utlizado para diferenciar Staphylococcus aureus dos
estafilococos coagulase negativa. A coagulase é uma enzima produzida por S. aureus
gue converte o fibrinogénio (soltvel) no plasma em fibrina (insollvel), e € um importante

fator de viruléncia (Ryan e Ray, 2003).

E realizado um teste comercial de aglutinacdo que se correlaciona bem com o teste da
coagulase, e é efetuado segundo as instrucdes do fabricante. Numa carta descartavel
escolhe-se dois circulos adjacentes e identificam-se. Num dos circulos, coloca-se 1 gota
de R1 (reagente da coagulase) e no outro uma gota de R2 (controlo negativo). O controlo
negativo serve para descartar a autoaglutinacdo. Inoculam-se as colonias suspeitas nos
reagentes e misturam-se cuidadosamente durante 10 segundos. Por fim, da-se um

ligeiro movimento rotativo a carta durante 20 segundos e observa-se a luz, a reagéo.

7

Um resultado positivo é indicado pelo aparecimento com o reagente R1 de uma
aglutinacéo (formacao de coagulo) em 30 segundos (Figura 12). Um resultado negativo
€ indicado pela auséncia de aglutinagdo com os reagentes R1 e R2 (Figura 13). A

reacdo € ininterpretavel se o reagente R2 apresentar uma aglutinacao.
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Figura 12 — Observagdo de um resultado positivo para Figura 13 - Observag&o de um resultado negativo para
o teste da coagulase (Fonte: Autor). o teste da coagulase (Fonte: Autor).

Consideram-se como Staphylococcus sp., estafilococos ndo produtores de coagulase,
todas as colbnias catalase positiva, MEVAG positivo, e coagulase negativa; e como
Staphylococcus aureus, estafilococos produtores de coagulase, todas as coldnias

catalase positiva, MEVAG positivo e coagulase positiva.

6. Detecdo e enumeracao de Clostridium perfringens (EPA 600)

No meio de cultura m-CP, o Clostridium perfringens néo degrada o cromogénio, indoxil-
B-D glucdsido, devido a falta de atividade da enzima -D-glucosidase (enzima envolvida
na fermentacéo de celobiose). As colbnias caracteristicas deste microrganismo devem-
se a fermentacdo da sacarose presente no meio, reduzindo o pH, pelo que o Brom
Cresol Purple muda de cor de roxo para amarelo. A presenca de D-cicloserina e
poliximina B e a incubagé@o a uma temperatura de 44°C, inibe o crescimento de bactérias

de Gram negativo e de estafilococos.
6.1. Procedimento

As amostras sdo inicialmente homogeneizadas e é filtrado o volume de amostra
adequado. A membrana filtrante € colocada numa placa com meio sélido seletivo m-CP.
As placas séo incubadas em anaerobiose a 44,5+0,2°C durante 24 horas. Apés o tempo
de incubacéo procede-se a leitura das placas. Consideram-se como col6nias suspeitas
de Clostridium perfringens as que apresentarem cor amarela opaca. A estas colonias €

necessaria realizar uma prova de confirmacao, o teste do hidréxido de amaonio.
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6.1.1. Incubacdo em anaerobiose

A incubacdo em condicbes de anaerobiose € realizada com recurso a uma jarra, onde
€ colocada uma palete que contém componentes que se ligam quimicamente ao
oxigénio, de forma rapida e completa, criando um meio livre de oxigénio (anaerdbico) e
uma atmosfera de didéxido de carbono. Para controlar as condi¢des exigidas € utilizado
um indicador de anaerobiose no interior da jarra (Figura 14). O indicador séo tiras
impregnadas com um corante, azul de metileno, que na auséncia de oxigénio € reduzido

ficando incolor.
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Figura 14 - Exemplo de um kit de anaerobiose (Fonte: https://www.merckmillipore.com).

6.1.2. Teste do Hidr6xido de Amodnio

Este teste permite avaliar a atividade da fosfatase acida, através da exposicdo das
colénias a Hidroxido de Aménio.

Numa hotte colocam-se cerca de 3 gotas de hidréxido de aménio, na tampa da placa de
petri do meio. De seguida, coloca-se a parte inferior da placa sobre a tampa e espera-
se aproximadamente 20 a 30 segundos, para que se libertem os vapores do hidroxido

de amonio, e observa-se a reacao.

As colbnias de Clostridium perfringens produzem a fosfatase &cida que hidrolisa o
difosfato de fenolftaleina, presente na constituicdo do meio de cultura, libertando a
fenolftaleina. As coloOnias tipicas desta bactéria irdo apresentar uma coloragdo rosa

escuro ou vermelha, apés a exposicéo a vapores de hidroxido de aménio.
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7. Detecdo e enumeracdo de esporos de Anaerobios Sulfito —
redutores (ISO 6461-2:1986)

O meio de cultura utilizado € o TSC e € baseado na capacidade que as bactérias tipicas
tém para reduzir o sulfito (presente no meio) a sulfureto, reagindo posteriormente com
o sal férrico presente no meio de cultura (citrato férrico) formando um precipitado negro,

fazendo com que as coldnias adquiram essa cor.

A detecdo de esporos de anaerobios sulfito-redutores requer um passo de destruigédo
das células vegetativas presentes na amostra. Por isso, a amostra € colocada num
banho maria a 75£5°C durante 15 minutos. Antes de se proceder a este passo, coloca-
se um frasco (igual ao utilizado para as amostras), com o volume adequado de agua
estéril, dentro do banho com um termopar. S6 se comeca a registar a contagem do

tempo referido quando a agua dentro do frasco atingir a temperatura de 75+5°C.
7.1. Procedimento

Apbs o passo referido anteriormente, filtram-se 50 mL da amostra numa membrana
filtrante de 0,22um. A membrana filtrante é colocada numa placa contendo meio sélido
seletivo TSC. As placas sdo incubadas em anaerobiose (6.1.1.) a 37+1°C durante 44+4

horas. Apos o tempo de incubagéo procede-se a leitura das placas.

Consideram-se como esporos de anaerébios sulfito-redutores todas as colénias de cor

negra.

8. Detecédo de espécies de Salmonella (ISO 19250)

Como as células das espécies de Salmonella na agua se encontram em baixas
concentracoes e “stressadas”, € necessario realizar passos de concentragao e pré-

enriguecimento quando se realiza a pesquisa deste microrganismo.
8.1. Procedimento

As amostras com volumes inferiores a 10 mL, s@o pré-enriquecidas em 50 mL de APT.
Nas amostras com volumes superiores a 10 mL filtra-se o volume de amostra adequado
e coloca-se a membrana filtrante em 50 mL de APT. Nos dois casos, a amostra é
incubada a 36+2°C durante 18+2 horas. ApoOs incubacdao realiza-se um enriguecimento

seletivo. Inocula-se 0,1 mL, do pré-enriqguecimento num tubo com 10 mL de RVS e
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incuba-se a 41,5+1,0°C durante 24+3 horas, e inocula-se 1 mL do pré-enriquecimento,
em 10 mL de MKTTn e incuba-se a 36+2°C durante 24+3 horas. Por fim, a cultura obtida
em RVS e MKTTn é isolada em meio de cultura XLD e BG. As placas sao incubadas a
36+2°C durante 24+3 horas.

Consideram-se como suspeitas de Salmonella as colénias com as seguintes

caracteristicas:

e XLD: colénias com centro negro e zona transparente (por vezes
avermelhada).

e BV: colonias com cor vermelha a rosa claro opaco com halo vermelho.

Para se realizar as provas de confirmacao retira-se, pelo menos, 1 colénia tipica de XLD
e 1 colonia tipica de BG (caso a primeira seja negativa, repicam-se outras 4 colonias
tipicas de cada meio). Repicam-se as colbnias a confirmar para o meio de cultura PCA
e incuba-se a 37+1°C durante 24+3h. De seguida, repicam-se as coldnias para tubos
com meio de cultura TSI (picada central e isolamento na rampa) e incubam-se a 36£2°C
durante 24+3h. Observam-se a anotam-se os resultados obtidos (Figuras 15 e 16). Os

resultados dos tubos com meio TSI sdo interpretados segundo a Tabela 11.

Figura 15 - Possiveis resultados observaveis nos tubos Figura 16 - Possiveis resultados observaveis nos tubos
com meio de cultura TSI (Fonte: Autor). com meio de cultura TSI (Fonte: Autor).

Consideram-se como Salmonella sp. as coldénias que em TSI apresentem a rampa com
cor vermelha ou sem alteracdo da cor do meio, formacao de gas (bolhas) e fundo do
tubo com cor amarela, com (em 90% dos casos) formac¢éo de H,S (cor negra no tubo)

ou no caso das Salmonella lactose positiva a rampa também apresenta cor amarela.
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De seguida procede-se a confirmagdo bioquimica utilizando-se uma galeria de

identificacao.

