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Resumo

Resumo

A Cannabis sativa ¢ uma planta de uso ancestral, conhecida principalmente por
aplicacdes medicinais, recreativas, industriais e religiosas (1-5). Evidéncias
arqueoldgicas indicam que a sua utilizagdo ocorria maioritariamente na Asia
Central(1,4,5). Com o tempo, o uso da Cannabis espalhou-se para outras regides do

mundo, adquirindo diferentes conotagdes consoante o contexto cultural e politico(6-8).

Embora a produgado e comercializacao de produtos a base de Cannabis tenha aumentado
substancialmente com a legalizag¢do do seu uso medicinal em varios paises (2), a producao
e o comércio fora de circuitos autorizados persistem, levantando preocupagdes quanto a

qualidade microbiologica, seguran¢a do consumidor e rastreabilidade das amostras (9).

Um dos principais objetivos deste trabalho ¢ desenvolver e aplicar um protocolo de
analises microbioldgicas adaptado a analise de quantidades muito reduzidas de Cannabis
sativa (aproximadamente 0,025g), com vista a aplicacdo em amostras de origem ilicita.
Os resultados obtidos serdo comparados com os limites estabelecidos pela Farmacopeia
Europeia, permitindo avaliar a conformidade das amostras € os potenciais riscos

sanitarios associados ao seu consumo.

Paralelamente, foi realizada uma analise retrospetiva de dados laboratoriais da empresa
Cannprisma Pharma., relativos a amostras legais processadas de fevereiro de 2024 a junho
de 2025. Esta andlise considerou a origem geografica e os perfis microbianos,
possibilitando a constru¢do de um mapa de prevaléncia microbiana por regido, permitindo
identificar padrdes regionais de contaminacdo e contribuir para a rastreabilidade e

controlo de qualidade da produgao.

Este estudo tem particular relevancia para o setor forense e laboratorial, ao propor o
desenvolvimento de um protocolo microbiologico adaptado a andlise de amostras de
Cannabis sativa em quantidades muito reduzidas, que ¢ uma realidade comum em
contextos de apreensdo criminal. Além disso, a elaboragdo de um mapa de prevaléncia
constitui uma ferramenta de elevada relevancia para o controlo de qualidade e a

rastreabilidade da producdo de Cannabis sativa.

Ao associar perfis de contaminagdo microbiana a paises de origem especificos, este mapa
podera apoiar a identificacdo de padrdes regionais de risco, € contribuir ndo s6 para o

controlo de qualidade de empresas de producgdo legal de Cannabis, mas também para a
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investigacao forense, ao fornecer um referencial comparativo para a caracterizagao de

amostras de origem desconhecida, facilitando a sua possivel localiza¢do geografica.

Deste modo, esta componente do trabalho reforca a sua aplicabilidade pratica e

interdisciplinar, unindo microbiologia, controlo de qualidade e investigagdo criminal.

Palavras-chave: Cannabis sativa; Contaminagdo Microbioldgica; Farmacopeia
Europeia; Staphylococcus aureus; Cannabis medicinal; Analise Microbiologica; Risco

Sanitario; Rastreabilidade; Avaliacao Forense; Validacao Metodologica.
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Abstract

Abstract

Cannabis sativa is an ancient plant, historically known for its medicinal, recreational,
industrial, and religious applications (1-5). Archaeological evidence indicates that its use
was mainly concentrated in Central Asia. Over time, the use of Cannabis spread to other
regions of the world, acquiring different meanings depending on the cultural and political

context.

Although the production and commercialization of Cannabis-based products have
increased substantially (2), following the legalization of its medicinal use in several
countries, the production and trade outside authorized circuits persist, raising concerns

regarding microbiological quality, consumer safety, and sample traceability (9).

One of the main objectives of this study is to develop and apply a microbiological analysis
protocol adapted to the evaluation of small quantities of Cannabis sativa (approximately
0.025 g), aiming at its application to illicit samples. The results obtained will be compared
with the limits established by the European Pharmacopoeia, allowing the assessment of

sample compliance and the potential health risks associated with their consumption.

In parallel, a retrospective analysis of laboratory data from Cannprisma Pharma., was
carried out, referring to legal Cannabis sativa samples processed between February 2024
and June 2025, considering their geographical origin and microbial profiles. Based on
this analysis, a microbial prevalence map by country of origin was constructed, enabling
the identification of regional contamination patterns and contributing to the traceability

and quality control of production.

This study has particular relevance for the forensic and laboratory sectors, as it proposes
the development of a microbiological protocol adapted to the analysis of Cannabis sativa
samples in very small quantities — a common reality in criminal seizure contexts.
Furthermore, the construction of a prevalence map represents a highly relevant tool for

the quality control and traceability of Cannabis sativa production.

By associating microbial contamination profiles with specific countries of origin, this
map may support the identification of regional risk patterns and contribute not only to the
quality control of legal Cannabis production but also to forensic investigation, by
providing a comparative reference for the characterization of samples of unknown origin

and their possible geographical localization.
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Thus, this component of the work reinforces its practical and interdisciplinary

applicability, combining microbiology, quality control, and criminal investigation.

Keywords: Cannabis sativa; Microbiological Contamination; European Pharmacopoeia;
Staphylococcus aureus; Medicinal Cannabis; Microbiological Analysis; Health Risk;

Traceability; Forensic Assessment; Methodological Validation
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A°-THC - A’-tetrahidrocannabinol
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GACP - Good Agricultural and Collection Practices
GMP - Good Manufacturing Practices
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XLD — Xilose Lisina Desoxicolato
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Glossario

Cetrimida — Meio seletivo para Pseudomonas aeruginosa, que inibe bactérias Gram-

positivo e favorece o crescimento de P. aeruginosa.

MacConkey Broth — Caldo seletivo para bactérias Gram-negativo entéricas, que contém
sais biliares e cristal violeta para inibir bactérias Gram-positivo, e lactose para detectar

fermentacao.

MacConkey Agar — Meio seletivo e diferencial para bactérias Gram-negativas, que
permite distinguir entre bactérias fermentadoras de lactose (coldnias rosas) e ndo

fermentadoras (colonias amarelas).

Manitol Sal Agar — Meio seletivo para Staphylococcus spp. e diferencial para S. aureus,

que fermenta mannitol e muda a cor do meio para amarelo.

Mossel — Meio seletivo para Enterobacteriaceae, especialmente Enterobacter e

Escherichia coli. Contém bilis e verde brilhante para inibir bactérias Gram-positivas.

Rappaport-Vassiliadis — Caldo seletivo para enriquecimento de Sa/monella spp., que
contém magnésio, Verde de malaquite e cloreto de sddio para favorecer o crescimento de

Salmonella em detrimento de outras.

SDA (Sabouraud Dextrose Agar) — Meio rico em dextrose e com pH acido, ideal para

o crescimento de fungos e leveduras, e que inibe o crescimento de bactérias.

TSA (Tryptic Soy Agar) — Meio ndo seletivo, usado para crescimento geral de bactérias,

que suporta crescimento de uma ampla gama de microrganismos.

TSB (Tryptic Soy Broth) — Meio equivalente a TSA liquido, que ¢ usado para

crescimento bacteriano em suspensao, testes de turbidez e preparacao de indculos.

XLD (Xilose Lisina Desoxicolato) — Meio seletivo e diferencial para Salmonella e
Shigella. Salmonella produz colonias vermelhas com centro preto; Shigella, colonias

vermelhas.
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Capitulo 1: Introducio

1. Breve Historia sobre a Cannabis sativa

Cannabis ¢ o nome dado a um dos géneros pertencente a familia Cannabaceae, a qual

pertencem mais 11 géneros e cerca de 170 espécies. (10—13).

O género Cannabis inclui 3 espécies, Cannabis sativa, Cannabis ruderalis e Cannabis
indica mas, devido ao cruzamento de todas as espécies, e de ndo existir grande barreira
que as separe, alguns autores sugerem apenas o reconhecimento de uma delas, Cannabis

sativa (6,7,10).

A Cannabis sativa (Figura 1) ¢ uma herbécea anual, cuja historia se encontra enraizada
na Asia Central, onde foi das primeiras espécies a ser cultivada pelo homem (1,14), com

registos de uso que remontam a mais de 4000 anos (4,5).

Figura 1 - Cannabis sativa. a) Plantas de Cannabis sativa. b) Flor de Cannabis sativa.

Durante milhares de anos, a utilizagdo desta planta fez parte, ndo s6 da medicina
tradicional, mas também de praticas culturais e religiosas, sobretudo no continente
asiatico, e da industria téxtil, na Asia e Europa (6,7,14-17), o que demonstrava a sua

multifuncionalidade social (4).

Na industria téxtil, esta planta era utilizada pelas suas fibras, para a producao, sobretudo,

de cordas, cabos, papel e tecidos (1,5,6,15,17).

Com o passar dos séculos, a utilizagdo da Cannabis foi-se espalhando, progressivamente,
para o resto do mundo (6—8), incluindo para a Europa onde, além de ser usada como
material industrial, também foi introduzida nas farmacopeias ocidentais, no século XIX,
com preparacdes medicinais (1). No entanto, no século XX, devido a intensificagcdo das

politicas de controlo internacional de drogas, a Cannabis foi sendo progressivamente
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proibida. Em 1961, a Organizacdo das Na¢des Unidas (ONU) promoveu a Convengao
Unica sobre Estupefacientes, onde esta foi classificada como uma substancia sem valor
terapéutico reconhecido e, a qual, foram impostas fortes restricdes de cultivo e consumo

(17,18).

Ja nas ultimas décadas tem-se assistido a uma revalorizacdo cientifica e social da
Cannabis, com estudos a demonstrarem a eficicia terapéutica em condigdes como dor
cronica, espasticidade em esclerose multipla e nduseas induzidas por quimioterapia
(19,20). Alguns paises como o Canada e o Uruguai legalizaram o consumo criativo,
enquanto outros paises europeus e estados norte-americanos regulamentaram o seu uso

medicinal (21,22).

Ao redor desta planta, gira todo um misto de representacdes que se foram alterando

juntamente com a civilizagdo humana (6).

A Cannabis continua a ser, na Europa, a substancia ilicita mais consumida, no entanto, a
regulamentac¢do do seu uso medicinal tornou-se uma realidade em diversos integrantes da
Unido Europeia (UE). O European Drug Report 2024 descreve tanto o aumento do
mercado regulado de Cannabis medicinal como a necessidade de harmonizacdo das

politicas entre os diversos paises (22).

Portugal sofreu uma transformacdo marcante relativamente a politica das drogas. Em
2001 houve uma descriminalizacdo do consumo de todas as substancias, ¢ as sangoes

foram substituidas por medidas de dissuasdo (23,24).

Mais recentemente, o pais legalizou o uso da planta para fins medicinais desde que
prescrito por um médico, e regulamentada pelo INFARMED, permitindo ainda a

producao nacional para exportacao (25,26).

Apesar deste progresso, persistem ainda desafios relacionados com a qualidade
microbioldgica e a seguranga da Cannabis, tanto em amostras legais como ilegais.
Estudos demonstraram contaminacdo frequente por agentes patogénicos e fungos
produtores de micotoxinas, sobretudo em produtos de origem ilegal (27,28). Assim, a
avaliacdo microbiologica da Cannabis sativa torna-se essencial, ndo s para garantir a
seguranca do consumidor, mas também para apoiar uma rastreabilidade e diferenciagao
entre amostras legais e ilegais, com aplicagdes relevantes para a industria farmacéutica e

para a investigacao forense.
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1.1. Uso Medicinal

A histéria da Cannabis na medicina ¢ tdo antiga quanto o seu cultivo. Na medicina
tradicional chinesa, a planta encontrava-se descrita na farmacopeia mais antiga do mundo
Pen-ts’ao ching, sendo utilizada para tratar dor reumatica, obstipacao, distirbios do
sistema reprodutor feminino, malaria, entre outras doencas (1,29). Na india, a Cannabis
era usada como analgésico, anticonvulsionante, hipnoético, tranquilizante, anti-
inflamatério, antibidtico, antiparasitario, antipasmoddico, digestivo, estimulante de
apetite, diurético, afrodisiaco, antitssico e expetorante (1). No inicio da Era crista, Hua
T’o, fundador da medicina Chinesa, utilizava preparagdes de Cannabis ¢ vinho como

anestesia durante operagdes cirurgicas (1,5).

Os chineses utilizavam, sobretudo, as sementes da planta, e acredita-se que as
propriedades medicinais descritas na literatura antiga se referem a esta parte da planta (1).
Até aos dias de hoje, as sementes sdo empregues como laxante na medicina tradicional
chinesa (1,29). Embora as sementes sejam pobres em A9-tetrahidrocannabinol (A9-THC),
sdo ricas em acidos gordos e proteinas que, atualmente, se acredita ter efeitos terapéuticos
para o tratamento de eczema e psoriase, em uso topico, e aterosclerose, osteoporose,

artrite reumatoide e outras doencas inflamatdrias, em uso oral (1).

Na medicina moderna, os principais compostos ativos da Cannabis sativa sao o THC
(tetrahidrocanabinol) e o CBD (canabidiol), mas outros canabinoides, como o CBG, tém
demonstrado propriedades antimicrobianas e anti-inflamatorias (3,30,31). As formas
farmacéuticas mais comuns incluem flores secas para inalagao, extratos padronizados em
6leos ou tinturas, capsulas e produtos orais (5,15). A Farmacopeia Europeia estabelece
critérios de qualidade para a Cannabis destinada ao uso medicinal, incluindo os métodos
para avaliagao de produtos administrados por inalagdo (Capitulo 5.1.4) e por via oral

(Capitulo 5.1.8.c), garantindo a seguranga, eficicia e consisténcia do produto final (32).

As indicagdes terapéuticas mais documentadas incluem controlo da dor cronica, redugdo
da espasticidade em pacientes com esclerose multipla e mitigacdo de nduseas e vomitos
provocados por quimioterapia (1,15,19). Estudos recentes destacam a ainda propriedades
antimicrobianas de certos canabinéides, capazes de atuar contra bactérias Gram-positivo
e fungos, assim como inibir a formacao de biofilmes, o que desperta interesse na sua

aplicacdo farmacologica (3,30,31). No entanto, estes efeitos ndo substituem a necessidade
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de uma avaliagdo microbiologica rigorosa da matéria-prima, sobretudo em plantas

cultivadas em condi¢des pouco controladas (2,33).

1.2. Uso Sociocultural

O uso da Cannabis sativa transcende o campo medicinal, tendo também uma longa
histéria de utilizagdo sociocultural e ritualistica. Em varias regides da Asia a planta esteve
presente em cerimoénias religiosas e praticas espirituais, sendo considerada um elemento
de ligagdo entre o mundo fisico e o mundo espiritual. Na india, por exemplo, a Cannabis
era integrada em rituais religiosos, festas e celebragdes, sendo mencionada em textos
antigos como o Atharva Veda, onde era descrita como uma das cinco plantas sagradas,

com um papel protetor e purificador (6,29).

Além do contexto religioso, a Cannabis desempenhou um papel social e recreativo em
diversas culturas. No Médio Oriente, na China e na Africa, a planta foi utilizada em
festividades e celebragdes comunitarias, € muitas vezes associada a praticas de

relaxamento, meditacao e coesdo social (1,4,29).

Estes usos histéricos demonstram que a Cannabis nao era apenas um recurso medicinal
e industrial, mas também um elemento de integragdo cultural, refletindo valores e crengas

das sociedades que as cultivavam.

