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A Salmonella spp. é uma bactéria ubiquitaria, responsavel por causar a salmonelose, a segunda

zoonose mais comumente encontrada na Uniao Europeia.

O estagio teve como principais objetivos, integrar conhecimentos e competéncias em diversas
metodologias na vertente de Saude Publica num laboratdrio de Microbiologia, e realizar andlises
microbioldgicas a alimentos por métodos analiticos acreditados. No estudo de caso, foi determinar
a frequéncia de Salmonella spp. em alimentos (crus e cozinhados) provenientes de Portugal

Continental e Regiao Auténoma da Madeira no ano 2021.

Realizou-se um estudo descritivo e transversal, dos registos de dados de pesquisa de Saimonella
spp. em alimentos no ano 2021 provenientes de Portugal. Os registos dos resultados foram

divididos em 2 grupos pelo peso analisado e consoante o seu conteudo, segundo a IS0 6579-1:2017.

Foram analisados 7147 registos de resultados de amostras de alimentos, das quais 112 obtiveram
resultado positivo para Salmonella spp. por PCR em tempo real. Todas as 112 amostras foram

confirmadas como positivas pelo método cultural.

A relevancia da auséncia de Salmonella spp. nos produtos alimentares estd relacionada com as
medidas de prevencao e controlo adotadas no ambito dos procedimentos alimentares, pois a sua

presenca é um dos principais riscos em contexto de seguranca alimentar.

Palavras-chave: Satide Piblica; Alimentos; Salmonella; PCR; Contaminagao Alimentar.



Abstract

Salmonella spp. is a ubiquitous bacterium responsible for causing salmonellosis, the second most

commonly zoonosis found in the European Union.

The main objectives of the internship were to integrate knowledge and skills in various
methodologies in the field of Public Health in a Microbiology laboratory, and to carry out
microbiological analyzes of foods by accredited analytical methods. In the case study, was to
determine the frequency of Salmonella spp. in food (raw and cooked) from Mainland Portugal and

Autonomous Region of Madeira in the year 2021.

A cross-sectional study was carried out, from Portugal records of Salmonellaspp.infoodinthe year
2021. The results records were divided into 2 groups by the analyzed weight and according to their
content, according to ISO 6579-1:2017.

7147 food sample result records were analyzed, of which 112 were positive for Salmonella spp. by

real-time PCR. All 112 samples were confirmed positive by the culture method.

The relevance of the absence of Salmonella spp. in food products is related to the prevention and
control measures adopted within the scope of food procedures, as its presence is one of the main

risks in the context of food safety.

Keywords: Public Health; Food; Salmonella; PCR; Food Contamination.
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Capitulo | — Estagio

O presente relatdrio surge no ambito da unidade curricular Estdgio, para obtencao do grau de Mestre em
Andlises Clinicas e Satide Publica (ACSP), na drea de especializagcdo em Microbiologia e Satide Publica, na

Escola Superior de Satide do Instituto Politécnico do Porto (ESS|P.Porto).

Este relatdrio é constituido por duas partes. A primeira consiste no relato das atividades desenvolvidas
durante o estagio numa empresa de referéncia na drea da Saude Publica e a segunda na descri¢ao do
estudo de caso, em que é realizado o enquadramento tedrico sobre a Salmonella spp. e a discussao dos
registos de resultados das andlises referentes a pesquisa de Salmonella spp. segundo a International
Organization for Standardization (ISO) 6579-1:2017 (1), de todas as amostras alimentares rececionadas
no laboratdrio de Microbiologia durante o periodo de 1de janeiro a 31 de dezembro de 2021, provenientes

de Portugal Continental e Regiao Auténoma da Madeira.

1. Contextualizacao do estagio

0 estdgio curricular realizou-se na Biogerm SA (Maia, Portugal), laboratdrio de referéncia na drea da Satide
Publica, onde sao realizadas analises microbioldgicas e quimicas no controlo da qualidade alimentar,
aguas e ambiente, contemplando as mais recentes e avangadas metodologias — ensaios comAcreditacao.
Apresenta vdrios setores: laboratdrio de Microbiologia que esta dividido em dguas e alimentos; laboratdrio
de Biologia Molecular e sala das confirmacoes. Os laboratdrios da Biogerm estao sob coordenacao do
Diretor Técnico Dr. Antdnio Augusto Araujo. Este estdgio incidiu mais sobre o laboratdrio de Microbiologia

de aguas e alimentos, que decorreu no periodo de 3 de novembro de 2021a 25 de janeiro de 2022.

2. Obijetivos

Este estdgio curricular contribuiu para compreender melhor o funcionamento e a dinamica de um
laboratdrio acreditado na vertente de Microbiologia em Satde Publica.

Assim, teve como principais objetivos:

- Integrar conhecimentos e competéncias em diversas metodologias na vertente em Satde Publica em

particular na area da Microbiologia alimentar;
- Desenvolver a capacidade de trabalho em equipa num laboratdrio de Microbiologia;

- Acompanhar todo o processo desde a recolha/rececdo, manuseamento e andlise microbiolégica de

amostras através de métodos analiticos acreditados segundo a ISO 6579-1:2017,;



- Realizar metodologias de detecao por Polimerase Chain Reaction (PCR em tempo real) e confirmagao

por método cultural, na pesquisa de Salmonella spp. em diferentes alimentos (crus e cozinhados).

3. Atividades desenvolvidas

Neste estagio curricular observei e realizei diversas atividades, tais como:
- Recolha de amostras supervisionada por uma Técnica acreditada;
- Rececao de amostras;

- Aplicacao de técnicas de sementeira: sementeira por incorporacao, sementeira por espalhamento a

superficie e sementeira por filtragao;

- Reconhecimento de diferentes tipos de meios de cultura para a drea de diagndstico e as respetivas

condicoes de tempo de incubacao e de temperatura;

- Utilizacao de diferentes kits de extracao e detecao de ADN e PCR em tempo real para a pesquisa de
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, E. coli 0157, Legionella spp., Legionella pneumophila,

Campylobacter spp., Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus, Vibrio parahaemolyticus e SARS-CoV-2 RNA.

- Andlises microbioldgicas a dguas, alimentos, residuos hospitalares, bancadas, utensilios e ar no
laboratdrio de Microbiologia. Todas as andlises microbioldgicas consistem na realizacao do exame
cultural - semear a amostra num meio de cultura apropriado e fornecer as condi¢oes necessdrias ao
crescimento in vitro dos microrganismos nela presentes, tendo como objetivo a andlise e interpretagao do

crescimento microbiano em unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC/mL).

Contudo, o meu estagio teve como foco de aprendizagem a Microbiologia dos alimentos, mais
concretamente a pesquisa de Salmonella spp. (ISO 6579-1:2017), permitindo adquirir conhecimentos e

competéncias mais consolidadas nesta drea.
3.1.1. Analises Microbiolégicas de Aguas

Neste setor sao analisados, microbiologicamente, diferentes tipos de dguas: aguas para consumo
tratadas e nao tratadas, aguas de piscina, dguas termais, dguas de nascentes, dguas de processo e dguas

de mergulho, entre outras.

Os parametros microbiolégicos mais requisitados sao a pesquisa de Legionella pneumophila, pesquisa e
contagem de Legionella spp., contagem de microrganismos vidveis a 22°C, 30°C e 37°C, contagem de
Clostridium perfringens, bactérias coliformes totais, Escherichia coli (coliforme fecal), bactérias

pertencentes ao género Enterococcus e bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Sendo que,



a qualidade da dgua para o consumo humano (beber, cozinhar e/ou para preparar alimentos) pelo
Decreto-Lei n°306/2007, é caracterizada pelo conjunto de valores de parametros microbioldgicos e
fisico-quimicos, respeitando o valor maximo ouo minimo fixado para cada um dos parametros analisados,

estabelece obrigacoes e normas de qualidade. (2)
3.1.2. Anadlises Microbioldgicas de Alimentos

Os alimentos sao matrizes mais densas e com carga microbiana elevada, comparativamente com as
aguas, sendo necessario o uso de meios de cultura mais especificos — seletivos e diferenciais. No
laboratdrio de Microbiologia sao analisados, microbiologicamente, todos os produtos alimentares prontos
a consumo (alimentos confecionados) e ndo prontos a consumo (alimentos nao confecionados/crus) que

estao implementados na alimentacao humana.

Os parametros microbioldgicos mais requisitados sao a pesquisa de Salmonella spp., pesquisa e
contagem de Listeria monocytogenes, contagem de microrganismos a 30°C, leveduras a 25°C, bolores a
25°C, Staphylococcus coagulase positiva, bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, bactérias

acido-lacticas, Escherichia coli, Bacillus cereus e Clostridium perfringens.
3.1.2.1 Pesquisade Salmonella spp..

A pesquisa de Salmonella spp.em alimentos, segundo a S0 6579-1:2017 — Microbiology of the food chain
— Horizontal method for the detection, enumeration and serotyping of Salmonella — Part 1: Detection of
Salmonella spp. (Microbiologia da cadeia alimentar - Método horizontal para detegao, enumeracgao e
serotipagem de Salmonella spp.), consiste em detetar a presenca ou auséncia da bactéria numa

guantidade de produto, nomeadamente 10g +5% e 25g +5%. (1, 3)

Neste método, os alimentos referentes a 10g +5% sao produtos alimentares nao prontos a consumo
(alimentos crus) - carnes de suino e bovina cruas. Os alimentos referentes 25g +5% sao produtos
alimentares prontos e nao prontos a consumo - carnes de aves cruas e cozinhadas e refeicdes pré-
confecionadas e confecionadas. Todos os produtos alimentares sao portadores de varios
microrganismos, quando contaminados durante o processamento e armazenamento dos mesmos. Esses
microrganismos, mesmo que estejam presentes em pequena quantidade, podem ser prejudiciais para a
saude humana. Assim, para assegurar o controlo microbioldgico dos alimentos, é necessario proceder a

pesquisa de microrganismos patogénicos.

Esta pesquisa de detegao consiste em 4 fases (Anexo A):
1. Pré-Enriquecimento em meio liquido nao seletivo;
2. Enriquecimento em meio seletivo;

3. Isolamento seletivo;



4. Confirmacao através de provas bioquimicas e seroldgicas.

Emrelagao a pesquisa de Salmonella spp., esta pode estar presente no produto alimentar em quantidades
muito pequenas, em comparacao com outras bactérias da mesma familia Enterobacteriaceae ou
bactérias de familias diferentes, sendo necessario meios de cultura especfficos para a sua detecao em
amostras de alimentos. A composicao e as caracteristicas especificas dos meios podem ser consultadas

no Anexo B.

A primeira fase, pré-enriquecimento em meio liquido nao seletivo, consiste numa fase em que todos os
microrganismos presentes naquele alimento cru e/ou cozinhado possam proliferar num meio rico em

nutrientes e em condicdes favordveis ao seu desenvolvimento.

Neste caso, para a pesquisa de Salmonella spp., utiliza-se o meio dgua tamponada peptonada (BPW).
Trata-se de um meio liquido, com a funcionalidade de pré-enriquecimento para o isolamento de
Salmonella spp. em alimentos crus e/ou cozinhados. Assim, utiliza-se um saco estéril com alimento
triturado, misturado e diluido (1:10) com o meio BPW (suspensao-mae) a temperatura ambiente,
posteriormente, é colocado na estufa a 37°C +1°C durante 18h +2h (tempo onde o pico de crescimento

exponencial dos microrganismos é atingido).

