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Resumo

O gelo tem sido utilizado em associacao a alimentos e bebidas, a fim de conserva-los ou
refrigera-los. Como qualquer alimento, o gelo assume importante papel na disseminagao
de agentes infecciosos causadores de doencas. A contaminacdo pode ser proveniente da
matéria-prima ou quando as regras de boas praticas de higiene e seguranca alimentar
néo séo respeitadas.

Em Portugal, as empresas de producdo de gelo, por norma, utilizam o Decreto-Lei n.°
306/2007 para verificar a qualidade do seu produto, associado a boas praticas de higiene
ao longo de todo o processo. Na restauracao, a producao/utilizacdo de gelo, na maioria
dos casos, ndo é controlada.

Com o presente trabalho pretendeu-se avaliar a qualidade microbioldgica do gelo em
estabelecimentos de restauracio e bebidas na cidade de Evora e identificar potenciais
riscos para a saude associados ao consumo de gelo. Foram analisadas 31 amostra, tendo
sido avaliados os parametros microbioldgicos requeridos pelo Decreto-Lei e
adicionalmente executaram-se 0s parametros Pseudomonas aeruginosa, Total de
Estafilococos e Estafilococos Coagulase Positiva (indicadores de contaminacdo inter-
humana).

Verificou-se que 25,8% das amostras ndo se encontravam conformes com 0s requisitos
microbioldgicos definidos pelo Decreto-Lei. A pesquisa adicional de P. aeruginosa e
Estafilococos Coagulase Positiva (ambos patogénicos, devendo estar ausentes na
agua/gelo) permitiu concluir que 41,9% das amostras ndo apresentaram conformidade
exigida para consumo humano. Os parametros mais frequentes a ndo satisfazerem a
legislacdo foram Bactérias Coliformes e Enterococos (19,4%), seguidos por P.
aeruginosa e Estafilococos Coagulase Positiva (9,7%). Escherichia coli e Clostridium
perfringens apenas foram detetados numa amostra cada.

Verificou-se que a maioria dos requisitos de segurancga alimentar nos estabelecimentos
analisados apresentava 100% de conformidade. Nao se conseguiu estabelecer nenhuma
relacdo estatisticamente significativa entre a qualidade microbioldgica do gelo e os
varios itens estudados.

Os resultados indicaram que as amostras analisadas apresentam um risco para a saude

dos consumidores.

Palavras Chave: Qualidade Microbioldgica do gelo, Restauracdo e Bebidas,

Pseudomonas aeruginosa e Estafilococos.



Abstract

Ice has been used, in association with food and drinks, with the objective of conserving
or cooling them. As with any food, ice assumes an important role in the dissemination
of infectious agents responsible for causing diseases. The contamination may be
prevenient from the source (prime-matter) or it may appear when the proper
methodologies, regarding the hygiene and food safety, aren't applied.

In Portugal, most of the ice producing companies uses the article n® 306/2007 under the
national legislation to verify the quality of their product, associated with the correct
hygiene methodologies for the whole process of the production. In the restaurant sector,
the production of the ice for own use isn't, for the most cases, regulated.

With the current study, it was intended to evaluate the microbiological quality of the ice
in restauration and drinking establishments in the city of Evora and to identify potential
health hazards associated to the ice consumed in such establishments. 31 samples have
been analyzed and evaluated, under the microbiological parameters required by the
article previously referred, and furthermore Pseudomonas aeruginosa, Total
Staphylococci and Coagulase-Positive Staphylococci parameters were performed
(indicators of inter-human contamination).

It has been verified that in 25,8% of the samples, weren't up to the microbiological
requirements stipulated by the national legislation. The additional search of P.
aeruginosa and Coagulase-Positive Staphylococci (both pathogenic, therefore, shouldn't
be in the water/ice) led to the conclusion that 41,9% of the samples didn't satisfied to
requirements for human consumption. The most frequents parameters out of legislation
were, Coliforms and Enterecocci (19,4%), followed by P. aeruginosa and Coagulase-
Positive Staphylococci (9,7%). Escherichia coli and Clostridium perfringens were only
detected in one sample.

Most of the food safety requirements verified in the establishments, showed an approval
rate of 100%. It wasn't possible to stablish a statistically strong relation between the
microbiological quality of the ice and the many items evaluated.

The results show that the tested samples represent a risk to consumers’ health.

Key Words: Microbiological quality of the ice, Restaurant sector and drinks,

Pseudomonas aeruginosa and Staphylococci.
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Qualidade Microbiol6gica do Gelo usado em Estabelecimentos de Restaurac&o e de Bebidas na Cidade de Evora

I. Introducéo
1. Seguranca alimentar

Todo o Ser Humano tem o direito de esperar que os alimentos (incluindo a agua) que
consome sejam inOcuos e aptos para consumo. As doencgas de origem alimentar (DOA)
sdo prejudiciais para a saude das populacbes, podendo mesmo ser fatais. Contudo
existem outros fatores negativos associados a estas doengas visto que podem ser uma
causa de reducdo na produtividade economica, prejudicais para 0 comércio e turismo,
conduzindo ao encerramento de estabelecimentos e desemprego. A deterioracdo dos
alimentos, que serdo desperdicados, afetam negativamente o comércio e a confiancga dos
consumidores (Codex Alimentarius Commission (CAC), 2003; Correia et al., 2013).

O desenvolvimento da sociedade, acompanhado pelo aumento de estruturas onde se
manipulam alimentos e o consequente alargamento entre as fases de producdo e do
consumo, proporciona um maior nimero de situacdes de manipulacdo devido as
maltiplas oportunidades de contaminacéo. Atualmente os géneros alimenticios séo cada
vez mais feitos a escala mundial, o que pode resultar num aumento da populagédo
exposta a doencas se ocorrer alguma contaminacdo em qualquer uma das fases. Deste
modo torna-se imprescindivel um controlo eficaz, de modo a prevenir doencas e a suas
consequéncias na saude. Todos os intervenientes, incluindo produtores, manipuladores e
consumidores tém a responsabilidade de assegurarem que os alimentos sdo seguros para
consumo (Branddo, 2002; CAC, 2003; Santos & Cunha, 2007).

Segundo a World Health Organization (WHO) e apesar dos esfor¢os das entidades
governamentais em melhorar a segurangca na cadeia alimentar, estima-se que
anualmente, milhdes de pessoas por todo o mundo sejam afetadas por doencas
transmitidas pelos alimentos, tanto em paises em desenvolvimento, como em paises
desenvolvidos (WHO, 1999).

A seguranca alimentar surge actualmente como uma das principais preocupagdes na
Saude Publica e ¢é definida como a garantia de que o alimento ndo provocara danos ao
consumidor quando preparado e/ou consumido de acordo com 0 uso recomendado.
Contudo e facil compreender, que € possivel ocorrer contaminacdo de origem bioldgica,
quimica e/ou fisica ao longo de todo o processo associado, desde a producdo até ao seu
consumo (CAC, 2003, Duarte, 2010).

De modo a oferecer produtos com garantias ao nivel de seguranga alimentar é

necessario a identificagdo dos perigos e estabelecer mecanismos de intervencao, sendo

12



Introducao

necessario o conhecimento da presenca e distribuicdo dos agentes patogénicos ao longo
de toda a cadeia alimentar (Correia et al., 2013). Na maioria dos casos esta garantia a
conseguida através da implementacdo de sistema Hazard Analysis and Critical Control
Point (HACCP) — Anaélise de Perigos e Controlo de Pontos Criticos, assente num

programa de Pré-requisitos (CAC, 2003).

2. Doencas de origem alimentar

As DOA sao definidas pela WHO como doencas infeciosas ou toxicas, proveniente, ou
que se presume, pelo consumo de alimentos ou de 4gua contaminados (WHO, 2003).
“As toxinfecdes alimentares, € termo frequentemente utilizado para englobar as
infeccdes alimentares, que ocorrem quando se ingere um alimento contaminado com um
microrganismo patogénico que é capaz de crescer no tracto gastrointestinal, e as
intoxicagcOes alimentares, que resultam da ingestdo de alimentos onde previamente
cresceram bactérias ou outros microrganismos que produziram toxinas que acabam por
ser ingeridas juntamente com o alimento” (Veiga et al., 2009).

As toxinfecdes alimentares, sdo um grave problema em saude publica, constituindo uma
importante causa de morbilidade e mortalidade em todo o mundo, particularmente para
grupos populacionais de risco, onde se incluem: idosos, criancas, gravidas e
imunocompretidos (Correia et al., 2013; Viegas et al., 2014).

As toxinfecBes alimentares na sua maioria sdo caracterizadas como doenca com
manifestacdo suave e/ou autolimitada, geralmente tratadas em ambulatério (Viegas et
al., 2014), contudo em determinadas situa¢fes podem causar doengas cronicas a agudas,
de manifestacGes variadas, tais como: neuroldgicas, cardiacas, renais, articulares, fetais,
enddcrinas, imunolodgicas e gastrointestinais (sendo estas Ultimas, as mais comuns). Os
casos extremos podem levar a faléncia de varios 6rgdos e mesmo a morte (Correia et al.,
2013).

Este problema de satde pode ser ampliado a nivel mundial e explicado, entre outros
fatores, pela globalizacdo do aumento da mobilidade das popula¢des e do comércio
internacional de alimentos, assim como alteracfes dos habitos alimentares (Brandao
2002; Santos & Cunha, 2007; Calhau, 2014).

Nos dias de hoje, facilmente um problema de satde publica local é transformado num
incidente internacional, com consequéncias graves (Santos, 2009; Calhau, 2014).

Exemplo dessa globalidade foi o surto de Escherichia coli O104:H4, que ocorreu em
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2011 na Alemanha que abalou a economia e a confianga do consumidor, tendo sido
registado ocorréncias em varios paises, dentro e fora da Unido Europeia (Saraiva, 2011;
Calhau, 2014).

As estimativas indicam que aproximadamente 90% das DOA sdo originadas por
microrganismos, que podem ser encontrados na maioria dos alimentos mas a sua
transmissdao ao Homem resulta sobretudo de préaticas erradas nas Ultimas etapas de
confecdo e/ou distribuicdo. Ainda de acordo com as estimativas efetuadas, as DOA séo
300 a 350 vezes mais frequentes do que as DOA declaradas, afectando uma em cada
trés pessoas anualmente. Estima-se que cerca de 1,8 milhdes de pessoas morram todos
aos anos (principalmente criancas), associadas a diarreias provocadas pelo consumo de
alimentos contaminados e agua impropria para consumo humano, sendo actualmente
uma das principais causas de doenca e morte nos paises em desenvolvimento (Veiga et
al., 2009).

Negligéncia nas regras basicas de preparacdo dos alimentos estdo relacionadas com o
aparecimento de surtos de intoxicacdo alimentar, sendo que 0s mais comuns S&o:
servir/consumir alimentos crus contaminados, aquecimento dos alimentos de forma
impropria, aquisicdo de alimentos ndo controlados, refrigeracdo inadequada de
alimentos e deficientes préaticas de higienizacdo dos manipuladores ou de manipulacao
dos alimentos (WHO, 1999).

