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Resumo

Os laboratorios de anilises alimentares e ambientais s3o um dos elementos principais
dos sistemas de controlo de qualidade e seguranca de alimentos, aguas, solos e ar,
sistemas esses de importancia crescente, face as infecoes que todos os anos surgem como
consequéncia de produtos contaminados e as exigéncias dos consumidores, que esperam

a maior qualidade possivel desses produtos.

O presente documento constitui um relatério acerca do meu estagio curricular, com
duracao de cerca de 8 meses, que decorreu num destes laboratérios — o laboratério BR
— Anélises Ambientais e Alimentares, Lda. — e alguns dos seus focos principais sao a
caracterizacao geral da empresa anfitria, dando destaque a sua divisao pelos setores de
Fisico-Quimica e Microbiologia, e a descricao detalhada das atividades desenvolvidas na
area da Microbiologia, isto é, todos os procedimentos e tipos de ensaios microbiolégicos
efetuados, fornecendo uma base tedrica sobre os mesmos. E ainda feita uma anéalise
estatistica acerca da quantidade de amostras e de parametros analisados e, por fim,
apresenta-se um estudo sobre a bactéria Escherichia coli baseado em alguns dos
resultados obtidos no decurso do estagio, que teve duas vertentes: a detecdo desta
bactéria em queijos de uma queijaria da regiao, para determinar a capacidade de
otimizacao do processo de higiene da mesma, e a sua detecao em aguas provenientes de

furos particulares, a fim de avaliar em que medida é seguro consumir este tipo de agua.
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Abstract

Food and environmental analysis laboratories are one of the main elements of food
products, water, soil and air quality and safety control systems, which possess increasing
importance, given the infections that surge every year as a consequence of contaminated
products and the demands of the consumers, who expect the best possible level of quality

from those products.

This document consists of a report about my curricular internship, with a duration of
about 8 months, at one of these laboratories — BR — Analises Ambientais e Alimentares,
Lda. Laboratory — and some of its points of focus are the general characterization of the
host company, highlighting its division into the Physics and Chemistry and the
Microbiology sectors, and the detailed description of the activities performed in the
Microbiology area, that is, all carried out procedures and types of microbiological tests,
providing a theoretical basis for them. A statistical analysis about the number of analysed
samples and parameters is also executed and, finally, a study on the bacteria Escherichia
coli, based on some of the results obtained during the internship and which had two main
goals: the detection of this bacteria in cheeses from a regional cheese plant, for the
determination of its process hygiene optimization, and its detection in water samples
from particular boreholes, so as to evaluate how safe it is to consume this type of water,

is presented.

Keywords

Quality and safety control;Microbiology;Food;Water;Escherichia coli
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1. Introducao

A seguranca alimentar é um topico que requer um alto nivel de atencao, dada a
preocupante ameaca que as infe¢oes causadas por alimentos representam para a saade
publica e para a economia'. De facto, todos os anos surgem surtos que estdo na base de
milhées de casos deste tipo de infecGes que originam milhares de mortes em todo o
mundo2. Para além de alarmante, este facto urge como preocupante, bastando reportar
aos dados do ultimo relatério de zoonoses da Unido Europeia (UE), referente ao ano
2022: segundo esse documento, s6 na UE o nimero de mortes associados a surtos de
doencas com origem em alimentos foi o maior dos 10 anos anterioress. Os
microrganismos naturalmente presentes nos alimentos, cuja quantidade e tipos difere
de acordo com o tipo de produto, procedimentos de higiene aplicados e modos de
processamento, transporte e armazenamento, assim como a crescente vulnerabilidade

populacional, constituem a causa primaria deste tipo de patologias4.

A par dos alimentos, a 4gua é um bem essencial de consumo humano, fundamental para
a homeostasia do organismo e sendo o seu constituinte maioritario. Estando assim
cientes da sua importancia, também nos alerta o facto de que microrganismos presentes
nos reservatorios de agua, para além de terem um papel ativo na reciclagem de
nutrientes, sao vetores de infecbes que representam perigos para a sadde, sendo
especialmente preocupantes os microrganismos indicadores de contaminacao fecal, cuja

presenca determina que a respetiva agua é insegura para consumo humanos.

Para controlar o tipo e quantidade de microrganismos presentes em produtos destinados
ou relacionados com o consumo humano, contribuindo simultaneamente para a
prevencao das patologias a eles associadas e garantia geral da satde ptiblica, é de extrema
importancia a implementacao de sistemas de HACCP, que se baseiam nos principios da
prevencdo, andlise e correcdo de potenciais perigos. Os laboratérios de anélises
alimentares e ambientais sdo uma das pecas-chave destes sistemas, uma vez que sdo a
contribuicdo principal para o segundo principio, isto é, fornecem a informacao
(associada as analises efetuadas e respetivos resultados) utilizada para verificar em que
nivel a prevengao ¢ eficaz e para controlar ou corrigir qualquer desvio da conformidade,

que significa um perigo para os consumidores.
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O presente relatorio visa retratar em detalhe o meu estagio curricular na empresa BR —
Analises Ambientais e Alimentares, Lda., um laboratério lider da regidao na area das
anélises para controlo da seguranca alimentar e ambiental, estigio este que teve como
objetivos a aquisicao de conhecimentos mais aprofundados na area da Microbiologia de
alimentos e dguas, assim como a aplicacao desses conhecimentos teoricos num contexto
pratico laboratorial, fornecendo uma base de preparacao para o futuro profissional.
Durante este estagio desempenhei varias atividades, incluindo a recolha de amostras, a
respetiva preparacao, a analise microbiologica e a interpretacgio de resultados, o que me
permitiu servir como uma peca na engrenagem cujo objetivo é a prevencao e mitigacao

de todo o tipo de riscos associados a contaminacao de alimentos e aguas.
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2, Caracterizacao do laboratorio

O laboratério BR-Ané&lises Ambientais e Alimentares, Lda. é um estabelecimento
acreditado, cuja area principal de atuacdo é o controlo de qualidade nas 4reas ambiental
e alimentar. Este é um laboratdrio de referéncia na regido da Cova da Beira, aberto de
segunda a sexta-feira das 9h as 18h, e esta localizado na cidade da Covilha, mais
especificamente na Rua Peso da La, N° 11, R/C, sendo administrado pelo Dr. José Luis

de Brito Rocha e cujo diretor é o Prof. Dr. Pedro Rocha.

As instalacoes do laboratério abriram em 2000 sob o nome Laboratério de Anélises
Ambientais, Alimentares e Aguas, estando, nessa altura, ligado ao Laboratério Brito
Rocha, Lda., de analises clinicas. Em marco de 2009, a BR-Anélises Ambientais e
Alimentares, Lda. separou-se deste ultimo, passando a funcionar como uma empresa
independente. Desde a sua génese que este laboratorio é especializado na analise de
varios parametros microbiologicos e quimicos numa variada gama de amostras,
nomeadamente e com maior frequéncia alimentos, dguas, superficies, manipuladores, ar
e solos. Devido a estreita ligacdo com a Universidade da Beira Interior através do seu
diretor, que é docente nesta instituicao, o laboratorio integra a mais-valia da vertente de
investigacao com o apoio a projetos de curso, mestrados e doutoramentos. As instalacoes
encontram-se divididas em dois setores principais, cada qual com a sua area designada
no interior das mesmas; sao estes o setor de Microbiologia e o setor de Fisico-Quimica,
sendo as atividades desempenhadas em cada um deles detalhadas mais a frente. E ainda
de sublinhar que, para além dos referidos servicos prestados, também é disponibilizado

o servico de recolha das amostras, garantindo uma maior comodidade dos clientes.

Este laboratério enquadra-se numa PME, contando com uma equipa de 4 técnicos
superiores formados na Universidade da Beira Interior e especializados nas respetivas

area, sempre atualizados através de constante formacao.

Dadas as garantias de qualidade dos servicos prestados, o laboratério BR — Analises
Ambientais e Alimentares, Lda. possui uma vasta variedade de clientes, que se
distribuem um pouco por todo o pais, designadamente empresas que se inserem
principalmente na area alimentar, como restaurantes, empresas de catering, padarias,
salsicharias, talhos ou queijarias, mas também outro tipo de empresas, como Centros
Sociais, IPSS, hotéis e ainda ETARs, para além de ter parcerias com diversas entidades,
como camaras municipais, e de ser um parceiro habitual de empresas que prestam
servicos de HACCP.
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O estéagio curricular descrito no presente relatdrio ocorreu nas instalacoes do laboratério
BR-Anélises Ambientais e Alimentares, Lda. dado o ambito das analises neste efetuadas,
que esta profundamente ligado a area da Bioquimica, tendo as atividades decorrido, mais

especificamente, no laboratério de Microbiologia.

2.1. Setor de Microbiologia

O espaco destinado ao laboratério de Microbiologia encontra-se dividido em diferentes
areas, consoante o tipo de procedimento, sendo que, para uma melhor organizacao, cada
uma delas possui bancadas identificadas adequadamente em funcao disso. Uma dessas
zonas é a de preparacao dos meios de cultura, possuindo duas bancadas para o efeito:
uma estd equipada com uma balanca e é o local onde se faz a pesagem dos meios
desidratados, adicdo da agua destilada e distribuicio dos meios por placas para
solidificacdo, a outra possui uma placa de agitacdo e aquecimento e um banho de
aquecimento, sendo o local onde se derretem os meios, se faz a sua homogeneizacao e se
estabilizam a temperatura apropriada. Nesta zona também se encontra um autoclave,
para esterilizacdo dos meios de cultura e do material de laboratério. Outra area é
destinada a filtracdo de amostras de aguas e inoculacdo das membranas usadas, tendo,
por isso, uma bancada com um sistema de filtracdo a vacuo manifold e um bico de
Bunsen. Neste laboratdério existe ainda uma zona com uma bancada para preparacao das
amostras, outra para preparacao de amostras, inoculos e distribui¢do de meios de cultura
(equipada com uma balanca, um Stomacher e um bico de Bunsen) e uma terceira para
inoculos, distribuicao de meios de cultura e repicagens de amostras incubadas (equipada
com um bico de Bunsen e um vortex). Existem ainda mais alguns equipamentos neste
setor, entre eles trés frigorificos para armazenamento de meios de cultura e reagentes,
quatro estufas (cada uma programada para um intervalo de temperatura diferente —
(22+2)°C, (30+1)°C, (37+£1)°C e (44+0,5)°C), um banho programado para temperatura
de (41,5+1)°C e uma camara de fluxo laminar, para além de varios armarios e gavetas de

arrumacao de material diverso que nao necessite de refrigeracao.

O laboratorio tem uma variada oferta de analises microbiologicas que se realizam neste
setor e incluem analises a alimentos, 4guas (de consumo, naturais doces — termais — e de
piscina), esfregacos de superficies, esfregacos de manipuladores e ar ambiente. Em
alimentos e amostras ambientais na area alimentar é possivel fazer as analises de
enumeracao de microrganismos totais a 30°C, enumeracao de bolores e leveduras,
Enterobacteriaceae, coliformes, Escherichia coli, Staphylococcus coagulase-positiva e

Clostridium perfingens, detecdo e enumeracao de Listeria monocytogenes e outras
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espécies de Listeria e detecao de Salmonella e Clostridia sulfito-redutores. Em aguas
faz-se a enumerac@o de microrganismos totais a 22°C, bactérias coliformes, Escherichia
coli, Enterococcus, Clostridium perfringens, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
e detecao de Legionella. Este tltimo parametro também ¢ analisado em amostras de ar
ambiente. Oito destas analises constam do ambito da acreditacao do laboratorio pelo
IPAC, cumprindo a norma NP EN ISO/IEC 17025° sendo elas a quantificacao de
Clostridium perfringens em aguas de consumo, as quantificacbes de bactérias
coliformes, Enterococcus e Escherichia coli em aguas de consumo, naturais doces
(termais) e de piscinas, a quantificacdo de microrganismos totais a 30°C em géneros
alimenticios, a quantificacio de microrganismos totais a 30°C em esfregacos de
superficies, a detecao de Salmonella spp. em géneros alimenticios e a quantificacao de

Escherichia coli em géneros alimenticios.

