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Maquinas automaticas dispensadoras de bebidas quentes: inspecéao e avaliacao
da presenca de microrganismos potencialmente patogénicos

Resumo
Estima-se que 600 milhdes de pessoas adoecem depois da ingestdo de alimentos

contaminados, resultando em mais de 420 mil mortes. Na industria do vending, conhecem-se
poucos surtos de toxinfecdo alimentar associados a utilizacdo das maquinas dispensadoras
de bebidas quentes, mas tendo em conta 0 aumento da procura deste tipo de servicos e a
especificidade dos equipamentos, sdo prementes estudos adicionais. Neste contexto, os
objetivos principais do presente estudo foram realizar a inspe¢do de 19 maquinas
dispensadoras de bebidas quentes de acordo com uma check list previamente definida e
pesquisar a ocorréncia de microrganismos potencialmente patogénicos e/ou deteriorantes.
Em paralelo, foram recolhidas amostras de superficies e consumiveis, tendo sido pesquisados
fungos, bactérias Gram-positivas como, Bacillus cereus, Enterococcus spp. e Staphylococcus
spp., € Gram-negativas, Escherichia coli e Pseudomonas spp. Alguns dos microrganismos
recolhidos foram ainda avaliados quanto a sua capacidade de produzir biofilme, resisténcia a
antibioticos e atividade hemolitica, de forma a inferir acerca do seu potencial patogénico.

As inspecdes revelaram baixa incidéncia de “ndo conformidades”, e o ponto mais
referenciado (15,7%) foi sujidades no balde e tabuleiro de residuos). A analise microbiana
revelou a predominancia de bolores e leveduras nas amostras em estudo. Pseudomonas spp.,
apesar de menos frequentes, atingiram as maiores contagens (10°UFC/cm?) e 7,9% das
amostras de superficies, obteve valores acima do limite legal estabelecido para estafilococos
coagulase positivos. Uma das amostras de agua, revelou possuir Enterococcus spp.,
resultado considerado insatisfatério, do ponto de vista legal. Verificou-se ainda que os
microrganismos em estudo tém diferentes niveis de potencial de patogenicidade, com
Pseudomonas spp. a destacarem-se dentro do grupo analisado, pela elevada producéo de
biofilme e resisténcia a antibiéticos como imipenem (75%) e aztreonam (100%).

Em concluséo, ficou demonstrado que apesar de nao existir correlacdo entre a
percentagem de “nao conformidades” e a presenca de microrganismaos, a ampla disseminacéo
de bolores e leveduras indica falhas no processo de higienizacdo. A presenca de
Pseudomonas spp., com capacidade de formar biofilmes, associadas a um fendétipo de
resisténcia a antibiéticos clinicamente importantes € um dado preocupante. Adicionalmente,
tendo em conta os resultados obtidos e 0 escasso numero de estudos nesta &rea do
conhecimento, recomenda-se a continuagdo destas analises, de forma a garantir a seguranca
do consumidor de bebidas dispensadas por este tipo de equipamento.

Palavras-chave: Maquinas de venda automética, inspec¢ao, microrganismos, patogenicidade.



Hot beverage dispensing machines: inspection, microbial isolation and
evaluation of pathogenicity potencial

Abstract
An estimated 600 million people fall ill after eating contaminated food, resulting in more

than 420.000 deaths. In the vending industry, there are few outbreaks of foodborne illness
associated with the use of hot beverages machines but given the increase demand for this
type of services and the specificity of the equipment, more studies are needed. In this context,
the main objectives of the present study were to inspect 19 hot beverage dispensing machines,
according to a previously defined check list, and investigate the occurrence of potentially
pathogenic and/or deteriorating microorganisms. In parallel, samples of surfaces and
consumables were collected. The presence of fungi, Gram positive bacteria such as Bacillus
cereus, Enterococcus spp. and Staphylococcus spp. and Gram negative, Escherichia coli, and
Pseudomonas spp., was assessed. Some of the microorganisms collected were also
evaluated for their ability to produce biofilm, antibiotic resistance, and hemolytic activity, to
infer on their pathogenicity potencial.

Inspections revealed a low incidence of "non-conformities”, with point 8 (bucket and
waste tray), as the most referred (15.7%). Microbial analysis revealed the predominance of
molds and yeasts in the samples under study. Pseudomonas spp., although less frequent,
reached the highest counts (10 °CFU/cm2) and 7.9% of surface samples exceeded the
established legal limit concerning coagulase positive staphylococci. One of the water samples
revealed Enterococcus spp., an unsatisfactory result, from the legal point of view. It was also
verified that the microorganisms under study possess different levels of pathogenicity potential,
with Pseudomonas spp. standing out within the analyzed group, due to the high production of
biofilm and antibiotic resistance to aztreonam (100%) and imipenem (75%).

In conclusion, it was demonstrated that although no correlation could be found between
the percentage of "nonconformities” and the presence of microorganisms, the wide spread of
molds and yeasts indicates flaws in the hygiene process. The presence of Pseudomonas spp.,
with the ability to form biofilms, associated with a phenotype of resistance to clinically important
antibiotics is a worrisome fact. Considering the results obtained and the small number of
studies in this area of knowledge, it is recommended that these analyses should continue to

ensure the safety of consumers of beverages dispensed by this type of equipment.

Keywords: Vending machines, inspection, microorganisms, pathogenicity
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IINTRODUCAO
1.HISTORIA DO VENDING

“Of the salesman’s work, 60% is the work of an automaton. Why not give most of this sort of

work to an automaton?”
A.Granat, 1928

Na traducéo literal do inglés, vending machine significa “maquina de venda”. Também
conhecidas como maquinas automaticas de bebidas ou alimentos, vendem produtos variados
como, por exemplo, cafés, lanches, doces, refrigerantes e qualquer tipo de produto que lhe
possamos adaptar. Basta que o cliente coloque o valor estipulado na maquina e aguarde que
o produto seja libertado.

A primeira maquina de vending foi inventada na antiga Grécia por Héron, engenheiro
e matematico de Alexandria, considerado um dos grandes inventores da antiguidade, em 215
A.C. A maquina dispensava agua benta em templos egipcios, a troco de moedas (Bellis,
2020). Desde entdo, varios modelos de maquinas foram sendo construidos para os mais
diversos objetivos, desde a venda de cartdes-postais até chicletes, e ndo tardou a que os
vendedores de bebidas as utilizassem para a venda de bebidas refrigeradas, como a empresa
Coca-Cola, cujo negocio prolifera desde 1937 (Segrave, 2015). E a partir de 1908 que
comecaram a surgir as primeiras maquinas dispensadoras de refrigerantes em copos, facto
que inicialmente gerou criticas por parte do publico devido a questdes sanitarias, mas apoés a
formacdo da companhia Public Cup vendor Company de Nova lorque, o comércio proliferou,
tornando-se exclusivamente um negdcio de venda de copos.

A primeira maquina de venda automatica de café foi inventada nos Estados Unidos
pela companhia Rudd-Melikian de Filadélfia, Pensilvania, em 1947, e chamada de Kwik Kafe.
A maguina deixava cair uma chavena de papel, através de um paraquedas, sobre uma
plataforma e enchia a chavena com café quente, preparado com café instantaneo e agua
guente, demorando cinco segundos a preparar esta bebida. As maquinas Kwik Kafe foram
colocadas em varios locais dos Estados Unidos da América, através do processo de
franchising. Por meio de uma operacgéo de franquia, a empresa comegou a deslocar-se para
o local de trabalho e no ano de 1955, passaram a existir mais de 60,000 maquinas de venda
de café nos Estados Unidos (Marion & Oliver 2014).

2. ATUALIDADE
Dados da Associacdo Europeia de Vending (EVA) relativos a 2018, reportam que o

namero total de maquinas de vending na Unido Europeia (UE) é de 4,116 milhées de unidades
no universo dos 22 paises analisados e que a Francga, Alemanha, Italia, Espanha, Reino Unido

e Holanda, perfazem 74% desse total. A média de maquinas por pessoa na Europa é de uma



maquina para cada 180 pessoas. Relativamente ao numero de vendas, estas atingiram
34,865 hilhdes em 2018 e a venda de bebidas quentes representou 79% da receita. As
receitas obtidas em 2018, foram de 16,4 bilhdes de euros, 0 que representou um crescimento
de 3,9% face ao ano anterior (EVA 2019b).

Em Portugal, o negécio das maquinas de vending tem sofrido uma grande expansao
nestes ultimos anos. Com a crise financeira de 2010 a 2014, que teve inicio como parte
da crise financeira global de 2007-2008, afetando principalmente os paises europeus
meridionais e a Irlanda, houve uma diminui¢do do nimero de maquinas a operar bem como
das vendas, mas a partir do ano 2015 a situacao reverteu e o panorama tem vindo a melhorar
gradualmente, com crescimentos a cada ano, segundo o relatério de 2018 da EVA (EVA
2019a).

O negécio das maquinas de vending representa uma fonte rapida e econémica de
obtencdo de produtos alimentares, uma solucdo eficaz para empresas que estdo fora de
centros urbanos, empresas que ndo tém servico de refeitdrio, que trabalham 24 sobre 24
horas ou que apenas pretendem satisfazer as necessidades dos seus colaboradores. E um
servico que se encontra alocado em varios locais, sendo que no nosso pais, 80% encontra-
se nos locais de trabalho e os restantes 20% nos locais publicos a semelhanca do que
acontece no resto da Europa. E um servigo acessivel a uma vasta gama de utilizadores e
dados de 2018 da Eva, reportam que o mercado portugués continua dominado pelo café
expresso com 100% das maquinas de café sendo as maquinas dispensadoras de bebidas
guentes.

De acordo com estudos relativos ao comportamento dos consumidores, assistimos a
uma diminuicdo da utilizacdo das maquinas semi-autométicas de bebidas quentes de balcédo
pelas magquinas automaticas dispensadoras de bebidas quentes e a troca dos sollveis, pelo
café em grao e esta tendéncia prende-se com o investimento em equipamentos novos e de
dltima geragéo que apesar de inflacionar precgos, ndo fizeram diminuir as vendas. Em Portugal,
sao vendidos diariamente cerca de 1,18 milhdes de produtos sendo que as bebidas quentes
representam 79% do valor, as bebidas frias 9%, snacks 11% e produtos frescos, tais como
sandes, 1%, isto traduziu-se numa receita de cerca de 117 milhdes de euros, em 2018 (EVA
2019).

3. ENQUADRAMENTO DO VENDING NAS DOENCAS DE ORIGEM ALIMENTAR
As doencas alimentares sdo causadas pela presenca de microrganismos patogénicos

nos alimentos o que pode ocorrer em qualquer fase da cadeia alimentar, através de varias
formas de contaminagdo: poluicdo na agua, no solo, no ar e no armazenamento e
transformacéo de alimentos inseguros (Organizagdo Mundial de saude [OMS] 2020). As

doencas transmitidas por alimentos podem ser classificadas como intoxica¢des ou infecdes.
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As infecBes sdo causadas pela ingestao de microrganismos viaveis, em dose infeciosa e pela
reacdo do organismo a sua presenca ou aos seus metabolitos. Como exemplo temos 0s
Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum e Bacillus cereus. A intoxinfecdo € provocada
pela ingestdo de alimentos que contém toxinas, pré-formadas, produzidas por microrganismos
e sdo exemplos, Salmonella spp., Escherichia coli, Campylobacter spp. e Listeria
monocytogenes (OMS 2020; Craveiro et al. 2018) . Os géneros Campylobacter spp.,
Salmonella spp.e a espécie Escherichia coli enterohemorrdgica, sdo as bactérias que
atualmente mais afetam a populagéo por via alimentar (OMS 2020). No caso da salmonelose
os alimentos envolvidos sédo ovos e carne de aves e outros produtos de origem animal. A
campilobacteriose estd associada ao consumo de carnes de aves mal cozida, leite ndo
pasteurizado e 4gua ndo potavel e no caso das doengas causadas por Escherichia coli, estdo
envolvidas as frutas, vegetais frescos, leite ndo pasteurizado e carne mal cozida (OMS 2020).

Até a0 momento existe apenas um relato relacionado a intoxicacdo alimentar
provocada pelo consumo de bebidas provenientes de maquinas dispensadoras. Foi o caso
reportado por Nelms e outros investigadores (1997), que estudaram uma intoxicagdo
alimentar causada por Bacillus cereus numa fabrica em Minneapolis, em que os funcionarios
apresentaram sintomas de vomitos e nauseas uma hora depois de terem bebido chocolate
guente dispensado de uma maguina de venda automatica localizada na fabrica. Concluiram
que a maquina era limpa semanalmente com lavagens automaticas, mas a mistura nao teria
sido removida, o que levou a uma acumulagéo de residuos. A andlise laboratorial das bebidas
dispensadas identificou 1,7 *10° UFC (unidades formadoras de colénias) /g de B. cereus. O
microrganismo foi também encontrado dentro e ao redor do copo do misturador onde ocorre
a mistura do chocolate em pé com a agua. Este estudo determinou que 0s esporos presentes
na bebida poderiam ter germinado e multiplicado dentro da maquina quando expostos a agua

guente por longos periodos.

4. OBJETIVOS
De acordo com o Livro Branco sobre a Seguranca dos Alimentos, a recolha e a analise

de informacgBes, bem como os pareceres cientificos, sdo elementos fundamentais da politica
de seguranca dos alimentos, revestindo-se de particular importancia para a identificacdo de
potenciais perigos para a alimentacdo humana e animal. Os métodos e indicadores utilizados
para identificar problemas s&o variados. Podem incluir dados provenientes de controlos
realizados ao longo da cadeia alimentar humana e animal, das redes de vigilancia de doencas,
de investigagOes epidemioldgicas e de analises laboratoriais. Dado que a indUstria que nos
propusemos estudar, estd em expanséo, abrangendo varios setores, tais como hospitais,
lares de idosos e escolas, onde existem grupos de risco, e 0S equipamentos apresentam

manutencdo manual e periodica, o conhecimento sobre os perigos a que os produtos do



vending, nomeadamente as bebidas quentes, estdo sujeitos, permite uma melhor identificacdo
das causas e apresentar melhorias ao plano HACCP aplicavel.

O objetivo principal do presente estudo, foi inspecionar as maquinas automaticas
dispensadoras de bebidas quentes de acordo com a check list definida pela empresa, e
pesquisar a presenca de microrganismos potencialmente patogénicos. Pretendeu-se ainda
avaliar o potencial de patogenicidade desses microrganismos, através da andlise da
capacidade de formacgdo de biofilmes, resisténcia a antibidticos e atividade hemolitica.
Secundariamente, analisamos a correlagdo entre os resultados das inspecbes e o0s
microbiol6gicos.

O estudo foi efetuado numa empresa de vending que se dedica a producéo,
embalagem e distribuicdo de bens alimentares, que solicitou ser mantida no anonimato.

A empresa atua transversalmente em varios segmentos de atividade abrangendo os
mais diversos consumidores e destacam-se trés grandes areas de atuacdo: producdo e
embalamento de alimentos, compra e venda de produtos alimentares e distribuicao através
de maquinas autométicas. Presta servigos nos mais variados setores: industria, escritorios,
hospitais, universidades, e instituicbes publicas. O crescimento sustentado e a vasta
experiéncia fazem com que seja reconhecida como uma das empresas lideres do setor. Conta
neste momento, com cerca de 500 organizagfes a nivel nacional. O nUmero de maquinas de
vending passou nos ultimos anos de 200 para 4500 unidades. Até ao momento, existem cerca
de 1338 maquinas automaticas dispensadoras de bebidas quentes distribuidas pelos distritos

de Santarém, Lisboa e Setubal.



Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. CONSIDERACOES GERAIS ACERCA DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS

1.1. Microrganismos e sua relacdo com os alimentos
Os microrganismos sdo um conjunto de seres vivos de tamanho microscopico, que

habitam de forma ubiqua nos varios ecossistemas (animais, plantas, solo, agua e ar). Estes
possuem uma grande diversidade de formas, tamanho, habitat e funcbes. Os alimentos
constituem um habitat 6timo para o desenvolvimento de microrganismos pela sua riqgueza em
nutrientes, agua e pH favoravel, fatores fulcrais ao seu crescimento e multiplicacdo. Séo
exemplo de microrganismos as bactérias, fungos, protozoarios, virus e leveduras. Todos 0s
microrganismos possuem condi¢des especificas de temperatura, humidade, pH, atmosfera
gasosa envolvente e de nutrientes para alcancar o seu desenvolvimento 6timo (velocidade
maxima de multiplicacdo). Assim, o conhecimento dos fatores que potenciam e/ou inibem o
seu crescimento possibilita uma atuagdo no sentido de controlar o seu crescimento nos

alimentos (Craveiro et al. 2018).

1.2. Formagéo de biofilmes
A presenca de biofilmes é comum na industria alimentar, encontrando-se em todos 0s

tipos de superficies existentes nas linhas de processamento de alimentos, desde plastico,
vidro, metal e madeira, até aos proprios produtos alimentares. Os biofilmes formados nessas
superficies sdo a principal causa de contaminacdo do produto final, tendo como
consequéncias a rejeicdo do produto, perdas econdémicas e até mesmo doencas caso estejam
envolvidos agentes patogénicos alimentares (Rodrigues et al. 2012) . Caso nao haja
implementacdo de sistemas de qualidade eficientes e aplicacdo efetiva de agentes de
limpeza, os microrganismos podem nao ser completamente removidos das superficies que
entram em contacto com os alimentos (Oliveira et al. 2006). As maquinas de vending, pelo
seu grau de automacédo, podem ficar sem manutengédo durante dias, levando & acumulagéo

de residuos alimentares nos equipamentos em contacto com as bebidas.

1.2.1. Definig¢éo
Um biofilme é constituido por uma comunidade microbiana séssil, caraterizada por

apresentar células que aderem irreversivelmente a um substrato, interface ou uma a outra, e
que estédo envolvidas por uma matriz extracelular de substancias poliméricas que produzem
e exibem fendtipos especificos ao nivel do crescimento e da transcricdo de genes (Costerton
et al. 1995; Donlan 2002). Os biofilmes, para além de causarem problemas consideraveis de
contaminacado cruzada e de contaminacdo pés-processamento dada a sua remocéo dificil e
resisténcia a produtos de limpeza e desinfecdo, (Flach 2005; Rodrigues et al. 2012),
apresentam elevada resiliéncia no tratamento com antibioticos. Os mecanismos genéticos

envolvidos na resisténcia parecem recair em duas classes gerais: fatores de resisténcia inatos



e fatores de resisténcia induzidos (Stewart & William Costerton 2001). Os mecanismos inatos
sdo ativados como parte da via de desenvolvimento do biofilme; incluem a diminuicdo da
difusdo de antibidticos através da matriz, diminuicdo da disponibilidade de oxigénio e
nutrientes acompanhada por alteracdo da atividade metabdlica. Os fatores de resisténcia
induzidos incluem os resultantes da inducao pelo proprio agente antimicrobiano (Anderson &
O'Toole, 2008). Algumas das espécies bacterianas referenciadas na industria alimentar séo,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Salmonella, Listeria monocytogenes e Escherichia coli (Galié et al. 2018; Lequette et
al. 2010).

1.2.2. Composicao
Os biofilmes sé&o constituidos por microcolénias agregadas de diferentes espécies de

microrganismos. Esses microrganismos representam cerca de 15% do volume e a matriz
ocupa cerca de 85% do mesmo (Costerton et al. 1995; Donlan 2002; Kokare et al. 2009) O
principal elemento dessa matriz séo os exopolissacarideos (EPS), que sdo responsaveis pela
morfologia, coesdo e integridade funcional. Esta matriz é também composta por proteinas
(incluindo enzimas), ibes, lipidos, acidos nucleicos (DNA, RNA), fosfolipidos, glicoproteinas
e agua (Sutherland 2001; Vasudevan 2014). Sao todos estes componentes no seu conjunto
gue fazem dos biofilmes estruturas celulares altamente resilientes (Vasudevan 2014).

1.2.3. Etapas de formacao
As etapas que levam a formacgéo do biofilme séo possiveis de visualizar na Figura 1.

Planktonic

Adesdo — Formagdode —®» Divisdo celulare — Biofilme maduro estatico, com gravidade

a superficie microcoldnias produgdo de EPS normal. Despreendimento celular com
reversao a células plancténicas de forma
a completar o ciclo.

Figura 1 - Representacdo esquematica das etapas de desenvolvimento de biofilmes (adaptado
de Vasudevan, 2014 e Kim et al 2013).



O processo de formacao de um biofilme inicia-se com a adesao de células livres, neste
caso, bactérias, a uma superficie solida, bidtica ou abibtica e posterior fixagcdo. Numa segunda
etapa da-se o crescimento e divisdo das células que sofreram a adesao inicial. Surge a
producdo de EPS, e por isso, a adesdo passa a irreversivel e firme. A etapa seguinte,
carateriza-se por um precoce desenvolvimento da arquitetura do biofilme, com formacédo de
microcolonias (Donlan 2002; Vasudevan 2014). As bactérias ao se desenvolverem no interior
da matriz e formarem EPS, emitem sinais quimicos que lhes permitem comunicar com as
restantes e multiplicarem-se, um processo designado por quorum sensing (Jamal et al. 2015).
Na quarta etapa € possivel visualizar um biofilme maduro, que apresenta canais de agua. E
aqui que a maior parte das bactérias altera os seus processos fisiolégicos para se adaptar as
condigdes do seu novo ‘habitat’ (Vasudevan 2014; Stoodley et al. 2002). No entanto, a medida
que os biofilmes crescem em tamanho, as células que residem nas camadas mais intimas do
biofilme podem né&o ter acesso a nutrientes ou podem sofrer de acumulagédo de residuos
toxicos; portanto, o seu microambiente pode tornar-se desfavoravel. Além disso, se as
condigbes ambientais mudarem, a residéncia num biofilme pode tornar-se arriscada. Em
gualquer um destes casos, as bactérias devem ser capazes de detetar e responder as
condigbes ambientais desfavoraveis retornando ao modo de existéncia planctonico. Assim,
prevé-se que a Ultima etapa, a dispersdo de biofilmes, deve ser um processo altamente

regulado que envolva muitos circuitos sensoriais (Karatan & Watnick 2009).