Tabela 11 - Interpretagéo dos possiveis resultados observaveis nos tubos com meio de cultura TSI.

Aparéncia Interpretacéo

Fundo do tubo

o Glucose positiva (fermentacéo da
Amarelo (acido)

glucose)
Vermelho ou sem alteracéo de cor Glucose negativa (ndo ha fermentagéo
(alcalina) dos carboidratos)
Preto Formagéo de H,S

Formacdo de gas a partir da
Bolhas e aberturas .
fermentacdo da glucose
Rampa na Superficie
o Lactose ou sucrose positiva
Amarelo (acido) .
(fermentacdo da lactose ou sucrose)
Lactose ou sucrose negativa (ndo ha
Vermelho ou sem alteracéo de cor fermentagdo nem da lactose nem

sucrose)

8.1.1. Galeria de Identificacdo de Bactérias

As galerias de identificacéo de bactérias sao kits de testes bioquimicos especificos, para
a identificagdo dos microrganismos ao nivel da espécie. Sdo constituidas por um
conjunto de cupulas com substratos liofilizados, que permitem o estudo especifico do
metabolismo do microrganismo que se pretende identificar. As atividades metabdlicas
sdo avaliadas por mudancas de cor apés a incubacgédo (Figura 17). Os resultados dos

testes sdo lidos a partir da galeria com o auxilio de uma tabela fornecida pelo fabricante.

O teste foi realizado segundo as instru¢des do fabricante. Comeca-se por preparar uma
suspenséo, colocando-se 1 col6nia em 3 mL de solugdo salina. Retira-se a pelicula da
galeria, e inoculam-se 3 a 4 gotas por poco. De seguida, cobre-se os pocgos 1,2,3 e 9
com Oleo, e tapa-se a galeria com a pelicula que a acompanha e incuba-se a 35-37°C
durante 18 a 24 horas. Em separado efetua-se o teste da oxidase (2.1.1) e anota-se o

resultado. Apos o periodo de incubacao adicionam-se 0s seguintes reagentes:
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¢ No poco 8: adicionam-se 2 gotas de reagente de Kovacs e |é-se o resultado ap6s

60 segundos.

¢ No poco 10: adiciona-se 1 gota de VPI e uma gota de VPII e Ié-se o resultado

apos 15 a 30 minutos.

e Nopoco 12: adiciona-se 1 gota de TODA e Ié-se o resultado apds 60 segundos.

A identificacdo € obtida através de um perfil numérico (Figura 18), que corresponde a

uma espécie, através do programa informético de identificacéo.
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Figura 17 — Exemplo da galeria de identificacdo
utilizada para a identificagdo de Salmonella sp. (Fonte:
Autor)

GN-ID A+B PANEL
REPORT FORM

uee - 8iql

Figura 18 — Exemplo do papel com o resultado das
reagdes observaveis na galeria de identificagéo (Fonte:
Autor).

8.1.2. Identificagdo de Salmonella — Latex teste

Adiciona-se 1 gota de Reagente Solucao Salina num circulo do cartdo de aglutinacao,

repica-se 1 colénia e inocula-se na gota de reagente, de forma a se obter uma

suspensdo homogénea. Roda-se suavemente o cartdo de aglutinacdo durante 2

minutos e observa-se autoaglutinacdo. No mesmo circulo adiciona-se 1 gota do

Reagente de Teste e roda-se suavemente o cartdo de aglutinagdo durante 2 minutos.

Verifica-se se ocorre aglutinagéo.

Um resultado positivo é caracterizado pela ocorréncia de aglutinacdo, indicando a

presenca de Salmonella sp.

A identificacdo desta estirpe € dada pela galeria de identificacdo bioquimica e pelos

testes de serologia.



FCUP
Execucdo de ensaios microbioldgicos nas areas alimentar, ambiental e técnica em contexto
empresarial

9. Detecdo e enumeracdo de espécies de Legionella sp. (ISO
11731 — 2: 2004)

O meio de cultura utilizado € o GVPC constituido por acido a-cetiglutarico, L-cisteina e
pirofosfato férrico que fornecem os fatores de crescimento essenciais para uma
recuperacao otima de Legionellaceae. O tamp&o ACES permite estabelecer o pH do
meio a 6,9 que corresponde ao pH 6timo de crescimento. A adicdo de agentes
antimicrobianos confere seletividade ao meio. A ciclohexamida inibe grande parte dos
fungos, e a vancomicina e a polimixina inibem o crescimento da maior parte das
bactérias de Gram positivo e de Gram negativo. A adicao de carvdo ao meio € essencial
para adsorver os elementos téxicos presentes no extrato de levedura e favorecer o

crescimento das legionelas.

A amostra é filtrada e ap6s a filtracdo € tratada com Solucdo Tampé&o Acida pH 2,2+0,2,

de forma a evitar o crescimento de outras bactérias.
9.1. Procedimento

Filtra-se o volume de amostra adequado (1L) e verte-se 30£5 mL da Solu¢do Tampéao
Acida pH 2,2+0,2, no funil de filtracdo e aguarda-se 5 minutos. Remove-se a solucéo
por filtrac@o e procede-se a lavagem da membrana com 20+5 mL de solugéo salina de
Page. Remove-se a solucéo por filtracdo e coloca-se a membrana filtrante (de nitrato de
celulose negra, com poros de 0,45um) sobre o meio de cultura GVPC Agar. As placas
sdo incubadas em aerobiose a 36+2°C durante 10 dias. As placas sdo examinadas com
recurso a lupa estereoscopica, em 3 ocasides, em intervalos de 2 a 4 dias (2°dia, 6°dia
e 10°dia).

Consideram-se como colénias suspeitas de Legionella sp. as que apresentem coloragao
branca, acinzentada, azulada, roxo, castanha, rosa, verde-lima ou vermelha, e que
apresentam uma aparéncia semelhante a vidro estilhagado no rebordo da coldnia,
quando observadas a lupa estereoscopica. Consideram-se também aquelas que

possam apresentar fluorescéncia quando expostas a luz UV.

Para se confirmarem as colénias suspeitas, selecionam-se no minimo 5 colénias
caracteristicas e repicam-se para 0 meio de cultura Columbia 5% Agar. As placas séo
incubadas a 36+2°C durante pelo menos 2 dias. Todas as col6nias que ndo apresentem

crescimento sdo consideradas como Legionella sp.
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A identificacdo da estirpe de Legionella sp. é efetuada com recurso a um teste

serolégico.

9.1.1. Latex teste — Identificacdo de Legionella

Adiciona-se uma gota da solugdo tampdo em 3 pocgos, independentes, do cartdo de
aglutinagdo. Repicam-se 3 a 4 coldnias e misturam-se com o tampao até obter uma
solugdo homogénea. Adicionam-se os reagentes Teste 1, Teste 2-15 e Teste Espécies
(um em cada pogo) e misturam-se gentilmente os reagentes com a solugdo homogénea.
Segura-se o cartao e faz-se movimentos giratorios suaves durante 2 minutos. Por fim,

verifica-se a ocorréncia (ou auséncia) de aglutinagéo.

O resultado é positivo se ocorrer aglutinacdo, indicando que a amostra tem antigénios
do serogrupo em questdo. O resultado € negativo se ndo ocorrer aglutinagdo. O
resultado € positivo sempre que se observa uma auséncia do fundo azul em relacéo ao

reagente de controlo (reagdes granulares ou filamentosas).

Céalculos e Expressao de Resultados

Apo6s a leitura das placas e respetivas provas de confirmacao (quando verificaveis), é

necessario calcular o resultado do ensaio.

O resultado é calculado de acordo com a seguinte férmula:
n=(c/vy)XVr

em que ¢ = somatorio das colonias
Vi = volume de expressao do resultado,

Vi = volume de amostra filtrada.
Apos a identificac@o das colonias: ¢ = (a/ b) x A

a = n° colénias identificadas
b = n° de coldnias a identificar

A = n° de coldnias totais (presuntivas)

O resultado é sempre expresso em unidades formadoras de colonias por volume de

amostra inoculada/ filtrada. Na contagem de microrganismos a 22 e 36°C, quando o
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numero de colonias é >300, o resultado é dado como >300. Na auséncia de colénias o
resultado é dado como zero, no caso de leitura direta. Na filtracdo quando o nimero de
coldnias é > 100 o resultado é dado como > 100. Nos ensaios de presenca/ auséncia, 0

resultado € expresso como “Presente” e “Ausente”, respetivamente.

Ap6s calculados, os resultados sédo exportados num relatério, para os clientes, que

segundo a legislacéo aplicavel, podem estar em conformidade ou nao.