Apds a primeira fase, é necessario que haja uma fase de enriquecimento, desta vez em meio seletivo que

permita um crescimento continuo da bactéria alvo e inibicao das restantes.

Para tal, sdo utilizados o caldo nutritivo de soja Rappaport-Vassiliadis (RVS) e o caldo Nutritivo de

Tetrainato de Novobiocinona de Muller-Kauffmann (MKTTn).

Transfere-se 0,1ml da suspensao-mae para10 ml de meio seletivo de caldo RVS queincubaa 41,5°C +1°C
(temperatura do intestino humano, favordvel ao desenvolvimento de Salmonella spp.) durante 24h £3h e
1ml da suspensao-mae para 10 ml de meio seletivo de caldo de MKTTn que incuba entre 34°C a 38°C por
24h £3h.

Finalizada a segunda fase, procede-se a passagem de ambos os meios liquidos para meios sélidos
seletivos, diferenciais e cromogéneos com o objetivo de obter coldnias suspeitas isoladas. Assim, a partir
de cada um dos meios anteriores (caldo RVS e caldo MKTTn) e utilizando uma ansa de 10 pl, semeia-se
em trés quadrantes para duas placas de meio Agar de desoxicolato-lisina-xilose (XLD) e duas placas que
contém um segundo meio isolante, neste caso, uma placa de meio CHROMO salmonella (CHROMO Salm.).

De seguida, as 8 placas sao incubadas entre 34°C a 38°C por 24h +3h (Figura 1).



Figura 1: Coldnias caracteristicas para a pesquisa de Salmonella spp. por método cultural nos
meios XLD e CHROMO Salm, respetivamente.

Por fim, é necessario confirmar as coldnias suspeitas obtidas e selecionadas nos meios XLD e CHROMO
Salm. através de provas bioquimicas e seroldgicas. Durante a fase de confirmacao utiliza-se um controlo
positivo e um controlo negativo paracadaum dos meios de cultura que acompanham toda a fase — Tabela
1.

Para a confirmacao de pesquisa de Salmonella spp. os testes hioquimicos utilizados, segundo a norma (1),
sao:Agar Triplo Ferro Acucarado (TSl agar), Ureia agar (Agar de Ureia) e Caldo Lisina Descarboxilase (LDC);
e opcionalmente, podemos recorrer a detecao da B-Galactosidase e a reacao do Indol. Ja os testes
seroldgicos utilizados sao: a eliminagao da auto aglutinagao, dete¢ao de antigénios O e de antigénios H; e

opcionalmente, a detecao de antigénios V1.

Contudo, caso nao seja possivel obter coldnias suspeitas isoladas nos meios anteriores, procede-se a
repicagem de quatro coldnias suspeitas para um meio sdlido nao seletivo, que incuba entre 34°C a 38°C
por 24h £3h.

Tabela 1: Controlo de qualidade interno dos ensaios para a pesquisa de Salmonella spp.

Controlo qualitativo
Meio de cultura
Positivo Negativo
TSI Salmonella spp. Pseudomonas aeruginosa
Lisina Salmonella spp. Escherichia coli
Ureia Klebsiella pneumoniae Salmonella spp.
NutrienteAgar | ——— | e
0
Soro Salmonella Escherichia coli




Provas bioquimicas de identificacao de Salmonella spp..

a) TSlagar

Utilizando uma ansa de 1 pl, repica-se uma coldnia suspeita isolada e inocula-se no meio inclinado sélido
TSI, utilizando a técnica picada profunda (perfura-se o meio com a ansa até ao fundo do tubo) e

espalhamento a superficie, que incuba a 37°C por 24h +3h.

Ap6s aincubacao, para a detecao de pesquisa de Salmonella spp., é necessario que haja alteragoes quer

no fundo do tubo como na superficie inclinada:

- No fundo do tubo, se 0 meio ficar amarelo € sinal que ocorreu fermentacao da glucose (glucose positivo),
manter a cor (vermelho-alaranjado) ou vermelho € sinal que nao ocorreu fermentacao da glucose (glucose
negativo), preto houve formacao de sulfureto hidrogénio e com presenca de holhas ou rachaduras

significa que houve formacao de gas através da fermentacao da glucose;

- Na superficie inclinada, se o meio ficar amarelo é sinal que ocorreu fermentacao da lactose e/ou
sacarose (lactose e/ou sacarose positivo), se mantiver a cor (vermelho-alaranjado) ou vermelho é sinal

gue nao ocorreu fermentacao da lactose e/ou sacarose (lactose e/ou sacarose negativo).

Para as coldnias tipicas de Salmonella spp. o meio TSI alcalino apresenta cor vermelha na superficie
inclinada, e cor amarela no fundo do tubo quando o meio esta acido com formacao de gas (bolhas) e em

90% dos casos formacao de sulfureto hidrogénio, dependendo do serotipo. (1)

b) Ureiaagar

A semelhanca do meio anterior, repica-se a colénia suspeita isolada e inocula-se no meio sélido inclinado

ureia agar, com uma ansa de 1 pl utilizando a técnica da picada profunda, que incuba a 37°C por 24+3h.

Finalizada a incubacao para a detecao de pesquisa de Salmonella spp., é necessario verificar se ha
alteracao de cor do meio passando de bege pararosa-claro pois, a ureia é hidrolisada e vai haver libertacao

de aménia. Esta reacao ocorre passado 2- 4h.

c) CaldoLDC

Utilizando novamente uma ansa de 1 pl e a colénia suspeita isolada, inocula-se no meio liquido LDC
introduzindo a ansa no meio e agitando-a para que a coldnia se funda com o meio envolvente. Incuba-se
o tubo a37°Cpor 24h +£3h.

Estemeio ao ser colocado na estufaalteraa cor, passando de roxo para amarelo, devido a descarboxilacao
da lisina. Apds a incubacao, para a detecao de pesquisa de Salmonella spp., a cor do meio tem de voltar a

cor inicial ouroxa turva - reacao positiva. Se mantiver o amarelo, é sinal de que nao ocorreu reacao.



d) Nutriente agar

Para este meio nao seletivo, repica-se a coldnia suspeita isolada e inocula-se no meio sélido inclinado,

com uma ansa de 1 pl utilizando a técnica da picada profunda, que incuba a 37°C por 24 +3h.

Neste meio nao existe reagao positiva ou negativa, 0 meio nao muda a cor, apenas é necessario que haja
crescimento de coldnias ao longo da superficie inclinada. As coldnias presentes neste meio servem para,

posteriormente, serem utilizadas nos testes seroldgicos.

Para se proceder a continuacao dos testes e realizar as provas serolégicas, é necessario que todos os
meios das provas bioquimicas, descritos anteriormente, tenham rea¢des positivas para a pesquisa de
Salmonella spp. Na figura 2, esta exposto um exemplo das provas bioquimicas para a pesquisa de

Salmonella spp. antes e depois da inoculagao de uma coldnia suspeita isolada.

Figura 2: Confirmacao dos resultados positivos através de testes bioquimicos antes da inoculacdo (A) e depois da
inoculagao (B). 1- Meio liquido Lisina. 2 — Meio sélido inclinado TSI. 3 — Meio sélido inclinado Ureia. 4- Nutriente agar.

Provas seroldgicas de identificacao de Salmonella spp..

As provas seroldgicas, a semelhanca das provas bioquimicas, sao realizadas na mesma coldnia suspeita
para Salmonella spp. Essa coldnia suspeita é testada em trés momentos, através da técnica de
aglutinacao. Inicialmente a coldnia é testada para ver se ocorre a auto aglutinacao, em seguida para a
detecao de antigénios O e por fim para a dete¢ao de antigénios H. A interpretacao dos resultados obtidos

é realizada com o auxilio da Tabela 2.



a) Eliminagao da auto aglutinagao

Para saber se é possivel testar aquela estirpe selecionada - coldnia suspeita para Salmonella spp., paraa
presenca de antigénios O e antigénios H através da técnica de aglutinacao, adiciona-se numa lamina de
vidro limpa uma gota de soro fisioldgico utilizando uma ansa de 1ul. Apds se homogeneizar bem com a

ansa, realizam-se movimentos circulares com a lamina suavemente durante 5 a 60 segundos.

Se agota permanecer sem granulos na suspensao, significa que podemos prosseguir e testar essa coldnia
suspeita para a presenca de ambos os antigénios. Se a gota apresentar auto aglutinagao — formacao
visiveis de granulos, descarta-se essa coldnia suspeita. E necessario repicar-se outra para recomecar a

testagem.

b) Detecdo de antigéniosO

Para a detecao de antigénios O em Salmonella spp. utiliza-se a coldnia suspeita selecionada
anteriormente. Para isso, coloca-se uma gota da solu¢ao polivalente do soro anti-O numa lamina de vidro
limpa e, utilizando uma ansa de 1 pl, mistura-se a gota com a coldnia selecionada até se obter uma
suspensao homogénea e turva. Em seguida, pega-se na lamina e,em movimentos circulares, balanca-se

suavemente durante 5 a 60 segundos.

Se verificar-se a formacao de granulos na suspensao, pode-se concluir que ocorreu aglutinacao e é

considerado uma reacao positiva.

c) Detecdode antigéniosH

Para a detecao de antigénios H utiliza-se o mesmo método descrito na alinea anterior na mesma coldnia
suspeita. Contudo, utiliza-se uma gota da solucao polivalente do soro anti-H. Se ocorrer aglutinacao, a

reacao é considerada positiva.



Tabela 2: Interpretagdo dos testes bioquimicos — tabela adaptada da SO 6579-1:2017.

Testes hioquimicos | Auto aglutinacao Testes antigénicos Interpretacao
Antigénios — O e H positivos
Confirmado como
Tipicos' Nao (e antigénio - Vi positivo se
Salmonella spp.
testado)
Tipicos Nao Antigénios — O e/ou H negativos
Pode ser Salmonella
Nao se aplicadevido a
Tipicos Sim spp.
autoaglutinacgao.
Nao confirmado como
Atipico - -
Salmonella spp.

Legenda: Resultados Tipicos™ TSI com hisel alcalino, acidez profunda, H.S; lisina descarboxilase positiva; urease e

B-galactosidade negativos.

Na Figura 3, podemos observar trés gotas dispostas numa lamina, a primeira gota referente ao soro

fisioldgico, a segunda referente a solucao polivalente do soro antigénio O e a terceira, referente a solucao

polivalente do soro antigénio H. Todas as gotas foram homogeneizadas, individualmente, com a mesma

coldnia suspeita para a Salmonella spp. repicada do meio nutriente.

A solucao polivalente do soro antigénio O e do soro antigénio H apresentam aglutinacao, sendo mais

visivel na solucao polivalente do soro antigénio H devido a alta concentracao de granulos na superficie.

Assim, a coldnia suspeita selecionada foi positiva para ambas as reacdes, trata-se de uma coldnia de

Salmonella spp..

Figura 3: Confirmagdo dos resultados positivos através de testes
Seroldgicos antes da inoculacdo (A) e depois da inoculacdo (B). 1-
Soro fisioldgico. 2 — Solugao polivalente do soro antigénio 0. 3 -
Solugao polivalente do soro antigénio H.