1.2.4. Fatores que influenciam a formacao
O tipo de superficie e as proteinas a superficie dos microrganismos, desempenham

um papel importante no processo de adesao (Vadusevan 2014) e o crescimento e a atividade
bacteriana, sdo substancialmente melhorados em superficies as quais 0s microrganismos se
podem anexar (Kokare et al. 2009). Existe uma interagdo hidrofobica que ocorre entre a célula
e a superficie, capaz de superar as forcas repulsivas (Teixeira & Rodrigues 2015), por isso 0s
microrganismos aderem mais facilmente a superficies hidrofébicas, como é o exemplo dos
plasticos e silicones, do que a superficies hidrofilicas como metais e vidros (Kokare et al.
2009).

Relativamente as caracteristicas fisico-quimicas do meio aquoso, tais como pH, nivel
de nutrientes, forga i6nica e temperatura, estes fatores podem desempenhar um papel
importante na taxa de adesdo microbiana as superficies (Kokare et al. 2009; Prakash et al.
2003). Alguns estudos afirmam que a formacdo de biofiimes é maior em condi¢cdes de
crescimento perto das de crescimento microbiano 6timo (Rode et al. 2007). Relativamente ao
pH, os biofilmes formam-se a valores proximos da neutralidade e a alteracdo para valores
inferiores ou superiores vai afetar a formacdo dos mesmos, tal acontece porque o pH tem um

efeito determinante no metabolismo microbiano. Além disso, sabe-se que interfere nas



propriedades eletrostaticas dos mesmos, podendo alterar a repulséo e dificultar o processo
de adesdo as superficies (Prakash et al. 2003).

Relativamente as carateristicas dos microrganismos, existe uma série de fatores a ter
em consideracdo. Estruturas celulares como fimbrias, proteinas, lipopolissacarideos (LPS),
EPS, e flagelos, desempenham um importante papel no processo de adesao. Polimeros na
superficie celular com locais ndo polares como fimbrias, outras proteinas e componentes de
certas bactérias Gram-positivas, parecem dominar a ligacdo aos substratos hidrofébicos,
enquanto que EPS e LPS sdo mais importantes na ligagdo aos materiais hidrofilicos (Donlan
2002).

2.3. Resisténcia a antibiéticos
Um dos mecanismos adotados para o tratamento das toxinfe¢des alimentares tem sido

a terapia antibittica, e apesar do incontestavel efeito positivo na salide publica, o seu uso tem
levado ao aparecimento e disseminagcdo de resisténcias por parte de microrganismos
potencialmente patogénicos (Hashempour-Baltork et al. 2019). Os principais mecanismos de
resisténcia bacteriana aos antibidticos sdo: a modificacdo ou destruicdo enzimatica do
antibiético (eg., destruicdo dos agentes beta-lactamicos pelas beta-lactamases); prevencéo
da acumulacgéo intracelular do antibiético através da reducéo da permeabilidade celular a este
(eg., resisténcia de P. aeruginosa ao imipenem) ou existéncia de bombas de efluxo de
antibiéticos das células bacterianas (eg., resisténcia da familia Enterobacteriaceae as
tetraciclinas); alteracdes nas moléculas alvo dos antibidticos (eg., resisténcia intrinseca de
Enterococcus spp. as cefalosporinas), e a producdo de moléculas alvo alternativas que nao
séo inibidas pelo antibidtico, enquanto a producdo das originais persiste (eg., resisténcia de
Staphylococcus aureus a meticilina). Sabe-se que a disseminacdo destas resisténcias pode
ser veiculada por alimentos e através do perfil de resisténcia dos microrganismos isolados a
antibidticos comuns, constatou-se que a microbiota alimentar ndo estd separada da sua
contraparte humana e a transferéncia conjugal de genes de resisténcia acontece quer in vitro
como in vivo (Teuber 1999). O uso imprudente de antimicrobianos na producéo de alimentos,
incluindo pecuéria, aquicultura, producao agricola e o uso de desinfetantes e biocidas através
da cadeia alimentar, pode contribuir ainda mais para o aumento e disseminagéo da resisténcia
(Organizacao das Nacdes Unidas para a Alimentacéo e a Agricultura [FAO] 2020). Tendo em
mente a magnitude do problema, a OMS divulgou em 2017, uma lista de microrganismos
resistentes a antibidticos como prioritarios. A lista consiste em 12 bactérias, que sao
classificados em trés categorias de prioridade; critica, alta e média. No patamar critico temos,
Pseudomonas spp., Acinetobacter baumannii e Enterobacteriacea resistentes aos
carbapenemos, sendo que nos ultimos também se inclui a resisténcia a cefalosporinas de

terceira geracdo. Como prioridade alta, Enterococcus faecium resistentes a vancomicina,
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Staphylococcus resistentes a meticilina e resisténcia a vancomicina, Salmonella spp. e
Campylobacter spp. resistentes a fluoroquinolonas e Neisseria gonorrhoeae, resistente a
fluoroquinolona e cefalosporinas de terceira geracédo. Por ultimo, como prioridade média,
Streptococcus pneumoniae ndo sensivel a penicilina e Haemophilus influenzae resistente a
ampicilina (WHO 2020b).

Portugal é, no contexto europeu, um pais com um elevado consumo de antibiéticos,
apesar da diminuicdo desse consumo nos ultimos anos (ECDC 2019). A resisténcia
bacteriana tem crescido acentuadamente, e as bactérias Gram-positivas mais resistentes aos
antibidticos sdo da espécie Staphylococcus aureus e do género Enterococcus, ao passo que
as bactérias Gram-negativas mais resistentes aos antibiéticos pertencem as espécies,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e a familia Enterobacteriaceae (Loureiro
et al. 2016). Definicdes como bactérias multirresistentes (MDR), extremamente resistentes
(XDR) e pandrug resistentes (PDR) estdo a ser utlizadas na literatura médica para
caracterizar os diferentes padrbes de resisténcia encontrados. As MDR apresentam
resisténcia a pelo menos um agente em trés ou mais categorias antimicrobianas, as XDR ,
apresentam resisténcia a pelo menos um agente em todas as categorias antimicrobianas e as
PDR, foram definidas como tendo resisténcia a todos 0s agentes em todas as categorias

antimicrobianas (Magiorakos et al. 2012).

2.4. Capacidade hemolitica
A patogenicidade é um termo geral que se refere ao potencial de um microrganismo

para infetar. Varias caracteristicas fisicas e quimicas das bactérias, como estruturas que
facilitam a ades@o a um hospedeiro ou moléculas que ajudam a ultrapassar as barreiras do
hospedeiro, contribuem para a patogenicidade e consequentemente para a viruléncia (Willey
et al. 2008). Um dos fatores de viruléncia estudados neste trabalho foi a capacidade
hemolitica. A hemdlise consiste na libertagdo de hemoglobina dos eritr6citos para 0 meio
envolvente. A hemdlise in vivo € um evento patogénico que ocorre sob a forma de anemias
ou como resposta a intoxicagdes ou infe¢des. A hemdlise in vitro, € utilizada como um método
sensivel e confiavel para analisar a acdo litica nas membranas celulares e as membranas

celulares de eritrécitos sédo usadas como modelo (Montes et al. 2008).

3. MICRORGANISMOS DE INTERESSE NO AMBITO DO ESTUDO
Os microrganismos analisados nas maquinas dispensadoras de bebidas quentes pela

empresa de vending onde o presente estudo foi efetuado, sdo aqueles que indicam a
possibilidade de intoxicacdo alimentar, mas devido a questdes relacionadas com a
complexidade, a sensibilidade da detecao, o custo e a rapidez na obtencao de resultados, a
analise microbiol6gica anual da agua, superficies e bebidas, ndo inclui a detecdo de uma

grande diversidade de microrganismos patogénicos. O ensaio microbioldgico incluido na
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verificacdo, na monitorizacao operacional e na vigilancia, geralmente esta limitado aos testes
para microrganismos indicadores e é efetuada ap6s o processo de higienizacdo como forma
de validar processos. Assim, 0s microrganismos totais sdo definidos como o numero de
microrganismos que existe num determinado produto alimentar em condi¢bes étimas de
cultura e os mesmos nao se diferenciam entre levedura, bolor ou bactéria (Monteiro 2016) o
gue ndo permite correlacionar diretamente com a presenca de toxinas ou de agentes
patogénicos (Tortorello 2003). Alguns exemplos dos organismos que podem estar incluidos
nestas andlises, sdo: coliformes; E. coli; Enterobacteriaceae; Listeria spp. e leveduras e
bolores (Tortorello 2003).

3.1. Bolores
Bolores séo fungos compostos por longos filamentos ramificados, denominados hifas,

que formam o micélio (Crous et al. 2009). Embora a maioria dos bolores sejam aerobios
obrigatdrios (requerem oxigénio livre para o seu crescimento), a sua exigéncia de crescimento
ao nivel de valores de pH é bastante ampla, variando de um pH igual a 2 até 9. A sua gama
de temperaturas 6timas também € ampla (10-35 °C), com algumas espécies capazes de
crescer abaixo ou acima desta gama (Valerie et al. 2001). Muitos fungos séo capazes de se
desenvolver com aw superior a 0,8, enquanto alguns bolores xerofilicos (bolores que crescem
com aw inferior a 0,85) conseguem desenvolver-se a valores de aw tao baixos como 0,65 (Jay
et al. 2008). A capacidade destes organismos surgirem nos alimentos deve-se, em grande
parte, as suas exigéncias ambientais relativamente versateis, como referido, e pela
transmissao dos seus esporos por via aquatica, aérea e através de vetores como 0s insetos.
Estdo geralmente associados a deterioracdo de alimentos acidos, agucarados, fermentados
ou com aw baixo (Saraiva et al 2019).

Como j4 foi referido, o maior problema que limita o tempo de vida de prateleira de
produtos com humidade elevada e intermédia é o crescimento de bolores, mas também
podem causar reagfes alérgicas e problemas respiratérios. Véarios fungos alimentares, e
possivelmente leveduras, podem ser perigosos para a satde humana ou animal devido a sua
capacidade de produzir metabolitos toxicos conhecidos como micotoxinas (United States
Department of Agriculture [USDA] 2013). A maioria das micotoxinas sdo compostos estaveis
gue nao sao destruidos durante o processamento de alimentos ou tratamento térmico. Mesmo
gue os organismos geradores ndo sobrevivam a preparacdo dos alimentos, a toxina pré-
formada ainda pode estar presente. Certos bolores e leveduras alimentares também podem
provocar reacdes alérgicas ou causar infe¢cdes. Embora a maioria dos fungos alimentares néo
sejam infeciosos, algumas espécies podem causar infecées, especialmente em populacdes

imunocomprometidas, tais como individuos idosos e debilitados ou infetados com HIV (Virus
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da Imunodeficiéncia Humana), e pessoas que realizam tratamentos de quimioterapia ou
antibioterapia (Valerie et al., 2001).

Como aparecem disseminados no meio ambiente e nos produtos de origem vegetal,
podem ser transferidos para os alimentos, por contacto com equipamentos contaminados ou
por exposicao ao ar, podendo ser contaminantes de ingredientes utilizados na preparacéo de
alimentos ( Saraiva et al. 2019). Estudos anteriores revelaram a sua capacidade para aderir
e formar biofilmes em superficies biéticas e abiéticas, sendo Aspergillus fumigatus uma das
espécies que apresentam essa capacidade (Ramage et al. 2009).

3.2. Leveduras
Fungos unicelulares em contraste com os bolores, que sdo multicelulares. Séo

anaerdbias facultativas e podem crescer numa vasta gama de pH acido (Jay et al. 2008).
Uma levedura tipica apresenta células ovais, que se multiplicam assexuadamente por
gemulacao ou cissiparidade. Como células simples, as leveduras crescem e reproduzem-se
mais rapidamente do que os bolores. Também s&o mais eficientes na realizacao de alteracdes
quimicas, por causa da sua maior relacdo area/volume. A maioria das leveduras, ndo vive no
solo, mas adaptou-se a ambientes com alto teor de aglcares, como o néctar das flores e a
superficie de frutas. A deterioracao por leveduras ocorre, principalmente, em produtos com
humidade intermédia a alta. A contaminacdo destes produtos resulta, normalmente, de
utensilios e equipamento inadequadamente higienizados. Deste modo, ao manter as BPF, a
contaminagdo por estes microrganismos serd minimizada (Roséario 2013; Spencer 2004).
Niveis de leveduras superiores a 10° UFC/g podem conferir uma alteracdo de sabor ao
produto e niveis entre 10° e 10’ UFC/g, podem causar deterioracédo devido a producéo de
acido e de gas (Saraiva et al. 2019). Ao contrario de bactérias e virus, as leveduras raramente
sd8o associadas a surtos de gastroenterite alimentar, intoxicagdo ou outras infe¢cdes, mas
algumas espécies como Candida albicans e Cryptococcus neoformans sdo patogéneos
oportunistas que causam vdérias infecbes ao nivel dos sistemas respiratorio, cutaneo,
mucocutaneo, sistema nervoso central e de 6rgdos (Hazen KC & Howell 2003). Alguns
estudos com C. albicans (Ramage et al 2005) e S. cerevisae demonstraram a sua grande
capacidade para formar biofilmes, e no caso da S.cerevisae, com 0 objetivo de melhorar as

carateristicas organoléticas de produtos alimentares (Zara et al. 2020)

3.3. Bacillus cereus
Bacillus cereus € uma bactéria Gram-positiva e anaerdbia facultativa. Tem forma de

bacilo, é catalase positiva, formadora de esporos e moével. A temperatura Otima de
crescimento situa-se nos 30 °C, mas o intervalo pode ir desde os 10 °C até aos 48 °C (Goepfert
et al. 1972). Causa dois tipos diferentes de intoxicacdo alimentar: o diarreico e o emético

(Granum & Lund 1997). A intoxicacdo do tipo diarreico € causada por enterotoxinas
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complexas (Beecher & Wong 1997), produzidas durante o crescimento vegetativo de B.
cereus no intestino delgado, enquanto que a toxina emética € produzida por células de
crescimento nos alimentos e designada de cereulida sendo resistente ao calor, protedlise e
valores extremos de pH (Griffiths & Schraft 2017; McDowell et al. 2020). Para ambos os tipos
de intoxicagdo, 0s esporos sobreviventes ao tratamento térmico sdo os responsaveis. Dado
gue os esporos de B. cereus séo hidrofobicos, esta propriedade favorece a formacdo de
biofilmes nas superficies de contacto com alimentos, sendo a sua remocao dificil através dos
procedimentos habituais de higienizacdo. Para além disso, a pasteurizagéo, ndo € suficiente
para a eliminacdo deste agente patogénico uma vez que 0S esporos sao termorresistentes
(Hilliard et al. 2003). A intoxicac&o alimentar por B.cereus é subnotificada, uma vez que ambos
o0s tipos de doencas sao relativamente leves e geralmente duram menos de 24 h (McDowell
et al. 2020). B. cereus é um saprofita comum do solo e é facilmente transmitido para muitos
tipos de alimentos especialmente de origem vegetal, mas também é frequentemente isolado
de carne, ovos e produtos lacteos (Viegas 2010). E o que mais tem sido identificado em
maquinas dispensadoras de bebidas quentes. Hall e colegas (Hall et al. 2007), identificaram
B. cereus no chocolate quente dispensado de maquinas automaticas, e Bovermann em 2017,
direcionou o seu estudo ao leite, tendo chegado a conclusdo de que havia B. cereus nas
bebidas e pelo menos uma das duas enterotoxinas capazes de provocar doenga. Estudos
sobre a capacidade de formacao de biofilme em superficies da industria alimentar sob varias
condi¢cBes de temperatura, fontes de carbono (nutrientes) e NaCl, revelam maior formag&o em
materiais como aco inoxidavel e a temperaturas de 30 °C, com adi¢do de meio TBS (Tryptone
Soya Broth), condic¢des tipicamente ligadas a industria alimentar (Kwon et al. 2017). Tanto na
interface ar-liquido, como em condi¢fes de submerséo (tanques e tubos de acgo inoxidavel), a
motilidade flagelar esta envolvida no desenvolvimento de biofilmes (Hayrapetyan et al. 2015).
Relativamente a estudos sobre resisténcia antimicrobiana de isolados de B. cereus
provenientes de alimentos, nomeadamente de origem vegetal, apontam para suscetibilidade
a varias classes de antibiéticos, tais como, ciprofloxacina (99,3%), cloranfenicol (98,6%),
amikacina (98,0%), imipenem (93,9%), eritromicina (91,8%), gentamicina (88,4%), tetraciclina
(76,2%) e trimetoprima -sulfametoxazol (52,4%) e maior resisténcia a antibiéticos do grupo
dos beta-lactamicos, como a peniciina e cefotaxima (100%), e a combinacdo

amoxicilina+acido clavulanico e ampicilina (99,3%) (Fiedler et al. 2019).

3.4. Enterococcus spp.
Os microrganismos pertencentes a este género sdo cocos Gram-positivos, podendo

apresentar-se isoladamente, aos pares ou em pequenas cadeias. Sao catalase negativos e
ndo formam esporos. Sdo anaerobios facultativos, e capazes de crescer em condicdes
bastante variadas de temperatura (10 - 45 °C) e de pH (5,0 - 9,6) (Facklam et al. 2002). Os
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enterococos sdo considerados, entre as bactérias ndo-esporuladas, as mais termo-tolerantes
(Franz et al. 2003), como consequéncia, esta caracteristica torna-se muito importante, pois
podem resistir aos processos de conservacdo dos alimentos, como pasteurizacdo e
fermentacdo (Franz et al. 2003; Houben 2003) e servir como indicadores da qualidade
sanitaria do alimento (Giraffa 2002). Apesar de serem bactérias comensais e possuirem
algumas carateristicas Uteis para a indastria alimentar em termos organoléticos e como
probidticos e tém sido descritos nos ultimos anos como patogénicos oportunistas, em que as
espécies Enterococcus faecalis e E. faecium sdo responsaveis pela grande maioria das
infecbes em seres humanos (Lima et al. 2020). Os enterococos podem causar intoxicagédo
alimentar pela producédo de aminas biogénicas em produtos fermentados (Giraffa, 2002) e a
patogenicidade esta associada a presenca de varios fatores de viruléncia e resisténcia a
antibitticos (Santos 2011).

Entre os fatores de viruléncia associados aos enterococos, sdo considerados de
grande importancia: gelatinase (GelE), substancia de agregacao (Agg), proteina de superficie
enterococica (Esp), citolisinas (Cyl) e outras adesinas (Mannu et al. 2003; Semedo et al.
2003a). As hemolisinas sdo também referidas como citolisinas (Cyl), devido ao amplo grau de
acao celular (Franz et al. 2001; Semedo et al. 2003b) e tem sido demonstrado que a sua
producédo contribui para a severidade da doenca em grande nimero de modelos animais e
em humanos (Semedo et al. 2003b). Por outro lado, Esp, Epa, GelE, Agg, parecem estar
envolvidas no processo de producdo de biofilme por parte de E. faecalis e E. faecium,
provenientes de matrizes alimentares como leite, vegetais e carne (Marinho et al. 2013;
Mohamed et al. 2004; NECIdoVa et al. 2009). O fato das proteinas mencionadas
anteriormente poderem estar ausentes nas estirpes produtoras de biofilme parece ser a razdo
para a variabilidade na producdo de biofilme nestas espécies, sendo que varios estudos
reportam que E. faecalis produz mais biofilme que E. faecium (Mohamed et al. 2004; Soares
et al. 2014).

Existem fortes evidéncias epidemiolégicas de uma ligacdo entre a utilizacdo de
antibiéticos na medicina humana e producdo animal, com o aparecimento, disseminacéo e
persisténcia de estirpes resistentes em produtos de origem animal (Bogaard & Stobberingh,
2000). Devido a sua capacidade mutagénica e adaptativa, estes microrganismos
desenvolvem e adquirem novas resisténcias, através de mutacdes cromossomais ou por
transferéncia de genes. Os glicopéptidos, sdo a classe de antibiéticos mais utilizada no
tratamento de infegBes causadas por estes agentes, e dentro das resisténcias adquiridas a
antibidticos, os enterococos com resisténcia a vancomicina (VRE) tornaram-se, desde a
década de 80, a preocupacdo mais séria em infe¢Bes clinicas humanas (Giraffa 2002),
estando referenciada pela OMS como sendo de prioridade elevada e tem vindo a ser

monitorizada desde entdo. Na UE, desde 2015, a percentagem de resisténcia a este
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antibiotico, tem vindo a diminuir, exceto para E. faecium (ECDC 2019), mas por outro lado,
tem-se verificado aumento da resisténcia a aminoglicosideos (e.g., gentamicina,
estreptomicina) em particular da espécie, E. faecium. Em Portugal, a resisténcia aos
aminoglicosideos, tem vindo a diminuir gradualmente (ECDC 2019). Os enterococos exibem
resisténcia intrinseca a outras classes de antibiéticos tais como beta-lactdmicos,
lincosamidas, trimetoprima-sulfametoxazol, fluoroguinolonas e aminoglicosideos de baixa
concentracdo, portanto a resisténcia enterococica pode ser superada combinando por
exemplo, agentes ativos dirigidos a parede celular com um aminoglicosideo (ECDC 2019).
Outras opcdes de tratamento incluem agentes disponiveis que ndo tém uma aprovacdo
especifica para VRE, tais como, cloranfenicol, doxiciclina, ampicilina de alta dose ou
ampicilina-sulbactam, nitrofurantoina (para infecdes do trato urinario inferior) e ainda
quinupristina-dalfopristina e linezolida, que surgiram como opc¢des terapéuticas aprovadas
para E. faecium resistente a vancomicina, sendo que no caso de E. faecalis, esta é
naturalmente resistente a quinusprintina-dalfopristina (Linden 2002; Mendes et al. 2002).
Relativamente a estirpes enterocdcicas isoladas de matrizes alimentares, um estudo
recente com amostras de carne de frango e perl, reportou resisténcia mais elevada a
canamicina (98,96%), rifampicina (80,41%) e ampicilina (60,82%) e indices mais baixos a
tetraciclina (9,27%), benzilpenicilina (8,24%), cloranfenicol (3,09%), gentamicina (2,06%) e
estreptomicina (1,03%). Nenhum isolado foi resistente a vancomicina (Sanlibaba et al. 2018).
Por outro lado, analisou-se o perfil de resisténcia de enterococos provenientes de amostras
de 4gua de diferentes origens (efluentes hospitalares, aguas residuais humanas e de indUstria
agropecuaria), chegando-se a conclusdo de que as maiores percentagens foram para a
resisténcia a tetraciclina (44%), a ciprofloxacina (18%) e a gentamicina (12%) (Arronches
2014). Em maquinas dispensadoras de agua, Cardaci et al. (2017), efetuou analises a
amostras de superficies como a area dispensadora, bicos moveis e dispensadores de copos
de quatro maquinas, e todas as amostras de superficies excederam o limite de 50 UFC/cm?
para Enterococcus spp., segundo o critério em vigor na Itélia, pais onde o estudo foi realizado.
Uma das razfes apontadas para esta ocorréncia foi o facto de esta zona (area dispensadora)

ser afetada pela contaminacao externa e pelos residuos que permanecem no interior.