2.1. Incidéncia de doencas de origem alimentar na Europa

Na Europa a European Food Safety Authority (EFSA) e o Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC) sdo as entidades responsaveis por compilar e analisar
as informacdes sobre a ocorréncia de surtos de DOA (e também zoonoses), provenientes
de 27 paises da Uni&o Europeia, com o objetivo de prevenir a incidéncia de toxinfecoes
alimentares, identificar os géneros alimenticios envolvidos, assim como os fatores de
contaminacdo associados a preparacdo e manipulacdo dos alimentos (Correia et al.,
2013; EFSA, 2014). A EFSA surgiu em 2002, como consequéncia de uma série de
crises ocorridas nos finais da década de 90, tendo como objectivo: restaurar a confianga
dos consumidores (nos alimentos consumidos) da Unido Europeia e garantir um elevado
padréo de protecdo a saude dos consumidores na Unido Europeia. Atualmente a EFSA é
a pedra basilar na avaliacdo de riscos na cadeia alimentar, atraves da colabora¢do com
as autoridades nacionais. O ultimo relatério disponivel da EFSA, referente ao ano 2012,

menciona que na Unido Europeia, foram reportados um total de 5.363 surtos de DOA
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provenientes de 25 Estados Membros, o que representa uma diminuicdo de 5,0%,
quando comparados com os registados no ano de 2011 (5.648 surtos). Desses 5.363
surtos, foram notificados 55.453 casos de doenca, 5.118 hospitalizacdes e 41 mortes.
Comparativamente com 2011, todos esses valores apresentaram uma diminuicdo
(EFSA, 2013; EFSA, 2014).

Das 41 mortes (cerca de metade de 2011), 12 foram associadas as toxinas produzidas
por Clostridium perfringens, 10 foram associadas a Salmonella, trés as toxinas
produzidas pelo Bacillus cereus, outras trés por Norovirus, nove associadas a outro
agentes bacterianos (Listeria monocytogenes), uma devido a enterotoxinas
estafilocOcicas, outra por micotoxinas, uma associada a outro agente ndo especificado e
uma por agente desconhecido (EFSA, 2013; EFSA, 2014).

Dentro dos Estados Membros, o nimero de surtos em que o agente causal ndo foi
conhecido diminuiu de 2.023 em 2011 para 1.478 em 2012, representando um
decréscimo de 26,9%. Em 2012, dos surtos em que foi possivel identificar o agente
causal, os principais responsaveis foram: Salmonella (28,6%), toxinas bacterianas
(14,5%), virus (14%) e Campylobacter (9,3%) (EFSA,2013; EFSA,2014).

Ap6s um declinio no periodo de 2008 a 2011 no numero de surtos causadas por
Salmonella, em 2012 aumentou ligeiramente (32 surtos), permanecendo contudo, como
o0 agente causal mais frequente (EFSA, 2014). A semelhanca do que aconteceu com a
Salmonella, também o nimero de surtos causado por toxinas bacterianas aumentou em
2012 ligeiramente (EFSA, 2014). Os virus subiram uma posicdo como agente mais
frequentemente associado aos surtos relatados, verificando-se um aumento do nimero
de surto de 44,3% em relacdo ao ano anterior. A maioria destes surtos foi reportada a
partir de um unico pais (Letonia) (EFSA, 2013; EFSA 2014). Dos 101 casos de surtos
associados a virus e que apresentaram forte evidéncia, 97 foram associados ao virus
Norwalk, trés ao da Hepatite A e um a Flavivirus (EFSA, 2013).

O numero de surtos causados por Campylobacter diminuiu de 2.023 (em 2011) para
1.478 (em 2012), continuando a ser o principal agente causador de surtos associados a
carne de frango (EFSA, 2013; EFSA, 2014). Os surtos causados por estirpes de E. coli
patogénicas também diminuiu em 2012 (EFSA 2014).

Desde o relatorio referente ao ano de 2011, os surtos de DOA passaram a ser
classificados em duas categorias: surto com forte evidéncia (quando existe evidéncias
robustos na implicagcdo do facto) e surto de evidéncia fraca (quando ndo existe

evidéncias ou as que existem ndo sdo robustas) (EFSA, 2013).
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Os alimentos que foram implicados com maior nimero de surtos com forte evidéncia
foram os ovos e os ovoprodutos (22,0%), seguidos de refeicdes mistas (15,6%) e peixes
e seus derivados (9,2%). Valores muito semelhantes aos obtidos em 2011 (EFSA, 2013;
EFSA, 2014).

Como nos anos anteriores, a maioria dos surtos implicados em ovos e ovoprodutos
foram causados pelo agente Salmonella Enteritidis (66,7%) seguido de outras
serogrupos de Salmonella spp. (20,2%). As refei¢cbes mistas tiveram como agente mais
frequentemente detetado Calicivirus (26,9%), Salmonella (21,0%) e C. perfringens
(20,2%). Ja o agente que mais vezes foi encontrado em surtos associados a peixes e
derivados foi a histamina (48,6%, valor significativamente mais baixo do que o obtido
para 2011) (EFSA, 2013; EFSA, 2014).

A categoria de alimentos crustaceos, marisco e moluscos foram responsaveis por 4,6%
do total de surtos e 0 agente que mais contribuiu para esses surtos foi Calicivirus
(EFSA, 2014).

O local associado a um maior numero de surtos foi casas particulares, responsavel por
39,7% dos surtos, seguidos dos Restaurante/Café/Bar/Hotel (23,9%, diminuindo de
34,4% em 2011) e de local néo identificado (9,6%) (EFSA, 2013; EFSA, 2014).

2.1.1.Doencas de origem alimentar veiculadas pela agua

Ao nivel dos surtos veiculados pela agua, apesar de serem uma pequena percentagem
relativamente aos que sdo anualmente reportados a EFSA, € de ressaltar que este tipo de
transmissdo apresenta um potencial de afetar um ndmero elevado de pessoas,
especialmente se a contaminacgdo ocorrer num abastecimento publico (EFSA, 2014).

Em 2012, o ndmero de surtos veiculados pela agua com forte evidéncia aumentou
comparativamente a 2011. A maioria dos surtos ficou associada a é&gua de
abastecimento privado ou abastecimento proveniente de pogo. Em 2012 foram
reportados 16 surtos provenientes da agua e com forte evidéncia, envolvendo 1.114
casos de doenga, dos quais oito necessitaram de ser hospitalizados, mas sem ocorréncia
de Obitos. Os agentes foram Calicivirus (trés), E. coli produtora de verotoxinas (VTEC)
(10), Crysptosporidium parvum (um) e Rotavirus (um). Houve um surto em que o
agente causador néo foi identificado.

Todos os 10 surtos em que E. coli foi o agente responsavel (oito referentes a 0157 e
dois a 026) foram notificados pela Irlanda, sendo que oito foram detetados em lares

para idosos, dos quais sete, ap0s investigacdo, foram associados a abastecimentos
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ligados a fontes ou a pogos particulares. Falhas no tratamento da agua foi identificado
como o fator associado a outros surtos (EFSA, 2014).

O maior surto ocorreu na Grécia e afetou 552 pessoas, das quais duas necessitaram de
ser hospitalizadas. O surto de gastroenterites foi notificado num bairro na Grécia com
37.264 habitantes, onde o consumo de &gua foi considerado como fator de risco para
aquisicdo da infecdo. A investigacdo realizada mostrou baixa incidéncia de
gastroenterites nas areas adjacentes e com diferentes sistemas de abastecimento de agua,
que associados aos dados sobre a qualidade da &gua levantaram a hipétese de um surto
veiculado através da &gua. A hipdtese ganhou forca com a detecdo de Rotavirus em
amostras de fezes de pacientes, associado a detecdo de indicadores bacterianos de
contaminacdo fecal recente em amostras de agua e de cubos de gelo produzidos
localmente (EFSA, 2014).

No relatorio referente ao ano de 2011, o nimero de surtos registados foi de apenas 11,
contudo provocou 20.167 casos de doenca, dos quais 60 foram hospitalizados, nédo
havendo Obitos. Os 11 surtos foram registados por quatro estados membros e foram
detetados apenas quatro diferentes patogénicos: Campylobacter jejuni, Calicivirus,
E. coli (VTEC) e Crystosporidium hominis. Ocorreu ainda um surto em que o agente
causal ndo foi conhecido (EFSA, 2013).

S6 o surto associado a Crystosporidium (relatado pela Suécia) foi responsavel por
20.000 casos de doenca. Todos estes casos apresentaram evidéncia forte de que a
contaminacéo tinha ocorrido através da dgua (EFSA, 2013).

No geral, os surtos ficaram sobretudo a dever-se a falhas no sistema de tratamento ou a
contaminacdo de aguas provenientes de pocos e furos. Ha no entanto a considerar ainda
um caso associado ao sistema de distribuicdo de dgua e um em que um alimento nao
processado contaminou a fonte de 4gua durante a realizacdo de um evento temporéario
(Festival) (EFSA, 2013).

2.2. Incidéncia de doencas de origem alimentar em Portugal

Em Portugal, existem vérias entidades com competéncia na area da seguranca alimentar
e saude publica, sendo o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), a
unica entidade que reporta esses dados internacionalmente.

A nivel nacional, os dados estatisticos foram divulgados pelos 7° e 8° Relatérios do
WHO, Surveillance Programme for Control of Foodborne Infections and Intoxocations

in Europe que contemplam o periodo de 1993 a 2000, sendo que os dados publicados
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sdo apenas referentes a surtos e casos investigados pelo INSA (WHO, 2000; WHO,
2003). No periodo de 2001 a 2003, pensa-se que ndo existam dados, uma vez que ndo
foi encontrada tal informacdo aquando da pesquisa bibliogréfica.

A partir do ano de 2004, todos os casos de surtos de DOA que o INSA teve
conhecimento estdo a ser reportados para a EFSA e disponibilizados através dos
relatérios anuais publicados por esta instituicdo. Atualmente a Unica entidade que
reporta a entidades internacionais (EFSA) os dados de toxinfecdes alimentares em
Portugal é o INSA. Contudo os dados enviados apenas contemplam os casos detetados
por essa instituicdo, sendo os valores apresentados apenas uma parte da realidade
portuguesa (Correia et al., 2013).

Na Tabela 1 pode observar-se o numero de surtos e de casos humanos intervenientes
nos ultimos 6 anos. O numero total de surtos neste periodo foi de 54 e em termos de
Obitos, durante esse periodo apenas se verificou um que teve como agente causal
Yersinia enterocolitica (Correia et al., 2013; Viegas et al., 2014).

No ano passado o INSA realizou investigacdo laboratorial de 19 surtos. Em 10 destes
surtos foi possivel identificar o agente etiologico, tendo sido reportados 183 casos
humanos e 17 hospitalizagdes. Dos nove surtos em que ndo foi possivel identificar o
agente etioldgico, resultaram 106 casos de doenca e oito hospitalizacdes (Viegas et al.,

2014).

Tabela 1 - Surtos com agente etioldgico identificado de 2008 a 2013
(adaptado de Correia et al., 2013 e Viegas et al., 2014)

2008 2009 2010 2011 2012 2013 Total
Surtos 14 11 4 8 7 10 54
Casos 139 251 56 101 135 183 865
Hospitalizados 92 90 0 1 1 17 201
Obitos 0 1 0 0 0 0 1

O tipo de produto onde foi possivel identificar com maior frequéncia o agente etiol6gico
foram as refeigOes mistas e os produtos de pastelaria. Continuam a existir cerca de 20%
dos casos em que ndo € possivel categorizar o genero alimenticio associado a toxinfecéo
alimentar. Em 2013, 77% dos surtos onde se detetou o agente etioldgico, foram
provenientes de refeicbes mistas (Viegas et al., 2014). E os locais onde ocorrem a
exposicdo do alimento implicado nos surtos sdo predominantemente as cantinas e as

casas particulares (Viegas et al., 2014).
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Os principais agentes etioldgicos associados aos casos de surtos de origem alimentar
durante os anos 2008 a 2013 foram: Salmonella spp, toxinas de Staphylococcus aureus
e B. cereus (Correia et al., 2013; Viegas et al., 2014).