Analises Microbiologicas aos Alimentos

Durante o estagio foram analisados diferentes tipos de alimentos, principalmente
refeicbes e alimentos prontos a comer. As andlises microbiologicas aos alimentos
baseiam-se na preparacdo de diluicdes sucessivas, seguidas da técnica de
incorporacédo ou espalhamento. As amostras devem ser analisadas, preferencialmente,
nas 24 horas apos a sua rece¢do. Caso nao seja possivel, devem ser armazenadas do

seguinte modo:

e Produtos estaveis: temperatura ambiente - entre os 18 e 0s 27°C;
¢ Congelados e ultracongelados - entre os -18 e o0s -15°C;

e Produtos refrigerados e ou pereciveis — a 3+2°C;

As amostras foram trabalhadas com, pelo menos, duas diluigbes sucessivas ou com 1

diluicdo em duplicado.
1. Preparacdo da Amostra

1.1. Preparacdo da Solugcdo-Méae

Para se preparar a solugdo-mée pesa-se, assepticamente, 10 gramas do alimento,
partindo-o em bocados pequenos (no caso de alimentos sélidos), com o auxilio de uma
tesoura ou faca, estéril. De seguida, juntam-se 90 mL de agua peptonada tamponada,
como solucéo diluente, num saco de homogeneizacéo (BagFilter) e homogeneiza-se

num homogeneizador, tipo stomacher ,durante 2 minutos na frequéncia maxima.
1.2. Preparacéo das diluicbes decimais

A partir da solugcdo méae procede-se a preparacao das restantes diluicbes decimais. O
namero de diluicdes decimais a realizar depende da carga microbiana que € expectavel

o alimento ter, isto €, um alimento cru é expectavel ter maior carga microbiana que um
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alimento cozinhado, assim o numero de diluicdbes decimais a realizar devera ser
superior. Para se prepararem as restantes diluicbes decimais, colocam-se 9 mL de agua
peptonada tamponada para cada tubo de ensaio necessario (1 tubo = 1 diluicdo). A
partir da solugcdo mae (primeira diluicao) pipeta-se 1 mL para o primeiro tubo de ensaio
(com 9 mL de APT) e coloca-se no vortex 5 segundos, para homogeneizar, obtendo-se
a segunda diluicdo. Para se preparar a terceira diluicdo procede-se da mesma forma,
pipetando 1 mL do primeiro tubo de ensaio para o segundo tubo de ensaio e, assim,
sucessivamente, para as restantes diluicbes. Preparadas todas as diluicbes e
dependendo do parametro microbiolégico a analisar, procede-se a técnica de
incorporacédo ou de espalhamento.

2. Enumeracao de Microrganismos a 30°C (ISO 4833:2003)

Com este parametro estima-se a populacdo microbiana total do alimento, sem identificar
os tipos de microrganismos presentes. A avaliacdo do nimero de microrganismos a
30°C é utilizada como um indicador do aumento do nivel de contaminagé&o microbiana
nos alimentos. O meio de cultura utilizado é o Plate Count Agar (PCA) formulado de
acordo com a ISO 4833. O meio contém digestdo enzimética da caseina e extrato de
levedura que fornecem carbono e nitrogénio para o crescimento de uma variedade de

microrganismos, e dextrose que € a fonte de carboidratos fermentaveis.
2.1. Procedimento

Transfere-se 1 mL da suspensédo méae e de cada diluicdo preparada para a respetiva
placa de petri e adicionam-se 15 mL de meio de cultura liquido PCA. Apés a solidificacao
do meio as placas séo incubadas em aerobiose a 30°C durante 72 horas. No final do

tempo de incubacao procede-se a contagem de todas as colonias desenvolvidas.

3. Enumeracéao de bactérias coliformes a 30°C (ISO 4832:2006)

No meio de cultura utilizado, VRBL, os coliformes fermentam a lactose presente no meio
e reduzem o pH do meio, dando origem a colénias vermelhas-purpuras, devido a
inclusdo do vermelho neutro e do violeta de cristal presentes no meio. Estas col6nias,
geralmente, sdo rodeadas por halos vermelhos-roxos de sais biliares precipitados. Os

sais biliares e o violeta de cristal inibem o crescimento de bactérias de Gram positivo.
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3.1. Procedimento

Transfere-se 1 mL da solugéo mée e de cada diluicdo preparada para a respetiva placa
de petri e adicionam-se cerca de 15 mL de meio de cultura liquido VRBL. Incorpora-se
0 meio com o inoculo através de movimentos rotativos. Apos solidificacdo adicionam-
se, aproximadamente, mais 4 mL de meio e deixa-se solidificar. As placas sao
incubadas em aerobiose a 30+1°C durante 24+2 horas. Apds o tempo de incubacao

procede-se & leitura das placas.

Selecionam-se as placas com mais de 15 colénias e menos de 150. As colonias com
cor vermelha-violeta, por vezes rodeada por uma zona avermelhada de precipitacéo,
sdo consideradas como bactérias coliformes (Figuras 19 e 20). Consideram-se como
coldnias suspeitas de bactérias coliformes, as atipicas (tamanho < 0,5 mm) e derivadas

de lacticinios que possuam outros agucares para além da lactose.

r

B
=
TR S

Figura 19- Aspeto tipico de colénias de coliformes no Figura 20- Aspeto tipico de coldnias de coliformes no
meio de cultura VRBL (Fonte: Autor). meio de cultura VRBL (Fonte: Autor).

Para confirmacdo, selecionam-se 5 col6nias atipicas e repicam-se para brilliant green

lactose bile broth. Os tubos sao incubados a 30+1°C durante 24+2horas.

Consideram-se como bactérias coliformes as colonias que mostrem formacao de gas.
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4. Enumeracao de Escherichia coli (ISO 16649-2:2001)

A E. coli possui a 8-D-glucuronidase que desdobra o substrato cromogénico BCIG (acido
5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-glucurdnico) presente no meio de cultura TBX. As células
da E.coli sdo capazes de absorver este complexo intacto e a glucuronidase intracelular
divide a ligacdo entre o croméforo e o glucuronide. O croméforo langcado é colorido e
acumula-se dentro das células, fazendo com que as coldnias de E.coli apresentem cores

em tons de azul/ verde.
4.1. Procedimento

Transfere-se 1 mL da suspensdo méae e de cada diluicdo preparada para a respetiva
placa de petri. Adicionam-se cerca de 15 mL de meio de cultura liquido TBX e incorpora-
se 0 meio com o inoculo, através de movimentos rotativos. Apés solidificacdo do meio
as placas sdo incubadas em aerobiose a 44°+1°C durante 18 a 24 horas. Apés o periodo
de incubacao procede-se a leitura das placas. Selecionam-se as placas com mais de 15

colénias e menos de 150 tipicas.

Consideram-se como Escherichia coli as colénias com cor azul/ verde (Figuras 21 e 22).
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Figura 21- Aspeto tipico de coldnias de Escherichia coli Figura 22 - Aspeto tipico de colénias de Escherichia

no meio de cultura TBX (Fonte: Autor). coli no meio de cultura TBX (Fonte: Autor).
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5. Enumeracao de Enterobacteriaceae (1ISO 21528-2:2004)

As Enterobacteriaceae fermentam a glucose e reduzem o pH do meio, produzindo
colénias com cor rosa/purpura devido a inclusdo de vermelho neutro e violeta de cristal
presentes no meio. Estas colénias sdo, geralmente, rodeadas por halos de cor parpura
de sais biliares precipitados. Os sais violeta e biliares de cristal inibem o crescimento da

flora Gram positiva.
5.1. Procedimento

Transfere-se 1 mL da suspensdo mée e de cada diluicdo efetuada para a respetiva placa
de petri. Adicionam-se 10 mL de meio de cultura liquido VRBG e incorpora-se o meio
com o in6culo através de movimentos rotativos. Apos solidificagdo adiciona-se uma
nova camada de meio de aproximadamente 15 mL e deixa-se solidificar. Por fim, as

placas séo incubadas em aerobiose a 37°C durante 24+2horas.

Ap6s o periodo de incubacdo procede-se a leitura das placas, selecionando-se as

placas com mais de 15 col6nias e menos de 150 col6énias.

Consideram-se como colénias suspeitas de Enterobacteriaceae as de cor rosa a
vermelho ou roxo, com ou sem halo de precipitacdo (Figuras 23 e 24). Algumas
Enterobacteriaceae podem apresentar descoloragdo das suas colénias no meio. Por
este motivo, quando ndo estdo presentes colonias caracteristicas, escolhem-se 5

coldnias esbranquicadas para confirmacao.

Figura 23 - Aspeto tipico de colénias de Figura 24- Aspeto tipico de colénias de
Enterobacteriaceae no meio de cultura VRBG (Fonte: Enterobacteriaceae no meio de cultura VRBG (Fonte:
Autor), Autor)
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Para se proceder a confirmacéao das colbnias, repicam-se 5 col6nias caracteristicas para
PCA e incuba-se a placa a 37°C durante 24+2h. Posteriormente, séo realizados o teste

da oxidase (2.1.1.) e o teste da fermentacéo da glucose.