Na Europa, o conhecimento sobre a planta foi inicialmente transmitido através de textos
cientificos, mas rapidamente se difundiu em contextos sociais e recreativos durantes os
séculos XVII e XVIII. Durante este periodo, a planta comegou a ser associada, ndo apenas
a medicina, mas também a usos recreativos ¢ artesanais, criando um dualismo entre o seu
valor econdmico e cultural (4,6,15). Este legado sociocultural € particularmente relevante
atualmente, a medida que as politicas de legalizagdo da Cannabis em diversos paises
ocidentais ndo s6 reconhecem os beneficios medicinais da planta, mas também os seus
usos culturais e sociais, como na educagdo sobre consumo responsavel, produgdo

artesanal e eventos comunitarios (21,22).

Contudo, o uso sociocultural da Cannabis esteve sempre condicionado por fatores como
as politicas legais, a percecdo social da planta e, também, o conhecimento tradicional
sobre os seus usos (17,18). Apenas recentemente, com a legalizagdo do consumo

medicinal e com a discriminacdo em alguns paises, a Cannabis comegou a ser

20/98



Introducio

revalorizada, permitindo um regresso controlado aos seus usos culturais, recreativos e

terapéuticos, em paralelo com um refor¢o das normas de seguranca e qualidade (22,26).

2. Normas de Qualidade e Seguranca

A producdo de Cannabis sativa para uso medicinal (Figura 2) estd sujeita a normas
rigorosas de qualidade e seguranca, estabelecidas para garantir que os produtos finais
sejam seguros para o consumidor e consistentes em termos de conteido de principios

ativos e contaminagdo microbioldgica (31,33,34).
7 - 7 _;:-—'a_ﬂ.‘l_'-:s\\.\\\\‘ -™
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Figura 2 - Estufa de producéo legal e regulamentada de Cannabis para uso medicinal.

Estas normas incluem critérios de boas praticas de cultivo (GACP — Good Agricultural
and Collection Practices) e boas praticas de fabrico (GMP — Good Manufacturing
Practices) e requisitos especificos de armazenamento e transporte, de forma a minimizar

a contaminac¢ao por microrganismos, pesticidas e metais pesados (32,33,35).

A Farmacopeia Europeia Estabelece limites microbioldgicos maximos para produtos de
Cannabis destinados a uso medicinal, incluindo pardmetros como microrganismos totais,
leveduras e bolores, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. e

Pseudomonas aeruginosa (32,34). Estes critérios sdo particularmente importantes para
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produtos inalaveis ou administrados oralmente, dado o risco acrescido para individuos

imunocomprometidos.

Além disso, as regulamentagdes internacionais recomendam a realiza¢do de testes de
rastreabilidade e documentacao detalhada em todas as etapas da cadeia de producao,
desde o cultivo até ao processamento, armazenamento e distribuicdo (33,35). O
cumprimento destas normas garante ndo so a seguranga do consumidor, mas também a

conformidade legal para comercializagdo nacional e exportagao.

O controlo microbiologico rigoroso ¢ complementado por monitorizagdo de compostos
quimicos (como solventes residuais, pesticidas e canabinodides), garantindo que os
produtos medicinais sejam seguros, eficazes e consistentes com o declarado no rétulo
(32,35,36). Embora alguns compostos presentes na Cannabis sativa, como oS
canabindides CBD e CBG, tenham demonstrado propriedades antimicrobianas contra
bactérias Gram-positivo e fungos e na inibi¢ao da formagao de biofilmes (3,30,31), e estes
efeitos possam contribuir para reduzir a contaminagdo, ndo sao suficientes para garantir
a seguranca microbioldgica da planta, sendo imprescindivel a aplicacdo de métodos de

avaliagdo rigorosos (37).

2.1. Legislacdo e Regulamentacio

A regulamentagdo da Cannabis medicinal em paises da Unido Europeia estabelece
requisitos especificos para cultivo, colheita, armazenamento, transporte e distribuicao, de
modo a garantir produtos consistentes, seguros e eficazes. Em Portugal, o INFARMED
supervisiona a producao e distribuicao, exigindo cumprimento de normas de qualidade

microbioldgica, quimica e farmacolégica (25,26,32).

Além disso, a legislagdo internacional, incluindo a Conven¢ao Unica sobre
Estupefacientes da ONU (1961), define limites para o cultivo e utilizacdo da Cannabis,
enquanto politicas mais recentes em paises como Canadd, Uruguai e Estados Unidos

harmonizam a produ¢do medicinal com normas de seguranga e rastreabilidade (18,21,22).
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2.2. Boas Praticas de Fabrico e Cultivo

As GACP recomendam condigdes controladas de solo, 4gua, iluminagdo e ventilacdo,
minimizando o risco de contaminagdo por microrganismos ambientais ou patogénicos

(33,36,38).

Durante o processamento, a aplicacdo das GMP assegura a limpeza de equipamentos,
higieniza¢ao dos manipuladores, monitorizag¢ao de temperatura e humidade, e verificagdo
regular de microrganismos criticos, incluindo Salmonella spp., Escherichia coli,

Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (32,34,39,40).

2.3. Critérios Microbioldgicos

A Farmacopeia Europeia estabelece limites para microrganismos em produtos de
Cannabis medicinal, diferenciando entre preparacdo para uso por inalagcdo (Capitulo

5.1.4) e para uso oral (Capitulo 5.1.8.¢) (32).
Estes critérios incluem:

Microrganismos Totais: carga maxima permitida, monitorizando a contaminagdo geral

(36,38).

Bactérias patogénicas: presenca de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e

Pseudomonas aeruginosa deve ser ausente (27,34,41,42).

Fungos: devem ser monitorizados de modo a evitar riscos para a saude (36,38),

especialmente os produtores de micotoxinas.

Salmonella spp.: Teste de detecdo com auséncia obrigatoria devido ao elevado risco

zoonotico (39).

2.4. Sistemas de Rastreabilidade e Controlo de Qualidade

A implementacdo de sistemas de rastreabilidade desde o cultivo até ao consumidor final
¢ fundamental para prevenir desvios de qualidade e para permitir agdes corretivas rapidas
em caso de contaminagdo. Estes sistemas incluem registo de dados ambientais,
monitorizagdo microbioldgica e quimica, e certificacdes periddicas por organismos

reguladores (32,33,38).
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Além da conformidade legal, a avaliagao da qualidade microbiologica contribui para a
diferenciagdo entre produtos legais e ilegais, fornecendo informacao forense e protecao

da saude publica (27,28,38).

3. Contaminac¢io Microbiologica em produtos a base de Cannabis

Os produtos a base de Cannabis sativa, incluindo flores secas, extratos e capsulas,
apresentam elevado risco de contaminagdo microbiolégica devido a natureza da planta e
as condigdes de cultivo, colheita, secagem e armazenamento. A presenca de
microrganismos patogénicos como bactérias, leveduras e bolores, pode comprometer a
seguranc¢a do consumidor, sobretudo em inaldveis ou produtos destinados a uso medicinal

(27,36,43).

A avaliagdo microbioldgica destes produtos ¢ essencial ndo s6 para determinar a carga
microbiana total, mas também para identificar contaminantes especificos que possam
representar riscos sanitarios ou legais. Estudos demonstram que a contaminagdo varia
consoante o gendtipo da planta, o ambiente de cultivo, a humidade, as técnicas de colheita

e as praticas de armazenamento (38,44).

Alguns compostos presentes na planta, incluindo canabindides, t€ém demonstrado
atividade antimicrobiana contra certas bactérias, o que podera modular, mas nao eliminar

completamente, o risco de contaminacao microbiana (35).

Neste contexto, os parametros de referéncia para avaliacdo microbiologica incluem
microrganismos totais, bactérias especificas como Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, fungos produtores de micotoxinas, e patdgenos criticos como Salmonella spp. e

Pseudomonas aeruginosa (27,33,34).

A detecdo rigorosa destes microrganismos € crucial para garantir a conformidade com
normas internacionais, incluindo os critérios estabelecidos pela Farmacopeia Europeia

para produtos de Cannabis medicinal (3,34).

3.1. Microrganismos Totais

A avaliagdo de microrganismos totais presentes em produtos a base de Cannabis sativa
permite estimar a carga microbiana geral e o potencial risco sanitario associado ao

consumo. Estudos recentes demonstram que a carga total de microrganismos pode variar
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significativamente em funcao do tipo de cultivo, do processamento ¢ das condigdes de
armazenamento (36,38). A monitorizagdo de microrganismos totais € um passo critico
para assegurar a qualidade de amostras, especialmente considerando a suscetibilidade de

flores e extratos a contamina¢do bacteriana e fungica durante o cultivo e manipulagao

(36).

3.1.1. Bactérias

As bactérias sdo frequentemente os principais microrganismos presentes em produtos de
Cannabis, podendo incluir espécies Gram-positivo como Staphylococcus aureus e
Bacillus subtilis, e Gram-negativos como Escherichia coli ¢ Pseudomonas aeruginosa
(34,43). A presenca destas bactérias depende de fatores ambientais e praticas de higiene
no cultivo e armazenamento. Certas espécies Gram-positivo sao mais sensiveis a extratos
de Cannabis, enquanto Gram-negativos como E. coli e Pseudomonas aeruginosa

mostram resisténcia natural aos compostos antimicrobianos presentes na planta (4,9).

3.1.2. Bolores e Leveduras

Bolores e leveduras sdo contaminantes comuns em flores secas e extratos de cannabis,
com destaque para espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium (36,38).
Estas espécies podem produzir micotoxinas, representando um risco significativo para a
saude do consumidor, principalmente em populagdes imunocomprometidas. A sua
presenca esta fortemente ligada a fatores como humidade, ventilagdo e armazenamento
inadequado, sendo a monitorizagdo microbioldgica essencial para garantir a qualidade do

produto final.

3.2. Enterobactérias (bactérias Gram-negativo tolerantes a bilis)

As Enterobactérias Gram-negativas tolerantes a bilis sdo indicadores classicos de
contaminag¢do fecal ou ambiental (38). Estas bactérias podem persistir durante o cultivo
e processamento, tornando a sua detegdo um parametro critico para avaliar praticas de

higiene e possiveis fontes de contaminagdao em produtos de Cannabis.
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3.3.Salmonella spp.

Salmonella ¢ uma enterobactéria (bactéria gram-negativo anaerdbia facultativa), que
causa uma infe¢do zoondtica, uma vez que ¢ uma infe¢do de animais que pode ser
transmitida a humanos (39) e, portanto, ¢ um patogénico cuja presenga em produtos a
base de Cannabis, apesar de rara, ¢ altamente relevante para a saude publica (38). A
contaminagdo pode ocorrer através de agua ou solos contaminados, equipamentos
inadequados ou manipulacdo incorreta, e pode causar febre entérica, enterocolite e
bacteriemia, sendo um dos principais grupos de risco individuos imunodeprimidos (39).
Protocolos de higienizagdo, secagem eficiente e testes microbiologicos regulares sao

essenciais para prevenir surtos associados a produtos de Cannabis.

3.4. Escherichia coli

Escherichia coli, tal como todas as enterobactérias, ¢ um indicador de contaminacao fecal
e ambiental (44). Certas estirpes podem persistir em flores secas ou extratos,
particularmente quando o processamento e armazenamento ndo seguem boas praticas de
higiene. A sua dete¢do ¢ usada como parametro de seguranga microbioldgica, e niveis
elevados indicam risco potencial ao consumidor, exigindo investigacdo e acdes
corretivas. A infe¢do por este microrganismo pode causar sintomas de gastroenterite,

febre e lesdes no intestino (40).

3.5.Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria Gram-positivo comumente encontrada em
manipulados executados manualmente ou armazenados de forma inadequada (34,41,44).
A sua presenga pode levar a produgdo de enterotoxinas e representar risco de intoxicacao
(41), especialmente em produtos para uso medicinal ou inalavel. Os sintomas causados
pela infecdo sdo nauseas e vomitos, muitas vezes acompanhados por diarreia e dores
abdominais (41). A sua monitorizagdo € essencial para garantir a sua conformidade com

requisitos de seguranca.
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3.6. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria Gram-negativo ambiental, encontrada
normalmente em agua ou solo (42), resistente a multiplos antimicrobianos naturais da
planta ou ambientais, e a sua presen¢a indica possivel contaminagdo ambiental ou
higienizagdo insuficiente durante o cultivo ou processamento (36,38). E especialmente
relevante em produtos inaldveis e extratos destinados a individuos imunocomprometidos
pois, a infe¢do por este microrganismo pode causar infegdes no sangue, nos pulmoes,
como pneumonia, € no trato urindrio. Além dos individuos imunocomprometidos, tém
um maior risco pessoas com ventiladores, cateteres ou com feridas causadas por cirurgias

ou queimaduras (42).

4. Cannabis Legal vs. Ilegal: Qualidade e Riscos Associados

Atualmente, a Cannabis permanece a substancia ilicita mais cultivada e traficada
mundialmente (6). A diferenga entre Cannabis legal e ilegal ndo se limita ao teor de
canabindides, mas também a qualidade microbioldgica (38), reforcando a necessidade de
avaliar os riscos associados a cada tipo de amostra, especialmente no que diz respeito a

contaminag¢do microbioldgica.

4.1. Cannabis Legal

Amostras legais sdo produzidas em condi¢des controladas, com monitoriza¢do rigorosa
em todas as etapas de cultivo, colheita e processamento. Estas plantas, sujeitas a testes
laboratoriais obrigatorios, apresentam geralmente contagens microbianas dentro dos
limites permitidos (38), conforme estipulado pela Farmacopeia Europeia, incluido

critérios especificos para uso inaldvel (Capitulo 5.1.4) e uso oral (Capitulo 5.1.8.¢) (32).

4.2. Cannabis Ilegal

Por outro lado, a Cannabis do mercado ilegal excede, frequentemente, os limites
microbiologicos permitidos, apresentando contaminacdes potencialmente perigosas (28).
Estas amostras sdo cultivadas em condi¢des pouco controladas, sem monitorizagao

laboratorial, o que aumenta a probabilidade de presen¢a de microrganismos patogénicos,
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incluindo Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas

aeruginosa (27,37,38).

O consumo de produtos ilegais representa, por isso, um risco significativo,
particularmente para pacientes imunocomprometidos, devido a presenga de bactérias,

leveduras, bolores e fungos produtores de micotoxinas (27,37,38).

4.3. Métodos de Avaliacio Microbiologica

A avaliacdo microbioldgica da qualidade da Cannabis, tanto legal como ilegal, ¢ essencial
para garantir a seguranga do consumidor. Os métodos cléssicos baseiam-se em técnicas
de inoculacdo em meios seletivos e diferenciais, permitindo a identificagdo de

microrganismos especificos e a quantificacao de leveduras, bolores e bactérias (33,38,45).

Apesar de serem procedimentos mais demorados, sdo reconhecidos pelas entidades
reguladoras e descritos em normas oficiais como a Farmacopeia Europeia, e continuam a
ser fundamentais para o controlo de qualidade da matéria-prima vegetal. A entrada da
Cannabis no mercado farmacéutico estd sujeita a regulamentagdes rigorosas, exigindo
métodos validados e ambientes controlados, garantindo a conformidade microbioldgica

para diferentes vias de administracio (32,37,38).

5. Mapeamentos Microbioldgicos e Perspetivas Forenses

A caracterizag@o microbiologica de produtos derivados de Cannabis sativa tém vindo a
ganhar crescente relevancia, ndo apenas no contexto do controlo de qualidade, mas
também no dominio da investigagdao forense (1,2). O perfil microbiano presente em
diferentes lotes de Cannabis pode refletir as condi¢cdes ambientais e geograficas do
cultivo, bem como as praticas de manuseamento e armazenamento, funcionando como

um marcador indireto da sua origem e qualidade (27,38).