3.1.2.2 Extracao de ADN de Salmonella spp. e detecao por PCR em temporeal

Na Biogerm para o processo de extracao de ADN de Salmonella spp. e detecao por PCR em tempo real
utiliza-se o kit iQ-Check Salmonella Il, 3578123 da marca Bio-Rad Laboratories, Inc. Este kit permite a

realizacao da extracao de ADN de Salmonella spp. e é constituido por:

- Reagente A:Lysis reagente (reagente lise) 1x 20 m,

- Reagente B: Fluorescent probes (sondas fluorescentes) 1x 0,55 m;

- Reagente C: Amplification mix (@amplificador da mix) 1x 4,4 ml;

- Reagente D: Negative PCR control (controlo de PCR negativo) 1x 0,5 mi;
- Reagente E: Positive PCR control (controlo de PCR positivo) 1x 0,25 ml.

Para iniciar o processo de extracao de ADN de Salmonella spp., e com base no protocolo iQ-Check
Salmonellall, 3578123, é necessario retirar 100 pl de cada saco de enriquecimento, 100 pl de um branco
- BPW e 100 pl de um controlo positivo — contaminado com cultura, para cada um dos pocos
correspondentes numa placa deep well de 96 pocos (Figura 4). O branco e o controlo positivo
acompanham todo o processo de extracdao. O branco tem como funcao perceber se houve ou nao
contaminacdo durante este processo. O controlo positivo serve para provar que o Kit deteta amostras

positivas mesmo quando se obtém todas as amostras com resultados negativos.

Em seguida, adiciona-se mais 100 pul de reagente Lise (reagente A) em cada um desses pogos e coloca-se
a placa deep well de 96 pogos num bloco termostatizado com agitacao, a 95-100°C durante 15-20
minutos com uma agitacao de 1,300 rpm. Durante esse periodo prepara-se uma mix para o PCR, descrito

na tabela fornecida pelo préprio kit no Anexo C.

Figura 4: Placa deep well de 96 pocos no processo de extracao de ADN de
Salmonella spp.. 1- Branco. 2 - Controlo positivo.
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Em algumas aplicacoes, incluindo na microbiologia, o PCR em tempo real é uma ferramenta valiosa para
investigar surtos de origem alimentar e identificar as bactérias responsaveis. Tem alta sensibilidade e
especificidade, menos tempo de processamento e maior probabilidade de detetar os patogénicos
bacterianos. E capaz de detetar uma tinica bactéria ou uma tinica cépia de sequéncia alvo de ADN. (4, 5)
Porém, sao propensos a resultados falso-positivos se as bactérias presentes ja estiverem mortas. (6)
Este método molecular foi descrito em 1985, por Kary Mullis na Califérnia (USA). (7) Representou um dos
avancos a nivel de diagndstico alimentar mais significativo, porque agiliza a obtencao de resultados e
diminui o risco de contaminacao da amostra num curto espaco de tempo e emtempo real. Assim,em 1993,
proporcionou-lhe receber um prémio nobel. Consiste na combinacao entre a metodologia de PCR
convencional e um mecanismo que deteta sinais de fluorescéncia. As sondas mais utilizadas no PCR em
tempo real sao as sondas TagMan (5'exonuclease). Quando é detetada a fluorescéncia de uma amostra
acima do background (ruido de fundo) é denominado de cycle threshold (CT). (8, 9) Neste caso, para a
pesquisa de Salmonella spp. o PCR em tempo real demora cerca de 2h, o que permite ao laboratdrio dar

um resultado fidedigno até ao dia a seguir ap6s a recolha e analise do alimento.

Para o PCR em tempo real, é necessario acrescentar um controlo negativo — do kit o reagente D, para
garantir que nao haja contaminacgdo nesta fase. Todos os controlos situam-se sempre no final da placa
deep well de forma, a minimizar o risco de contaminacao (Figura 5). O PCR é altamente suscetivel a
contaminagoes, sendo fundamental ter cuidados como: criar salas com um ambiente adequado para cada
etapa de reacao do PCR, estabelecer um fluxo de trabalho, desinfetar a zona de trabalho constantemente

e usar materiais especificos apropriados (como pontas com filtro). (10)

Figura 5: Microplaca de PCR em tempo real com pelicula. 1- Branco. 2 - Controlo
negativo. 3 - Controlo positivo.

n



Apds preparar a mix para o PCR, transfere-se 45 ul de mix para cada pogo de uma microplacade PCR com
96 pocos, adiciona-se 5 pl de cada amostra com a ajuda de uma pipeta multicanal 1-10 ple 5 pldo controlo
negativo. Em seguida, a placa de PCR é tapada com uma pelicula adaptada para o PCR em tempo real e
centrifuga 10 segundos para se obter uma homogeneizacao mais eficaz de todos os componentes — mix
e amostra, garantindo que nenhum componente fica retido nas paredes, por forma a que ocorra
incorporacao total na preparacao final o que ajuda na eliminacao de particulas de ar que se formam

durante a pipetagem e que dificultam a leitura. Posteriormente, a placa é introduzida no termociclador.

Finalizada a corrida do PCR em tempo real, é possivel visualizar se todas as amostras amplificaram, em
especffico os controlos positivo e negativo; a disposicao das amostras na placa de deep well de 96 pocos;
o ndmero da amostra correspondente ao pogo selecionado e por fim o resultado obtido — positivo ou

negativo (Figura 6).
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Figura 6: Vista geral do programa de PCR em tempo real. 6.1 - Gréfico da amplificacao dos ciclos. 6.2 -
Esquema da placa deep weel de 96 pocos. 6.3 — Resultados para a pesquisa de Salmonella spp..

Na Figura 7, estd representado um grafico de amplificacdo do controlo positivo. E possivel observar a
curva de amplificacao do controlo positivo interno (IPC) - linha verde, este controlo serve perceber se a
corrida de PCR correu de forma adequada. Se a curva verde nao estiver amplificada ocorreu inibicao
durante o processo. A linha azul corresponde a curva de amplificagao do controlo positivo. Os eixos X e Y

refere-se aos ciclos e a fluorescéncia, respetivamente.

12



Amplification

121 - : ¢ % g

RFU (1073)
)

i aini T T

0 10 20

8 1\
B
o

Cycles

Figura 7: Amplificacdo do controlo positivo para a pesquisa de Salmonella spp. no PCR em tempo real.

A semelhanca do gréfico anterior, na Figura 8, esta representado um gréafico de amplificacao, porém do
controlo negativo. Neste grafico é possivel observar que nao ocorreu amplificacao do controlo negativo —

linha azul.

Amplification

T T T T

RFU (1073)

Cycles

Figura 8: Amplificagdo do controlo negativo para a pesquisa de Salmonella spp. no PCR em tempo real.

3.1.2.3 Validagao dos resultados

Paraavalidacao de resultados sao utilizados métodos diferentes na Biogerm de Portugal Continental e na

Biogerm da Regiao Auténoma da Madeira para a pesquisa de Salmonella spp. em amostras de alimentos.

Na Biogerm de Portugal Continental, utilizam-se dois métodos distintos e complementares: método
molecular — AFNOR-BRD 07/06-07/04 e método cultural — confirmagao dos resultados positivos ISO
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6579-1:2017/Amd1:2020. 0 método molecular serve para detetar a presenca ouauséncia da bactéria nas
amostras analisadas por PCR em tempo real utilizando o Kit iQ-Check Salmonella Il, 3578123 da marca
Bio-Rad Laboratories, Inc. Este método esta descrito no ponto 3.1.3. Ja o0 método cultural, segundo a ISO
6579-1:2017 /Amd1:2020, serve para detetar a presenca da Salmonella spp. em amostras de alimentos
analisadas pelo método anterior — confirmacao desses resultados positivos. Este método esta descrito no
ponto 3.1.2.1.

Na Biogerm da Regido Auténoma da Madeira, utiliza-se o método cultural - AFNOR - BRD 07/11-12/05,
do kit RAPID'Salmonella da marca Bio-Rad Laboratories, Inc. Utiliza-se outro método devido ao nimero
de amostras ser consideravelmente inferior ao nimero de amostras analisadas em Portugal Continental.
Este kit é facil, econdmico e rapido de utilizar pois, consiste apenas num meio liquido seletivo para o
enriquecimento, num meio solido seletivo para o isolamento das coldnias suspeitas, uma capsula -
RAPID'Salimonella e a fase de confirmacao para a pesquisa de Salmonella spp. é realizada através de

testes seroldgicos (Figura 9).

n g amostra + 9 x n ml BPW

Solucao Stock Enumeragao dos indicadores de qualidade

» &P n x 0.04 ml  _a
£ Q . [ %/
de solucao
sp 250 ml para
ZSP de amostr: ou concentrada I' gsp 2,5 | diluido em
: 10 ml de BPW ou
. . . P) 415°C=1°C dgua destilada
Enriquecimento seletivo 18 hrs = 2 hrs
e Plagueamento
/ isolamento
D) 37°C=1°C
Isolamento /) 2ahrs+2hrs

A solugdo concentrada, uma vez reconstruida, pode
ser guardadapor umasemanaa+2-8°C.
Leitura e Confirmagao - Depois da incubagdo, o caldo enriquecido pode ser
guardado a +2-8 °C por 72 horas, antes de inocular

RAPID' Salmonella.

Figura 9: Fluxograma adaptado do protocolo da RAPID'Salmonella.
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A capsula — RAPID'Salmonella, contém um suplemento seletivo e dependendo da quantidade de amostra
de alimento analisada, utiliza-se a Tabela 3 para calcular as diluicdes necessarias. Se a quantidade de

amostra analisada for de 25g +5%, utiliza-se a cdpsula inteira.

Tabela 3: Diluicoes da cdpsula RAPID'Salmonella — adaptado do protocolo da RAPID'Salmonella.

Amostraemg (=) BPW em ml (=9 x n) Solugéo da capsula RAPID'Saimonella em ml (=n x 0,04)

1 9 0,04
2 18 0,08
3 27 012
4 36 0,16

10 90 04

25 225 1

50 450 2

100 900 4

Na Figura 10, esta exemplificado a distin¢ao entre coldnias caracteristicas de Salmonella spp. e coldnias
de outras bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae no meio CHROMO Salm. As coldnias

caracteristicas de Salmonella spp. apresentam cor purpura, enquanto as coldnias de outras bactérias

pertencentes a familia Enterobacteriaceae apresentam cor azulada.

Figura 10 - Meio seletivo CHROMO Salm, para
Salmonella spp.. 10.1 - Coldnias caracteristicas de
Salmonella spp.. 10.2 — Coldnias de outras bactérias
pertencentes a familia Enterobacteriaceae.
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Por fim, na fase de confirmacao, seleciona-se uma coldnia caracteristica e suspeita para Salmonella spp.
e através da técnica de aglutinacaorealiza-se o teste de Salmonella Latex. Se ocorrer aglutinagdo areacao

é positiva e se nao ocorrer aglutinacao a reagao é negativa.