5.1.1. Teste da fermentacé&o da glucose

Selecionam-se as colénias oxidase-negativa e repicam-se para tubos com meio de

cultura de Glucose agar. Os tubos séo incubados a 37°C durante 24+2h.

A fermentacdo da glucose observa-se pelo desenvolvimento de coloracdo amarela ao

longo do tubo (Figura 25)

Figura 25 - Exemplo de resultados positivos para a fermentagdo da glucose (tubos amarelos) e de resultado negativo
ndo fermentacao da glucose (tubo roxo) (Fonte:Autor).

Consideram-se como Enterobacteriaceae as coldnias oxidase-negativas e que

fermentem a glucose.

6. Enumeracao de Staphylococcus coagulase positiva (ISO 6888-
1:1999)

O meio de cultura utilizado, Baird Parker Agar (BP), é baseado na capacidade que os
estafilococos tém em reduzir a telurite de potassio a telurio, e € suplementado com
emulsdo de gema de ovo, que torna o meio amarelo e opaco. Os agentes seletivos
glicina, cloreto de litio e a telurite de potassio suprimem o crescimento da maioria das
bactérias presentes nos alimentos, sem inibir o organismo alvo. Os S. aureus formam

colénias brilhantes preto-cinzento escuro devido a reducdo da telurite a teldrio e
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produzem zonas claras ao redor das colonias, por acdo da lecitinase, que quebra a

gema de ovo.
6.1. Procedimento

Transfere-se 0,1 mL da suspensdo méae e de cada diluicdo preparada para a respetiva
placa de petri contendo o meio de cultura seletivo BP. Espalha-se o inéculo através de
movimentos rotativos com o espalhador e deixa-se secar durante 15 min. As placas sao
incubadas em aerobiose a 37°C durante 24 a 48 horas. Ap0s incubacao procede-se a
leitura das placas. Selecionam-se as placas com mais de 15 coldnias e menos de 150.

Consideram-se como col6nias caracteristicas, suspeitas de estafilococos coagulase-
positiva, as de cor preta ou cinzenta, brilhantes, convexas e rodeadas por uma zona
clara (Figuras 26 e 27). Consideram-se como colénias ndo caracteristicas, suspeitas de
estafilococos coagulase positiva, as de cor preta brilhante com ou sem uma fina

extremidade branca; zona clara impercetivel ou inexistente, e as de cor cinzenta sem

zona clara.

Figura 26 — Aspeto tipico de coldnias suspeitas de Figura 27- Aspeto tipico de colonias suspeitas de
estafilococos coagulase-positiva no meio de cultura BP. estafilococos coagulase-positiva no meio de cultura BP.

Para a realizacdo das provas de confirmacao, selecionam-se 5 coldnias caracteristicas
e 5 colonias ndo caracteristicas (caso existam), repicam-se para PCA e incuba-se a
placa a 37°C durante 24+2h. ApGs incubacao realiza-se o teste da coagulase (5.1.4).

Consideram-se como Estafilococos coagulase-positiva as col6nias que sejam

coagulase-positiva.
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7. Enumeracéao de bactérias sulfito — redutoras (ISO 15213:2003)

O meio de cultura utilizado para a enumeracao das bactérias sulfito-redutoras € o TSC.

7.1. Procedimento

No caso de se pretender enumerar 0 nimero de esporos de bactérias sulfito-redutoras
submete-se a suspensao inicial a tratamento térmico (banho-maria a 75°C durante 20

min).

Transfere-se 1 mL da solucdo méae e das diluicbes preparadas paras as respetivas
placas de petri. Adicionam-se 12 a 15 mL do meio de cultura seletivo TSC e incorpora-
se 0 meio com o inéculo através de movimentos rotativos. Apés solidificagéo adiciona-
se uma segunda camada de 5 a 10 mL de meio de cultura. As placas sao incubadas em
anaerobiose (6.1.1.) a 37+1°C durante 24 a 48 horas. ApGs o periodo de incubacéo,

procede-se a leitura das placas.

Selecionam-se as placas com mais de 15 colonias e menos de 150. Consideram-se

como coldnias de bactérias sulfito-redutoras as que apresentem coloracdo negra e que

por vezes estejam rodeadas por uma zona negra (Figuras 28 e 29).

Figura 28 — Aspeto tipico de colénias de bactérias Figura 29 - Aspeto tipico de colonias de bactérias
sulfito-redutoras no meio de cultura TSC (Fonte: Autor) sulfito-redutoras no meio de cultura TSC (Fonte: Autor
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8. Enumeracao de Clostridium perfringens (ISO 7937:2004)

O meio de cultura utilizado é o TSC com a adic&o do antibiético D-cicloserina (composto
seletivo inibitério), que impede o desenvolvimento da flora contaminante em especial
das outras espécies de Clostridium, reduzindo o tamanho dos halos negros a volta das

colonias.
8.1. Procedimento

Transfere-se 1 mL da diluigdo mée e de cada diluicdo preparada para a respetiva placa
de petri e adicionam-se cerca de 15 mL do meio de cultura TSC Agar (com D-
cicloserina). ApoOs solidificagdo do meio, as placas sdo incubadas em anaerobiose

(6.1.1.) a 37£1°C durante 20+2 horas. Por fim, procede-se a leitura das placas.

Consideram-se como col6nias suspeitas de Clostridium perfringens as que apresentem

cor negra e, por vezes, rodeadas por uma zona negra.

Selecionam-se 5 colbnias caracteristicas, bem isoladas e realizam-se provas de
confirmagao: reducdo dos nitratos, mobilidade e fermentagéo da lactose. No caso de
ndo haver colonias bem isoladas, repicam-se 5 colonias para meio de cultura
Thioglycollate e incuba-se em anaerobiose (6.1.1.) a 37°C durante a 18 a 24 horas. Ap0s
incubagédo repicam-se as coldnias para placas com meio de cultura TSC e adiciona-se
uma nova camada de 10 mL de TSC. As placas séo incubadas em anaerobiose (6.1.1.)
a 37°C durante 18 a 24 horas.

8.1.1. Teste da Fermentacdo da Lactose

Inoculam-se cada uma das col6nias em lactose-gelatin medium, e incuba-se em
condi¢des anaerobias (6.1.1.) a 37°C durante 24 horas. Um resultado positivo € dado
pela formacéo de cor amarela e bolhas de gés. Arrefecem-se os tubos a 5°C durante 1h

e verifica-se se ocorre a liquefagcéo da gelatina.

8.1.2. Teste nitrato — mobilidade

Inoculam-se cada uma das col6nias em nitrate-mobility medium por picada central e
incubam-se os tubos em anaerobiose (6.1.1.) a 37°C durante 24h. Apdés incubacao

observa-se se houve crescimento para fora da zona da picada. Testa-se a presenca de
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nitritos adicionando-se 0,2 mL a 0,5 mL de reagente para dete¢céo de nitritos e observa-
se a formacéo de uma coloracdo vermelha. Caso nao se observe formacéo de coloracdo
vermelha durante 15 minutos, adiciona-se p6 de zinco e deixa-se reagir por 10 minutos

(se houver aparecimento de coloracdo vermelha ndo houve reducgéo de nitratos).

Consideram-se como colonias de Clostridium perfringens, as imoveis que reduzem o0s
nitratos a nitritos (cor vermelha ao adicionar reagente para pesquisa de nitratos ou ndo
formacao de cor ap0s adicionar p6 de zinco), que degradam a lactose produzindo acido
(coloragé@o amarela) e gas (bolhas de gas) e liquefazem a gelatina.

9. Enumeracao de Bolores e Leveduras (ISO 21527-1: 2008)

O meio de cultura utilizado, DRBC, contém chloramphenicol que suprime o crescimento
das bactérias, permitindo o crescimento dos bolores e das leveduras. O agente
antifingico dicloran permite a reducao do crescimento dos fungos com propagacao

rapida.
9.1. Procedimento

Transfere-se 0,1 mL da suspensdo méae e de cada diluicdo preparada para a respetiva
placa de petri contendo o meio de cultura solidificado DRBC. Com a ajuda de um
espalhador, através de movimentos rotativos, espalha-se o indculo. As placas sao
incubadas em aerobiose a 25+1°C durante 5 dias. Ao final deste tempo procede-se a

leitura das placas. Selecionam-se as placas com mais de 15 colonias e menos de 300.

Consideram-se como leveduras as colénias redondas de cor mate ou brilhante, com
tracado regular e superficie convexa, e como Bolores as colénias achatadas ou “fofas”

(em estrutura de algodao) com estruturas esporuladas.