5.1. Aplica¢oes no Controlo de Qualidade e Seguranca de Produtos

Em amostras de Cannabis de origem legal, produzidas em conformidade com as normas
da Farmacopeia Europeia, o perfil microbioldgico ¢ monitorizado de forma rigorosa para
assegurar a auséncia de microrganismos patogénicos, como Salmonella spp., Escherichia

coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (39—42).
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A implementacgao de sistemas de controlo microbioldgico baseados em métodos cléssicos
permite quantificar a carga microbiana total e identificar contaminantes especificos,
garantindo que o produto final cumpre os limites definidos nos capitulos 5.1.4.c e 5.1.8

da Farmacopeia Europeia (32).

Estudos recentes demonstram que a contamina¢ao microbiana pode afetar nao apenas a
segurang¢a do consumidor, mas também a estabilidade quimica dos canabinoides, uma vez
que fungos e bactérias podem degradar compostos ativos e alterar o perfil farmacologico
do produto (3,44). A analise comparativa entre amostras legais e ilegais mostra que estas
ultimas tendem a exceder os limites microbiologicos permitidos, refletindo praticas de
cultivo menos controladas, auséncia de esterilizagdo e condi¢des inadequadas de secagem

e armazenamento (28,43).

Além disso, a construgdo de bases de dados com informagao microbioldgica proveniente
de diferentes regides de cultivo pode auxiliar empresas farmacéuticas na padronizagdo de
processos e na rastreabilidade de lotes, permitindo identificar falhas de controlo e
implementar medidas corretivas em tempo util (27,33,36). Este tipo de abordagem tem
sido aplicado com sucesso em setores como o alimentar e o fitoterapéutico, € comega

agora a ganhar espaco no setor da Cannabis medicinal (46).

5.2. Aplicacoes Forenses e Rastreabilidade de Origem

No contexto forense, a andlise microbiologica da Cannabis sativa representa uma
ferramenta inovadora e complementar as técnicas quimicas tradicionais, como a
cromatografia e a espectrometria de massa (2,43). O perfil microbiano, quando associado
a dados genéticos e quimicos, pode ajudar a identificar a origem geografica de uma
amostra, distinguindo material cultivado em ambiente controlado de material proveniente

de cultivos ilicitos (36,38).

A assinatura microbiologica — composta por microrganismos especificos associados a
determinadas regides, substratos ou praticas agricolas — tem o potencial de funcionar
como um “indicador biogeografico” (13). Tal abordagem tem sido explorada em estudos
internacionais, nos quais se demonstrou que padrdes microbianos especificos estdo
correlacionados com variaveis ambientais locais, como tipo de solo, altitude e humidade

(38,47).
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Esta vertente forense apresenta grande relevancia para as autoridades policiais e
laboratoriais, nomeadamente para a Policia Judiciria, permitindo o desenvolvimento de
ferramentas de rastreabilidade microbiana que possam auxiliar na identificacdo da origem
de produtos de Cannabis apreendidos (46,48). Com o avango das técnicas moleculares, ¢
possivel gerar perfis gendémicos completos da microbiota associada as amostras, tornando
viavel a criacdo de mapas microbioldgicos que funcionam como uma “impressao digital

bioldgica” da origem da planta (10).

Além do seu valor em investigacdes criminais, 0 mapeamento microbiologico pode
também contribuir para diferenciar cadeias de producdo legal e ilegal, reforcando a
confiang¢a do consumidor e a integridade do mercado farmacéutico (36). A aplicagdo desta
metodologia, integrada com dados fisico-quimicos (como o perfil de canabindides e
terpenos), tem o potencial de formar bases de dados forenses robustas que podem servir

como referéncia em casos de trafico, contrafacao ou contaminacao intencional (49).

5.3. Consideracoes Finais

O mapeamento microbiologico de amostras de Cannabis sativa constitui uma abordagem

multidimensional com relevancia tanto industrial como forense (1,27).

No setor farmacéutico, permite o controlo de qualidade, a rastreabilidade de lotes e a
garantia da seguran¢a do consumidor (50). No dmbito forense, possibilita a criagdo de
perfis microbioldgicos e biogeograficos que podem ser usados como evidéncia em

investigacdes criminais (8).

A combinagdo entre técnicas classicas e moleculares, associada a analise estatistica de
grandes conjuntos de dados, oferece novas perspetivas para a identificagdo da origem das
amostras e para o fortalecimento das normas de seguranga e rastreabilidade no mercado

da canébis medicinal (46).

Esta integracdo entre ciéncia, regulacao e justica reflete o potencial transformador da
microbiologia aplicada a Cannabis sativa, posicionando-a como uma ferramenta de valor

crescente tanto na investiga¢ao cientifica como na aplicagdo forense (33,47).
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6. Objetivos
Esta dissertacdo de mestrado apresenta dois objetivos principais.

O primeiro consiste em desenvolver e aplicar um protocolo de analises microbioldgicas,
adaptado a analise de pequenas quantidades de Cannabis sativa (£ 0,025g; 25mg), com
vista a sua aplicacdo em amostras de origem ilicita. Os resultados obtidos serdo
posteriormente comparados com os limites estabelecidos pela Farmacopeia Europeia nos
capitulos 5.1.8 — Uso oral, 5.1.4.b — Inalaveis antes da embalagem, e 5.1.4.c — inaldveis
prontos a usar, permitindo assim avaliar a conformidades destas amostras com os critérios

regulamentares e discutir o potencial risco sanitario associado.

Paralelamente, serd realizada uma andlise retrospetiva de dados laboratoriais,
previamente recolhidos em parceria com a empresa Cannprisma Pharma., referentes a
amostras legais de Cannabis sativa, processadas nos ultimos 6 meses. Com base na
origem geografica e no perfil microbiologico destas amostras, pretende-se construir um
mapa de prevaléncia microbiana por pais de origem, contribuindo para uma melhor
compreensdo das variagdes microbianas associadas a producdo e processamento da planta

em diferentes regioes.

31/98



Avaliacdo Microbioldgica e Caracterizacdo de Amostras de Cannabis sativa

32/98



Metodologia

Capitulo 2: Metodologia

Este projeto foi composto por uma vertente laboratorial, onde foi desenvolvido e aplicado
um protocolo para a realizagdo de analises microbiologicas adaptadas a pequenas
quantidades, e por um estudo retrospetivo de dados laboratoriais de andlises
microbioldgicas e analises quimicas, complementares, realizadas na empresa Cannprisma

Pharma.

Esta abordagem combinada permite ndo s verificar a aplicabilidade de metodologias
microbioldgicas em pequena escala mas, também, contextualizar os resultados obtidos
em amostras ilegais face aos padrdes de qualidade e seguranca estabelecidos para

amostras de origem controlada e certificada.

1. Desenvolvimento e aplicacdo de um protocolo aplicado a baixas
quantidades

O protocolo desenvolvido tem como principais objetivos: quantificar microrganismos
totais — bactérias aerdbias mesofilas, bolores e leveduras -, e detetar microrganismos
especificos com relevancia para a saude publica — Escherichia coli, Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, ¢ Enterobactérias e outras bactérias

Gram-negativo tolerantes a bilis.

O desenvolvimento deste protocolo, baseou-se no protocolo utilizado na empresa
Cannprisma Pharma e a farmacopeia Europeia, e as quantidades foram adaptadas para a

utilizacdo de uma amostra com * 0,025g (25mg).

Para avaliar a aplicabilidade do protocolo da Cannprisma Pharma a pequenas quantidades

de amostra, foram criados dois procedimentos experimentais.

No primeiro procedimento (P1) a quantidade de amostra foi £ 0,025g (25mg), mantendo
as quantidades de reagentes (solu¢des e meios de cultura) iguais ao protocolo da

Cannprisma.

No segundo procedimento (P2), utilizou-se £ 0,025g (25mg) de amostra, mas adaptou-se
as quantidade de reagentes (solugdes e meios de cultura) para que fossem 10x menores

do que no primeiro procedimento.
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Assim, foi possivel avaliar a viabilidade da metodologia em condi¢des de menor escala e

verificar se a reducdo de reagentes influencia a dete¢do e quantificagdo microbiana.

Os ensaios para ambos os protocolos incluiram a analise de Enterobactérias e outras
bactérias Gram-negativo tolerantes a bilis, E. coli, Staphylococcus areus, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella spp. e Microrganismos Totais (TYMCs e TAMCs), seguindo os

procedimentos descrito abaixo, nas subsec¢des 1.1 e 1.2.

As amostras utilizadas foram fornecidas pelo Laboratério de Toxicologia Forense do

Instituto Universitario Egas Moniz.

1.1. Procedimento 1

Nota: Para a realizagao das diferentes analises foi usada a mesma solugao inicial (Solugao
1 — S1). Para as andlises de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas

aeruginosa foi usada a Solugdo 2 (S2), que consiste em 10mL de S1 + 90mL de TSB.

Para fazer a solugdo inicial (Solugdo 1): pesou-se £ 0,025g (25mg) de amostra, adicionou-
se a 90mL de TSB (Tryptic Soy Broth) e homogeneizou-se por meio de uma placa de

agitacao.

1.1.1. Enterobactérias e outras bactérias Gram-negativo tolerantes a bilis

Dia 1
Retirou-se 10mL de Solugdo 1 para um tubo de falcon e incubou-se 2 horas a 25 °C.

Ao final das 2 horas, transferiu-se os 10mL de Solucao 1 para 100mL de meio Mossel e

incubou-se 48 horas a 30 °C.
Dia 3

Retirou-se 0 meio Mossel da estufa e inoculou-se, por método de riscado, uma placa de

VRBGA (Violet-Red Bile Glucose Agar) e incubou-se 24 horas a 30 °C.
Dia 4

Retiraram-se as placas de VRBGA da estufa e foram registados os resultados.
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1.1.2. Escherichia coli
Dia 1

Retirou-se 10mL de solugdo 1 ¢ adicionou-se a 90mL de TSB, criando assim a Solu¢do 2

(TSB + Solugdo 1). Colocou-se a incubar 24 horas a 30 °C.
Dia 2

Retirou-se a Solucao 2 da estufa, transferiu-se ImL para 100mL de meio MacConkey

Broth e incubou-se 48 horas a 44 °C.
Dia 4

Retirou-se o meio MacConkey Broth da estufa e inoculou-se, por método de riscado, uma

placa de MacConkey Agar. Incubou-se 72 horas a 30 °C.
Dia 7

Retirou-se as placas de MacConkey Agar da estufa e foram registados os resultados.

1.1.3. Staphylococcus aureus

Dia 1l

Retirou-se 10mL de solucao 1 e adicionou-se a 90mL de TSB, criando assim a Solugao 2

(TSB + Solugao 1). Colocou-se a incubar 24 horas a 30 °C.
Dia 2

Retirou-se a Solugdo 2 da estufa, inoculou-se, por método de riscado, placas de Manitol

Sal Agar (MSA)e colocou-se a incubar 72 horas a 30 °C.
Dia §

Retirou-se as placas de MSA da estufa e foram registados os resultados.

1.1.4. Pseudomonas aeruginosa

Dia 1

Retirou-se 10mL de solugdo 1 e adicionou-se a 90mL de TSB, criando assim a Solugao 2

(TSB + Solugao 1). Colocou-se a incubar 24 horas a 30 °C.
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Dia 2

Retirou-se a Solugdo 2 da estufa, inoculou-se, por método de riscado, placas de Cetrimida

e colocou-se a incubar 72 horas a 30 °C.
Dia 5

Retirou-se as placas de Cetrimida da estufa e foram registados os resultados.

1.1.5. Salmonella spp.
Dia 1

Preparou-se a Solugdo 1 e colocou-se a incubar 24 horas a 30 °C.
Dia 2

Retirou-se a solucdo 1 da estufa e transferiu-se 100puL desta para 10mL de Rappaport-

Vassiliadis. Incubou-se 24 horas a 30 °C.
Dia 3

Retirou-se o Meio Rappaport-Vassiliadis da estufa e inoculou-se, por método de riscado,

placas de XLD (Xilose Lisina Desoxicolato). Colocou-se a incubar 48 horas a 30 °C.
Dia 5

Retirou-se as placas de XLD da estufa e foram registados os resultados.

1.1.6. Microrganismos totais

Dial

A partir da Solugdo 1, inoculou-se, por espalhamento, placas de TSA (Tryptic Soy Agar)
e SDA (Sabouraud Dextrose Agar), em duplicado, com ImL de solu¢do em cada placa.

Colocou-se a incubar: 0 TSA durante 5 dias a 30 °C e o SDA durante 7 dias a 25 °C.
Dia 5

Retirou-se as placas de TSA da estufa e foram registados os resultados.

Dia 7

Retirou-se as placas de SDA da estufa e foram registados os resultados.
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1.2. Procedimento 2

Nota: Para a realizagdo das diferentes analises foi usada a mesma solugao inicial (S1).
Para as anélises de Escherichia coli, Staphylococcus aureus ¢ Pseudomonas aeruginosa

foi usada a S2, que consiste em 10mL de S1 +90mL de TSB.

Para fazer a solu¢do inicial (Solugdo 1): pesou-se £ 0,025g (25mg) de amostra, adicionou-

se a 9mL de TSB e homogeneizou-se por meio de vortex.

1.2.1. Enterobactérias e outras bactérias Gram-negativo tolerantes a bilis

Dia 1
Retirou-se ImL de Solugdo 1 para um tubo eppendorf e incubou-se 2 horas a 25°C.

Ao final das 2 horas, transferiu-se o ImL de Solucdo 1 para 10mL de meio Mossel e

incubou-se 48 horas a 30 °C.
Dia 3

Retirou-se o meio Mossel da estufa e inoculou-se, por método de riscado, uma placa de

VRBGA (Violet-Red Bile Glucose Agar) e incubou-se 24 horas a 30 °C.
Dia 4

Retiraram-se as placas de VRBGA da estufa e foram registados os resultados.

1.2.2. Escherichia coli
Dial

Retirou-se ImL de solugdo 1 e adicionou-se a 9mL de TSB, criando assim a Solugdo 2

(TSB + Solugao 1). Colocou-se a incubar 24 horas a 30 °C.
Dia 2

Retirou-se a Solucdo 2 da estufa, transferiu-se 100puL desta para 10mL de meio

MacConkey Broth e incubou-se 48 horas a 44 °C.
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Dia 4

Retirou-se o meio MacConkey Broth da estufa e inoculou-se, por método de riscado, uma

placa de MacConkey Agar. Incubou-se 72 horas a 30 °C.
Dia 7

Retirou-se as placas de MacConkey Agar da estufa e foram registados os resultados.

1.2.3. Staphylococcus aureus

Dia 1

Retirou-se ImL de solugdo 1 e adicionou-se a 9mL de TSB, criando assim a Solugdo 2

(TSB + Solugao 1). Colocou-se a incubar 24 horas a 30 °C.
Dia 2

Retirou-se a Solucao 2 da estufa, inoculou-se, por método de riscado, placas de MSA e

colocou-se a incubar 72 horas a 30 °C.
Dia 5

Retirou-se as placas de MSA da estufa e foram registados os resultados.

1.2.4. Pseudomonas aeruginosa

Dia l

Retirou-se 1mL de solugdo 1 e adicionou-se a 9mL de TSB, criando assim a Solugdo 2

(TSB + Solugao 1). Colocou-se a incubar 24 horas a 30 °C.
Dia 2

Retirou-se a Soluc¢do 2 da estufa, inoculou-se, por método de riscado, placas de Cetrimida

e colocou-se a incubar 72 horas a 30 °C.
Dia 5

Retirou-se as placas de Cetrimida da estufa e foram registados os resultados.
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1.2.5. Salmonella spp.
Dia 1

Preparou-se a Solugao 1 e colocou-se a incubar 24 horas a 30 °C.
Dia 2

Retirou-se a solucdo 1 da estufa e transferiu-se 10uL desta para 1mL de Rappaport-

Vassiliadis. Incubou-se 24 horas a 30 °C.
Dia 3

Retirou-se o Meio Rappaport-Vassiliadis da estufa e inoculou-se, por método de riscado,

placas de XLD (Xilose Lisina Desoxicolato). Colocou-se a incubar 48 horas a 30 °C.
Dia S

Retirou-se as placas de XLD da estufa e foram registados os resultados.