A agente causal mais frequente associado aos surtos de 2013 foi a enterotoxina
estafilococica (cinco). C. botulinum, C. perfringens, E. coli (VTEC) foram associados a
um caso cada e Norovirus Gll a dois surtos (Viegas et al., 2014).

No que se refere ao ano de 2012, os agentes associados aos sete surtos (todos com forte
evidéncia) foram: toxinas produzidas por Clostridium (quatro, das quais dois, referentes
a C. botulinum), toxinas por Estafilococos (dois) e E. coli (um) (EFSA, 2014).

Ao nivel de DOA veiculadas pela d4gua ndo foi encontrada nenhuma informacao
disponivel e talvez esses dados ndo existam. Contudo convém ndo esquecer que a agua
intervém em qualquer fase na cadeia alimentar, quer através da sua ingestdo, quer como
meio de lavagem de outros alimentos e utensilios, dai que a qualidade da &gua seja um
pré-requisito para a seguranca alimentar pelo que ndo deve ser descurada como veiculo
de DOA (CAC, 2003; Regulamento 852, 2004).

3. OGelo

Denomina-se por gelo a 4gua no estado sélido. A passagem do estado liquido para o
solido, normalmente designado por ponto de fusdo, ocorre aos 0 °C para a pressao de

uma atmosfera (Mendes & Oliveira, 2004).

3.1. Matéria Prima, a 4qua

A &gua é indispensavel a todas as formas de vida, sem ela, a vida tal e qual como é
conhecida, ndo existiria. O Homem muito dificilmente sobreviveria uma semana sem a
ingestdo de agua (Mendes & Oliveira, 2004).

Como alimento, a 4gua é um elemento vital a vida, fazendo parte de uma das sete
classes de nutrientes necessarios a alimentacdo humana, sendo aquele que € necessario
em maior quantidade. A agua representa cerca de 60 a 65% do peso corporal do
Homem, sendo recomendado a ingestdo diaria de 1,5 a 3 L. (Instituto do Consumidor,
2004; Direcdo Geral de Saude (DGS), 2005).

A 4gua encontra-se no centro da roda dos alimentos. E um elemento presente na

constituicdo de quase todos os alimentos, ndo fazendo parte de um grupo préprio que
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constitui a Roda, pois esta representado em cada um dos sete grupos que a constituem
(embora em proporces diferentes) (Instituto do Consumidor, 2004; DGS, 2005).

Além do abastecimento em quantidade suficiente, é requisito essencial que a agua seja
indcua do ponto de vista da satde publica, uma vez que é, também, um dos principais

veiculos responsaveis pela transmissdo de doengas (Mendes & Oliveira, 2004).

3.2. O gelo como alimento

O gelo é um dos estados fisicos da agua, contudo a nivel alimentar o gelo € mais do que
agua no estado sélido usado como agente de arrefecimento (Castro et al., 2013).

Nos Estados Unidos da América (EUA), estima-se que cada americano compre cerca de
quatro sacos de gelo embalado por ano, sendo que grande parte destes sdo adquiridos
durante o verdo (Mako, Harrison, Sharma & Kong. 2014).

O gelo apresenta varias utilizages que remontam ao século passado, quando as pessoas
0 usavam com a finalidade de preservar e conservar os alimentos. Na sociedade actual,
0 gelo € frequentemente consumido por si sO, misturado em bebidas (para as refrescar),
usado para conservar alimentos, em especial, peixe e marisco ou para outros fins
culinérios (Gerokomou et al., 2011; Mako et al., 2014). Deste modo, este alimento pode
ser ingerido de forma direta, quando consumido por si s6 ou adicionado a bebidas e
alimentos e de forma indireta, quando utilizado para preservar alimentos (Gerokomou et
al., 2011).

Devido a facto de ser o nutriente que o Homem carece em maiores quantidades,
compreende-se a elevada relevancia que este produto (no estado liquido/sélido) tem no
enguadramento das toxinfecfes alimentares (Instituto do Consumidor, 2004; Castro et
al. 2013).

Se a agua utilizada para a producdo do gelo se encontrar contaminada com
microrganismos patogenicos, o processo de congelacdo ndo consegue destrui-los e
muitos deles podem sobreviver no gelo e recuperar a sua viabilidade quando o gelo
derrete. Embora o seu numero va reduzindo gradualmente com o tempo de congelagéo e
muitos possam encontrar-se stressados e em condi¢Oes de viabilidade reduzida, a
verdade é que tendem a recuperar a viabilidade normal quando o gelo descongela
(Lateef, Oloke, Kana & Pacheco, 2006; Castro et al., 2013;Mako et al., 2014).

Kim & Harrison (2008), demonstraram que E. coli O157:H7 foi transferida do gelo
derretido (produzido a partir de dgua contaminada com esta estirpe) para a alface,

concluindo que o gelo pode ser um caminho possivel de contaminacdo para alimentos e
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bebidas. Confirma-se assim que o gelo é um veiculo ideal para a transmissdo de
bactérias e virus patogénicos para alimentos e bebidas.

Outra fonte geneérica de contaminagdo € o estado em que este género alimenticio é
manipulado, tendo em consideracdo os equipamentos usados para producdo/manutencao
assim como as regras de higiene e as praticas dos manipuladores de alimentos (Food
Safety Authority of Ireland (FSALI), 2007).

Moore, Brown & Hall (1953) alertaram para o problema de salde publica associado a
qualidade sanitaria do gelo picado usado para refrigerar bebidas e outros alimentos em
servigos de restauragdo. Segundo estes autores, o gelo deve apresentar 0s mesmos
padrbes bacteriolgicos de qualidade que a agua para consumo humano. Contudo
qualquer pessoa que tenha assistido a transferéncia de gelo para os copos com bebidas
sabe o0 qudo frequente é os dedos tocarem no gelo, utilizando ou ndo, um utensilio
especifico para o efeito. Este ato € exemplo de um meio para a transmissdo de
microrganismos patogénicos.

Bactérias como E. coli, Salmonella e Shigella podem sobreviver aos processos de
congelacdo e descongelacdo, mesmo em condicdes de alto teor alcodlico, elevada acidez
e na presenca de gas, tais como o carbonato de sodio, aumentando o risco
microbioldgico associado ao gelo (Mako et al., 2014). A taxa de sobrevivéncia das
bactérias para estas circunstancias, depende da/o: tipo e estirpe do microrganismo,
concentracdo microbiana, estado nutricional (fase e taxa de crescimento) e
tempo/temperatura de congelacdo (Lateef et al., 2006; Mako et al., 2014). A carga
microbiana podera ainda ser influenciada por parametros fisicos e quimicos tais como:
pH, turvacdo, condutividade, alcalinidade e nitratos (Mako et al., 2014).

Em suma, o gelo quando em contato direto com outro alimento de temperatura mais
elevada, ira fundir-se, transferindo todo o seu contetido para os alimentos e bebidas com
0S quais esteja em contato, potencializando-se num veiculo de infecbes para o
consumidor, originando toxinfecfes alimentares. O risco associado a este processo €
elevado uma vez que na maioria dos casos este produto ndo ira sofrer nenhum
tratamento que elimine a sua carga microbiana (Lateef et al., 2006; Gerokomou et al.,
2011).

3.3 Fabrico/Producdo do gelo

O gelo pode ser utilizado como alimento para consumo humano e, como qualquer outro

alimento, tem o potencial para causar DOA, se ndo for fabricado e manuseado em
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condigdes de higiene. Todos 0s que estdo envolvidos no manuseamento, servigo ou
fabrico de gelo que sera consumido ou que entre em contacto com os alimentos, tem a
responsabilidade de garantir que o gelo é seguro, proprio para consumo e livre de
microrganismos nocivos (Queensland Health, 2013).

O gelo para consumo humano pode ser produzido em grande escala a nivel industrial e
em estabelecimentos de restauracdo e bebidas para consumo direto dos seus préprios
clientes. No caso da producédo industrial esta é realizada em maquinas proprias para o
efeito e produzindo grandes quantidades. Em contrapartida a producéo para venda direta
aos clientes ¢ feita em méaquinas proprias para o efeito mas de reduzida escala, em sacos
proprios de congelagdo ou em cuvetes.

Segundo Mendes (2009), as maquinas de producdo de gelo possuem caracteristicas
intrinsecas, que associadas com o modo de funcionamento podem conter diversos tipos
de géneros microbianos, tais como: Pseudomonas, Enterobacter, Mycobacterium,
Acinetobacter, Aeromonas, Flavomonas, Staphylococcus e ainda leveduras. Ao longo
dos tempos as préoprias maquinas tem sofrido alteracfes/desenvolvimentos no que
concerne ao modo de fabrico e funcionamento tendo como objetivo garantir a qualidade
do produto produzido, exemplo disso € o facto de nas méaquinas atuais, ao contrario do
que aconteceu no passado, o fornecimento de agua ser efetuado através de uma ligacéo
direta a rede predial de fornecimento de agua ao invés, desse fornecimento ser manual.
Vérias entidades publicaram cddigos de Boas Praticas de Fabrico (BPF) para a
producdo de gelo, entre elas a Association of Food and Drug Officials (AFDO). Esses
cddigos afirmam que os fabricantes devem produzir, armazenar e transportar o gelo em
condicdes de higiene aceitaveis, manter os equipamentos limpos e higienizados,
monitorizar o estado de higiene e salude dos empregados e utilizar agua proveniente de
uma fonte confiavel. Nos EUA, as empresas de produgdo de gelo, sdo obrigadas a seguir
as BPF baésicas, contudo sdo aplicadas de forma diferente de Estado para Estado (Mako
etal., 2014).

A IPIA (Internacional Packaged Ice Association), citada por Mako et al., 2014,
publicou um manual sobre esse assunto, contudo é feito especificamente para o gelo
comercial. Esta associacdo exige o desenvolvimento e implementacdo de um sistema de
HACCP, para adesdo das empresas a esta organizacdo, contudo tal requisito ndo é
exigido pela FDA (Food and Drug Administration).

Na Europa, o Regulamento n.° 852 de 2004 obriga a que todo o gelo que contacte com

alimentos ou que possa contaminar outros géneros alimenticios seja fabricado a partir de
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agua potavel. Todos os procedimentos associados a producdo, manuseamento e
armazenamento devem ser realizados em condi¢cfes de o proteger de qualquer
contaminacéo.

Segundo as autoridades na area da seguranca alimentar de Queensland (Australia), os
operadores do setor alimentar devem estar cientes de que o gelo é vulnerdvel a
contaminagdo, nesse sentido criou uma base de recomendagfes especificas sobre a
producdo e manuseamento do gelo. Essas recomendagdes apresentam pontos muito
generalistas que se adequam a maior parte dos cuidados de higiene a ter aquando da
manipulagéo de alimentos, contudo destacam-se 0s seguintes pontos:

1. O gelo deve ser higienicamente armazenado, manipulado e apresentado (n&o quebrar
ou deixar o saco de gelo no chdo ou outras superficies sujas; ndo tocar nas zonas da
colher/pa/pinca que entram em contato com o gelo; desprezar o gelo que foi retirado do
local de conservacdo e ndo foi utilizado);

2. Manuseado/dispensado utilizando utensilios limpos (com um periodicidade definida
de pelo menos diaria e conservado em local que impeca a sua contaminagdo), ou
manipulado usando luvas;

3. Caso use maquina de gelo, esta deve ser limpa, inspecionada (incluindo-a no
cronograma de limpeza), a porta da maquina deve ser mantida fechada e a sua
localizacdo deve ser no interior das instalacdes (Queensland Health, 2013).