3.5. Staphylococcus spp.
As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos, pertencentes a

familia Staphylococcaceae e anaerébias facultativas, com maior crescimento sob condi¢des
aerobias. Os estafilococos tém um diametro aproximado de 0,5 — 1,5 ym e por se dividirem
em planos diferentes, quando vistos ao microscopio, aparecem na forma de cachos de uva
(Cervantes-Garcia et al. 2014). Estes microrganismos nao formam esporos, contudo, sdo

resistentes ao dessecamento, sendo disseminados por particulas de poeira presentes no ar e
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nas superficies (Santos et al. 2007). Sobrevivem a concentracdes de NaCl entre 10% a 20%
e em relacdo ao aw, o valor minimo para crescimento é 0,86 (Medvedova & Valik 2012). S.
aureus multiplica-se a temperaturas compreendidas entre 7,0 e 47,8 °C, com temperatura
6tima de 37 °C (Santos et al. 2007).

As toxinfecdes alimentares associadas a estafilococos, sdo das mais frequentes e
resultam da presenca e ingestdo de enterotoxinas produzidas por espécies coagulase
positivas, nomeadamente Staphylococcus aureus (Kadarya et al 2014). Geralmente as
estirpes de S. aureus sdo catalase positivas e oxidase negativas (Baird-Parker 1990), e
produzem a enzima coagulase que constitui um dos fatores de viruléncia pelo fato de
coagularem o plasma humano (Fior et al. 2014), mas também podem ocorrer isolados
coagulase-negativos no género. (Fox et al. 1996). Os estafilococos produzem quatro variantes
de hemolisinas: alfa (a), beta (B), gama (y) e delta () (Aarestrup et al. 1999). Uma das formas
de distinguir a origem humana ou animal das estirpes, € pelo perfil hemolitico. Dentro dos
estafilococos coagulase positivos, a maioria das estirpes de origem bovina sdo 3 hemoliticos
(hemolise completa) e a hemoliticos (hemolise parcial), sendo que este Ultimo ocorre a niveis
mais variaveis, enquanto que as estirpes de origem humana apresentam na sua maioria a
hemolise (Aarestrup et al. 1999; Hummel et al. 1992). As toxinas sdo mais termo resistentes
em géneros alimenticios do que em culturas laboratoriais, ndo sendo inativadas pela
pasteurizacdo ou tratamentos térmicos habitualmente utilizados no processamento dos
alimentos (Hennekinne et al. 2012).

Os principais veiculos de contaminacdo cruzada dos alimentos por S. aureus sdo as
narinas e as maos (Graf & Monius 1977). Diferentes géneros alimenticios tém sido implicados
na intoxicagcdo alimentar estafilocécica, incluindo leite, produtos de pastelaria com creme,
queijos, produtos de charcutaria, saladas, refeicdes cozinhadas e produtos com ovos
(Santana et al. 2010). No que respeita a maquinas automéaticas de bebidas quentes, um
estudo efetuado por Dakroub & Na'was, (2017), constatou a presenca de S. aureus nos
botBes de selecdo e touch screen, de quatro das cinco maquinas de café analisadas, e em
maquinas dispensadoras de agua, Cardaci et al. (2017), efetuou andlises a amostras de
superficies criticas, e da mesma forma que identificou Enterococcus spp., também identificou
S. aureus em todas as amostras, excedendo o limite de 50 UFC/cm?, segundo o critério em
vigor na ltalia, pais onde o estudo foi realizado. Ha estudos que reportam a sua presenca na
indastria alimentar em forma de biofilmes (Cervantes-Garcia et al. 2014; G6tz 2002). Embora
as investigacdes realizadas sobre o tema tenham como base, aspetos clinicos, concluiram
gue no processo estdo envolvidos dois polissacarideos: a poli-N-acetilglucosamina (PNAG) e
a adesina intercelular polissacaridea (PI1A) e que a maioria das estirpes de S. aureus relatadas
até agora, tém demonstrado possuir este conjunto de genes (Cramton et al. 1999), mas a sua

expressao parece ser muito variavel entre os estafilococos (Valle et al. 2003).
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Ao nivel de resisténcias antibidticas, algumas estirpes de S. aureus desenvolveram
resisténcia a meticilina (MRSA) e a propagacao global, aumentou o interesse para a saude
publica mundial em 2010 (Luna et al. 2010), mas segundo o ultimo relatério da ECDC de 2018,
as percentagens tém vindo a diminuir.

Uma das terapéuticas atualmente disponiveis para o tratamento de MRSA,
compreende a tetraciclina e a rifampicina (combinadas) bem como a clindamicina, a linezolida
e a trimetoprima -sulfametoxazol (TMP-SMX), embora o0 seu uso seja restrito em alguns
paises (Harris et al. 2018). Em isolados provenientes de matrizes alimentares, a incidéncia
de MRSA é elevada (Fel3ler et al. 2011) e os niveis de resisténcia ao TMP-SMX sao variaveis;
um estudo efetuado em carnes de frango, porco e refeicdes prontas a comer, reportou 69,6%
de resisténcia (Wang et al. 2014), enquanto que outro estudo com isolados provenientes de
espécies suinas, avicolas e bovinas, demonstrou sensibilidade ao antibidtico em questéo
(Lee 2003). Relativamente a estirpes provenientes do leite de vacas com mastites, o perfil de
sensibilidade mostrou ser elevado (Saidi et al. 2019), tal como acontece com a ciprofloxacina
e a gentamicina, que para além de serem eficientes em mastites bovinas, também o sédo em
isolados clinicos humanos (Jie & Sun 2009; Righter 1987).

3.6. Escherichia coli
Escherichia coli € uma bactéria Gram negativa, anaerdbia facultativa e ndo produz

esporos. Apresenta forma de bacilo com cerca de 2 pym de comprimento e 0,5 um de didmetro
(Odonkor, 2013). E o organismo anaerdbio facultativo mais comum no intestino humano, é
distinguido dos outros membros da familia Enterobacteriaceae principalmente com base na
sua capacidade de fermentar lactose e produzir indol, bem como pela capacidade de hidrolisar
ureia. Esta bactéria desenvolve-se em atividade dgua minima de 0,935, pH entre 4,0e 9,0 e
faixa de temperatura de 7 a 49,4 °C (Fotadar et al. 2005). E considerada indicadora de
contaminacado fecal em alimentos processados, todavia, a falha na detecdo de E. coli, ndo
garante a auséncia de patogénicos entéricos (Mossel 1967; Silliker & Gabis 1976). A sua
presenca indica um incumprimento das BPH, cozedura insuficiente ou contaminagéo cruzada
a partir de um alimento cru, manipuladores ou das superficies em contacto com o alimento.
Os alimentos mais envolvidos nas toxinfecdes por este microrganismo séo vegetais crus, leite
nao pasteurizado e carne sem tratamento térmico adequado (Batt 2014). A E. coli é também
o indicador de contaminacdo fecal mais utilizado na monitorizacdo da qualidade da agua
(Odonkor 2013). A maioria dos estudos descritos para a presenca deste microrganismo nas
maquinas dispensadoras, baseia-se na analise a maquinas dispensadoras de agua e
pesquisa de coliformes fecais e totais, sem especificar o género (Chaidez-Quiroz et al., 1999;
Hunter & Burge, 1986). Recentemente, um estudo (Tan et al., 2016), identificou coliformes em

17 amostras de agua (94,12%) e em amostras de superficies, tais como, bicos moéveis (76,47%) e
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grelha de gotejamento (82,35%), de maquinas dispensadoras de 4gua, e através de técnicas
laboratoriais moleculares, concluiram pertencer as estirpes E. coli U 5/41 e E. coli O157:H7.

A maioria das estirpes ndo representa qualquer perigo para o seu hospedeiro, no
entanto, algumas causam diarreia e sdo classificadas com base nos seus fatores de
viruléncia, mecanismos de patogenicidade, quadros clinicos e serologia. Atualmente, E. coli
enteropatogénicas (EPEC), enterotoxigénicas (ETEC), enteroinvasivas (EIEC) e enterohem
orragicas (EHEC), onde se inclui E. coli O157:H7, representam 0s principais grupos
patogénicos associados ao consumo de alimentos (OMS 2018b). Os fatores de viruléncia das
estirpes patogénicas incluem a producao de toxinas, capacidade em aderir intimamente a
mucosa intestinal por um mecanismo de agregacédo mediado parcialmente pelo gene eae e a
producdo de hemolisina mediada pelo gene hly. A hemolisina € uma proteina que ajuda a
induzir infecbes extraintestinais e intestinais (Almeida 2013). Trata-se ainda de uma bactéria
com potencial para formar biofilmes, nomeadamente em superficies da industria alimentar e
associadas a preparacao de carne bovina (Dourou et al. 2011). Um estudo revelou, que a
adesao inicial de E. coli O157:H7 e desenvolvimento de biofilme nas superficies, é
potencializado pela presenca de flagelos e fimbrias (tipo 1) (Van Houdt & Michiels 2010) e a
temperatura também desempenha um papel no processo; outro estudo verificou o aumento
do numero de células aderentes e planctonicas de E. coli 0157:H7 , quando incubadas a uma
temperatura de 15 °C durante 7 dias (Dourou et al. 2011).

Relativamente a resisténcia a antibibticos, dados da ECDC de 2019, revelam que a
resisténcia de E. coli, desenvolve-se facilmente através de mutagdes, (como tem acontecido
para a resisténcia a fluoroquinolona), ou através da aquisi¢cado de genes, como a producéo de
beta-lactamases de espectro alargado (ESBLS) e carbapenemases. As ESBLs sdo enzimas
que conferem resisténcia a maioria dos antibiéticos beta-lactamicos, incluindo cefalosporinas
de terceira geragdo (ECDC, 2019). Os carbapenemos geralmente resistem ao efeito das
ESBLs e por essa razao permanecem ainda como uma das poucas op¢des para o tratamento
de infe¢Bes graves. Uma ameaga crescente é a resisténcia aos carbapenemos mediada por
varias carbapenemases, que podem conferir resisténcia a praticamente todos os antibidticos
beta-lactamicos disponiveis. Os genes para carbapenamases estdo frequentemente
localizados em plasmideos que podem ser comutados entre Enterobacteriaceae, como

E. coli, e outras bactérias Gram-negativas (ECDC 2019).

3.7. Pseudomonas spp.
O género Pseudomonas spp. é composto por bactérias em forma de bacilo, aerébias

méveis e Gram negativas. Oportunistas e ubiquas podendo ser isoladas do solo, da agua, das
plantas e dos animais. Sao microrganismos altamente versateis, tolerantes a condicbes de

baixo oxigénio e nutrientes e crescem em faixas de temperatura de 4 a 42 °C (Ochoa et al.
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2013). Em humanos comportam-se como oportunistas, permanecendo nos tecidos quando
h&d quebra das barreiras naturais ou perda da imunidade, embora possam em algumas
ocasides, fazer parte da microbiota normal de individuos séos (Stehling et al. 2010). Devido a
frequéncia com que esta envolvida em doencas humanas, a espécie P. aeruginosa tem
recebido maior atencéo (Iglewski 1996).

Na industria alimentar, a importancia das pseudomonas esta relacionada com a
deterioracdo e encurtamento da vida Util de alguns alimentos tais como leite processado,
vegetais crus, produtos de pastelaria e sumos néo pasteurizados, podendo originar maus
odores, viscosidade e mau sabor (Abdul-Mutalib et al. 2019). Foi isolada de superficies como
aco inoxidavel, borracha, lascas de ferro e superficies de contacto com alimentos (Zottola &
Sasahara 1994). No que respeita a maquinas automaticas dispensadoras de bebidas quentes,
ndo existem estudos, mas a sua presenca tem sido reportada em maquinas dispensadoras
de agua. No estudo de Chaidez-Quiroz et al. (1999), constataram a presenca de P. aeruginosa
(23%) nos equipamentos acessorios de maquinas dispensadoras de agua, como tubos e bicos
dispensadores. Para além disso, foi avaliada a sua presenca ao longo de trés semanas
consecutivas e estava presente em 2/3 das maquinas, ou seja, a sua presenca aumentou
sugerindo um estado néo transiente e este facto pode ser devido a capacidade de formagé&o
de biofilmes nas tubagens. A capacidade de formacao de biofilmes € a principal caracteristica
que permite que esta bactéria resista a esforcos de descontaminagdo, resultando em
mecanismos multifatoriais de tolerancia (difusédo restrita de moléculas, atividade fisiolégica
diferencial e indu¢cdo de mecanismos genéticos), podendo resistir aos tratamentos com
antibioticos, biocidas e as respostas imunes do hospedeiro (Harmsen et al. 2010). A adesao
bem sucedida as superficies, depende em grande parte da presenca de adesinas tais como
pili, flagelos, lipopolissacarideos e alginato (Bucior et al. 2012; Lejeune 2003). Para além
disso, a presenca de flagelos funcionais permitem que supere forcas eletrostaticas repulsivas
que possam existir entre a superficie celular e a superficie do material (O’'Toole & Kolter 1998)
P. aeruginosa apresenta outros fatores de viruléncia, tais como, proteases, exoenzima S e
exotoxina A, pigmentos, fosfolipase C, leucocidina, endotoxina que promove 0 aparecimento
de febre e hemolisina termo-estavel que é toxica para macréfagos alveolares (Bomberger et
al. 2009). Um fator de viruléncia em particular é a presenca do gene plchr, que tem sido
associado ao declinio da funcdo pulmonar, e cujos substratos de elei¢cao sédo a esfingomielina
e a fosfatidilcolina presente nas membranas celulares (Montes et al. 2008)

Ja foi referido que a predominancia e persisténcia de pseudomonas em alimentos e
em superficies de plantas de processamento de alimentos, esté relacionada a capacidade de
formar biofilme, o que aumenta sua resisténcia a condi¢cdes adversas, incluindo varios
tratamentos antimicrobianos (Mgretrg & Langsrud 2017). Para além da resisténcia adaptativa

resultante da formacéo de biofilmes, a resisténcia a antibiéticos por parte das pseudomonas
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pode resultar da aquisicdo de genes, presenca de bombas efluxo e da baixa permeabilidade
da parede celular (Pang et al. 2019). Os antimicrobianos que permanecem eficazes no
tratamento, incluem algumas fluoroquinolonas (eg;, ciprofloxacina e levofloxacina),
aminoglicosideos (eg;. gentamicina, tobramicina e amikacina), alguns beta-lactamicos (eg:.
piperacillina-tazobactam, ceftazidima, cefepima, -ceftolozano-tazobactam, -ceftazidima-
avibactam, imipenem, meropenem, doripenem) e polimixinas, mas a resisténcia a
carbapenemos tem vindo a aumentar em varios paises da UE (ECDC 2019). Segundo dados
da ECDC de 2018, e Neves et al. (2011), estirpes de P. aeruginosa de origem clinica humana,
tém demonstrado altos indices de resisténcia a carbapenemos e aminoglicosideos,
relacionados com a producdo de metalobetalactamases (MBL), presenca de metilase 16S
rRNA RmtD, perda da porina OprD e elevada expressdo de bombas de efluxo. Quatro
sistemas diferentes de efluxo com atividade antibiotica, foram descritos na P. aeruginosa:
mexAB-oprM, mexXY-oprM, mexCD-oprJ e mexEF-oprN (Poole 2001). Os genes, apesar de
estarem presentes em todas as espécies, ndo sdo expressos a niveis elevados. O aumento
da expresséao pode resultar em mutacdes nos genes de regulacédo, como os mexR (Ziha-Zarifi
et al. 1999). As MBL tém sido identificadas em amostras de 4gua ambiental, podendo atuar
como fonte de reservatdrio de genes de resisténcia através da agua ou dos alimentos (Neves
et al. 2014). Estudos com isolados de leite cru, demonstraram resisténcia ao imipenem e
aztreonam (Meng et al. 2020). Outro estudo isolou pseudomonas de carne de vaca, peixe
fresco e peixe fumado e concluiu que dos 204 dos isolados obtidos, 181 apresentaram
multirresisténcia aos antibidticos testados, nomeadamente aztreonam (98,4%),
ticarcilina+acido clavulanico (51,4%), ticarcilina (50,4%), e em menor percentagem ao
ceftazidima (6,9%) e imipinem (7,2%) (Benie et al. 2017).

4. IMPORTANCIA DOS SISTEMAS DE CONTROLO ALIMENTAR NO VENDING
Numa era de tecnologias alimentares em rapida mudanca e crescente comércio global

de alimentos, controlar os riscos alimentares ao longo de toda a cadeia assume um papel
fundamental. Para enfrentar os complexos desafios emergentes do século XXI, os sistemas
de controle alimentar precisam ser atualizados com os ultimos desenvolvimentos, operar com
base no conceito de andlise de risco e harmonizar-se com padrdes internacionais e melhores
praticas desenvolvidas pelo Codex Alimentarius (Codex Alimentarius Comission [CAC] 2003).
A seguranca dos alimentos passa pela implementacdo de sistemas de gestdo da seguranca
com base na prevencao dos perigos fisicos, quimicos e bioldgicos em toda a cadeia alimentar.
Esta nova abordagem inclui a aplicagdo de Boas Praticas Agricolas (BPA), Boas Praticas de
Higiene (BPH), Boas Praticas de Fabrico (BPF), sistemas de Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controlo (HACCP) ou outros sistemas de gestdo da qualidade dos alimentos e

sistemas de rastreabilidade/retirada de produtos do mercado. As BPA, as BPH e as BPF, sdo
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consideradas os sistemas ou programas que constituem requisitos prévios da aplicacdo dos
sistemas HACCP (CAC 2003; Comissao Europeia 2016).

As vendas automaticas encontram-se regulamentadas pelo Decreto-Lei n° 24/2014 de
14 de Fevereiro, 2014, (alterado pelo Decreto-Lein® 47/2014, de 28 de julho), designadamente
nos artigos 22° a 24.° e, no que respeita a distribuicdo de géneros alimenticios em maquinas
de vending (snack), aplica-se a legislacdo da venda a retalho destes produtos,
nomeadamente, as regras de higiene constantes no Regulamento (CE) n° 852 do Parlamento
Europeu, sendo que para a regulamentagdo da agua utilizada no fabrico de produtos para
consumo humano aplica-se o0 Decreto-Lei n°306/2007, (alterado pelo Decreto-Lei
n°152/2017). O Regulamento (CE) n° 852/2004 do Parlamento Europeu e Conselho de 29 de
Abril de 2004, 2004, estabelece as regras gerais destinadas aos operadores de empresas do
sector alimentar no que se refere a higiene de géneros alimenticios. Neste sentido, os
operadores do sector do vending deverdo garantir o bom funcionamento das maquinas e das
viaturas que as abastecem, a sua higienizacdo, a correta embalagem e rotulagem dos
produtos, a rastreabilidade, os registos de temperaturas, os prazos de validade, entre outros
aspetos integrantes dos principios HACCP. No que respeita as maquinas automaticas, o
abastecimento e higienizagdo séo efetuados manualmente e de forma periddica (depende do
consumo da maquina) levando a heterogeneidade de resultados, por essa razdo, as

atividades de controlo e verificagdo sdo muito importantes.

4.1. Verificacdo de procedimentos
A realizagéo de atividades de verificacdo tem como objetivo determinar se o sistema

HACCP se encontra implementado de acordo com o estabelecido no plano HACCP (correta
determinagdo dos pontos criticos de controlo (PCC), correta definicdo dos parametros e
respetivos limites criticos de controlo, adequada monitorizacdo, medidas corretivas
necessarias implementadas) e se o plano HACCP em vigor se encontra eficazmente
desenvolvido e implementado tendo em conta os atuais produtos e processos.
Para verificagdo da adequacé&o do plano de higienizacdo e da execugdo do mesmo, a empresa
efetua um controlo a dois niveis:
» Qualitativo, através de uma verificacdo dos procedimentos de limpeza e desinfecao
efetuados ou por inspecao visual (inspec¢éo)
» Quantitativo, através de controlo analitico (microbiolégico/quimico)
Este controlo analitico foi estabelecido para superficies criticas, tais como, maos de
manipuladores, agua da rede e bebida pronta, com leite na sua constituicdo, e sdo efetuadas

uma vez por ano a um equipamento/operador, por uma empresa externa.
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4.1.1. Controlo qualitativo-inspecao
Em finais de 2016, foi introduzida na empresa em que se realizou o presente estudo,

uma nova funcionalidade, a inspec¢do. Inspetores monitorizam o bom funcionamento das
maquinas e realizam a verificacdo e correcdo dos procedimentos definidos em termos de
garantia de qualidade, higiene e seguranca alimentar. A inspecéo é realizada fora do horario
de abastecimento, tendo por base as “Regras de Abastecimento” (Anexo Il) que serviram de
base para o estabelecimento de pontos de controlo. Por cada “ndo conformidade” detetada e
registada, o programa requer foto para poder prosseguir com a inspec¢éo e para detalhar por
escrito o motivo da “ndo conformidade” e qual o tratamento a seguir para correcdo. A cada
ponto de verificagcdo é dada uma percentagem de igual peso até perfazer os 100%.