2.2, Setor de Fisico-Quimica

A base da organizacao do laboratério de Fisico-Quimica sao as bancadas, nao divididas
de forma rigida, mas em que as diferentes fases dos varios procedimentos se efetuam em
diferentes zonas das mesmas, conforme a disposicao dos equipamentos. Entre estes pode
contar-se um sistema de filtracdo a vacuo, duas placas de agitacao e aquecimento, um
vortex, um medidor de pH e condutividade, um espetrofotometro, um digestor, um
medidor de oxigénio dissolvido, um aparelho analisador automéatico de diversos
parametros em leites, um aparelho analisador automético exclusivo para as células
somaticas em leites, um foodscan (aparelho de espetroscopia de infravermelhos que
fornece resultados de alguns valores nutricionais de alimentos), um aparelho de
espetroscopia de absorcdo atomica, um purificador de 4gua para obtencao de agua
ultrapura e uma balanca analitica. Neste laboratorio existe ainda uma hotte, equipada
com um bico de Bunsen, e diversos arméarios de arrumacgao para material, solucoes e
reagentes. Existe ainda uma divisao nas instalag¢des que serve de apoio ao laboratério de
Fisico-Quimica, na qual se encontram duas mantas de aquecimento acopladas a uma
montagem refrigerada para efetuar refluxos e destilacoes, uma estufa que cumpre o
intervalo de temperatura (104+1)°C, uma estufa refrigerada programada para (22+2)°C,

uma mufla, um banho de aquecimento e um forno de microondas.

Existe uma miriade de analises fisico-quimicas que sao efetuadas neste setor do
laboratorio, sendo as amostras analisadas de trés tipos: alimentos, solos (inclui solos,
composto organico e lamas) e dguas (que podem ser de consumo, de piscina, naturais,

de ETAR ou residuais). Em alimentos efetua-se com bastante regularidade um conjunto
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de analises que definem o seu rotulo alimentar e que incluem a determinacao do valor
energético, aglicares totais, redutores e invertidos, hidratos de carbono, fibras, teor de
sal, s6dio, proteina total, lipidos totais, humidade e cinzas. Faz-se para além disto a
anélise de outros parametros, como a detecdo de alergénios e as determinacoes do
extrato seco, colagénio, lactose, nitratos, nitritos, fosfatos, cloretos, acidez (em leites,
queijos e azeite), pH, indice de peroxidos, atividade da agua (aw), compostos polares e
indice crioscopico (em leite). Em solos sao feitas analises da granulometria,
condutividade, pH, humidade, densidade aparente compactada, massa volimica
aparente, massa volimica real, matéria seca (a 105°C), teor de matéria organica,
materiais inertes, teor de cinzas, carbono organico total, azoto total (azoto de Kjeldahl),
fosforo total, fosforo total extraivel, grau de maturagdo, enxofre total, enxofre total
inorganico, fitotoxicidade, indice relativo de germinacao, boro, razao C/N e diferentes
metais e minerais. Nas dguas de consumo, de piscina, naturais e de ETAR, é possivel
fazer a determinacao de fosfatos, fosforo total, metais e minerais, nitratos, nitritos, 6leos
e gorduras, oxidabilidade, oxigénio dissolvido, pH, sabor, silica, sélidos (incluindo
solidos suspensos totais), sulfatos, temperatura e turvacao. Ja para aguas residuais, os
parametros analisados com maior regularidade sdo a temperatura, o pH, a CQO, a CBOs,
o fosforo total, o azoto total, detergentes anionicos, 6leos e gorduras, solidos suspensos
totais, nitratos e diversos metais e minerais. Destas analises, duas cumprem os requisitos
de acreditacao segundo a norma NP EN ISO/IEC 170256, sendo elas a determinacao do
pH em aguas de consumo, de piscina e residuais e a determinacao dos so6lidos suspensos

totais em aguas residuais.

2.3. Areas comuns

N

Para além dos espacos dedicados a realizacdo dos ensaios microbioldgicos e fisico-
quimicos, existem ainda algumas areas comuns, partilhadas pelo pessoal de ambos os
setores. Entre estas, destacam-se uma area equipada com uma arca congeladora e dois
frigorificos (um para armazenamento de amostras pré-analise e em processo de analise
e outro para armazenamento de amostras processadas), uma area designada para as
lavagens de material e para separacao e descontaminacao do lixo e uma area contendo
uma bancada para a rececao das amostras. Separadas da parte destinada a todo o
trabalho que lida diretamente com amostras e material de laboratorio, existem ainda
mais trés zonas comuns, sendo elas o gabinete do diretor técnico, a area administrativa

e o WC.
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3. Atividades desenvolvidas

Nesta seccao pretende-se detalhar todas as atividades decorridas, assim como todos os
parametros que foram determinados no decorrer do presente estagio, fornecendo ainda

uma base tedrica para os mesmos.

3.1. Consideracoes gerais em Microbiologia

As analises microbioldgicas sdo apenas uma das fases de todo um processo que leva a
emissao de um resultado final, que da a conhecer a possivel contaminacdo de uma
amostra, assim como a extensao dessa contaminacao. Esse processo engloba, para além
das analises, a amostragem, transporte das amostras, rececao das amostras, redacao do
relatério e emissao dos resultados. Todas estas fases deverao obedecer a certas regras, a
fim de que se possam cumprir os dois objetivos mais importantes das anélises nesta area,
isto é, que apenas os microrganismos presentes nas amostras sao isolados e enumerados

e que esses microrganismos nao contaminam o ambiente.

As regras a seguir sao, fundamentalmente, do ambito da higiene e seguranca, tanto do
laboratoério como do pessoal, material, equipamento, ensaios e das amostras em si,
devendo sempre ser seguidas, de modo a manter a qualidade e confianca nos resultados
e contribuindo, a0 mesmo tempo, para a manutenc¢ao da saude puablica. Estas medidas
estdo descritas detalhadamente na norma ISO 7218:20077 e todas as atividades
desempenhadas ao longo do estigio foram efetuadas de forma a garantir o seu

cumprimento.

3.2. Recolha de amostras

A recolha das amostras nao é sempre efetuada por técnicos do laboratério, acontecendo
com alguma frequéncia as amostras chegarem as instalacoes por correspondéncia ou
serem entregues em mao pelo respetivo cliente, embora o ato da recolha seja sempre o
primeiro passo para qualquer tipo de analise, sendo necesséario alguns cuidados para que
haja o minimo de interferéncias possivel no resultado obtido. Na area da Microbiologia
estes cuidados sao de extrema importancia e a atencao devera ser redobrada, uma vez
que qualquer objeto ou material bioldgico que nao tenha passado pelo processo de

esterilizacao pode constituir uma fonte de contaminacao.
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No ambito deste estdgio, a recolha de amostras foi realizada uma vez em quatro locais
distintos, entre eles trés hotéis e um restaurante. No seu todo, foram recolhidas 5
amostras de esfregacos a maos, 6 de esfregacos a superficies, 3 de esfregacos a ralos, 3

de alimentos prontos-a-comer e 4 de 4guas de consumo.

3.2.1. Procedimento

Para a recolha das amostras é importante, antes de mais, ter em conta qual ou quais as
amostras que vao ser recolhidas e quais os parametros a analisar antes mesmo de se
iniciar o procedimento, a fim de que todo o material necessario seja preparado em
concordancia (especialmente namero e tipo de recipientes de recolha, material para
transporte das amostras, equipamento de protecao e prevencao adequado, material de
identificacdo das amostras e documentos de registo para o laboratoério e cliente). Apos
esta preparacao, segue-se a deslocacao ao local onde se dara inicio ao procedimento de

recolha.

O primeiro passo do procedimento em si consiste na preparacdo dos técnicos, isto é, a
colocacao do equipamento de protecao (bata, touca e protecao de calcado, colocados de
modo a garantir que qualquer peca de bijuteria esteja protegida, para que nao interfira
na operacao) e a desinfecao das maos. Segue-se a fase de recolha propriamente dita,
durante em qual se tem de assegurar que todo o material que toca na amostra (como os
recipientes de recolha, por exemplo) é estéril e que a amostra recolhida é representativa
do produto que se pretende analisar. Depois da recolha, identifica-se cada amostra
recolhida e regista-se no documento préprio para o efeito. No fim, garante-se que as
amostras ficam bem acondicionadas e no recipiente certo para o transporte (que devera
ter acumuladores de gelo) antes de retirar todo o equipamento protetor. E fundamental
garantir que, durante o transporte, as amostras estardo protegidas de contaminacao
externa pelo ar, por outras amostras e pelos recipientes de recolha e transporte, entre

outros elementos do ambiente.

Cada tipo de amostra requer um modo de recolha especifico, de modo a garantir o seu
carater representativo. Isto é percetivel ao analisar o modo de recolha de todos os tipos

de amostra recolhidos durante o estagio, como se descreve de seguida:

o Esfregacos a maos: através da utilizacdo de uma zaragatoa estéril, faz-se um

esfregaco em ziguezague ao longo da palma e dos dedos e depois nos espacos

entre os dedos;
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e Esfregacos a superficies: para superficies planas (como bancadas, mesas, etc.),

com uma zaragatoa estéril, faz-se esfregaco em ziguezague numa area de cerca de
10x10 cm, primeiro numa direcao e, em seguida, na direcao perpendicular; para
outros objetos (como utensilios, loicas, etc.), faz-se esfregaco em zonas de declive
ou frisos e, se possivel, em ziguezague numa area plana dos mesmos;

e Esfregacos a ralos: com uma zaragatoa estéril, faz-se um esfregaco na parte

inferior da rede e, depois, em ziguezague no fundo e/ou nas paredes do ralo;

e Alimentos prontos-a-comer: recolhe-se com um utensilio estéril ou outro
devidamente higienizado, normalmente usado pelo cliente para manusear o
alimento, para um saco ziplock estéril, mantendo-o aberto o minimo de tempo
possivel;

e Aguasde consumo: abre-se a torneira da agua, deixando-se correr durante alguns

segundos, ap0s os quais se recolhe a 4gua para uma garrafa estéril apropriada,

mantendo-a aberta o minimo de tempo possivel.

3.3. Os meios de cultura

Os meios de cultura s3o meios artificiais que permitem o crescimento e o isolamento de
bactérias e outros microrganismos8. Estes podem-se classificar, de acordo com as suas
caracteristicas fisicas, em meios s6lidos e semiss6lidos (meios que possuem um agente
solidificante, como o agar-agar) ou meios liquidos?. Os meios podem ainda dividir-se em
mais categorias, classificando-se, fundamentalmente, como meios de crescimento
(desenvolvidos com o objetivo de fazer crescer a maioria dos microrganismos
heterotroéficos), meios de transporte (servem para preservar microrganismos), meios de
enriquecimento (meios aos quais se adicionaram alguns elementos, para aumentar a
quantidade do microrganismo desejado), meios seletivos (usados com o objetivo de
isolar uma espécie ou género particular) e meios diferenciais (meios onde é possivel
distinguir umas colonias de outras por apresentarem uma caracteristica distintiva)s-o,
Na sua composicdo deverdo constar alguns elementos basicos, como agua, fonte de
carbono, fonte de nitrogénio, sais minerais (como fosfatos, sulfatos, magnésio ou calcio),
fonte de energia e fatores de crescimento. Adicionalmente, nos meios seletivos devem
estar presentes alguns inibidores, como antibioticos, antisséticos, sais de sddio, corantes
ou outras substancias quimicas®. Ha também diferencas no modo como os meios de
cultura sao obtidos, podendo apresentar-se prontos a usar (em recipientes como placas
de Petri ou tubos), parcialmente completos (meios que requerem algum passo adicional

antes da sua utilizacdo, como, por exemplo, casos em que é necessario derreter o meio
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ou distribui-lo por placas de Petri) e como féormula desidratada (requer a preparacao do
meio numa area dedicada a esse propo6sito)?. A preparacao deste ultimo tipo de meios

devera fazer-se como é descrito de seguida:

1. Verificacao nas instrucoes do fabricante da massa a medir para o volume de meio
que se pretende preparar;

Medicao da massa para um frasco schott, nao estéril, contendo um agitador;
Adicao de agua destilada até completar o volume desejado;

Colocacao na placa de agitagao, até dissolucao completa do po;

A S S

Para meios s6lidos, coloca¢do do frasco em banho de 4gua a ferver até que o meio
fique translacido. Para meios liquidos, segue-se para o passo seguinte;

6. Autoclavagem do meio, sempre que indicado pelo fabricante.

Nos casos em que a inoculacao de amostras € feita por incorporacao do meio de cultura,
a temperatura deste, no momento da distribuicao pelas placas, devera situar-se entre os
45 e os 48°C, aguardando-se em seguida pelo seu arrefecimento/solidificacdo com as
placas dispostas numa superficie plana antes da respetiva incubacdo. Caso a inoculacao
seja feita por espalhamento, estrias ou outra abordagem que requeira o meio sélido, este
deve ser primeiramente distribuido pelas placas e deve aguardar-se que solidifique
completamente numa superficie plana antes da inoculacao, sendo que, caso nao seja

imediatamente utilizado, devera guardar-se no frigorifico a temperatura (5+3)°C.