Ao nivel do gelo produzido comercialmente deve-se ainda ter atencdo as condicGes de
higiene associados ao processo de embalamento, assim como da qualidade dos sacos.
Deve ser rotulado com identificacdo do lote do fabricante (cddigo do lote), para que
possa ser identificado e rastreado de modo a que, por exemplo, se possa recolher todo
um lote de produto, caso exista essa necessidade (Queensland Health, 2013).

Estas recomendacdes sdo na sua generalidade iguais as referidas no trabalho de Mendes
(2009) e que resultaram na compilacdo de pareceres de varios autores. Destaca-se
adicionalmente o facto de sugerirem a ligagéo direta da maquina a rede de saneamento,
sendo recomendado a existéncia de valvula de retorno.

Em suma, devem ser tomadas medidas para que o gelo usado para fins alimentares, seja
produzido a partir de agua com qualidade para consumo humano e o gelo deve ser
produzido, manuseado e armazenado de forma a evitar, prevenir e proteger eventuais

contaminagdes (Regulamento 852, 2004).
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3.4. Qualidade do gelo - requisitos microbiol6gicos

O gelo é um produto alimentar que tem como Unica matéria-prima a dgua. Qualquer
pessoa que fornece gelo para consumo tem a obrigacdo de garantir que este € seguro e
que a qualidade é aceitavel (Queensland Health, 2013).

A WHO (2011a) declarou que o gelo para ser consumido ou entrar em contato com
alimentos que irdo ser consumidos deve apresentar um nivel de qualidade e de
seguranca idéntico a &gua para consumo humano, devendo seguir-se as linhas
orientadoras emitidas por esta Organizacdo sobre a qualidade da agua para consumo
humano.

De acordo com a Legislacdo europeia, o gelo para ser consumido pelos seres humanos,
deve ser preparado a partir &gua potavel, mas em muitas situacdes, devido a uma
deficiente qualidade da agua e/ou devido a praticas incorretas de manipulacdo e
transporte, torna-se um veiculo de microrganismos patogénicos causando surtos de
DOA (Regulamento 852, 2004; Gerokomou et al., 2011).

Vérios autores referem que o gelo para consumo humano para ser seguro deve
apresentar a mesma qualidade do gque a 4gua usada para consumo humano, uma vez que
o0 gelo serd ingerido ou entrara em contacto com alimentos (Lateef, et al., 2006; Ferreira,
Lopes, Pereira, Rodrigues & Costa, 2014).

Assim sendo os critérios microbioldgicos para a agua de consumo humano, semelhantes
ao que é recomendado pela WHO, sdo geralmente aplicados ao gelo. Isto acontece
porque muitos paises ndo tém diretrizes e referenciais nacionais especificos para o gelo
(Lateef et al., 2006).

A IPIA elaborou orientaces para a industria com o objetivo de assegurar a qualidade
microbioldgica do gelo embalado. Segundo essas orienta¢fes o gelo embalado deve ser
ausente de Bactérias Coliformes e a carga microbiana total (35 °C durante 48 h), devera
ser inferior a 500 ufc mL™. Tais valores foram criticados por serem irrealistas para
todos os tipos de processamento de gelo, especialmente para o gelo produzido
internamento pelos estabelecimentos de restauragéo e bebidas, que tenha sido submetido
a processos de manipulagdo. Tem sido sugerido que a carga microbiana total do gelo
ndo produzido comercialmente deva ser inferior a 1x10°ufc mL™ (Lateef et al., 2006).
Como um alimento fabricado, a producgéo de gelo é coberto pelas normas de BPF, que
contemplam os requisitos das instalagdes onde € fabricado, a qualidade de fonte de agua

e praticas sanitérias durante a sua producdo. Também deve haver realizacdo de testes
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analiticos e estabelecimento do sistema HACCP para garantir a seguranca
microbioldgica de gelo (Lateef et al., 2006).

A qualidade da agua produzida para consumo humano em Portugal é definida pelo
Decreto-Lei (DL) n.° 306/2007, de 27 de agosto. Em Portugal as empresas de producéo
de gelo, na maioria dos casos, utilizam esse mesmo DL para verificar a qualidade do seu
produto, associado a boas praticas de higiene ao longo do processo de produgdo e
armazenamento (Gelo expresso, s.d.).

Na restauracdo coletiva a producao/utilizacdo de gelo na maioria dos casos nem sempre
é controlada ao nivel dos planos do sistema HACCP ou BPF. O risco para 0s
consumidores aumenta devido ao facto de este produto ser manipulado, muitas vezes
com deficientes praticas de higienizacdo, ndo sofrendo posteriormente nenhum
tratamento, de forma a reduzir/eliminar a carga microbiana.

Na Tabela 2 estdo apresentados os parametros microbioldgicos requeridos, assim como
os respetivos valores de referéncia relativos a qualidade do gelo e/ou agua para

Consumo Humano.

Tabela 2 - Resumo dos pardmetros e respetivos valores paramétricos associados a qualidade

microbioldgica do gelo e/ou dgua para consumo humano

Fonte Ambito BC E. coli cM
(ufc 100 mL™")  (ufc 100 mL™")  (ufc mL™)
Food and Gelo embalado 0 0 <500
Environmental Hygiene Produzido em
Department (FEHD), estabelecimentos de <100 0 < 1x10°
2005 alimentagio
IPIA, 1989° Gelo Comercial 0 <500
WHO, 20112 Agua para Consumo 0 ot Naf)_
Humano especifica
DL n.° 306/2007, Agua para Consumo 0 02 100 a 22 °C*
Portugal Humano 20 a 36 °C*
FSAI, 2007 Gelo 0 0
Portafla 2.914/2011 Agua para Consumo 0 o <500*
(Brasil) Humano

! Recomendado a pesquisa de C. perfringens; °N&o deve apresentar também Enterococos Intestinais e C.
perfringens por 100 mL; 3N4o deve apresentar também Enterococos Intestinais por 100 mL; “Ausente em
95% das amostras analisadas num més; *Recomendagdo #Citado por Lafeet et al. (2006); BC-Bactérias
Coliformes; CM — Carga microbiana a 35 °C /48 h.
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3.5. Estado da arte - estudos sobre a qualidade do gelo

Ao longo dos anos, varios estudos sobre a qualidade do gelo usado diretamente para
consumo humano ou com interveniéncia nos processos de producdo de géneros
alimenticios tem sido realizados no sentido de verificar a qualidade apresentada por este
produto.

A importancia da qualidade do gelo para consumo humano ao nivel microbioldgico tem
sido destacada por pesquisas realizadas por diversas entidades de varios paises
(Queensland Health, 2013).

Diversos sdo o0s casos em que o gelo se encontra num estado visual de higiene
satisfatério contudo, muitas vezes os resultados analiticos ndo demonstram isso, sendo a
situacdo preocupante devido as muitas oportunidades de contaminacdo (Gerokomou et
al., 2011).

Na década de 50 do século passado, Moore et al. (1953) foram dos primeiros a relatar a
presenca de coliformes, assim como teores elevados de microrganismos no gelo picado
e servido para refrigerar bebidas em estabelecimentos de restauracdo associado a
Universidades dos EUA. A origem desses microrganismos provinha de praticas
incorrectas de manuseamento.

A Unidade de Saude Publica de Queensland, realizou em 2001 um estudo sobre a
qualidade do gelo usado em Hotéis, Restaurantes e Bares verificando que 26,6% dessas
amostras ndo cumpriam com 0s critérios desse pais para dgua de consumo humano. O
gelo amostrado era de diferentes fontes (comercial e produzido internamente) e a
investigacdo associada a este estudo verificou préaticas incorretas de manuseamento de
gelo que podem ter levado a sua contaminacdo (Queensland Health, 2013).

Em Hong Kong, um estudo realizado sobre a qualidade do gelo produzido e embalado
industrialmente, revelou resultados satisfatorios nas 12 amostras estudadas, contudo as
89 amostras de gelo colhidas em diversos estabelecimentos (principalmente do setor
alimentar) apresentaram concentragfes elevadas em Bactérias Coliformes (9% das
amostras com resultados superiores a 100 ufc 100 mL™) e microrganismos cultivaveis
(MC) (3% com valores superiores a 1x10° ufc mL™) (FEHD, 2005).

Na Nigéria, mais especificamente em Ogbomoso, Lateef et al. (2006), levaram a cabo
um estudo tendo como finalidade caracterizar microbiologicamente o gelo comercial
usado para refrigerar bebidas e conservar peixe. Os valores de referéncia para
microrganismos a 37 °C utilizados foram de 500 ufc mL™ para gelo produzido

comercialmente e 1x10° ufc mL' para gelo produzido internamente nos
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estabelecimentos de restauracdo e bebida. As amostras colhidas neste estudo
apresentaram uma carga microbiana que variou entre 1,88 a 3,29x10* ufc mL" e
auséncia de Bactérias Coliformes. Os resultados obtidos em termo de carga microbiana
foram largamente superiores ao recomendado. Isolamentos microbianos realizados
adicionalmente, demonstraram uma grande variedade de espécies (Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, e entre outros) que na sua maioria Sdo
patogénicas para o Homem. Estudos adicionais de resisténcia a antibidticos foram
também efetuados as estirpes isoladas e apresentaram uma resisténcia para 0S
antibioticos entre 50 e 87,5%, com resisténcia multipla para quatro a sete antibidticos.
Este tipo de contaminagdo resulta provavelmente da contaminagéo ao nivel da matéria-
prima, ja que a gua usada para a producdo era proveniente de furos e na maioria das
cidades da Nigéria ndo existe sistema de tratamentos de aguas residuais, pelo que os
efluentes deste tipo véo diretamente para o solo (através de fossas), infiltrando-se pelo
solo e poluindo a &gua subterranea.

Em 2009, Gerokomou et al. (2011) realizaram um estudo sobre a qualidade fisica,
quimica e microbiolégica do gelo comercial usado para conservar 0 peixe € marisco,
assim como para refrescar bebidas na zona de Epiro. Foi detetado em 31% das amostras
a presenca de coliformes totais e 22% continham E. coli. As amostras em que foram
detetados coliformes ndo cumpriam os critérios microbioldgicos previstos na legislacdo
Grega sobre a qualidade da agua. A pesquisa de outros microrganismos patogénicos
demonstrou a presenca de C. perfringens (51%), P. aeruginosa (3%), Salmonella spp.
(4%) e Yersinia spp. (2%) nas amostras recolhidas.

A presenca de E. coli é indicadora de uma contaminacéo fecal recente, sendo a teoria de
contaminacdo oral-fecal reforcada. A presenca de Bactérias Coliformes e de C.
perfringens podem ser também indicativos de contaminacdo ambiental. A inexisténcia
de registos sobre a frequéncia de desinfecdo e limpeza das maquinas produtoras de gelo
indica que tal pratica devera ocorrer com pouca frequéncia (Gerokomou et al., 2011).
No estudo intitulado “Qualidade microbiologico do gelo em cubos comercializado em
Sao Luis”, Castro et al. (2013), mediante a amostragem de gelo em cubo proveniente de
cinco marcas diferentes, verificaram que apenas 40% das amostras estudadas
apresentavam Bactérias Coliformes e parte destas eram coliformes fecais. Apenas uma
das cinco marcas testadas, apresentou conformidade para o parametro bactérias
coliformes para todas as suas amostras de acordo com a legislacdo em vigor no Brasil

para aguas destinada a consumo humano. Todas as amostras apresentaram contagens de
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mesdfilos relativamente altos, valores que sdo indicadores de deficientes condigdes
higiénicas agquando do processo de fabrico do gelo.