1.2.6. Microrganismos Totais

Dia 1

A partir da Solugdo 1, inoculou-se, por espalhamento, placas de TSA (Tryptic Soy Agar)
e SDA (Sabouraud Dextrose Agar), em duplicado, com 100uL de solu¢do em cada placa.
Colocou-se a incubar: 0 TSA durante 5 dias a 30 °C e o SDA durante 7 dias a 25 °C.

Dia 5
Retirou-se as placas de TSA da estufa e foram registados os resultados.
Dia 7

Retirou-se as placas de SDA da estufa e foram registados os resultados.

1.3. Controlo de Qualidade dos Meios de Cultura

Para a validacao da funcionalidade e esterilidade dos meios utilizados, de modo a garantir
validade analitica dos resultados, foram realizados controlos positivos e negativos para

cada meio. Os controlos positivos foram inoculados com estirpes de referéncia.

Para os meios TSB, MacConkey Broth, MacConkey Agar, VRBGA e Mossel utilizou-se

Escherichia coli. Para o meio MSA utilizou-se Staphylococcus aureus. Para o meio
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Cetrimida utilizou-se Pseudomonas spp.. Para os meios Rappaport-Vassiliadis ¢ XLD

utilizou-se Salmonella spp.

Os controlos negativos consistiram em placas e frascos dos meios utilizados, que foram

incubados sem inoculagao.

Todos os controlos positivos apresentaram crescimento com as caracteristicas esperadas
para cada meio, enquanto todos os controlos negativos permaneceram sem crescimento.
Estes resultados confirmam que os meios estavam estéreis e funcionais antes da sua
utilizagdo nas amostras experimentais, suportando assim a validade analitica dos

resultados obtidos nas amostras.

2. Recolha e analise de dados laboratoriais

A vertente retrospetiva do estudo baseou-se em dados laboratoriais provenientes da
empresa Cannprisma Pharma, empresa licenciada para o cultivo, processamento,

transformagao e analise da planta para fins medicinais.

Neste estudo foram incluidos 211 produtos acabados (PA) e 167 matérias-primas (MP),

totalizando 378 amostras analisadas entre fevereiro de 2024 e junho de 2025.

Os dados foram exportados a partir do sistema interno da empresa e organizados num
ficheiro digital de Microsoft Excel, estruturado em diferentes folhas de acordo com a

natureza das amostras e dos parametros avaliados.

Para permitir a correspondéncia entre produtos acabados e as respetivas matérias-primas
foi criada uma coluna designada “ID Lote” que associa os dois tipos de amostras, o que
permitiu emparelhéd-las e comparar os pardmetros microbiologicos e fisico-quimicos,

diretamente.
Cada registo incluiu:

e Informac¢do Geral: Data de andlise, pais de origem e ID de lote
e Avaliacdo visual e fisica: Presenca de matéria estranha, observacdes macroscopicas e
microscopicas e teor de humidade.

e Parametros microbiologicos: Contagem de microrganismos totais (microrganismos

aerobios — TAMCs — em TSA e fungos e leveduras — TYMCs — em SDA), detecdo de
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enterobactérias e outras bactérias gram-negativo tolerantes a bilis, E. coli, S. aureus,
P. aeruginosa, e Salmonella spp.

e Parametros fisico-quimicos complementares: Teor de canabindides (THC, THCA.
CBD, CBDA e CBN), pesticidas, metais pesados, (Cd, Pb, Hg, As, Ni ¢ Zn) e
micotoxinas (aflatoxina B1, B2, G1, G2 e Ocratoxina A), determinadas por métodos

experimentais, nomeadamente HPLC.

Os dados foram posteriormente normalizados, verificados quanto a duplicacdo e erros de
insercdo, e agrupados segundo o tipo de amostra — MP (Matéria-Prima), PA (Produto

Acabado), Ilegais P1 e Ilegais P2.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Jamovi (51), uma

plataforma de andlises estatisticas de codigo aberto baseada no ambiente R.

Este software foi selecionado pela sua interface semelhante ao SPSS mas mais intuitiva,
e pela implementacdo rigorosa de testes ndo-paramétricos adequados a dados

microbiologicos.

Foram ainda construidos mapas de prevaléncia microbiana por pais de origem, utilizando
a plataforma Datawrapper (52). Esta ferramenta permite a visualizacdo de dados e a

criagdo de mapas geograficos interativos a partir de dados em tabelas.

3. Analise Estatistica dos Dados

As andlises foram planeadas com o objetivo de descrever, comparar e correlacionar os

resultados microbioldgicos e fisico-quimicos entre os diferentes grupos de amostras.

3.1. Estatistica Descritiva

Para cada parametro microbiologico foram calculadas as seguintes métricas:

e Numero de amostras (n)
e M¢édia + desvio padrio
e Mediana

e Minimo e Maximo

e Percentis (P25 e P75)

e Taxa de conformidade (% dentro dos limites definidos pela Farmacopeia Europeia)
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3.2. Testes de Comparacio

e Matéria-prima vs. produto acabado e Legais vs. Ilegais: Teste de Wilcoxon para
amostras emparelhadas avaliando o efeito do processamento.
e Teste de Normalidades: Shapiro-Wilk, para determinar o uso de métodos

paramétricos € ndo paramétricos

3.3. Analise de Conformidade

Esta andlise serve para comparar os resultados com os limites microbioldgicos definidos
pela Farmacopeia Europeia, distinguindo entre amostras legais e ilegais. Foram
calculadas a propor¢do de amostras ndo-conformes para cada parametro e grupo,

aplicando o teste do qui-quadrado (X?) para comparagio de proporgdes.

3.4. Analise de Frequéncia

Para os microrganismos patogénicos de presenga e auséncia — Salmonella spp., E. coli, S.
aureus € P. aeruginosa, serd determinada a frequéncia de detecdo (%) e comparada entre

grupos através do teste exato de Fisher.

3.5. Correlacio entre parametros

Seré aplicado o coeficiente de correlagdo de Spearman para identificar possiveis relagdes
entre as diferentes variaveis microbioldgicas e entre variaveis microbiologicas e fisico-

quimicas.

3.6. Tratamento de Dados

Durante a andlise dos dados laboratoriais, foi necessario proceder ao tratamento de
valores que se encontravam fora dos limites de detecdo dos métodos analiticos utilizados.
Este tratamento foi essencial para permitir a andlise estatistica adequada dos dados

recolhidos.
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3.6.1. Valores Abaixo do Limite de Detecio do Método
Diversos resultados microbiologicos e fisico-quimicos foram reportados com valores
inferiores ao limite de detegao do método (por exemplo: <10, <100, <1000 UFC/g para
contagens microbianas; <0,05%, <0,2% para canabinoides; <0,005, <0,020 mg/kg para

metais pesados; <0,025 pg/kg para micotoxinas).

Para estes valores, foi aplicada a metodologia recomendada por Horgun & Reed (53) e
Helsel (54), que consiste na substituicdo pelo valor correspondente a metade do limite de
quantificagdo. Esta abordagem ¢ amplamente utilizada na analise de dados a esquerda em
estudos ambientais e toxicologicos, permitindo a inclusdo dos dados nas anélise

estatisticas sem sobrestimar as concentracgoes reais.

Alguns exemplos da conversado aplicada sdo:

e <100 UUFC/g = 50 UFC/g
e <0,2% =2 0,1%
e <0,005 mg/kg = 0,0025 mg/kg

3.6.2. Valores Acima do Limite de Detecao do Método

Alguns resultados apresentaram-se acima do limite superior de quantificagdo do método
(por exemplo: >3,00x10° UFC/g). Nestes casos, os valores foram mantidos no limite
maximo de quantificacdo, representando uma abordagem conservadora que nao
sobrestima os valores reais. Esta estratégia segue as recomendagdes da norma ISO

7218:2013 (55) para analises microbiologicas.

3.6.3. Valores expressos em Intervalos de Ordem de Grandeza
Nos dados recolhidos da empresa Cannprisma Pharma, os valores de enterobactérias e
outras bactérias gram-negativo, foram frequentemente reportados em intervalos de ordem
de grandeza (por exemplo: >10<10% >10°<10°, >103<10%. Para estes casos, calculou-se
o ponto médio geométrico de cada intervalo, uma vez que esta metodologia ¢ a mais

apropriada para dados microbioldgicos que apresentam distribui¢do logaritmica (56).
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O célculo do ponto médio geométrico foi realizado através da formula:
PMG = V(limite inferior x limite superior)
Exemplos das conversoes aplicadas sdo:

e 10<10%(10-100 UFC/g) > V(10x100) = 31,6 UFC/g
e 10%<10° (100-1000 UFC/g) > V(100x1000) = 316 UFC/g
e 10° <10*(1000-10000 UFC/g) = V(1000x10000) = 3162 UFC/g

Esta abordagem preserva a natureza logaritmica dos dados microbioldgicos e € superior
ao calculo do ponto médio aritmético, que tende a sobrestimar os valores centrais dos

intervalos(57).

3.6.4. Fundamentacio Estatistica

O tratamento adequado de dados ¢ fundamental para garantir a validade das analises
estatisticas. A eliminagdo simples destes valores ou a sua substituicdo por zero
introduziria um desvio significativo nos resultados e reduziria o poder estatistico das

comparagoes realizadas (58).

As metodologias aplicadas neste estudo representam o compromisso adequado e rigor
estatistico e conservadorismo analitico, sendo consistentes com as recomendagdes da
Environmental Protection Agency (59), e amplamente aplicadas em estudos de

contaminag¢do ambiental e avaliagdo de risco.

4. Sintese Metodologica

A combinagdo das duas abordagens visa, entdo, permitir uma analise comparativa
abrangente entre amostras de Cannabis sativa de origens legal e ilegal, de modo a avaliar

a qualidade microbioldgica e a conformidade com as normas da Farmacopeia Europeia.

Este desenho metodologico permite também inferir sobre o impacto do processamento
industrial e da regulamentacao na redugdo da carga microbiana e na seguranga do produto

final.
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5. Analise Geografica e Construcio de um Mapa

Para complementar a analise microbioldgica, foi efetuada uma anélise geografica das
amostras de origem legal, utilizando os dados do regido de origem ¢ o ID de lote, com o
objetivo de identificar padrdes de contaminacdo microbiana em funcao da localizagao

geografica.

Os dados foram ser processados no Microsoft Excel, e cada amostra foi mapeada de

acordo com os microrganismos detetados e os niveis de contagem microbiana.

Este mapa vai permitir identificar areas de maior risco de contaminagdo microbiana,
comparar padroes de contaminagdo em diferentes regides e fornecer um suporte visual

para futuras andlises forenses e decisdes regulatdrias.

A constru¢do do mapa seguiu principios de confidencialidade, garantindo que nenhuma

informacao sensivel de fornecedores sera identificavel.
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Capitulo 3: Resultados

Neste capitulo apresentam-se os resultados obtidos tanto na anélise retrospetiva de dados
da empresa Cannprisma Pharma como no estudo laboratorial realizado com amostras de
Cannabis sativa de origem ilicita. A andlise estatistica foi efetuada utilizando o software
Jamovi (versdo2.3) para todos os testes estatisticos, € os mapas geograficos foram

construidos através da plataforma Datawrapper.

1. Caracterizacao Microbioldgico das Amostras Legais

1.1. Matéria-Prima

Foram analisadas 167 amostras de matéria-prima de Cannabis sativa provenientes de
producdo legal e regulamentada. Os resultados revelaram grande variabilidade nas
contagens microbianas, que ¢ uma caracteristica tipica de produtos de origem vegetal ndo

processados (Tabela 1).

Tabela 1 - Estatistica descritiva as variaveis TAMCs, TYMCs e enterobactérias das amostras legais de matéria-prima
(MP), em UFC/g.

Estatistica Descritiva

Parametro Grupo TAMCs TYMCs Gram
N Legal_MP 167 167 167
Média 5,64x10* 8,37 x10* 1,31 x103
Mediana 5,00 x10? 5,00 x10? 5,00 x10?
Desvio-padrio 2,63x10° 3,62 x10° 2,91 x103
Minimo 50 5 5
Maximo 3,00 x1086 3,00 x1086 1,00 x104
25° percentil 50 50 5
75° percentil 4,65 x103 6,35 x10° 3,16 x10?

As contagens de microrganismos aerobios mesofilos (TAMCs) apresentam valores

muitos dispersos, com uma mediana de 5,00x10> UFC/g mas com alguns valores
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extremamente elevados, atingindo um maximo de 3,00x10° UFC/g. Esta amplitude é
refletida no desvio-padrio de 2,63x10° UFC/g, indicando que, embora a maioria das
amostras apresente um carga microbiana baixa, existem algumas amostras com

contaminagdo consideravelmente superior.

Para os bolores e leveduras (TYMCs), observou-se um padrao semelhante. A mediana ¢
de 5,00x10?> UFC/G e um méaximo de 3,00x10° UFC/g e contém um desvio-padrio
particularmente elevado de 3,62x10° UFC/g, o que demonstra a elevada variabilidade na

carga fungica presente na matéria-prima.

As enterobactérias mantiveram-se em niveis baixos na maioria das amostras, com
mediana de 5 UFC/g. Os percentis de 25 e 75 encontram-se entre os 5 e os 3,16x10?
UFC/g, o que indica que a grande maioria das amostras apresenta contagens reduzidas
deste grupo microbiano, apesar de algumas amostras terem atingido um valor maximo de

1,00 x10* UFC/g.

Relativamente aos microrganismos patogénicos pesquisados, os resultados foram
bastante positivos. Nao foi detetada a presenca de Escherichia coli em nenhuma das 167
amostras testadas (Tabela 2), apresentando 100% de conformidade de acordo com os
critérios da Farmacopeia Europeia. Da mesma forma, ndo foi encontrada Sal/monella spp.
em nenhuma amostra (n=167, 100% auséncia) (Tabela 2). Para a Pseudomonas
aeruginosa e o Staphylococcus aureus, que foram pesquisados em 52 amostras, também

se observou auséncia total, e por conseguinte, 100% de conformidade (Tabela 2).

Tabela 2 - Frequéncia dos microrganismos patogénicos em amostras legais de matéria-prima (MP).

Frequéncias de Microrganismos Patogénicos

. . % do
Legal_MP Microrganismo Contadores Total
Escherichia coli 167 100.0%
Salmonella 167 100.0%

Ausente
Pseudomonas aeruginosa 52 100.0%
Staphylococcus aureus 52 100.0%
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1.2. Produto Acabado

As 211 amostras de produto acabado apresentaram perfil microbiolégico
substancialmente melhor do que o observado na matéria-prima, evidenciando o efeito

benéfico do processamento industrial (Tabela 3).

Tabela 3 - Estatistica descritiva as variaveis TAMCs, TYMCs e enterobactérias das amostras legais de produto
acabado (PA), em UFC/g.

Estatistica Descritiva

Grupo TAMCs TYMCs Gram
N Legal_PA 211 211 210
Média 2,59%103 2,69x10° 3,82x10?
Mediana 50 50 5
Desvio-padriao 8,45x103 7,42x103 9,81x10?
Minimo 5 5 5
Maximo 6,70x10* 4,70x10% 3,16x103
25° percentil 50 50 5
75° percentil 8,50x10? 1,15x10° 31,6

A mediana dos TAMCs reduziu para 50 UFC/g (dez vezes inferior & matéria-prima),
variando entre um minimo de 5 UFC/g e um maximo de 6,70x10°> UFC/g. Esta redugio
tanto da mediana como do valor mdximo demonstra a eficicia do processamento na

redu¢do da carga microbiana aerobia.