4.1.2. Controlo quantitativo-analises microbiolégicas
De acordo com o Regulamento (CE) n° 2073/2005 da Comissdo de 15 Novembro de

2005, alterado pelo Regulamento (CE) n.° 1441/2007 da Comisséo, de 5 de Dezembro de
2007, “a utilizacdo de critérios microbiol6gicos deve fazer parte integrante da aplicacédo de
procedimentos baseados no sistema HACCP e de outras medidas de controlo da higiene”, as
quais sdo importantes na avaliagdo das condi¢des de higiene dos manipuladores, superficies
e utensilios com que o alimento possa estar em contacto. Estas andlises sdo importantes em
quatro dos principios do plano HACCP:na andlise de perigos, na determinacao de pontos
criticos de controlo, no estabelecimento de limites criticos e no estabelecimento de
procedimentos de verificacdo. Para cada tipo de industria alimentar deve ser estabelecido um
plano de amostragem microbiol6gica. Na empresa de vending, onde o estudo foi realizado, os
ensaios microbioldgicos séo efetuados uma vez durante o ano, a todas as filiais e estédo
definidos para superficies criticas, bebidas com leite, maos de manipuladores e a agua de
fornecimento.

A legislacdo nacional € omissa para a maioria dos produtos confecionados, uma vez
que estes estao sujeitos a um tratamento térmico, abrangendo apenas as classes de produtos
frescos, contudo, o Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA), sugere valores guia
para alimentos inseridos no sub-grupo 1A, (reconstituidos a partir de um produto desidratado,
exceto formulas desidratadas para lactentes), que é o caso das bebidas quentes, e para
superficies correspondentes a zona 1, que estao em contacto direto com o alimento durante
a sua preparacao, confecao e distribuicdo (Anexo IV). A interpretacéo dos resultados depende
das UFC por grama ou mililitro na amostra analisada e/ou da detecdo ou ndo detecédo de
microrganismos patogénicos e/ou toxina(s) e classifica-os em trés niveis: “satisfatério” ,
guando o resultado analitico se encontra dentro dos valores previstos, ou seja, inferior ou
igual ao valor maximo de referéncia (VMR); “questionavel”’, quando o resultado é superior ao

VMR e inferior ou igual ao Valor Maximo Admissivel (VMA), indicando probabilidade de falhas
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nos processos e “hdo satisfatorio” e “ndo satisfatério/potencialmente perigoso”, quando é

superior ao VMA, indicando que hé falhas nos processos (Saraiva et al. 2019).

5. CARATERIZACAO DA MAQUINA DISPENSADORA DE BEBIDAS QUENTES
As maquinas dispensadoras de bebidas quentes sdo concebidas para distribuir varios

tipos de bebidas, desde cha, café, café com leite, chocolate e cappuccino e o seu
funcionamento interno é bastante similar de modelo para modelo.

No ato do abastecimento ou instalagéo, os sollveis séo retirados da sua embalagem
inicial e armazenados em recipientes de plastico. Quando uma bebida € pedida, a quantidade
pré-selecionada de cada produto € dispensada no misturador através do bico de saida do
respetivo depdsito e o sollvel mistura-se com a agua pré-aquecida que vem da caldeira, no
misturador. A bebida é entdo dispensada para um copo, através de um tubo de silicone de
curto comprimento. Ao copo, por sua vez, é adicionado o acUcar e a paletina. A agua utilizada
na preparacdo pode ser proveniente da rede hidrica ou de bidao (empresa). As etapas
principais deste processo, estdo exemplificadas no fluxograma da Figura 2.
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Figura 2 - Fluxograma do funcionamento da maquina dispensadora de bebidas quentes.
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5.1. Abastecimento e inspecao
De uma forma geral, o abastecimento tem inicio apés a inspec¢do visual aos

consumiveis (paletinas, copos, café, leite em pd, chocolate em pd, descafeinado, chd, entre
outros). E dever do abastecedor verificar se estdo em boas condi¢des, sem presenca de
corpos estranhos e se € necesséria a reposi¢cao. Antes de iniciar o abastecimento, deve aplicar
nas maos, a solucdo de alcool-gel, H5 Soft Care Med (Johnson-Diversey), desenvolvido para
a desinfecdo. Apds abastecer os consumiveis e limpar restos de sollveis acumulados em
zonas visiveis e ndo visiveis, com auxilio de um pincel seco, deve verificar o estado de limpeza
e funcionamento dos misturadores. A seguir a limpeza, deve efetuar uma lavagem automatica
através do botao de programacdo. Na lavagem automatica, a agua proveniente da caldeira,
passa pelos misturadores e circuitos de tubos e com auxilio de um pano descartavel e pincéis
(seco e humido), o abastecedor efetua uma limpeza mais profunda com o objetivo de retirar a
sujidade mais entranhada nas superficies. Apdés enxaguamento, aplica um detergente
desinfetante a base de tensoativos ndo-idnicos, D10 Suma Bac-Conc (Johnson-Diversey) nas
superficies, para remover a matéria organica e inorgéanica, enxagua novamente e depois com
auxilio de outro pano descartavel seca muito bem. No final, deve efetuar uma prova,
normalmente cappuccino, que apresenta na sua constituicdo os consumiveis leite, chocolate
e café, de modo a atestar o bom funcionamento dos equipamentos e as condi¢cdes
organoléticas do produto final.

Na empresa onde se realizou o presente estudo, a realizagdo da limpeza é manual,
efetuada pelos préprios abastecedores. Devido a grande heterogeneidade de resultados que
se podem obter, é requerida uma cuidada monitorizagdo. Monitorizar o programa de limpeza,
reduz custos em material e tempo, minimiza a contamina¢do ambiental, diminui as perdas por
avarias e aumenta o tempo de vida util dos produtos. Normalmente, a monitorizacao avalia a
presenca de residuos, recorrendo a inspecao visual e de acordo com (Baptista 2003) uma
elevada percentagem de intoxicagcfes e infecbes alimentares, resulta da contaminagcéo dos
equipamentos, o que reforca a nocdo da importancia fundamental da higienizacdo. As
pessoas que entram em contacto direto ou indireto com os alimentos, devem manter um nivel
adequado de limpeza pessoal, e comportamentos e modos de operagédo adequados de forma
a nao contaminarem os alimentos por contaminacdo cruzada, quer devido a infecbes
bacterianas, quer virais. Os operadores envolvidos no processo de limpeza, devem receber
formacdo em higiene pessoal e alimentar, para que sejam prevenidas as contaminacdes
cruzadas dos alimentos, resultantes da disseminacdo da sua microbiota corporal,
principalmente as que resultam dos microrganismos com uma dose infetante baixa, como
Escherichia coli 0157 H7 (Lelieveld et al. 2005). Para se realizar um programa de higienizac&o
com sucesso, € essencial conhecer a natureza da sujidade que vai ser removida, o tipo de

superficies que vao ser higienizadas, a qualidade da agua, os métodos de higienizacdo mais
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adequados e utilizar agentes de limpeza e desinfe¢cdo compativeis com a industria alimentar.
Um estudo analisou a carga microbiana presente no chocolate quente dispensado de uma
maquina dispensadora e chegou a conclusdo de que mantendo um protocolo de limpeza a
base de detergente, é suficiente para baixar e manter a carga microbiana a niveis abaixo dos
3,4 log UFC/ml (Hall et al. 2007). E igualmente importante escolher o método mais indicado
para avaliar e monitorizar a eficacia do processo implementado, o0 que permitira ndo s6 detetar
precocemente um problema, mas acima de tudo, evitar a sua perpetuacdo (Baptista &
Antunes, 2005). A inspecao dos pontos de controlo, permite atestar se o0 equipamento esta a
trabalhar em condi¢cdes e se o abastecedor esta a implementar boas praticas de higiene
segundo os planos de higienizacéo (Anexo lll) e as regras de abastecimento (Anexo Il). Como
resultado das varias inspec¢des efetuadas ao longo do tempo, tem-se verificado um padréo
associado a “ndo conformidades”, que se traduz pela existéncia de restos de solluveis na base
dos depdsitos, nos misturadores e nos tabuleiros, levando a que se deteriorem e ocorra
desenvolvimento de fungos. Os dispensadores de copos também nao séo higienizados e
pontualmente encontram-se solUveis com sinais de degradacdao, principalmente o leite em p6
e 0 cha. As maquinas podem permanecer varios dias sem manutencao e nesse periodo, se
ndao houver limpeza, 0 crescimento microbiano pode ocorrer, principalmente nos
equipamentos adjacentes cuja manutencdo € mais esporadica como no tubo dispensador
(anual). O procedimento de inspecéo regista e corrige no momento, mas é necessario que
este seja mantido de forma consistente e eficaz. Na empresa onde o estudo foi efetuado, a
formacdo na higienizacdo dos equipamentos é dada in loco por supervisores, enquanto a
formacdo em seguranca alimentar é efetuada pelo responsavel do departamento de
qualidade. Estudos acerca das condi¢es higio-sanitarias de maquinas dispensadoras de café
e shack, demonstram que os operadores e supervisores, apresentam elevado conhecimento
acerca dos planos de higienizacdo (Raposo et al. 2015), mas pode ser que a falta de
motivacao e de tempo, sejam os fatores mais associados a ocorréncia de “nao conformidades”
deste tipo. Os equipamentos em contacto direto com o alimento ou indiretamente com a boca

do consumidor, bem como as matérias-primas, deverdo ser alvo de maior atengéao.

5.2. Permanéncia de produtos na maquina — leite em po6
O leite em po utilizado nas maquinas de vending é da marca Ristora e apresenta a

designacéo leite em pd semi-granulado, sendo fornecido em embalagens de 500 g. E
constituido por soro de leite em pd, xarope de glucose, leite em p6 desnatado, gordura de
coco nao hidrogenada, acucar, lactose, antiaglomerante E:551, estabilizador E:340ii e
emulsionante E:471. Nao contém gluten. A dose recomendada por bebida é de 6 a 8 g, quando
combinada com café ou chocolate, e de 10-12 g quando simples. E utilizado como substituto

do leite fresco e € considerado um produto microbiologicamente estavel, pois apresenta um
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aw entre 0,3-0,4, valor demasiado baixo para que ocorra o crescimento de microrganismos,
contudo, depois de ser reconstituido com agua, torna-se suscetivel ao crescimento microbiano
e deterioragdo como acontece com o leite fresco pasteurizado (Augustin et al. 2003). As
condigbes ambientais como temperatura e humidade, os métodos de armazenamento e de
preparacgdo, sao fatores importantes para garantir a qualidade microbiana do produto. Durante
0 armazenamento, a maior perda de qualidade € muitas vezes resultado da absorcao de
humidade pelo po, que pode resultar em altera¢cdes quimicas, fisicas e/ou crescimento de
bactérias e fungos (Al - Atrash 2019). As condi¢cdes de armazenamento poderdo influenciar
também as carateristicas sensoriais do leite em pd, como a cor, 0 sabor e o cheiro através
de reac6es de oxidacéo lipidica, cristalizacao da lactose e reac¢des de Maillard podendo levar
a rejeicao por parte do consumidor (Matumoto-Pintro et al. 2017).

O leite em pd devera ter uma cor uniforme, apresentar-se creme claro (devido ao
tratamento térmico), ndo pode conter tonalidades amareladas, que acusem um produto
reaquecido e o seu sabor e odor devem ser agradaveis e ndo rangosos, semelhante ao leite
fluido, antes e apds a sua reconstituicdo (Norma Portuguesa (NP) 1084 1987). Segundo a
United States Dairy Export Council (USDEC), as condi¢fes ideais de armazenamento para
produtos lacteos secos sao temperaturas abaixo de 25 °C com humidade relativa abaixo de
65%. Devido a possibilidade de crescimento microbiano, impuseram-se limites
microbioldgicos ao leite em p6 para Enterobacteriaceae, Salmonella e estafilococos coagulase
positivos (Regulamento (CE) 2073/2005 alterado pelo Regulamento 1441/2007 — Anexo V).
Tanto os coliformes totais, como a Escherichia coli, sdo importantes indicadores no leite em
pé uma vez que ndo sao termorresistentes e sua presenca indica um tratamento térmico
claramente insuficiente ou uma contaminagéo posterior ao mesmo (Silva 2013) e outro dos
microrganismos predominantes serdo os formadores de esporos como 0S pertencentes ao
género Bacillus (Augustin et al. 2003). Dado que nas maquinas dispensadoras a agua devera
atingir temperaturas de pasteurizacdo e a empresa de vending trabalha com fornecedores
certificados, o controle microbiolégico dos solluveis em pd, ndo esta estipulado. A qualidade
de todos os produtos derivados dos sollveis dependera, basicamente, das condicbes
microbiol6gicas do leite em po, do estado de limpeza geral do interior da maquina, higiene
pessoal dos operadores e condicdes de temperatura e humidade. Qualquer alteragédo do

produto devera levar a rejeicdo do mesmo.

5.3. Agua de fornecimento
Nas &guas, a qualidade microbioldgica esta profundamente relacionada com a

populagdo microbiana que se encontra presente, assim como 0s seus metabolitos e as suas

interagBes, contudo os perigos e riscos mais significativos para a saide humana, continuam
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a estar associados a ingestdo de agua contaminada com residuos fecais de seres humanos
Ou outros animais de sangue quente (OMS 2018a) .

Anualmente, as entidades gestoras tém de elaborar um Programa de Controlo da
Qualidade da Agua (PCQA) que tem de ser aprovado pela entidade competente (artigo 14°
do Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto, alterado pelo DL 152/2017). O controlo da
gualidade da agua engloba controlos de rotina e controlos de inspecéo, tendo uma frequéncia
minima de amostragens definida mediante o volume de &agua fornecida na zona de
abastecimento (anexo Il do Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto, alterado pelo
DecretoLei 152/2017). De acordo com o artigo 6°, anexo | e anexo Il do presente decreto, com
os controlos de rotina pretende-se obter de forma regular informacfes sobre a qualidade
organolética e microbiol6gica da agua, para avaliar a eficacia do tratamento. S&o avaliados
parametros como Escherichia coli, bactérias coliformes, desinfetante residual, UFC a 22 °C e
37 °C, Clostridium perfringens, pH, cheiro e turvacdo. O controlo de inspegédo tem como
finalidade a verificagdo do cumprimento dos valores paramétricos fixados no referido Decreto-
Lei, relativos a parametros microbiol6gicos, quimicos e indicadores. Os dados da qualidade
da &gua sdo publicados para consulta publica, e enviados a respetiva autoridade de saude
(artigo 17° do Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto).

N&o existem estudos relacionados com a presenca destes microrganismos nas
maquinas dispensadoras de bebidas quentes, mas sim em magquinas dispensadoras de agua,
e a contaminacgdo por P. aeruginosa em aguas minerais naturais pode ocorrer devido a
presenca natural desta bactéria na agua retirada da fonte (Downes & Ito 2001) ou devido a
contaminacao durante o processo de engarrafamento, devido a caracteristica de formacéo de
biofilmes nas embalagens reutilizaveis e equipamentos da fabrica (Wingender & Flemming
2011) portanto, 0 mesmo se pode passar com as maquinas dispensadoras de bebidas
quentes, através do uso da agua da rede ou de furos e posterior enchimento dos biddes.

De facto, os sistemas de distribuicdo de agua parecem ser bastante propicios ao
desenvolvimento de biofilmes e estes permitem a manutengdo dos microrganismos em
condic¢@es viaveis e um local privilegiado para a sobrevivéncia de microrganismos patogénicos
(Chaves 2004). Alguns dos microrganismos associados a sua formagéo neste tipo de
sistemas sdo Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (Batté et al. 2003), mas outros
estudos detetaram fungos e protozoarios (Chaves 2004). Outra questdo associada com as
aguas de fornecimento é que estas podem constituir fontes de reservatério para genes de
resisténcia antimicrobiana provocando disseminacao e dificuldades na terapia de doencas
(Neves et al. 2014) e também alteracdes de cor, sabor e odor carateristicas importantes na
aceitacdo do produto final.

O procedimento para fornecimento de agua nas maquinas dispensadoras de bebidas

quentes pode ser uma de trés vias: ou é inserido um biddo com capacidade de 20 a 30 litros,
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cuja dgua pode ser proveniente da empresa de vending de onde as maquinas tém origem,
pode ser obtida da empresa requerente do servico sempre que seja autorizado pelo cliente,
ou ainda, através da ligacao a rede publica. Nestes dois casos, onde a agua € proveniente de
uma origem que ndo a da empresa de vending, toda e qualguer responsabilidade pela
gualidade microbiolégica e organolética da agua, fica a cargo da empresa responsavel pelo

requerimento do servico.

5.4. Mistura de ingredientes- temperatura da agua
A literatura cientifica sugere que se devem confecionar os alimentos de modo a que

atinjam no seu centro térmico (interior) 70 °C durante pelo menos dois minutos (Mackey et al.
1990), ou que atinjam no seu centro térmico (interior) pelo menos 75 °C, condi¢des que séo
suficientes para que sejam eliminadas bactérias como Salmonella, Campylobacter, Listeria
monocytogenes e Yersinia enterocolitica (Al Sakkaf & Jones 2012; Bolton et al. 2013; Coote
et al. 1991). Contudo, as combinacdes tempo-temperatura utilizadas deveréo ser validadas,
para garantir a destruicdo de bactérias patogénicas.

Para o controlo de temperatura, as maquinas dispensadoras possuem uma sonda que
monitoriza a temperatura da caldeira, que por sua vez € responsavel pelo aquecimento da
agua. A temperatura a que a caldeira deve aquecer, é passivel de ser programada pelos
técnicos e o valor esta estabelecido para 92 °C. Para zonas geograficas mais frias, deve ser
estabelecida uma temperatura ligeiramente mais elevada (95 °C). Apesar do sistema de
controlo ser bastante eficaz, a qualidade da agua, nomeadamente a sua dureza, pode afetar
o bom funcionamento da caldeira e da sonda, pela obstrucdo que os residuos de calcério
provocam. A leitura do valor da temperatura da sonda altera; quando |é acima do valor
estipulado, o que sucede é a fonte da alimentagéo desligar e a maquina fica fora de servico,
mas quando |é abaixo, a caldeira pode aquecer a 4gua a valores abaixo dos 92 °C. Esta
anomalia podera ser detetada aquando da visita de manutencdo do técnico, através da
inspecédo visual aos componentes adjacentes, mas na maior parte dos casos, a detecdo do
problema acontece porque o cliente reporta que a bebida saiu fria.

Outro aspeto muito importante, é que uma vez chegada ao misturador, a agua
proveniente da caldeira ja estd a 80 °C ou menos (79,21 °C), fluindo de seguida pelo tubo
dispensador. Desde 0 momento em que ocorre a mistura e o enchimento do copo, passam
menos de 5 s, por isso 0 tempo de contacto com agua a temperaturas de pasteurizacao no
misturador, ocorre em menos de 2 s e no tubo, a temperatura da bebida decresce rapidamente
até aos 70 °C/65 °C, o que representa, para alguns microrganismos termo tolerantes e

produtores de esporos, a possibilidade de sobreviverem e se multiplicarem.
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5.5. Tubo dispensador
O tubo dispensador € uma estrutura tubular, de silicone, com 1 cm de diametro e

dependendo do modelo de maquinas, pode ter 15 a 20 cm de comprimento. O silicone é um
material inerte, ou seja, hdo reage com quimicos e é biocompativel e hipoalergénico o que o

faz ser bastante utilizado no sector pediatrico e em implantologia. ( Silicone Hoses and

Silicone Tubings - Tubes International (tubes-international.com)) Estas carateristicas estdo de

acordo com o Regulamento (CE) n° 1935/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho de 27
de Outubro de 2004, que refere que qualquer material ou objeto destinado a entrar em
contacto direto ou indireto com os alimentos, deve ser suficientemente inerte para excluir a
transferéncia de substancias para os alimentos em quantidades suscetiveis de representar
um risco para a saude humana ou de provocar uma alteracdo inaceitavel na composicao dos
alimentos ou uma deterioracdo das suas propriedades organoléticas. Quando selecionamos
uma bebida, o tubo dispensador funciona de veiculo de passagem, que depois de preparada
no misturador, passa e desemboca no copo através dos bicos méveis, e qualquer residuo que
fique no interior do circuito é uma suscetivel fonte de contaminacdo (Raposo 2013).

Existem alguns estudos que avaliam a formacao de biofilme em borrachas de silicone,
a maioria relacionada com aparelhos prostéticos. Existe evidéncia da hidrofobicidade deste
tipo de material e o estabelecimento de biofiimes de varias espécies de microrganismos. E o
caso do estudo efetuado por Van der Mei et al. (2014) com estirpes de Candida albicans e C.
tropicalis em combinacdo com diferentes estirpes de bactérias comensais e estirpes de
Lactobacillus. Para além do tipo de material, o leite sendo um produto altamente nutritivo, é
fonte de nutrientes para 0s microrganismos se desenvolverem e, o pH da bebida, apresenta
valores proximos da neutralidade.