10. Enumeracéo de Bacillus cereus (ISO 7932:2004)

O meio de cultura utilizado MYP permite a diferenciacdo de Bacillus cereus dos outros
membros do género Bacillus, com base na fermentacdo do manitol e na producéo da
lecitinase. E um meio seletivo devido & presenca de poliximina B que inibe o crescimento

de bactérias de Gram negativo.
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10.1. Procedimento

Transfere-se 0,1 mL da solucdo mae e das diluicbes preparadas para as respetivas
placas de petri contendo o meio de cultura MYP. Com um espalhador espalha-se o
inoculo, através de movimentos rotativos. Deixa-se o indculo secar durante 15 minutos
e incubam-se as placas em aerobiose a 30+1°C durante 18 a 24 horas. Apés este
periodo de incubacéo, caso as coldnias ndo sejam claramente visiveis, incuba-se por

mais 24 horas. Selecionam-se as placas com mais de 15 col6nias e menos de 150.

Consideram-se como col6nias suspeitas de Bacillus cereus as largas, rosa e

geralmente rodeadas por um halo de precipitacéo (Figuras 30).

T

Figura 30 - Aspeto tipico de coldnias suspeitas de Bacillus cereus no meio de cultura MYP (Fonte: Autor).

Para a realizacé@o das provas de confirmagéo selecionam-se 5 col6nias caracteristicas
e repicam-se para meio PCA. Incuba-se em aerobiose a 30°C durante 24 horas e,

posteriormente, realiza-se o teste da hemolise em meio de sangue.

10.1.1. Teste da hemolise

Repicam-se as coldnias para meio de cultura Columbia 5% e incubam-se as placas em
aerobiose a 30+1°C durante 24+2h. Um resultado positivo é dado pela hemolise do

sangue, presente no meio, visualizado através de um halo branco.

Consideram-se como coldnias de Bacillus cereus as que apresentarem hemolise (Figura
31).
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Figura 31- Exemplo de um resultado positivo no teste da hemélise em meio de cultura Columbia 5%.

11. Enumeracédo de Listeria sp e Listeria monocytogenes
(ISO 11290-2/Amd.1:2004)

O meio de cultura utilizado é o Chromogenic Listeria Agar (OCLA) que contém o
cromogénio X-glucoside para a identificacdo presuntiva de Listeria sp. Este
cromogénio é clivado pela B-glucosidase, que € comum a todas as espécies de
Listeria. Outros microrganismos que possuem esta enzima, tais como 0s
enterococos, sdo inibidos pelos agentes seletivos cloreto de litio, polimixina B e
acido nalidixico. A anfotericina inibe o crescimento de leveduras e fungos que podem
estar na amostra. A Listeria monocytogenes é ainda diferenciada pela sua
capacidade de produzir enzimas PIPLC e PCPLC que hidrolisam o fosfatidilinositol
ou a lecitina, presentes no meio, originando um halo branco opaco em torno das

colénias.
11.1. Procedimento

Deixa-se repousar a amostra em APT durante 1h+5 min a 20+2°C e s6 depois se
preparam as diluicbes. Transfere-se 0,1 mL da solucdo méae e das diluicbes preparadas
para as respetivas placas de petri com meio de cultura OCLA, e espalha-se o inéculo
através de movimentos rotativos com o espalhador. As placas sdo incubadas em
aerobiose a 37°C durante 24+3horas. Caso ndo existam colonias caracteristicas ao fim
de 24 horas, deixa-se incubar por mais 24+3 horas. Apés o tempo de incubacédo
procede-se a leitura das placas, selecionando-se as placas com mais de 15 col6nias e

menos de 150.
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Consideram-se como colonias suspeitas de Listeria sp. as de cor verde-azul, com ou
sem halo (Figura 32); e como coldnias suspeitas de Listeria monocytogenes as de cor

verde-azul, rodeadas por um halo opaco.

Figura 32- Aspeto tipico de colonias suspeitas de Listeria sp. no meio de cultura OCLA (Fonte: Autor)

Para se realizarem as provas de confirmacao, selecionam-se 5 col6nias caracteristicas
e repicam-se para meio PCA. A placa é incubada a 37°C durante 18 a 24 horas. Apds
incubacdo sdo realizadas as seguintes provas de confirmacdo: Teste de catalase
(5.1.2.) coloracédo de Gram (5.1.1.), teste de hemdlise (10.1.1), teste da utilizacdo dos
carboidratos e teste de CAMP.

11.1.1. Teste da fermentacado dos carboidratos

O teste da fermentacdo dos carboidratos € utilizada para determinar se a bactéria
consegue ou n&o fermentar um carboidrato especifico. E utilizado um indicador de pH,

gue altera de cor devido a acidificacao do meio, resultante da fermentacéo.

Para se testar a utilizacdo dos carboidratos repicam-se as colénias para tubos com
Rhamnose e tubos com Xilose e incubam-se a 37°C durante 5 dias (as reacdes positivas
verificam-se normalmente em 24 a 48 horas). Se a rhamnose for fermentada a cor do
meio é alterada de roxo para amarelo (Figura 33); nos tubos de xilose é alterada de

vermelho para amarelo (Figura 34).
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Figura 33 - Exemplo dos possiveis resultados no teste Figura 34 - Exemplo de resultados negativos no teste
da Rhamnose (Fonte: Autor). da Xilose (Fonte: Autor)

11.1.2. Teste de CAMP

Inocula-se o Staphylococcus aureus desenhando uma linha vertical no meio de cultura
de Columbia a 5%. De seguida, inoculam-se as coldnias a testar e o controlo positivo,
desenhando uma linha horizontal que se prolongue até ficar a 1 ou 2 mm do inéculo de

S. aureus. As placas séo incubadas a 37° C durante 18 a 24 horas.

Um resultado positivo é dado pelo aparecimento de uma pequena zona de hemolise que
se estenda apenas por 3 mm desde o indculo da amostra e com fraca zona de hemolise
devido ao crescimento da cultura de Staphylococcus aureus. Zonas largas de hemdlise

ndo ocorrem na proximidade entre Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus.

Consideram-se como Listeria sp. as colonias com reacgdo positiva no teste da catalase

e que sejam bastonetes finos em forma de espiral Gram-positivos.

Consideram-se como Listeria monocytogenes as colonias que realizem hemolise,
degradem a xilose e a ramnose e que apresentem uma reagdo positiva com

Staphylococcus aureus.

12. Pesquisa de Salmonella (ISO 6579:2002)

A determinacdo da Salmonela sp. nos produtos alimentares consiste em detetar a
presenca desta bactéria numa quantidade especifica do produto (25 gramas), mas o
namero deste microrganismo no alimento ndo é determinado. Apenas importa saber se
este microrganismo esta presente no alimento, e ndo em que quantidade. A pesquisa

de Salmonela sp., realiza-se em quatro fases principais: pré-enriquecimento,
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enriguecimento, selecdo e detecdo. A fase de pré-enriquecimento € feita num meio
liguido ndo seletivo e tem o objetivo de permitir que 0os microrganismos lesados durante
a producdao do alimento recuperem as lesdes sofridas e se multipliquem, evitando falsos
negativos. Este passo € crucial, uma vez que a producédo alimentar envolve tratamentos
tecnolégicos, como por exemplo aquecimento e congelamento, que pode causar a morte
das células ou ferimentos sub-letais (Wu, 2008). Os microrganismos lesados
representam uma potencial ameaca para a seguranga alimentar, uma vez que podem
recuperar sob certas condicdes. Eles tém a capacidade de recuperar durante o tempo
de prateleira, e podem multiplicar-se sendo prejudiciais para o consumidor
(zadernowska e Chajecka, 2012). A fase de enriquecimento é feita em meios liquidos
seletivos e serve para que apenas as células de salmonela se multipliguem em
detrimento de outras. O meio de Caldo de Rappaport Vassiliadis com soja (Meio RVS)
devido a sua temperatura de incubagéo, de 41,5°C, favorece o crescimento da espécie
Salmonela sp., e o meio de Caldo de Muller Kauffmann Tetrationato Novobiocina (Meio
MKTTn) contém tiossulfato de soédio e iodeto de potassio que reagem formando um
composto, conhecido como tetrationato de sédio, que inibe o crescimento de coliformes
(Bager e Petersen, 1990). A fase de isolamento é realizada com meios de cultura solidos
seletivos para se obterem coldnias individualizadas. Por fim, procede-se a selecdo de

colbnias suspeitas e a sua confirmacao com provas bioquimicas e seroldgicas.
12.1. Preparacao da solucdo - mée

Para se preparar a diluicdo mée pesa-se, assepticamente, 25 gramas do alimento,
partindo-o em bocados pequenos (no caso de alimentos sélidos), com o auxilio de uma
tesoura ou faca, estéril, para um saco de homogeneizacdo (BagFilter). De seguida,
juntam-se 225 mL de &gua peptonada tamponada, como solucdo diluente, e
homogeneiza-se num homogeneizador, tipo stomacher, durante 2 minutos na
frequéncia maxima. Por fim, o saco de homogeneizac¢ao vai a incubar a 37+1°C durante
18+2h.