Ferreira et al. (2014), mostraram que o gelo utilizado na regido de Raposa, Brasil, na
conservacao do peixe serra se apresentava contaminado por bactérias coliformes (75%),
assim como por E. coli (25%). Os resultados acima apresentados estdo coerentes com
outros estudos desenvolvidos no Brasil e ja referidos neste trabalho.

No estudo desenvolvido por Giampietro & Rezende-Lago (2009), citado por Ferreira et.
al. (2014), em quatro estabelecimentos comerciais da zono do Ribeirdo Preto concluiu
que 96,7% das amostras apresentavam bactérias coliformes e 73,3% E. coli.

Numa outra investigacao sobre a qualidade do gelo comercial, proveniente de industrias
localizadas da cidade de Teresina, todas as amostras colhidas apresentavam
contaminacdo por bactérias coliformes e E. coli (Ferreira et al., 2014).

Num estudo realizado por Mako et al., 2014 em que compararam a qualidade do gelo
produzido em fébricas a escala industrial, com o gelo comercial mas vendido em lojas e
produzido por maquinas internamente em lojas de restauracdo, verificou-se que todas as
amostras de gelo comercial obtiveram resultados satisfatérios de acordo com a IPIA. As
amostras de gelo embalado mas vendido em lojas de retalho, assim como produzido por
maquinas de venda automatica apresentaram uma percentagem consideravel com
valores de carga microbiana total acima do aceitavel (500 ufc mL™ a 35 °C durante
48h), assim como de Bactérias Coliformes, Enterococos Intestinais e uma das amostras
revelou-se positiva para Salmonella e outra para Enterobacter agglomerans.

Esses estudos evidenciam que a qualidade do produto testado é preocupante devido a
presenca de bactérias coliformes, E. coli e uma grande variedade de microrganismos
patogénicos, podendo o gelo, ser considerado como um veiculo de diferentes
patogénicos humanos.

A qualidade insatisfatoria do gelo estabelece uma serie ameaca para 0s consumidores
deste produto ou de produtos que estiveram em contacto com este e ndo sofreram
nenhum tipo de tratamento posterior capaz de eliminar microrganismos. Este perigo
aumenta em especial nas zonas com clima quente ou temperado e em vendas
ambulantes (Gerokomou et al., 2011).

O gelo pode também representar uma nova rota de disseminacdo de bactérias resistente
aos antibidticos especialmente em paises em desenvolvimento (Lateef et al., 2006). Na
sua generalidade os resultados indicam que a contaminacéo ocorreu ao nivel da matéria-

prima ou resultante de deficientes condi¢bes higiénicas. A presenca de Bactérias
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Coliformes em especial E. coli indica que a agua utilizada na producdo de gelo,
possivelmente teve contato direto ou indireto com contaminagcdo de origem fecal,
proveniente da deficiente qualidade da matéria-prima utilizada ou por falhas durante o
processo de producdo do gelo, tais como: escassez/falta de habitos de higiene dos
manipuladores, contaminacdo cruzada por utensilios e equipamentos ou ineficaz
limpeza e higienizagdo dos equipamentos e materiais utilizados (Lateef et al., 2006;
Gerokomou et al., 2011). Dos pontos acima referidos destacam-se a falta de
formacé&o/treino na area de manipulacgéo e higienizacdo em particular das maquinas, pois
estas devem ser desmontadas, limpas e desinfetadas pelos manipuladores envolvidos no
manuseamento deste género alimenticio. Estes manipuladores incluem, o pessoal afeto a
producdo de gelo comercial, barmen (que muitas vezes manipulam o gelo com as
méos), pescadores e vendedores de peixe, entre outros.

A contaminacdo do gelo por via ambiental também deve ser ponderada. Esta
transmissdo ocorre principalmente através do ar e dos utensilios usados para manipular
0 gelo e que se encontram muitas vezes expostos ao ar sem qualquer protecao. O gelo é
normalmente armazenado em baldes ou geladeiras, ao lado de alimentos de vérias
origens, particularmente em bares e Restaurantes ficando suscetivel a contaminago
ambiental (Gerokomou et al. 2011).

As principais fontes de uma possivel contaminacédo, associada a deficiente qualidade do
gelo apresentado nos diversos estudos compilados foram:

- Qualidade da matéria-prima, especialmente em paises em desenvolvimento; caso a
agua seja proveniente de um sistema publico de abastecimento a probabilidade de
contaminacdo é reduzida drasticamente, contudo ndo deve ser totalmente descorada;

- Durante o processo de fabrico (em especial em producéo artesanal), podendo resultar
de uma contaminagdo com poeiras e residuos;

- Contaminacdo durante o processo de armazenagem e conservacao;

- Deficientes condi¢des higiénicas dos equipamentos usados tais como: maquinas de
produzir gelo, trituradores, recipientes de acondicionamento do gelo e utensilios de
manuseamento;

- Deficientes praticas na manipulacdo do gelo (Moore et al., 1983; Lateef et al., 2006;
Gerokomou et al. 2011).

A maioria dos autores partilham da ideia que é altamente recomendavel a criacdo de
diretrizes nacionais/internacionais que regulamentem a producdo de gelo (Lateef et al.,

2006), que a qualidade do gelo seja considerada um ponto critico para a saude dos
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consumidores e que as autoridades competentes realizem acoes de vigilancia (Ferreira et
al., 2014; Mako et al., 2014).

3.5.1. Surtos de doencas associados a qualidade do gelo

As infe¢fes microbianas adquiridas atraves do gelo contaminado, ndo sdo raras e tém
sido relatados surtos, tendo como veiculo de contaminacdo o gelo, em Vvérias partes do
mundo (Lateef et al., 2006). O Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
(2000) tem relatado surtos de DOA, onde o veiculo de contaminacdo foi o gelo. O
namero real poderd ser muito superior uma vez que mais de 50.000 casos por ano de
doencas transmitidas por alimentos tem origem desconhecida, mas o gelo ndo é um dos
primeiros produtos alimentares a ser investigado, mesmo tratando-se de situacdes em
estabelecimentos de grande volume de venda e consumo de gelo.

Os microrganismos associados a estes surtos foram: E. coli O157:H7, Legionella
pneumophila, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Giardia lamblia, P.
aeruginosa, Mycobacterium fortuitum e gordonae, Enterobacter cloacae,
Stenotrophomonas gordonae e virus do género Norovirus (Norwalk-like) e da hepatite
A (Laussucq et al., 1988; FEHD, 2005; Lateef et al., 2006; Mendes, 2009; Waturangi et
al.,2013).

Em Portugal, segundo os contactos desenvolvidos junto do INSA e da Autoridade de
Seguranca Alimentar e Economica (ASAE) ndo existem registos de surtos associados a
deficiente qualidade do gelo alimentar.

Quick et al. citados por Lateef et al. (2006), em 1982, documentaram um surto de
gastroenterite associado ao microrganismo Giardia lamblia num Restaurante devido ao
consumo de gelo contaminada em bebidas. A contaminacdo deveu-se ao facto do
manipulador deste produto ter as maos contaminadas com o microrganismo em guestao
e ter servido o gelo utilizando as suas maos.

A investigacdo levada a cabo devido ao aparecimento de um cluster de surtos de
gastroenterite nos Estados da Delaware e da Pensilvania em setembro de 1987 que
afetou 5.000 pessoas, concluiu que o virus Norwalk foi o responsavel pelo surto e que
este se encontrava presente no gelo. Houve uma associacdo consideravel entre os
habitos alimentares dos doentes, 0 microrganismo responsavel e o gelo (CDC, 1990).
Para além do gelo produzido e/ou consumido nos servigos de restauracéo e bebidas, o
gelo pode ser produzido, consumido e/ou aplicado também numa vertente hospitalar,

nomeadamente, em aplicacdo local de processos inflamatorios (Laussucq et al., 1988).
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A WHO alerta que a qualidade do gelo no meio hospitalar deve ser assegurada e até
reforgada, em especial se for utilizado em doentes de riscos. O consumo de gelo (por
aspiracdo) tem sido associado a infe¢cbes em pacientes imunocomprometidos ou com
deficiéncias respiratdrias significativas (WHO, 2011b).

No ano de 1986, um paciente foi contaminado pela bactéria Mycobacterium fortuitum
em meio hospitalar. O estudo desenvolvido mostrou a associagdo ao consumo de gelo
produzido na maquina desse Servigo (Laussucq et al., 1988).

Em 2002 nos EUA ocorreu um surto, por Norovirus, devido a um empregado doente, ter
manipulado o gelo sem ter lavado as maos, contaminando o gelo que se encontrava
conservado em caixas térmicas. Aproximadamente 80 pessoas ficaram doentes apos
ingerirem bebidas que continham gelo. Embora a morte resultante de Norovirus seja
rara, um menino de 15 anos saudavel morreu quando se engasgou com 0 Seu proprio
vomito. Um processo de morte por negligéncia resultou em um acordo de 3 milhdes de
dolares (Queensland Health, 2013).

Parshionikar et al. (2003), descreveram um surto de Calicivirus humano associado a
gelo para consumo devido a dgua de abastecimento ter sido contaminada por agua
proveniente de um pogo.

Na Tailandia, um surto tendo origem em gelo contaminado com virus da Hepatite A,
tendo origem na agua usada na producéo, afetou cerca de 900 pessoas em maio de 2005
(Lateef et al., 2006).

Num estudo desenvolvido em 2013 em Jacarta, as amostras de gelo apresentaram-se
contaminadas por Vibrio cholerae (78% classificadas como ndo pertencentes ao
serogrupo O1). A contaminacdo de gelo por V. cholerae deve-se provavelmente ao facto
da &gua usada para a producdo deste ja se encontrar contaminada com este
microrganismo. Esta situacdo é ainda mais relevante devido ao facto de a célera ter sido
classificada como uma das doengas emergentes, continuando a ser um problema grave
de salde publica principalmente em paises em desenvolvimento agravado pelo consumo
de gelo contaminado com bactérias resistentes aos antibioticos (Waturangi et al.,2013).
Em 2013, um Hospital de Pittsburgh anunciou trés casos de doenca dos legionarios
(incluindo uma morte), resultante da contaminagéo por Legionella spp. em maquinas de
gelo. A presenca de Legionella spp. no gelo ndo é geralmente significativa para a
transmissdo da doenca, contudo pode acontecer especialmente em doentes vulneraveis,

associados a episodios de aspiragdo de gelo (Special Pathogens Laboratory, 2014).
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Os varios autores, dos estudos referidos anteriormente, reforcam a ideia de que a
qualidade do gelo estd diretamente associada a qualidade da matéria-prima, boas
praticas de manuseamento do gelo, boas praticas de higiene tanto dos manipuladores
como dos equipamentos envolvidos e por ultimo a formacdo dos manipuladores. O
modo como s&o construidas as maquinas e o seu proprio layout tem vindo a sofrer
alteracBes no sentido destes itens deixarem de estar ligados diretamente a deficiente
qualidade deste produto. Uma dessas evolugdes mais significativas foi o abastecimento
da méaquina com agua ter deixado de ser fornecido manualmente e ter passado a ser

efetuado automaticamente por ligagdo a rede de abastecimento.

4. Parametros microbioldgicos

A pesquisa de todos os agentes patogenicos na agua seria inviavel, pelo que foi
definida, pelas entidades competentes, uma lista de pardmetros que séo indicadores da
qualidade da &gua e que indirectamente fornecem informacdo sobre a presenca de

microrganismos potencialmente mais perigosos para a salde humana.