Para além dos meios de cultura, sdo também usados com frequéncia diluentes como
suporte aos ensaios microbiologicos. Estes consistem em solucoes de carater estéril cuja
funcdo é promover a recuperacao de microrganismos ou a remocao de microrganismos

de uma superficie’.

Durante o estagio, foram manuseados meios obtidos das 3 formas. Entre os meios

prontos a usar, destacam-se os seguintes:

e RVS (Rappaport-Vassiliadis Salmonella Broth): meio liquido seletivo, usado
para o enriquecimento de Salmonella spp., depois do pré-enriquecimento em
meio adequado

e MKTTn (Muller-Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin Broth): meio liquido
seletivo, com a mesma funcado do anterior;

e CHROMagar™ Salmonella Plus: meio soélido seletivo e diferencial para o

isolamento de Salmonella spp.;

10
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e XLD (Xylose Lysine Deoxycholate): meio solido seletivo e diferencial para
isolamento de Salmonella e Shigella spp.;

e Half-Fraser: meio liquido seletivo de pré-enriquecimento para o isolamento de
Listeria spp.;

e Fraser: meio liquido seletivo de enriquecimento para o isolamento de Listeria
spp.;

¢ OCLA (Oxoid Chromogenic Listeria Agar) e ALOA (Agar Listeria Ottaviani and
Agosti): meios solidos seletivos e diferenciais homologos usados no isolamento
de Listeria spp.;

e PALCAM (Polymyxin Acriflavin Lithium-chloride Ceftazidime Aesculin
Mannitol Agar): meio so6lido seletivo e diferencial para o isolamento de Listeria
Spp-;

e Columbia (Columbia Blood Agar): meio sélido nao seletivo utilizado na cultura
de varios microrganismos com o proposito de testar a sua atividade hemolitica;

e CCA (Chromogenic Coliforms Agar): meio sélido seletivo e diferencial para a
detecdo e enumeracio de Escherichia coli e de outras bactérias coliformes em
aguas. Este meio também é frequentemente preparado no laboratorio a partir da
formula desidratada;

e S&B (Slanetz & Bartley Agar): meio sélido seletivo e diferencial para a
enumeracao de Enterococcus em aguas. Como o anterior, este meio também
pode ser preparado no laboratério a partir da formula desidratada;

e BEAA (Bile Esculin Azide Agar): meio s6lido seletivo e diferencial para o
isolamento e enumeracdo de Enterococcus spp. Este meio é usado para
confirmar a presenca de Enterococcus spp. que cresceram em S&B provenientes
de uma dada amostra de agua;

e TSC (Tryptose Sulfite Cycloserine Agar): meio sblido seletivo para o isolamento
e enumeracio de células vegetativas e esporos de Clostridium perfringens. E
usado sobretudo em amostras de 4dguas;

e  MSA (Mannitol Salt Agar): meio solido seletivo e diferencial para o isolamento
e enumeracao de espécies de Staphylococcus, sobretudo usado para identificar e
enumerar Staphylococcus aureus em aguas de piscina;

e PS:CN (Pseudomonas + Cetrimide & Nalidixic Acid Agar): meio so6lido seletivo
usado para o isolamento e enumeracao de Pseudomonas aeruginosa em aguas

de piscina e engarrafadas;

11
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Apenas um dos meios utilizados era parcialmente completo, sendo o seguinte:

BP-RPF (Baird Parker + Rabbit Plasma Fibrinogen Agar): meio seletivo e
diferencial para enumeragdo direta de colonias (sem necessidade de
confirmacao) de Staphylococcus coagulase-positiva (Staphylococcus aureus e
outras espécies). Este meio é preparado usando um kit para o efeito: derrete-se a
base de agar BP em banho de 4gua a ferver e, depois de arrefecer até uma
temperatura abaixo de 50°C (entre 44 e 48°C), adiciona-se o suplemento RPF
(que devera estar estabilizado pelo menos a temperatura ambiente),

distribuindo-se, por fim, em placas de Petri.

Quanto aos meios preparados no laboratério exclusivamente a partir da respetiva

féormula desidratada, foram utilizados os seguintes:

PCA (Plate Count Agar): meio so6lido nao seletivo utilizado para a enumeracao
dos microrganismos totais em amostras de alimentos, aguas e esfregacos;
MPCA (Milk Plate Count Agar): meio s6lido nao seletivo utilizado para a
enumeracao dos microrganismos totais em amostras de lacticinios;

VRBG (Violet Red Bile Glucose Agar): meio solido seletivo e diferencial usado na
detecdo e enumeracao de bactérias da familia Enterobacteriaceae;

VRBL (Violet Red Bile Lactose Agar): meio so6lido seletivo e diferencial usado na
detecdo e enumeracao de bactérias coliformes;

TBX (Tryptone Bile X-Glucoronide Agar): meio sblido seletivo e diferencial
usado na detecdo e enumeracao direta (sem necessidade de confirmacao das
coloénias caracteristicas) de Escherichia coli;

RB (Rose Bengal Cloramphenicol Agar): meio soélido seletivo utilizado na
enumeracao dos bolores e leveduras;

Yeast (Yeast Extract Agar): meio s6lido nao seletivo usado na enumeracao dos

microrganismos totais em aguas

Para além dos meios de cultura referidos, foram também utilizados alguns diluentes,

entre eles:

Citrato (Tri-Sodium Citrate Dehydrate): diluente utilizado para preparar as
suspensoes iniciais e diluicdes de amostras de leite e derivados;

PWT (Buffered Peptone Water): diluente geral para preparacao das suspensoes
iniciais e dilui¢coes de amostras de alimentos. Também é usado como meio de pré-

enriquecimento para o isolamento de Salmonella spp;

12
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e MR (Maximum Recovery Diluent): diluente isotonico e protetor utilizado na
recuperacao de microrganismos de diversas fontes. E usado com maior
frequéncia na recuperacdo de microrganismos em zaragatoas utilizadas nos

esfregacos de superficies.

3.4. Suspensao inicial e diluicoes decimais das amostras

A andlise microbiologica de géneros alimenticios apenas pode ser efetuada apos a
preparacdo ou processamento da amostra inicial, que se faz para garantir que, na fracao
a analisar, os microrganismos estdo distribuidos o mais uniformemente possivel. Esta
preparagao consiste em fazer uma suspensao inicial da amostra, de acordo com o que
esta descrito na norma ISO 6887-1:2017'. Na pratica, mede-se uma massa ou volume
adequado da amostra (especificados nas normas ISO de cada parametro a analisar, sendo
o minimo 10 g ou 10 mL, salvo indicacdo contraria) para um saco estéril proprio para
Stomacher, adiciona-se o diluente em quantidade igual a 9 vezes a massa (em gramas)
ou 9 vezes o volume (em mililitros) e, por fim, efetua-se a homogeneizacao da mistura.

Esta suspensao inicial é comummente denominada diluicao 10

Em muitos casos, a inoculacdo da diluicdo 10 d4 origem a placas com crescimento
incontavel de colonias de microrganismos, pelo que se torna necessario preparar mais
diluicoes da suspensao inicial. Por norma, preparam-se diluicoes decimais (também
chamadas de diluicdes 102. 1073, etc.), que se efetuam através da adicao de 1 mL da
suspensao inicial ou da diluicdo anterior a desejada a 9 mL do diluente utilizado e

subsequente homogeneizacao.

Note-se que o tempo decorrido desde a preparagao da suspensao inicial até a inoculacao
da mesma nao devera exceder 45 minutos e desde a preparacdo de uma suspensao até a

diluicao decimal seguinte nao devem decorrer mais de 30 minutos.

3.5. Calculo e expressao de resultados

Varias das anéilises efetuadas consistem na enumeracdo de um dado tipo de
microrganismo, resultado que se costuma expressar em namero de UFC desse
microrganismo por mililitro ou grama de amostra. Para chegar a estas unidades é sempre

necessario fazer um célculo a partir do nimero de colonias observadas nas placas de Petri

13
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em causa, calculo esse que vem descrito na norma ISO 7218:20077. Na generalidade dos

casos, o calculo corresponde a resolugao da equacao (1), representada a seguir.

__xcC
T vx1,1xd @

Legenda:

N — namero de UFC do microrganismo presentes, por mililitro ou grama, na amostra,
como resultado da média de duas dilui¢oes sucessivas;

Y. C — somatorio das colonias das placas correspondentes a duas dilui¢des sucessivas em
que pelo menos uma contém, no minimo, 10 colénias;

V — volume do in6culo, em mL, incorporado em cada placa;

d — fator de diluicao correspondente a primeira diluicao utilizada.

Esta expressao pode ser aplicada com grande precisao para placas que contenham 10 ou
mais colonias. Para placas com menos de 10, mas com um minimo de 4 colbnias, podera
também aplicar-se, mas dado o grau de precisao inferior, deve indicar-se no relatorio de
resultados que a contagem é aproximada. Para placas com um niimero de colonias entre
3 e 1, a expressao nao se aplica, devendo reportar-se que ha presenca de microrganismos
em quantidade inferior a (4/Vd) por mililitro ou por grama. Na auséncia de crescimento
microbiano nas placas, indica-se no resultado que a quantidade de microrganismos

presente é inferior a (1/Vd) por mililitro ou por grama.

Para esfregacos, recolhidos com zaragatoas estéreis, as unidades nao sao as mesmas,
costumando o resultado expressar-se em ntimero de UFC por cm? ou por 4rea analisada
(quando a superficie ndo é mensuravel). Assim, o calculo efetua-se de outra maneira, isto

é, usa-se a expressao (2), conforme indicado na norma ISO 18593:20182.

_ NXF
oA

Ng xD (2)

Legenda:

Ns — ntimero de UFC do microrganismo presentes por cm2 ou por area analisada;
N — ntimero de col6nias enumeradas na placa (n® de UFC em 1 mL de diluente);
F — quantidade de diluente no tubo, em mililitros;

A — area em que recolheu a amostra, em cm2;

D — reciproco da diluicdo utilizada.
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Em 4guas de consumo, a parte inicial de todos os ensaios consiste na filtracao de 100 mL
da amostra e posterior inoculacdo da membrana usada, pelo que, para se ter o resultado
efetivo, ndo é necessario fazer calculos. Nestes casos, para obter o resultado final sao
contadas as colonias tipicas do ou dos microrganismos a analisar e regista-se esse valor,

expresso em numero de UFC por 100 mL.

3.6. Os parametros analisados

3.6.1. Enumeracao de microrganismos a 30°C

A enumeracao de microrganismos a 30°C é um método horizontal que se pode aplicar a
varios tipos de amostras, como produtos para consumo humano ou animal e amostras
ambientais na area da alimentacdo. Através deste método é possivel enumerar todos os
microrganismos que tém capacidade de crescimento e formacdo de colénias em
condicOes de aerobiose em meio sélido a 30°C, considerando-se, assim, uma contagem
dos microrganismos viaveis. Algumas limitaces do método incluem o facto de nao
diferenciar os varios tipos de microrganismos presentes, ndo permitir a detecdo de
células que nao crescem em placas (como bactérias que formam esporos ou se encontram
em estado vidvel mas nao cultivavel, isto é cujo metabolismo funciona mas com nivel de
atividade muito baixo, nao se conseguindo dividir) e nao permitir a detecdo de bactérias
anaerébias®s. E essencial notar que uma contagem baixa nfio implica que nio existam
microrganismos patogénicos na amostra em causa, que poderdo causar algum tipo de
infecdo mesmo em baixa concentracao, pelo que este parametro tem maior importancia
na avaliacdo da qualidade do produto e eficicia do processamento e controlo higiénico

do que na determinacao do seu grau de seguranca e risco para a saude’s.

A técnica efetuada para analisar este parametro estd descrita na norma ISO 4833-
1:2013 e consiste na preparacao da suspensao inicial com PWT, como descrito na sec¢ao
3.4. (no caso de leite e derivados, usa-se citrato como diluente e para zaragatoas de
esfregacos usa-se MR), preparacao de diluicbes sucessivas conforme necessario e
inoculacao por incorporacao de PCA (ou, para amostras de leite e derivados, MPCA) de
1 mL das diluicoOes a avaliar. Finalmente, as placas devem incubar na estufa a (30+1)°C
e, ao fim de 72+3 horas, faz-se a leitura das cujo nimero de UFC totais visiveis esteja
entre 15 e 300. Na Figura 1 observam-se dois exemplos de placas obtidas: uma com
mais de 300 colonias e uma com um namero de colbnias entre 15 e 300 — contagem de
63.
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Figura 1. Placas de meio ndo seletivo, onde se verificou crescimento microbiano.

