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Resumo

As competéncias atribuidas a Direcao Geral de Alimentacédo e Veterinaria (DGAV) em matéria de
higiene e seguranca dos géneros alimenticios, visam prevenir, reduzir e eliminar 0s eventuais
riscos para a salde publica. Nesse sentido, a DGAV elaborou o Plano de Aprovacéo e Controlo
de Estabelecimentos que se materializa em visitas regulares aos estabelecimentos industriais,
comerciais e outros que laboram produtos de origem animal, incluindo os talhos.

Neste relatdrio de estagio sdo descritas as atividades empreendidas no acompanhamento das visitas
de controlo realizadas pelo Médico Veterinario Municipal, no &mbito do PACE, em vinte talhos
do Municipio do Porto. Em cada estabelecimento visitado a inspecdo baseou-se numa lista de
verificacdo, calculando-se um risco estimado de acordo com a atividade e com o grau de
cumprimento higio-sanitaria. Por forma a complementar as auditorias, considerou-se importante
medir alguns parametros fisicos e realizar o controlo microbioldgico sistemético de carnes picadas
de bovino, bem como de algumas superficies em contacto com as mesmas durante o
processamento. Para tal, efetuou-se a a quantificacdo de microrganismos aerobios totais,
Enterobacteriaceae e Staphylococcus coagulase-positivo, bem como a pesquisa de Listeria
monocytogenes e Salmonella spp. Em alguns isolados de Staphylococcus aureus e Escherichia
coli testou-se a sensibilidade antimicrobiana pelo método de Kirby-Bauer (método de difusdo em
disco). No controlo fisico, para além da medicdo do pH, efetuou-se o registo da temperatura da
carne picada e das camaras de refrigeracéo.

Merece um destaque positivo, o facto de ndo ter sido detetado qualquer isolado de L.
monocytogenes ou Salmonella spp. nas 20 amostras de carne picada testadas durante este estudo.
Assim, todas as amostras avaliadas foram consideradas Satisfatorias ao abrigo dos critérios de
seguranca definidos para as carnes picadas. Porém, 70%, 45% e 95% das analises feitas as
superficies revelaram resultados N&o Satisfatorios relativamente a quantificacdo de
microrganismos aerobios totais, de E. coli e de Staphylococcus coagulase-positivo,
respetivamente. Em 58% das amostras recolhidas nas tdbuas e facas de corte detetaram-se cargas
contaminantes por microrganismos aerobios totais e/ou Enterobacteriaceae superiores ao
admissivel. Ainda na vertente higiénica, merece preocupacdo o facto de se ter detetado

Staphylococcus aureus na maioria das maos dos manipuladores.

Palavras-chave: controlo oficial; PACE; talhos; carne picada; controlo fisico e microbioldgico.




Abstract

The competence attributed to the General Direction of Food and Veterinary (DGAV) in matters of
hygiene and safety of foodstuffs, aims to prevent, reduce and eliminate any risks to public health.
In this sense, DGAV developed the Approval and Control Plan for Establishments, which
materializes in regular visits to industrial, commercial and other establishments that work with
products of animal origin, including butcheries. This internship report describes the activities
undertaken in the monitoring of control visits carried out by the Municipal’s Veterinary, within
the scope of PACE, in twenty butcheries of Oporto’s Municipality. In each establishment visited,
the inspection was based on a checklist, calculating an estimated risk according to the activity and
the degree of hygiene and sanitary compliance. In order to complement the audits, it was
considered important to measure some physical parameters and carry out systematic
microbiological control of minced beef, as well as some surfaces in contact with them during
processing. To this end, quantification of total aerobic microorganisms, Enterobacteriaceae and
coagulase-positive Staphylococcus was carried out, as well as the search for Listeria
monocytogenes and Salmonella spp. In some isolates of Staphylococcus aureus and Escherichia
coli, antimicrobial sensitivity was tested using the Kirby-Bauer method (disk diffusion method).
In the physical control, in addition to the pH measurement, the temperature of the minced meat
and the refrigeration chambers was recorded. It deserves a positive highlight, the fact that no isolate
of L. monocytogenes or Salmonella spp. in the 20 minced meat samples tested during this study.
Thus, all samples evaluated were considered Satisfactory under the safety criteria defined for
minced meat. However, 70%, 45% and 95% of the analyzes made on surfaces revealed
Unsatisfactory results regarding the quantification of total aerobic microorganisms, E. coli and
coagulase-positive Staphylococcus, respectively. In 58% of the samples collected on cutting
boards and knives, contaminating loads by total aerobic microorganisms and / or
Enterobacteriaceae were detected higher than the allowable. Still in the hygienic aspect, the fact

that Staphylococcus aureus was detected in most of the manipulators' hands deserves concern.

Keywords: official control; PACE; butcheries; minced meat; physical and microbiological control
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Atividades desenvolvidas durante o Estagio Curricular

No decurso do estagio curricular acompanhei o servico clinico no Canil Municipal do Porto,
concretamente nas areas de profilaxia sanitaria (vacinacdo), identificacdo eletrénica e gestdo de
animais errantes recolhidos ao canil.

Na semana de 13 a 19 de Outubro de 2019, participei na campanha de vacinacao antirrabica
nas sete freguesias do Municipio do Porto, no &mbito do Programa Nacional de Luta e Vigilancia
Epidemioldgica da Raiva Animal e Outras Zoonoses (PNLVERAZ). Através da afixacao de editais
nas Juntas de Freguesia, 0s municipes tomaram conhecimento da a¢do da campanha, o que lhes
possibilitou beneficiar dos servigos respeitantes a vacinacéo antirrabica, identificacdo eletrénica e
aquisicdo do boletim sanitéario.

Na campanha de ado¢do de animais promovida pelo Municipio do Porto, que preconiza a ideia
de uma adocao responsavel, tive a oportunidade de intervir no aconselhamento dos municipes por
forma a tomarem uma decisao esclarecida e conscienciosa.

A atividade principal desenvolvida durante o estagio curricular teve como cerne o controlo
oficial dos estabelecimentos abrangidos no Plano de Aprovacdo e Controlo de Estabelecimentos
(PACE) e, nesse controlo, foi crucial a realizacdo autbnoma de uma componente laboratorial
rigorosa, mas muito trabalhosa. Apos a colheita de amostras seguiu-se 0 estudo microbiolégico,
mediante a identificacdo e quantificacdo dos microrganismos, cuja a¢do nos géneros alimenticios
é determinante na seguranga alimentar.

Com efeito, em termos de salde publica, a seguranca alimentar € de tal forma importante que
a motivacao primordial deste trabalho, através do controlo inspetivo dos estabelecimentos, residiu
em contribuir ndo s6 para o beneficio dos consumidores, como também para 0s proprios
operadores, na medida em que foram sensibilizados para a melhor adequac¢do da sua atividade a
protec¢do da saude publica.
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. Introducao

A seguranca alimentar pode ser perspetivada, stricto sensu, como 0 oposto ao risco alimentar,
ou seja, as praticas que evitem qualquer efeito negativo na salide em consequéncia do consumo de
géneros alimenticios. Numa Otica mais ampla, pode ser equacionada de forma a abranger as
qualidades nutricionais dos géneros alimenticios bem como as preocupacgdes sobre as propriedades
dos alimentos.

A nocdo de qualidade alimentar compreende estas duas vertentes, mas extende-se por um
territorio ainda mais vasto que inclui a apreciacdo subjetiva e psico-social dos consumidores.
Todas as mudltiplas vertentes que caracterizam a qualidade dos géneros alimenticios (e.g.
seguranca, valor nutricional, servico, disponibilidade, qualidade sensorial) tendem a esbater-se a
medida que os produtores consigam traduzir os desejos do consumidor em propriedades fisicas
evidentes nos seus produtos (Grunert, 2005).

O Regulamento (CE) n.° 178/2002 de 28 de Janeiro instituiu a Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos como o objetivo de garantir um elevado nivel de protecdo da salde
humana e dos interesses dos consumidores em relacao aos géneros alimenticios. Nesta perspetiva,
uma eficaz atuacdo das autoridades fiscalizadoras pressupde a concretizagdo de procedimentos de

controlo higio-sanitario que garantam a comercializagdo de géneros alimenticios seguros.