4.1. Microrganismos Cultiviveis a 22 °C e a 36 °C

A agua, qualguer que seja a sua natureza, contém microrganismos de origens diferentes
nomeadamente do solo e da vegetacdo, cujo nimero total da uma informacao til para a
avaliacdo e vigilancia da qualidade da &gua. A pesquisa a temperaturas diferentes
permite avaliar as diferentes origens dos microrganismos detetados. A determinacao
destes parametros mostra-se bastante Gtil no controlo da eficacia dos processos de
tratamento, nivel de limpeza, higienizacdo e estado de conservacdo dos equipamentos
envolvidos. O principal interesse da contagem de col6nias (ou carga microbiana como é
vulgarmente designada) estd na possibilidade de detetar variagcdes dos resultados numa
vigilancia frequente e a longo prazo, constituem um primeiro aviso de um foco de
contaminagdo ((Internacional Standard Organization) 1SO 6222:1999); Roberts &
Greenwood, 2003; Ali & Osman, 2012).

4.2. Bactérias Coliformes e E. coli

As Bactérias Coliformes sdo um grupo de bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, que tem a capacidade de fermentar a lactose sdo oxidase positiva,
bacilos Gram negativas, aerobias facultativas e ndo tém a capacidade de formar esporos.
As Bactérias Coliformes incluem vérios tipos de bactérias das quais se destacam E. coli,
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Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella, sendo apenas a primeira exclusivamente
presente no trato intestinal do Homem e parte dos animais (Jay, Loessner & Golden,
2005).

A pesquisa de Bactérias Coliformes, € um indicador geral de higiene, visto que inclui
bactérias que vivem no solo e em aguas superficiais, as quais ndo sdo exclusivamente de
origem fecal, embora inclua E. coli, indicador de origem fecal. Deste modo, a presenca
de Bactérias Coliformes, embora ndo sendo prova de contaminacdo fecal, podera indicar
deficiéncia no tratamento ou manuseamento. A presenca e grau de contaminacao fecal
séo fatores de maior importancia na determinacdo da qualidade dos alimentos e do risco
para a salde. A presenca de E. coli, microrganismo que normalmente habita o intestino
humano e de outros animais de sangue quente, evidencia uma contaminacao de origem
fecal (ISO 9308-1:2000; Recomendacio Instituto Regulador de Aguas e Residuos
(IRAR) n.%5, 2005; Jay et al., 2005; Ali & Osman, 2012).

A presenca de estirpes de E. coli é preocupante, podendo representar um risco de salde
publica, pois, 6 grupos (patotipos) deste tipo de bactérias provocam DOA em seres
humanos (E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli difusamente aderente
(DAEC) e E. coli (VTEC) no qual se incluem as estirpes enterohemorragicas (EHEC)
como E. coli 0157:H7 (Willshaw, Cheasty & Smith, 2000; Internacional Commission
on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF), 2003; Jay et al., 2005; Meng,
Doyle, Zhaot, & Zhaot, 2007; Forsythe, 2010; Public Health England (PHE), 2014).

4.3. Enterococos Intestinais

Os Enterococos Intestinais sdo bactérias aerobias, Gram positivas, normalmente
agrupados em cadeia, catalase negativa e com capacidade de se desenvolverem a
temperaturas até os 44 °C (ISO 7899-2:2000; Ashbolt, Grabow & Snozzi, 2001).

Os Enterococos Intestinais sdo por norma considerados como indicadores de poluicao
fecal, embora um pequeno ndmero destes microrganismos, encontrados na agua,
provenha também de outros habitats. Os Enterococos Intestinais englobam um vasto
numero de espécies tais como: Enterococcus faecalis, E. faecium, E. durans, E. hirae,
frequentemente encontradas nas fezes humanas e de animais de sangue quente. Outras
espécies de Enterococcus de origem fecal, mas apenas ocasionalmente encontrados em
amostras de agua sdo o E. avium, E. cercorum, E. columbae e E. gallinarum e algumas

especies do geénero Streptococcus (nomeadamente S. bovis e S. equinus) (ISO 7899-
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2:2000; Ashbol et al., 2001; Jay et al., 2005; Ali & Osman, 2012). As espécies do
género Streptococcus tem a particularidade de na &gua, ndo conseguirem sobreviver
durante muito tempo pelo que a probabilidade de serem detetadas em amostras é muito
baixa (1SO 7899-2:2000).

Para fins de avaliagcdo da qualidade da 4gua, os Enterococos Intestinais sdo considerados
como indicadores de contaminacdo de origem fecal, no entanto deve-se ter em
consideracdo, que algumas estirpes de Enterococcus detetadas ocasionalmente pelo
método associado a este parametro, sejam proveniente de outros habitats diferentes dos
de origem fecal (E. casseliflavus e E. mundtii) (ISO 7899-2:2000; Ashbolt et al., 2001).

4.4. Clostridium perfringens

C. perfringens é uma bactéria pertencente a familia Bacillaceae, de forma bacilar, Gram
positiva, imdvel, anaerdbia estrita e com capacidade de formar esporos, (MacLane,
2007; Environment Agency (EA) — Part 6:2010; ISO 14189:2013).

A pesquisa de C. perfringens é amplamente reconhecida como indicadora de
contaminacdo fecal, assumindo um papel auxiliar na determinacdo da qualidade de
amostras de aguas e alimentos. C. perfringens € o mais importante sulfito redutor dentro
do género Clostridium, este microrganismo encontra-se habitualmente no trato intestinal
dos animais e dos humanos, formando também esporos que sdo mais resistentes ao
stress ambiental em comparacdo com as células vegetativas O facto de este
microrganismo formar esporos é uma vantagem para a sua dete¢do na agua. Os esporos
tém a capacidade de sobreviver na agua durante varios meses, muito mais tempo que 0s
microrganismos indicadores fecais vegetativos (Coliformes, E. coli e Enterococos) e,
consequentemente, a sua presenca pode indicar uma poluicdo fecal remota ou
intermitente. Os esporos nem sempre sdo inativados pela desinfecdo por cloro (Ashbolt
et al., 2001; EA-Part6:2010; 1SO 14189:2013).

4.5. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa pertence ao género Pseudomonas sdo bactérias Gram negativas, nao
esporoladas e catalase positiva. Apresentam um crescimento oxidativo, produzem
amonio a partir de acetamida, cerca de 98% das estirpes produzem um pigmento
fluorescente na agua e cerca de 90% produzem um pigmento azul/verde. Hidrolisam a

caseina, mas ndo o amido e liquefazem a gelatina. A maioria das estirpes conseguem
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crescer a 42 °C contudo tal crescimento ndo é verificado a 4 °C, caracteristica
diferenciadora de P. fluorescens (ISO 16266:2006).

P. aeruginosa é um microrganismo patogénico oportunista, com a capacidade de se
desenvolver em &guas com baixas concentracdes de nutrientes (ISO 16266:2006).
Devido a capacidade de se desenvolver em meios pobres, P. aeruginosa estdo
associadas ao declinio da qualidade, incluindo a cor, turvacdo, sabor e odor
(Administracdo Regional de Saude do Alentejo, IP (ARSA), 2012a).

A pesquisa de P. aeruginosa ndo pode ser utilizada como indicador de poluicdo fecal. A
presenca desta bactéria pode indicar uma avaria precoce no sistema de desinfecdo
devido a uma maior resisténcia que os indicadores de contaminagdo fecal (ISO
16266:2006; Health Protection Agency (HPA) W6, 2007).

Em certas circunstancias pode ser a causa de algumas infecGes oportunistas no Homem,
especialmente em doentes debilitados. A detecdo desta bactéria ndo é recomendada nos
procedimentos de vigilancia de &guas para consumo humano embora seja uma mais-
valia para a qualidade desta, pois este tipo de bactérias deve estar ausente em agua para
esses fins (ISO 16266:2006; HPA W6:2007; Ali & Osman, 2012).

Pseudomonas podem ser encontradas nas maos, pele humana e no tracto respiratério
superior, pelo que sdo muitas vezes utilizadas na qualidade higio-sanitaria de aguas e
em especial do gelo, como indicadoras de contaminacdo associada a deficientes praticas

de higiene durante a manipulacdo do produto (Mendes, 2009).

4.6. Estafilococos

Os Estafilococos (Total de Estafilococos) sdo cocos Gram positivos, com agrupamento
predominante em cacho, aero6bios e anaerobios facultativos, imdveis, produtores de
catalase, osmotolerantes, pertencentes a familia Micrococcaceae e ao género
Staphylococcus. Algumas destas bactérias produzem enzimas que coagulam o plasma
de certos animais (Norma Portuguesa (NP) 4343:1998; Roberts & Greenwood, 2003;
Berdoll & Wong, 2006).

Os Estafilococos sdo bactérias saprofitas da pele do Homem, embora também possam
ser encontradas na flora nasal, trato respiratorio e intestinal. Estes microrganismos séo
facilmente transferidas do corpo humano para a agua, deste modo, sdo considerados
como bons indicadores de contaminacgdo inter-humana, havendo estirpes que sdo
potencialmente patogénicas, sendo os Estafilococos Produtores de Coagulase

(Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus e Staphylococcus intermedius), 0s mais
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prejudiciais para a saide humana, encontrando-se largamente associado a casos de DOA
(NP 4343:1998, Roberts & Greenwood, 2003; WHO, 2001a; Ali & Osman, 2012).

Os Estafilococos ndo sdo pesquisados em agua para consumo humano, mas €
considerado uma boa pratica, sendo que algumas estirpes de Estafilococos podem ser

exigidas em &gua usadas no fabrico de alimentos, fA&rmacos e nos hospitais.

5. Objetivos

Face ao exposto foram objetivos gerais deste trabalho:

- Avaliar a qualidade microbioldgica do gelo usado pelos estabelecimentos de
restauracdo e bebidas na cidade de Evora e identificar potenciais riscos para a satde
associados ao seu consumo;

- Avaliar as condi¢bes de higiene e de implementacdo de requisitos associados a

Seguranca Alimentar nos estabelecimentos referidos.

Foram objetivos especificos:

- Caracterizar o gelo microbiologicamente através dos parametros associados a
qualidade da agua e adicionalmente P. aeruginosa e Estafilococos (Totais e Coagulase
Positiva);

- Estabelecer associacGes entre a avaliacdo da qualidade microbioldgica do gelo e outras
variaveis como: tipo de estabelecimento, método de producéo de gelo, cloro residual;

- Relacionar a avaliacdo dos requisitos analisados com a qualidade microbiolégica do

gelo.
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I1. Materiais e Métodos

1. Descricdo do estudo

A realizagdo do presente estudo teve por base a caracterizagdo microbiolégica do gelo e
estabelecer uma relacdo com a caracterizacdo de campo e os fatores que possam ter
interferéncia na sua qualidade.

Neste estudo foram colhidas (em condic¢Oes de assepsia) as amostras de gelo para serem
analisadas laboratorialmente e por ultimo foram amostradas a &gua utilizada pelo
estabelecimento, assim como do proprio gelo para determinacdo de parametros de
campo especificos, tais como pH, cloro residual e cloro total.

A nivel laboratorial realizaram-se os parametros microbiolégicos requeridos pelo DL n.°
306/2007 (parametros obrigatérios para assegurar a qualidade da matéria-prima do
produto alimentar em estudo) e adicionalmente executaram-se 0s parametros P.
aeruginosa, Total de Estafilococos e Estafilococos Coagulase Positiva (Estafilococos
C+). A andlise de parametros adicionais ao DL n.° 306/2007 é justificada pelo facto de
estes serem por exceléncia os parametros indicadores de contaminagdo inter-humana e
no ultimo estudo realizado em Portugal, Mendes (2009) alertou para a importancia da
execucdo destes parametros no sentido de se efectuar uma andlise mais completa e

especifica sobre as contaminag6es do gelo, resultantes do incorreto manuseamento.