Sabe-se que as células em biofilme sdo até 1 000 vezes mais resistentes aos agentes
antimicrobianos e estudos comparativos entre bactérias aderidas e bactérias plancténicas (as
que nao estao ligadas) mostraram que, quando 0s microrganismos se encontram ligados as
superficies, tornam-se mais resistentes aos produtos quimicos (Joseph et al. 2001). De facto,
observou-se que biofilmes de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Proteus
mirabilis, séo cerca de 10 a 100 vezes mais resistentes aos desinfetantes usados na industria
alimentar do que células em estado planctonico (Rodrigues et al. 2012). Segundo o plano de
higienizacdo da empresa, o tubo dispensador € um equipamento cuja limpeza esta indicada
uma vez por ano, existindo evidéncia visual da acumulacéo de “residuos”. Para além disso,
outras zonas suscetiveis de acumular p6é humedecido podem apresentar crescimento
microbiano (Hall et al. 2007) e por contaminac¢é&o cruzada contaminar o tubo. Assim, limpar e
higienizar as superficies que entram em contato com os alimentos séo a¢des extremamente
importantes para manter o controlo microbioldgico e, desta maneira, impedir a contaminacao

dos alimentos.
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5.6. Dispensador de copos
O dispensador de copos é o0 equipamento onde cai o copo quando uma bebida é

selecionada e repousa pelo bordo por onde é ingerida. E considerada uma zona critica porque
o bordo do copo entra em contacto direto com o consumidor e na sua limpeza ocorre
manipulacao elevada por parte dos operadores e utilizadores, podendo ocorrer contaminacao
cruzada. No processo de limpeza, sdo utilizados pincéis, com o objetivo de retirar a sujidade
mais entranhada. Estudos demonstraram que 0s panos e esponjas podem ser
disseminadores importantes de microrganismos patogénicos, levando a contaminacdo
cruzada dos alimentos (Rossi et al. 2013), portanto, os pincéis também podem desempenhar
um papel na contaminacao cruzada.

Os ensaios microbiol6gicos referentes as maos dos manipuladores séo efetuados a
presenca de estafilococos coagulase positivos, coliformes totais e Escherichia coli, e estes
tém apresentado valores “aceitaveis” (ndo mostrado). Estudos acerca de andlises efetuadas
a maos de manipuladores, antes da higienizacdo, apontam para a presenca de
Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli (41,7%) seguido por Staphylococcus aureus
(29,2%) (Allam et al. 2016). A higiene das méos €, por isso, muito importante, uma vez que
este sera o principal meio de contaminacdo dos alimentos e superficies (Saraiva & Baptista
2003). A higienizagdo das maos deve iniciar-se antes do abastecimento e sempre que se
justifique, devendo ser efetuada de acordo com o método exemplificado na ficha técnica
(Anexo v). A CAC estabeleceu o “Codigo de Praticas Internacionais Recomendadas de
Principios Gerais de Higiene Alimentar”, que apresenta os requisitos basicos de higiene e de
comportamento relacionados com a produgcdo de produtos alimentares, ja referido
anteriormente. O principio alerta para a importancia do estado geral de limpeza do corpo e
roupas dos manipuladores. Apesar de ser considerada uma superficie critica, a sua inclusao
na check list dos pontos de controlo das inspecdes, apenas foi efetuada muito depois da

realizacao do presente trabalho experimental.
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lIl MATERIAIS E METODOS

1. ENQUADRAMENTO
Entre os meses de Dezembro a Marco de 2020, procedeu-se a inspecéo e recolha de

amostras de superficies, produtos e agua do biddo (quando presente), de 19 maquinas
dispensadoras de bebidas quentes de uma empresa de vending (Anexo |) e posterior anélise
microbioldgica através de diferentes métodos laboratoriais, incluindo a caraterizagdo dos
isolados ao nivel da capacidade de formacao de biofilme, resisténcia antibidtica e capacidade
hemolitica. A escolha das maquinas baseou-se numa amostragem estratificada para a
variavel “com” ou “sem” bidao. Antes da recolha, foi efetuada a inspecdo das maquinas e a
medicdo da temperatura e humidade do interior, durante 24h, e no caso de duas das
maquinas, medicbes destes parametros durante trés meses, com o intuito de verificar se as

condi¢bes ambientais poderiam interferir nas carateristicas organoléticas do leite em po.

2. INSPECAO E REGISTO DE TEMPERATURAS E HUMIDADES
A inspec¢éo consistiu na verificagdo de 21 pontos de controlo, como exemplificado na

Tabela 1, em cada uma das maquinas amostradas. Os pontos compreendem equipamentos
criticos, aspetos de limpeza e aspetos técnicos e de funcionamento definidos com base nas

regras de abastecimento.

Tabela 1 — Lista de pontos de controlo definidos para maquinas automaticas dispensadoras de

bebidas quentes.

Pontos Descricdo Critérios avaliados
de

controlo
1 Limpeza externa (acumulacao de po, sujidades...)
2 Limpeza interna (restos de borras e outros soluveis, salpicos...)
3 Gestéo de trocos (Falta de moedas, erro de contagem...)
4 Precos visiveis (Falta de etiquetas de preco, led fundido...)
5 Etiguetas identificacdo (Falta contacto reclamac®es e avarias, dados...)
6 Estado exterior maguina (evidéncias de desgaste ou mau uso...)
7 Grelha caida do produto (partida ou suja...)
8 Balde/Tabuleiro residuos (sujos, baldes cheios, tabuleiros sujos e entupidos)
9 Bico do acucar (sujo, danificado, com crosta, ndo sobe...)
10 Aspiracdes (com residuos, entupidos, sem concha de protecéo,

danificados...)
11 Caneco da borra (entupido, sujo, danificado...)
12 Base da maquina (com agua, suja...)
13 Base dos depositos (com restos de solaveis)
14 Vestigios residuos externos (“saidas”, lixo em local proprio...)
15 Bicos saida de soluveis Soltos, sujos, partidos...)
16 Torre/Base de copos (avaria, suja, sem tampa...)
17 Qualidade dos solluveis (aspeto visual, cor, textura, cheiro e sabor...)
18 Rutura produtos (Falta de consumiveis)
19 Bidao (sem agua, furado, sujo por fora, sem tampa de
protecéo...)

20 Grupo de café (sujo, avaria...)
21 Rampa colheres (danificada, suja)
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Uma vez registada a “ndo conformidade”, é obrigatério anexar foto como meio de
“prova” e a descricdo do respetivo seguimento com vista a resolucdo. Os pontos de controlo
apresentam o mesmo valor de percentagem (4,76%) e podem ser classificados como
conforme, “ndo conforme”, “ndo conforme-resulta de verificacdo” e “ndo verificavel”. Ao
proceder-se a inspecdo do equipamento, pode aceder-se a varios dados importantes tais
como: quando foi a Gltima visita do abastecedor e a data da préxima, o historial de inspecdes,
data da instalacdo, média didria e semestral de consumos e rota a que esta designada. No
momento da inspec¢éo, foi colocado um medidor de temperatura e humidade (Easy Log
Datalogger USB-LCD Corintech Lascar), ao nivel dos bicos de saida dos depositos dos
sollveis e registada a sua temperatura ao fim de 24h (todas as maquinas amostradas- anexo
) e ao fim de 21 dias (maquinas 2 e 15- anexo VI). A leitura foi efetuada de hora em hora nas
duas situacoes.

3. PARAMETROS MICROBIOLOGICOS E METODOLOGIAS
Os parametros microbiol6gicos analisados de acordo com o tipo de amostra estdo

exemplificados na Tabela 2.

Tabela 2- Microrganismos analisados e respetivos equipamentos/produtos.

Parametros Tubo Leite em Dispensador de Agua
dispensador pé copo

Bolores e leveduras N N

Bacillus cereus N N

Enterococcus spp. \ \

Staphylococcus spp. \ \ \

Escherichia coli N N N N

Pseudomonas spp. \

As praticas laboratoriais utilizadas para este estudo tiveram por base a ISO 7218:2007
(International Organization for Standardization (ISO) 7218, 2007) “Microbiology of food and
animals feeding stuffs- General requirements and guidance for microbiological examinations”.
Os métodos descritos para a analise microbiolégica podem ser divididos em quatro fases:
processo de recolha e rececdo, preparacao, analise das amostras e confirmacao de colbnias.

Os métodos foram aplicados a zaragatoas de superficies e amostras de produtos.

3.1. Processo de recolha e rececéao
Para que as colheitas possam ser realizadas dentro dos parametros estipulados o

processo de recolha de amostras regeu-se pela norma NP 1828:1982 “Colheita de amostras

para andlise microbiolégica”.
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Para a colheita de amostras das superficies de contato com os produtos,
nomeadamente o tudo dispensador e o dispensador de copo, utilizamos uma zaragatoa estéril
humedecida em ringer (Oxoid, Inglaterra) e aplicAmo-la numa area de 10 cmz2. A zaragatoa foi
friccionada nesta area trés vezes, com movimentos giratérios e formando um angulo de 45°
com a superficie, descrevendo movimentos da direita para a esquerda e depois de baixo para
cima. A recolha do leite foi efetuada diretamente do bico de saida, o mais cuidadosamente
possivel para evitar contaminagdes e utilizou-se um frasco estéril para 0 seu armazenamento.
Para a recolha da amostra de agua, utilizamos frascos esterilizados de 200 ml e tentando
assegurar todas as condicdes de assepsia, vertemos essa quantidade do bidao diretamente
para o interior do frasco. As amostras foram imediatamente colocadas a temperaturas de
refrigeracéo e transportadas diretamente para o laboratério de tecnologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria, para serem analisadas no mais curto espacgo de tempo possivel.

3.2. Preparacéo e andlise microbiolégica
Comecou-se por preparar a suspensdo-mae através da adicdo de 100 ml de solugédo

ringer (Oxoid, Inglaterra) as amostras de superficie (zaragatoas) e 90 ml & amostra de leite
(10 g) em sacos stomacher (Bag lenderbag). De seguida, introduzimos as amostras no
stomacker (homogeneizador mecénico Lab-Blender STO 80) durante 1 min na frequéncia
média e apOs homogeneizacdo, deixdmos repousar durante 30 min. Como ndo havia
informacédo suficiente acerca do niumero de diluicbes esperadas para este tipo de estudo,
comecamos por inocular diretamente desta primeira suspensdo. Caso se verificasse que o
crescimento ultrapassava o limite estabelecido, seguiram-se as diretrizes descritas na NP
3005:1985 “Preparagao das diluicbes para analise microbioldgica”.

Utilizando a técnica de espalhamento a superficie, semearam-se aliquotas de 0,1 ml
em placas de Petri de 9,1 cm de didmetro (Frilabo, Portugal), contendo o meio seletivo para
cada microrganismo (Tabela 3), previamente solidificado. Espalhou-se uniformemente com
auxilio de um espalhador estéril (Deltalab, Espanha) até secar e ap0Os isso, as placas
invertidas (exceto para os bolores e leveduras), foram colocadas a incubar na estufa durante
0 tempo e temperatura previstos para cada microrganismo. Apds o periodo de incubagéo,
procedeu-se a contagem de col6nias caracteristicas, conforme respetiva ficha técnica (Tabela
3). As amostras de zaragatoas tiveram o mesmo procedimento.

Para as amostras de agua, homogeneizaram-se as amostras e filtrou-se o volume de
amostra adequado (100 ml), com passagem da agua através da membrana filtrante (Normax,
Portugal). Com auxilio de uma pinca estéril, retirou-se a membrana e colocou-se na placa com
0 meio seletivo (Tabela 3), pressionando delicadamente. As placas foram colocadas invertidas

na estufa pelo tempo e temperatura previstos para 0os microrganismos em questdo. Apds o
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periodo de incubacdo, procedeu-se a contagem de colénias caracteristicas, conforme

respetiva ficha técnica (Tabela 3).

Tabela 3 - Meios de cultura, detalhes de inoculacao, caracteristicas das colénias e normas 1SO
utilizadas para efeitos de enumeracéo.

Microrganismos Meio de Condicdes In6culo Carateristicas ISSO
em analise cultura de incubacéao das coldnias
Leveduras-rosa
Bolores e Cooke Rose 25°Ct 01 r.nl. Bolores-varias (3277:2,
superficial
leveduras Bengal 1°C/ 120h tonalidades 1987)
4h (Oxoid, 2021b)
Bacillus cereus 35°C+t 0,1 ml Azuis com halo (21871
Bacillus cereus  Selective Agar 1 °C/18 a 24h superficial (Scharlau 2017) 2006)
t+4h
Slanetz and 0,1 ml Cor vermelho- (7899:2
superficial
Enterococcus Bartley Agar 36 °C+ escuro a claro 2000)
spp. 2°C/ Membrana (Scharlau 2013) (7899:2
A4+4horas  lwante 2000)
Amarelas com
Staphylococcus ool salt 37 *C 01 ml halo (6888:1
Spp. superficial
Agar 1°C/48h = 4h (Scharlau, 1999)
2020) cl/alteragbes
44 °C £ 0,1 mi Azul/ azul-
Escherichiacoli  Tryptone Bile 1°C/18h a superficial esverdeado (16649:2
X-Glucurodine ~ 24h+4h  Membrana g, 2001)
filtrante
(TBX) 2013a)
25 °Ct 0,1 mi Cor creme ¢/ (13720
Pseudomonas Pseudomonas 1°C/ superficial fluorescéncia 2010)
spp. Agar 44h + 4h verde / c/
castanha alteracdes

(Oxoid, 2021a)

Para efeito comparativo, procedemos a inclusdo de controlos (estirpes de referéncia

da colecado internacional ATCC — American Type Culture Collection), utilizando matrizes

contaminadas artificialmente, de forma a potenciar o crescimento dos microrganismos alvo,

guando inoculadas em meios de cultura especificos para o crescimento dos mesmos. As
linhagens utilizadas foram Bacillus cereus ATCC25923, Escherichia coli ATCC25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC15442, Enterococcus faecalis ATCC29212 e Staphylococcus
aureus ATCC25923.
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4. CONTAGEM E CARATERIZACAO FENOTIPICA
As coldnias carateristicas foram contadas e expressas em UFC por cm? de superficie,

por ml e por grama de acordo com a norma 7218:2007 “Microbiology of food and animals

feeding stuffsGeneral requirements and guidance for microbiological examination”.

Resultado=___ > x UFC/g ou ml (adaptado de Guerra 2016)
V (n1+0,1n2) d
Em que:
x - numero de colénias em todas as placas selecionadas; n1 — nimero de placas selecionadas
na primeira diluicdo; n2 — numero de placas selecionadas na segunda dilui¢cdo; V — Volume
de in6culo em cada placa, em mililitros; d - Nivel de diluicdo correspondente a primeira diluicdo
selecionada (a suspenséo inicial € uma dilui¢cdo).
Em relacdo as zaragatoas conforme a norma 18593:2004 “Microbiology of food and
animal feeding stuffs- Horizontal methods for sampling techniques from surfaces using contact
plates and swabs”, para se realizar a contagem das coldnias tipicas por cm? de superficie a

analisar (UFC/cm?) utiliza-se a seguinte equacéo:

UFC/cm? = N xF
A
No qual, N corresponde ao numero de UFC/ml da suspenséo, F, fator de diluicdo da amostra

em ml e A, a area a ser avaliada em cm?.

Todas as colonias foram submetidas ao método de coloragéo de Gram e comparadas

com as estirpes de referéncia da colecao internacional ATCC.

5. CARATERIZACAO GENOTIPICA - PCR (RAPD)
A técnica PCR (RAPD) (randomly amplified polymorphic DNA) fingerprinting, baseia-

se na amplificagcdo por PCR de sequéncias de DNA localizadas em zonas repetidas,
especificas e intercaladas em genomas procarioticos (Gevers et al. 2001).

A técnica consistiu em selecionar colbnias representativas, provenientes de
equipamentos e superficies criticos, e avaliar através do método RAPD-PCR se seriam
geneticamente semelhantes entre elas. Selecionaram-se cinco coldnias representativas de
cada meio, que foram posteriormente repicadas em meio de crescimento néo seletivo, Brain
Heart Infusion Agar (BHI), (Conda, Espanha) e colocadas em estufa a 36 °C +1°C durante 24h

para obtencéo de colbnias viaveis.
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5.1. Extracdo de DNA
Para a rapida extracdo de DNA gendmico recorreu-se ao método de boiling. Uma

pequena por¢cao de cultura foi suspensa em 50 ul de TE (Tris-EDTA buffer com 0,1% (v/v)
com 0,1% Tween 20 (Merck, Estados Unidos). De seguida aqueceu-se a mistura na placa
térmica (Digital Heater - VWR USA), a 100 °C e a seguir, colocou-se em gelo durante 10 min.
O elevado aquecimento e a diferenca de temperatura, tém como objetivo fazer com que as
células “rebentem” de modo a expor o DNA. No final, as suspensdes bacterianas foram

centrifugadas (13000 rpm, 4 °C, 5 min) e guardadas a -20 °C até utilizacao.

5.2. Amplificagao por PCR
A mistura de reacdo foi preparada adicionando 10 ul de Master Mix NZYTaq Il 2x

incolor (NZYTech, Portugal) contendo: 2,5 mM de MgCl,, Buffer 10x, NZYTaq || DNA
polimerase (MB354) 0,2 U/ul e desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTPs), a 1 ul de primer
M13 a 50 pmol (5" - GAG GGT GGC GGT TCT - 3’) e 7 ul de agua miliQ. Depois da mistura
reacional estar preparada, adicionaram-se 2 ul do respetivo DNA a cada tubo.

As amplificacdes foram feitas hum termociclador Doppio (VWR, USA), seguindo um
protocolo que inclui uma desnaturacéo inicial a 94 °C durante 5 min, seguindo-se 40 ciclos,
comecando pela desnaturacdo a 94 °C, durante 60 s, passando para o annealing a 40 °C
durante 2 min em que o primer estabelece ligacao as suas sequéncias complementares no
DNA molde de cadeia simples, emparelhando dois ou trés nucle6tidos de forma especifica e
depois hibridiza e por fim termina os ciclos com a extenséo a 72 °C durante 2 min e com passo
final de extensdo a 72 °C durante 10 min. No fim os produtos de amplificacdo foram

armazenados a 4 °C até a realizacao da eletroforese.

5.3. Eletroforese
De modo a observar o DNA amplificado foi realizada eletroforese em gel de agarose

1,2% (m/v) (Lonza, USA) em tampéao Tris-Borate-EDTA 0,5X (TBE 10X: 0,89 M Tris, 0,89 M
acido bérico e 0,02 M EDTA) (Frilabo, Portugal). Foram usados 8 ul de cada produto de PCR,
aos quais se adicionaram 2 ul de GelStar (solugéo stock 10x) (Lonza, USA) e 2 ul de azul de
bromofenol (Nzytech) Foi adicionado o marcador de peso molecular 1 kb plus (Invitrogen-
ThermoFisher, Inglaterra) em dois locais opostos do gel de agarose. A separacdo dos
produtos foi realizada em tampé&o TBE 0,5X, 110V durante 1h e 30 min. A visualizacéo, foi
efetuada com luz ultra-violeta (UV), através do equipamento ChemiDocXRS e do programa
ImagelLab.

Atraveés da comparacédo do perfil de bandas, selecionaram-se 11 representantes, cinco
dos quais pertencentes ao género Pseudomonas spp., trés do género Enterococccus spp. e

trés do género Staphylococcus spp. para 0s ensaios subsequentes.
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6. POTENCIAL PATOGENICO
6.1. Avaliacdo da capacidade de producao de biofilme
O método de coloracdo pelo cristal violeta, utilizando microplacas de poliestireno

(VWR, China), € utilizado frequentemente para avaliar a capacidade de producado de biofilme,
corando a biomassa total, incluindo células vivas e mortas, ndo fornecendo informacéo acerca
do numero de células viaveis (Bocelli 2016). O método e interpretacdo de resultados
utilizados, tiveram por base o protocolo descrito por Stepanovic, (Stepanovi¢ et al. 2007).

Os ensaios realizaram-se testando em simultaneo os 11 isolados selecionados a partir
do PCR, e a estirpe ATCC15442, Pseudomonas aeruginosa, forte produtora de biofilme, que
foi usada como controlo positivo. Para a suspensdo bacteriana inicial, preparou-se em
cuvetes, diluicbes de 1:10 de cada cultura e mediu-se a densidade Otica (DO) a um
comprimento de onda de 620 nm num espetrofotometro (Pharmacia Biotech Ultrospec 2000).
Sabendo que uma unidade de absorvancia corresponde a 1,5*108 UFCmI™, conseguimos
determinar o volume necessario a retirar para obter essa mesma quantidade em cada
suspensao bacteriana. Recolheu-se o volume necessario para microtubos e centrifugou-se
durante 3 min (Eppendorf, Cenytrifuge 5415R) (Stepanovi¢ et al. 2007).

Numa microplaca de 96 pocos (VWR, China), foram colocados em cada pogo, 150 ul
de meio BHI liquido (Scharlau, Espanha), e adicionados 3 ul de suspenséo bacteriana. Nove
pocos, foram incubados sem a inoculag&o de cultura bacteriana, de modo a obter o controlo
de esterilidade do processo (controlo negativo). A placa foi incubada a 25 °C, por forma a
mimetizar a temperatura interna das maquinas dispensadoras e repetiu-se o procedimento de
forma a obter incubagdes de 24, 48 e 72h. No final destes periodos, o conteudo foi descartado
e de seguida a placa foi submersa em ringer trés vezes, com 0s po¢os voltados para cima, e
colocada a secar na hotte na velocidade 1. Depois de seca, adicionou-se 100 pl de Cristal
Violeta (CV) a 0,2%, a cada poco, durante 15 min. Posteriormente enxaguou-se trés a quatro
vezes em agua destilada e novamente colocada a secar na hotte. Apés o procedimento estar
concluido, adicionou-se 125 ul de alcool:acetona (80:20), por poco, durante 15 min. Por fim
foi medida a absorvancia da placa a 580 nm com agitacdo normal durante 30 s no leitor de
microplacas Sunrise (Tecan, Suica). Foram realizados trés ensaios independentes e em
triplicado.