Médico Veterinario Municipal

O Médico Veterinario Municipal (MVM), enquanto autoridade sanitéria veterinaria concelhia,
desenvolve a sua atuacdo, em colaboracdo com o Ministério da Agricultura do Desenvolvimento
Rural das Pescas, compete-lhe concretizar as a¢es nos dominios da satde e bem-estar animal, da
salde publica veterinaria, da seguranca da cadeia alimentar de origem animal, da inspecdo higio-
sanitaria, do controlo da higiene da producéo, da transformacdo e da alimentacdo animal e dos
controlos veterinarios de animais e produtos. Os poderes de autoridade sanitaria veterinaria sdo
conferidos aos MVM, por ineréncia de cargo, pela Direccdo Geral de Alimentacdo e Veterinaria
(DGAV), enquanto autoridade sanitaria veterinaria nacional, e pela Direcc¢do Geral da Fiscalizagao
e Controlo da Qualidade Alimentar®. Estas responsabilidades ndo sdo delegaveis e abrangem as
atividades exercida na respetiva area concelhia, quando esteja em causa a sanidade animal ou a
salde publica (cf. Decreto-Lei n.° 116/98 de 05 de Maio).

! Atualmente integrada na Autoridade de Seguranca Alimentar e Economica
1



Plano de Aprovacéao e Controlo de Estabelecimentos - PACE

O PACE foi criado pela autoridade competente (DGAV) com 0 objetivo de defender a
seguranca alimentar e a satde publica, bem como para assegurar o cumprimento das disposicdes
comunitarias e internacionais de higiene relativas aos produtos de origem animal, através de um
programa de vistorias aos estabelecimentos definido em fungdo do risco estimado. Nas vistorias
inspetivas é avaliado o cumprimento da legislagdo aplicavel aos estabelecimentos que laboram
produtos de origem animal, incluindo (i) os estabelecimentos industriais, comerciais e outros que
necessitam de aprovacado e (ii) os estabelecimentos retalhistas que laboram produtos de origem
animal em natureza. Os registos e resultados dos controlos oficiais séo inseridos numa plataforma
eletronica SIPACE (Sistema de Informacdo do Plano de Aprovacdo e Controlo dos
Estabelecimentos) (DGAV, 2014).

No ambito do PACE, 0 MVM deve realizar visitas periddicas de inspecdo aos estabelecimentos
de comércio a retalho de carnes nas respetivas areas de intervencdo. Incumbe-lhe realizar vistorias
tendo em vista o grau de risco definido com ou sem aviso prévio, elaborar um auto de vistoria com
sentido de decisdo, notificar os operadores para 0 cumprimento dos prazos para corre¢cdo das
inconformidades e atualizar na base de dados eletrénica os resultados das acdes (DGAV, 2014).
Se a salde publica estiver em causa, pode determinar a suspensdo imediata da laboracdo do
estabelecimento (cf. Decreto-Lei n.° 147/2006 de 31 de Julho).

Lista de verificacao

No apoio aos controlos oficiais realizados pelo MVM utiliza-se uma lista de verificacéo
elaborada pela autoridade competente. Nessa lista caracteriza-se o estabelecimento, considerando-
se para esse efeito varios pardmetros nomeadamente, a atividade desenvolvida pelo
estabelecimento (e.g. comércio a retalho de carne ou fabrico de preparados de carne), as espécies
de carnes comercializadas, o nimero de trabalhadores e o fornecimento a outros operadores do
setor alimentar. Seguidamente, procede-se a verificagdo das estruturas e equipamentos dos
estabelecimentos inspecionados e respetiva higiene, inspecionam-se as carnes e 0s seus produtos
relativamente a sua origem e estado de conservagdo, bem como da qualidade da &gua neles
utilizada, com indicacdo do necessario suporte documental, em que se incluem as analises
microbiologicas.

Nesta lista inspetiva verifica-se ainda a fiabilidade do autocontrolo e a avaliacdo dos

procedimentos baseados nos principios do HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Point)



do estabelecimento, a rastreabilidade e rotulagem dos produtos, o uso de aditivos e o

encaminhamento dos subprodutos/residuos.

pré-
requisitos

Validagao Verificacao

Atividade periddica para
demonstrar que o
resultado desejado foi
efetivamente alcangado*

Provas antes do inicio de um

processo que demonstrem que
as medidas de controlo

consideradas sao eficazes*

Figura 1. llustracdo esquematica do sistema de gestdo de controlo da seguranca alimentar. *Comunicacdo
da Comisséo (2016/C 278/01).

O procedimento do PACE inclui posteriormente a elaboracdo de um relatério sobre o controlo
oficial realizado, em que se faz o registo eventual dos Incumprimentos constatados na visita
inspetiva. Os operadores do estabelecimento devem ser notificados sobre as deficiéncias existentes
no estabelecimento, ficando sujeitos a um prazo de cumprimento das Desconformidades num
méaximo de 60 dias.

O risco estimado para cada estabelecimento, é calculado em niveis crescentes compreendidos
entre 1 e 4, tendo em conta o risco associado a atividade e o grau de incumprimento dos requisitos
higio-sanitarios. No entanto, no presente estagio curricular apenas foram visitados
estabelecimentos com risco de atividade de grau 2-manipulagdo de produtos. O MVM classifica
0 grau de incumprimento relativo a cada uma das seguintes areas: estruturas e equipamentos,
higiene e limpeza, andlises, qualidade da agua, rastreabilidade e rotulagem, HACCP e
subprodutos. A periodicidade das visitas inspetivas varia entre um minimo de 6 meses a um

maximo de 24 meses, de acordo com o risco estimado para cada estabelecimento (Quadro 1).



Quadro 1. Periocidade das visitas definida com base no grau de risco (DGAV, 2014).

Risco estimado Préxima visita num prazo maximo de
Estabelecimentos com grau de risco 1 24 meses
Estabelecimentos com grau de risco 2 18 meses
Estabelecimentos com grau de risco 3 12 meses
Estabelecimentos com grau de risco 4 6 meses

Independentemente do risco estimado calculado, caso se verifique um grau de incumprimento
de nivel 4 ou 3 em alguma das mencionadas areas, deve-se proceder a vistoria respetivamente

decorrido o prazo de 1 e 3 meses, a contar da vistoria precedente (DGAV, 2014).

Microbiologia Alimentar

Os perigos microbioldgicos veiculados pelos géneros alimenticios apresentam uma importante
causa de doencas de origem alimentar para o ser humano (cf. Regulamento (CE) n.° 2073/2005 de
15 de Novembro). Por esse motivo, as analises microbiologicas constituem uma parte do sistema
da gestdo do risco e do controlo dos perigos (INS Dr. Ricardo Jorge, 2019), podendo ser realizadas
diversas determinagdes.

A quantificacdo de microrganismos aerébios mesofilos totais, como a denominacdo bem
evidencia, mede a carga microbiana total existente numa matriz alimentar, ndo permitindo
distinguir se se tratam de espécies patogénicas, comensais ou com importancia tecnolégica. Este
parametro é frequentemente utilizado como indicador da qualidade higiénica do alimento (Temelli,
2006).

Enterobacteriaceae , uma das familias de bactérias Gram-negativo, integra um conjunto vasto
de espécies bacterianas frequentes nas fezes de animais de sangue quente (incluindo os humanos),
no solo e na &gua (Standards Unit Microbiology Services, 2013). Este grupo de microrganismos é
pesquisado, precisamente, por serem bons indicadores da higiene relativamente a contaminagéo
fecal. A detecdo de Enterobacteriaceae, com auséncia de Coliformes, nem sempre é
correlaciondvel com contaminagdo por fezes. Assim, ha autores que consideram a quantificacéo
de coliformes um indicador mais preciso de higiene (Al-mutairi, 2011).

Escherichia coli (E. coli) € um coliforme pertencente a familia Enterobacteriaceae com
metabolismo anaerdbio facultativo que é comumente encontrado na microflora normal do intestino

de animais de sangue quente. A maioria das estirpes sdo comensais inofensivas, porém, algumas
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provocam diarreias mais ou menos graves, consoante a sua patogenicidade (Doyle & Buchanan,
2012).

O género Staphylococcus coloniza vulgarmente a pele as cavidades nasais dos seres humanos,
sendo responsavel por infecdes oportunistas. Até a presente data foram identificadas sete espécies
de Staphylococcus coagulase-positivo, entre as quais se destaca Staphylococcus aureus; muitas
das suas estirpes tém capacidade de produzir enterotoxinas termorresistentes, responsaveis por
intoxicacOes alimentares (ASAE, n.d.).

Salmonella spp. pertence a familia Enterobacteriaceae , sendo mais frequentes na carne de aves
e nos ovos. As infecBes causadas em humanos apresentam um quadro sintomatoldgico de febre,
diarreia e nausea.