A esquerda, uma placa com mais de 300 coldnias, a direita uma placa com 63

colonias.
3.6.2. Enumeracao de microrganismos a 22°C ou 37°C
A enumeracgao de microrganismos a 22°C ou 37°C é um ensaio bastante semelhante ao
descrito anteriormente, embora tenha aplica¢oes diferentes, ao enquadrar-se no &mbito
dos ensaios em aguas em vez de alimentos e permitindo enumerar todos os
microrganismos que conseguem crescer em aerobiose a 22°C (para aguas de consumo)
ou 37°C (para 4guas de piscina) num meio sélido. E de ter em conta que o resultado desta
analise nao é uma medida da seguranca da Agua em causa para a satide humana, devendo
sim ser considerado um parametro avaliador da integridade da fonte da agua, da
eficiéncia do seu tratamento e da medida da limpeza e estabilidade do seu sistema de
distribuicao’s. Para mais, o estado de alerta em relacdo ao resultado devera surgir nos
casos em que ha uma alteracao inesperada relativamente ao que é expectavel, com base

numa monitorizacao frequente e de longa duracaos.

A norma base deste método é a ISO 6222:199915, segundo a qual se devera inocular numa
placa, por incorporacao, 1 mL da 4gua em causa em meio Yeast. Depois de se aguardar a
sua solidificacdo numa superficie plana, incuba-se, consoante o tipo de agua, a (22+2)°C
ou (36+2)°C (na estufa de (37+1)°C) por 68+4 horas e contam-se todas as colonias que

cresceraim, caso O seu ndmero seja menor ou igual a 300.

3.6.3. Enumeracao de Enterobacteriaceae

As Enterobacteriaceae sao uma familia heterogénea de bactérias Gram-negativas
anaerobias facultativas, em forma de bastonete e ndo formadoras de esporos. Esta
inclui as espécies dos géneros Salmonella, Escherichia, Klebsiella, Shigella, Proteus,
Enterobacter, Serratia, Citrobacter e Yersinia. As bactérias pertencentes a esta familia
tém uma distribuicdo muito ampla e o seu habitat habitual é o trato intestinal dos
animais, sendo que existem espécies comensais in6cuas ou benéficas, com um papel

significativo na manutencdo do ambiente anaerdbico do intestino, produgdo de
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vitaminas e protecdo contra agentes patogénicos, e outras que sao importantes
patogenos, tendo-se ja verificado a sua associacao a progressao de doencas associadas a
obesidade, doenca de Crohn e outras doencas inflamatoérias intestinais®-'8. No ambito
das analises alimentares e ambientais, a detecdo e enumeracao de Enterobacteriaceae é
um parametro muito utilizado para avaliacdo do estado de higiene e possiveis falhas do

processo de fabrico®.

No ambito dos alimentos, o laboratério baseia-se no ensaio descrito na norma NF Vo8-
054, 0 que se resume a preparacao da suspensao inicial e respetivas diluicdes usando o
diluente apropriado, inoculacao de 1 mL das dilui¢des a analisar por incorporacao de
meio VRBG e incubacao na estufa a (30+1)°C ou (37+1)°C, conforme o tipo de amostra
(por exemplo, para alimentos a temperatura ideal é 37°C ao passo que para esfregacos
de superficies é 30°C). Depois de 24+2 horas de incubac¢ao pode contar-se o nimero de
colbnias caracteristicas, que, neste caso, sao de coloracao roxo-escura,/rosa avermelhada,

com ou sem halo.

3.6.4. Enumeracao de coliformes

Os coliformes sdo um grupo que inclui quatro espécies de bactérias pertencentes a
familia Enterobacteriaceae, nomeadamente Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae e Citrobacter freundii, sendo bacilos Gram-negativos e nao
formadores de esporos que, a uma temperatura 6tima entre 35 e 37°C, fermentam
rapidamente a lactose, produzindo 4cido e gas'92°. Entre estas espécies, destacam-se os
coliformes fecais (em que a bactéria predominante é a E. coli), que possuem uma
associacdo mais direta com a contaminacao fecal por vertebrados de sangue quente®.
Este tipo de bactérias, que poderdo ser comensais ou patogénicas, é utilizado como

indicador da qualidade sanitaria de alimentos e aguas.

A norma em que se baseia este ensaio para alimentos é a ISO 4832:20062, segundo a
qual, ap6s a preparacdo da suspensao inicial e dilui¢des necessarias como descrito
anteriormente, se inocula, por incorporagdo de meio VRBL, 1 mL das mesmas em placas
de Petri estéreis. Depois da solidificacdo por completo do meio, deve-se adicionar mais
cerca de 4 mL sobre o mesmo e incubar as placas correspondentes as amostras, assim
como uma placa controlo contendo apenas meio (cuja funcao é verificar a sua
esterilidade) a (37+1)°C durante 24+2 horas. Para a enumeracao, seleciona-se, sempre
que possivel, as placas com um ntimero de colonias entre 10 e 150 e contam-se as colonias
roxo-avermelhadas com diametro de, pelo menos, 0,5 mm (estas sao tipicas e nao
necessitam de posterior confirmacdo). Deve-se ainda contar e confirmar as coldnias

atipicas e todas as coldnias correspondentes a amostras de produtos lacteos que
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contenham outros agtcares para além da lactose. Esta confirmacao é feita através da
inoculacdo de 5 coldnias atipicas de cada tipo (sempre que disponiveis) em tubos de
Brilliant Green Lactose Bile e incubagao a 30 ou 37°C por 24+2 horas. Nos tubos em que

se detetar a presenca de gas considera-se um resultado positivo para coliformes.

Os coliformes sao analisados em aguas segundo as indicacoes da ISO 9301-1:201422:
filtra-se a vacuo 100 mL de 4gua através de uma membrana com 0,45 pm de diametro
de poro, transfere-se a membrana para uma placa contendo o meio CCA (com cuidado
para nao incluir bolhas de ar entre a membrana e o meio) e incuba-se a (36+2)°C durante
21 a 24 horas. As coldnias de cor azul correspondem a Escherichia coli e nao carecem de
mais confirmacgao, contribuindo para o ntimero total de coliformes. As colonias rosa
(aspeto tipico apresentado na Figura 2) sdo provavelmente coliformes, mas devera
fazer-se um passo adicional de confirmacao, que consiste na passagem através de uma
ansa estéril das colonias para um meio nao seletivo (usa-se meio PCA), incubacao a
(3741)°C durante 24 horas e teste da presenca da enzima oxidase, usando fitas

comerciais apropriadas para o efeito. As colonias confirmadas sao oxidase-negativas.

Figura 2. Placa de CCA com colo6nias
tipicas de bactérias coliformes.

3.6.5. Enumeracao de Escherichia coli B-glucoronidase positiva

A Escherichia coli é uma bactéria coliforme pertencente a familia das
Enterobacteriaceae, sendo por isso considerado um bacilo Gram-negativo, apesar de por
vezes se poder apresentar como cocos23. Esta bactéria é comensal no trato
gastrointestinal dos animais, embora apresente algumas estirpes infeciosas, que
representam perigo para a saide humana e animal2s. Em andlises a alimentos este
microrganismo € considerado um indicador de contaminacao fecal e de ma qualidade
das praticas de higiene no processo de fabrico24. Para as aguas de consumo é um
indicador de poluicdo, sendo um dos parametros usados para avaliar a sua
potabilidade2s.
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Cerca de 97% das estirpes de E. coli expressam a enzima [3-D-glucoronidase, sendo uma
caracteristica que distingue esta de outras bactérias coliformes e por isso usada para
detetar a sua presenca nas amostras, recorrendo-se com frequéncia a meios que

contenham compostos cromogénicos que produzem cor por acao desta enzimaz°.

O método utilizado para detecdo e quantificacdo desta bactéria em alimentos esta
descrito na norma ISO 16649-2:200127, em cujo procedimento é referido que devera
fazer-se a suspensao inicial e dilui¢oes decimais, inocular-se 1 mL de cada uma destas
por incorporacao do meio TBX e, apds solidificagdo do meio, incubar-se durante 4 horas
a (37+1)°C. Depois do tempo estipulado, procede-se a uma nova incubacao por mais 18
a 24 horas a (44+0,5)°C. Para a enumeracao de E. coli deverao ser contabilizadas as
colbnias de cor azul (um exemplo de colonias tipicas encontra-se retratado na Figura 3)
sempre que o seu numero for inferior a 150 e o nimero total de colonias (tipicas e

atipicas) for menor que 300.

Figura 3. Placa de TBX onde se
observa o crescimento de mais de 150
colonias tipicas de E. coli.

Nas aguas de consumo, o método utilizado é o que est4 descrito na subsec¢ao anterior
(3.6.4), nao sendo necessario os passos de confirmacdo. Para o resultado, apenas é

necessario contar as colonias azuis, cujo aspeto tipico é possivel observar na Figura 4.
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Figura 4. Placa de CCA com coldnias
tipicas de Escherichia coli.

3.6.6. Detecao e enumeracao de Enterococcus spp.

Enterococcus é um género de bactérias Gram-positivas produtoras de 4cido latico, que
habitam o intestino de todos os animais e s3o resistentes a uma grande variedade de
condicoes adversas do ambiente, como flutuacées de pH, aumentos de temperatura e
altas concentracoes de cloreto de s6dio, sendo capazes de sobreviver durante mais tempo
no ambiente, quando comparadas com outras espécies de bactérias intestinais28.
Normalmente apresentam-se sob a forma de cocos e surgem aos pares ou em cadeia em
meio liquido2. Este tipo de bactérias, que proliferam na microflora normal do trato
gastrointestinal, ndo tem um elevado grau de patogenicidade, podendo no entanto
causar infecGes oportunistas em individuos mais sensiveis (criancas, individuos
hospitalizados ou imunocomprometidos e idosos, por exemplo), tendo sido ja associado
a complicagdes como bacteremia, peritonite, endocardite e infe¢do do trato urinario2s-29.
Devido a sua presenca em quantidade elevada nas fezes, a quantificacao de Enterococcus

spp. serve como indicador da presenca e grau de contaminacao fecal em aguas28.

A norma ISO 7899-2:20003° descreve-nos o procedimento para realizar esta técnica de
analise em aguas, em que se comega por filtrar a vicuo de 100 mL da agua através de
uma membrana com diametro de poro de 0,45 um, transfere-se a membrana para uma
placa de S&B e incuba-se a placa a (36+2)°C (usa-se a estufa a (37+1)°C) durante 44+4
horas. Decorrido este tempo, contam-se as colénias de cor vermelha a rosa escuro (um
exemplo de colonias tipicas obtidas encontra-se representado na Figura 5) e faz-se o
teste de confirmacao, que consiste na passagem da membrana para uma placa de BEAA
pré-aquecida a 44°C e incubacdo durante em maximo de 2 horas a (44,5+0,5)°C. As
colonias confirmadas deverao ser de cor preta no fim desse tempo, devido a capacidade
de hidrolise da esculina presente no meio por este tipo de bactérias, cujo produto final

reage com ioes de ferro (III), produzindo essa cor caracteristica.
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Figura 5. Placa de S&B com coldnias
tipicas de Enterococcus spp.

3.6.7. Enumeracao de Staphylococcus spp.

As bactérias do género Staphylococcus siao cocos Gram-positivos, anaerobios
facultativos, sem capacidade de locomocao e geralmente catalase-positivoss:. Entre as
bactérias deste género diferenciam-se dois grupos: as coagulase-positivas (no geral, sao
consideradas patogénicas, apesar de poderem também colonizar individuos saudaveis
sem causar sintomas) e as coagulase-negativas (fazem parte da flora saprofita, gerando
possiveis infecoes do tipo oportunista)s:. Das bactérias do género Staphylococcus
coagulase-positivas, destaca-se a Staphylococcus aureus, que é um dos patégenos mais
perigosos para a saide humana. Esta espécie esta amplamente disseminada pelo mundo
e a sua distribuicao pelas varias regioes geograficas acontece, com regularidade, através
de alimentos e produtos derivados do leite, cuja contaminacdao microbiana é facilitada
pela falta de procedimentos eficazes de higienizacdo durante o seu processamento e
manuseamento32. Alguns dos fatores que contribuem para a elevada patogenicidade
deste microrganismo sio a sua evasao e adesao no interior no hospedeiro e a resisténcia
as respostas imunologicas32. A detecao deste tipo de bactérias é importante no controlo
microbiano de alimentos, especialmente nos derivados do leite e todos os cuja producao

é feita a mao, ja que pode estar presente na cavidade nasal e na pele.