Os valores finais da absorvancia das estirpes testadas foram expressos como o valor
médio da absorvancia ou DO das estirpes, subtraindo o valor da média do controlo negativo
(DOcn), calculado para cada ensaio separadamente. Para valores onde se obtiveram valores
negativos, atribuiu-se o valor zero. Com base nos valores de densidade Otica calculados
anteriormente, se DO<DOcn, ndo é produtor de biofilme, DOcn<DO<2DOcn, é fraco produtor
de biofilme, 2DOcn<D0O<4D0Ocn, médio produtor de biofilme e forte produtor de biofilme se
DO>4D0Ocn (Stepanovi¢ et al. 2007).
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6.2. Analise de dados
Os dados obtidos foram analisados usando o Microsoft Excel 365, recorrendo as

ferramentas de estatistica e de desenho de gréficos. Foi realizado um teste estatistico pelo
método ANOVA medidas repetidas, no programa SPSS versao 26, para analisar diferencas
entre as amostras quando comparadas com o controlo negativo. A andlise estatistica permitiu-
nos efetuar comparagdes estatisticas entre a capacidade de formacédo de biofilme dos
isolados e o controlo negativo nos trés periodos de incubacgéo e obter resultados com nivel de
significAncia de 95%. O valor p, determina se a diferenca entre eles, é significativa. Se p for <
0,05, as diferencas sao estatisticamente significativas, se pelo contrario, o valor de p for >0,05,
ndo hé diferenca significativa.

6.3. Resisténcia a antibiéticos
Esta etapa consistiu em testar a resisténcia a 13 antibidticos, de nove classes

diferentes, de acordo com a disponibilidade de stock em laboratério e importancia clinica,
conforme Tabela 4. A sua execucdo e classificacdo foi efetuada segundo os critérios
European Committe on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) e Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) de 2019 (Matuschek et al 2014), cujos limites de sensibilidade estéo

descritos no Anexo VIII.

Tabela 4- Antibioticos, classes, alvos e concentragdes utilizadas.

Concentracéo (mg)

Enterococcus  Staphylococcus  Pseudomonas Classe Alvo/
Antibioticos spp. spp. spp. Inibicdo
Estreptomicina 300 - - Aminoglicosideos
Gentamicina - 10 10 sintese
— proteica
Gentamicina 120 - -
Aztreonam - - 30 sintese
Ceftazidima - - 30 B-lactamicos da
i parede
Imipenem - - 10 celular
Cloranfenicol 30 - - Cloranfenicol sintese
Quinupristina 15 - - Estreptograminas  Proteica
Dalfopristina
sintese
Vancomicina 30 - - Glicopéptido da
parede
celular
Clindamicina - 2 - Lincosamidas sintese
proteica
Ciprofloxacina - 5 - Quinolonas sintese
de DNA
Rifampicina - 5 - Rifampicina sintese
Trimetoprima - - 25 - Trimetoprima - proteica

Sulfametoxazol

Sulfametoxazol
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O método corrente utilizado para avaliar o padréo de resposta foi o método de difusdo
em agar (método de Kirby-Bauer). Baseia-se na inibicdo do crescimento de um
microrganismo, inoculado na superficie de um meio de cultura, onde se colocam discos de
papel de filtro, impregnados com um antibiético de concentracdo padronizada. A leitura é feita
16 a 20 horas apds a incubacéo, avaliando-se o didmetro do halo de inibicdo ao redor do
disco. Os halos de inibicdo sdo medidos em mm e a medicdo é efetuada no fundo da placa.
Os resultados sdo comparados com os de uma tabela, onde estéo relacionados os tamanhos
dos halos indicando sensibilidade (S), sensibilidade intermédia (I) ou resisténcia (R) aos
antibiéticos. A analise para multiresisténcia foi realizada de acordo com a definicdo proposta
por Magiorakos et al. (2012).

Preparou-se o agar Mieller Hinton (Scharlau, Espanha), de acordo com as instrucdes
do fabricante. No dia seguinte, suspendemos as coldnias recentemente inoculadas, para um
tubo com ringer (Oxoid, Inglaterra), e através do padrédo de turbidez 0,5 da escala de
McFarland (aproximadamente 108 CFU/mI) procedeu-se a sua suspensao. Posteriormente,
inoculou-se 0,1 ml da suspensdo no meio, e com auxilio de um espalhador estéril (Deltalab,
Espanha), distribuimos uniformemente o inoculo. Colocou-se de imediato a selecdo de
antibiéticos, nunca excedendo o nimero de cinco discos (Oxoid, Inglaterra e Frilabo, Portugal)
em cada placa, e com um distanciamento razoavel entre cada um. Depois de bem aderidos e
sem ultrapassar os 15 min apoés a sua colocacao, incubou-se durante 24h a 35 °C. Depois da
incubacao, os didmetros dos halos foram medidos e interpretados de acordo com Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI 2019) e European Comitte on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST 2019). Apesar do EUCAST ser mais adaptado a realidade portuguesa, ndo
existem valores para todos os antibidticos estudados, por isso recorreu-se também a CLSI.
Para além disso, trata-se de uma organizagdo mais recente. Desta forma conseguimos

complementar a interpretacéo dos resultados.

6.4. Actividade hemolitica
Outra prova de interesse no presente estudo foi a analise da atividade hemolitica.

Repicaram-se colbénias de cada isolado, para placas de petri com meio Columbia Agar com
sangue de cavalo a 5% (Frilabo, Portugal). Posteriormente, as placas, foram a incubar durante
48h a 37 °C+1 °C. A atividade hemolitica foi avaliada através da cor do agar ao redor e por
baixo das colénias, apds o periodo de incubacéo. Coloracao verde por baixo das colénias,
considera-se a-hemoliticas, pela reducdo da hemoglobina a metemoglobina com hemdlise
parcial, no caso de a coloracdo ser branca e o agar ndo apresentar mudancgas na cor ou
opacidade, as bactérias foram consideradas y-hemoliticas, ou ndo hemoliticas, e se 0 agar
apresentasse zonas transparentes ao redor das bactérias, foram consideradas 3-hemoliticas

pela ocorréncia de hemdlise total (Liofilchem S.r.1 2018)
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IV RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram amostradas superficies, leite em p6 e agua do bidao, quando presente, de 19

maquinas dispensadoras de bebidas quentes. Aquando da recolha, efetuou-se a inspecéao e

o0 registo da temperatura e humidade relativa durante 24 h.

1. RESULTADOS QUALITATIVOS
No resultado do célculo das frequéncias dos pontos de controlo, a Figura 3 mostra que

das 19 maquinas inspecionadas, os pontos 8 (balde e tabuleiro de residuos), 12 (base da
maquina) e 2 (limpeza interna), foram os mais referenciados com uma percentagem de 15,7%.

13,7% e 11,8% respetivamente.

18%
16%
14%
12%
10%
8%
6%
4%
2%
0%
1 2 6 7 8 9 10 11 12 13 15 16 17 19 20 21

Figura 3 - Percentagens de cada “nao conformidade” em cada ponto de controlo nas 19
supervisdes efetuadas ao longo do estudo. Legenda: 1-limpeza interna;2-limpeza externa; 6-Estado
exterior maquina; 7-Grelha caida do produto;8-Balde/Tabuleiro residuos; 9-Bico do acgucar; 10 -Aspirages; 11 -
Caneco da borra; 12-Base da maquina; 13-Base dos sepdsitos;15-Bicos saida dos solluveis; 16-Torre/Base de
copos; 17-Qualidade dos sollveis;19-Biddo; 20-Grupo café; 21-Rampa colheres

Destes trés, o mais relevante para o presente estudo deveria ser a limpeza interna,
mas trata-se de um ponto algo subjetivo uma vez que se pode traduzir em paredes salpicadas,
restos de borras de café espalhadas, e outros aspetos inerentes ao funcionamento dos
equipamentos. Apesar de serem importantes para a monitorizagdo da limpeza dos
equipamentos e refletirem o maior ou menor cuidado do abastecedor, podem nao representar
um risco direto para a segurancga do produto. Mais impacto tera a acumulacéo de residuos no
tabuleiro, que pelas condi¢cdes humidas, levara a multiplicagédo de fungos e pode-se tornar um
chamariz para o aparecimento de pragas. Os resultados obtidos correspondem em parte ao
gue se tem vindo a verificar nas supervisdes (dados ndo mostrados), exceto para o ponto das
aspiracdes cuja percentagem € mais elevada.

Outra questdo prende-se ndao com o que estava “nao conforme”, mas em que
percentagem, e no geral, 84,2% das “ndo conformidades” foram menores ou iguais a 14,3%

(Figura 4), o que se traduz por apenas trés pontos “ndo conformes”.
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Figura 4 - Percentagens de “nao conformidades” por maquina amostrada.

Mais de 50% das amostras obtiveram resultados abaixo dos quatro pontos de controlo
“nao conforme” no universo de 21 pontos verificados. Sao dados que podem ser considerados
positivos, mas tudo depende do tipo de “ndo conformidade”. Se tivermos cinco pontos “néo
conforme”, como por exemplo, aspiragdes, dispensador, soluveis, bidao e tabuleiro, estes vao
ter maior impacto na seguranga das bebidas. Por outro lado, se tivermos cinco pontos relativos
ao aspeto exterior da maquina, etiquetas de identificacdo, trocos, base da maquina e balde
de residuos, teremos a mesma percentagem de “ndo conformidades”, contudo o risco para a
seguranca do produto final sera maior no primeiro resultado do que no segundo, que apenas
referenciou aspetos técnicos e relacionados ao funcionamento.

Relativamente ao valor médio de temperatura e humidade relativa (HR) registados nas
19 maquinas amostradas, este foi de 25 °C e de 53,67% respetivamente (Anexo 1). Todos 0s
microrganismos possuem uma gama de temperatura de crescimento 6tima e a maioria dos
microrganismos patogénicos encontra condi¢cdes 6timas de crescimento entre os 30 e os 45
°C. No caso do nosso estudo, a gama de temperaturas no interior das maquinas, ao longo de
24 h, situou-se entre os 20 e os 30 °C, o que representa uma gama Otima para o crescimento
de microrganismos psicrotofricos, e relativamente a HR, o valor médio obtido apresentou-se
abaixo dos 60%, a exceg¢do das maquinas 10 e 15. A média de valores dos parametros ao
longo dos trés meses, das maquinas 15 e 2 (Anexo V), foi ao encontro do observado nas 24h
de medicéo, ndo querendo isto dizer que serdo todos iguais, pois a medicdo nas 24h pode

nao refletir o verdadeiro valor.

2.RESULTADOS QUANTITATIVOS
Os resultados microbiolégicos obtidos no presente trabalho estdo descritos na Tabela
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Tabela 5 - Resultados microbiolégicos.

c Tubo dispensador Leite em po Dispensador copos Agua
S UFC/cm? UFC/g UFC/cm? UFC/100ml
5 4 8+ 8 [ 0 %)

2| o |_| B Se| & 5 2| ¢ |- |83 8 g8 _ g |

9] Q S o 4 o 3 S =g ] Q S S 5 a8 S o g5 | B

@ S o S o Ss54 3 S a @ S S S35 3 S+ S 8a | ©

| & |¥| 8" 8E| § | 3" | & & |¥ |E§ | 3 5 g S -

o
5 @8] - g &8 = & o &

1 - - - - - <1,5*102 - - <1,5%10°% - - - - - -
2 - - - - - <1,5%102 - - - - - - - - - -
3 - >9,0*103 - - - >1,4*10% - - - - - <1,5%10° - - - -
4 - - - - - <1,5*10> <1,5*10? - <1,5%10°% - - - <1,5*10? - - -
5 - - - - - <1,5%102 >1,5*10° - - - - - - - - -
6 - - - - - 1,6*10? <1,5*102 - <1,5*10° - - - - - - -
7 - 3,8%102 - <1,5*102 - 8,1*102 >2,9%10* - - - - - - - - -
8 - - - - - - 4,0%102 - <1,5*10° - - - - - - -
9 - - - - - - 1,01*10°3 - <1,5%10° - - - 9,0%102 - - -
10 - - - >2,15*10° - - <1,5%102 - >8,0*10° - - 8,9*10° - - - -
11 - 6,9*102 - - - 5,5%102 - - 1,6*10° - - - - - - -
13 - 1,9%10? - - - - <1,5%102 - - - - - - - - -
14 - 1,9%10? - - - 1,04*108 - - <1,5*10° - - - - - - -
15 - - - >7,15*10° - - - - >1,1*10% - - - - - - -
16 - <1,5*10? - - - - >1,4*10° - - - - - <1,5%10? - - -
17 - - - - - - - - - - - - - - 2,1*10? -
8 - - - - - 1,05*103 - - <1,5*103 - - - - - - -
19 - - - - - - - - - - <1,5*10° 7,4*10° - - - -

Legenda: O simbolo” - “significa que ndo foram visualizadas col6nias, devendo ser considerado o valor estimado para contagens abaixo do limite minimo “, ou seja,
<1,5*10? ou <1,5*10% no caso do leite. Para placas com multiplicacéo de coldnias, utilizamos estes valores e >1,5*10% quando acima do limite maximo.
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De acordo com os dados obtidos no presente estudo, os bolores e leveduras foram os
microrganismos predominantes, presentes em 32,2% nas amostras analisadas, seguidos das
pseudomonas (20%), enterococos (12%) e estafilococos (4%).

Os bolores foram encontrados na maioria, nas amostras de leite em p0, enquanto as
leveduras o foram, no tubo dispensador. Pela analise macroscopica das placas, os bolores
apresentavam-se com aspeto filamentoso, circular e com tamanhos que variavam entre os 2
mm e 4 cm de di@metro. A parte externa apresentava-se na maior parte das vezes com cor
branca e a zona central, verde com tonalidade rosa no inverso. Como visto anteriormente,
para além do pressuposto de que os bolores sdo microrganismos pouco exigentes e que
crescem em praticamente todo o lado (Saraiva et al. 2019), os seus esporos podem ser
transmitidos facilmente por via aérea, aquatica ou através de vetores como 0s insetos. Se
houver desenvolvimento de bolores em qualquer equipamento devido a falta de limpeza e
acumulacéo de residuos, como exemplifica a Figura 5, a probabilidade de se poder transmitir
a outros equipamentos adjacentes e aos produtos, é elevada.

——
Figura 5 - Tabuleiro de maquina dispensadora de bebidas quentes, modelo Bianchi com
presenca de bolores (maquina néo incluida no estudo).

A amostra de leite da maquina 15, apresentou a maior contagem de bolores (>1,1*10*
UFC/g). O leite apresentava-se com cor amarelada, grumos e cheiro azedo, denotando
alteracdo do produto, por isso na inspecéo, o ponto referente a qualidade dos soluveis, foi
classificado como “ndao conforme”. A leitura da HR e temperatura efetuadas durante trés
meses, registou uma média de valores da HR de 61,91% em Agosto, 58,87% em Setembro e
de 61,28% em Outubro (Anexo IV), com valores que ultrapassavam os 65%. Segundo a
literatura, a aw do leite em p6 ndo permite o crescimento microbiano (Augustin et al. 2003),
mas se o leite estiver em contacto permanente com niveis elevados de humidade do ar e
vapores quentes provenientes do “grupo” de café, pode comecgar a absorver humidade e
alterar as suas carateristicas intrinsecas, resultando em alteracées quimicas, fisicas e /ou
crescimento de bactérias e fungos (Al - Atrash 2019).

A maquina 10, cujo consumo é bastante superior as das maquinas acima referidas,

apesar de ndo apresentar alteracdes organoléticas do leite em pdé no momento da inspecao,
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apresentou, a semelhanca da maquina 15, contagens elevadas de bolores (>8,0*10%). Neste
caso, ndo podendo aferir sobre a influéncia da HR, dado a sua leitura ter sido efetuada apenas
em 24 h, a explicacdo para a elevada contagem de bolores, é de dificil interpretacdo. Na
inspecdo, a maquina obteve zero “nao conformidades” o que traduz boas condigdes de
higiene e para além disso, a rotatividade do produto é elevada. Talvez o funcionamento
elevado do “grupo” de café, que se encontra préximo ao bico de saida do leite, exale vapor
de &gua, fazendo com que ocorra absorcdo de humidade e desta forma, crie condi¢cbes mais
favoraveis ao desenvolvimento de bolores.

Em relacé@o as leveduras, quando crescidas in vitro, apresentaram colonias circulares
de cor rosa e aspeto céreo brilhante, conforme as especificacdes do meio Cooke Rosa Bengal
da marca Oxoid, ThermoFisher. As suas dimensdes variaram consideravelmente, com limites
desde 1 a 5 mm de didmetro. A maior parte das leveduras foi encontrada no tubo dispensador
e estes resultados podem estar relacionados com a disponibilidade do oxigénio e teor de
humidade pois as leveduras sendo anerdbias facultativas (Jay et al. 2008), e mais adaptadas
a ambientes humidos, as condi¢cdes de humidade no interior do tubo, sdo sempre mais
elevadas e a disponibilidade de oxigénio € menor.

Segundo os valores guia do INSA de 2019, para a presenca de bolores e leveduras
em alimentos do Sub-grupo 1A, (Anexo |V), os valores encontrados no leite em po6, seriam na
sua maioria questionaveis se estivessem presentes nas bebidas e no caso da maquina 15,
insatisfatério. Depreendemos que a temperatura da agua possa ter eficacia na diminuicédo da
carga microbiana para valores aceitaveis ou até na inativacdo total dos microrganismos, mas
as analises anuais efetuadas pela empresa, jA apresentaram outrora, valores acima do
recomendado para microrganismos totais a 30 °C, o que leva a crer que, para além de haver
falhas nos procedimentos de limpeza, o bindmio temperatura/tempo, ndo é suficiente para
diminuir a carga microbiana a niveis aceitaveis.

A verdadeira preocupacdo dos resultados acima apresentados, prende-se com a
possibilidade dos fungos produzirem esporos resistentes ao tratamento térmico da agua do
misturador, que, para além de poderem ser inalados para os pulmdes, podem conter
quantidades significativas de micotoxinas (USDA 2013).

Relativamente a pesquisa de Bacillus cereus, numa fase inicial do estudo, observou-
se crescimento acentuado de colénias provenientes do leite em p6 e do tubo dispensador,
mas estas ndo apresentavam as carateristicas esperadas, ou seja, as coldnias tipicas
deveriam ter cerca de 5 mm de didmetro e apresentar cor azul-turquesa rodeadas por halo
opaco no meio de cultura Bacillus cereus selective Agar (Holbrook & Anderson, 1980;
Scharlau, 2017), e apresentaram-se em quatro cores distintas; azuis, brancas, amarelas
escuras e verdes, sem halo, e a maioria com 2 mm de didmetro. Para confirmar esta questéo,

a semelhancga do que fizemos para os restantes microrganismos detetados, repicamos as
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colonias morfologicamente distintas e procedemos a coloracdo pelo método de Gram,
comparando-as com a estirpe tipo desta espécie (ATCC25923). Os resultados estdo descritos
na Tabela 6.

Tabela 6 - Caraterizacdo das coldnias isoladas do meio Bacillus cereus Selective Agar (BCSA)
na amostra 5 e comparacao com a estirpe tipo (ATCC25923).

Cédigo Caraterizagcdo macroscopica Caraterizacéo
microscoépica
Cor Tamanho Halo Margem Elevacéo N° Forma Gram
(mm) Coldnias
Controlo Azul - Sem - - Sem Bacilos +
TCR1-A Azul - Sem - - Sem Cocos / -
Cocobacilos
TCR1-B Branca 1 Sem Regular Convexo >150 Cocos - Sarcina +
TCR1-AE Amarela 2 Sem Regular Convexo > 150 Cocos - -
escura Diplococos
TCR1-V Verde 2 Com Regular Convexo > 150 Cocos - -
Diplococos
Cocos -
TCR2-A Azul 15 Com Irregular Convexo 11 Diplococos / -

Cadeias curtas

Legenda:As letras A ,AE,B,V referem-se a cor da col6nia, sendo que A é para azuis, AE para amarelo escuro, B
para brancas e V para verdes. O nimero 1 e 2 sdo colénias da mesma cor, mas com halo e sem halo. Aletra T
refere-se ao tubo dispensador e CR ao nome do cliente de onde a maquina teve origem (Cabo Ruivo).

A caraterizacdo da morfologia, pigmentacao e coloracdo diferencial, permitiu verificar
gue a maior parte dos microrganismos para além de serem Gram negativos ndo apresentavam
a morfologia em bastonete, tipica do género. Outros Bacillus spp. poderiam ter crescido no
meio, contudo apresentariam forma e cor diferente. O que acabou por ser contraditério, foi a
multiplicacao de bactérias Gram negativas. Uma possivel explicacdo pode estar relacionada
com a elevada presenca destes microrganismos que de alguma forma, Ihes permitiu superar
o fator inibitério presente no meio. Estes resultados ndo vao ao encontro do historial que se
tem verificado, visto a maior parte dos estudos efetuados em solGveis como o leite em p6 e
chocolate em po, terem identificado este microrganismo (Bovermann 2017; Nelms et al. 1997).