12.2. Procedimento

Apos a incubacéo transfere-se 0,1 mL para um tubo com 10 mL de meio RVS e,
paralelamente, transfere-se 1 mL para um tubo com 10 mL de meio MKTTn. O tubo de
RVS vai a incubar a 41,5+£1°C, durante 24+3h e o tubo de MKTTn a 37+1°C, durante
24+3h. A partir dos dois tubos anteriores, inocula-se, com o auxilio de uma ansa, em
duas placas de meio de cultura seletivo XLD e BG (2 XLD para RVS + 2 XLD para
MKTTn + 2 BV para RVS + 2 BV para MKTTn) e incubam-se em aerobiose a 37+1°C
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durante 24+3h. Ap6s a incubacdo procede-se a leitura das placas. O restante

procedimento é igual ao ja referido em 8.1.

Analises Microbiologicas a Manipuladores e
Superficies (ISO 18593:2004)

Durante o estdgio foram analisadas diferentes amostras de zaragatoas feitas a
manipuladores e a superficies. Estas andlises tém como objetivo verificar se as
metodologias de higienizacdo sado eficientes, ou seja, se 0s produtos de higienizagéo

séo eficazes, se os manipuladores fazem a correta higieniza¢do das méos, etc.

As amostras devem ser analisadas, preferencialmente, nas 24 horas apdés a sua

rececdo. Caso nao seja possivel, devem ser armazenadas entre 1 a 4°C.

As amostras foram trabalhadas, pelo menos, com 2 diluicbes sucessivas, ou com 1
diluicdo em duplicado. Ao contrario dos alimentos, nas zaragatoas ndo é necessario a
preparacdo da solucdo-mae. A suspensao inicial é o liquido de colheita que esta no
tubo. Para homogeneizar o conteldo agita-se no vértex durante 30 segundos. As
preparagfes das diluicdes foram feitas como ja descrito, anteriormente, em 1.2. Os
parametros microbiolégicos analisados dependem do que o cliente deseja analisar e

pesquisar. Os ensaios sdo efetuados da mesma maneira que os dos alimentos.

Calculos e expressao dos resultados para

alimentos e zaragatoas

ApoOs a leitura das placas e respetivas provas de confirmacao (quando verificaveis), €
necessario calcular o resultado do ensaio. O numero de colénias presentes,

representado por c, é definido nas seguintes situacoes:

e ¢ = somatorio das colbénias das varias diluigbes (unitarias ou duplicado), para
contagens < 150 ou 300, em que pelo menos uma das placas tem um minimo

de 10 coldnias
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e C = n° de colbénias na placa (unitarias ou duplicado), para contagens < 10
colbnias

o = % X A, apés identificacdo (confirmacao) de coldnias, em que a = n° coldnias
identificadas, b = n° de colbnias a identificar (a efetuar provas de confirmacao) e
A = n° de colodnias totais (presuntivas de serem confirmadas).

e C em zaragatoas = n° de col6nias x o volume total do liquido da zaragatoa de

colheita

O resultado pode ser calculado de acordo com as seguintes férmulas:

Célculo com col6nias em diluigdes sucessivas unitarias: n = em que

C
vx1,1xd

v = volume de in6culo
d = fator de diluicdo correspondente a 12 placa com contagens

Célculo com coldnias = 4 e < 10 em diluicbes sucessivas unitarias: n = vTcd em que

v = volume de in6culo
d = fator de diluicdo correspondente as placas com contagens

C

Célculo com colbnias em diluigbes sucessivas em duplicado: n = ,
v x [n1+(0,1 X n2)]x d

em que

v = volume de in6culo

d = diluicdo correspondente as 12 placas com contagens
nl = n° de placas com col6nias na 12 diluicdo

n2 = n° de placas com col6nias na 22 diluigdo

Calculo com colonias =2 4 e < 10 diluicdes sucessivas em duplicado: n ﬁ, em que

nx

v = volume de in6culo
d = diluicdo correspondente as placas com contagens
n = n° de placas com col6nias

Quando h& contagens de colbnias, o resultado é arredondado a dois algarismos
significativos e expresso entre 1,0 e 9,9 multiplicado pela adequada poténcia de 10 (ex:
1,2 x 10%). Na auséncia de coldnias, o resultado é dado como inferior ao limite de
guantificacéo (ex: < 1,0 x10%). No caso de valores de colénias superiores ao valor
maximo de contagem na ultima diluicdo, apresenta-se o resultado como “> valor
calculado” (ex: >1,0 x 10%). Nos ensaios de presenca/ auséncia, o resultado é expresso

como “presente” e “ausente” respetivamente.
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A maioria das analises alimentares foi feita a refeicbes ou alimentos prontos a consumir,
assim de modo a avaliar a qualidade microbiolégica das analises, utiliza-se como
referéncia o documento “Valores Guia para avaliagdo da qualidade microbiolégica de

alimentos cozinhados e prontos a comer” do INSA.

Nas zaragatoas ndo ha nenhuma legislagdo ou valores guias para interpretar 0s
resultados, existe, apenas, uma recomendacao da Saude Publica que menciona que na
contagem de microrganismos a 30°C o limite méximo é de 100 UFC/ zaragatoa ou 100
UFC/ cm?. Uma vez que as zaragatoas servem para avaliar a eficacia das metodologias
de higienizagédo, se tudo estiver a ser feito de forma correta, oS microrganismos
patogénicos deverdo estar ausentes, e as contagens dos restantes microrganismos

deverao ser muito baixas, ou mesmo 0.

Controlo de Qualidade dos ensaios

O controlo da qualidade associado a execucdo dos ensaios compreende o controlo de
gqualidade interno e externo. O controlo de qualidade permite ao laboratério verificar e
garantir que 0s equipamentos, o material e 0s técnicos realizam o trabalho

corretamente, de forma, a obter resultados fidveis e coerentes.

Para o controlo de qualidade interno dos ensaios sao realizados brancos, réplicas
(duplicados, triplicados, ...), controlos positivos e controlos negativos. As réplicas séo a

analise da amostra “n” vezes nas mesmas condi¢gfes de analise.

O branco representa a matriz e é tratado da mesma forma que a amostra, no entanto,
nao contém o0s microrganismos em analise. Os brancos servem para avaliar as
condicbes em que as analises sdo efetuadas, e sdo preparados de acordo com a

amostra, nomeadamente:

e Alimentos: agua peptonada tamponada (APT)

e Aguas: 4gua desionizada, esterilizada a 121°C durante 15 minutos, deve
ser armazenada na camara de refrigeracdo (5+3°C), nunca por um
periodo superior a 6 meses (1ISO 8199).

e Zaragatoas: zaragatoa estéril.

Os ensaios em branco, bem como os duplicados das amostras sao efetuados
semanalmente, sempre que o0 ensaio é executado. Os duplicados séo efetuados para

cada parametro analisado e para cada dilui¢cao.
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Os controlos positivos sdo matrizes contaminadas naturalmente ou artificialmente (a
partir de materiais de referéncia), que apresentam crescimento do microrganismo alvo,
gquando semeadas em meio de cultura especifico para o crescimento do mesmo. O
controlo positivo é executado sempre que seja necessario efetuar provas de
confirmacdao, quando se pretende verificar o estado dos reagentes utilizados nas provas,
ou para comparar o crescimento do microrganismo alvo num determinado meio de

cultura. O controlo positivo é realizado com estirpes dos Materiais de Referéncia (MR’S).

Os controlos negativos sdo normalmente utilizados em provas de confirmacéo, e
apresentam um resultado inverso ao esperado do microrganismo em analise para

determinada caracteristica.

Ensaios Interlaboratoriais

Para o controlo de qualidade externo o laboratorio participa em ensaios de comparacao
interlaboratoriais. Durante o0 estagio ndo foi possivel participar nos ensaios

interlaboratoriais, mas acompanhei e observei todo o procedimento.

Os ensaios Interlaboratoriais servem, sobretudo, para o laboratério verificar se o método
utilizado é o mais adequado e se todas as variaveis (técnicos, equipamentos, reagentes,
material) estdo a reproduzir resultados fidedignos possibilitando, ainda, verificar a
existéncia de eventuais desvios ou tendéncias, de forma a garantir que 0s mesmos

sejam corrigidos.