Assim, o resultado para a detecao da Salmonella spp. em amostras de alimentos é emitido em menos de
42h e 0 método é validado pela AFNOR de acordo com a norma ISO 16140, e pelo Instituto de Pesquisa
AOAC.(11,12)

Capitulo Il - Estudo de caso: pesquisa de Salmonella spp. em matrizes alimentares
1. Enquadramento tedrico

Nas ultimas décadas, temexistido uma expansao a nivel tecnoldgico e cientifico, promovendo alternativas
no processamento alimentar que podem ser uma oportunidade para as bactérias patogénicas e

contaminantes de origem alimentar se disseminarem e se tornarem ameacas a satide publica. (13-15)

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satide (OMS), o consumo de alimentos contaminados por
microrganismos patogénicos é responsavel por 94 milhdes de casos de gastroentrite e pela morte de 1,8

milhdes de pessoas por ano em todo o mundo. (14-16)

Desde 1980 tem-se vindo a observar um aumento de doencas transmitidas por alimentos. (15, 17) O
consumo de alimentos contaminados €, atualmente, um grave problema econdmico e de saude publica

em todo o mundo, com maior frequéncia em paises emergentes. (18,19)

Os alimentos podem ser contaminados por substancias prejudiciais a satide humana. (20) Quando estas
contaminacdes sao detetadas, obrigam a eliminagdo do(s) alimento(s), com consequentes perdas

financeiras e socioeconémicas. (13)

Neste ambito a principal fonte de contaminacao dos alimentos é a contaminacao cruzada “termo geral que
se refere a transferéncia, direta ou indireta, de bactérias ou virus de um produto contaminado para um
produto ndo contaminado”, e ocorre durante as etapas de processamento. (18, 21) Esta contaminacao
decorre de inimeros fatores como: maos nao lavadas corretamente, contaminacao de tabuas de corte,

facas, aventais e bancadas. (21)

Atualmente, a Salmonella spp. é uma das bactérias patogénicas mais comumente encontrada nas
amostras de alimentos (14, 22, 23), sendo por isso considerada um grave problema de satde publica

devido ao elevado risco de morhilidade, mortalidade e impacto econémico significativo. (13,24, 25)

Sendo a presenca de Salmonella spp. de tolerancia zero em alimentos, implica a necessidade de realizar

testes microbioldgicos obrigatdrios nas amostras de alimentos para se detetar a sua presenca. (26) A

16



metodologia de referéncia para a sua detecao, em amostras de alimentos, € o método cultural certificado
pelalSO 6579-1:2017.(1, 3,14, 27)

No entanto, este método envolve um laborioso processo de cultura e enriquecimento em meios seletivos
requerendo mais de 4 dias para obter os resultados. Nos Ultimos anos, a técnica de PCR em tempo real
evoluiu como uma ferramenta de ultima geracao para a detecao de Salmonella spp., pois apresenta uma

alta sensibilidade e especificidade, permitindo assim obter resultados mais rapidamente. (4,5,14, 27)
1.1. Seguranca alimentar

A seguranca alimentar e a qualidade dos alimentos sao uma preocupacao da OMS. (13,20, 28) Atualmente
existem guidelines para controlar os riscos bioldgicos, tais como, Boas Prdticas de Higiene e de Fabrico
(BPHF), Hazard Analysis and Critial Control (HACCP), Controlos de Processo, Controlos Aplicados a Cadeia

de Distribuicdo e Controlos Sanitarios. (29)

Para evitar a disseminacao de bactérias patogénicas € igualmente importante a consciencializacao do
consumidor, que poderd contribuir para a reducdao da carga microbioldgica inicial e/ou impedir o

crescimento de microrganismos presentes nos produtos alimentares. (21,30)
1.2. Caracteristicas da Salmonella spp.

A Salmonella spp. pertence a familia Enterobacteriaceae. (13, 15) Foi identificada pela primeira vez em
1900 por Lignieres, em homenagem ao Veterindrio Patologista Daniel EImer Salmon que, em 1885, isolou
bactérias designadas de Salmonella cholerae-suis em suinos e, posteriormente, associou a bactéria a

doenca Salmonella enterica subespécie enterica serotipo Cholerae-suis. (31)

A classificacao e a nomenclatura do género Salmonella sofreram varias modificac6es ao longo dos anos
e ainda nao estao totalmente definidas. Engloba um grande grupo taxonémico com mais de 2 500
serotipos diferentes e é composto por trés espécies: Salmonella bongori, Salmonella subterranea e
Salmonella enterica. (15, 32-34)

Atualmente, utiliza-se o esquema Kauffmann-White, que classifica e divide o género em serotipos com
base na composicao dos antigénios O (somdticos), H (flagelar) e Vi (capsulares de viruléncia). Dos trés
antigénios, o antigénio O é altamente polimdrfico, classificando a Salmonella spp. em sorogrupos
A B,C1,C2DeE.Oantigénio Vitrata-se de um polissacarideo capsular e estd presente em alguns serotipos
de Salmonellaspp.como, por exemplo, na Salmonella entericasubespécie enterica serotipoTyphi. (15,34-

36)
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A Salmonella spp. tem forma de bacilo pequeno (0,7 - 1,5 x 2,5 um), Gram negativo, nao formadoras de
esporos, com flagelos e fimbrias. E anaerdbia facultativa, oxidase negativa e catalase positiva. (13,15, 16,
32)

Apesar de ser encontrada ubiquamente na natureza, o seu habitat nativo é o trato intestinal dos humanos
e dos animais. E o caso da Salmonella enterica subespécie enterica serotipo Typhie Parathyphi altamente
adaptadas ao homem e a Salmonella enterica subespécie enterica serotipo Cholerae-suis e Gallinarum

altamente adaptadas para os suinos e as galinhas, respetivamente. (16, 37)

Tem grande capacidade de adaptacao e resisténcia e por isso consegue sobreviver em ambientes
extremos. (13) E capaz de crescer numa ampla faixa de temperatura, entre 2 e 54 °C, com temperatura
6tima de crescimentos situada nos 37 °C. Embora, seja possivel observar um crescimento abaixo de 7 °C,
0 mesmo apenas acontece em meios bacterioldgicos e nao em alimentos. Acima de 48 °C, esta mais
suscetivel a mutacdes. E suscetivel a técnicas de esterilizacdo com altas temperaturas, como a
pasteurizacao. Cresce em pH entre 4 e 9,5, sendo o pHideal entre 6,5 e 7,5. Relativamente a atividade da
agua (aw), os valores ideais para o desenvolvimento sao valores inferiores a 0,93 no caso dos alimentos e
entre 0,945 e 0,999 em meios de laboratdrio, sendo o valor 6timo de 0,995. Porém, embora nao haja
crescimento abaixo de aw= 0,93, a Salmonella spp. sobrevive, e o tempo de sobrevivéncia aumenta a
medida que a atividade da dgua diminui. Ou seja, em alimentos com baixa humidade, como por exemplo,
em massas, manteiga de amendoim e chocolate, a sobrevivéncia é medida em meses. (31) O NaCl é
utilizado como um soluto para diminuir a atividade da agua e como conservante em alimentos,

verificando-se que a partir de 3-4% de NaClo crescimento de Salmonella spp. é inibido. (31,38)
1.2.1. Epidemiologia

A Salmonelose é uma doenca que esta associada a infecao por Salmonella spp. em humanos, causando
surtos em todo o mundo, principalmente em paises emergentes, incluindo Africa, Asia e América Latina.
Estd diretamente relacionada com o consumo de produtos alimentares e dgua contaminados, contacto
com fezes ou contaminacao cruzada por outros produtos alimentares. (13,15, 39-41) As contaminacdes
podem ocorrer em varios pontos, desde a producao, processamento, distribuicao, comercializacao,

manuseamento e preparagao das refeicoes. (24)

Pode ser isolada a partir de produtos alimentares crus e cozinhados ou jungao de ambos, sao exemplos:
carnes de novilho/bovino, suino e de aves, peixes, mariscos, ovos, laticinios, legumes, café, arroz, massas
e refeicoes confecionadas ou pré-confecionadas. (14, 22, 32, 37, 42-45) Ainda assim, é menos provavel
que seja isolada em vegetais ou produtos nao derivados de carne, em comparacao com alimentos de

origem animal. (16)
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E a segunda zoonose (doenca ou infeqao transmitida naturalmente entre animais vetebrados e humanos)
de origem alimentar mais comumente relatada na Uniao Europeia (EU). A intoxicagao alimentar pode
afetar qualquer pessoa, especialmente recém-nascidos, gravidas, idosos e doentes imunodeprimidos,
causando sintomas ligeiros a graves como gastroenterite, diarreia, vomitos e desidratacao; e em casos

extremos provocar a morte do individuo. (13,15, 40, 43, 46, 47)

A infecao é classificada como febre tifoide oufebre entérica — nao tifoide, dependendo da intensificacao e
proliferacao da infecao no corpo humano. A febre tifoide é causada pela Salmonella enterica subespécie
enterica serotipoTyphi e estd tradicionalmente associada & Salmonella spp.. E uma infecao sistémica
febrilnao zoondtica e manifesta-se quatro vezes mais que a febre nao tifoide, que se trata de umainfecao
localizada causada pela Salmonella enterica subespécie enterica serotipo Paratyphi, tradicionalmente

associada a Salmonella ndo tifoide spp. (NTS). (48, 49)
1.2.2. Patogénese e Transmissao

A Salmonella enterica subespécie enterica serotipo Typhi causa salmonelose tifoide que, de acordo com
a Food and Drug Administration (FDA), se ndo for tratada, pode resultar em uma taxa de mortalidade de
10%. Neste caso,a dose deinfecao é de 1000 UFC, que é muito maior do que a dose de infe¢ao necessaria
paraocorrer os sintomas associados a umasalmonelose nao tifoide (tao baixa quanto1 UFC/mL), embora

a perigosidade dos efeitos colaterais seja maior para a salmonelose tifoide. (15)

A Salmonella spp. pode transmitir-se de varias formas distintas, sendo que duas das principais vias de
transmissao sao a vertical e horizontal. Na transmissao vertical a bactéria é transmitida de pais parafilhos,
tendo um impacto significativo na infecao por Salmonella enterica em aves. Pois, a bactéria tem a
capacidade de colonizar o sistema reprodutivo das galinhas, o que origina uma infecao transovariana,
infetando os ovos em desenvolvimento, ovidutos e ovario. Ja a transmissao horizontal ocorre pelas vias

aérea ou fecal-oral, como por exemplo, em ragao ou alimentos e dgua contaminada. (13)

Porém, também é necessario ter atencao a contaminacao cruzada (transferéncia direta ou indireta de
bactérias ou virus de um produto contaminado para um produto ndo contaminado), que é uma das
principais vias de transmissao de Salmonella spp. aos humanos por meio de alimentos contaminados. (16,
18,21,22)

1.2.3. Diagndstico

Para garantir a seguranca alimentar e reduzir surtos de doencas, é crucial existir métodos rdpidos e

sensiveis para detetar a contaminacdo por Salmonella spp. nos alimentos. (22)
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No regulamento da Comissao Europeia (CE) n® 2073/2005 sobre critérios microbioldgicos para
alimentos, a Salmonella spp. é considerada uma bactéria patogénica cuja presenca, por si s6, em
alimentos prontos a consumo — por¢ao de 25g +5%, é suficiente para ser considerada um fator de risco
para a saude publica. Para tal, analisa-se os alimentos com base em métodos convencionais de cultura
recomendados pela 1ISO 6579-1: 2017 devido a sua sensibilidade excecional pois, sao capazes de detetar
1 UFC/25g de alimentos. Estes regulamentos sdo compativeis com a abordagem de HACCP, que sao
usados na maioria dos paises, incluindo os paises da Uniao Europeia, para estabelecer controlos
adequados para a identificacao de Salmonella spp. em alimentos prontos para consumo, de modo a

garantir que esta esteja ausente quando foremingeridos pelos consumidores. (15)
1.2.4. Prevencao, tratamento e controlo