Outro dos microrganismos que se mostrou ausente, foi Escherichia coli B
glucoronidase positiva. As coldnias, quando presentes, deveriam apresentar cores em tons
de azul/azul-esverdeado de acordo com a ficha técnica do meio seletivo, TBX (Scharlau,
2013b), devido a presenga da enzima (-D-glucoronidase, que rompe a ligacdo do substrato
cromogénico absorvido, e, apesar de 34% das espécies de E.coli serem 3 glucoronidase
negativas (Chang et al 1989), ndo se observaram col6nias carateristicas. Este facto
representa um dado positivo para a auséncia de contaminacéo fecal e satisfacéo de critérios
legais, mas a detecdo de E. coli, da mesma forma que ndo deve ser encarada como um
indicador fiavel de que patogénicos fecais estejam presentes no alimento, a sua auséncia
também ndo garante a auséncia de patogénicos entéricos (Mossel, 1967; Silliker & Gabis,

1976). Para além disso, a E. coli, € um microrganismo termo sensivel, ou seja, a temperatura
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da agua facilmente o podera destruir, os Enterococcus spp. por outro lado, sdo, dos
microrganismos nao esporulados, os mais termo tolerantes (Franz et al. 2003).
Relativamente & pesquisa de enterococos, ocorreu multiplicacdo em duas amostras da
superficie do tubo dispensador, has maquinas 10 e 15 e na amostra de agua proveniente da
maquina 17 e este resultado foi insatisfatério segundo os requisitos legais em vigor (Decreto
Lei n® 306/2007 de 5 de Setembro, 2007, alterado pelo Decreto-Lei 152/2017). A sua presenca
nao foi detetada no tubo dispensador da mesma maquina. Apesar dos enterococos poderem
ser veiculados pela 4gua, o resultado pode advir de contaminacdo recente, ou seja, pela
manipulacdo do operador nos fios de alimentacdo da bomba submersivel, ou mais
provavelmente, sugerir falhas no processo de higiene dos bidées. A sua presenca nas
maquinas dispensadoras indica contaminacao fecal e falta de higiene no processo. Para além
disso, pode ser preocupante no sentido de poder disseminar a resisténcia a antibiéticos
clinicamente importantes, como veremos mais a frente nos resultados.

Relativamente as analises a presenca de estafilococos, a andlise macroscépica
permitiu diferenciar entre isolados potencialmente patogénicos (S. aureus) e ndo patogénicos
(S. epidermidis), embora esta diferenciagdo seja apenas indicativa. De acordo com as
especificagbes da ficha técnica do meio seletivo (Manitol Salt Agar), as colonias que se
apresentassem com forma circular, com pelo menos mais de 2 mm de diametro, amarelas
brilhantes e com presenca de halo a volta da colonia, eram carateristicas, devido a redugéo
do manitol. Analisaram-se as suas carateristicas microscopicas apos coloragdo de Gram e
estas estavam de acordo com a estirpe tipo, ATCC25923.

Dos resultados obtidos para estafilococos, a incidéncia foi baixa (4%), no entanto,
dadas as carateristicas das colénias poderem sugerir tratar-se de espécies coagulase
positivas, a amostra 19, do leite em po, foi considerada insatisfatéria segundo o
Regulamento (CE) n.° 1441/2007 da Comisséo, de 5 de Dezembro de 2007, que altera
o Regulamento (CE) n.° 2073/2005 relativo a critérios microbioldgicos. Este resultado pode
significar que a matéria-prima apresenta falhas na producdo e/ou contaminacdo poés-
processamento, dado haver muita manipulacédo do bico de saida do leite. Nas superficies,
nomeadamente no dispensador de copos, e segundo os VMA do INSA de 2019 para zona 1,
(Anexo 1V), as amostras 4, 9 e 16, também se revelaram insatisfatorias, e a presenca pode
estar relacionada com ma higienizacao das maos e contaminacéo cruzada, quer por parte do
operador como do utilizador. Nao sdo valores significativos em termos de ocorréncia e nao
havendo certeza de se tratar efetivamente de uma espécie patogénica, mais testes
confirmatérios teriam de ser executados. Por outro lado, num grande nimero de amostras foi
detetada a presenca de colénias ndo carateristicas, principalmente no tubo dispensador.
Estas apresentavam-se redondas, com diametro menor que 2 mm e com cor branca, sem

alteracdo da cor vermelha do meio, 0 que € carateristico de espécies coagulase negativas,
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tais como, Staphylococcus epidermidis (Scharlau, 2020). Apesar de nao termos confirmado
qual a espécie em causa, € importante ter em conta que este microrganismo é um colonizador
permanente e omnipresente da pele humana. A frequéncia das infe¢cdes causadas por este
microrganismo, e o fato de serem extremamente dificeis de tratar, representam um problema
sério para o sistema publico de saude. O tratamento é dificultado pela presenca de genes
especificos de resisténcia a antibiéticos e pela formacao de biofilmes (Otto, 2009; Uckay et
al., 2009)

Colonias presuntivas de Pseudomonas spp. estiveram presentes em 20% das
amostras e a amostra 16, apresentou as maiores contagens (> 1,4*10° UFC/cm?). A
caraterizacdo ao nivel da morfologia, pigmentacéo e coloracdo diferencial, revelou tratar-se
de bacilos Gram negativos, com colénias de cor palha, com e sem fluorescéncia, no entanto,
mais testes confirmatoérios seriam necessérios para confirmar a espécie. (Oxoid, 2020).
Apesar da sua ocorréncia nao ter sido elevada, o resultado indica que ou a agua esta
contaminada, ou ha indicios de falta de higiene. N&o existe um critério microbiol6gico definido
para pseudomonas nas aguas da rede publica, s6 nas aguas minerais naturais e aguas de
nascente (Decreto Lei n° 156/98 de 6 de Junho, 1998), portanto a sua analise ndo esta incluida
no plano de analises anual a agua de fornecimento, de qualquer forma, das cinco amostras,
trés (16,7 e 8), eram provenientes de fonte externa a empresa de vending isto porque apesar

das maquinas possuirem biddo, o cliente autorizava o enchimento no préprio local.

3. SELECAO DE REPRESENTANTES
Foram analisadas 55 col6nias no total, provenientes de 10 maquinas, com excecao

das colbnias de estafilococos provenientes da amostra 19 e 16, que ndo foram sujeitas ao
procedimento, visto a recolha ter sido antes da entrada em vigor do confinamento devido a
COVID-19, acabando por ficar contaminadas. As col6nias de cada amostra, sujeitas ao
método de PCR (RAPD), apresentaram semelhanca entre elas, com perfil de bandas idéntico
entre os isolados de cada género, exceto os isolados S41, S43 e S50, provenientes do
dispensador de copos da maquina 9. O fato de existirem trés perfis diferentes sugere que
pode tratar-se de colénias geneticamente distintas, possivelmente de espécies diferentes., e
gue este equipamento apresenta elevada manipulacdo. Para além disso, o isolado com a
designacéo, S50 (S de Staphylococcus), apresentou um perfil de bandas semelhante a S57
da amostra 4. Este facto pode ser explicado pelo operador que abastecia a rota da maquina
9, ter sido transferido para a rota 4, em substituicao das férias. A possivel troca de utensilios
também podera estar na origem. Depois de concluida a confirmacao genotipica de todos os
isolados, selecionou-se aleatoriamente um de cada grupo, e obtivemos onze isolados,
representando todas as amostras em que se confirmou crescimento microbiano e géneros em
estudo, (Tabela 7).
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Tabela 7 - Isolados selecionados e respetiva origem.

Cadigo Equipamento Maquina Carateristicas do local

1PT Tubo dispensador 16 Empresa de elevadores

. 2P Tubo dispensador 7 Empresa de transporte de mercadorias

% 3PF Tubo dispensador 8 Faculdade de Ensino Superior

o 21P Tubo dispensador 5 Empresa de distribuicdo de correio postal
40P Tubo dispensador 15 Unidade do Exército Portugués
E1l Agua 17 Loja de Desporto Multinacional
E22 Tubo dispensador 10 Empresa de Call Center

Jé E60 Tubo dispensador 15 Unidade do Exército Portugués

g S41 Dispensador de copos 9
S43 Dispensador de copos 9 Empresa de distribuicdo de produtos
S50 Dispensador de copos 9 farmacéuticos

Legenda: O cédigo atribuido significa a inicial da espécie. A letra P diz respeito a pseudomonas, E a
enterococos e S a estafilococos seguida do numero atribuido a colonia.

4, RESULTADOS QUALITATIVOS VERSUS RESULTADOS QUANTITATIVOS
Com a elaboracao do diagrama de dispersao, averiguamos se existia alguma relacéo

entre os resultados das supervisdes e as contagens de microrganismos. E intuitivo pensar
que com maiores percentagens de “ndo conformidades”, poderda haver lugar a maior
crescimento microbiano, mas como visto anteriormente, os pontos néo se referem apenas a
aspetos de seguranca microbiolégica e a dependéncia tende a ser mais forte se vistas sobre
uma variedade mais ampla de valores, que nao foi o0 caso, principalmente nos estafilococos.
A andlise possivel, demonstrou no geral, uma correlagdo negativa e significativa para todos
0S microrganismos, exceto para estafilococos e pseudomonas. No caso dos estafilococos os
dados apresentam apenas um valor, e no caso das pseudomonas, a dependéncia apesar de

positiva, nao foi significativa (p<0,05), (Figura 6).
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Figura 6 - Gréafico de disperséo entre as variaveis analisadas: Contagens de Pseudomonas
spp. versus percentagem de “nido conformidades”.

5. AVALIACAO DO POTENCIAL PATOGENICO
Os resultados das médias das absorvancias e respetiva classificagdo para a

capacidade de producao de biofilme, esta apresentado na Figura 7.

Estatisticamente, os resultados globais apresentaram alguma variabilidade pelo que a
analise das box-plots demonstrou a existéncia de outliers, assimetria e valores de desvio
padrdo elevados, em alguns dos casos. As condi¢des de incubacéo, as técnicas de lavagem

e inoculacdo, podem estar na causa da variabilidade.
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Figura 7 — Medic&o da formagdo de biofilme dos isolados obtidos através dos valores de
absorvancia. Legenda: Diferenca significativa com base no teste ANOVA Medidas Repetidas (p < 0,05)
representado pela letra a. A letra P diz respeito a Pseudomonas, E a Enterococos e S a estafilococos, com
referéncia ao niumero da coldnia antes ou depois. A designacdo PF e PT, no caso das pseudomonas, tem a ver
com a distingéo relativamente a outros isolados, cuja humeragado era igual, por isso adicionou-se a letra referente
ao nome da instituicdo e/ou empresa. Os limites inferiores e superiores da caixa séo o primeiro e o terceiro quartis,
respetivamente, mediana (barra horizontal central), média (cruz) e limites superior e inferior (linhas verticais) e
outliers (ponto), valores que saem fora do valor da regido adjacente. Para a classificagdo: ndo produtor biofiime
DO< DO controlo negativo (DOcn); Fraco produtor de biofilme DOcn<DO<2DOcn; Médio produtor de biofilme
2D0Ocn<D0O=<4DO0Ocn; Forte produtor de biofilme =4DOcn.

De acordo com a classificagdo de Stepanovic, o grupo das pseudomonas teve um
papel de destague na formacéo de biofilme; quatro dos isolados, produziram biofilme em
média e forte extensdo a excec¢éao do isolado 40P, que foi classificado como “nao produtor”.
No grupo dos enterococos e estafilococos, E1, S43 e S50 ndo produziram biofilme e os
isolados E22, E60 e S41, produziram biofilme em baixa quantidade, sendo classificados como
“fracos produtores”. Para a classificagao final, considerou-se a absorvancia ao longo do tempo
e 0s resultados estatisticos foram concordantes na medida em que os isolados classificados
como médios e fortes produtores, obtiveram valor de p (probabilidade de significancia) inferior
a 0,05 (Anexo VII).

Os resultados obtidos podem ter sido influenciados por varios fatores. Um dos fatores
€ a temperatura de incubagéo, na medida em que alguns estudos afirmam que a formacéo de
biofilme é maior em condi¢fes de crescimento proximas das de crescimento 6timo (Rode et
al. 2007). A temperatura do ensaio foi de 25 °C, e sendo as pseudomonas microrganismos
psicotrofilos, podem ter apresentado maior capacidade de adaptacdo. Se a agua de
fornecimento estiver contaminada, estas poderdo crescer com maior expressao nas
condi¢cBes de temperatura das maquinas. Quando analisado o comportamento da absorvancia

ao longo do tempo, verificou-se um desenvolvimento lento do S41 e E60, com tendéncia a
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aumentar as 72 h de incubacdo. Estes comportamentos podem ser explicados pelas
carateristicas intrinsecas dos microrganismos, pela presenca de determinados genes e pelos
fatores relacionados com o meio. Tanto nos isolados de estafilococos como nos enterococos,
o perfil demonstrado pode ter sido causado pela auséncia ou falha na expresséao génica de
fatores como adesinas e outras proteinas de superficie (Valle et al. 2003). Para além disso,
os estafilococos nao apresentam estruturas de locomocéo o que pode ter atrasado a adeséo
inicial & placa. Estudos efetuados através da adesdo microbiana ao teste de solvente, vém
corroborar o resultado da maior adeséo por parte das pseudomonas, que, comparativamente
as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, apresentam mais locais hidrofébicos
a sua superficie, apesar de a hidrofobicidade aumentar com o periodo de incubacdo nas trés
espécies (Mirani et al. 2018). No caso das pseudomonas, verificou-se um crescimento inicial
rapido e as 72 h, um decréscimo acentuado. Pseudomonas spp., sd0 organismos de
crescimento rapido, muito versateis e a parte disso, apresentam apéndices celulares como
flagelos, pili e fimbrias que sdo extremamente importantes no processo de adesédo (Lejeune
2003). A queda abrupta as 72 h, deveu-se provavelmente a elevada atividade metabdlica
inicial que poderia ter reduzido a sua taxa de crescimento e induzido o desprendimento
(Karatan & Watnick 2009). Também esta descrito por (Quatrin et al 2015) que ensaios
realizados em sistemas fechados ndo permitem a renovagao dos nutrientes e a remogao das
substancias toxicas oriundas do metabolismo celular acumulam-se no meio.

E importante referir que existem fatores que podem afetar os resultados deste ensaio
que ndo a capacidade de um organismo aderir a superficie, por exemplo, um defeito de
crescimento pode facilmente ser confundido com a falta de capacidade de fixagdo (Merritt et
al. 2005). Vejamos o exemplo do nosso controlo positivo. Este deveria ter apresentado
elevada capacidade de formac&o de biofilme, mas nos ensaios realizados isso n&o aconteceu;
os valores de absorvancia classificaram-na como “produtora média” de biofilme. As
constantes repicagens, temperatura de armazenamento e principalmente o tempo de
armazenamento, podem ter tido um efeito prejudicial. O intervalo de tempo desde o seu
isolamento até a inoculacao na placa, foi de cerca de quatro meses, devido ao isolamento
decretado pelo governo em resposta ao aparecimento a nivel mundial da doenca Covid- 19.
Relativamente aos resultados associados a resisténcia antimicrobiana, estes apresentam-se

na Tabela 8.
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Tabela 8 - Perfil de sensibilidade dos isolados a antibiéticos de nove classes diferentes.

Bactérias
GRAM + GRAM -

Antibiético Dose Enterococcus Staphylococcus Pseudomonas spp.

El Egg E60 S41 SSFZ% S50 1PT 2P 3PF 21P 40P
Aztreonam 30 - - - - - - R R R R R
Ceftazidima 30 - - - - - - R/1 S/1 S/1 S/1 R
Ciprofloxacina 5 - - - S S S - - - - -
Clindamicina 2 - - - S S S - - - - -
Cloranfenicol 30 S S S - - - - - - - -
Estreptomicina300 S/S S/S SIS - - - - - - - -
Gentamicina 10 - - - S S S SIS SIS SIS SIS SIS
Gentamicina 120 SIS SIS SIS - - - - - - - -
Imipenem 10 - - - - - R R R R S
Quinusprintina IR /IR 1R - - - - - - - -
Dalfopristina 5
Rifampicina 5 - - - S S S - - - - -
Trimetoprima - - - - | S S - - R R .

Sulfametoxazol25
Vancomicina 30 SIS /S IS - - - - - - - -

Legenda: CLSI/EUCAST- verséo 2019 (R-resistente, I-intermédio, S-sensivel, - N&o efetuado, *
Breakpoint ndo estabelecido, 1 Dose diferente);

O fendtipo observado para os estafilococos, revelou na sua maioria, sensibilidade aos
antibiéticos testados, indicando falta de expressdo de mecanismos de resisténcia, contudo o
isolado S41, apresentou sensibilidade intermédia para trimetoprima -sulfametoxazol, o que
constitui risco acrescido para possivel falha terapéutica, na medida em que este antibiético
constitui uma das mais recentes alternativas terapéuticas para controlar doencas infeciosas
graves em humanos, nomeadamente as de tratamento causadas por estafilococos MRSA
(Harris et al. 2018). O isolado S41, também foi o Unico isolado do grupo a apresentar hemdlise
do tipo alfa, o que indica que este isolado, se apresentou é potencialmente mais patogénico
que os restantes. Na literatura, este resultado pode indiciar possivel origem humana, visto que
os isolados humanos sdo mais frequentemente classificados como alfa hemoliticos, mas as
estirpes de origem animal também podem apresentar este fenétipo, contudo em frequéncias
mais variaveis (Aarestrup et al. 1999; Hummel et al. 1992) .

Relativamente aos enterococos, o isolado E1, com origem na &gua, apresentou um
perfil de sensibilidade ligeiramente mais elevado, quando comparado com os isolados do
grupo. Este resultado em conjunto com o da capacidade de formacdo de biofilme, podera
classifica-lo como o0 menos patogénico, contudo a sua caraterizacdo esta incompleta na
medida em que a atividade hemolitica ndo foi possivel de avaliar devido as questdes

temporais e disponibilidade de meios especificos.
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Em relacdo a vancomicina, os resultados diferem conforme o sistema de classificacédo
utilizado. EUCAST classifica-os a todos como sensiveis, e de acordo com os critérios do CLSI,
os isolados E22 e E60, sdo intermédios. Esta Ultima interpretacdo dos resultados € importante
dada a literatura referenciar os enterococos resistentes a vancomicina (VRE), como uma
preocupacédo séria na terapéutica de infecdes causadas por estes microrganismos (Giraffa,
2002), embora a sua prevaléncia esteja a baixar em Portugal nos ultimos anos. No caso do
antibiético quinusprintina — dalfopristina (Q-D), o perfil apresentado pode sugerir que se trate
da espécie E. faecalis. dado o resultado, de acordo com a EUCAST, classificd-los como
resistentes e segundo o CLSI, intermédios. Estando Portugal inserido na Comunidade
Europeia, os critérios EUCAST serdo mais apropriados a interpretacdo, e sdo preocupantes
na medida em que as estreptograminas sédo atualmente uma das terapéuticas utilizadas em
substituicdo da vancomicina, para o tratamento de infe¢Ges provocadas por enterococos VRE
da espécie E. faecium, pois no caso do E. faecalis, sao intrinsecamente resistentes como ja
referido (Linden 2002; Mendes et al. 2002). Este dado pode sugerir que os isolados
recuperados pertencem a espécie E. faecalis, 0 que seria expectavel, visto serem uma das
espécies mais frequentes. A discrepancia nos pontos de interrupgéo clinicos entre o CLSI e
EUCAST, pode influenciar a selecdo antimicrobiana por parte dos profissionais de saude e
tem implicagBes ndo apenas para os antibiogramas nas instituicdes que alternam entre os
dois sistemas, mas para iniciativas mais amplas de vigilancia da resisténcia antimicrobiana
comparando dados dentro e entre paises que utilizam sistemas diferentes ou durante o
periodo durante o qual uma mudanca de metodologia € implementada. Pontos de interrupgéo
clinicos globalmente harmonizados sdo urgentemente necessarios. Todos os isolados do
grupo, apresentaram sensibilidade ao cloranfenicol e aos antibiéticos da classe dos
aminoglicosideos; algo positivo dado serem utilizados sinergicamente com a vancomicina no
tratamento de infe¢Bes (Linden 2002). No teste a capacidade hemolitica, nenhum isolado
apresentou producdo de hemolisina. Se se tratassem de enterococos hemoliticos, teriam
apresentado uma beta-hemdlise bem visivel no sangue de cavalo (Liofilchem S.r.l, 2018).

O perfil de resisténcia das pseudomonas foi o mais elevado, pelo que 100%
apresentou resisténcia ao aztreonam e 80% ao imipenem. Os isolados 2P, 3PF e 21P foram
sensiveis a ceftazidima, mas os isolados 40P e 1PT mostraram resisténcia. Apesar da
resisténcia do isolado 1PT ser evidente a antibiéticos de pelo menos trés classes, o0 alvo é o
mesmo, portanto ndo a podemos classificar como multirresistente (MDR). De acordo com a
literatura, o resultado enquadra-se em parte com o0 que se tem vindo a conhecer acerca da
espécie, isto é, que sdo naturalmente resistentes a varios antibiodticos devido & barreira
impermeavel oferecida pela membrana exterior lipopolissacaridea (LPS), a existéncia natural

das enzimas beta-lactamases e a acdo de bombas de efluxo, que sdo componentes comuns
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do fendtipo de resisténcia para algumas classes de antibiéticos como os beta-lactamicos,
aminoglicosideos e quinolonas (ECDC 2019)

A elevada resisténcia verificada aos beta-lactamicos, imipenem e aztreonam, é
preocupante, na medida em que o imipenem é um antibiético de largo espetro e normalmente
a sua aplicacéo é considerada apenas em ultimo recurso e no caso do aztreonam, este é
utilizado em casos em que pacientes sdo alérgicos a penicilina (Neves et al. 2011). Nestes
isolados é provavel que a expressao dos genes para a codificacdo das bombas de efluxo
MexAB-oprM e MexEF-oprN, esteja aumentada (Ziha-Zarifi et al. 1999), o que lhe confere
ainda mais potencial patogénico se adicionarmos o fato de serem “médias” e “fortes
produtoras” de biofilme. No caso do 40P, apesar da producéo de biofilme ter sido inexistente,
apresentou resisténcia a ceftazidima tal como o isolado 1PT. A ceftazidima é um antibi6tico
de terceira geracdo, que Ihe confere vantagem em relacdo a outras cefalosporinas. Na
producao de biofilmes, a interacdo entre a populacédo de células e os antibidticos pode levar
a sobrexpressao de um ou outro gene em particular, levando a heterogeneidade de resultados
(Ziha-Zarifi et al. 1999).

No que se refere ao resultado para a gentamicina, a sensibilidade verificada por todos
os isolados, representa um ponto positivo por ainda ser possivel tratar as infecdes pela
aplicacdo dos farmacos atras referidos em associagdo com este e outros aminoglicosideos.