Os TYMCs apresentaram uma mediana igual aos TAMCs, de 50 UFC/g, com valores
entre 5 e 4,70x10* UFC/g. Comparando com a matéria-prima, verifica-se nio s6 uma
redu¢do na mediana mas também uma diminui¢do consideravel do valor maximo,

sugerindo controlo eficaz da contaminacdo fungica durante o processamento.

As enterobactérias mantiveram a mediana em 5 UFC/g, mas com valor maximo reduzido
para 3,16 x10° UFC/g (comparado com 1,00x10° UFC/g na matéria-prima), o que indica

que o processamento foi particularmente eficaz na redu¢do deste grupo microbiano.
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Tal como na matéria-prima, ndo foi detetada presenga de E. coli, Salmonella spp., P.

aeruginosa ou S. aureus em nenhuma das amostras de produto acabado. Existiu, no

entanto, uma amostra em que, em vez de se quantificar as enterobactérias, fez-se apenas

detecdo (Ausente/Presente) e esta também foi ausente, mantendo-se assim os 100% de

conformidade para todos os microrganismos patogénicos pesquisados (Tabela 4).

Tabela 4 - Frequéncia dos microrganismos patogénicos em amostras legais de produto acabado (PA).

Frequéncias de Microrganismos Patogénicos

[»)
Legal_PA Microrganismo Contadores % do
Total
Gram 1 100.0%
Escherichia coli 211 100.0%
Salmonella 211 100.0%

Ausente

Pseudomonas aeruginosa 104 100.0%
Staphylococcus aureus 104 100.0%

1.3.Efeito do Processamento: Comparacio entre Matéria-Prima e

Produto Acabado

Para avaliar o impacto do processamento industrial na carga microbiana, realizou-se

analise estatistica de amostras emparelhadas (n=167 pares) utilizando o teste de

Wilcoxon, apropriado para dados ndo-normais emparelhados (Tabela 5). A normalidade

foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk (Tabela 6).

Os resultados demonstraram diferencas altamente significativas para todos os parametros

quantitativos. As contagens de TAMCs foram significativamente inferiores no produto

acabado (W=7542, p<0,001), confirmando que o processamento reduz eficazmente a

carga aerobia total. Os TYMCs apresentaram igualmente reducao significativa (W=9240,

p<0,001), demonstrando controlo eficaz da contaminagao fungica.
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Tabela 5 — Teste W de Wilcoxon para comparagdo das diferentes analises entre os dois grupos de amostras legais,
Matéria-prima (MP) e Produto Acabado (PA).

Teste t para amostras emparelhadas

Estatistica o]

TAMCs_ MP TAMCs_ PA W de Wilcoxon 75422 <.001

TYMCs MP TYMCs PA W de Wilcoxon 9240p <.001

Gram-_MP Gram-_PA W de Wilcoxon 24054 <.001

Nota. H, UMedida 1 - Medida2 # O
a 27 par(es) de valores empatados
b 13 par(es) de valores empatados

4 86 par(es) de valores empatados

Tabela 6 - Teste de Shapiro-Wilk para verificagdo da normalidade.

Nota: Se p>0,05 a distribuigdo apresenta-se normal; Se p<0,05 a distribui¢@o apresenta-se ndo normal.

Estatistica Descritiva

TAMCs_ MP TAMGCs PA TYMCs_ MP TYMCs PA Gram_MP Gram_PA

N 167 167 167 167 167 167
W de Shapiro- 0.212 0.397 0.238 0.436 0.489 0.447
Wilk

p Shapiro-Wilk <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001

As enterobactérias, apesar de j& apresentarem valores baixos na matéria-prima, reduziram
ainda mais significativamente no produto acabado (W=2405, p<0,001), refor¢ando a

eficacia do processamento na eliminacao deste grupo microbiano indicador.

O teste de Kruskal-Wallis (Tabela 7), utilizado para comparar os diferentes grupos de
amostras, confirmou estas diferencas significativas: TAMCs (y*=77,6, gl=3, p<0,001),
TYMCs (y*=46.,4, gl=3, p<0,001) e enterobactérias (¥*=8,32, gl=1, p=0,004).
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Tabela 7 - Teste de Kruskal-Wallis para comparagdo de TAMCs, TYMCs e enterobactérias das amostras legais.

Kruskal-Wallis MP vs. PA

X gl p
TAMCs 77.6 3 <.001
TYMCs 46.4 3 <.001

Gram negativo  8.32 1 0.004

2. Caracterizaciao Microbiologica de Amostras de Origem Ilicita

2.1. Procedimento 1: Volumes Standard

As 18 amostras de Cannabis de origem ilegal analisadas através do Procedimento 1
apresentaram contagens microbianas consideravelmente elevadas comparativamente ao
produto acabado legal, mas com valores ainda dentro dos limites permitidos pela

Farmacopeia Europeia para TAMCs e TYMCs (Tabela 8).

Tabela 8 - Estatistica descritiva as variaveis TAMCs e TYMCs das amostras ilicitas analisadas através do
Procedimento 1 (P1), em UFC/g.

Estatistica Descritiva

Grupo TAMCs TYMCs
N llegais_P1 18 18
Média 1,24x104 2,00x103
Mediana 3,60x103 1,80x103
Desvio-padrio 1,76x10* 5,8210?
Minimo 1,80x103 1,80x103
Maximo 6,12x10* 3,60x103
25° percentil 1,80x103 1,80x103
75° percentil 1,26x10% 1,80x103
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A mediana de TAMCs foi de 3.600 UFC/g, cerca de 72 vezes superior a do produto
acabado legal. Os valores variaram entre 1.800 ¢ 61.200 UFC/g, demonstrando alguma

heterogeneidade entre as amostras ilegais analisadas.

Para TYMCs, observou-se mediana de 1.800 UFC/g (36 vezes superior ao produto
acabado legal), com valores entre 1.800 e 3.600 UFC/g. A menor amplitude de variagao
neste pardmetro, comparativamente aos TAMCs, sugere que a carga fungica ¢ mais

homogénea entre as diferentes amostras ilegais.

Relativamente aos microrganismos patogénicos pesquisados, ndo foi detetada presenca
de enterobactérias e outras bactérias gram-negativo, Salmonella spp., Pseudomonas

aeruginosa ou E. coli em nenhuma das 18 amostras (100% auséncia) (Tabela 9).

Contudo, Staphylococcus aureus foi detetado em 4 das 18 amostras analisadas,
correspondendo a uma taxa de detecdo de 22,2% (Tabela 10). Este resultado contrasta
fortemente com a auséncia total deste patogénico nas amostras legais e representa o
achado mais relevante do ponto de vista de satde publica, uma vez que S. aureus pode

produzir enterotoxinas e causar intoxicacao alimentar.

Tabela 9 - Frequéncia dos microrganismos patogénicos das amostras ilicitas analisadas através do Procedimento 1

(P1).

Frequéncias de Microrganismos Patogénicos

. . . % do
llegais_P1 Microrganismo Contadores Total
Gram negativo 18 100.0%
Escherichia coli 18 100.0%

Ausente
Salmonella 18 100.0%
Pseudomonas aeruginosa 18 100.0%

Tabela 10- Frequéncia de Staphylococcus aureus das amostras ilicitas analisadas através do Procedimento 1.

Frequéncias de Staphylococcus aureus

llegais_P1 Grupo Contadores % do Total % acumulada

Ausente Staphylococcus aureus 14 77.8% 77.8%
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Frequéncias de Staphylococcus aureus

llegais_P1 Grupo Contadores % do Total % acumulada

Presente 4 22.2% 100.0%

2.2. Procedimento 2: Volumes Reduzidos

As mesmas 18 amostras, quando analisadas pelo Procedimento 2 (com redugdo de 10%
nos volumes de reagentes), apresentaram resultados similares aos obtidos em P1 (Tabela

11).

Tabela 11 - Estatistica descritiva as variaveis TAMCs e TYMCs das amostras ilicitas analisadas através do
Procedimento 2 (P2), em UFC/g.

Estatistica Descritiva

Grupo TAMCs TYMCs
N llegais_P2 18 18
Média 1,37x104 2,50x103
Mediana 2,70x103 1,80x103
Desvio-padrao 2,05x10* 2,97x10°
Minimo 1,80x103 1,80x103
Maximo 7,92x10* 1,44x10%
25° percentil 1,80x103 1,80x103
75° percentil 1,98x10* 1,80x103

A mediana de TAMCs foi de 2,70x10° UFC/g, ligeiramente inferior & de P1 mas sem
diferenca estatisticamente significativa. O valor maximo foi superior — 7,92 x10* UFC/g
-, indicando que em algumas amostras com carga elevada, o protocolo reduzido conseguiu

detetar contaminagdo semelhante ao protocolo standard.

Para TYMCs, a mediana manteve-se em 1,80 x10* UFC/g, igual ao P1, com maximo de
1,44 x10* UFC/g. Esta consisténcia de resultados entre os dois procedimentos sugere que

a reducao de volumes nao comprometeu a capacidade de quantificagcdo fungica.
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Staphylococcus aureus foi detetado em apenas 2 das 18 amostras (11,1%), representando
metade da frequéncia observada em P1 (Tabelal2). Esta redu¢do pode indicar um efeito
de diluigdo ligeiramente superior no P2, embora a diferenca ndo seja estatisticamente
significativa.

Tabela 12 - Frequéncia de Staphylococcus aureus das amostras ilicitas analisadas através do Procedimento 2 (P2).

Frequéncia de Staphylococcus aureus

% do

Staphylococcus aureus Grupo Contadores
Total
Ausente llegais_P2 16 88.9%
Presente 2 11.1%

Uma amostra apresentou resultado positivo para enterobactérias (5,6%) (Tabela 13),
enquanto E. coli, Salmonella spp. e P. aeruginosa permaneceram ausentes em todas as
amostras (Tabela 14).

Tabela 13 - Frequéncia de Enterobactérias das amostras ilicitas analisadas através do Procedimento 2 (P2).

Frequéncia de Gram negativo

Gram Grupo Contadores % do Total % acumulada
Ausente llegais_P2 17 94.4% 94.4%
Presente 1 5.6% 100.0%

Tabela 14 - Frequéncia de microrganismos patogénicos das amostras ilicitas analisadas através do Procedimento 2
(P2).

Frequéncias de Microrganismos Patogénicos

llegais_P2 Microrganismos Contadores :{:O:Iac:
Ausente Escherichia coli 18 100.0%
Salmonella 18 100.0%
Pseudomonas aeruginosa 18 100.0%
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2.3. Comparacao entre Procedimentos: P1 vs. P2

Para avaliar se a redu¢ao de volumes de reagentes comprometeu a capacidade de detecao
e quantificagdo microbiologica, realizou-se andalise estatistica de amostras emparelhadas

utilizando o teste de Wilcoxon (Tabela 15).

Tabela 15 - Teste W de Wilcoxon para comparagao das diferentes analises entre os dois grupos de amostras ilicitas,
as do Procedimento 1 (P1) e do Procedimento 2 (P2).

Teste t para amostras emparelhadas

Estatistica o]

TAMCs_ P1  TAMCGCs P2 W de Wilcoxon 34.50° 0.753

TYMCs P1 TYMGCs P2 W de Wilcoxon 3.00° 1.000

Nota. H. UMedida 1 - Medida2 # O
2 6 par(es) de valores empatados

® 15 par(es) de valores empatados

Os resultados demonstraram auséncia de diferengas significativas entre os dois
procedimentos para TAMCs (W=34,50, p=0,753) e para TYMCs (W=3,00, p=1,000).
Estes dados validam a aplicabilidade do protocolo adaptado com volumes reduzidos,
confirmando que ¢ possivel obter resultados microbiologicos fidveis utilizando apenas

25mg de amostra e volumes de reagentes 10 vezes inferiores ao protocolo standard.

Esta validacao ¢ particularmente relevante para contextos forenses, onde a quantidade de
amostra disponivel ¢ frequentemente limitada e a sua preservacdo para analises

complementares € essencial.

3. Comparacao entre Amostras Legais e Ilegais

A andlise comparativa entre os quatro grupos de amostras foi realizada através do teste
de Kruskal-Wallis, adequado para comparar multiplos grupos independentes com dados
nao-normais. Os resultados revelaram diferencas estatisticamente significativas tanto
para TAMCs (y*=77,6, gl=3, p<0,001) como para TYMCs (y*=46,4, gl=3, p<0,001)
(Tabela 16).
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Tabela 16 - Teste de Kruskal-Wallis para compara¢do de TAMCs e TYMCs entre amostras legais e ilegais.

Kruskal-Wallis Legais vs. llegais

2

X gl p

TAMCs 776 3 <.001

TYMCs 464 3 <.001

3.1. Microrganismos Aerobios Totais: TAMCs

A analise post-hoc, realizada através do teste de comparagdes multiplas de Dwass-Steel-
Critchlow-Fligner (DSCF), permitiu identificar onde se encontram as diferencas

significativas entre grupos.

As amostras ilegais apresentaram contagens significativamente superiores as amostras
legais. Esta diferenca foi particularmente evidente quando comparadas com o produto
acabado legal: Ilegal P1 vs. Legal PA (W=-8,013, p<0,001) e Ilegal P2 vs. Legal PA
(W=-7,913, p<0,001) (Tabela 17).

Mesmo quando comparadas com a matéria-prima legal ndo processada, as amostras
ilegais mantiveram contagens significativamente superiores: Ilegal P1 vs. Legal MP

(W=-4,722, p=0,005) e Ilegal P2 vs. Legal MP (W=-4,639, p=0,006) (Tabela 17).

A comparacao entre matéria-prima e produto acabado legais confirmou a eficicia do

processamento, com diferenca altamente significativa (W=-8,802, p<0,001) (Tabela 17).

Nao foram observadas diferengas significativas entre os dois procedimentos aplicados as
amostras ilegais (P1 vs P2: W=-0,166, p=0,999), refor¢ando a equivaléncia dos métodos

(Tabela 17).
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Tabela 17 - Comparagdes multiplas Dwass-Steel-Critchlow-Fligner para TAMCs entre amostras legais, matéria-
prima (MP) e produto acabado (PA), e ilegais, Procedimento 1 (P1) e Procedimento 2 (P2).

Comparagdes multiplas - TAMCs

w P

llegais_ P1 llegais_ P2 -0.166 0.999
llegais_ P1 Legal MP  -4.722 0.005
llegais_P1 Legal_PA -8.013 <.001
llegais P2 Legal MP  -4.639 0.006
llegais_P2 Legal_PA -7.913 <.001

Legal MP  Legal PA -8.802 <.001

3.2. Bolores e Leveduras: TYMCs

Para TYMC:s, o padrdo de diferengas foi semelhante ao observado para TAMCs, embora

com algumas nuances interessantes.

As amostras ilegais apresentaram contagens significativamente superiores ao produto
acabado legal: Ilegal P1 vs Legal PA (W=-6,439, p<0,001) e Ilegal P2 vs Legal PA
(W=-6,456, p<0,001) (Tabela 18).

O processamento industrial demonstrou novamente eficacia significativa na redugdo da

carga fungica: Legal MP vs Legal PA (W=-6,749, p<0,001) (Tabela 18).

Curiosamente, quando comparadas com a matéria-prima legal, as amostras ilegais
apresentaram valores de p proximos mas nao atingindo significancia estatistica ao nivel
de 5%: Ilegal P1 vs Legal MP (W=-3,229, p=0,102) e Ilegal P2 vs Legal MP (W=-
3,246, p=0,099) (Tabela 18). Isto sugere que, em termos de carga fingica total, as
amostras ilegais sdo comparaveis ao material vegetal legal nao processado, indicando que
as condi¢des de secagem e armazenamento das amostras ilegais analisadas podem ter sido

relativamente adequadas.