Listeria monocytogenes multiplica-se num amplo espectro de temperaturas: entre 0 e 45°C. Os
alimentos prontos para consumo refrigerados proporcionam condi¢fes adequadas para o
crescimento desta espécie bacteriana, sendo importantes veiculos, particularmente para a
populacdo vulneravel, i.e., gravidas, neonatos e imuno-comprometidos. Os sintomas associados a
listeriose sdo a septicémia, meningite e meningoencefalite (Doyle & Buchanan, 2012). Segundo
Carpentier & Cerf (2011), este microrganismo € frequentemente encontrado em superficies
existentes na industria alimentar, nomeadamente no pavimento, canaliza¢cGes e equipamentos
frigorificos.

Em matéria de higiene de superficies, na auséncia de critérios microbioldgicos estabelecidos
internamente, utilizou-se, no presente trabalho, como linhas orientativas, os parametros de
aceitabilidade definidos na revogada Decisdo n.° 2001/471/CE. A este respeito, decidi ndo seguir
os critérios microbiol6gicos propostos pelo Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA, 2019), atendendo a que 0s mesmos constituem parametros com um nivel de exigéncia

adequado para estabelecimentos de restauracao.



I1. Material e Métodos

Neste trabalho a selecdo dos 20 talhos a controlar foi feita aleatoriamente, embora com a
preocupacédo de abranger as sete freguesias existentes no Municipio do Porto.

O controlo oficial dos estabelecimentos iniciou-se no dia 4 de Novembro de 2019, mediante
visitas inspetivas a dois talhos por semana, utilizando-se para o efeito uma lista de verificacéo
criada pela Direcdo Geral de Alimentacdo e Veterinaria, no ambito do Plano de Aprovacao e
Controlo de Estabelecimentos.

Para além da auditoria, procedeu-se igualmente a recolha de amostras de géneros alimenticios
e de superficies de contacto com os alimentos, incluindo as maos. Em cada estabelecimento
recolheram-se amostras na tadbua de corte fino, escolhida pelo operador, o qual procedeu a
respetiva higienizacdo, tendo sido registado o procedimento utilizado. Seguidamente, numa &rea
aproximada de 100 cm?, com recurso a duas zaragatoas estéreis, previamente humedecidas em
Agua Peptonada Tamponada (APT) (Oxoid), percorreu-se exaustivamente a area amostrada,
invertendo a direcio entre passagens, apds o que foram reintroduzidas num tubo Falcon® com 10
mL de APT. Colheram-se também amostras na faca de corte escolhida pelo operador e com uma
largura suficiente de forma a possibilitar que a placa de contacto RODAC® (Replicate Organism
Detection and Counting) pudesse ser totalmente preenchida. A colheita foi realizada apds a usual
higienizacdo, que foi registada, pressionando levemente as placas de contacto durante
aproximadamente 10 segundos contra a superficie da faca de corte. Por Gltimo, no que concerne
ao controlo da higiene de superficies, realizou-se um esfregago as méaos do manipulador, com uma
compressa estéril humedecida com 5 mL de APT, colocada posteriormente num saco Stomacher.

Recolheu-se, de forma assética para um saco Stomacher, 100 g de carne picada de bovino
escolhida pelo operador. A temperatura da carne foi medida com um termémetro (Checktemp
HI198501, HANNA) antes e depois de ser picada, exceto nos casos em que a carne picada ja se
encontrava no expositor (talhos #7 e #9) ou se encontrava embalada (talho #19). As amostras de
carne foram transportadas numa caixa isotérmica, sem interrup¢do da cadeia de frio até ao
laboratdrio de Microbiologia e Tecnologia Alimentar do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel
Salazar da Universidade do Porto.

Colocou-se um termometro (Temperature Logger HI144, HANNA) na cdmara de refrigeracao
de cada estabelecimento durante, aproximadamente, uma semana, periodo de tempo em que se

efetuou o registo da temperatura em intervalo de 20 minutos.



1. Anélise Microbioldgica das superficies

1.1. Preparacéo das diluicdes

Retirou-se 1 mL da suspensdo inicial para um tubo de ensaio, contendo 9 mL de Tryptone Salt

broth (TS) (Biokar Diagnostics), perfazendo a diluigéo de 107 Este passo foi repetido até perfazer

as diluices necessarias.

1.2. Quantificacdo de aerdbios mesofilos totais a 30°C (NP 4405:2002) (1SO 4833: 2003)
Com base nas diluicdes previamente preparadas, foram realizadas as sementeiras em meio
PCA-Plate Count Agar (Biokar Diagnostics) pela técnica de incorporacao de 1 mL de inoculo. As
placas foram, de seguida, incubadas na estufa a 30°C, durante 72 horas. Todas as colonias
presentes foram contabilizadas na diluigdo com um namero compreendido entre 30 e 300. O

resultado obtido foi expresso em UFC/cm?.

1.3. Quantificagdo de Enterobacteriaceae (1SO 21528-2:2004).

A partir das diluigdes previamente preparadas, foram realizadas as sementeiras em meio
VRBG-Violet Red Bile Glucose agar (Biokar Diagnostics) pela técnica de incorporacdo de 1 mL
de inoculo. Seguidamente, as placas foram incubadas na estufa a 37°C, durante 24 horas.
Procedeu-se a contagem de todas as coldnias caracteristicas presentes (cor rosa ou vermelho com
ou sem precipitado em redor) em cada placa semeada e expressou-se 0 resultado obtido em
UFC/cm?,

As placas de contacto, com meio VRBG e PCA, foram incubadas na estufa a 37°C durante 24

horas e a 30°C durante 72 horas, respetivamente.

2. Andlise Microbioldgica das méaos dos operadores
Foram adicionados 15 mL de APT ao saco Stomacher que continha a compressa amostrada

mantendo-se a mesma em revitalizacdo durante uma hora.

2.1. Quantificacao de Staphylococcus aureus (NP 4400-1: 2002)

Pela técnica de espalhamento, semearam-se 100 pl da suspensdo em meio Chromagar Staph
aureus (Chromagar Biokar Diagnostics), tendo a placa sido incubada na estufa a 37°C durante 24
horas. Foram contabilizadas todas as colonias caracteristicas (cor rosa/malva) presentes na placa

semeada e o resultado obtido foi expresso em UFC/mao.



2.2. Quantificacao de Enterobacteriaceae (1SO 21528-2:2004)

Semearam-se em meio VRBG, pela técnica de espalhamento, 100 pl da suspensdo.
Posteriormente, a placa foi incubada durante 24 horas a uma temperatura de 37°C. Todas as
colonias caracteristicas presentes na placa foram contabilizadas e o resultado foi expresso em
UFC/mao.

Confirmou-se através de inoculagdo em TSI-Triple sugar/iron agar (Oxoid) as coldnias tipicas

presentes no meio de cultura microbiolégica VRBG.

3. Analise Microbioldgica da carne

Com todos os cuidados de assépcia, procedeu-se a pesagem de 25 g de carne picada para um
saco esterilizado Stomacher, no qual se adicionaram 225 mL de APT e duas gotas de Tween 80
(Merck). De seguida, homogenizou-se em Stomacher (Seward) durante 30 segundos. A preparacao
das diluigdes seriadas foi realizada como referido anteriormente.

Para a pesquisa de Listeria monocytogenes, pesaram-se mais 25 g de amostra que foram
enriquecidas em 225 mL de Fraser | (meio de enriquecimento seletivo primario) mediante

incubacdo desta suspensdo na estufa a 30°C, durante 24 horas.

3.1. Quantificacao de aerdbios mesofilos totais a 30°C (ISO 4833: 2003)
Conforme o procedimento referido no ponto 1.2.

3.2. Quantificacéo de Escherichia coli (ISO 16649-2: 2001)

A partir de diferentes diluicbes decimais inoculou-se atraves da técnica de incorporacdo 1 mL
em meio TBX-Tryptone Bile X-Glucuronidemedium (Biokar Diagnostics) e incubou-se em estufa
a 37°C, durante 24 horas. Contabilizaram-se todas as colonias caracteristicas, i.e., com uma cor

azul presentes nas placas semeadas e o resultado foi expresso em UFC/g de amostra.

3.3. Quantificacéo de Staphylococcus coagulase-positivo (NP 4400-1: 2002)

A partir das diluicdes decimais previamente preparadas, semearam-se 100 pl de in6culo por
espalhamento em meio BP-ovo (Baird Parker Agar + gema de ovo) e, posteriormente, procedeu-
se a incubacdo a 37°C, durante 48 horas. Todas as coldnias caracteristicas (cor cinzenta/preta
brilhante com halo transparente) presentes foram contabilizadas e o resultado foi expresso em

UFC/g de amostra.