Nos alimentos e amostras ambientais na area alimentar, faz-se a enumeracdo de
Staphylococcus coagulase-positiva, seguindo-se as diretrizes da norma ISO 6888-
2:202133, 0 que consiste na preparacdo da suspensao inicial e respetivas diluicoes,
inoculacao de 0,1 mL das mesmas por espalhamento com uma ansa em L sobre o meio
BP-RPF e, apos 15 minutos de espera a temperatura ambiente, incubacao entre 35 e 38°C
(no laboratorio, a temperatura utilizada é (37+1)°C) durante 24+2 horas, incubando, se
necessario, por mais 24+2 horas. No fim contam-se as colonias tipicas, que podem ser

de cor preta, cinzenta ou branca com a presen¢a de um halo de precipitacdo, indicador
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da atividade da coagulase, nas placas que contenham um maximo de 300 col6nias com

100 coldnias tipicas. Um exemplo deste tipo de colonias esta representado na Figura 6.

Figura 6. Placa de BP-RPF com
colonias tipicas de Staphylococcus
coagulase-positiva, neste caso S.
aureus.

Nas amostras de 4gua também é possivel determinar a presenca e enumerar colénias de
Staphylococcus spp. Para isso, usa-se o procedimento descrito na norma NP
4343:199834, em que o primeiro passo, como nas restantes analises a aguas, é a filtracao
a vacuo de 100 mL da agua através de uma membrana de poro 0,45 pum. Seguidamente
transfere-se a membrana para uma placa de meio MSA e incuba-se a (37+1)°C durante
48+4 horas. As colonias tipicas de Staphylococcus spp. neste meio sao amarelas ou
brancas, com ou sem halo amarelo (veja-se um exemplo do seu aspeto tipico na Figura
7), no entanto, se se verificar o seu crescimento, ainda é necessario fazer a confirmacao.
Para tal, agrupam-se as colonias suspeitas pelo seu aspeto, isolam-se trés colonias de
cada tipo em meio nao seletivo de isolamento (Nutrient Agar), incuba-se a (37+1)°C
durante 24+4 horas e faz-se a coloracao de Gram. Caso nao se visualizem cocos Gram-
positivos, nao se prossegue com o ensaio. Em caso positivo, efetuam-se os testes de
confirmacao: sdo estes o teste da catalase (colocacdo de uma gota de perdxido de
hidrogénio numa lamina e adi¢cdo de uma col6nia, com resultado positivo se se formarem
bolhas de oxigénio), o teste da coagulase (transferéncia das colonias para tubos contendo
plasma de coelho, incubacao a (37+1)°C e verificagao as 4 e as 24 horas se ha a presenca
de coagulo, caso no qual o resultado é positivo) e o teste da determinacao do tipo
respiratorio (regeneracdo de meio semissolido de carne e levedura — meio de Hugh
Leifson - e respetiva manutencao a (45+1)°C, inoculacao de uma colonia isolada em toda
a altura do meio, de baixo para cima, solidificacao imediata do meio por colocaciao dos
tubos em agua fria, incubacao a (37+1)°C por 24+4 horas e observacao final do
crescimento, sendo o resultado positivo se se verificar crescimento em todo o meio).
Deve-se registar os resultados do nimero de Staphylococcus produtores de coagulase e

Staphylococcus nao produtores de coagulase, por 100 mL.
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= N
Figura 7. Placa de MSA com 3 coldnias tipicas de Staphylococcus

spp., observadas sobre e sob a membrana, respetivamente a esquerda
e a direita.

3.6.8. Detecao de Salmonella spp.

As bactérias do género Salmonella fazem parte da familia das Enterobacteriaceae, sendo
bacilos Gram-negativos, anaerdbios facultativos e que se movem através do uso de
flagelosss:3¢. Este tipo de bactérias é um dos mais frequentemente associados a surtos de
infecGes originadas por alimentos, causando salmonelose, uma infecido do trato
gastrointestinal cujo quadro clinico se manifesta como uma gastroenterite por vezes
associada a dor de cabeca, febre e mialgias®. A salmonelose esta principalmente ligada ao
consumo de alimentos contaminados por Salmonella spp., na sua maioria produtos a
base de ovos, carne de aves e carne de porco, sendo as vias de contaminacao mais comuns
a ma higienizacao das maos, manuseamento errado dos produtos (por exemplo, ao nao
se separar carne crua de alimentos cozinhados, cozinhar-se a temperatura incorreta ou
ndo se armazenar os alimentos no frio antes e depois da sua preparacao) e contacto com

fezes de animais infetadoss3e.

No laboratério, a detecdo qualitativa de Salmonella spp. faz-se recorrendo-se as
indicagoes da norma ISO 6579-1:201737, segundo as quais a analise é faseada em quatro
etapas sucessivas: pré-enriquecimento em meio nao seletivo liquido, enriquecimento em
meio seletivo liquido, inoculacdo em meio seletivo s6lido e confirmacgao. Na primeira fase
prepara-se uma suspensao da amostra utilizando o meio PWT e incuba-se durante 18+2
horas entre 35 e 38°C (neste caso, a incubacao é a (37+1)°C). Para o enriquecimento,
transfere-se 1 mL da amostra pré enriquecida para um tubo com meio MKTTn e 0,1 mL
da mesma amostra para um tubo contendo meio RVS, incubando-se seguidamente a
(37+1)°C (para o MKTTn) ou a (41,5+1)°C (para o RVS) durante 24+3 horas. A segunda
fase corresponde a inoculacdo com uma ansa estéril das amostras enriquecidas em duas
placas: uma de XLD e outra de CHROMagar™ Salmonella Plus, incubando-se ambas a
(374£1)°C por 24+3 horas. Seguidamente seleciona-se, pelo menos, uma colénia tipica

(no XLD sao pretas com uma zona translicida ligeiramente vermelha em redor e no
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CHROMagar™ Salmonella Plus sao malva — observe-se o seu aspeto tipico na Figura
8), que se passa para o meio PCA e se incuba por mais 24+3 horas a (37£1)°C. A
confirmacao é efetuada com testes bioquimicos (através de testes API — Analytical Profile
Index, usando-se mais especificamente o teste API 32E, representado na Figura 9) e
testes serologicos (testes da presenca dos antigénios O e H de Salmonella e,
opcionalmente, de antigénios Vi). Se o resultado for negativo, pode fazer-se a selecao de

até mais quatro colonias suspeitas para confirmacao.

Figura 8. Placa de CHROMagar™
Salmonella Plus com coldnias tipicas
de Salmonella spp. Estdo assinaladas
com 1 e 2 duas coldnias isoladas.

Figura 9. Teste API 32E: conjunto de pogos com testes bioquimicos usados para
confirmacao de Salmonella spp.
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3.6.9. Detecao de Listeria monocytogenes e outras Listeria spp.

Listeria é um género de pequenos bacilos Gram-positivos, ndo formadores de esporos e
com locomocao que tem uma dimensao muito ampla, estando até ao momento descritas
28 espécies diferentesss. Estas bactérias sao ubiquas no ambiente e podem contaminar
alimentos prontos-a-comer, vegetais, carne, ovos, leite e derivados, peixe e marisco,
estando por isso inequivocamente associadas a infe¢oes transmitidas por alimentos39.
Entre as diferentes espécies, a mais preocupante em termos de perigo para a saude
publica é a Listeria monocytogenes, embora a Listeria ivanovii constitua um patdégeno
relevante em animais39. A primeira é caracterizada como um microrganismo anaerobio
facultativo, com capacidade de locomocao a temperatura entre 22 e 28°C mas nao se
conseguindo movimentar partir de 30°C, capaz de se desenvolver entre -0,4°C e 45°C
(com temperatura 6tima de crescimento de 37°C), capaz de sobreviver em ambiente com
baixa a, e num abrangente intervalo de pH (4,6-9,5)4°. A infecao transmitida por esta
bactéria denomina-se listeriose e possui uma elevada taxa de mortalidade (entre 20 e
30%), sendo especialmente perigosa em criancas, gravidas, idosos e individuos
imunocomprometidos4°. As caracteristicas inerentes a este microrganismo contribuem
para a sua capacidade de persisténcia em varios locais, como locais de producao de
alimentos, tendo-se descoberto a sua persisténcia no ambiente durante 8 semanas, facto

que ¢é agravado por mas praticas de higiene e limpeza ineficaz4°.

A analise deste tipo de bactérias é efetuada com base na norma ISO 11290-1:20174!, sendo
também dividida em quatro fases sucessivas. A primeira fase consiste no enriquecimento
primério em meio liquido seletivo com concentracao reduzida dos agentes seletivos
(meio Half-Fraser), ou seja, faz-se a suspensao inicial usando 25 g ou 25 mL de amostra,
como descrito em 3.4., usando o meio Half-Fraser e incuba-se por 25+1 horas a
(30+1)°C. A segunda fase constitui o enriquecimento secundirio em meio liquido
seletivo com concentracdo completa dos agentes seletivos (meio Fraser) e efetua-se
passando 0,1 mL da solucdo enriquecida para um tubo contendo meio Fraser,
incubando-se, seguidamente, por 24+2 horas a (37+1)°C. Na terceira fase procede-se a
inoculacao da amostra enriquecida, usando uma ansa estéril, em placas de ALOA ou
OCLA e de PALCAM, incubando-se ambas a (37+1)°C por 48+2 horas, embora se possam
retirar da estufa passadas 24 horas se ja forem evidentes colonias que se presumam ser
de L. monocytogenes ou outras Listeria spp. A tultima fase é a confirmacao, sendo
obrigatoria a realizacao de trés testes em pelo menos uma e, se necessario, em até mais
quatro colonias (as coldnias tipicas sao azul-esverdeadas com um halo circundante em
meio ALOA ou OCLA - representacao na Figura 10 — e s3o cinzentas a verdes com

centro preto e halo em PALCAM). Estes compreendem o teste de B-hemdlise em agar-
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sangue (meio Columbia), o teste da L-ramnose e o teste da D-xilose. Uma identificacao
positiva de L. monocytogenes implica um resultado positivo nos testes de B-hemolise em

agar-sangue e da L-ramnose e um resultado negativo no teste da D-xilose.

Figura 10. Placa de OCLA com coldnias
tipicas de Listeria monocytogenes.

3.6.10. Enumeracao de bolores e leveduras

Os bolores e leveduras sao muitas vezes utilizados na industria alimentar com o intuito
de conferir alguma propriedade desejavel aos produtos. Sdo também a base de muitos
casos de deterioracao de alimentos, podendo ainda ser fonte de micotoxinas toxicas e
carcinogénicas, apresentando assim um perigo elevado para a satide humana42. Quanto
as leveduras, verifica-se que estao mais adaptadas para viver em ambientes liquidos e
podem reproduzir-se com ou sem oxigénio, estando associadas a ‘deterioracao invisivel’,
isto é, a alteracdo de propriedades organoléticas como o cheiro ou o sabor. Os bolores
sao fungos filamentosos adaptados a viver em substratos solidos, com metabolismo
aerdbio obrigatorio, cujos esporos resistem a condi¢cdoes ambientais severas e que
crescem tanto em ambientes acidos como bésicos43. Estes estdo associados a uma
‘deterioracao visivel’, o que significa que é possivel observar a olho nu o seu crescimento

nos alimentos.

Para analisar este parametro no laboratorio, segue-se um método interno, baseado na
norma NP 3277-1:198744, Para este procedimento prepara-se uma suspensao inicial e
dilui¢oes necessarias da amostra em causa, inocula-se, por espalhamento com uma ansa
em L, 0,1 mL de cada solugdo para uma placa de Petri contendo o meio RB e, por fim,
incuba-se a (30+1)°C durante 1 a 3 dias. Para a enumeracao propriamente dita contam-

se as placas com até 150 colonias com morfologia de fungos e leveduras.
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3.6.11. Detecao e enumeracao de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa é uma espécie de bacilos Gram-negativos, com capacidade de
locomocgao e aerdbios facultativos que conseguem sobreviver a temperaturas entre 4 e
42°C e com temperatura 6tima de crescimento de 37°C4. O habitat natural destas
bactérias é diversificado e inclui o solo e 4guas, sendo nestas tltimas um dos indicadores
mais adequados da presenca de patogenos, para além de ser um dos contaminantes mais
comuns na producao de agua de consumo devido ao seu gene de resisténcia a
desinfetantes+. Em humanos é um patégeno oportunista, afetando muito raramente
individuos saudéveis, no entanto é problematico durante as infe¢oes uma vez que é

resistente a véarias classes de antibioticos e agentes terapéuticoss.