2. Entidade onde se desenvolveu o estudo

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Sa(de Publica de Evora,
laboratério que faz parte dos Laboratérios de Saude Publica do Alentejo que estdo
inseridos no Departamento de Salde Publica e Planeamento da Administracdo Regional
de Saude do Alentejo IP (ARSA).

No papel dos Laboratérios de Salde Publica destaca-se a competéncia do apoio
analitico as actividades desenvolvidas pelos Servicos de Salde Publica, tanto de ambito
regional como local, no &mbito da vigilancia sanitaria, da investigacdo, e ainda no da
cooperagdo com outras entidades ou sectores.

O grande desafio colocado aos Laboratérios de Sadde Publica do Alentejo, é de adequar
a sua missdo de forma a responder aos problemas com que se confronta a Saude Publica
na actualidade e todos os servicos de Saude Regionais, com niveis de qualidade que

sejam uma referéncia para a Regiao.
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Os Laboratorios de Saude Publica do Alentejo sdo constituidos por trés Pdlos (Beja,
Evora e Portalegre) que funcionam em complementaridade de servigos com o objectivo
de serem abrangidas 0 maior nimero de areas analiticas.

A zona de accdo do Laboratério de Satde Publica de Evora centra-se nos 14 concelhos
do distrito de Evora, mais quatro dos cinco concelhos do Litoral Alentejano,
designadamente: Alcacer do Sal, Grandola, Santiago do Cacém e Sines.

O Laboratério de Sadde Publica de Evora desenvolve atividades na area da clinica, da
Higiene e Seguranca Alimentar e das analises quimicas, microbioldgicas e bioldgicas de
aguas.

No ambito das andlises clinicas, o Laborat6rio efetua exames diretos e culturais para
pesquisa de micobactérias, responsaveis pela Tuberculose bem como colheitas para
pesquisa de tuberculose latente (Teste IGRA). Ainda neste ambito, o Laboratério é
responsavel pela execucdo das analises associadas ao Rastreio do Cancro do Colon e
Recto desenvolvido pela ARSA desde 2011.

Na area da Higiene e Seguranca Alimentar, o Laboratorio apoia, atraves da realizacdo
de analises que verificam o nivel de higienizacdo das méos dos manipuladores, assim
como das superficies alimentares associados a estabelecimento de restauracéo coletiva,
0 cumprimento das boas praticas em seguranca alimentar.

Contudo a sua actividade principal centra-se na vigilancia da qualidade da agua dos
sistemas de abastecimento para consumo humano, piscinas recreativas, piscinas de
empreendimentos turisticos e piscinas para fins terapéuticos, executando ainda analises
de 4guas de outra proveniéncia, nomeadamente hemodialise, balneares, furos, pocos,
entre outros. Para este tipo de amostras o Laboratorio tem disponiveis/implementados
18 ensaios quimicos, 11 ensaios microbioldgicos e trés ensaios biologicos.

Desde 2005 que o Laboratdrio viu a sua competéncia reconhecida ao ser-lhe concedido
0 estatuto de laboratdério com ensaios acreditados pelo Instituto Portugués de
Acreditacdo (IPAC) de acordo com a norma ISO 17025 de 2005, tendo-lhe sido
atribuido o Anexo Técnico de Acreditacdo n° L0424-2, para 14 dos ensaios efetuados no
setor da Quimica e sete do setor da Microbiologia de aguas.

De referir que a excepgdo dos parametros Estafilococos, todos os métodos
microbiologicos utilizados neste trabalho se encontram acreditados pelo IPAC para
varios tipos de dgua onde se inclui a agua para consumo humano e como tal, o gelo para
0 mesmo fim. A acreditagdo do Laboratorio é condicdo essencial para credibilizar e

conferir transparéncia e qualidade durante todo o processo analitico.
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O Laboratédrio faz ainda parte da lista de laboratdrios aptos para a realizagdo de anélises
de &gua destinada ao consumo humano, no ambito do DL n° 306/2007, emitida pela
Entidade Reguladora dos Servicos de Aguas e Residuos (ERSAR).

A realizacdo do presente trabalho insere-se num estudo prévio, com a finalidade de ser
englobado no &mbito dos programas de vigilancia sanitaria desenvolvidos pela ARSA,
pelo que careceu da elaboragé@o de um projeto piloto que foi aprovado pela Diretora do
Departamento de Salde Publica e Planeamento. A partir dos resultados obtidos no

estudo serd tomada a deciséo de implementar ou ndo o programa de vigilancia.

3. Universo do estudo

O universo deste estudo foi constituido por 31 estabelecimentos de restauracdo e
bebidas da cidade de Evora.

Teve por base uma amostragem aleatdria desses estabelecimentos que obedecessem aos
seguintes critérios: servissem bebidas com gelo e que funcionassem durante o horério
de funcionamento do Laboratorio.

Evora foi a zona selecionada, visto ser a que melhores condiges apresenta para
realizacdo deste estudo em termos de relagio numero de Pessoas/Turistas
/Estabelecimentos/Proximidade Laboratorial.

A caracterizacdo do universo estudado neste trabalho foi realizada com base nas
respostas obtidas na “Ficha de Identificacdo de Amostra” (Anexo 1). Os itens usados
para esta caracterizacdo foram: tipo de estabelecimento, tipo de abastecimento de dgua e
tipo/método de producdo de gelo.

Os estabelecimentos foram classificados em trés tipos: Restaurante, Café/Bar/Cafetaria
e Hotel. Ao contrario do descrito na “Ficha de Identifica¢gdo da Amostra”, optou-se por
agrupar as amostras colhidas em bares e Restaurantes de estabelecimentos hoteleiros
numa sO categoria. Esta decisdo prendeu-se com o facto de se ter verificado que,
independentemente de se colher o gelo na zona do bar ou do Restaurante, a maquina e
0S processos associados sdo, na maioria dos casos, 0s mesmos. Para além disso, ao nivel
da hotelaria j& existe uma maior preocupagdo com a qualidade do gelo, principalmente
em Hotéis pertencentes a grandes cadeias, onde foi transmitido que, aquando das
auditorias internas, eram muitas vezes colhidas amostras de gelo para anélise.
Adicionalmente, verificou-se a existéncia de poucas amostras para a categoria Hotel,

que sendo subdivididas iriam ficar com um nimero reduzido de amostras.
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No tipo de abastecimento de &gua comprovou-se que todos os estabelecimentos
visitados eram fornecidos pelo sistema publico de abastecimento de &guas. Tal facto, fez
com que nao fosse necessario a colheita e analise microbioldgica de dgua. Essa analise
tinha como objectivo averiguar a qualidade da agua usada pelo estabelecimento e
posteriores implicacdes na qualidade do gelo produzido. Tratando-se de um
abastecimento publico de agua, a qualidade do produto é controlada pela entidade
responsavel pelo seu fornecimento e vigiada através de instituicbes associadas ao
Ministério da Saude pelo que apresentara a qualidade exigida no @mbito do consumo
humano.

O método de producéo de gelo utilizado pelos estabelecimentos foi proveniente de trés
métodos diferentes: comercial (industrial), produzido pelo proprio estabelecimento,
(através de maquina propria para esse fim) ou de forma mais rudimentar através de
cuvetes ou sacos de congelacgéo.

Realca-se que foi efetuado um nimero considerével de visitas a outros estabelecimentos
em que ndo foi possivel desenvolver os procedimentos necessarios para os englobar no
presente trabalho. Estas situacdes resultaram do facto de alguns estabelecimentos nao
terem gelo, a quantidade de gelo existente ser insuficiente para a realizacdo das analises

microbioldgicas, entre outras.

4. Amostras ensaiadas

Foi analisada uma amostra de gelo utilizado para consumo humano por
estabelecimento, o que perfez 31 amostras analisadas na sua totalidade (Anexos 9 e 10).
As amostras foram colhidas entre Julho e Setembro de 2014, durante o periodo da
manhd e transportadas até ao Laboratdrio no interior de malas térmicas num prazo
méaximo de 4 h apds a colheita.

Na Tabela 3, encontram-se distribuidas as 31 amostras analisadas em funcéo do tipo de
estabelecimento e o método de producdo de gelo utilizado. As amostras colhidas em
Restaurantes foram de aproximadamente metade da populagcdo amostrada e a outra

metade distribuiu-se de forma semelhante pelos tipos Hotel e Café/Bar/Cafetaria.
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Tabela 3 - Distribuicao das amostras colhidas em fungéo do tipo de estabelecimento e método de

producéo de gelo

Método de producédo de Gelo

Produzido internamente Industrial  Total (%)
Tipo de estabelecimento Maquina  Cuvetes/Sacos
Restaurante 13 1 1 15 (48,4)
Café/Bar/Cafetaria 8 1 - 9 (29,0
Hotel (Restaurantes/Bar) 7 - - 7 (22,6)
Total (%) 28 (90,3) 2 (6,5) 1(3,2) 31 (100)

5. Metodologia

5.1. Amostragem

O procedimento de amostragem utilizado resultou da adaptacdo do procedimento
utilizado pelo Laboratério de Salde Publica — Pdlo de Evora para a realizacdo de
colheitas de &guas para analises microbioldgicas (ARSA, 2012b) e da norma ISO
19458, 2006. De uma forma muito simplista, as amostras foram colhidas, respeitando as
regras de assepsia de modo a garantir que ndo eram contaminadas no procedimento da

colheita.

5.2. ParAmetros “in loco”’ ou de campo

Os parédmetros de campo que foram pesquisados foram: pH, cloro residual e cloro total,
tanto na &gua que abastece a maquina de producdo de gelo e do proprio
estabelecimento, assim como do gelo.

Estas determinacGes foram realizadas no equipamento portétil de Medidor de pH, Cloro
e Acido Ciandrico, modelo HI 96104C da Hanna Instruments pela técnica de
espectrofotometria (incluindo o pH). Este método fotométrico é baseado no
desenvolvimento de um componente absorvente a partir de uma reacdo quimica entre
amostra e reagentes, associada a um comprimento de onde especifico
(www.hanna.com).

As determinacOes realizadas nas amostras de gelo foram efectuadas ap6s a total

liquefacéo do gelo.

5.3. Pardmetros laboratoriais - microbioldqicos

No desenvolvimento de todo o trabalho laboratorial, o produto gelo foi considerado

como potencialmente infeccioso tendo sido manipulado como tal, devido ao risco
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sempre existente de contacto com microrganismos patogénicos, sempre de acordo com
as Boas Préticas de Laboratorio (BPL) e os requisitos inerentes a um laboratorio
acreditado, incluindo todos os procedimentos de controlo analitico implementados no
laboratorio.

As amostras foram rececionadas no Laboratorio e numeradas, de modo a rastrea-las ao
longo de todo o processo desenvolvido laboratorialmente.

Tratando-se de analises microbiologicas de agua, as orientacfes internacionais (ISO
19458:2006) obrigam a realizacdo destas analises num prazo maximo de 6 h apds a
colheita. Nesse sentido e partindo do principio que necessitivamos da amostra no estado
liqguido num tempo limitado, estas foram colocadas a temperatura ambiente num
agitador (em velocidade reduzida) até ao momento antes da liquefacdo completa.
Posteriormente as amostras foram transferidas para o frigorifico (53 °C), onde foram
conservadas até a realizacdo das analises.