3.4. Pesquisa de Listeria monocytogenes (ISO 11290-2: 1998)

Retirou-se 1 mL da enriquecimento inicial em Fraser | para um tubo de ensaio com 9 mL de
Fraser Il (meio de enriquecimento seletivo secundario; Biokar Diagnostics). De seguida, durante
24 horas, 0 tubo de ensaio foi incubado na estufa a 37°C. Decorrido esse tempo, inocularam-se por
espalhamento 100 pl da suspensdo em Fraser Il em meio seletivo Palcam (Oxoid). Através de um
teste RAPID®CB PLUS System (Remel) foi possivel identificar a espécie.

3.5. Pesquisa de Salmonella spp. (1SO 6579: 2002)

Apos o enriquecimento em APT durante 16-18 horas a 30°C, procedeu-se a transferéncia de 25
pl para o centro de uma placa de MSRV-Semisolid Modified Rappaport-Vassiliadis (Biokar
Diagnostics) incubando-se a mesma a 41,5°C, durante 24 horas. Nos enriquecimentos suspeitos
(halo de crescimento concéntrico originado a partir do ponto de inoculacdo) semeou-se por
esgotamento em meio HEA-Hectoen Enteric Agar (Biokar Diagnostics) e incubou-se a 37°C,

durante 24 horas. A confirmacéo foi realizada através de diversos testes bioquimicos, como o TSI.

4. Pesquisa de inibidores

Em duas placas com MH-Mueller-Hinton (Biokar Diagnostics) previamente inoculadas com
recurso a zaragatoa duas bactérias muito sensiveis a inibidores: Bacilus subtilis ATCC 6633 e
Micrococcus luteus ATCC 9344. Colocaram-se, posteriormente, trés discos brancos (Oxoid) em
cada placa, tendo os mesmos sido carregados com 10 pul de suco de carne. Acrescentou-se em cada
placa um disco de Ampicilina como controlo positivo e um disco em branco com 10 pl de dgua
destilada como o controlo negativo. Posteriormente, as placas foram incubadas na estufa, a 37°C,
durante 24 horas.

5. Medicdo do pH
Durante todo o estudo, procedeu-se a medicdo e registo do pH das amostras de carne picada,
com auxilio de um potenciometro (HANNA halo fc2022).



6. Avaliagdo da sensibilidade aos antimicrobianos

A partir das sementeiras de E. coli e S. aureus, repicou-se uma ou mais colonias em funcédo da
diversidade fenotipica detetada através do exame visual e da existéncia de colonias bem isoladas.
A sensibilidade destas estirpes aos antimicrobianos foi testada pelo método de Kirby-Bauer
(método de difusdo em disco), seguindo as guidelines M02-A11 e M100-S27, do Clinical and
Laboratory Standards Institute (M02-Al11, CLSI; M100-S27, CLSI). Para assegurar a pureza dos
isolados de E. coli, antes de serem testados, repicaram-se para 5 mL de CBVB-Caldo Bilis Verde
Brilhante (Biokar Diagnostics) e incubaram-se a 44,5°C, durante 24 horas. No dia seguinte, foram
inoculados em HEA por esgotamento, a partir das suspensdes em CBVB que se encontravam
turvas. Para a realizacdo dos testes de sensibilidade, as colonias foram repicadas para APT e
incubadas a 37°C até ser atingida uma turvacdo de aproximadamente 0,5 McFarland. A partir
dessa suspensao, realizou-se uma sementeira, com recurso a zaragatoa em meio MH. As placas,
contendo os discos de antibidtico (Oxoid), foram incubadas a 37°C, durante 24 horas. Decorrido
esse tempo de incubacdo, procedeu-se a medicdo do didametro dos halos de inibicdo e a
interpretacdo dos mesmos, recorrendo aos critérios para Enterobacteriaceae , Staphylococcus spp.
(M100-S27, CLSI). Foram testados os seguintes antimicrobianos: Ceftazidima (CAZ, 30 ug),
Tobramicina (TOB, 10pg), Cloranfenicol (CHL, 30pg), Levofloxacina (LVX, 5ug),
Estreptomicina (STR, 10 pg), Amicacina (AMK, 30ug), Cefotaxima (CTX, 30ug), Amoxicilina/
Acido Clavulanico (AMC, 30ug), Aztreonam (ATM, 30ug), Cefoxitina (FOX, 30ug), Ampicilina
(AMP, 10pg), Cefazolina (CFZ, 30ug), Tetraciclina (TET, 30ug), Nitrofurantoina (NIT, 300ug)
Gentamicina (GEN, 10ug, 120pg), Ciprofloxacina (CIP, 5ug), Imipenem (IPM, 10ug),
Doxiciclina (DOX, 30ug), Sulfametoxazol + Trimetoprim (SXT, 25ug), Azitromicina (AZM,
15ug), Rifampicina (RIF, 5ug), Quinupristina Dalfopristina (QD, 15ug), Penicilina G (PEN, 10U),
Ceftarolina (CPT, 30ug), Teicoplanina (TEC, 30ug), Linezolida (LZD, 30ug), Clindamicina (CLI,
21Q), Oxacilina (OXA, 1ug) (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012).
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I11. Resultados e Discussao

Caracterizacao dos estabelecimentos
Com base na lista de verificacdo e perguntas adicionais formuladas no controlo oficial,
caracterizou-se cada estabelecimento com dados relevantes para o estudo em causa (Quadro 2).
Na segunda coluna, as letras correspondem a diferentes fornecedores. Indica-se o prego por
quilo de carne picada, o volume de vendas semanal de carne de bovino, a idade média do
responsavel do estabelecimento e se este fornece carnes a outros operadores do setor alimentar,

como por exemplo restauracao, cantinas ou outros talhos.

Quadro 2. Caracterizagdo geral dos estabelecimentos; legenda: N/D n&o definido.

Fornece outros

Talho  Fornecedor | Prego (€/kg) Idade (anos) = Vendas de carne de bovino (kg/semana)

operadores

1 A 8,50 Sim 40-60 300-400
2 A 5,99 Né&o > 60 200-300
3 A 5,99 Sim > 60 700-800
4 N/D 9,99 Né&o 40-60 N/D

5 A 5,99 Né&o 40-60 200-300
6 B 8,60 Sim 40-60 100-200
7 A 5,00 Sim 40-60 400-500
8 C 5,99 Sim 20-40 700-800
9 D 4,99 Sim 40-60 400-500
10 E 7,40 Sim > 60 300-400
11 F 6,25 Sim 40-60 400-800
12 A 6,99 Néo > 60 <200

13 G 6,60 Sim 40-60 >800

14 A 9,00 Sim > 60 <200

15 A 7,95 Sim 40-60 300-400
16 H 6,49 Sim 40-60 400-500
17 | 8,99 Sim 40-60 200-300
18 A 7,90 Sim 40-60 200-300
19 J 3,16 Sim 20-40 >800
20 A 8,90 Né&o > 60 100-200

Pese embora os operadores contratarem diferentes fornecedores de carne, a preferéncia da
maioria dos talhos pelo mesmo fornecedor deveria ter como consequéncia uma maior
uniformidade no preco da carne picada. No entanto, em virtude de alguns talhos terem optado por
picar carne a partir de pecas de primeira justifica a disparidade nos precos de venda.

Considerou-se relevante a indicacdo da idade media do responsavel do estabelecimento, na

medida em que esse fator é suscetivel de estar correlacionado com a instrucéo e a predisposicao
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para a aquisi¢éo e aplicacdo de novas praticas. Adicionalmente, verificamos que muitos operadores
ja ndo perspetivam o comércio de carnes a retalho como uma atividade promissora, em
consequéncia da preferéncia dos consumidores pelas grandes superficies.

A informacéo sobre o volume de vendas semanal de cada talho foi incluida em virtude de ser
um dos parametros considerados na avaliagdo do risco e na definicdo da periodicidade das
auditorias no ambito do PACE. Curiosamente, os dois estabelecimentos (talhos #13 e #19) com
maior volume de vendas semanal (>800 kg/semana) encontram-se no restrito grupo de quatro
talhos que obtiveram resultados maioritariamente Satisfatérios no controlo microbioldgico das trés
superficies de contacto alimentar amostradas em cada estabelecimento neste estudo, e que foram
a tdbua de corte, a faca e as mdos de um manipulador (Quadro 3). O talho #19 foi mesmo o Unico
a obter resultados Satisfatorios em todas as superficies. Por sua vez, entre os estabelecimentos com
menor volume de vendas (<200 kg de carne picada/semana), o talho #12 também integrava o grupo
dos quatro talhos com melhor performance na higieniza¢do, com o destaque positivo de ter sido o
Unico desse grupo em que as maos do manipulador ndao estavam colonizadas com S. aureus. No
respeitante aos niveis de contaminacao por E. coli na carne picada (Quadro 4), parece ndo existir

qualquer correspondéncia entre o volume de producao e este parametro.