A detecao e enumeracao de P. aeruginosa faz-se, exclusivamente, em aguas e segue as
instrucdes explicitas na norma ISO 16266:200647. De acordo com esta norma, apos se
fazer a filtracdo da dgua através do filtro de poro 0,45 um, transfere-se a membrana para
uma placa de PS:CN e incuba-se a (36+2)°C por um total de 44+4 horas, fazendo-se a
leitura dos resultados as 22+2 e 44+4 horas. Todas as coldnias azuis-esverdeadas, com
ou sem fluorescéncia, consideram-se positivas para P. aeruginosa, nao necessitando de
confirmacao adicional (como exemplo de coldnias tipicas, observe-se a Figura 11).
Quanto aos restantes tipos de colonias, as que nao forem fluorescentes sob luz UV devem
ser testadas para a reacao da oxidase (colocacao de 2 ou 3 gotas de reagente oxidase num
papel de filtro, deposicao das colonias pelo papel usando uma ansa estéril e registo de
resultado positivo se se observar a formacao de cor roxa-azulada em 10 segundos) e se
forem oxidase-positivas devem ser testadas para a producao de fluoresceina (inoculacao
de uma placa de Nutrient Agar com as coldnias a testar, incubagao a (36+2)°C durante
2242 horas, inoculacdo da cultura que cresceu em meio King’s B, nova incubagio a
(36+2)°C durante um maximo de 5 dias com observagdo didria da producdo de
fluorescéncia e registo de resultado positivo caso a fluorescéncia seja detetada) e para a
capacidade de producao de amoénia a partir de acetamida (inoculacao de uma placa de
Nutrient Agar com as coldnias a testar, incubacdo a (36+2)°C durante 22+2 horas,
inoculacao da cultura num tubo contendo Acetamide Broth, nova incubacao a (36+2)°C
durante 22+2 horas, adicao de 1 ou 2 gotas de reagente de Nessler e registo de resultado
positivo caso se verifique o desenvolvimento de cor amarela ou vermelha). Ja nas
colonias que apresentem fluorescéncia inicialmente, apenas é necessario fazer o teste de

producao de amonia a partir de acetamida.
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Figura 11. Placa de PS:CN com col6nias
tipicas de Pseudomonas aeruginosa.

3.6.12. Enumeracao de Clostridium perfringens

Clostridium perfringens é uma espécie bacteriana Gram-positiva com metabolismo
anaerdbio obrigatorio, alguma capacidade de locomocao através do uso de fimbrias e que
consegue formar esporos+8. Estes esporos sdo muito resistentes a condigbes adversas
ambientais, tais como temperaturas elevadas, presenca de oxigénio e baixo nivel de
nutrientes4. Uma vez que as bactérias desta espécie tém grande capacidade de
resisténcia, podem habitar em ambientes muito diversos, verificando-se a sua existéncia
em solos, fezes, esgotos, alimentos e o trato intestinal de humanos e animais, sendo um
importante patégeno de humanos e gado+849. O seu carater téxico deve-se sobretudo a
capacidade de segregacao de toxinas potentes, com métodos de atuacao diversos e que

causam varias doengas4849.

A enumeracao de C. perfringens pode ser efetuada tanto em alimentos como em aguas
de consumo, no entanto, uma vez que no decorrer do estagio so6 foi feita esta anélise em
aguas, o foco residirad no método para este tipo de amostras. Para analisar C. perfringens
em aguas é seguida a norma ISO 14189:20135°: primeiramente faz-se a filtragao a vacuo
de 100 mL da amostra, usando uma membrana de poro 0,45 um; depois, transfere-se a
membrana usada para uma placa de meio TSC e incuba-se, em condi¢oes de anaerobiose,
a (44+1)°C durante 21+3 horas. As colonias caracteristicas que se desenvolverem
passado esse tempo (colonias de cor preta ou cinzenta a amarelo acastanhado — devido
a reducao de sulfito a sulfureto, que reage com o sal férrico do meio) deverado ser
submetidas a um teste de confirmagao. Este teste consiste na passagem das colénias, com
o auxilio de uma ansa, para meio Columbia, incubacdo em condicdes de anaerobiose a
(36+2)°C durante 21+3 horas e teste da fosfatase acida (passam-se as coldonias, com uma

ansa estéril, para papel de filtro, depositam-se 2 ou 3 gotas de reagente fosfatase acida e
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regista-se um resultado positivo se aparecer cor purpura em 3 minutos, conforme é

possivel verificar na Figura 12).

Figura 12. Teste da fosfatase acida com resultados positivos (setas
verdes) e negativos (setas laranja)

3.7. Os produtos e analises mais frequentes

Os produtos analisados ao longo deste estagio apresentaram muita variabilidade,
estendendo-se desde alimentos (sendo os mais comuns leites, queijos, enchidos, carnes
cruas e refeicoes ou alimentos prontos-a-comer) a esfregacos (de superficies diversas —
sobretudo de contacto com alimentos - e maos de manipuladores) e aguas (de consumo

e de piscinas).

Consoante cada tipo de produto ha um conjunto de parametros mais frequentemente
nele analisados: para leites, é habitual a enumera¢ao dos microrganismos totais a 30°C
e a detecao de Listeria monocytogenes; em queijos, enchidos e carnes cruas, as
determinacOes mais comuns sao a enumeracao de Escherichia coli e de Staphylococcus
coagulase-positiva e a detecdo de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes; 0s
parametros mais analisados em alimentos prontos-a-comer sdo a enumeracao dos
microrganismos totais a 30°C, Enterobacteriaceae, Escherichia coli e Staphylococcus
coagulase-positiva e a detecdo de Salmonella spp.; nos esfregacos, se forem de
superficies de contacto com alimentos, efetua-se a enumeracdo dos microrganismos
totais a 30°C e de Enterobacteriaceae, se forem de ralos, faz-se ainda a detecao de
Listeria monocytogenes e se forem de manipuladores, o mais adequado é a detecdo de
Staphylococcus coagulase-positiva; ja em aguas, para determinar se estdo aptas para

consumo efetua-se a enumeracao de bactérias coliformes, Escherichia coli, Enterococcus
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spp., Clostridium perfringens e microrganismos totais a 22°C, ao passo que, em aguas
de piscina, as andlises efetuadas com maior frequéncia sdo a enumeracao de bactérias
coliformes, Escherichia coli, Staphylococcus coagulase-positiva e coagulase-negativa,

Pseudomonas aeruginosa e microrganismos totais a 37°C.

3.8. Dados estatisticos das atividades desempenhadas

O trabalho laboratorial correspondente ao presente estagio curricular teve uma duracao
de cerca de 8 meses, tendo decorrido entre os dias 28 de setembro de 2023 e 10 de maio
de 2024. Durante este tempo, foi feito um elevado ntimero de ensaios analiticos numa
grande quantidade de amostras. Foi analisado um total de 3497 amostras, entre as quais
2363 eram de alimentos (67%), 238 de aguas (7%) e 896 de esfregacos de superficies e

manipuladores (26%), dados que se encontram resumidos no grafico da Figura 13.

m Alimentos

m Aguas

2363;67%

Esfregacos

Figura 13. Representacao grafica da quantidade de amostras analisadas de
cada tipo.

Nestas amostras foram determinados, ao todo, 5743 parametros (3481 em alimentos,
877 em aguas e 1385 em esfregacos), com uma distribuicio muito heterogénea. O
parametro mais vezes analisado foi a quantidade de microrganismos totais, com um total
de 2391 enumeracoes (1800 em alimentos, 124 em aguas e 467 em esfregacos).
Relativamente aos restantes parametros, efetuaram-se 545 enumeracoes de
Enterobacteriaceae (99 em alimentos e 446 em esfregacos), 249 de bactérias coliformes
(2 em alimentos e 247 em aguas), 829 de Escherichia coli (535 em alimentos, 247 em
éguas e 47 em esfregacos), 150 de Enterococcus em aguas, 591 de Staphylococcus spp.
(237 de Staphylococcus coagulase-positiva em alimentos, 11 de Staphylococcus
coagulase-positiva e coagulase-negativa em aguas e 343 de Staphylococcus coagulase-

positiva em esfregacos), 287 dete¢oes de Salmonella spp. em alimentos, 552 de Listeria
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monocytogenes (470 em alimentos e 82 em esfregacos), 51 enumeracoes de bolores e
leveduras em alimentos, 12 de Pseudomonas aeruginosa em aguas e 86 de Clostridium
perfringens, também em 4guas. Esta informacdo encontra-se representada, de forma

resumida, no grafico correspondente a Figura 14.

12; 0% 86; 2%

51;1%

B Microrganismos totais

m Enterobacteriaceae

= Bactérias coliformes

w Escherichia coli

m Enterococecus spp.

m Staphylococeus spp.

m Salmonella spp.

m Listeria monocytogenes
m Bolores e leveduras

m Pseudomonas aeruginosa

m Clostridium perfringens
249; 4%

Figura 14. Representacdo grafica do nimero de determinacdes analiticas
efetuadas e respetiva distribui¢do por cada parametro.
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4. Estudo — Analise da presenca de
Escherichia coli em queijos e aguas de

consumao

4.1. Objetivos

Neste estudo pretendeu-se avaliar a presenca de bactérias da espécie Escherichia coli em
dois tipos de amostras muito comummente analisadas no laboratoério: queijos e aguas de
consumo. Quanto aos queijos o objetivo foi determinar a presenca da bactéria
mencionada em amostras recebidas, ao longo de quatro meses, de uma queijaria da
regido, a fim de que o produtor pudesse otimizar o processo de pasteurizacao utilizado
na fase de producao do queijo e controlar o nivel de higienizagao. Nas aguas a finalidade
principal foi a detecdo e determinacao do teor de E. coli e outras bactérias coliformes em
aguas recolhidas em furos de individuos particulares da regiao da Beira Interior, de modo

a ter uma medida estatistica do seu nivel de contaminacao.

4.2. Introducao

A Escherichia coli é uma das espécies de microrganismos mais pesquisadas e estudadas
no mundo cientifico, sendo usada como microrganismo modelo em varios estudos
devido a sua adaptabilidade, necessidade minima de nutrientes, rapido ritmo de
crescimento e genética bem estabelecidas'. Esta constitui uma espécie de pequenos
bacilos Gram-negativos de pontas arredondadas, que podem tomar a forma de cocos no
interior do corpo e geralmente aparecem de modo singular, surgindo ocasionalmente em
pares2s. A E. coli é um tipo ubiquo de bactérias, estando presente numa elevada
diversidade de locais, entre alimentos, agua, solos e o intestino de seres humanos e
animais, sendo neste altimo caso, geralmente, in6cua e desempenhando um papel fulcral
no sistema digestivos2. Para além da sua faceta benéfica, a E. coli é um patogeno
oportunista responsavel por numerosas doencas, tanto gastrointestinais como de outros
tipos, entre as quais se podem destacar a diarreia, enterite, bacteremia e infecoes
urinariasss. As estirpes de E. coli diarreicas sdo ainda os patdgenos bacterianos mais
comuns no mundo, e sao classificadas em seis categorias diferentes, tendo em conta as
caracteristicas clinicas, epidemioldgicas, e de viruléncia: E. coli enteropatogénica (causa
colibacilose — uma infecao aguda intestinal — principalmente em criancas até um ano de

idade), E. coli enteroagregativa (caracterizada por um padrao de adesao agregativo,
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devido a fatores de aderéncia agregativos), E. coli difusamente aderente (caracterizada
por possuir um padrao de adesao difuso, devido aos genes de adesina Afa/Dr), E. coli
enterotoxigénica (causa infecoes semelhantes a colera, especialmente em paises de clima
quente e higiene precaria), E. coli enteroinvasiva (causa enterocolite com progressao
semelhante a disenteria) e E. coli enterohemorragica (também causa colibacilose
principalmente em criangas, com possibilidade de desenvolvimento de um quadro de
sangue e pus nas fezes em casos mais severos)2>54. A via de transmissao de E. coli é
sobretudo fecal-oral, ou seja, h4 uma grande prevaléncia de infecoes causadas pela
ingestao de alimentos ou 4guas contaminados, podendo, todavia, ser transmitida de

pessoa para pessoaZz3.

Face ao perigo que as doencas causadas por E. coli podera significar para a satide, para
além da prevaléncia desta bactéria e da via principal de transmissao, é fundamental que
se facam estudos sobre a mesma em produtos destinados ao consumo humano, neste
caso alimentos e aguas. Pelos motivos elencados, foram escolhidos para este estudo dois
tipos de amostra em que este microrganismo podera estar frequentemente presente,
para além de serem de andlise muito regular no laboratério, constituindo uma boa

populacao de amostras.