O laborat6rio recebe as amostras reais com ou sem 0 microrganismo alvo, e 0s ensaios
sdo executados do mesmo modo que as amostras de rotina. Posteriormente, os
resultados sé@o enviados a entidade competente para serem comparados e avaliados.
Cada laboratério recebe o seu relatério de desempenho, com o z-score (fator de

desempenho), que é calculado da seguinte forma:
z-score = [(valor lido — valor alvo) / desvio padrdo do ensaio]
O resultado é apresentado como:

e Satisfatério: -2 < z-score <2
¢ Questionavel: 2 < z-scores < 3 e -3 < z-score < -2

e Na&o satisfatorio: -3 =2 z-score = 3
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Implementacdo do método NMP para as aguas

balneares

A legislacdo vigente permitia que se fizessem as andlises as dguas balneares quer pelo
método de filtracdo em membrana, quer pelo método do nimero mais provavel. A
MicroChem tem implementado e acreditado o método de filtragdo em membrana, sendo
que todos os ensaios realizados a aguas sao feitos por este método. No entanto, a APA,
em dezembro de 2016, emitiu um oficio a comunicar que apenas aceitava resultados de
laboratérios cujo método acreditado fosse o NMP. Sendo que a APA, segundo o
decreto-lei n°113 de 2012, enquanto autoridade nacional da &gua, é a entidade
competente para a coordenacéo e fiscalizagdo deste decreto, o que é emitido por esta
tem valor mandatério face ao que esta legislado. Assim sendo, a MicroChem para
continuar a analisar este tipo de aguas tera que implementar e acreditar este método do

NUmero Mais Provavel.

De acordo com o sistema de gestdo da qualidade que a MicroChem tem implementado,
€ necessario existir uma estrutura documental bem definida, fazendo parte desta os
procedimentos de ensaio e os procedimentos técnicos. Para a implementagdo do

método NMP, foi necessario elaborar os procedimentos de ensaio.

Os procedimentos de ensaio descrevem exclusivamente a realizagdo de ensaios e sédo
elaborados através de referéncias bibliogréaficas, no geral, segundo normas 1SO. Estes
ndo devem ser a traducao e transcricdo integra da referéncia, devem conter, apenas, o

essencial a execucgédo concreta do ensaio de rotina.

Um procedimento de ensaio deve ser, sempre, identificado com: sigla, n® sequencial e
revisdo, data de emissao, responsavel pela emissdao e o nimero da pagina e total de
paginas. No conteudo deve incluir: o objetivo e ambito de aplicacdo, onde se identifica
de forma resumida, a que ensaio se refere o procedimento e a que matrizes se aplica,;
a descricdo, onde se incluem todos os passos desde a execucdo do ensaio até a

emissdo de um resultado; as referéncias bibliogréaficas e, caso existam, 0s anexos.

Durante o estdgio realizado foi dada a oportunidade ao estagirio de participar na
implementacdo deste novo método, tendo sido estudadas as normas de referéncia e
tendo ajudado na elaboracdo dos procedimentos de ensaio. Foram também,

posteriormente, realizados alguns ensaios.
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1. Procedimento

Este método é baseado nas ISO 6461-2 e ISO 7899-1 e tem por base a inoculacdo da
amostra numa placa contendo 96 po¢cos com meio de cultura desidratado e o substrato
MUD (4-methylumbelliferyl-B-D-glucoside) para a analise de Enterococos (Figura 35), e
o substrato MUG (4—methylumbelliferyl-B—D-glucuronide) (Figura 36), para a andlise de
E. coli e bactérias coliformes, que ao serem hidrolisados permitem a detecdo da enzima
especifica. Esta enzima cliva o substrato produzindo uma fluorescéncia azul, quando

observado com radiacdo UV a 366 nm.
1.1. Preparacédo da solucéo especial

Pesam-se 35 gramas de sal marinho sintético e dissolvem-se num 1L de agua destilada.

A solucao é esterilizada em autoclave a 121°C+3°C durante 15 minutos.
1.2. Preparacdo das diluicbes

Preparam-se os tubos esterilizados, numa raque, de acordo com o numero de diluigdes.
Adicionam-se 9 mL de agua destilada ao primeiro tubo (dependendo da salinidade da
amostra) e 9 mL da solucdo especial aos restantes tubos. Agita-se a amostra de forma
a se obter uma distribuicdo homogénea dos microrganismos, e transferem-se 9 mL
desta amostra para o primeiro tubo contendo 9 mL de agua destilada (1:2). De seguida,
transfere-se 1 mL desta diluicdo para o segundo tubo (1:20), e assim sucessivamente
(1:200; 1:2000).

1.3. In6culo

Pipetam-se 200 pL do primeiro tubo para os pocos da microplaca correspondentes a
primeira diluicdo, e pipetam-se 200 pL para os restantes pocos, consoantes as diluicbes
efetuadas. A microplaca é coberta com uma fita adesiva estéril e descartavel (fornecido
no kit) e é incubada a 44°C+0,5°C durante 36 a 72 horas.

1.4. Leitura

As microplacas sdo observadas com a fita adesiva sob luz UV a 360 nm.

Consideram-se positivos todos 0os po¢os em que se observe uma fluorescéncia azul
como indicativos da presenca de enterococos ou E. coli, dependendo da microplaca

utilizada (Figura 37).
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Figura 36 - Microplaca contendo meio de cultura MUG

(Fonte: Autor))

Bl

Figura 35 - Microplaca contendo meio de cultura MUD

(Fonte: Autor).

Figura 37 - Observagao de fluorescéncia azul sob luz UV (Fonte: Autor)

1.5. Calculos e expressao dos resultados
Para cada diluicdo é registado o numero de pogos com fluorescéncia azul (resultado
positivo), e consultam-se as tabelas estatisticas e/ou utiliza-se um ficheiro de calculos

para a determinacdo do NMP. O resultado é expresso em NMP/ 100 mL.

Validac&o de um meio de cultura para detecao

e enumeracao de Legionella sp. nas aguas

Nos ultimos anos, desenvolveu-se uma variada gama de meios cromogénicos que
surgiram como uma alternativa aos meios de cultura convencionais. O uso destes meios
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tornou-se um método chave para a identificacao rapida de microrganismos em amostras
clinicas (Merlino et al, 2000; Wendt et al, 2010). Os meios cromogénicos permitem a
detecdo de patogénicos com elevada especificidade, contendo substratos que, por
hidrélise catalisada por enzimas presentes nos patégenos, libertam substancias
coradas, o que resulta na formacdo, por estes patdgenos, de colbnias que sao
facilmente diferenciaveis das formadas pelos microrganismos comensais. ldealmente,
estes microrganismos comensais deveriam ser completamente inibidos por agentes
seletivos, ou formar colénias incolores, permitindo assim que 0s patdgenos se

destacassem relativamente a outros microrganismos (Perry e Freydiere, 2007).

Durante o estagio curricular apresentado neste relatorio, foi permitido ao estagiario
comecar um trabalho relativo a validacdo de um novo meio de cultura cromogénico, para
detecdo e enumeragdo de Legionella sp., por comparacao deste com o meio indicado
na norma de referéncia. O CHROmagar para a detecdo de Legionella sp, permite que
as colonias crescam com cor vermelha apdés 3 dias de incubacdo sendo,
particularmente, bem visualizadas quando s&o utilizadas membranas de filtragdo
(técnica de filtracdo por membrana). Quando expostas a luz UV as colonias s&o

altamente fluorescentes.

Um material de referéncia, em microbiologia, consiste numa estirpe de referéncia com
uma ou mais propriedades certificadas por um processo tecnicamente valido. Os
materiais de referéncia sao aconselhados para controlo de qualidade de laboratérios,
validacdo e comparacao de métodos, entre outras aplicacdes, e apresentam um elevado
nivel de qualidade assegurada, precisao e rastreabilidade, permitindo a obtencédo de
resultados fidveis e reprodutiveis (ATCC; ielab, 2016). Sao simples e rapidos de utilizar
e preparar, e sdo de facil armazenamento e seguros, uma vez que a manipulacao é
reduzida ao minimo. Para a validacdo do meio de cultura foram utilizados MR, porque
com a utilizagdo de amostras naturais podia ndo ser possivel recuperar legionelas,

devido a auséncia de contaminacédo por estes microrganismos.

Para validar o meio de cultura cromogénico, foram realizados ensaios em simultaneo
com o meio de cultura de referéncia, o GVPC. Os ensaios foram realizados segundos
as normas ISO 11731-2 (Filtragéo) e ISO 11731 (Concentragao).

Foram utilizados 3 tipos de matrizes: agua da torneira da MicroChem, ou seja, da rede
de abastecimento publica, agua da garagem do centro empresarial da lionesa,
proveniente de um poco, e agua do rio Lega. Estas matrizes foram analisadas ao natural

e contaminadas com material de referéncia de Legionella pneumophila.
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Preparou-se uma cultura de 10 mL com material de referéncia de Legionella
pneumophilla, segundo as instrucbes do fabricante, e inoculou-se 0,1 mL pela técnica
de espalhamento, nos dois meios de cultura (CHROMagar e GVPC). De seguida,
contaminaram-se as amostras naturais, 100 mL de cada matriz com 1 mL de in6culo de
cultura de referéncia e 10 mL de cada matriz com 0,1 mL de in6culo de cultura de

referéncia.