Fotografia 1. Amostras de carne picada
de bovino do talho #12 e #13 (arquivo
pessoal).

L
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Plano de higienizacao

Um dos pré-requisitos do sistema de gestdo da segurancga alimentar é constituido pelos
procedimentos de higienizacdo para cada estabelecimento. O Quadro 3 abrange o plano de
higienizacdo praticado pelos talhos, bem como o controlo microbioldgico das superficies em
contacto com os géneros alimenticios (tdbua de corte fino, faca de corte e mdos do manipulador)
realizado durante o estagio. Relativamente a primeira componente, verificou-se uma grande
heterogeneidade nas praticas de higienizacdo, com alguns estabelecimentos a praticarem
procedimentos tecnicamente adequados e outros, ao inveés, desaconselhados, como por exemplo o
uso de produtos multiusos e lixivia. Dos estabelecimentos que foram objeto de controlo inspetivo,
treze deles seguiam um protocolo de higienizacdo das superficies, havendo nove que verificavam
a eficacia das préaticas de higienizacdo. A este respeito salienta-se que nenhum dos referidos
estabelecimentos utilizava biocidas aprovados pela DGAYV e que sdo de uso obrigatorio em todos
o0s estabelecimentos que processem carnes (cf. artigo 20.° do Decreto-Lei n.° 147/2006 de 31 de
Julho).

A carga microbiana total na tabua de corte fino da maioria dos estabelecimentos ultrapassou o
limite de referéncia de 10 UFC/cm? previsto na Decisdo n.°. 2001/471/CE. Segundo Iris et al.
(2010) ndo obstante este grupo de microrganismos nao oferecer um risco direto para a saude, é
considerado um indicador do processo de higiene. Em rigor, apenas o talho #19 (que higienizava
com o recurso combinados a raspagem, lavagem com detergente e desinfecdo) obteve um resultado
satisfatorio, com um valor de 2 UFC/cm?. Importa ressalvar que nos talhos #1 e #2 a amostra da
superficie da tbua e da faca de corte foram recolhidas antes da higienizacdo. O talho #4 registou
o valor mais elevado, com uma contagem de 2,8x10° UFC/cm?. Neste estabelecimento a limpeza
realizava-se com recurso a esfregdo e lixivia. Dois talhos apresentaram valores entre 10 e 1000
UFC/cm? e sete estabelecimentos valores entre 1000 e 10 000 UFC/cm?.

Na tabua de corte fino procedeu-se a contagem de Enterobacteriacea e concluiu-se que mais
de metade dos resultados estdo acima do limite de 1 UFC/cm? fixado na mencionada Decisdo
Comunitéria. Segundo Stiles & Ng (1981), a manipulacdo de carne fresca estd diretamente
relacionada com uma contagem elevada de Enterobacteriacea. O talho #4 voltou a registar o valor
mais elevado, acima de 1,0x10® UFC/cm? Oito estabelecimentos registaram valores de
contaminagéo superiores a 10 UFC/cm? e quatro talhos registaram um valor abaixo do limite de

detecdo (menor que 1,0x10°T UFC/cm?).
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Quadro 3. Plano de higienizagao e controlo microbiolégico de superficies; Legenda: Aerdbios Mesofilos Totais (AMT); Detergente (det.); N&o definido (N/D).

Téabua de corte fino

Faca de corte

Esfregaco de méos

Protocolo de

Biocidas de

Verificagdo do método

Talho . : . : . - higienizag&o das| uso A
genazo | peT [ETEBTOR] g | AWT [erereclme] igenao oot S awes ORI o | de hlenizasi
1w 8,4x10° 49x10°  N/D > 1,0x10? 1,7x10* E?gjizege 7,5%10* N/D N/D N/D N/D
2 ND 5,3x10* 25x10'  N/D > 1,0x10? <40x102 Detergente 8,0x10? N/D N/D N/D N/D
Comercial
3 [Esfregdocomdete | 5,5 a3xigr  fguaquente dete g0 2ox1g0  Sabonete 6,0x102 1,2x10° sim N0 Niio
desengordurante ' ' desengordurante ' ' Liquido ' '
4 |Esfregdo e lixivia 2,8x10° >1,0x10° |Lixivia > 1,0x10? >1,0x10>° N/D 8,1x10* 4,0x10% Nao Nao Nao
®  Raspagem 7,7x10° 53x10°  Produto multiusos = 3,2x107 < 4,0x10? i?g&r(‘j‘ge < 2,0x107 <20x10°  Sim Néo sim
6 |[Esfregéoe Esfregdo e i
desinfetante 2,6x10° 3,0x10* desinfetante > 1,0x10? 1,2x10? Alcool Gel < 2,0x10? 1,2x10* Sim Né&o Nao
bactericida bactericida
7 .
Raspagem 9,3x10° 26x100  sfregdocomdet | g a 00 <40x102 Sabonete 2,0x10? 5,0x10° Nio Nio Nio
e desengordurante Liquido
8 gﬂefq“'”a depressioe  , gyge 51x10'  Detergente > 1,0x10° 20x10"  Detergente 2,0x10? 2,0x10° sim Nao N0
9 Raspagem 8,0x10° 7,3x10? Produto multiusos > 1,0x10? 4,4x101 N/D 1,0x10° 1,3x10° Nao Nao Nao
10" Raspagem 3,1x102 <10x107 Detergente 5,5%10° <40x102 Sabonete < 2,0x107 4,0x102 Sim Nao Sim
comercial Liquido
11 |Méquina de pressdo e Esfreqtio e Sabonete
limpador 1,5x10* 1,8x10* detergente 4,2x10° 8,0x1072 Liquido 3,6x10° 4,9x10° Sim Né&o Sim
desengordurante Y 4
12 Esfregdo com det.
gg‘seplfggrrgueradrfé 7.7x10° <1,0x10"  desengordurante < 4,0x102 < 4,0x102 E?b&réege < 2,0x107 <20x10?  Sim Néo Nio
g bactericida 4
13 P x 3 4 A 0 , Sabonete 5 3 . ~ .
Méaquina de presséo 7,2x10 <1,0x10" Agua quente 4,2x10 <4,0x10 Liquido <2,0x10 2,8x10 Sim Né&o Sim
14 Esfregdo, amoniaco e 4 4.1 2pxle0  Detergente 9,3x10° 14x1e0  Sabonete 4,0x10" <2,0x10? sim Nio sim
det. comercial comercial Liguido
15 |Escova com det. e 6,9x10° a7x10  Detergentee 6,9x10° aoxig2  abonete 1,4x10° <20x102  Sim N0 sim
desengordurante desengordurante Liquido
16 Maquinadepressdoe 4 g 103 20x101  Detergente > 1,0x102 a7xiee  Sabonete 6,6x10° <20x102 Sim N0 sim
det. concentrado Liquido
17 ici
Maquina de pressao 6,6x10° 1,0x10° Det. germicida e 5,1x10° 2,8x101 Sgbo_nete < 2,0x10? < 2,0x10? N&o N&o Néo
bactericida Liquido
18 Escova, lixiviae 2 5x107 9,1x10°  Esfregioe lixivia = 1,1x10° <40x102 Sabonete < 2,0x10 <20x10?  Sim Niio sim
maguina de pressdo Liquido
19 ggz?r?geet;tz det. 2,0x10° <1,0x10* 5;?{?;2& 1,2x10* <4,0x10?  Sabonete liquido| < 2,0x102 < 2,0x10? Sim NZo Sim
20 x s 4 0 oz 5 , Sabonete 2 5 x x x
Esfregdo e lixivia 1,9x10 1,3x10 Esfregdo e 4gua > 1,0x10 <4,0x10 Liquido < 2,0x10 1,0x10 Né&o Né&o Nao
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Relativamente a faca de corte, aproximadamente metade dos estabelecimentos apresentaram
uma carga microbiana total Ndo Satisfatdria, com valores superiores a 1,0x10%> UCF/cm?. Por sua
vez, na contagem de Enterobacteriaceae obtiveram-se 16 resultados satisfatérios, havendo trés
talhos com valores inferiores a 10 mas superiores a 1 UFC/cm? e apenas um em que o valor
registado era superior a 1,0x102 UFC/cm?. Em nove estabelecimentos registou-se um valor inferior
ao limite de detegéo do ensaio.