Tal como para TAMCs, ndo houve diferenga significativa entre P1 e P2 (W=-0,747,
p=0,952) (Tabela 18).
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Tabela 18 - Comparagdes multiplas Dwass-Steel-Critchlow-Fligner para TYMCs entre amostras legais e ilegais.

Comparagdes multiplas - TYMCs

w P

llegais_P1 llegais_ P2 -0.747 0.952
llegais P1 Legal MP  -3.229 0.102
llegais_P1 Legal_PA -6.439 <.001
llegais_ P2 Legal MP  -3.246 0.099
llegais_P2 Legal_PA -6.456 <.001

Legal MP  Legal PA -6.749 <.001

3.3. Enterobactérias e outras Bactéricas Gram-negativo

A comparacao das enterobactérias foi realizada apenas entre matéria-prima e produto
acabado legais (analise quantitativa), uma vez que nas amostras ilegais este parametro foi
avaliado qualitativamente. O teste de Kruskal-Wallis revelou diferenca significativa (W=
-4,08, p=0,004), com o produto acabado apresentando contagens inferiores a matéria-

prima (Tabela 19).

Tabela 19 - Comparagdes multiplas Dwass-Steel-Critchlow-Fligner para enterobactérias entre amostras legais.

Comparagdes multiplas - Gram

w p

Legal MP Legal PA -4.08 0.004

Nas amostras ilegais, a analise qualitativa mostrou que a grande maioria das amostras nao
apresentou enterobactérias: 100% das amostras P1 (18/18) e 94,4% das amostras P2

(17/18) foram negativas (Figura 1).
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Figura 3 - Presenca e auséncia de enterobactérias nas amostras ilegais, Procedimento 1 (P1) e Procedimento 2 (P2).

4. Analise de Conformidade com a Farmacopeia Europeia

4.1. Amostra Legais

A avaliacdo da conformidade com os limites microbiologicos estabelecidos pela
Farmacopeia Europeia para preparagdes a base de plantas revelou elevadas taxas de

conformidade nas amostras legais.

4.1.1. Matéria-Prima

Para TAMCs (limite: <10° UFC/g), observou-se 97% de conformidade, com apenas 5
amostras das 167 ultrapassando o limite estabelecido (Tabela 20). Para TYMCs (limite:
<10* UFC/g), a taxa de conformidade foi de 86,8%, com 22 amostras ndo conformes. As

enterobactérias (limite: <10* UFC/g) apresentaram 100% de conformidade (Tabela 21).
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Tabela 20 - Avaliacdo de conformidade de TAMCs para amostras legais de matéria-prima (MP).

Tabela 21 - Avaliagdo de conformidade de TYMCs para amostras legais de matéria-prima (MP).

Resultados

Tabelas de Contingéncia TAMCs

Grupo

TAMCs _Conforme Legal_MP
Conforme Observado 162
% em coluna 97.0%
N&o Conforme Observado 5
% em coluna 3.0%
Total Observado 167
% em coluna 100.0%

Tabelas de Contingéncia TYMCs

Grupo

TYMCs_Conforme Legal_ MP
Conforme Observado 145
% em coluna 86.8%
N&do Conforme Observado 22
% em coluna 13.2%
Total Observado 167
% em coluna 100.0%

Todos os patogénicos especificos pesquisados (E. coli, Salmonella, S. aureus, P.

aeruginosa) apresentaram 100% de conformidade, com auséncia total em todas as

amostras.
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4.1.2. Produto Acabado

O produto acabado apresentou conformidade integral para todos os parametros avaliados:
TAMCs (211/211, 100%), TYMCs (211/211, 100%), enterobactérias (210/210, 100%) e

patogénicos especificos (100% auséncia para todos).

A andlise estatistica através do teste qui-quadrado revelou diferencgas significativas nas
taxas de conformidade entre grupos para TYMCs (y*=34.4, p<0,001) (Tabela 22) e
enterobactérias (y>=22,1, p<0,001) (Tabela 23).

Tabela 22 - Teste qui-quadrado para TYMCs do produto acabado (PA).

Testes x* TYMCs

Valor gl p

X2 344 3 <.001

x? com Correcio de Continuidade 344 3 <.001

N 414

Tabela 23 - Teste qui-quadrado para enterobactérias do produto acabado (PA).

Testes x* Gram

Valor gl p

X2 22.1 3 <.001
X2 com Correcao de Continuidade  22.1 3 <.001

N 414

Para TAMCs, embora numericamente diferentes, as taxas de conformidade nao
apresentaram diferenga estatisticamente significativa entre grupos (¥*=7,49, p=0,058)

(Tabela 24).
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Tabela 24 - Teste qui-quadrado para TAMCs do produto acabado (PA).

Testes x°

Valor gl P

X2 749 3 0.058
X% com Correcao de Continuidade  7.49 3 0.058

N 414

E particularmente relevante notar que todas as nao-conformidades observadas se
concentraram exclusivamente na matéria-prima, sendo completamente eliminadas ap6s o

processamento industrial.

4.2. Amostras Ilegais

As amostras ilegais apresentaram um perfil de conformidade complexo, com

conformidade para contagens totais mas ndo-conformidade para patogénicos especificos.

4.2.1. Procedimento 1
As amostras ilegais apresentaram conformidade total para contagens de microrganismos
aerobios totais, com todas as 18 amostras a apresentarem valores abaixo do limite de 10°

UFC/g estabelecido pela Farmacopeia Europeia.

De forma semelhante, os bolores e leveduras mantiveram-se dentro dos limites aceitaveis,

com todas as amostras inferiores a 10* UFC/g.

As enterobactérias também apresentaram conformidade total, ndo tendo sido detetadas

em nenhuma amostra.

Contudo, a andlise de Staphylococcus aureus revelou um resultado preocupante, com
apenas 77,8% de conformidade. Das 18 amostras testadas, 4 apresentaram resultado

positivo para este patogénico, enquanto 14 permaneceram negativas.

Para os restantes agentes patogénicos, a conformidade foi 100% com todas a 18 amostras

a apresentar um resultado negativo.
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4.2.2. Procedimento 2

Para o Procedimento 2, o padrao de conformidade foi semelhante ao observado no P1,
com 100% das amostras conformes para TAMCs e TYMCs. No entanto, para
enterobactérias observou-se uma ligeira redu¢do na conformidade (94,4%), com uma
amostra das 18 testadas a apresentar resultado positivo. Para S. aureus, a taxa de
conformidade foi superior a do P1, atingindo 88,9%, com apenas 2 amostras positivas em

18 testadas.

Os restantes agentes patogénicos apresentaram, mais uma vez, 100% de conformidade

com as 18 amostras a apresentarem resultado negativo.

A diferenca mais marcada entre amostras legais ¢ ilegais reside precisamente na dete¢do
de S. aureus. Enquanto este patogénico estd completamente ausente nas amostras de
origem legal, apresenta-se em percentagem significativa nas amostras ilegais,
constituindo o principal fator de diferenciacio do ponto de vista de seguranca

microbioldgica.

5. Microrganismos Patogénicos: Analise de Frequéncia

A andlise da frequéncia de detecdo de microrganismos patogénicos revelou um padrao

claro de diferenciagao entre produtos legais e ilegais (Tabela X, Figura X).

E. coli, Salmonella spp. e P. aeruginosa nao foram detetados em nenhuma das 414
amostras analisadas (378 legais + 36 ilegais), representando 100% de conformidade

global para estes patogénicos.

S. aureus apresentou um padrdo completamente distinto. Nas amostras legais, nao foi
detetado em nenhuma das 156 amostras testadas (52 matéria-prima + 104 produto
acabado), correspondendo a 100% de auséncia. Em contraste, nas amostras ilegais foi
detetado em 22,2% das amostras P1 (4/18) (Tabela 25) e em 11,1% das amostras P2 (2/18)
(Tabela 26).
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Tabela 25 - Frequéncia de Staphylococcus aureus nas amostras ilegais do Protocolo 1 (P1).

Frequéncias de S. aureus

S. aureus Grupo Contadores % do Total % acumulada
Ausente llegais_P1 14 77.8% 77.8%
Presente 4 22.2% 100.0%

Tabela 26 - Frequéncia de Staphylococcus aureus nas amostras ilegais do Protocolo 2 (P2).

Frequéncias de S. aureus

S. aureus Grupo Contadores % do Total % acumulada
Ausente llegais_P2 16 88.9% 88.9%
Presente 2 11.1% 100.0%

O teste qui-quadrado confirmou que esta diferenga na distribuicdo de S. aureus entre

grupos ¢ altamente significativa (¥*=30,5, p<0,001), demonstrando que as amostras

ilegais apresentam risco microbioldgico significativamente superior as amostras de

origem controlada.

Tabela 27 - Teste de qui-quadrado de Staphylococcus aureus para amostras ilegais.

Testes x?

Valor gl p

x2 30.5 3 <.001
X% com Correcao de Continuidade  30.5 3 <.001

N 192
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6. Distribuicio Geografica da Contaminacao Microbiologica

A analise por pais de origem das amostras legais revelou variabilidade significativa nos

perfis microbiologicos entre diferentes regides produtoras.

TYMCs UFC/g
<6,749.6 [116,749.6-18,735.6 [} 18.735.6-28,520.8 [J] 28,520.8-46,372.8 |JJ=46372.8

Created with Datawrapper

Figura 4 - Resultados de TAMCs por pais de origem. Mapa Mundo.

TAMCs UFC/g
<686.92 | 686.92-8,592.4 [l 8,592.4-19,522.8 [19,522.8-33,569.6 [l=33,569.6

Figura 5 - Resultados de TAMCs por pais de origem. Aproximagdo ao sul de Africa.
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TAMCs UFC/g
<686.92 |686.92-8592.4 [J18,592.4-19,522.8 [J19,522.8-33569.6 [J=33569.6

Figura 6 - Resultados de TAMCs por pais de origem. Aproximagio ao Médio Oriente.

TYMCs UFC/g
<6,749.6 [116,749.6-18,735.6 [} 18.735.6-28,520.8 [J] 28,520.8-46,372.8 |JJ=46372.8

Created with Datawrapper

Figura 7 - Resultados de TYMCs por pais de origem. Mapa Mundo.
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TYMCs UFC/g
< 6,749.6 6,749.6-18,735.6 [ 18,735.6-28,520.8 [ 28,520.8-46,372.8 [ =46,372.8

Figura 8 - Resultados de TYMCs por pais de origem. Aproximagéo ao sul de Africa.
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TYMCs UFC/g

<6,749.6 6,749.6-18,735.6 | 18,735.6-28,520.8 [ 28,520.8-46,372.8 [=46,372.8

Figura 9 - Resultados de TYMCs por pais de origem. Aproximagdo ao Médio Oriente.
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Gram UFC/g
<1594 [1115.94-244.92 [ 244.92-580.8 [J580.8-994 =994

Created with Datawrapper

Figura 10 - Resultados de enterobactérias por pais de origem. Mapa Mundo.

Gram UFC/g
<15.94 15.94-244.92 [ 244.92-580.8 [} 580.8-994 [l =994

Figura 11 - Resultados de enterobactérias por pais de origem. Aproximagio ao sul de Africa.
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Gram UFC/g

<15.94 15.94-244.92 [ 244.92-580.8 [ 580.8-994 =994

Figura 12 - Resultados de enterobactérias por pais de origem. Aproximagdo ao Médio Oriente.

6.1. Caracterizacao por Pais

Para analisar a distribui¢do da contaminacdo microbiologica em funcdo da origem

geografica, foram agrupados os resultados das amostras legais por regido de produgdo.

Esta abordagem permite identificar padrdes regionais e avaliar se determinadas areas

apresentam niveis sistematicamente superiores de microrganismos totais ou de

enterobactérias. A Tabela 28 apresenta a estatistica descritiva dos parametros

microbioldgicos (TAMCs, TYMCs e enterobactérias) para cada regido incluido no

estudo.

Tabela 28 - Estatistica descritiva de TYMCs, TAMCs e enterobactérias por pais de origem.

Estatistica Descritiva

Localizacao TAMCs TYMCs Gram

N Europa Central 67 67 67
Norte da América 217 217 217

Médio Oriente 35 35 35

Sul de Africa 2 2 2

Sul da Europa 56 56 56

Média Europa Central 1,06x10* 2,57x10% 3,96x10?

70/98



Estatistica Descritiva

Resultados

Localizacao TAMCs TYMCs Gram
Norte da América 2,81x10% 3,27x10* 8,58x10?
Médio Oriente 8,56 x10? 7,48 x102 6,52
Sul de Africa 1,3750 x102 8,25 x103 18,3
Sul da Europa 5,51 x104 1,01 x10° 1,538x10°
Mediana Europa Central 50 50 5,00
Norte da América 5,00%102 5,00x10? 5,00
Médio Oriente 50 50 5,00
Sul de Africa 1,38x10? 8,250x103 18,3
Sul da Europa 1,50 x103 1,60x103 1,74 x102
Desvio-padrdo  Europa Central 7,22x10% 1,4910° 1,454x103
Norte da América 2,22 x10° 2,29 x10° 2,18x10?
Meédio Oriente 3,74x103 3,04x103 6,26
Sul de Africa 1,87 x10* 1,10 x10* 18,8
Sul da Europa 1,16 x10° 4,13x10° 2,92x103
Minimo Europa Central 50 5 5,00
Norte da América 50 5 5,00
Médio Oriente 5 5 5,00
Sul de Africa 5,00x102 5,00x102 5,00
Sul da Europa 5 5 5,00
Maximo Europa Central 5,90x10° 1,10x106 1,00x10%
Norte da América 3,00x108 3,00x108 1,00x10*
Médio Oriente 2,20x10* 1,80 x10* 31,6
Sul de Africa 27000 16000 31,6
Sul da Europa 5,00 x10° 3,00 x10°8 1,00 x10*
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6.1.1. Médio Oriente
O Médio Oriente apresentou os melhores resultados microbiologicos entre todos os paises
analisados (n=35). As medianas de TAMCs, TYMCs e enterobactérias mantiveram-se no
valor minimo de detecdo (50, 50 e 5 UFC/g, respetivamente) (Tabela 28), com

conformidade de 100% para todos os parametros avaliados.

6.1.2. Europa Central

A Europa Central (n=67) apresentou medianas de 50 UFC/g para TAMCs e TYMCs
(Tabela 28), e 5 UFC/g para enterobactérias, com taxas de conformidade de 98,5% para
TAMCs e 97,0% para TYMCs (Tabela 29). Todos os outros parametros se encontraram

100% conformes.

Tabela 29 - Tabela de contingéncia de TAMCs e TYMCs para a Europa Central.

Tabela de Contingéncia Europa Central

Microrganismo
Europa Central

TAMCs TYMCs
Conforme Observado 66 65
% em coluna 98.5% 97.0%
N&do Conforme Observado 1 2
% em coluna 1.5% 3.0%
Total Observado 67 67
% em coluna 100.0% 100.0%

6.1.3. Norte da América

O norte da América, com a maior representagdo amostral (n=217, 57,6% do total),
apresentou medianas de 500 UFC/g para TAMCs e TYMCs, e 5 UFC/g para
enterobactérias. As taxas de conformidade foram de 98,2% para TAMCs e 95,4% para
TYMCs (Tabela 30).
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Tabela 30 - Tabela de contingéncia de TAMCs e TYMCs para o norte da América.

Tabela de Contingéncia Norte da América

Microrganismo

Norte da América

TAMCs TYMCs
Conforme Observado 213 207
% em coluna 98.2% 95.4%
N&o Conforme Observado 4 10
% em coluna 1.8% 4.6%
Total Observado 217 217
% em coluna 100.0% 100.0%

6.1.4. Sul da Europa

O sul da Europa (n=56) apresentou as medianas mais elevadas: 1500 UFC/g para TAMCs,
1600 UFC/g para TYMCs e 174 UFC/g para enterobactérias. A taxa de ndo-conformidade
para TYMC:s foi de 17,9%, a mais elevada entre todos os paises (Tabela 31).