As andlises procederam-se em duas etapas. A primeira etapa foi baseada na norma ISO
11731-2 (Filtracdo) e consistiu em filtrar-se 1 L das amostras naturais (sem
contaminacao) e 100 mL das amostras contaminadas, uma vez que era expectavel uma
maior carga microbiana. As membranas filtrantes foram posteriormente colocadas nos
respetivos meios de cultura. A segunda etapa baseada na norma ISO 11731
(Concentragéo) consistiu em filtrar 3L das amostras naturais (sem contaminacgédo) e 10
mL das amostras contaminadas. Apos a filtragdo colocaram-se as membranas filtrantes
num frasco estéril com 5 mL da respetiva amostra e agitaram-se, para ressuspender as
colénias da membrana nos 5 mL. De seguida, semeou-se 0,1 mL diretamente nos meios
de cultura e colocou-se 1 mL a 50°C durante 30 minutos. Ao final deste tempo, semeou-
se nos meios 0,1 mL. Todas as placas foram incubadas a 36°C durante 10 dias e os
resultados foram observados diariamente. Na tabela 12 encontra-se resumido todo o

procedimento.

Os resultados obtidos nédo foram conclusivos, pelo que a MicroChem tera de reiniciar a
validacdo deste meio. Apesar disso, foi possivel observar-se em algumas placas o

crescimento microbiano (Figuras 38, 39 e 40).

O meio de cultura cromogénico aparenta ser promissor, uma vez que os resultados, face
ao meio convencional, poderdo ser obtidos muito mais rapidamente (3 dias comparado
com os 10 dias do meio convencional). Para além disso, tem ainda a vantagem de ndo
ser necessaria a realizacdo de provas de confirmacgéo de colonias, reduzindo a carga
de trabalho para os técnicos, e talvez uma poupan¢a monetdria nos laboratérios, apesar

de ser um meio de cultura mais caro que o convencional.
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Figura 38 - Aspeto tipico de col6nias suspeitas de Figura 39 - Aspeto tipico de colénias de Legionella
Legionella sp. no meio de cultura GVPC sp. no meio de cultura cromogénico. .

Figura 40 - Observacao de fluorescéncia vermelha das col6nias no meio de cultura cromogénico.
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Tabela 12 - Quadro Resumo do procedimento realizado para validagdo do meio de cultura cromogénico.
Método Rio Leca Garagem MicroChem
ISO 11731-2 filtrar 1L de amostra
(filtrac&o)
resultado GVPC GVPC GVPC
resultado CROMO CROMO CROMO
g filtrar 3L de amostra; colocar o filtro num frasco estéril com 5
I | mL de amostra; agitar para ressuspender as colonias da
= SO 11731 b 5mL 01mL (di ;
= (concentracio) membrana nos 5mL; semear 0,1 m ( wgtamente Nnos meios)
= e colocar 1 mL a 50°C/30min e, posteriormente, semear
3 0,1mL nos meios.
S
< GVPC (direto) GVPC (direto) GVPC (direto)
resultado
GVPC (térmico) GVPC (térmico) GVPC (térmico)
CROMO (direto) | ~poMO (direto) = CROMO (direto)
resultado
CROMO CROMO (térmico)  CROMO (térmico)
(térmico)
ISO 11731-2 .
(filtracao) filtrar 100mL de amostra
resultado GVPC GVPC GVPC
g resultado CROMO CROMO CROMO
©
E filtrar 10mL; colocar o filtro num frasco estéril com 5 mL de
© amostra; agitar para ressuspender as col6nias da membrana
= ISO 11731 ) di > I
S (concentracio) nos 5mL; semear _0,1 mL |re.tamente nos meios e colocar 1
(@) mL a 50°C/30min e, posteriormente, semear 0,1mL nos
g meios.
7]
g GVPC (direto) GVPC (direto) GVPC (direto)
< resultado
GVPC (térmico) GVPC (térmico) GVPC (térmico)
CROMO (direto) | ~poMo (direto) = CROMO (direto)
resultado

CROMO

(térmico) CROMO (térmico) | CROMO (térmico)
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V. Conclusao
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Consideracoes finais

O objetivo do estagio curricular foi a integracdo do estagiario num laboratério de
microbiologia acreditado, tendo como principais funcbes a preparacdo e o respetivo
controlo dos meios de cultura, e a analise microbiolégica de alimentos, manipuladores,
superficies e aguas através de métodos analiticos. A realizacdo deste estagio curricular
permitiu-me desenvolver competéncias técnicas e praticas, através da execucdo de
metodologias de rotina em contexto laboratorial, tendo sido possivel colocar em préatica
0s conhecimentos adquiridos na Licenciatura em Biologia e no Mestrado em Tecnologia

e Ciéncia Alimentar.

Um dos aspetos a destacar € a importancia da acreditagdo da MicroChem, sendo
essencial para a realizacdo dos ensaios, na maior parte dos casos, exigida pela
legislacdo. A acreditagdo transmite uma maior confianga, aos clientes, em relagédo aos
resultados obtidos. Compreender a organiza¢édo e o funcionamento de um laboratério
acreditado foi essencial, acarretando uma enorme responsabilidade. Uma boa analise
das amostras é fundamental, pois resultados incorretos podem ter um forte impacto
negativo na economia e na saude publica. Os resultados falso-positivos podem levar a
medidas desnecessarias tais como encerramento dos locais de recreio, no caso de
piscinas, aguas balneares e termais, publicidade negativa, ou mesmo implementacao
de medidas extras, com custos elevados. Os resultados falso-negativos podem expor a
populacdo e os consumidores a riscos diretos para a sua saude, devido ao consumo de
aguas inadequadamente tratadas, ou alimentos contaminados devido a mas praticas de
fabricagdo e de higiene, ou devido a utilizacao de 4guas recreativas poluidas. Para além
disto, o laboratdrio ao exportar resultados incorretos corre o risco de perder a sua

acreditacdo e os seus clientes.

A correta preparagdo dos meios de cultura e o respetivo controlo de qualidade, sé&o de
extrema importancia para se obterem resultados fidedignos. Se o meio de cultura for
preparado de forma incorreta pode estar contaminado, levando a falsos-positivos, ou 0s
seus componentes podem estar em mau estado/ degradados levando a falsos-

negativos.

Apesar de todos os ensaios microbioldgicos realizados serem baseados em normas
internacionais, e estas descreverem todos os métodos e meios de cultura a utilizar, foi
importante a pesquisa bibliografica efetuada, de modo a compreender as vantagens e
as limitagBes das técnicas utilizadas e compreender a relagdo da composi¢cao dos meios

de cultura com as caracteristicas das bactérias. O estudo da legislacdo vigente foi
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necessario para compreender o porqué dos métodos utilizados para as analises, bem

como 0S microrganismos e 0s valores recomendados ou maximos admissiveis.

A implementagdo do método NMP para as aguas balneares, permitiu-me ter uma ideia
de como se processa a implementacdo de um método, para futura acreditacdo. A
elaboragéo dos procedimentos de ensaio é essencial, descrevendo o procedimento de
formas simples e resumida, contendo apenas a informacao essencial a sua realizagao,
facilitando a sua consulta pelos técnicos de laboratério, de forma a executarem
corretamente 0 ensaio, uma vez que as normas de referéncia descrevem

extensivamente todo o procedimento.

Os ensaios de pesquisa de microrganismos patogénicos sdo demorados, complexos e
de custo elevado, exigindo varios meios de cultura e provas de confirmacao. A pesquisa
por novos métodos mais simples e rapidos tem vindo a aumentar. O desenvolvimento
de meios de cultura cromogénicos na pesquisa de microrganismos patogénicos promete
ser promissor, diminuindo o tempo das analises, as provas de confirmacao e tornando
mais facil a andlise dos resultados. Neste estdgio curricular foi possivel iniciar a
validacdo de um meio de cultura cromogénico para a pesquisa e quantificacdo de
Legionella, por comparacdo com o meio de cultura recomendado pela norma de
referéncia. Contudo, néo foi possivel obter resultados que permitam tirar conclusées,

pelo que a validacao tera que ser repetida.

A MicroChem disponibilizou todas as condi¢cdes necessarias para o desenvolvimento do
estagio, tendo este sido muito enriquecedor. O trabalho num laboratério é exigente,
requer responsabilidade, concentracdo e capacidade de analise critica. Este estagio
permitiu-me 0 contacto com equipamentos e materiais aos quais ndo tive acesso
durante a aprendizagem académica. A realizacdo deste estagio provou ser uma mais

valia na minha formacao académica, profissional e pessoal.
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