Em termos gerais, sera recomendavel que os operadores recorram a produtos de limpeza
homologados para uso em superficies de contacto alimentar, que elevem a frequéncia dos
procedimentos de higienizagdo, particularmente das tabuas de corte e das mdos dos manipuladores,
e que o facam com recurso a protocolos técnicos adequados as necessidades de cada

estabelecimento.

No controlo microbioldgico das maos
dos manipuladores, que para os efeitos
deste trabalho foram também
consideradas superficies em contacto com
géneros alimenticios, 56% das amostras
recolhidas, revelaram contagens elevadas

de S. aureus, ultrapassando o limite de 102

UFC/mdo  definido por Litz e
colaboradores (2007). No talho #9 o valor
apurado foi de 1,3x10° UFC/maos.

Nos talhos #1 e #2, por motivos logisticos ndo se quantificou laboratorialmente S.

Fotografia 2. Quantificacdo de S. aureus em meio Chromagar.

aureus. Segundo Lues & Tonder (2007), S. aureus é, dentro do género Staphylococcus, a
espécie mais frequentemente associada a toxinfegdes alimentares causadas e a que mais
recorrentemente se deteta nas maos de manipuladores de alimentos cozinhados. Por seu
turno, Queico & Leite (1988) defendem que a presenca deste microrganismo nas méaos
advém do contacto com as respetivas fossas nasais. Assim, a elevada contagem de S.aureus
nas maos dos manipuladores, encontrada neste estudo, podera ser melhorada com uma
correta higienizacdo das maos e melhores praticas de higiene individual.

Também 55% das maos dos operadores apresentavam contaminacgdo por Enterobacteriaceae,
tendo o valor mais elevado alcancado uma contagem de 8,1x10* UFC/m&os, embora n&o se tenha
detetado qualquer correspondéncia entre estes dois parametros. Globalmente, o talho #1 foi o que
apresentou os resultados mais criticos. Por sua vez, os talhos #5, #6, #10, #12, #13, #17, #18, #19
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e #20 apresentaram resultados inferiores ao limite de detec¢do da técnica de quantificacdo de
Enterobacteriaceae. Curiosamente, sete destes nove talhos tinham protocolos para a higienizacéo
das superficies e verificavam regularmente a eficacia dos seus procedimentos. Na Comunicacao
da Comissdo sobre a implementacdo de sistemas de gestdo de seguranca alimentar (2016/C
278/01) refere-se que o objetivo da flexibilidade é procurar garantir a proporcionalidade das
medidas de controlo adaptando-as a natureza e a dimensao do estabelecimento. Por esse motivo,
ndo é exigivel um plano de higienizacdo geral atendendo as diferentes caracteristicas dos
estabelecimentos. Neste sentido, a referida Comunicacdo da Comissao esclarece que a limpeza e
a desinfecdo num pequeno talho podem ser muito semelhantes as boas préaticas de higiene de uma

cozinha.

Higiene e Seguranca da carne picada

O operador é responsavel por garantir a seguranca dos géneros alimenticios devendo cumprir,
para esse efeito, os critérios microbioldgicos estabelecidos no referido Regulamento n.°
2073/2005.

Nos resultados apresentados no Quadro 4 descrevem-se os controlos fisico e microbioldgico
aplicados a carne picada. As amostras recolhidas nos talhos #9 e #19 foram consideradas preparado
de carne, em virtude de conterem aditivo. A adaptacdo ao protocolo, numa fase inicial, implicou
que ndo se tenha procedido a quantificacdo de Staphylococcus coagulase-positivo nos talhos #1 e
#2. Os dados da ultima coluna permitem aferir se cada estabelecimento contratou uma empresa de
assessoria de HACCP.

No presente estudo, a ndo detecdo de Salmonella spp., em todas as amostras de carne picada
analisadas, comprovou o cumprimento do critério de seguranca exigido para o género alimenticio.
Outro indicador de seguranca do alimento traduziu-se na auséncia de Listeria monocytogenes. No
entanto, este indicador s6 é exigido, pelo legislador comunitario, em alimentos prontos para
consumo. Por ultimo, salienta-se a positividade das amostras por ndo terem sido detetados
inibidores como antibi6ticos.

Na determinacdo da carga microbiana total, 70% das amostras de carne picada foram
consideradas N&o Satisfatdrias na medida em que ultrapassaram o limite estabelecido no
Regulamento (CE) n.° 2073/2005 da Comissio de 15 de novembro, que se fixa em 5x10° UFC/g2.

2 Este critério ndo € aplicavel a carne picada produzida a nivel do comércio a retalho quando o periodo de vida (til do produto
for inferior a 24horas.
16



A contagem mais elevada obtida foi de 5,0x10° UFC/g e a mais baixa de 1,0x10* UFC/g, sendo
cinco amostras consideradas Aceitaveis, com valores compreendidos entre 5x10° e 5x10° UFC/g.

Quadro 4. Controlo fisico e microbiolégico das amostras de carne picada; abreviaturas: AMT (Aerobios Mesdfilos
Totais) (); (Staph.) Staphylococcus; N/D (Nao Determinado).

Carne Picada

Controlo Fisico
Indicadores de Higiene (UFC/g) Indicadores de Seguranca

Temperatura °C .
Talho P Assessoria
Staph. N Presenca pH de HACCP
ATM E. coli coagulase- Salrsnonella monIBIcStglines de Antes | Depois | Variacdo
positivo pp- yiog inibidores

5,7x108 1,0x10* N/D Ausente Ausente Negativo N/D N/D N/D N/D Nao
2 3,7x107 < 1,0x10* N/D Ausente Ausente Negativo N/D N/D N/D N/D N&o
3 9,5x10” 5,5x10° 1,0x10* Ausente Ausente Negativo 0,7 1,3 0,6 N/D Sim
4 1,6x108 4,0x10? 5,6x10° Ausente Ausente Negativo 1,7 3,2 15 55 N/D
5 4,6x10° 5,0x10? 5,0x10* Ausente Ausente Negativo 3,0 4,2 1,2 5,6 Sim
6 1,8x107 < 1,0x10* 5,0x10* Ausente Ausente Negativo 4,3 8,6 43 5,6 Sim
7 3,6x107 7,4x10* 3,6x10° Ausente Ausente Negativo N/D 2,0 2,0 58 Sim
8 3,6x10° 1,0x10? 1,1x10° Ausente Ausente Negativo 2,2 7,7 55 5,6 Sim
9 5,0x10° 2,7x10* 3,1x10° Ausente Ausente Negativo N/D 37 3,7 6,2 Sim
10 6,4x107 < 1,0x10* 3,0x10* Ausente Ausente Negativo 5,0 9,6 4,6 5,6 Sim
11 6,8x10° 2,1x10* 9,7x10* Ausente Ausente Negativo 5,6 9,6 4,0 58 Sim
12 6,6x10% | < 1,0x10* 3,1x10° Ausente Ausente Negativo 2,5 10,3 7,8 5,6 Nao
13 5,4x10° 1,0x10! 8,0x10° Ausente Ausente Negativo 2,8 10,8 8,0 57 Sim
14 5,6x107 1,8x10° 6,4x10° Ausente Ausente Negativo 2,3 9,1 6,8 57 Sim
15 2,5x10° <1,0x10* 2,6x10* Ausente Ausente Negativo 4,4 10,3 59 5,6 Sim
16 1,0x10* < 1,0x10* 8,0x10° Ausente Ausente Negativo 3,9 10,0 6,1 57 Sim
17 2,0x106 <1,0x10* 3,7x10* Ausente Ausente Negativo 4,0 12,8 8,8 57 Sim
18 7,9x10° 2,3x10° 9,0x10° Ausente Ausente Negativo 51 9,5 4,4 5,6 Sim
19 2,7x108 3,3x10* 1,0x10° Ausente Ausente Negativo N/D N/D N/D 59 Sim
20 4,3x108 3,9x10% 9,2x10* Ausente Ausente Negativo 5 7,7 2,7 57 N3o

Na quantificacdo de E. coli, 45 % das amostras foram avaliadas como N&o Satisfatorias por
acusarem valores acima do limite méximo legalmente estabelecido (> 500 UFC/g) para a carne
picada e para os preparados de carne (>5000 UFC/qg), evidenciando manifestas insuficiéncias nas
boas praticas de higiene (Tamagnini et al 2003). Concretamente, o valor mais elevado atingiu
7,4x10* UFC/g na amostra recolhida no talho #7. Este ndo tinha protocolo para a higienizacéo das
superficies e também ndo verificava a eficacia dos seus procedimentos, revelou resultados Nao
Satisfatorios (AMT e Enterobacteriaceae) na apreciacdo da higiene da tdbua de corte e as méaos
do operador revelaram contaminacao abundante por S. aureus e Enterobacteriaceae. Por sua vez,

0 estabelecimento em que se registaram 0s resultados mais insatisfatorios relativamente a
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higienizacdo das superficies (talho #9) apresentou também uma elevada contaminagéo por E. coli
na carne picada (2,7x10* UFC/g) e a maior carga microbiana total (5,0x10° UFC/g).