Tabela 31 - Tabela de contingéncia de TAMCs ¢ TYMCs para o sul da Europa.

Tabela de Contingéncia Sul da Europa

Microrganismo
Sul da Europa

TAMCs TYMCs
Conforme Observado 56 46
% em coluna 100.0% 82.1%
N&do Conforme Observado 0 10
% em coluna 0.0% 17.9%
Total Observado 56 56
% em coluna 100.0% 100.0%
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6.1.5. Sul de Africa

O sul da Africa, com apenas 2 amostras, apresentou valores intermédios com 100% de

conformidade (Tabela 32).

Tabela 32 - Tabela de contingéncia de TAMCs e TYMCs para o sul da Africa.

Tabela de Contingéncia Sul da Africa

Microrganismo

Sul da Africa
TAMCs TYMCs

Conforme Observado 2 2
% em coluna 100.0% 100.0%

Nao Conforme Observado 0 0
% em coluna 0.0% 100.0%

Total Observado 2 2
% em coluna 100.0% 100.0%

6.2. Analise Estatistica por Pais
O teste de Kruskal-Wallis revelou diferencas estatisticamente significativas entre paises
para TYMCs (¢*=18,56, gl=4, p<0,001), mas ndo para TAMCs (y*>=1,70, gl=4, p=0,790)
(Tabela 33).
Tabela 33 - Teste de Kruskal-Wallis para TAMCs e TYMCs.

Kruskal-Wallis

TAMCs_Conforme 1.70 4 0.790

TYMCs_Conforme  18.56 4 <.001

O teste qui-quadrado para taxas de conformidade confirmou diferenca significativa para
TYMCs (y*=18,6, p<0,001) (Tabela 34), com Portugal contribuindo de forma

desproporcional para as ndo-conformidades observadas.
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Tabela 34 - Teste qui-quadrado para TYMCs

Testes x* TYMCs

Valor gl P

X2 18.6 4 <.001
x? com Correcio de Continuidade  18.6 4 <.001

N 377

6.3. Auséncia Universal de Patogénicos

Independentemente da origem geografica, todas as amostras legais apresentaram auséncia
de E. coli, Salmonella, S. aureus e P. aeruginosa (100% conformidade em todos os
paises). Esta consisténcia demonstra que os controlos criticos para seguranga sanitaria sao
eficazmente implementados em todos os contextos de produgdo legal analisados,

independentemente das variagdes observadas nas contagens totais.
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Capitulo 4: Discussio

1. Qualidade Microbiologica da Producao Legal de Cannabis

Os resultados obtidos demonstram que as amostras de Cannabis sativa de origem legal
apresentam, de forma geral, boa qualidade microbiologica, com taxas de conformidade
elevadas relativamente aos limites estabelecidos pela Farmacopeia Europeia. Este facto
reflete a implementagdo de sistemas de controlo de qualidade rigorosos em ambiente de

producao regulamentado.

1.1. Variabilidade Natural da Matéria-Prima

A elevada variabilidade observada nas contagens microbianas da matéria-prima ndo ¢
inesperada. Produtos de origem vegetal, particularmente aqueles que ndo sao submetidos
a processamento térmico intensivo, estdo naturalmente expostos a microrganismos
ambientais durante todo o ciclo de cultivo. Estudos prévios em Cannabis medicinal
reportaram variabilidades semelhantes, com contagens de TAMCs que variaram entre 102

e 107 UFC/g dependendo das condicdes de cultivo e armazenamento (47,60).

O facto de a mediana se situar em 500 UFC/g, apesar de alguns valores extremos muito
elevados, sugere que a maioria das amostras ¢ produzida em condi¢des adequadas de

controlo microbiologico.

Os valores extremos observados podem estar relacionados com lotes especificos que
sofreram problemas durante o cultivo ou armazenamento, como exposi¢do a humidade
excessiva ou temperaturas inadequadas. Thompson e colaboradores, identificaram a
humidade residual e as condigdes de armazenamento como os fatores mais criticos para

proliferagdo microbiana em Cannabis seca (61).

A taxa de ndo-conformidade de 13,2% para TYMCs na matéria-prima, embora nao
negligenciavel, ¢ compreensivel considerando a natureza do material. Flores secas de
plantas sdo substratos favoraveis ao crescimento fingico, especialmente quando a
secagem nao ¢ completamente eficaz ou quando o armazenamento ocorre em condi¢des
de humidade relativa elevada. O facto de todas estas ndo-conformidades terem sido
eliminadas no produto acabado demonstra que o sistema de controlo de qualidade esta a
funcionar adequadamente, identificando e corrigindo problemas antes da libertacdo do

produto final.
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1.2. Eficacia do Processamento Industrial

A redugdo significativa observada entre matéria-prima e produto acabado para todos os
parametros microbiologicos (p<0,001) demonstra claramente a eficacia das etapas de
processamento implementadas. A redugao de 10 vezes na mediana de TAMCs e TYMCs,
associada a eliminagao total de ndo-conformidades, evidencia que os processos aplicados

sdo adequados e consistentes.

Embora este estudo ndo tenha caracterizado especificamente as etapas de processamento
utilizadas pela Cannprisma Pharma (por razdes de confidencialidade comercial), ¢
provavel que incluam combinagdo de secagem controlada, possivel tratamento por
irradiacdo ou outras tecnologias de reducdo microbiana, e condigdes rigorosas de
embalagem. Um estudo desenvolvido por Romano & Hazekamp demonstrou que a
irradiacdo gama ¢ eficaz na redug¢do de contagens microbianas em Cannabis sem
degradacdo significativa dos canabindides, sendo uma tecnologia aprovada em varios

paises para produtos medicinais (62).

A redugdo particularmente acentuada nas enterobactérias refor¢a a adequacdo dos
processos aplicados, uma vez que este grupo microbiano ¢ reconhecidamente sensivel a

tratamentos de reducdo de carga microbiana.

1.3. Auséncia de Agentes Patogénicos Especificos

A auséncia total de E. coli, Salmonella, P. aeruginosa e S. aureus em todas as amostras
legais (n=378) ¢ um resultado extremamente positivo e representa o aspeto mais relevante
do ponto de vista de saude publica. Estes microrganismos sao tipicos de contaminagdo
fecal (E. coli, Salmonella), contamina¢do por manipulagdo humana inadequada (S.

aureus) ou contaminagao por agua (P. aeruginosa).

Esta auséncia universal sugere que os sistemas de boas praticas de cultivo (GACP) e boas
praticas de fabrico (GMP) estdo a ser rigorosamente implementados. Estudos
internacionais identificaram presenga esporddica destes patogénicos em produtos de
Cannabis, particularmente em mercados menos regulamentados (63). O contraste com os
resultados do presente estudo refor¢a a importancia da regulamentacao e fiscaliza¢do para

garantir a seguranca microbiologica.
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2. Amostras Ilegais: Qualidade e Riscos Associados

2.1. Contagens Microbianas Totais

Os resultados obtidos para as amostras ilegais revelaram um padrao interessante e, de
certa forma, inesperado. Embora as contagens de TAMCs e TYMCs fossem
substancialmente superiores as do produto acabado legal, todas as amostras
permaneceram dentro dos limites estabelecidos pela Farmacopeia Europeia para estes

parametros.

Este resultado pode parecer contraditorio mas € importante compreender que contagens
totais de aerobios e fungos, por si s, ndo sao necessariamente indicadores diretos de risco
sanitario elevado. Muitos dos microrganismos incluidos nestas contagens totais sdo
saprofitas ambientais que ndo representam perigo para consumidores saudaveis. O risco

sanitario estd mais associado a presen¢a de microrganismos patogénicos especificos.

A comparacdo das medianas das amostras ilegais com a matéria-prima legal ¢
particularmente reveladora. Para TYMCs, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa (p=0,10), sugerindo que as amostras ilegais analisadas foram armazenadas
em condigdes que preveniram proliferagdo fungica excessiva, ou que foram
adequadamente secas. Este facto pode indicar que, embora ilegais, estas amostras ndo

foram completamente negligenciadas do ponto de vista de conservagao.

2.2. Presenca de Staphylococcus aureus

O achado mais relevante e preocupante foi a dete¢do de S. aureus em 22,2% das amostras
no Procedimento 1 e 11,1% no Procedimento 2, contrastando com auséncia total nas
amostras legais. Esta diferenca estatisticamente significativa (y*>=30,5, p<0,001) constitui
a evidéncia mais clara de que o contexto de produgao ilegal vs. legal tem impacto direto

na segurang¢a microbiologica.

S. aureus € um patogénico oportunista comummente encontrado na pele e mucosas
humanas. A sua presenca em produtos vegetais ¢ quase sempre indicativa de
contaminagdo por manipulacdo humana inadequada, auséncia de praticas basicas de
higiene, ou condi¢des inadequadas de processamento. Mais preocupante ainda ¢ o facto
de algumas estirpes de S. aureus serem capazes de produzir enterotoxinas termoestaveis

que podem causar intoxica¢do alimentar.
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Estudos anteriores identificaram S. aureus em produtos de Cannabis de mercado nao
regulado com frequéncias entre 10-30% (64,65), valores consistentes com 0s obtidos no
presente estudo. A presenga deste patogénico € particularmente problematica para
utilizadores de Cannabis medicinal, que incluem frequentemente pacientes
imunocomprometidos (oncolégicos, HIV/SIDA) particularmente vulneraveis a infe¢des

oportunistas.

A redugdo na frequéncia de deteg¢do de S. aureus no Procedimento 2 (11,1% vs. 22,2%)
pode refletir um efeito de diluicdo ligeiramente superior, embora esta diferenca nao seja
estatisticamente significativa. Esta observacao sugere que, para aplicagdes forenses onde
a detecao de patogénicos ¢ critica, o Procedimento 1 pode ser preferivel quando a

quantidade de amostra o permitir.

2.3.Implicagdes para a Saide Publica

Os resultados obtidos fornecem evidéncia cientifica clara para suportar politicas de
regulamentacdo de Cannabis medicinal. Demonstram que, embora as contagens
microbianas totais possam ser comparaveis entre produtos de diferentes origens, a
presenga de patogénicos especificos distingue claramente produtos seguros de produtos

de risco.

Esta distincao ¢ fundamental para politicas de satide publica. Enquanto um produto com
contagens elevadas de microrganismos totais pode ainda ser seguro se nao contiver
patogénicos, um produto com contagens baixas mas contendo S. aureus representa risco
claro e imediato. Os resultados sublinham que a avaliacdo de seguranga microbioldgica
nao se pode limitar a contagens totais, devendo sempre incluir pesquisa de patogénicos

especificos com relevancia clinica.

3. Validacao do Protocolo adaptado a Pequenas Quantidades

A auséncia de diferencas significativas entre Procedimento 1 e Procedimento 2 (p>0,05
para TAMCs e TYMC:s) valida a aplicabilidade do protocolo adaptado para andlises com
quantidades reduzidas de amostra. Este resultado tem implicagdes praticas importantes,

particularmente para contextos forenses.
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Em situacdes de apreensao criminal, as quantidades de Cannabis disponiveis para anélise
sdo frequentemente limitadas, e € necessario preservar material para multiplas analises
complementares (quimicas, genéticas, microscopicas). A possibilidade de obter
resultados microbiologicos fiaveis com apenas 25mg de material, utilizando volumes de
reagentes 10 vezes inferiores ao protocolo standard, permite integrar a analise

microbiolégica num workflow forense sem comprometer as outras analises essenciais.

A ligeira reducdo na detegdo de S. aureus no P2, embora nao significativa, sugere que
quando a detegdo de patogénicos ¢ o objetivo primdrio da analise, o P1 deve ser preferido
se a quantidade de amostra o permitir. Contudo, quando as quantidades sdo

verdadeiramente limitadas, o P2 continua a ser uma alternativa viavel e validada.

4. Conformidade com Standard Internacionais

Os limites microbioldgicos estabelecidos pela Farmacopeia Europeia para preparacdes a
base de plantas demonstraram-se adequados e discriminatdrios para avaliagdo da
qualidade de Cannabis medicinal. O facto de o produto acabado legal cumprir
integralmente todos os critérios (100% conformidade) valida a aplicabilidade destes

standards ao controlo de qualidade especifico de Cannabis.

A taxa de ndo-conformidade na matéria-prima, totalmente eliminada apos processamento,
reforca a adequacdo dos limites estabelecidos. Os critérios parecem ser suficientemente
rigorosos para produto final mas realistas para matéria-prima, onde alguma variabilidade

¢ inevitavel devido a natureza vegetal do produto.

A conformidade integral para patogénicos especificos nas amostras legais, contrastando
com as ndo-conformidades nas ilegais, demonstra que os critérios de auséncia para E.
coli, Salmonella, S. aureus e P. aeruginosa sao particularmente discriminatorios entre

produtos seguros e de risco.

5. Variabilidade Geografica na Qualidade Microbioldgica

A andlise por pais de origem revelou que, apesar de todos operarem sob regulamentagao
e implementarem boas praticas, existe variabilidade significativa na qualidade

microbioldgica final, particularmente em bolores e leveduras.
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5.1. Fatores Potencialmente Explicativos

O Meédio Oriente apresentou consistentemente os melhores resultados microbiologicos.
Esta zona ¢ reconhecida internacionalmente pela qualidade da sua Cannabis medicinal e
pela investigacdo avancada nesta area (66). Varios fatores podem contribuir para estes
resultados: clima mediterranico seco que desfavorece proliferagao fingica, tecnologias
avancadas de cultivo em ambiente controlado (indoor), e protocolos de processamento

particularmente rigorosos.

O sul da Europa, apesar de apresentar conformidade elevada para TAMCs e
enterobactérias, mostrou a taxa mais elevada de ndo-conformidade em TYMCs (17,9%).
O clima atlantico mais humido pode favorecer proliferagdo fingica durante o cultivo e
armazenamento, requerendo atenc¢ao particular ao controlo de humidade em todas as fases
da producdo. E importante notar que estas nio-conformidades se concentraram na
matéria-prima, sendo corrigidas no produto acabado, o que demonstra que os sistemas de

controlo de qualidade estao a funcionar adequadamente.

O norte da América, com a maior representagdo amostral € um programa de Cannabis
medicinal bem estabelecido desde 2001, apresentou resultados consistentes e taxas de

conformidade elevadas, refletindo a maturidade do seu trabalho regulatorio (67).

5.2.Importancia da Auséncia Universal de Patogénicos

Independentemente da variabilidade observada em contagens totais, o facto mais
relevante ¢ que todos os paises apresentaram auséncia total de patogénicos especificos.
Esta consisténcia demonstra que os controlos criticos para seguranca sanitaria - prevengao
de contaminagdo fecal, boas praticas de higiene na manipulagdo, controlo de dgua - sdo

eficazmente implementados em todos os contextos de produgao legal analisados.

Esta observacdo refor¢a que, embora existam diferencas na qualidade microbioldgica
geral entre paises, os riscos sanitarios criticos sdo adequadamente controlados em todos
os contextos regulamentados. A variabilidade em contagens totais reflete mais diferencas
em condi¢des ambientais e tecnologias de processamento do que diferengas em seguranga

sanitaria fundamental.
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6. Contexto Internacional e Comparacao com a Literatura

Os resultados obtidos sdo consistentes com estudos internacionais que compararam
Cannabis de diferentes origens. Segundo um estudo de McKernan e colaboradores, foram
reportadas contaminagdes flingicas significativas em 20% de amostras dum comércio ndo
regulamentados nos EUA (60), enquanto outro estudo, de Punja e colaboradores,
identificaram presenca de patogénicos bacterianos em 15% de amostras de mercado ilegal

no Canada (47).