Com a globalizagao, o consumo de alimentos origindrios de diferentes paises do mundo é mais acessivel
e, consequentemente, existe uma necessidade crescente de determinar um sistema de vigilancia e

monitorizacao da seqguranca alimentar. (5,13)

A Salmonella spp. nao é apenas responsavel por infecdes ligeiras a graves, mas também por infecoes
potencialmente fatais em grdvidas, recém-nascidos, idosos e doentes imunodeprimidos. (13) Nestes
Casos sera necessario o recurso a antibioterapia. (50) Contudo, com o uso abusivo de antibiéticos, a
Salmonella spp. tem aumentado a sua resisténcia aos antibiéticos. (39, 51) Atualmente, a bactéria é

resistente a antibidticos comuns, como ceftriaxona e ciprofloxacina. (48,52, 53)

De acordo com a OMS, a Salmonella spp. esta listada como um dos patogénios mais preocupantes do
mundo ocupando o oitavo lugar na lista de prioridades globais de bactérias resistentes a antibidticos que
exigem pesquisa e desenvolvimento de novos antibidticos. Deste modo, nos ultimos tempos,
investigadores tem prestado muita atencao aos bacteriéfagos como tratamento médico alternativo, ja

gue possuem elevada especificidade, sequranca e bom efeito bacteriostdtico. (52)

Assim, por forma a controlar e prevenir o risco de infecao por Salmonella spp., aumentar a
consciencializagdo, garantir medidas higiénicas adequadas (saneamento), administrar vacinas em aves
sauddveis (principal foco de contaminacdo a nivel alimentar) e analisar alimentos para consumo sdo

fatores essenciais de intervencao. (13, 48,53)

2. Objetivos

Este estudo de caso tem como objetivos:

- Determinar a frequéncia no registo dos resultados de Salmonella spp. obtidos por métodos de PCR em

tempo real e cultural em alimentos (crus e cozinhados), provenientes de Portugal Continental e Regiao
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Auténoma da Madeira, durante o periodo de 1 de janeiro a 31 de dezembro de 2021, analisados no

laboratdrio de Microbiologia da Biogerm;

- Verificar se existe maior frequéncia de amostras positivas em alimentos prontos e nao prontos a

consumo no grupo 25g +5%;

- Testar as hipéteses: Ho: “A prevaléncia de Salmonella spp. nao difere significativamente entre os dois
grupos:10g+5% e 25g +5%" e H:: “A prevaléncia de Salmonella spp. difere significativamente entre os dois

grupos: 10g +5% e 25g +5%".

3. Métodos
3.1. Estudoeamostra

Realizou-se um estudo observacional descritivo transversal. A amostra foi constituida pelos registos de
resultados da pesquisa de Salmonella spp. em amostras de alimentos com 10g +5% e 25g +5% segundo
alS06579-1:2017 (1), provenientes de Portugal Continental e da Regido Auténoma daMadeira, no periodo
de 1de janeiro a 31de dezembro de 2021.

No grupo de 10g +5%, as amostras analisadas foram agrupadas em trés grupos para facilitar a andlise de
resultados: 1) carne de suino; 2) carne de novilho/ bovino; e 3) carne mista constituida por carne de suino
e novilho/bovino. Visto que, apenas a carne de suino e novilho/ bovino podem ser analisadas por 10g +5%,

todas as outras carnes sao excluidas e foram analisadas por 25g +5%. No entanto, a carne de suino pode

ser analisada por 109 +5% e 25¢ +5% a pedido do cliente.

Relativamente ao grupo de 25g +5%, as amostras analisadas foram agrupadas em carne de aves
constituida por codornizes, frango, pato e peru; carne de suino (a pedido dos clientes) e outros que se refere
a todos os alimentos que nao fazem parte do grupo das carnes (ostras frescas, peixe perca, por¢oes de

folhas de espinafres, queijo curado e sandes de pasta de atum).

3.2. Instrumentos e Procedimentos

Os dados para aamostragemforam recolhidos no programa fileMaker Pro Advanced, limitando a pesquisa
de Salmonella spp. em amostra de alimentos com 10g +5% e 259 +5%, no periodo pré-definido. Os
registos de resultados da pesquisa de Salmonella spp. tratados neste estudo foram obtidos segundo os

procedimentos implementados pela Biogerm de Portugal Continental e da Regiao Auténoma da Madeira.
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Foram analisados 7147 resultados de amostras de produtos alimentares, tendo sido divididos mediante o
seu peso e consoante o contetido, formando dois grupos: 10g +5% e 25¢g +5% (ISO 6579-1:2017).
Posteriormente, na Biogerm de Portugal Continental, foram analisados por PCR em tempo real e, quando
positivas para a Salmonella spp., foram confirmados por método cultural. Na Biogerm da Regiao

Auténoma da Madeira foram analisados apenas pelo método cultural.
As hipdteses para este estudo de caso foram:

— Ho: A prevaléncia de Salmonella spp. nao difere significativamente entre os dois grupos: 10g +5% e 25¢g
1+5%.

- Hi: A prevaléncia de Salmonella spp. difere significativamente entre os dois grupos: 10g +5% e 259 +5%.

3.3. Tratamento e analise de dados

O tratamento de dados foi realizado pela analise de frequéncias absolutas e relativas. Para testar as
hipéteses foi considerado 0<0,05. Todos os dados foram sistematizados no programa Microsoft Office

Excel® 2019, e os resultados apresentados em tabelas e graficos.

4. Resultados

Das 7147 amostras de alimentos, 577 (8,07%) sao provenientes da Biogerm da Regido Auténoma da

Madeira e 6570 (91,93%) da Biogerm de Portugal Continental.

Da Biogerm da Regiao Auténoma da Madeira, 352 amostras pesavam 10g +5% e 225 amostras pesavam
259 +5%, o que representa 61,01% e 38,99%, respetivamente. Enquanto, da Biogerm de Portugal
Continental, 2280 amostras pesavam 109 +5% (34,70%) e 4290 amostras pesavam 25¢g +5% (65,30%).

No total de amostras, 2632 amostras pesavam 10g +5% e 4515 amostras pesavam 25¢g +5%, o que

representa 36,8% e 63,2%, respetivamente.

Posteriormente, todas as amostras foram analisadas por PCR em tempo real para obter um resultado
rdpido para a detecao de ADN de Salmonella spp.. Foi detetada, a presenca de Salmonella spp., em 112

(157%) amostras de ambos os grupos (Figura 11):

-10g +5%: 8,93% (referente a 10 amostras provenientes da Biogerm da Regido Auténoma da Madeira) e
51,79% (referente a 58 amostras provenientes da Biogerm de Portugal Continental), dando um total de 68

amostras positivas para a detecao de ADN de Salmonella spp..
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- 259 +5%: 1,79% (referente a 2 amostras provenientes da Biogerm da Regido Auténoma da Madeira) e

37,50% (referente a 42 amostras provenientes da Biogerm de Portugal Continental), o que representa 44

amostras positivas.

Pesquisa de Salmonella spp.
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Figura 11: Detecdo da pesquisa de Salmonella spp. em matrizes alimentares nos dois grupos em estudo.

As 112 amostras positivas de ambos os grupos estao descritas e agrupadas conforme o tipo de alimento:

—10g £5%: carne de suino, novilho/ bovino e mista (carne de suino, novilho/ bovino) na Tabela 4;

- 25g +5%: carne de aves (codornizes, frango, pato, peru), carne de suino e outros (ostras frescas, peixe

perca, porcoes de folhas de espinafres, queijo curado e sandes de pasta de atum) na Tabela 5. E

posteriormente, a divisao dessas amostras em alimentos crus e prontos a consumo, na Tabela 6.

Sendo que, todas as amostras, de ambos os grupos, estao descritas mais detalhadamente no Anexo D.

Tabela 4: Salmonella spp. detetada em amostras com 10g +5%.

Tipo de amostra

Niimero de amostras positivas (%)

Carne de novilho/bovino 10 (14,70)
Carne de suino 45(66,18)

Carne mista (suino, novilho/bovino) 13(19,12)
Total 68 (100)
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Tabela 5: Salmonella spp. detetada em amostras com 259 +5%.

Tipo de amostra Niimero de amostras positivas (%)
Carne de suino 13 (29,55)
Carne de aves (codornizes, frango, pato, peru) 26 (59,09)
Outros 5(11,36)
Total 44(100)

Tabela 6: Divisao das amostras positivas com 25g +5% em alimentos prontos e nao prontos a consumo.

Tipo de amostra

Niimero de amostras positivas (%)

Carne de suino 13(29,55)

Alimentos ndo Carne de aves (codornizes, frango, pato, peru) 26 (59,09)
prontos a consumo Ostras frescas 1(2,27)
Peixe perca 1(2,27)
Porgdes de folhas de espinafres 1(2,27)
Alimentos prontos a Sandes de pasta de atum 1,27)
consumo Queijo curado 1(2,27)

Total 44(100)

Depois de se realizarem os testes PCR em tempo real (AFNOR-BRD 07/06-07/04) (12), as 112 amostras

que obtiveram resultado positivo para a detecao de pesquisa de Salmonella spp., foram confirmadas por

método cultural (1ISO 6579-1:2017/Amd1:2020).

Segundo as hipdteses testadas neste estudo de caso e pela andlise estatistica inferencial, a prevaléncia

de Salmonella spp difere significativamente (0<0,05) entre os dois grupos: 10g +5% e 25g +5%. Assim,

aceita-se a Hi: “A prevaléncia de Salmonella spp. difere significativamente entre os dois grupos: 10g +5%

e25g+5%".
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5. Discussao
5.1. Estagio

Neste estdgio curricular, foi possivel vivenciar a experiéncia de estar num laboratdrio de referéncia naarea
da Saude Publica, onde sao realizadas analises microbioldgicas através de ensaios acreditados. A
realizacao deste estdgio permitiu-me observar e compreender o fluxograma da Biogerm; ter contacto
direto com a drea de Microbiologia das Aguas e dos Alimentos; fazer parte do dia-a-dia da equipa de
trabalho; executar as normas de higiene e seguranca aplicadas ao longo de todos os procedimentos;
contactar com as diversas metodologias e aplicar e aprofundar os conhecimentos e competéncias

adquiridos no 12 ano de mestrado em ACSP.

O estagio teve como foco de aprendizagem a Microbiologia dos alimentos, mais concretamente a
pesquisa de Salmonella spp.. Foi possivel compreender, em especifico, a dinamica e a organizagao do
laboratdrio de Microbiologia de alimentos desde a recolha de amostras, entrada das mesmas,
processamento e interpretacao de resultados (Anexo E), assim como as metodologias - 1SO 6579-1:2017

(1) e PCR em tempo real.

Relativamente a ISO 6579-1:2017, o procedimento para a identificacao de Salmonella spp. demora mais
de 4 dias, trata-se de um processo pormenorizado e extenso com diversas fases. (10, 14) Foi possivel
aprender a distinguir as quatro fases de detecao e em que cada uma consiste, desde os meios de cultura
especificos envolventes, as respetivas condi¢oes de tempo de incubacao e de temperatura como ainda,
saber distinguir coldnias suspeitas e caracteristicas das outras colonias da mesma familia presentes no
meio. A confirmacao dessas coldnias suspeitas e caracteristicas paraa Salmonellaspp. é posteriormente,

realizada através de testes bioquimicos e seroldgicos.