No conjunto dos resultados relativos a quantificacdo de E. coli, oito amostras tiveram
apreciacdo Satisfatoria por se encontrarem abaixo do limite de detecdo da técnica (<1,0x10%
UFC/g), uma revelou um valor inferior a 50 UFC/g (Satisfatoria) e trés amostras foram
consideradas Aceitaveis por apresentarem valores entre 50 e 500 UFC/g.

Segundo Santos e colaboradores (2017), o limite considerado satisfatorio para a contagem de
Staphylococcus coagulase-positivo deve ser inferior a 5,0x10® UFC/g de amostra. Nas vinte
amostras de carne picada avaliadas, apenas a amostra do talho #19 se revelou satisfatoria a luz
deste critério. Este mesmo talho revelou também resultados satisfatorios no controlo da higiene de
superficies, embora se tenha detetado S. aureus nas mdos do manipulador. Em seis talhos
registaram-se valores de Staphylococcus coagulase-positivo superiores a 100000 UFC/g. Com a
excepgdo dos talhos #12 e #14, nos restantes quatro o controlo das superficies revelou resultados
N&o Satisfatérios e a presenca de S. aureus nas maos dos manipuladores. Estes resultados
confirmam as observacdes de Normanno e colaboradores (2005), que associam contagens elevadas

de Staphylococcus coagulase-positivo a contaminacdo do meio ambiente e a manipulacéo da carne

pelos operadores.

Fotografia 3. Pesquisa de inibidores
através de uma prova bioldgica na
amostra de carne picada recolhida no

talho #18 (arquivo pessoal).
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Antibiorresistencias

A eficéacia na utilizagdo de agentes terapéuticos fica comprometida com o desenvolvimento de
tolerancias e resisténcias por microrganismos, desde a primeira vez que € utilizado (Davies &
Davies, 2010).

As colonias de E. coli provenientes das amostras de carne picada foram repicadas para 0 meio
Hektoen com a finalidade de se testar a sensibilidade a diferentes antibiéticos. O Quadro 5
apresenta os resultados obtidos, assinalando-se as percentagens de resisténcia de cada isolado.
Neste conjunto de isolados as resisténcias mais frequentes foram a Ampicilina (75%), Tetraciclina
(58%) e Trimetoprima-sulfametoxazole (50%). Opostamente, ndo se detetaram resisténcias as
cefalosporinas de 32 geragdo e ao Imipenema. O isolado com maior nimero de resisténcias aos
antimicrobianos testados foi isolado no talho #7 (isolado T7Amst2), coincidentemente um dos

talhos com maiores niveis de contaminacao por E. coli e S. aureus.

Quadro 5. Susceptibilidade aos antimicrobianos em E. coli isolados obtidos a partir das amostras de carne
picada; Legenda: S- sensivel; I-intermédio; R-resistente.

Data 19/11/ | 22/11/ | 22/11/ | 02/12/ | 02/12/ | 09/12/ | 16/12/ | 21/12/ | 21/01/ | 21/01/ | 27/01/ | 30/01/

2019 2019 2019 2019 2019 2019 2019 2019 2020 2020 2020 2020

Identificacio TOS5A | T7A | T7A | TOBA | TO9A | T11A | T13A | T14A | T18A | T19A | T21A | T20A

mst | mstl | mst2 | mst mst mst mst mst mst mst mst mst
Talho 5 7 7 8 9 11 13 14 18 19 21 20
Ampicilina S R R R R R R R S R R S
A:)noc)::fvlura?]/ﬁg'd s ! R s s s s s s s s s
Cefoxitina S S S S S S S R S S S S
Ceftazidima S S S S S S S S S S S S
Cefotaxima S S S S S S S S S S S S
Aztreonam S S S S S S S S S S S S
Gentamicina S S S S S S | S S S S S
«» | Tobramicina S S S S S S R S S S S S
3|  Amicacina s | s | s | s|s|s|s|[s]|s | s | s]s
3| Estreptomicina | R | R R R R s | s s s s
E Tetraciclina R S R R R R S R S S R S
Doxiciclina | S | | | | S S S S S S
Ciprofloxacina | R R S S S R R S S R S
Sulfametoxazol+| o | ¢ | g | g | s | R [ R | R | s | s | R | s

Trimetoprim

Cloranfenicol S S R R S S R S S S S S
Nitrofurantoina S S S S R S S S S S S S
Imipenema S S S S S S S S S S S S
Levofloxacina S R | S S S R | S S S S
Cefazolina S R S S S S S S S S S S

% de resisténcias 105| 210| 368| 263| 210| 210| 316| 263 0,0 53| 210 0,0
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Com recurso uma técnica peculiar para recolha da flora microbiana presente nas méos dos
manipuladores (lavado de méos), obtiveram-se isolados de S. aureus e testou-se a sua sensibilidade
aos antimicrobianos (Quadro 6). As resisténcias a Penicilina G (73%) e aos macrdlidos
Azitromicina (45%) e Eritromicina (45%) foram as mais frequentemente detetadas. Ndo se
registaram resisténcias aos aminoglicosideos (Gentamicina e Tobramicina), bem como as

cefalosporinas de 22 e 52 geragéo.

Quadro 6. Susceptibilidade aos antimicrobianos em S. aureus isolados nas mdo dos manipuladores;
Legenda: S- sensivel; I-intermédio; R-resistente.

Do 18/11/ | 18/11/ | 18/11/ | 22/11/ |22/11/ | 29/11/ | 29/11/ | 05/12/ | 05/12/ |12/12/ | 22/01/
2019 2019 2019 [2019 |2019 [2019 |2019 ([2019 |2019 |2019 |2020

Identificacéo l’gl(\:/la l’gll\zlla ;)I'4Ma ;)I'GMa l’?Ma IBMa IQMa ;’010M ;'OllM ;I'013M ;I'021M
Talho 3 3 4 6 7 8 9 10 11 13 21
Penicilina G S R R R R R R S R S R
Cefoxitina S S S S S S S S R S S
Ceftarolina S S S S S S S S S S S
Teicoplanina S S S S S S S S S S S
Gentamicina S S S S S S S S S S S
Tobramicina S S S S S S S S S S S
Azitromicina S R S S S S S R R R R
Eritromicina S R S S S S S R R R R
Tetraciclina S S S S S S S S R S S
Doxiciclina S S S S S S S S R S S
Ciprofloxacina S S S S S S S S R S S
Levofloxacina S S S S S S S S R S S
Nitrofurantoina S S S S S S S S S S S
Clindamicina S S S S S S S S R R S
?‘;:22?;‘%;‘:}20' Tls s s s s s s s s s s
Cloranfenicol R S
Rifampicina S

g | Oxacilina

= Quinupristina

4% dalfopristina S S S S S S S S R S S

Z | Linezolida s R s s s s s s S s s
% de resisténcias 0,0 20,0 5,0 5,0 50 50 5,0 10,0 60,0 15,0 15,0

Nesta vertente do trabalho sobressaiu um isolado (T11Mao) resistente a meticilina (MRSA,
sigla inglesa para Staphylococcus aureus resistente a Meticilina). Segundo Peres & Pina (2011),
as estirpes MRSA tém sido consideradas o principal agente causador de infecdes hospitalares.

Neste particular, obteve-se o0 esclarecimento junto do operador em causa sobre se tinha estado em
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ambiente hospitalar, o que foi pelo mesmo confirmado, embora também seja frequente encontrar
isolados MRSA em suinos e nas respetivas carnes (Smith et al.,2009).

Na perspetiva One health, é essencial incrementar a capacidade de prevenir infecbes e a
disseminacdo de bactérias resistentes no ambiente. Para alcancar esse desiderato, mostra-se
necessario melhorar o controlo de infe¢Ges, cuidados de higiene, criacdo animal e a uma vacinagdo

eficaz e segura (Collignon, 2013).

Fotografia 4- Antibiograma de um MRSA das
méos do operador do talho #11 (arquivo
pessoal).

Cadeia de frio e pH da carne

O Regulamento n.° 852/2004 prescreve que a cadeia de frio deve ser sempre mantida para
todos os géneros alimenticios que permitam a reproducdo de microrganismos patogénicos ou
formacdo de toxinas a temperaturas de que possam resultar riscos para a saude.