A revisdo sistematica de Hazekamp sobre qualidade de Cannabis medicinal na Europa
concluiu que produtos de origem regulamentada apresentam qualidade superior e mais
consistente comparativamente a produtos de mercado negro (63). Os dados do presente
estudo corroboram esta conclusdo, fornecendo evidéncia adicional quantitativa da

importancia da regulamentacao.

E importante notar que a comparacdo direta com estudos internacionais € por vezes
dificultada por diferencas metodologicas e diferentes critérios de conformidade entre
paises. Este facto refor¢ca a importancia de estudos nacionais que utilizem os critérios

especificos aplicaveis em Portugal e na Unido Europeia.

7. Limitacoes do Estudo

Este estudo apresenta algumas limitagcdes que devem ser consideradas na interpretagao

dos resultados.

7.1. Tamanho Amostral da Cannabis Ilegal

As 18 amostras ilegais, embora adequadas para validacao metodologica, representam um
nimero limitado para generalizacdo de conclusdes. O poder estatistico para detetar
algumas diferengas, particularmente nas contagens de TYMCs, foi limitado, o que se

evidenciou pelos valores de p proximos mas ndo atingindo significancia estatistica

(p=0,10).
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7.2. Diferencas Metodologicas

A andlise quantitativa de enterobactérias nas amostras legais vs. qualitativa nas ilegais,
embora adequada para avaliacao de conformidade, impediu comparagao estatistica direta

deste parametro entre grupos.

7.3.Origem Unica das Amostras Legais

Os dados legais provém de uma tUnica empresa, a Cannprisma Pharma. Embora esta
empresa seja representativa da producdo legal em Portugal e processe material de
multiplos paises, os resultados podem nao ser completamente generalizdveis a toda a

industria. Uma mais valia seria realizar estudos incluindo multiplos produtores.

7.4. Auséncia de Identificacdo a Nivel de Espécies

O estudo limitou-se a identificagdo presuntiva de grupos microbianos e alguns
patogénicos especificos. A identificagdo ao nivel de espécie, através de métodos
moleculares poderia fornecer informagao adicional sobre fontes de contaminacdo e

diversidade microbiana.

7.5. Variaveis Nao Controladas

Fatores como tempo de armazenamento, condigdes especificas de transporte e
caracteristicas das variedades de Cannabis (como o teor de humidade e o perfil de
canabinodides) ndo foram sistematicamente controlados, podendo ter influenciado os

resultados microbiologicos.

8. Aplicabilidade Forense

Do ponto de vista forense, os resultados demonstram que a analise microbiologica pode
constituir ferramenta complementar 1til na caracterizagdo de amostras de Cannabis. A
presenca/auséncia de patogénicos especificos, particularmente S. aureus, mostrou-se

discriminatoria entre origens legal e ilegal.
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Os perfis microbioldgicos, quando associados a dados quimicos (perfil de canabinoides,
presenga de contaminantes) e geograficos (mapa de prevaléncia por pais), podem fornecer

informacao valiosa para:

e Distingdo entre produtos de origem legal e ilegal;

e Avaliacao de risco sanitario em casos envolvendo consumidores vulneraveis;

e Apoio a investigacdo através de caracteriza¢do de padrdes microbioldgicos;

e Fornecimento de evidéncia em processos judiciais relacionados com trafico de

produtos improprios.

A validagdo do protocolo adaptado torna viavel a integracdo de analises microbiologicas
em contexto forense, complementando as andlises quimicas tradicionais sem

comprometer a quantidade de amostra disponivel para outros testes.

9. Perspetivas Futuras

Os resultados abrem varias dire¢des para investigagdo futura que poderiam aprofundar e

expandir os conhecimentos obtidos:

Estudos metagenomicos: A caracterizacdo do microbioma completo através de
sequenciagdo de 16S rRNA (bactérias) e ITS (fungos) poderia identificar marcadores
microbianos especificos de origem ou processamento, expandindo o potencial de

rastreabilidade.

Investigacdo de micotoxinas: A avaliacdo de micotoxinas em amostras com elevada

carga fingica seria relevante para avaliagdo completa de risco.

Caracterizacio de resisténcia antimicrobiana: Os isolados de S. aureus poderiam ser
caracterizados quanto a perfis de resisténcia e fatores de viruléncia, fornecendo uma

informagao relevante para satde publica.

Correlacdes com parametros fisico-quimicos: Andlise de associagdes entre carga
microbiana e teor de humidade, perfil de canabinoides, ou presenca de contaminantes

quimicos poderia identificar fatores de risco.

Estudos multicéntricos: Expansao do estudo a multiplos produtores, regides e periodos

temporais permitiria generaliza¢do mais robusta dos resultados.
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Capitulo 5: Conclusoes

Este trabalho permitiu atingir os objetivos propostos, fornecendo uma caracterizagao
microbioldgica abrangente de amostras de Cannabis sativa de diferentes origens e
validando um protocolo adaptado para analise de pequenas quantidades de amostra. Os

principais resultados e conclusdes obtidos sao apresentados de seguida.

1. Principais Conclusoes

1.1. Qualidade Microbiologica da Producao Legal

As amostras de Cannabis medicinal de origem legal apresentaram qualidade
microbioldgica elevada, com conformidade integral - 100% - do produto acabado
relativamente aos limites estabelecidos pela Farmacopeia Europeia. O processamento
industrial demonstrou eficacia significativa na redugdo da carga microbiana - p<0,001 -,
transformando matéria-prima com variabilidade natural esperada em produto final seguro

e conforme com os requisitos regulamentares.

A auséncia total de microrganismos patogénicos especificos - E. coli, Salmonella, S.
aureus, P. aeruginosa - em todas as 378 amostras legais analisadas constitui o resultado
mais relevante do ponto de vista de saide publica, demonstrando que os sistemas de
controlo implementados na produgdo regulamentada sdo eficazes na prevencao de

contaminagdo por patogénicos.

1.2. Diferencas entre Cannabis Legal e Ilegal

A principal diferenca entre amostras legais e ilegais ndo residiu nas contagens
microbianas totais, mas sim na presenga de microrganismos patogénicos especificos.
Staphylococcus aureus foi detetado em 22,2% das amostras ilegais no Procedimento 1 e
11,1% no Procedimento 2, contrastando com auséncia total nas amostras legais. Esta
diferenca, estatisticamente significativa - ¥*=30,5, p<0,001 -, evidencia que produtos de
origem ndo regulamentada apresentam risco sanitario superior, particularmente relevante

para populagdes vulnerdveis como doentes imunocomprometidos.
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1.3. Validacao Metodoldgica

O protocolo adaptado para andlise de 25mg de amostra, com reducao de 10x nos volumes
de reagentes, demonstrou equivaléncia estatistica ao protocolo standard - p>0,05 para
todos os parametros quantitativos -, validando a sua aplicabilidade em contexto forense
onde as quantidades de amostra sdo limitadas. Esta valida¢ao permite integrar analises
microbioldgicas na rotina de analise forense sem comprometer a disponibilidade de

material para outras analises complementares essenciais.

1.4. Adequacio dos Standards Internacionais

Os limites microbioldgicos estabelecidos pela Farmacopeia Europeia demonstraram-se
adequados e discriminatorios para avaliacdo da qualidade de Cannabis medicinal. O facto
de o produto acabado legal cumprir todos os critérios, enquanto as amostras ilegais
apresentaram nao-conformidades para patogénicos especificos, valida a aplicabilidade

destes standards ao contexto da Cannabis medicinal.

1.5. Variabilidade Geografica

A andlise por pais de origem revelou variabilidade significativa nas contagens de bolores
e leveduras - p<0,001 -, com o Médio Oriente apresentando os melhores resultados e o
sul da Europa a taxa mais elevada de ndo-conformidade. Contudo, independentemente
desta variabilidade em contagens totais, todos os paises apresentaram auséncia universal
de patogénicos especificos, demonstrando que os controlos criticos para seguranca
sanitaria sdo eficazmente implementados em todos os contextos de produgdo legal,

independentemente da localizacdo geografica.

2. Contributos do Estudo

Este trabalho representa uma das primeiras caracterizagdes microbioldgicas comparativas
de Cannabis legal e ilegal realizadas em contexto portugués. A abordagem metodologica,
combinando analise retrospetiva de dados industriais reais com estudo laboratorial
controlado, permitiu obter perspetiva abrangente da realidade microbioldgica da

Cannabis em Portugal.
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2.1. Industria de Cannabis medicinal

Para a industria da Cannabis, os resultados validam a eficacia dos processos de controlo
microbiolégico implementados e fornecem evidéncia da importancia do processamento
adequado para seguranca do produto. A demonstracao de que o processamento elimina
totalmente as nao-conformidades observadas na matéria-prima refor¢a o valor das etapas

de processamento microbiologico na cadeia de produgdo.

2.2. Autoridades Reguladoras

Para as autoridades reguladoras, o estudo fornece evidéncia cientifica robusta para
politicas de regulamentacdo de Cannabis medicinal, demonstrando que regulamentacao
e fiscalizagdo resultam em produtos significativamente mais seguros. A demonstragdo de
que produtos legais e ilegais se distinguem claramente pela presenca/auséncia de
patogénicos especificos suporta a importancia de critérios microbioldgicos rigorosos na

regulamentacao.

2.3. Ciéncias Forenses

Para as Ciéncias Forenses, a validacdo de um protocolo aplicavel a amostras de
quantidade limitada e a demonstra¢do da utilidade de anélises microbiologicas como
ferramenta complementar na caracterizagdo de amostras representa um avango
metodologico relevante. O potencial para distingdo entre produtos de origem legal e ilegal
com base em perfis microbioldgicos abre perspetivas para aplicagdo desta abordagem em

investigagoes criminais.

2.4.Saude Publica

Para a satide publica, a identificacdo de risco sanitario especifico (neste caso a presenga
de S. aureus) em produtos de origem ilegal, associada a demonstracdo da seguranca de
produtos de origem regulamentada, fornece evidéncia para programas de educagao sobre
riscos de produtos ndo regulamentados e suporta politicas de satide baseadas em evidéncia

cientifica.

89/98



Avaliacdo Microbioldgica e Caracterizacdo de Amostras de Cannabis sativa

3. Implicacées Praticas

A constru¢do do mapa de prevaléncia microbiana por pais de origem, utilizando a
plataforma Datawrapper, demonstrou ser ferramenta util para visualizagdo de padroes
geograficos de contaminagao, mesmo que a variabilidade observada em contagens totais
tenha um significado limitado dado que todos os paises apresentaram auséncia de
patogénicos. A implementag¢do de um método que utilize este tipo de ferramenta pode ser
uma ideia a ser expandida no futuro para incluir outros parametros e funcionar como

referéncia para rastreabilidade.

A metodologia de tratamento de dados aplicada neste estudo, seguindo recomendagdes
de literatura cientifica estabelecida, pode servir de referéncia para outros estudos em
Cannabis e produtos de origem vegetal, contribuindo para harmonizagdo de praticas de

analise de dados.

4. Limitacoes e Recomendacoes

As limitacdes identificadas neste estudo apontam diregdes claras para investigacao futura.
O tamanho amostral limitado de amostras ilegais, embora adequado para validagdo
metodoldgica, deve ser expandido em estudos futuros para permitir conclusdes mais
robustas. A origem Unica das amostras legais e ilegais limita a generalizagdo dos

resultados, recomendando-se estudos multicéntricos.

A auséncia de caracterizacdo molecular dos isolados microbianos representa
oportunidade para estudos futuros que poderiam identificar marcadores especificos de
origem ou processamento. Técnicas metagendmicas permitiriam caracterizagcdo completa
do microbioma associado e potencial identificagdo de assinaturas microbianas

biogeograficas.

A correlagdo com pardmetros fisico-quimicos (humidade, canabindides, terpenos,
contaminantes) nao foi sistematicamente explorada mas representa direcdo valiosa para

compreensdo mais profunda dos fatores que influenciam qualidade microbioldgica.
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Conclusoes

5. Perspetivas Futuras

Os resultados obtidos abrem vérias perspetivas para desenvolvimento futuro desta linha

de investigagao.

A criagao de bases de dados microbioldgicas robustas, integrando dados de multiplos
produtores e regides, poderia servir como referéncia para rastreabilidade e controlo de
qualidade. A associacdo com dados quimicos e genéticos poderia criar ferramentas de

caracterizacdo multidimensional com aplicagdo tanto industrial como forense.

O desenvolvimento de métodos rapidos de detegao microbioldgica, complementando os
métodos classicos validados, poderia acelerar controlos de qualidade e permitir feedback

mais rapido para correcdes de processo quando necessario.

6. Reflexao Final

Este estudo demonstra que o contexto de produgdo tem impacto direto e mensuravel na
seguranga microbiologica de Cannabis sativa. Enquanto as contagens microbianas totais
podem ser comparaveis em alguns casos, a presen¢a de patogénicos especificos distingue

claramente produtos de risco.

A analise microbioldgica, frequentemente negligenciada em estudos de Cannabis face a
analise quimica de canabinoides, revela-se ferramenta essencial para avaliacdo completa
de qualidade e seguranga. A integracdo desta perspetiva microbioldgica com analises
quimicas e genéticas tradicionais oferece visdo mais completa e rigorosa da qualidade de

produtos de Cannabis.

Os resultados fornecem evidéncia cientifica solida para politicas de regulamentacdo de
Cannabis medicinal, demonstrando que sistemas regulados com implementagao de boas
praticas e controlos sistematicos sdo eficazes na protecao da satde publica. A validacao
do protocolo adaptado facilita a integra¢do de analises microbiologicas em investigagdes

forenses, complementando abordagens quimicas tradicionais.

Em conclusao, a qualidade microbioldgica deve ser considerada critério fundamental na
avaliacdo de Cannabis para fins medicinais, € a regulamentacdo adequada constitui
ferramenta essencial para garantir a seguranga dos consumidores. A abordagem
metodoldgica desenvolvida neste trabalho pode servir de referéncia para estudos futuros

e para implementacdo de controlos de qualidade, tanto em contexto industrial como
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forense, contribuindo para o desenvolvimento de uma industria de Cannabis medicinal

segura, regulamentada e baseada em evidéncia cientifica solida.
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Anexos

Anexos

Tabela 35 - Avaliacao dos controlos positivos e negativos dos meios de cultura

Controlo | Controlo
Meio Microrganismo Interpretacao
Positivo Negativo
Crescimento Sem Confirmou a capacidade de
TSB Escherichia coli ) ) ) . )
tipico crescimento crescimento e esterilidade do meio
Crescimento Sem Confirmou eficacia seletiva e
Mossel Escherichia coli ) ) o )
tipico crescimento esterilidade do meio
Rappaport- Crescimento Sem Confirmou eficacia seletiva e
Salmonella spp. ) ) o )
Vassiliadis tipico crescimento esterilidade do meio
Macconkey Crescimento Sem Confirmou a capacidade de
Escherichia coli ) ) ) . )
Broth tipico crescimento crescimento e esterilidade do meio
. Crescimento Sem Confirmou eficacia seletiva e
Mannitol Staphylococcus aureus ) ) o )
tipico crescimento esterilidade do meio
. . Crescimento Sem Confirmou eficécia seletiva e
Cetrimida Pseudomonas spp. ) ) o )
tipico crescimento esterilidade do meio
Crescimento Sem Confirmou eficécia seletiva e
VRBGA Escherichia coli ) ) » )
tipico crescimento esterilidade do meio
Crescimento Sem Confirmou eficacia seletiva e
XLD Salmonella spp. ) ] . ]
tipico crescimento esterilidade do meio
MacConkey Crescimento Sem Confirmou a capacidade de
Escherichia coli ) ] ) . )
Agar tipico crescimento crescimento e esterilidade do meio