Relativamente & capacidade hemolitica, o isolado 1PT, apés incubagéo a 37 °C, ndo
apresentou zonas de hemalise, mas apds refrigeragéo a 4 °C, a hemdlise ocorreu. Este € um
fendmeno designado por “hot cold” em que os eritrécitos pré-incubados a 37 °C, na presenca
de certos agentes, sofrem rapida hemdlise quando transferidos para temperaturas de
refrigeragdo (Montes et al. 2008) e para ocorrer tém de estar presentes a esfingomielase e a
fosfolipase C, dois fatores de viruléncia codificados pelo gene plchr2. O mecanismo ainda
nado esta bem esclarecido, mas sabe-se que no caso dos eritrécitos de cavalo, meio onde o
teste foi efetuado, a hemdlise ndo ocorre, 0 que é contrario ao observado no nosso estudo.
No caso dos eritrécitos de cavalo, a proporcdo de esfingomielina é muito baixa, e pelo
contrario, o da fosfatidilcolina é alta. Nos eritrécitos humanos, a proporcéo é igual, portanto
supbe-se que se houve lise nos eritrcitos de cavalo, podera ocorrer lise nos eritrécitos
humanos.

O isolado 2P, por outro lado, apresentou hemdlise parcial e este facto coloca-o como
o isolado com maior potencial patogénico em comparacao aos restantes, pela presenca de
outros fatores de viruléncia em paralelo estudados no presente estudo, (elevada capacidade

de producao de biofilme e elevado perfil de resisténcia a antibioticos).
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V CONCLUSAO
O presente estudo teve como principal objetivo inspecionar as maquinas

dispensadoras de bebidas quentes de acordo com a check list definida pela empresa, e
pesquisar a presenca de microrganismos potencialmente patogénicos. Secundariamente,
propusemo-nos avaliar o potencial de patogenicidade pela analise da formacédo de biofilme,
resisténcia a antibiéticos e capacidade hemolitica e averiguar a existéncia de correlagédo entre
as “néo conformidades” das inspecdes e os resultados microbioldgicos.

Numa primeira analise, os resultados obtidos nas inspecdes efetuadas as maquinas
dispensadoras de bebidas quentes foram considerados satisfatorios, ndo existindo correlagéo
entre estes e o0s resultados microbiologicos. No decorrer do estudo, concluiu-se serem varios
os fatores envolvidos no tipo e quantidade de microrganismos encontrados e o fato de haver
pontos relacionados com aspetos técnicos e sanitarios, ndo permite uma correlagéo clara e
direta entre as percentagens de “ndo conformidades” e a presenca de microrganismos. Os
resultados da medicdo da temperatura, permitiram concluir que a média de valores podera
resultar no crescimento de microrganismos mesoéfilos, dos quais fazem parte a maioria dos
microrganismos patogénicos e 0 estudo comprovou a presenga de microrganismos
potencialmente patogénicos e deteriorantes no leite em pd, na agua e superficies criticas.
Pela andlise do parametro da humidade relativa, valores elevados podem comprometer o
estado geral dos produtos e potenciar o crescimento microbiano, pelo que concluimos que
devem ser asseguradas condi¢fes de higiene e ventilagdo na instalagdo dos equipamentos.
Os microrganismos predominantes nas maquinas dispensadoras de bebidas quentes foram
os fungos e as leveduras. A presenca destes microrganismos, para além de poder estar
relacionada com as condi¢gfes Gtimas de crescimento e grande adaptabilidade a condi¢des
adversas, sdo indicadores de falhas no processo de higienizacdo e podem representar um
perigo, na medida em que os fungos podem ser produtores de micotoxinas. Por outro lado,
apesar dos Staphylococcus spp. e Enterococcus spp., ndo terem apresentado uma ocorréncia
significativa, alguns resultados revelaram-se insatisfatérios do ponto de vista legal e a
constatacdo de elevadas contagens de Staphylococcus spp., podem representar um risco
acrescido ao sistema publico de salude dada a sua elevada frequéncia e o fato de formarem
biofilmes e serem extremamente dificeis de tratar. A constatacao da presenca de coldnias
presuntivas de Pseudomonas spp. com elevada capacidade de producdo de biofilme e
resisténcia a antibioticos, no tubo dispensador, veio a constituir o resultado mais importante e
mais uma vez, os dados apontam para uma necessidade imperiosa de se implementarem
boas praticas de higiene e rever pré-requisitos, uma vez que podera estar presente um fator
de risco em termos de contaminacdes cruzadas. Face aos resultados apresentados, alguns
melhoramentos séo pertinentes. A adocdo de dois check-lists, um com pontos exclusivamente

sanitérios e outro para verificacdo de aspetos técnicos, privilegiando a abordagem dos temas
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em separado e de forma mais consistente na formacdo dos colaboradores. O fornecimento
da agua tera de ser sempre de fonte segura e nos casos onde a agua apresente niveis
elevados de calcario, deveremos aplicar sistemas de filtragem para diminuir a deposicéo de
calcario nas caldeiras que causam leituras erradas. Sugere-se adequar a periodicidade da
limpeza a equipamentos como o tubo dispensador.

Os resultados deste trabalho inicial e exploratério, sugerem que a utilizacdo de
magquinas dispensadoras de bebidas quentes podem n&o constituir um risco em termos de
toxinfecdes alimentares, dado a maior parte dos isolados obtidos terem apresentado reduzido
potencial patogénico, mas podem representar um risco para a disseminagéo de resisténcia
antibittica, pela presenca de pseudomonas resistentes a antibidticos e, produtoras de
biofilme, sendo o tubo dispensador um local propicio ao seu desenvolvimento. Apesar do
namero de amostras pouco representativo, este trabalho levantou algumas questdes
importantes ao nivel da seguranca alimentar e importancia da implementacdo dos pré-
requisitos. Os resultados obtidos permitiram

Como perspetiva de trabalho futuro, no seguimento deste estudo inicial e exploratério,
seria interessante continuar a efetuar andlises, nomeadamente ao nivel da identificagédo
molecular dos isolados e pesquisa de genes, responsaveis por fatores de viruléncia. Seria
importante avaliar o impacto da presenca dos fungos pela identificagdo das respetivas
espécies e verificagdo da capacidade de producdo de micotoxinas, e avaliar a formacao de
biofilmes e a eficacia dos desinfetantes utilizados. O nimero de amostras acabou por ser
apenas indicativo, sdo necessarias mais amostras e serd importante acompanhar os
resultados de modo a estabelecer indicadores especificos para o plano HACCP da empresa.
De referir que durante 0 ano que se seguiu, com a inesperada chegada da Covid-19, o
consumo caiu abruptamente pelo encerramento de empresas e dado o contacto préximo entre
o utilizador e as maquinas dispensadoras de bebidas quentes, os meios de limpeza e
desinfecdo tiveram de ser ainda mais rigorosos para oferecer maior seguranca e confianga ao

utilizador. Seria interessante efetuar analises nesta fase e comparar resultados.
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Anexo |

Tabela 9- Maquinas, carateristicas e valores médios de temperatura e humidade relativa.

Maquinas Modelo Biddo Rota Reposicao Temperatura®C  Humidade%
leite (média 24h) (média 24h)
(6 meses)
1 Lei 700 Sim 6 90 23,5 53,1
2 Lei 500 Sim 22 3 21,2 56,2
3 Cristalo 400 Sim 18 1 24,4 52,1
4 Kikko RY Sim 24 4 19,6 57,1
5 Kikko Max N&o 1 23 23,3 54,7
6 Concerto N&o 3 7 241 54.8
7 Concerto Sim 3 9 21,4 51,7
8 Kikko Max Sim 4 58 24,6 57,1
9 Brio up N&o 11 22 28,6 50,2
10 Lei 700 Sim 1 11 21,3 60,3
11 Lei 700 N&o 14 11 27,5 54,2
12 Brio up Sim 14 6 29,3 43,7
13 Winning Sim 11 12 28.4 51.7
14 Combi Sim 11 3 25,4 61,2
15 Concerto Sim 11 1 21,2 54,1
16 Fas 500T Sim 11 21 25,3 514
17 Kikko Max Sim 2 11 23,5 54,1
18 Combi Sim 23 17 26,15 40,2
19 Kikko Max Sim 20 14 21,24 59,5
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Anexo |l
Regras de Abastecimento-Limpeza e desinfecao

= Verificar se a maquina esta em servico

= Verificar a existéncia de produtos do abastecimento anterior

= |niciar a realizac&o da coleta com o auxilio do PDA,

= Realizar a limpeza da base dos copos

= Realizar o abastecimento de copos, colheres e acUcar,

= Realizar o abastecimento do café,

= Retirar os depositos dos restantes produtos sem os colocar no chéo,

= Realizar o abastecimento dos soluveis

= Realizar a limpeza da base onde séo colocados os depésitos dos produtos,

= Colocar os depdsitos e limpar externamente,

= Realizar a limpeza do grupo de café (caneco do café, local onde entra a dose do
café), com auxilio de pincel seco.

= Verificar se os bicos de fornecimento de produtos secos estao entupidos,

= Realizar limpeza a misturadores, calhas de depoésitos de pdé, condutas das
bebidas, bicos de fornecimento das infusfes e rampa do acucar,

= Retirar 0 brago dos copos ou a rampa dos copos e realizar a sua limpeza com
agua guente,

= Realizar a lavagem da maquina,

= Realizar a limpeza dos bicos de saida de produtos (os finais, que se encontram
juntos),

= Colocar o brago dos copos e limpar o bico de saida do agUcar e a saida das
colheres (descida dos copos e colheres),

= Retirar grelha de saida dos produtos e realizar limpeza,

= Retirar e limpar bacia dos residuos liquidos (caso exista),

= Realizar a restante limpeza do interior da maquina (balde, o fundo da maquina e
as paredes interiores),

= Retirar o saco das borras de café e respetivo copo,

= Limpar o copo das borras de café,

= Retirar, despejar e limpar o balde dos residuos,

= Colocar novo saco para as borras,

= Colocar pastilha com algum resto de agua no balde de residuos,

= Realizar a limpeza do interior da porta,

= Realizar uma lavagem automética da maquina,

= Realizar o registo da limpeza no PDA (Personal Digital Assistant),
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= Realizar o registo de produtos colocados no PDA,

= Retirar a caixa do dinheiro,

= Fechar a maquina,

= Realizar um teste ao funcionamento da maquina (ho minimo com moeda de
0.50€ e a um café ou cappuccino),

= Realizar alimpeza ao exterior da maquina (no minimo painel de botdes e exterior

da porta) e ao chéo é frente da maquina.

Deve ainda realizar a coleta e extracdo do dinheiro da maquina sempre depois do
abastecimento efetuado e antes de proceder ao carregamento € necessario verificar
gue os produtos que eventualmente ainda se encontram na maquina estao dentro da
validade. Parametros como cheiro, cor sdo importantes na avaliagdo por parte dos

operadores
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Anexo lll

Tabela 10 - Plano de higienizacao da empresa de vending.

Superficie /

Produto

Area ) Atividade o Responsavel Frequéncia Registo
Equipamento /Diluicéo
Armazém de | Camara frigorifica Prepare um pulverizador com o produto
~ . AS.100 -
Produtos - chéo Varrer toda a area :
. - . . Registo de
- geral Pulverize a solucdo e deixe atuar uns minutos . .
: Responsavel o Limpeza —
Enxague muito bem. D10 : Diaria .
S . . da Limpeza Armazém
As aplica¢des podem ser feitas normalmente, aplicando a ou
solug&o com uma esfregona ou trapo para recuperar a
9 s = fornecedor
solucdo saturada (para a aplicacdo no chao)
Pavimento Varrer toda a area do armazém com auxilio do equipamento | Diéria AS.100 -
de limpeza Responsavel Registo de
Preparar uma solugdo com agua da Limpeza Limpeza —
Proceder a lavagem da superficie com o auxilio da maquina . Responsavel Semanal Armazém
) Actival F4r .
de limpeza de armazém Ou
fornecedor
Viaturas Paredes Prepare uma solucdo com o produto
Caixas/Arca | Teto Pulverize a solucao
Pavimentos Deixe atua}r uns minutos N . ClFcreme Abastecedor Diario
Proceder a lavagem da superficie com o auxilio de uma D10
esponja e limpeza
Enxaguar muito bem e secar com um pano ou papel
Viaturas Interior Prepare uma solu¢cdo com o produto
Varrer/aspirar toda a area
Pulverize a solucédo e deixe atuar uns minutos
N gy et CIF creme Diario
Proceder a lavagem da superficie com o auxilio de uma D10 Abastecedor
esponja e limpeza
Enxaguar
A limpeza exterior da viatura é realizada fora da empresa.
Exterior De acordo com metodologia da empresa de limpeza AS.067 -
Abastecedor Quinzenal | Plano de
Limpeza de
viaturas
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Area Superflue/ Atividade Pr_Od.qu Responsével Frequéncia Registo
Equipamento /Diluicéo
Arcas Interior (paredes e Prepare uma solu¢ao com o produto
Transporte tampa) Enxaguar
Exterior Pulverize a solucgéo e deixe atuar uns minutos CIF creme Diério
N L o Abastecedor
Proceder & lavagem da superficie com o auxilio de uma D10
esponja e limpeza
Enxaguar muito bem e secar com um pano ou papel
Méaquinas Interior De acordo com as regras de abastecimento e ficha de AS.100 -
Exterior higienizacéao Registo de
L Limpeza —
D10 Abastecedor Diaria Maquinas
Registo
programa
Vega
Escritorios Pavimento Prepare uma solugéo com o produto Lava tudo Diaria
Caixotes do Lixo Proceder a lavagem da superficie com o auxilio de uma Lixivia
esponja/esfregona Lava tudo AS.100 -
Paredes e Teto Enxaguar muito bem. ou . 4 em 4 meses o
. Responsével Registo de
equivalente . )
= - da Limpeza Limpeza -
Preparar a solugdo num pulverizador. Escritério
. Pulverize o produto sobre a superficie. Limpa M |
Vidros . ) . ensa
Deixe atuar uns minutos. Vidros
Enxaguar muito bem.
Oficina Pavimento Prepare uma solu¢cdo com o produto Lava tudo
manutencdo | Bancadas Proceder a lavagem da superficie com o auxilio de uma ou Diaria AS.100 -
Lavatério esponja/esfregona equivalente Responsavel Re. isto de
Caixotes do Lixo Limpeza Lixivia da IF_)im oz Lirr? oz -
Enxaguar muito bem. Lava tudo P fi P
Paredes e Teto ou 4 .em 4 meses | Oficina
equivalente
Casas de Pavimento Prepare uma solu¢cdo com o produto AS.100 -
Banho e Sanitas/Urindis Proceder a lavagem da superficie com o auxilio de uma Lixivia Responséavel Diria Re. isto de
balneérios Lavatérios/Espelhos esponja/esfregona CIF creme da Limpeza Lirﬁqpeza N

Caixotes do Lixo

Limpeza
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Area Superflue/ Atividade Pr_Od.qu Responsavel Frequéncia Registo
Equipamento /Diluicéo
Enxaguar muito bem. Lava tudo Casa de
Paredes e Teto ou 4 em 4 meses | Banho
equivalente
Preparar a solugdo num pulverizador.
Vidro Pulverize o produto sobre a superficie. Limpa Mensal
Deixe atuar uns minutos. Vidros
Enxague muito bem
Bidbes Prepare uma solucdo com o produto Semanal
. Enxaguar e deixe atuar uns minutos Responsével Ou a cada
Interior A . . . D10 .
Proceder a lavagem, agitando o produto no interior da Limpeza troca na
Enxaguar muito bem e secar maquina
Prepare uma solu¢cdo com o produto
Enxaguar Semanal
. Pulverize a solucéo e deixe atuar uns minutos Responsavel Ou a cada
Exterior N e o D10 .
Proceder a lavagem da superficie com o auxilio de uma da Limpeza troca na
esponja e limpeza maquina
Enxaguar muito bem e secar com um pano ou papel
Tubagens Prepare uma solu¢cdo com o produto
_ Enxaguar fazendo passar a solucdo pelo interior com auxilio Técnico de Registo de
Interior da bomba. D10 = Anual ~
. . . . Manutencéo manutencgao
Enxaguar muito bem fazendo passar agua pelo interior com
auxilio da bomba.
Cestos/ Interior e Exterior Proceder a lavagem da superficie com o auxilio da maquina Agua Abastecedor Diaria
tabuleiros de limpeza quente/D10
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Anexo IV

Tabela 11 - Valores guia do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge para
microrganismos indicadores de higiene e de alterac&o pertencentes ao sub-grupolA.

Microrganismos

Resultado contagem (UFC/g ou UFC/ml) ou pesquisa (em 25g)

Satisfatério Questionavel N&o satisfatorio
E.coli <10(N&o detetado) Nao aplicvel
Bolores <5*102 5*102-<108
Leveduras <103 108 - <104

Tabela 12 - Valores guia do Instituto Nacional de Salde Doutor Ricardo Jorge para
superficies de contato referentes a zona 1.

Tipos de Fase em que Microrganismos Enterobacteriaceae Escherichia

superficies se aplica a 30°C coli/
Estafilococos
coagulase +

Contactam Prontas a <10 2 UFC/peca ou <10 UFC/peca <10 UFC/peca

com o utilizar <102 ou ou

alimento (expostas ou  UFC/100 cm? ou <10 UFC/100 cm? <10 UFC/100

pronto para guardadas) <1 UFC/ml de (inferior ao limite cm?

consumo ou capacidade da peca de detecéo) (inferior ao

matéria-prima limite

de detecao)
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Anexo V

Tabela 13 - Critérios microbiol6égicos para a categoria de leite em pé.

Microrganismos Plano Limites Método anadlise Fase em que se
amostragem de referéncia aplica
n C n 1)

Salmonella 5 0 ISO 6579-1 colocados no
Nao mercado durante
detetado vida util

. em 25¢

Estafilococos 5 2 1ISO19020 colocados no

coagulase + mercado durante

vida util

Enterobacteriaceae 5 0 10UFCl/g 1ISO21528-2 Fim do processo

Legenda: n=numero de unidades que constituem a amostra; c=ndmero de unidades de amostra com valores
entre me M.

85



Anexo VI

Figura 8 - Temperatura e humidade relativa das maquinas 2 e 15, em Agosto
Agosto
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Figura 9 - Temperatura e humidade relativa das maquinas 2 e 15, em Setembro
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Figura 10 - Temperatura e humidade relativa das méquinas 2 e 15, em Outubro
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Anexo VII
Tabela 14 - Classificacao e andlise estatistica dos isolados relativamente a capacidade
de formacao de biofilme.

Valor da média de Valor da média de Andlise Classificacdo
absorbéncia dos observancia do estatistica (produtor
isolados(nm) controlo negativo (nm) biofilme)
Isolados
24h 48h 72h 24h 48h 72h P>0.05
Nao ha
diferenca
significativa
E1l 0,0075 0,0002 0,0009 0,1421 0,1272 0,1402 0,639 N&o produtor
(0,0,0)
E22 0,2038 0,2025 0,2400 0,1421 0,1272 0,1402 1 Fraco (1,1,1)
E60 0,1824 10,1476 0,1900 0,1421 0,1272 0,1402 1 Fraco (1,1,1)
S41 0,0827 0,1121 10,2932 0,2118 0,2169 0,2226 1 Fraco (0,0,1)
S43 0,0594 0,0597 0,0679 0,2118 0,2169 0,2226 0,174 N&o produtor
(0,0,0)
S50 0,0592 10,0462 0,0602 0,2118 0,2169 0,2226 0,109 Nao produtor
(0,0,0)
1PT 0,2727 0,3247 10,2899 0,1421 0,1272 0,1402 0,001 Médio (1,2,2)
2P 1,0683 1,1839 11,0384 0,2118 0,2169 0,2226 0 Forte (3,3,3)
3PF 0,3441 10,5196 0,5651 0,2118 0,2169 0,2226 0 Médio (1,2,2)
21P 1,0496 1,0692 0,7241 0,2118 0,2169 0,2226 0 Forte (3,3,2)
40P 0,0560 0,0644 0,0594 0,2118 0,2169 0,2226 0,149 N&o produtor
(0,0,0)
C+ 0,3063 0,8910 0,5295 0,2118 0,2169 0,2226 0 Médio (1,3,2)

Legenda: Para a classificagdo: nao produtor biofilme (0) DO< DO controlo negativo (DOcn); Fraco
produtor de biofilme (1) DOcn<DO=<2DOcn; Médio produtor de biofilme (2) 2DOcn<DO<4DOcn; Forte
produtor de biofilme (3) 24DOcn.
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Anexo VIl

Tabelal5 — Limites de suscetibilidade para antibi6ticos (diametro do halo), de acordo

com os sistemas de classificacdo CLSI e EUCAST.

CLSI (mm) EUCAST (mm)
Antibiético/dose S R S R Géneros
Aztreonam 30 222 <15 218 <18
Cefatzidime 30 218 <14 1 1
Gentamicina 10 215 <12 >15 <15 Pseudomonas spp.
Imipenem 10 219 <15 220 <20
Ciprofloxacina 5 221 <15 >21 <21
Clindamicina 2 221 <14 >22 <19
Gentamicina 10 >15 <12 >18 <18  Staphylococcus spp.
Rifampicina 5 220 <16 226 <23
Trimetroprima- 216 <10 217 <14
sulfametoxazol 25
Cloranfenicol 30 >18 <12 * *
Estreptomicina 300 210 <6 214 <14
Gentamicina 120 >10 <6 >8 <8 Enterococcus spp.
Quinupristina dalfopristina 5 >21 <15 >22 <20
Vancomicina 30 217 <14 212 <12

Legenda: CLSI/EUCAST- versdo 2019 (R-resistente, I-intermédio, S-sensivel, * Breakpoint ndo

estabelecido, 1 Dose diferente);
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