O queijo é um produto alimenticio caracterizado por uma instabilidade prépria, devido
ao facto de ser bioldgica e bioquimicamente dinamico, e cuja seguranca para o
consumidor depende de varios fatores, como, por exemplo, a qualidade microbiologica
do leite utilizado, a taxa e grau de acidificacao durante o processo de fabrico, a atividade
da 4gua (aw) do produto acabado e, para queijos que usam leite tratado termicamente, a
eficiéncia da pasteurizacgio do leitess. Para além de contaminacao direta no fabrico, esta
também pode ocorrer em eventos de contaminacao cruzada durante o processamento,
no ambiente de venda ou em ambiente domésticos®. As maos dos trabalhadores e o
manuseamento incorreto sao, muitas vezes, a fonte de contaminacao do queijo, sendo
também comum a persisténcia de microrganismos que, devido a sua capacidade de
formacao de biofilme, aderem a superficies e utensilios que nao sao corretamente
higienizadoss®. Um desses microrganismos é a E. coli que, apesar de nao ser um
parametro de avaliacdo da seguranca/perigo para a saide do queijo, é, segundo o
Regulamento (CE) N.° 2073/2005 da Comissao de 15 de Novembro de 2005 relativo a
critérios microbiolégicos aplicaveis aos géneros alimenticios, um indicador do nivel de
higiene do processo, sendo obrigatéria a sua analise peridédica nos queijos disponiveis

para venda que sejam produzidos a partir de leite submetido a tratamento térmico24.
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Relativamente as aguas destinadas ao consumo humano, para serem seguras para
pessoas e animais, deverao ser totalmente livres de agentes patogénicos, caso contrario
aumentam a incidéncia de diversas doencass’. Os impactos das infe¢oes decorrentes do
consumo de 4gua contaminada sao mais preocupantes nos paises em desenvolvimento,
devido ao fornecimento irregular de agua, alto nivel de poluicao da mesma e falta de
infraestruturas que garantam a higienes®, ainda que possam também ocorrer, embora
em menor nimero, em paises desenvolvidos. A E. coli é considerada o melhor indicador
na monitorizacao da poluicao da dgua, sendo usado ha varias décadas, uma vez que esta
presente nas fezes dos mamiferos e consegue persistir na 4gua durante 4 a 12 semanass’.
Esta espécie de bactérias, entre outros tipos de coliformes que também sao usados como
indicadores de contaminacao, pode chegar as aguas devido ao mau funcionamento de
sistemas de esgotos e drenagem, escoamento de agua de locais de criacao de gado ou
tratados com excrementos de animais ou devido a vida selvagem existente no localso.
Verifica-se também a crescente e recente contaminacao de agua com estirpes bacterianas
resistentes a antibioticos, incluindo estirpes de E. coli, o que dificulta tanto o tratamento
das infecGes como a desinfecdo da agua®c. Pelas razoes descritas, somos hoje levados,
para além do uso de desinfetantes quimicos, a aplicar técnicas adicionais para a eficaz
eliminacao deste microrganismo, como a utilizacao de radiacao ultravioleta, técnicas de
oxidacao de superficie por plasma ou técnicas inovadoras, como o uso de fagos ou

oxidantes como o bromo, cloro e permanganato de potassioss.

4.3. Métodos

4.3.1. Analise de E. coli em queijos

Todas as amostras foram recolhidas na queijaria em estudo, sendo transportadas em
malas térmicas e recebidas no laboratoério, onde ficaram armazenadas a (5+3)°C até ao
momento da analise microbiologica propriamente dita. Esta andlise foi feita segundo a
norma ISO 16649-2:2001%7, ou seja, resumidamente, pesou-se cerca de 25 g de cada
amostra para um saco de plastico proprio para Stomacher e adicionou-se citrato (Merck,
Alemanha) em concentracao 20 g/L, num volume adequado a obtencdo da diluicao
inicial, conforme descrito na norma ISO 6887-1:2017". Seguiu-se o processamento dessa
suspensao no equipamento Stomacher e posterior incorporacao de 1 mL da suspensao
em meio TBX (VWR Chemicals, Bélgica). Apos a solidificacao do mesmo, as placas
incubaram a (37+1)°C por 4h, periodo apo6s o qual foram transferidas para a estufa de
temperatura (44+0,5)°C, onde incubaram por 18 a 24h. No final fez-se a contagem das

colbnias azuis (se incontaveis, procedeu-se a diluicoes sucessivas, de modo a obter placas
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com um numero de coldénias de contagem possivel), traduzindo-se a mesma para

concentracao de E. coli na amostra através da expressao (3), apresentada a seguir.

La (3)

= V(n1+0,1n2)d
Legenda:

N — numero de UFC de Escherichia coli presentes na amostra, por grama;

Y. a — somatorio das UFC das placas correspondentes a duas dilui¢des sucessivas, quando
efetuadas, ou contagem na placa obtida, quando efetuada apenas uma dilui¢ao;

V — volume do inéculo, em mL, incorporado em cada placa;

n, — nimero de placas correspondentes a primeira diluicao;

n, — namero de placas correspondentes a segunda diluicao (caso nao exista, n, = 0);

d — fator de diluicao correspondente a primeira diluicao utilizada.

Para interpretar os resultados obtidos recorreu-se a Tabela 1, semelhante a usada por
Praca e colaboradores®* e baseada nos valores correspondentes aos queijos fabricados
com leite ou soro de leite que tenha sido submetido a tratamento térmico, que constam
do Regulamento (CE) N.° 2073/2005 da Comissao de 15 de Novembro de 2005 relativo

a critérios microbioldgicos aplicaveis aos géneros alimenticios24.

Tabela 1. Critérios para a interpretacdo dos resultados microbiologicos obtidos em cada amostra,
relativamente a quantidade de E. coli presente

Parametro indicador Interpretacao
Satisfatorio No limite Insatisfatério
E. coli <10 UFC/g 10 — 100 UFC/g > 100 UFC/g

4.3.2. Analise de E. coli em aguas de consumo

A recolha das amostras de agua em frascos estéreis adequados foi da responsabilidade
de cada requisitante, tendo sido recebidas e analisadas imediatamente ou, quando
necessario, armazenadas a (5+3)°C até ao momento da analise microbiologica
propriamente dita. Esta baseou-se na norma ISO 9308-1:201422, comecando-se por
filtrar a vacuo 100 mL de cada amostra através de um filtro com um didmetro de poro de
0,45 um, transferindo-se de seguida o filtro para uma placa contendo CCA (Oxoid, Reino
Unido), assegurando a inexisténcia de bolhas entre o filtro e o meio, e incubando-se cada
placa invertida na estufa programada a (37+1)°C por 21 a 24h. Apods esse tempo fez-se a
contagem das colonias azuis, correspondentes a UFC de E. coli (nao carecem de
confirmacao), e das colonias rosa, correspondentes a outras bactérias coliformes. Estas

altimas, apo6s serem transferidas com o auxilio de uma ansa estéril para placas de PCA e

36



Relatorio de Estagio Curricular: Laboratério BR — Analises Ambientais e Alimentares,

Lda.

incubadas por mais 24h a (37+1)°C, foram confirmadas através do teste da oxidase,

utilizando fitas de teste comerciais (Liofilchem, Italia). Consideraram-se positivas para

colonias de bactérias coliformes todas as cujo resultado no teste da oxidase se revelou

negativo.

4.4. Resultados

4.4.1. Analise de E. coli em queijos

De um total de 222 amostras analisadas, 72 eram de queijo de vaca e ovelha simples, 46

de queijo de vaca e ovelha apimentado, 66 de queijo de vaca e ovelha com especiarias, 7

de queijo de vaca e ovelha picante e 31 de queijo de vaca, ovelha e cabra (“Mistura”).

Estas foram sendo recebidas no laboratorio ao longo de 4 meses, distribuindo-se pelos

dias conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Distribui¢do das amostras correspondentes aos varios tipos de queijo pelos dias em que foram
recebidas no laboratério

Data Simples Apimentado Especiarias Picante Mistura Total
3 janeiro 3 1 1 0 0 5
5 janeiro 3 2 3 0 2 10
12 janeiro 3 2 3 o] 2 10
16 janeiro 1 1 2 0 2 6
19 janeiro 2 2 2 0 1 7
23 janeiro 4 3 4 0 1 12
26 janeiro 5 1 2 0 (o]
30 janeiro 2 2 2 1 1
2 fevereiro 7 4 7 3 1 22
6 fevereiro 4 1 1 0 0
9 fevereiro 4 2 2 0 0
15 fevereiro 3 2 4 0 2 11
16 fevereiro 2 1 2 0 1
23 fevereiro 2 1 2 0 1 6
27 fevereiro 3 3 4 1 2 13
1 margo 2 2 2 2 (o] 8
5 margo 1 1 3 o 2 7
12 margo 1 1 2 o] 2 6
15 marco 3 2 3 0 1 9
26 margo 2 2 2 o] 2 8
2 abril 6 2 2 o] 2 12
5 abril 2 2 2 o] 1 7
9 abril 1 1 3 o 2 7
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Tabela 2 (continuacao). Distribuicdo das amostras correspondentes aos varios tipos de queijo pelos dias
em que foram recebidas no laboratério

16 abril 2 1 1 o] o] 4
18 abril 3 3 1 0 1
23 abril 1 1 4 0 2

Dos queijos analisados verificou-se que, em 45, foi detetada Escherichia coli em
concentracdo superior a 10 UFC/g, o que representa 20% das amostras. Em 29 desses
queijos estava presente E. coli em concentracao entre 10 e 100 UFC/g, representando
13% das amostras, e os restantes 16, constituindo 7% das amostras, tinham uma
concentracdo desta bactéria superior a 100 UFC/g. No grafico correspondente a Figura
15 encontram-se resumidos estes resultados, para além da contabilizacdo de amostras

de cada tipo de queijo nas quais se detetou E. coli em quantidade superior a 10 UFC/g.

-7 Simples

- 4 Apimentados
- 5 Simples - 5 Especiarias
- 11 Apimentados
- 9 Especiarias
-1 Picante
- 3 Mistura

<10 UFC/g

10-100 UFC/g
> 100 UFC/g

Figura 15. Gréafico da distribui¢do dos queijos analisados quanto a concentracdo de
Escherichia coli

No gréafico apresentado de seguida (Figura 16), encontra-se representada a evolucao ao
longo dos 4 meses da percentagem de queijos, relativamente a todos queijos analisados
no dia respetivo, que apresentam niveis de E. coli superiores a 10 UFC/g, niveis entre 10

e 100 UFC/g e niveis superiores a 100 UFC/g.
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Figura 16. Evolucdo da percentagem de queijos cujos niveis de E. coli sdo,
respetivamente, superiores a 10 UFC/g, se situam entre 10 e 100 UFC/g e sao
superiores a 100 UFC/g

Seguidamente apresentam-se os graficos da evolucao dos parametros anteriores para

cada um dos tipos de queijo: o simples, o apimentado, e de especiarias, o picante e o de

mistura (Figuras 17 a 21).
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Figura 17. Evolucao da percentagem de queijos simples cujos niveis de E. coli sdo,
respetivamente, superiores a 10 UFC/g, se situam entre 10 e 100 UFC/g e sao
superiores a 100 UFC/g
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Figura 18. Evolucdo da percentagem de queijos apimentados cujos niveis de E.
coli sdo, respetivamente, superiores a 10 UFC/g, se situam entre 10 e 100 UFC/g e
sdo superiores a 100 UFC/g
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Figura 19. Evolucao da percentagem de queijos de especiarias cujos niveis de E.
coli sdo, respetivamente, superiores a 10 UFC/g, se situam entre 10 e 100 UFC/ge
sdo superiores a 100 UFC/g
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Figura 20. Evolucdo da percentagem de queijos picantes cujos niveis de E. coli

sdo, respetivamente, superiores a 10 UFC/g, se situam entre 10 e 100 UFC/g e sao
superiores a 100 UFC/g
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Figura 21. Evolugio da percentagem de queijos de mistura cujos niveis de E. coli

sdo, respetivamente, superiores a 10 UFC/g, se situam entre 10 e 100 UFC/g e sao

superiores a 100 UFC/g

4.4.2. Analise de E. coli em aguas de consumo

Para esta parte do estudo foram analisadas, ao todo, 63 aguas destinadas ao consumo
humano, todas recolhidas na regiao da Beira Interior entre os dias 9 de janeiro e 23 de
abril. Em 34 dessas amostras, representando 54% do universo de estudo, nao se verificou
qualquer contaminacdo por bactérias coliformes. Quanto as restantes 29, todas
apresentavam esse tipo de contaminacao, sendo que em 12 delas se detetou, para além
de outros tipos de coliformes, a presenca de E. coli. A Figura 22 traduz o resumo dos

resultados descritos.