Neste ambito, os meios utilizados sao o meio liquido Lisina e os meios inclinados TSI, nutriente e Ureia.
Relativamente aos testes seroldgicos, s6 sao realizados quando se obtém positividade em todos 0s meios
referidos. Assim, se tal nao se verificar, a bactéria em estudo nao é Salmonella spp.. Na Biogerm, os testes
seroldgicos utilizados sao: soro fisiolégico, uma solucao polivalente do soro antigénio O e do soro

antigénio H.

Em relagao a metodologia PCR em tempo real, aplicada para a pesquisa de Salmonella spp. e em conjunto
com a ISO 6579-1:2017, foi possivel aprender: a processar a extracao de ADN de Salmonella spp. em
amostras de alimentos; a introduzir corretamente os dados; a analisar os graficos e como prevenir as
contaminagoes. O PCR é altamente suscetivel a contaminacoes pois, é possivel analisar diversas
amostras ao mesmo tempo na mesma placa, para isso é necessario estabelecer um fluxo de trabalho e

uso de materiais especificos apropriados. (10) A inclusao desta metodologia, com alta sensibilidade e

25



especificidade, funciona como método de triagem nas amostras de alimentos, permite dar uma resposta
rapida (demora cerca de 2h) e emitir um resultado em menos de 48h para o cliente (quando o resultado é
negativo). (4, 5) Porém, exige pessoal qualificado e equipamentos e reagentes com custo elevado.
Também pode ocorrer inibicdes do PCR pois, certas matrizes alimentares podem conter interferéncias de
PCR e falsos positivos por vdrios motivos, como as contaminagoes e as bactérias presentes nao serem
vidveis — sao detetadas por PCR mas nao crescem na fase de enriquecimento. (6, 10) Assim, efetua-se a

confirmacgao das amostras positivas por PCR em tempo real pelo método cultural.

Relativamente a validacao de resultados para a pesquisa de Salmonella spp.,0s mesmos sao validados
segundo a AFNOR, aplicadas as diferentes metodologias usadas nos laboratérios da Biogerm, conforme
o nimero de amostras analisadas. Ambos os métodos sao da mesma casa comercial. Porém, o método
que estd implementado na Biogerm da Regiao Auténoma da Madeira é mais facil, econédmico e rapido de
utilizar pois, o nimero de amostras de alimentos analisados é consideravelmente inferior,

comparativamente com a Biogerm de Portugal Continental.

5.2. Estudodecaso

A frequéncia de Salmonella spp. nos alimentos analisados, provenientes de Portugal Continental e Regiao
Auténoma da Madeira foi 1,57%. Comparativamente a outros estudos similares, desenvolvidos em
Portugal e em outros paises, este é um valor baixo. (45, 54-61) O estudo realizado por Nguyen DT e
colaboradores (2016) no Vietname demonstrou uma frequéncia bastante elevada (55,75%). Este valor
pode estar relacionado com o facto de as amostras terem sido recolhidas durante um periodo mais longo
(outubro de 2012 amarco de 2015) e serem provenientes de varios pontos do sistema de distribuicao de
alimentos da cidade Ho Chi Minh. Uma frequéncia aproximada (49%) ja tinha sido encontrada no estudo
realizado na Maldsia em1995. (58) Neste estudo, também as amostras foram recolhidas de restaurantes,
cantinas e mercados em trés cidades (Kajang, Serdang e Kuala Lumpur). Valores mais aproximados ao
encontrado neste estudo, apesar de serem mais elevados, foram observados no estudo realizado em
Marrocos por Zahli e colaboradores (2022) (9,84%), e no estudo de Ejo e colaboradores (2016),
desenvolvido na Etidpia (5,47%). No primeiro estudo, as amostras foram recolhidas aleatoriamente em
diferentes pontos daregiao de Tetouan, no periodo de novembro de 2016 a outubro de 2018. Enquanto no
segundo estudo, as amostras de alimentos de origem animal foram recolhidas aleatoriamente de
restaurantes, hotéis, cafés e pastelarias em Gondar (Noroeste da Etidpia), no periodo de fevereiro de 2014
adezembro de 2015. Assim, o periodo de recolha de amostras associado a metodologia por amostragem

aleatdria de varios pontos geograficos ou do sistema de distribuicao de alimentos, as diferencas nos
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padrdes de qualidade alimentarimplementados nestes paises, poderao estar nabase da discrepancia dos

valores obtidos.

De qualquer forma, a prevaléncia obtida neste estudo esta relacionada com a implementacao de
programas de qualidade e controlo dos riscos, assim como de campanhas sobre sustentabilidade e

seguranca alimentar (do prado ao prato, por exemplo).

Contudo, estudos desenvolvidos noutros paises, nomeadamente na Estdnia (2014) (55) e em Marrocos
(2009) (59), obtiveram frequéncias de contaminacao por Salmonella spp. mais baixas - 0,54% e 0,91%,
respetivamente. O primeiro estudo, baseou-se na recolha de amostras em varias induistrias alimentares
durante cinco anos (2008-2012), enquanto no estudo desenvolvido em Marrocos as amostras foram
recolhidas de restaurantes, hotéis, snack bares e empresas publicas e privadas em varias cidades
(maioritariamente em Casablanca, Tanger, Rabat e Marrakech), no periodo de marcgo de 2002 a dezembro
de 2005. Fundamentalmente, a diferenca na prevaléncia de Salmonella spp. nos dois estudos, deve-se ao
facto de as amostras terem sido recolhidas no ambito de verificacao dos procedimentos da prdpria
inddstria alimentar e do controlo oficial efetuado pela autoridade competente (55) e de andlises de rotina

da Food Control (controlo de comida) do Instituto Pasteur (59).

Segundo dados da European Food Safety Authority (EFSA) em 22 paises da Europa, no ano 2020, a
frequéncia de contaminacao de Salmonella spp. foi ainda mais baixa 0,15%, originando 694 surtos de
origem alimentar, dos quais houve 812 hospitalizacées e 7 mortes. Demonstra assim, que estdo a ser
cumpridos os critérios de higiene de acordo com o regulamento (CE) n°2073/2005. Os produtos
alimentares reportados como os principais veiculos de transmissao de Salmonella spp. foram os ovos e
os seus derivados (responsdavel por 37 surtos), carne de suino e produtos com o mesmo (11 surtos), e
produtos de panificacao (9 surtos). De salientar que Portugal, Bulgaria, Chipre, Eslovénia e Grécia nao

tiveram nenhum surto de Salmonelose registado. (60)

Segundo dados da European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) num estudo realizado em
27 paises da UE e 9 paises fora da UE, no periodo de 2016-2020, registou-se o menor ndmero de casos
de Salmonelose em 2020 (52702 casos; 13,71 casos por cada 100000 habitantes), resultando numa
diminuicao de 29,7% (incluindo o Reino Unido) ou 32,8% (excluindo o Reino Unido) em comparagao com o
ano 2019. Este decréscimo deve-se a saida do Reino Unido da UE e da pandemia da COVID-19. Estes
52702 casos originaram 6149 hospitalizacoes e 57 mortes. Em paises como Portugal, Bulgdria, Grécia,
Irlanda, Itdlia e Roménia registaram o menor nimero de surtos de Salmonelose (4,4 casos por cada

100000 habitantes). (60)

A maioria das amostras de alimentos analisadas para a pesquisa de Salmonella spp. sao provenientes da
Biogerm de Portugal Continental e isso deve-se ao facto da distribuicao geografica da populagao

portuguesa se concentrar maioritariamente no Continente (250769 habitantes na Regiao Auténoma da
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Madeira e 10094033 habitantes em Portugal Continental, segundo o Instituto Nacional de Estatistica).
(62)

Verificou-se que amaioria das amostras provenientes da Biogerm de Portugal Continental sao referentes
ao grupo de 25g +5% (alimentos prontos e nao prontos a consumo) jd da Biogerm da Regido Auténoma da
Madeira sao referentes ao grupo de 10g 5% (alimentos ndo prontos a consumo). Possivelmente esta
situacao, deve-se ao menor nimero de supermercados, escolas, hospitais e lares na Regiao Auténoma da
Madeira. Visto que, se trata de um controlo de Satide Publica por ser um microrganismo de tolerancia zero
em alimentos, o foco para a pesquisa de Salmonella spp. sao as comidas comercializadas e as refeicoes
pré-confecionadas e confecionadas em cantinas escolares, hospitais, atividades de tempos livres (ATL) e

lares, de forma a abranger o maior niimero de alimentos possivel. (13, 25, 26)

Todas as amostras de alimentos foram analisadas por PCR em tempo real, das quais resultaram 112

amostras positivas, que foram posteriormente, também confirmadas por método cultural.

De acordo com os resultados do total de amostras analisadas e positivas, verificou-se uma contaminacao
superior no grupo de 10g 5%, comparativamente com o grupo 25g 5% (60,71% e 39,29%,
respetivamente). Tal, pode estar relacionado com o facto de todas as amostras de alimentos constituintes
desse grupo serem crus —amostras nao prontas a consumo, ou seja, nao houve qualquer tipo de agdo pelo
calor e, consequentemente, a possibilidade de eliminacao da Salmonella spp.. Enquanto, no grupo de 25g
+5% a maioria das amostras de alimentos estao prontas a consumo — alimentos confecionados. Contudo,
de acordo comalSO0,acarne de suino pode ser analisadaem10g +5% e 25¢g +5%. (1) Os clientes que optam
por fazer a pesquisa de Salmonella spp. em 259 +5%, preferem que seja analisada uma maior quantidade
de produto, por forma a terem uma confianca maior no resultado obtido. Esta op¢ao é maioritariamente

feita por empresas de grandes dimensoes.