Neste requisito, verificou-se um incremento médio da temperatura de 4,6 °C (Quadro 4)
resultante da operacdo tecnoldgica de picagem e, muito provavelmente, da excessiva manipulacao
da carne (e.g. selecdo da quantidade pretendida pelo consumidor) e do ndo cumprimento do
preceito legal (alinea ¢) do ponto 6 do artigo 13.° do Decreto-Lei n.° 147/2006), que impde a
colocacdo da cabeca da picadora no frio, sempre que esta operacao tecnoldgica ndo esteja a ser
realizada.

Importa sublinhar que o aumento da temperatura associado a picagem da carne foi muito
contrastante nos diferentes estabelecimentos, oscilando entre 0,6°C e 8,8°C. Em 15 dos talhos
avaliados a temperatura da carne ap0s a operacao de picagem encontrava-se acima do valor fixado
na legislacéo (2 °C, Cf.Decreto-Lei n.° 147/2006). Curiosamente, nos estabelecimentos em que a
carne antes de ser picada se encontrava abaixo de 3 °C os valores médios de contaminagdo por

AMT e E. coli foram respetivamente de 5,4x107 e 1,3x10% UFC/g, enquanto nos talhos em que a
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carne se encontrava acima de 3 °C se obtiveram cargas contaminantes médias de 5,9x107 e 3,1x103
UFC/g para AMT e E. coli, respetivamente.

No Quadro 7 sdo indicadas as temperaturas minimas, méedias e maximas atingidas em cada
camara de refrigeracdo durante um periodo de monitorizacdo de sete dias, com leituras efetuadas

em intervalos de 20 minutos através de dataloggers.

Quadro 7. Temperatura minima, média e maxima registadas na camara de refrigeracdo de cada
estabelecimento através de uma monitorizacdo por dataloggers (Hanna). Encontram-se destacados a rosa
os valores superiores a temperatura legalmente exigida que, devido ao armazenamento de miudezas de

ungulados, deveria ser inferior a 3°C.

Temperatura da camara de refrigeragéo °C
Talho Duracdo da temperatura

Tgmperatu ra Te,m_peratu ra Te,m_peratura méaxima (horas)

minima media maxima
1 4,7 5,0 6,2 0,3
2 3,1 3,6 4,8 0,3
3 5,4 5,8 6,3 14,0
4 0,9 2,2 5,1 0,3
5 -0,6 1,7 4.5 0,3
6 0,7 2,1 4.4 0,3
7 -0,9 11 2,6 0,3
8 0,9 1,8 4,8 0,3
9 0,7 1,7 34 1,0
10 2,3 3,7 7,0 0,3
11 2,9 4,1 6,2 0,3
12 0,0 2,3 7,0 0,6
13 -0,6 1,2 4,2 0,3
14 1,3 1,3 7,6 0,3
15 0,7 2,0 3,2 0,3
16 1,9 2,8 6,2 0,3
17 0,0 1,0 2,7 0,3
18 -0,1 1,5 4,1 0,3
19 -3,4 0,1 1,2 0,3
20 1,9 2,3 3,1 0,6

De acordo com as alineas b) e ¢) do n.° 2 do artigo 10.° do Decreto-Lei n® 147/2006 de 31 de
julho, os produtos com diferentes temperaturas internas exigidas colocados no mesmo meio devem
estar sujeitos a temperatura mais baixa. Atendendo a que nas camaras de refrigeracdo existiam
visceras de ungulados, a temperatura deveria estar regulada para um valor igual ou inferior a 3°C.

Globalmente, os valores merecem apreciacdo positiva. A temperatura média encontrava-se abaixo
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do exigido em 15 dos 20 talhos avaliados e, em nenhum dos cinco estabelecimentos que ndo
cumpriram este requisito se registaram valores de temperatura média superior a 7°C. A analise
sumaria dos valores ndo parece evidenciar a existéncia de uma relacéo direta entre a temperatura
média a que as carnes sao conservadas e 0 numero de microrganismos totais (AMT) ou de E. coli
detetados nas carnes picadas. Assim, parecem ser o nivel de higiene da superficies e,
eventualmente, o tempo de armazenagem (pds abate) e a qualidade higiénica da carne adquirida

pelos talhos, os principais fatores a influenciarem os parametros microbiologicos da carne.

No respeitante & medicdo dos valores de pH nas amostras de carne picada, obteve-se um valor
médio de 5,7, um minimo de 5,5 e um méximo de 6,2. Segundo Leite e colaboradores (2015) é
aceitavel um intervalo de valores entre 5,5 e 6,0 para o pH da carne de bovino. Apenas a amostra
de carne picada recolhida no talho #9, apresentou um valor de pH superior, talvez por ja ter sido
aditivada com Pimursa® (salschibas). Na medicéo do pH desta mistura de aditivos registou-se um
valor de 6,27.
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IV. Conclusao

A atividade inspetiva descrita no presente trabalho implicou a execucdo de varios
procedimentos nos estabelecimentos visitados, desde a observacao das respetivas instalacfes e
modus operandi dos intervenientes até a fase final do controlo microbiol6gico, passando nesse
interim, pela necessaria comunicacdo com aqueles, os quais disponibilizaram documentagdo
pertinente. As condicionantes deste ramo de atividade incidiram sobre a falta de formagdo em
matéria de higiene, o insuficiente conhecimento da legislacdo aplicavel e a reduzida interagdo com
as empresas de assessoria técnica.

Do lado do controlo oficial, é benéfico que se continue o esforgo para uniformizar os
procedimentos de verificacdo nos diferentes operadores. Esta € a direccdo certa para assegurar um
elevado nivel de protecdo da saude publica e, igualmente importante, para promover a equidade
concorrencial.

Nos Estados Unidos da Ameérica, a Food and Drug Administration concebeu um manual de
procedimentos para a uniformizacao dos controlos oficiais em matéria de seguranca alimentar do
comércio a retalho. Nesse documento preconiza que essa estratégia é crucial para assegurar a
certificagdo, a seguranca e a genuinidade dos géneros alimenticios comercializados. Com vista a
alcancar os referidos objetivos, os inspetores oficiais sdo submetidos a uma avaliagdo por um
superior hierarquico no decurso de uma inspecdo regular em matérias de risco associados a
alimentacdo, ao codigo alimentar e de boas praticas, a comunicacdo e ao HACCP. O manual de
norte-americano descreve pormenorizadamente a forma como cada inspetor deve, em cada
auditoria, preencher a lista de verificagcdo (Quadro 8), exemplificando sempre com situacdes de
campo. Concretamente, elenca uma série de instrucdes através das quais o inspetor fica habilitado
a completar rigorosamente as (in)conformidades detetadas bem como a identificar os casos de nao
aplicabilidade e de néo verificagdo (FDA, 2015).

No nosso pais, existe ja uma lista de verificagdo. No entanto, apesar de incidir na generalidade
sobre os mesmos parametros, carece ainda de uniformizacdo. Os beneficios resultantes de uma
maior uniformizacao dos controlos oficiais, especificamente no respeitante a seguranca e higiene
dos géneros alimenticios, fundamentam a conviccdo no sentido de ser aconselhdvel a

implementacéo de um procedimento mais uniforme.
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Quadro 8. Descri¢do das areas de atuacdo no ambito das quais os inspectores oficiais sdo avaliados para

efeitos do processo de estandardizacdo norte-americano.

Area de atuacio Parametros
Fatores de risco de doenca alimentar e Rastreabilidade de matérias primas
e Cadeia de frio
e Higiene do pessoal
e Contaminacéo cruzada
Cadigo Alimentar e Adequado conhecimento do cédigo
alimentar
e  Salde do pessoal
e Informac&o ao consumidor
e Risco de contaminacdo na
manipulacdo
Cadigo de boas praticas e Qualidade da &gua
e Rotulagem
e Controlo das temperaturas
e  Estruturas e equipamentos
e Controlo de fontes de contaminacéo
HACCP e  Existéncia de um plano HACCP
e Aplicacéo do plano de HACCP
e  Fluxogramas
e  Plano de controlo de riscos
Comunicacao e equipamento e Comunicacdo com o responsavel do
estabelecimento e os restantes
funcionérios

e Uso de esquipamento adequado

A defesa de um nivel de exceléncia relativo a seguranca e a qualidade do género alimenticio
devera constituir a pedra angular do comércio de carnes a retalho de modo a estabelecer, cada vez
mais, uma relacdo de confiangca com o consumidor.

Por altimo, a preferéncia dos consumidores pelos produtos vendidos nos talhos e consequente
aumento do consumo de carne proveniente da industria nacional, influencia, de forma favoravel,

a economia nacional mais propriamente do setor agroalimentar.
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