Aguas sem coliformes

®m Aguas com E. coli

Aguas apenas com
coliformes néo E. coli

Figura 22. Grafico da contabilizagio das 4guas analisadas quanto a presenca de E. coli
e outras bactérias coliformes
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A Tabela 3 mostra o nivel de contaminacdo de cada uma das 4guas em que se obteve
um resultado positivo para a presenca de bactérias coliformes, medida em ntimero de
UFC/100 mL de cada tipo de bactéria, sendo os resultados ordenados e numerados do

maior para o menor nimero de colonias de coliformes que cresceram na placa de CCA.

Tabela 3. Nivel de contaminacdo das aguas analisadas, em termos de

quantidade de coliformes totais e de E. coli
Agua Coliformes (UFC/100 mL) E. coli (UFC/100 mL)
1 >80 >80
2 >80 54
3 >80 2
4 >80 1
5 73 0]
6 66 3
7 64 o
8 61 0]
9 60 2
10 53 o}
11 49 0
12 48 35
13 34 0
14 32 o}
15 24 0
16 24 o}
17 23 10
18 20 1
19 18 o
20 15 o}
21 13 1
22 13 0
23 10 0
24 9 0
25 8 2
26 7 2
27 6 0o
28 5 o
29 4 0
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4.5. Discussao
Relativamente a primeira parte deste estudo, a analise de E. coli em queijos, foi efetuada
a monitorizacdo ao longo do tempo do nivel de contaminacdo por esta bactéria nos
queijos provenientes de uma so6 queijaria. Esta informacao é 1til para o fabricante uma
vez que é um parametro usado na fase de teste do produto que mede a eficiéncia da
higienizacao do processo de fabrico, sendo por isso usado para adotar ou nao medidas
de higiene mais rigorosas em pontos criticos. Um destes pontos é a fase de pasteurizacao
do leite usado no fabrico destes queijos, o que explica o facto de a informacao constante
das analises ter sido utilizada para otimizar as condi¢oes desse tratamento térmico. O
objetivo principal do estudo foi acompanhar os resultados das anélises com a finalidade
de demonstrar se essa otimizacdo teria sido verdadeiramente eficaz. Como objetivo
adicional, e uma vez que na empresa em causa sao fabricadas diversas variedades de
queijo, pretendeu-se averiguar para qual dessas variedades a linha de producao é mais

problematica.

Como seria esperado e desejavel, através da analise da Figura 15 verifica-se que a
grande maioria dos queijos analisados (80%) nao apresentou sinais visiveis de
contaminacao por E. coli (concentracao inferior a 10 UFC/g). Ja a segunda maior fatia
da populacao de amostras (13%) corresponde a queijos com valores de contaminacao por
este microrganismo no limite do considerado satisfatorio de acordo com a legislagcdo em
vigor (concentracao entre 10 e 100 UFC/g), o que, apesar de ndo ser muito problematico
caso o produto fosse colocado a venda nessas condicGes, é caso para redobrar a atencao
a higiene no processo produtivo. As amostras cujo resultado traduziu uma quantidade
de E. coli superior a 100 UFC/g, sao consideradas insatisfatérias de acordo com a
legislacao e, apesar de serem uma minoria (7%), a maior atencdo no controlo da

producao foi consequéncia da ocorréncia das analises destas mesmas amostras.

Por anélise da Figura 16 observa-se que, relativamente ao primeiro més de analises, na
maior parte dos dias (a exce¢do foi 26 de janeiro, em que a contagem de E. coli foi igual
a zero para todos os queijos), 50% ou mais das amostras analisadas em cada dia
manifestaram a presenca de E. coli em quantidade superior a 10 UFC/g, sendo, portanto,
insatisfatorias ou estando no limite dos valores aceitaveis. Apesar de, na maioria das
vezes, a quantidade de queijos no limite aceitavel ser superior aos queijos classificados
como insatisfatorios, este més foi sem davida o mais preocupante em termos de namero
de queijos desta ultima categoria. Ao considerarmos janeiro o ponto de partida, este facto
era algo expectavel e significa que se teve de comecar imediatamente a tomar medidas

ao nivel da higiene. O resultado dessas medidas é bem visivel logo a partir do dia 30 de
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janeiro, em que ja ndo existiam amostras insatisfatérias, apesar de amostras com valores
no limite ainda constituirem a maioria. Do segundo més até ao fim do estudo, os
resultados mantiveram-se sensivelmente razoaveis, ja que a maior parte dos dias nao se
analisaram amostras que nao fossem satisfatorias quanto a presenca de E. coli. Todavia
ainda se registaram dois picos na quantidade deste tipo de amostras, nomeadamente a
27 de fevereiro e de 15 de marco a 2 de abril., apesar de serem ‘pequenos picos’, isto é, a
quantidade destas amostras foi bastante mais baixa, quando comparada com
quantidades registadas no inicio do estudo. Para além disso, note-se que, nos ultimos 5
dias de anélises todas elas resultaram em classificagcoes satisfatorias, logo pode, em
principio, induzir-se que as condi¢oes de higiene estao bem controladas. Porém, para se
ter a certeza deste facto, assegurando assim a qualidade e seguranca do queijo produzido,

deve continuar a analisar-se este parametro por mais tempo.

Quanto ao estudo diferencial consoante a variedade de queijo (Figuras 17-21),
verificou-se que, para cada uma delas, a evolugao temporal da quantidade de E. coli
detetada foi bastante semelhante a verificada no estudo das amostras como um tipo
unico, sobretudo no que diz respeito ao facto de o primeiro més ser o mais problematico
em termos de quantidade de amostras insatisfatérias ou no limite. As variedades mais
preocupantes sdo, indubitavelmente, as de queijo simples e apimentado. Estas, para
além de terem multiplos picos de amostras insatisfatérias e no limite aceitavel no
primeiro més, estes eram bastante acentuados, tendo sido ainda as tnicas variedades
que apresentaram picos consideraveis depois do primeiro més. Em comparacdo se
acresce que, entre ambas, aquela a cuja linha de producao se devera dar uma atencao
superior no futuro sera a do queijo apimentado, visto que foi a que registou uma amostra
com resultado insatisfatério mais perto do fim do estudo. A explicacdo para este facto
reside no modo como é produzido este tipo de queijo — a partir de queijo simples, ha um
passo adicional no processo, que corresponde ao revestimento do queijo em pimentao,
passo esse que é feito manualmente e constitui uma etapa adicional de possivel
contaminacdo. Para as restantes variedades, a analise dos graficos respetivos revela que
foram as que resultaram num mais eficaz controlo higiénico da producao, visto que todas
as amostras depois do primeiro més (depois de 2 de fevereiro para o queijo de
especiarias) se traduziram em resultados satisfatérios. E de ressalvar que no caso do
queijo da variedade picante, o nimero de dias de analise foi muito baixo, logo o resultado
nao € tao fiavel como os anteriormente discutidos. Recomendaria um estudo mais longo

para esta variedade de queijo antes de se iniciar a sua comercializacao.

Na segunda vertente do presente estudo, a analise de E. coli em aguas de consumo,

pretendeu-se aprofundar o conhecimento sobre esta bactéria, alargando a investigacao
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sobre a mesma a outra das amostras cuja analise é mais comum neste laboratério. O
objetivo principal foi averiguar a extensdo da sua presenca em aguas de clientes
particulares da regiao da Beira Interior, averiguando a qualidade das mesmas. O estudo
estendeu-se ainda a outras bactérias coliformes, uma vez que também sao uma medida

da contaminacao da 4gua, para além de que a anélise ¢ feita em simultaneo.

Observa-se na Figura 22 que, das 63 amostras analisadas, 34 (54%) nao apresentavam
contaminacdo por bactérias coliformes. Este nimero, apesar de constituir mais de
metade das amostras, é ainda assim uma percentagem bastante pequena. As restantes
amostras continham coliformes, e sdo todas exemplos de nao conformidade com a
legislacao em vigor quanto a aguas de consumo, segundo o Decreto-Lei n.° 69/2023 de
21 de agosto, o qual define que as aguas destinadas ao consumo humano deverao ter
valores iguais a zero tanto para a anélise dos coliformes totais como para a analise de E.

colizs.

Abactéria em foco neste estudo estava presente em 12 das 4guas analisadas, constituindo
19% das amostras. Este € um nimero consideravel, tendo em conta o perigo que esta
bactéria pode significar a nivel da satide, nomeadamente a nivel das doencas que afetam
o trato gastrointestinal. Caso os requisitantes pretendam consumir estas aguas, devem
tomar medidas no sentido de eliminar a presenca deste tipo de bactérias, como o uso de
desinfetantes, utilizacdo de radiacdo ultravioleta e oxidacdo de superficie por plasma,
podendo ainda ser testadas as novas abordagens, como o uso de fagos ou oxidantes. Os
casos mais preocupantes sao aqueles cuja contagem de coldnias é incontavel para algum
dos parametros (amostras 1 a 4 da tabela 3), devendo por isso ser alvo de atencdo

imediata.

Este estudo é bastante limitado tanto a nivel do nimero de 4guas analisadas, como do
tipo de amostragem, que se baseou nas amostras que chegavam ao laboratério a pedido
dos respetivos clientes, pelo que os resultados nao deverdo ser generalizados para
retratar fielmente a qualidade das aguas da regido. Para além disso, as amostras
deveriam ter sido repetidas para eliminar a probabilidade de erros de anéilise ou fatores
ambientais transitérios que influenciassem os resultados. Contudo se considerarmos
apenas os resultados obtidos, verificamos que ha uma probabilidade consideravel de
encontrar bactérias coliformes, entre elas E. coli, em aguas provenientes de furos. Por
esta razao, sera aconselhado a quem possuir uma fonte de agua nao conectada a rede de
distribuicdo que pretenda utilizar para consumir, efetuar analises a mesma e tomar as
medidas necessarias para nao correr riscos de saiide desnecessarios. Seria ainda til fazer

um estudo futuro mais abrangente da contaminacao por E. coli das aguas desta regiao,
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com um numero de amostras mais numeroso e recolhido metodicamente, alargando

também a amostras de 4gua recolhidas em varios pontos do sistema de distribuicao.

4.6. Conclusao

Este estudo permitiu uma maior compreensao acerca das caracteristicas e prevaléncia da
E. coli. Verificou-se que esta bactéria é bastante util na avaliacdo das condicoes de
higiene e de contaminacio fecal e foi com sucesso utilizada no controlo da higienizacao
do processo de producao de queijos de uma queijaria, para além de avaliar o nivel de
contaminacdo de aguas recolhidas em furos da regidao. Tendo em conta os efeitos
adversos que a presenca deste microrganismo significa em diversos aspetos, devera
continuar a ser estudado, de um modo mais alargado, tanto ao nivel de queijos e outros
alimentos como em aguas nao tratadas, cuja utilizacdo ainda tem uma grande
prevaléncia na nossa regido, e aguas disponiveis para consumo, de modo a garantir a

seguranca e saude dos consumidores.
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5. Conclusoes

Considero que o estagio curricular retratado no presente relatorio foi uma experiéncia
com inimeros pontos positivos. Este permitiu-me explorar um pouco o contexto de uma
das areas relacionadas com Bioquimica que mais me apaixona, a Microbiologia, sendo
que, para além de me dar uma perspetiva mais informada de como esta tem utilidade no
mundo real como parte integrante do controlo de qualidade e seguranca de alimentos e
aguas, permitiu-me aprofundar e aplicar muitos dos conhecimentos adquiridos ao longo

da licenciatura e do mestrado.

Durante o meu trabalho como estagiiria no laboratério BR — Anélises Ambientais e
Alimentares, Lda., tive a oportunidade de realizar um grande namero de ensaios
analiticos microbiologicos, no inicio de forma orientada e, com o passar do tempo, de
forma completamente autobnoma. Além disso, percebi ainda como os dados provenientes
de um laboratorio de analises deste tipo podem contribuir para estudos relevantes, tendo
conseguido efetuar um estudo focado na bactéria Escherichia coli aplicado a duas
vertentes: a sua presenca em alimentos (para o caso, queijos) e em aguas de consumo.
Para além do trabalho em si, foi-me ainda possivel adquirir competéncias interpessoais
através do contacto com a equipa, a0 mesmo tempo que passei a compreender a
mecanica de funcionamento e o ambiente vivido num laboratério profissional. Como
consequéncia de tudo isto, creio que os objetivos de ganhar boas bases para a minha

futura carreira profissional nesta area foram cumpridos com sucesso.

O presente relatério representa o culminar, ndo s6 do estagio curricular decorrido
durante os ultimos 8 meses, mas do meu percurso no mestrado em Bioquimica,
representando a0 mesmo tempo um novo comeco, uma partida para o mundo

profissional, para o qual me sinto hoje mais preparada.
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