No grupo de 10g +5%, nas 68 amostras de alimentos positivas, a carne de suino apresenta a maior
percentagem de contaminacao (66,18%), mesmo se compararmos apenas a carne de novilho/bovino com
a carne mista (carne de suino, novilho/ bovino) verificamos que, a carne mista apresenta maior
contaminacao (19,12%), pois contém a carne de suino. Assim, neste grupo, a carne de suino tem
predisposicao para a contaminacao da Salmonella spp. sendo necessario que este tipo de carne seja bem
confecionada. Estes resultados estao em conformidade com outro estudo realizado em Portugal durante
2009-2011, em que as amostras foram recolhidas por todo o territorio nacional no ambito do Programa
Nacional de Controle de Salmonella em animais produtores de alimentos e alimentos de origem animal, de
acordo com as diretrizes da Decisao da Comissao 2007/407/EC, onde foi observado 60,35% de
prevaléncia de contaminagao por Salmonella spp.. (56) Contrariamente, nos estudos realizados no
Vietname (54), Italia (61) e Estdnia (55) observam-se prevaléncias inferiores, nomeadamente, 33,74%,

2,51% e 0,43%. Este estudo realizado na Itdlia, no periodo de outubro de 2018 a outubro de 2021, focou-
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se na analise de amostras de carcacas de suinos. Demonstrou que existe uma correlacao direta entre a
distancia de onde os animais sao criados até aos matadouros (quanto maior for essa distancia, maior serd
a prevaléncia esperada de Salmonella spp.), talvez pelo aumento do tempo durante o transporte, as
condicoes precdrias de higiene e o contacto préximo entre os animais. Para além disso, demonstrou
também, que a prevaléncia de Salmonella spp. aumenta de acordo com o peso do animal, mas nao como
seu tamanho. (61) Na carne bovina, a prevaléncia obtida (14,70%), é mais baixa relativamente ao estudo
realizado em Portugal (29,94%) e no Vietname (23,96%) (54, 56); e mais alta quando comparada com a
prevaléncia encontrada no estudo realizado na Esténia (0,14%), provavelmente por este ser um estudo de

controlo justificando assim a discrepancia de valores obtidos. (55)

Relativamente ao grupo de 259 +5%, nas 44 amostras positivas, podemos concluir que, a carne de aves
(59,09%) é onde existe o foco da contaminacdo. A prevaléncia obtida na carne de aves nao foi encontrada
em nenhum dos estudos jd referidos (Vietname= 22,98%; Portugal=14,71%; Estdnia=10,96%; e Marrocos
(regido de Tetouan) = 9,84%). (45, 54-56) No entanto, no estudo realizado em 2020, com a participacao
de 22 paises da UE, a prevaléncia obtida na carne de aves e em produtos alimentares a base de carne de

aves foi o grupo que apresentou valores percentuais mais elevados (1,6%). (60)

0 uso inadequado de utensilios ja utilizados em outros alimentos; pouca higiene das bancadas onde serao
manuseados alimentos prontos a consumo (alface, tomates, pao, ..); aventais contaminados do corte de
carne cruas e posteriormente usados para secar/limpar as maos, entre outros, contribuem para o
aumento da contaminagao cruzada entre os alimentos prontos e ndo prontos a consumo. (21) Como os
alimentos prontos a consumo nao vao sofrer processamento térmico, 0s microrganismos existentes
terao condicdes para se desenvolverem e contaminar os consumidores. Variando entre sintomas ligeiros
a graves, pode em casos extremos provocar a morte do individuo. (13, 16, 46) Dai ser crucial a
monitorizacao do controlo e implementacdao de novas medidas que diminuam a contaminagao de
Salmonella spp. em todos os alimentos — prontos e nao prontos a consumo. Ainda neste contexto, é
igualmente importante investir na literacia da populacdo para que os individuos saibam controlar a
contaminagao cruzada, contribuindo para que a frequéncia da Salmonella spp. em alimentos prontos a
consumo contaminados por alimentos nao prontos a consumo possa diminuir. Esta diminuicao pode
também ser promovida pela utilizagao de um sistema de organizacao dentro do frigorifico (separar os
alimentos prontos e ndo prontos a consumo), separar ambientes na cozinha na altura da confecao da
comida, higienizar frequentemente as maos e as bancadas, comprar alimentos em locais com programas
de controlo de higiene e seguranca implementados (supermercados e minimercados), cozinhar bem os

alimentos nao prontos a consumo e desinfetar bem os alimentos prontos a consumo.

Na carne de suino, tal como verificado no grupo 10g +5%, também neste grupo apresenta uma elevada

percentagem de contaminacao (29,55%). Enquanto, no grupo alimentar “outros”, apresentam um valor
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mais baixo (11,36%), em comparacao com os restantes grupos. No entanto, a presenca de Salmonella spp.
no queijo curado e na sande de pasta de atum (Tabela 6, pag. 23) é preocupante pois sao alimentos prontos
a consumo, enquanto os restantes ainda serao confecionados podendo eliminar a bactéria por acao do

calor.

Pela andlise estatistica inferencial, a prevaléncia de Salmonella spp. neste estudo, difere
significativamente (0<0,05) entre os dois grupos: 10g +5% e 25g +5%. Como podemos verificar, o grupo
10g +5% apresenta uma prevaléncia de Salmonella spp. de 60,71% enquanto, o grupo 259 +5% apresenta
39,29%. Assim, rejeita-se a hipétese nula “A prevaléncia de Salmonella spp. nao difere significativamente
entre os dois grupos: 10g +5% e 25¢g +5%" e aceita-se a Hi: “A prevaléncia de Salmonella spp. difere

significativamente entre os dois grupos: 10g +5% e 25g +5%".

De um modo geral, podemos concluir que a Salmonella spp. encontra-se predominantemente em
alimentos crus ou mal confecionados e como se trata de um microrganismo patogénico com tolerancia
zero em alimentos devido a alta taxa de mortalidade e morbilidade, sendo um grave problema de Salde
Publica, é crucial que a sua monitorizacao seja continua de modo a prevenir casos e futuros surtos. Em
associacao, deverd promover-se a higiene pessoal dos operadores; cozinhar os alimentos
adequadamente; evitar a contaminagao cruzada; manter os alimentos armazenados em temperaturas
adequadas e, por isso, consideradas seguras e evitar a utilizacdo/consumo de alimentos de fontes

inseguras. (42)

6. Conclusao

Este estagio teve duracao de trés meses, ao longo do qual foi possivel desenvolver competéncias
profissionais e pessoais, uma visao realista do funcionamento de um laboratdrio de Saude Publica, na
vertente de Microbiologia; interligar e aplicar os conhecimentos adquiridos durante o Mestrado em ACSP
e integrar uma equipa multidisciplinar. Tornou-se, desta forma, uma experiéncia unica e bastante
enriquecedora, que me permitiu ter uma nogao mais esclarecedora sobre a relevancia laboratorial no

contexto da Saude Publica em Portugal.

Atualmente os laboratdrios, quer privados quer publicos, desempenham func¢ées fundamentais na
colaboracgao da criacao de programas melhores de controlo de qualidade e seguranca alimentar face ao
aumento que se tem verificado ao longo do tempo de bactérias patogénicas e contaminantes de origem

alimentar, pois sao altamente prejudiciais, que podem afetar qualquer pessoa.

Através darevisao da literatura, foi possivel constatar que a Salmonella spp. é, atualmente, uma bactéria
patogénica comumente encontrada nas matrizes alimentares. A doen¢a associada ao consumo de

alimentos contaminados por Salmonella spp. — salmonelose, é a segunda zoonose relatada pela Uniao
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Europeia. Isto, deve-se ao facto desta bactéria ubiquitdria ter grande capacidade de adaptacao e
resisténcia e conseguir transmitir-se de varias formas distintas, assumindo-se como um grave problema
na Saude Publica. Na prevencao da satde individual e comunitdria, o rigor e a evolucao das normas de
seguranca alimentar, introduziu no setor alimentar um aumento da responsabilidade por parte dos
produtores e processadores, em regular e controlar as praticas de produgao e em implementar métodos

de controlo de microrganismos patogénicos, como as BPHF e HACCP.

Relativamente aos dados obtidos neste estudo, verificou-se maior frequéncia de contaminagao nos
alimentos nao prontos a consumo. Sendo que, estes alimentos crus contaminados ainda vao sofrer
processamento térmico, fazendo com que haja uma grande probabilidade de eliminacao da contaminacgao.
Porém, o facto destes alimentos estarem contaminados pode originar a que outros alimentos, prontos a
consumo, se contaminem, por contaminacao cruzada, por exemplo. Esta é, efetivamente, uma das

principais vias de transmissao de Salmonella spp. nos humanos.

Por se tratar de um microrganismo de tolerancia zero em alimentos, apesar de todas as medidas ja
existentes, ainda se verifica valores elevados. Por isso, € muito importante a consciencializagao sobre a
necessidade de implementacgao de BPH para evitar a disseminacao de Salmonella spp., incutir estratégias
de bons habitos no ambito do manuseamento de alimentos em contexto industrial, hoteleiro ou

domeéstico.

Este estudo permitiu evidenciar que, apesar das boas prdticas introduzidas no controlo de qualidade e
seguranca alimentar, a prevaléncia de alguns produtos alimentares contaminados por Salmonella spp.em
Portugal ainda € elevada. Tal, real¢a a necessidade de aumentar a literacia sobre os riscos inerentes a
producao, ao processamento alimentar e controlo de microrganismos junto da comunidade produtora,
distribuidora e consumidora. Futuramente, seria importante continuar a detecao de Salmonella spp. em
alimentos, utilizando métodos de detecao mais rdpidos e econdmicos, de forma a obter resultados
fidedignos no menor tempo possivel para poder-se tomar a¢des mais céleres na contencao de diversos

surtos de origem alimentar.
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Anexos

Anexo A — Diagrama/fluxograma do procedimento para a pesquisa de Salmonella spp.
em comida, ragoes e amostras ambientais da area de producao alimentar —

adaptado da ISO 6579-1:2017/Amd.1:2020(E).

1SO 6579-1:2017(E)

Amostra + Agua peptonada tampotada

(BPW) 18h £ 2h a 34°Ca 38 °C

Pre-
enriguecimento

o 0,1 ml de cultura 1 ml de cultura
g . + R
g 2 10 ml RVS broth durante 24h £ 3h a 10 ml MKTTn broth durante
g % 41,5°C+1°C 24h +3ha34°Caté38°C
o "
: \ /
w
XLD agar

durante 24h + 3h a 34 °C até 38°C
+ segundo meio isolante

Isolamento
seletivo

/

Testar pelo menos 1 coldnia tipica ou
1 suspeita. Se negativo, testar
adicionalmente 4 colénias.

i

Nutriente agar ndo seletivo
durante 24h +3ha34°C
até 38 °C

Vg ——
N

Confirmagdo

Testes Bioquimicos Testes seroldgicos

Andlise de Resultados
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Anexo B — Composicao e caracteristicas dos meios de cultura utilizados para a pesquisa

de Salmonella spp. pela sequéncia da 1SO 6579-1:2017/Amd.1:2020(E).

A. BPW

Composicao do meio

Caracteristicas

Peptona 100¢g Meio liquido de pré-enriquecimento seletivo para o
Cloreto de Sédio (NaCl) 50¢g isolamento de Salmonella spp. em amostras de alimentos
(Na,HPO,-12H,0) 90¢ (150 6579-1:2017), com pH 7.2 + 0.2 a 25°C num saco
Fosfato de Potdssio Desidrogenado (KH.PO,) | 159 estéril com 5000 ml de meio, conservar a uma
Agua (H0) 1000 ml | temperatura entre 2a 8°C. O meio apresenta cor beje.

B. Caldo RVS
Composicao do meio Caracteristicas
Enzima Digestiva de Soja 50¢g Meio liquido seletivo de enriquecimento para o
Cloreto de SAdio (NaCl) 80¢g isolamento de Salmonella spp., com pH de 5.2 + 0.2 a
KzHPO, 02g 25°C num tubo estéril com 10 ml de meio, conservar a
Fosfato de Potdassio Desidrogenado (KH.PO,) | 1,49 uma temperatura entre 2 a 8°C. O meio apresenta cor
Agua (Hz0) 1000ml | azul-escuro.Produzido pela Biogerm, SA.

C. Caldo MKTTn
Composicao do meio Caracteristicas
Extrato de Carmne 43¢ Meio liquido de enriquecimento para a Salmonella spp.,
Digestao enzimatica de caseina 86¢g com pH de 8.2+ 0.2a 25°C num tubo estéril com 10 ml de
Cloreto de Sédio (NaCl) 26g meio, conservar a uma temperatura entre 2 a 8°C. 0 meio
Carbonato de Calcio (CaC0s) 387g apresenta cor beje-esverdeado com precipitado.
(Na»S-05-5H,0) 478¢g Produzido pela Biogerm, SA.
Bile de Boi para uso bacterioldgico 478¢
Brilho Verde 9,6 mg
Agua (H.0) 1000 ml
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D. XLD agar

Composicao do meio

Caracteristicas

Extrato de Levedura 30¢g
Cloreto de Sddio (NaCl) 50¢g
Xilose 3,75¢g
Lactose 75¢g
Sacarose 75¢g
Hidroclorato de L-Lisina 50¢g
Tiossulfato de Sédio 6,89
Citrato de Ferro Ill aménio 08¢
Vermelho Fenol 0,08¢g
Desoxiclorato de Sddio 109
Agar 9ga18g*
Agua (H.0) 1000 ml

* Depende daintensidade do gel de agar.

Meio sélido seletivo para o isolamento e diferenciacao
de elementos patogénicos entéricos gram-negativos —
Salmonella spp.,compHde 7.4 + 0.2a 25°C huma placa
Stacker estérilde 90 mm, conservara uma temperatura
entre 2 a 8°C. O meio apresenta cor vermelho

alaranjado. Coldnias vermelhas com centro preto.

E. Meio Nao Seletivo — Nutriente agar

Composicao do meio

Caracteristicas

Extrato de Carne 30¢g
Peptona 50g¢
Cloreto de Sddio (NaCl) 509
Agar 9ga18g*
Agua (H,0) 1000 ml

* Depende daintensidade do gel de agar.

Meio inclinado favordvel para o crescimento bacteriano,
compHde 7.4 £ 0.2a25°C num tubo estéril com 7 mlde
meio, conservar a uma temperatura entre 2 a 8°C. O

meio apresenta cor beje. Produzido pela Biogerm, SA.

F. TSlagar

Composicao do meio

Caracteristicas

Extrato de Levedura 30¢g
Extrato de Carne 30g
Peptona 20,09
Cloreto de Sddio (NaCl) 50¢g
Lactose 1009
Glucose 109
Sacarose 100¢g
Tiossulfato de Sédio 03g
Citratode Ferrollll 03¢

Meio inclinado para a identificacdo de
Enterobacteriaceas, detetando fermentacdo de trés
acucares: glucose, sacarose e lactose; producao de
sulfureto hidrogénio e gds, com pH de 7.4 + 0.2 a 25°C
num tubo estéril com 7 ml de meio, conservar a uma
temperatura entre 2 a 8°C. 0 meio apresenta cor

vermelho alaranjado. Produzido pela Biogerm, SA.

38




Vermelho Fenol 0,024¢g
Agar 9ga18g*
Agua (H,0) 1000 ml
* Depende da intensidade do gel de agar.

G. Ureiaagar
Composicao do meio Caracteristicas
Peptona 1,09 Meio inclinado para a detecao da atividade da urease
Cloreto de Sddio (NaCl) 50¢g Proteus e de algumas Enterobacteriaceas, com pH de
Glucose 1049 6.8 + 0.2 a 25°C num tubo estéril com 8 ml de meio,
Fosfato de Potdssio Desidrogenado (KH-P0O,) | 20g conservar a uma temperatura entre 2 a 8°C. O meio
Vermelho Fenol 0,012g apresenta cor beje. Produzido pela Biogerm, SA.
Agar 9ga18g*
Agua (H0) 1000 ml
* Depende daintensidade do gel de agar.

H. CaldoLDC
Composicao do meio Caracteristicas
Extrato de Carne 30g Meio liquido para a detecao da producao da lisina
Monocloridrato de L-Lisina 50¢g descarboxilase pela Salmonella spp. e outras
Glucose 10g Enterobacteriaceas, com pH de 6.8 + 0.2 a 25°C num
Roxo Bromocresol 0,015g tubo estéril com 10 ml de meio, conservar a uma
Agua (H:0) 1000 ml temperatura entre 2 a 8°C. O meio apresenta cor roxa.

Produzido pela Biogerm, SA.

39




Anexo C — Guiade calculo para a Mix do PCR da marca BIO-Rad Laboratories, Inc.

PCR Mix Calculation Guide

To find the correct volumes to use when preparing the PCR mix, add the total number of samples and controls to be analyzed and find
the corresponding volumes of reagent B and reagent C in the table.

Total Number Amplification Total Number Amplification Total Number Amplification
of Samples Probes Mix of Samples Probes Mix of Samples Probes Mix
and Controls Reagent B, pl  Reagent C, pl and Controls ReagentB, ul Reagent C, pl and Controls Reagent B, pl  Reagent C, pl

1 5 40 33 178 1,400 B5 351 2,800
2 11 BE 34 184 1,500 66 356 2,900
3 16 130 35 188 1,500 &7 362 2,900
4 22 173 36 194 1,600 68 36T 2,900
5 27 216 a7 200 1,600 69 373 3,000
6 32 259 38 205 1,600 70 378 3,000
7 38 302 39 21 1.700 Fil 383 3,100
8 43 346 40 216 1,700 72 389 3,100
9 49 389 4 221 1,800 T3 394 3,200
10 o4 432 42 227 1,800 T4 400 3,200
11 59 475 43 232 1,900 75 405 3,200
12 65 518 44 238 1,900 i1 410 3,300
13 70 562 45 243 1,900 77 46 3,300
14 TG G605 46 2458 2,000 78 421 3,400
15 a1 G458 47 254 2,000 T8 427 3,400
16 86 B 48 259 2,100 80 432 3,500
17 a2 T34 49 265 2,100 a1 437 3,500
18 a7 778 50 270 2,200 82 443 3,500
19 103 B2 Eal 275 2,200 83 448 3,600
20 108 864 52 281 2,200 84 454 3,600
21 13 a7 53 286 2,300 85 459 3,700
22 118 950 o4 292 2,300 86 464 3,700
23 124 j=l=E 55 297 2,400 87 470 3,800
24 130 1,000 56 302 2,400 88 475 3,800
25 138 1,100 57 308 2,500 89 481 3,800
26 140 1,100 58 313 2,500 90 486 3,900
27 146 1,200 59 319 2,500 9 491 3,900
28 15 1,200 &0 324 2,600 92 497 4,000
29 157 1,300 &1 329 2,600 93 502 4,000
30 162 1,300 62 335 2,700 94 508 4100
A 167 1,300 63 340 2,700 95 513 4100
32 173 1,400 64 346 2,800 96 518 4100

Visit bio-rad.com/foodscience for more information.

Bio-Rad is a trademark of Bio-Rad Labaoratories, Inc. in certain jurisdictions. iQ-Check is a registered trademark of Bio-Rad Europe, GmbH in

certain jurisdictions. All trademarks used herein are the property of their respective owner.

Bio-Rad

Laboratories, Inc.

Life Science
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Web site bio-rad.com USA 1800 424 8723 Australia 512 3914 2800 Austria 4301 877 83013 Belgium 32 03 710 53 00 Brazil 55 11 3065 7550
Canada 1905364 3435 China 86 21 6163 8500 Czech Republic 36 01 453 6132 Denmark 45 04 452 10 00 Finland 35 08 980422 00 France 33 01 473 533 00
Germany 49 089 3188 4393 Hong Kong 852 2789 3300 Hungary 35 01 459 6130 India 91124 4029300 lsrael 572 03 953 6050 Mtaly 39 02 43486600

«Japan 81 3 63561 7000 Korea 82 2 3473 4460 Mexice 52 555 488 7670 The Netherlands 310 318 540 666 Mew Zealand 54 9415 2280 Norway 47 0 233 841 30
Poland 38 01 459 67191 Portugal 351 21 4727717 Russia 7 495 721 14 04 Singapore 65 5415 3188 South Africa 36 07 453 5193 Spain 34 091 49 06 580
Sweden 45 08 555 127 00 Switzerland 41 0617 17 9555 Taiwan 886 2 2578 7189 Thailand 56 2 551 8311 United Arab Emirates 971 4 8187300

United Kingdom 44 01823 47 1301
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Anexo D - Descricao completa das amostras positivas de ambos os grupos para a

pesquisa de Salmonella spp.

Salmonella spp. detetada em amostras com 10g +5%

Tipo de amostra Frequéncia | Frequéncia
absoluta Relativa (%)

Almoéndegas de novilho 2 294
Almondegas mistas temperadas com colorau 1 1,47
Bife de novilho embalado — Vacuo 2 294
Bochechas de suino frescas com 0sso — Vacuo 1 1,47
Bochechas de suino frescas sem 0sso — Vacuo 1 1,47
Carne de suino temperada 1 1,47
Carne picada de bovino 3 44
Carne picada de bovino e suino 1 1,47
Carne picada de novilho 2 294
Carne picada de suino 7 10,29
Chouricofresco 1 1,47
Coracao de suino fresco 1 1,47
Entrecosto de suino fresco 1 1,47
Espetada de suino com pimentos + 3kg 1 1,47
Févera da Pade suino 1 1,47
Févera para enchido 1 1,47
Hambdrguer de novilho nao temperado 1 1,47
Hambdrgueres de novilho e suino " 16,18
Lingua de suino congelado 1 1,47
Linguas de suino + 5kg — Vacuo 1 1,47
Panados de suino 8 1,76
Perna de suino — Granel 1 1,47
Redenho de suino + 5Kg - Vdcuo 1 1,47
Salsicha fresca de suino — Granel 2 294
Salsicha fresca de suino temperado com molho para salsichas e massa de alho 1 1,47
Salsichafresca picante 5 735
Salsichafresca picante — Granel 5 735
Salsichas de suino temperadas com ervas 1 1,47
Salsichas de suino temperadas com rosado 1 1,47
Tripa de suino 1 1,47
Tripa enfarinhada 1 1,47
Total 68 100
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Salmonella spp. detetada em amostras com 25q +5%

Tipo de amostra Frequéncia | Frequéncia
absoluta Relativa (%)

1/2 Queijo curado 1 2,72
Carne picada de aves 12 27,27
Codornizes temperadas 1 2,72
Entrecosto de suino 1 2,72
Escapula da pa de suino congelado 1 2,72
Espetada de Frango 1Kg 1 2,72
Filete de Perca 1 272
Gordura sem couro de Suino 3 6,82
Hambdrguer de frango 1 2,72
Hamburguer de frango nao temperado 1 2,72
Ostras frescas 1 2,72
Paio York fatiado com 90g 1 2,72
Panados de peru 1 2,72
Peito de frango temperado fresco 1 2,72
Peito de peru 1Kg - Vacuo 1 2,72
Perna de frango temperada fresca 1 2,72
Perna de pato com pele embalada - Vdacuo 5 1,36
Perna frango nao calibrada congelada 1 2,72
Pontas de entremeada de suino 1 272
Porcoes de folhas de espinafres 1 2,72
Redenho de suino 1 2,72
Rim de suino 1 2r2
Sandes de pasta de atum 1 2,72
Secretos de suino 2 455
Toucinho gordo sem couro de suino 1 2,72
Trimming tdbaro 1 2,72
Total 44 100
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Anexo E - Fluxogramalaboratorial da Biogerm.

Chegada das amostras ao Laboratdrio de Microbiologia

Atribuicao do n? da amostra e do grupo

de acordo com a requisicao do cliente

Laboratdrio de Microbiologia dos alimentos Laboratdrio de Microbiologia das aguas

Preenchimento da lista de trabalho

Verificacao N

das amostras

S

Marcacao de placas

Execucao do protocolo

Incubacao

Leitura de resultados

Execucao dos testes confirmatdrios

Leitura elangamento de resultados

Verificacao N

de resultados

S

Emissao do boletim de resultados
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