Os pardmetros microbiol6gicos realizados, assim como 0s métodos encontram-se

descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Pardmetros microbiol6gicos e respetivos métodos utilizados na determinacdo destes

pardmetros nas amostras de gelo

Parémetros Método
Quantificacdo de MC a 22 °C ISO 6222:1999 Método de Incorporagdo
Quantificacdo de MC a 36 °C I1SO 6222:1999 Método de Incorporacéo

PT E-M-002 (1SO 9308-1:2000)
Método de Membrana Filtrante

PT E-M-002 (1SO 9308-1:2000)
Método de Membrana Filtrante

ISO 7899-2:2000

Método de Membrana Filtrante

PT E-M-009 (EA:2010-Parte 6)
Método de Membrana Filtrante

PT E-M-005 (ISO 16266:2006)

Método de Membrana Filtrante

Pesquisa e Quantificacdo de Bactérias Coliformes

Pesquisa e Quantificacdo de E. coli

Pesquisa e Quantificacdo de Enterococos Intestinais

Pesquisa e Quantificacdo de C. perfringens

Pesquisa e Quantificacdo de P. aeruginosa

Pesquisa e Quantificacdo de Total de Estafilococos e NP 4343:1998

Estafilococos C+ Método de Membrana Filtrante

em que PT E-M-XXX; significa procedimento interno do Laboratério baseado no documento normativo

que se encontram entre paréntesis; NP: Norma Portuguesa.
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De forma a minimizar o risco de contaminagdo e como indicam as BPL, foram
realizados em primeiro lugar os parametros que utilizam os métodos de incorporacao e
posteriormente os parametros associados aos metodos de filtracdo por membrana.

Dentro dos parametros que utilizam o método de filtracdo por membrana, deve-se filtrar
em primeiro lugar a amostra referente a quantificacdo de Estafilococos (visto ser o
parametro que mais risco acarreta em termos de poder ser contaminado por parte do

operador e/ou ambiente).

5.3.1. Método de incorporacio

O método de incorporac¢do foi utilizado para a Quantificacdo de MC a 22 °C e a 36 °C.

Este método consiste na inoculacdo de um volume conhecido de amostra e incorporacao
em meio liquefeito, misturando de imediato de modo a obter uma reparticdo homogénea
dos microrganismos por toda a placa, seguido de incubagéo a temperatura ideal de modo
a favorecer o crescimento dos microrganismos em estudo (ISO 8199:2005).

O método utilizado para a quantificacdo de MC a 22 °C e a 36 °C é definido pela norma
ISO 6222:1999. A amplitude de resultados do método assim como do volume inoculado
e expressdo de resultados encontram-se descritos na Tabela 5. O volume inoculado foi
ajustado em funcdo da amplitude de resultados de método e aos valores limite referidos

pelas varias entidades (de acordo com a Tabela 2).

Tabela 5 - Caracteristicas do método descrito na I1SO 6222:1999, respetivo volume inoculado e amplitude

de resultados

. Amplitude de Volume de amostra 3
Pardmetros ) ) ) Expressdo de resultados
resultados do método inoculado/analisado
MCaZ22°C 0-300 ufc por placa .
0,lelmL 0-3000 ufc ml’
MC a 36 °C (1SO 6222:1999)

O procedimento para a determinacdo de MC a 22 °C e a 36 °C sdo idénticos apenas
diferenciando a temperatura e o tempo de incubagdo. Apos ter sido incorporado 0 meio
e deste ter solidificado, as placas foram colocadas em estufas programadas para as
temperaturas referidas, com uma tolerancia de + 2 °C.

Foi utilizado o meio de cultura solido ndo selectivo Yeast Extract Agar (YEA) (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha). Trata-se de um meio rico em nutrientes que permite
detetar e recuperar um grande numero de microrganismos (bactérias, leveduras e

bolores) nas temperaturas de incubacdo acima referidas. O meio é constituido por
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peptona de caseina, yeast extract e agar. Os primeiros dois constituintes para além de
servirem como fonte de carbono s&o ainda fonte de azoto, vitaminas e fatores de
crescimento e o agar € utilizado como agente solidificante (www.merckmilipore.com).
O procedimento experimental que foi utilizado para a pesquisa dos parametros
encontra-se explicado no Anexo 2 em forma de fluxograma.

A partir do nimero de colonias visualizadas e quantificadas no meio, determinou-se o
niimero de ufc mL™ de acordo com o descrito na 1SO 8199:2005.

Em caso de contagem superiores a 300 ufc na placa inoculada com 1 mL, essa contagem
foi excluida servindo apenas para efeitos de célculos as col6nias contadas na placa
inoculada com 0,1 mL.

5.3.2. Método de filtracdo por membrana

A filtracdo de um modo geral € um método que consiste em fazer passar um volume
consideravel de amostra através de uma membrana esterilizada e com uma porosidade
definida (normalmente 0,45 um) onde ficardo retidos os microrganismos, com o auxilio
de uma bomba de vacuo. A membrana é colocada sobre a grelha na base do filtro com o
auxilio de uma pinca esterilizada. Coloca-se entdo a amostra no funil. Apoés a filtragdo
coloca-se a membrana sobre a superficie da placa de Petri com o meio de cultura
seletivo, para a detecdo dos microrganismos (Figura 1). A filtracdo € um método
bastante util para analisar amostras liquidas, limpidas e com nivel de microrganismos
muito reduzidos (Roberts & Greenwood, 2003; 1ISO 8199:2005).

Figura 1- Sistema de Filtracdo por Membrana (Fonte: autor)

A amplitude de resultados dos métodos que utilizam a técnica de filtracdo assim como
do volume filtrado e expressao de resultados encontram-se descritos na Tabela 6.
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As caracteristicas dos métodos foram adaptadas da 1SO 8199:2005 e de Lightfoot &
Maier (2003) a excegdo do método para Estafilococos cujos dados foram obtidos a
partir da NP 4343:1998. O volume teve como referencial as unidades laboratoriais

definidas pelo DL n.° 306/2007 para os parametros microbiologicos.

Tabela 6 - Caracteristicas do método de filtragdo por membrana e respetivo volume filtrado e amplitude
de resultados.

Amplitude de Volume de Expresséo
Paradmetros resultados do amostra de
método filtrada/analisado  resultados

Pesquisa e Quantificacdo de Bactérias Coliformes

Pesquisa e Quantificacdo de E. coli

. e - 0-80 ufc por 0-80 ufc
Pesquisa e Quantificacdo de Enterococos Intestinais membrana 100mL:
Pesquisa e Quantificacdo de C. perfringens 100 mL
Pesquisa e Quantificacdo de P. aeruginosa
Pesquisa e Quantificacdo de Total de Estafilococos e 0-100 ufc por 0-100 ufc
Estafilococos C+ membrana 100 mL*

5.3.2.1. Pesquisa e quantificacdo de Bactérias Coliformes e Escherichia coli

O método que foi usado para a determinacdo destes parametros € um método interno
baseado na norma internacional ISO 9308-1:200 e na Recomendagdo do IRAR n.°
5/2005, completamente validado por comparacdo com outros métodos normalizados,
sendo amplamente usado nos Laboratorios Portugueses.

Neste procedimento foi utilizado o meio de isolamento Membrane Lauryl Sulphate
Agar (MLSA) (Oxoid Limited, Hampshire, Inglaterra) com a constituicdo de acordo
com a Recomendacéo n.°5/2005 do IRAR.

O principio do meio é baseado na capacidade que as Bactérias Coliformes tém para
hidrolisar a lactose com producéo de subprodutos acidos, levando a uma reducéo do pH
do meio. Esta reducdo de pH, devido a presenca do indicador, vermelho de fenol,
provoca uma viragem no meio, ocorrendo o desenvolvimento de uma coloracdo amarela
na zona envolvente a colonia, assim como da prépria coldnia (Figura 2). O lauril sulfato
de sodio é usado como agente seletivo, inibindo outras bactérias diferentes dos
coliformes, sendo que este composto tambem é responsavel pela inibicdo completa das

bactérias aerobias esporuladas (www.condalab.com).
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Figura 2 - Coldnias caracteristicas de Bactérias Coliformes/E. coli em meio MLSA (Fonte: autor)

Para a realizacdo de isolamento das col6nias suspeitas, com o intuito de se efectuar os
testes de confirmacéo foi usado o meio neutro YEA.
Em termos de confirmagéo foram realizadas as seguintes testes/meios complementares:

- Teste de oxidase: utilizou-se um reagente preparado internamente que tem como Unico

composto 0 N, N, N, N -Tetrametil-p-fenilediamina dihidrocloreto (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha) a 1% e que no estado reduzido é incolor e roxo no estado
oxidado. Este teste detecta a presenca da enzima citocromo oxidase, a qual na presenca
do reagente de oxidase oxida a fenilenodiamina presente no reagente provocando uma
alteracdo de cor para roxo. Teste de extrema importancia para diferenciar
Enterobacteriaceae e Pseudomonas (Harrigan, 1998).

Para a realizacdo desta prova deitaram-se duas a trés gotas do reagente de oxidase sobre
um papel de filtro, colocado previamente numa caixa de Petri. Com a ajuda de uma ansa
descartavel retirou-se parte da cultura do meio YEA e colocou-se sobre o papel de filtro.
A prova foi considerada negativa nos casos em que ndo surgiu uma coloracdo azul
purpura ao fim de 30 s.

- Meio Fluorocult — DEV Caldo Lactosado de Peptona (Merck KGaA, Darmstadt,

Alemanha) apresenta a constituicdo de acordo com a Recomendagéo 5/2005 do IRAR.
Este meio foi normalmente utilizado para confirmagdo da presenca de E.coli, contudo
(quando incubado a 36 °C) também foi utilizado na confirmacgdo das colonias com
fermentacao da lactose duvidosa no meio MLSA.

O funcionamento deste meio, numa primeira fase baseia-se na capacidade que E. coli
tem para fermentar a lactose a 44 °C, acidificando o meio e provocando a mudanga de
roxo para amarelo gracas ao indicador de pH purpura de bromocresol (Figura 3).

Numa 22 fase é necessario verificar a presenca da enzima B-glucuronidase (especifica

das estirpes de E. coli). Para este ensaio, os tubos em que foi observada a fermentacéo
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Figura 3 - Teste da fermentag&o da lactose em meio Fluorocult (Tubo em cima-fermentagdo negativa;

Tubo em baixo-fermentag&o positiva) (Fonte: autor)

da lactose, foram colocados numa camara de UV para verificar a emissdao de
fluorescéncia, indicativa da presenca da enzima referida que ao degradar o 4-metil-
lumbeliferil-B-D-glucuronidase (MUG) existente no meio, emite fluorescéncia (Figura
4).

Por ultimo, nos tubos em que o teste de fluorescéncia se revelou negativo, foi
pesquisada a presenca de indol proveniente da degradacdo do aminoacido triptofano. A
sua presenca foi confirmada com o aparecimento de um anel de cor vermelho cereja
apos adicdo de umas gostas de reagente de Kovac’'s (Biogerm, Santo Tirso, Portugal)
(Figura 4).

Figura 4 — Meio de Fluorocult: Teste positivo para a Fluorescéncia (foto da esquerda); Teste do indol
(fota da direita), em que o tubo do lado direito corresponde a teste positivo e tubo do labo esquerdo, a

teste negativo (Fonte: autor)

O procedimento experimental que foi utilizado para a pesquisa dos parametros
encontra-se descrito no Anexo 4 em forma de fluxograma.

Segundo o método usado, as Bactérias Coliformes sdo bactérias que fermentam a
lactose a 36 °C com producédo de &cido e sdo oxidase negativa. E. coli sdo Bactérias

Coliformes que apresentam a capacidade de fermentar a lactose a 44 °C com producao
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de &cido e apresentam fluorescéncia e/ ou responde positivamente ao teste do indol (ISO
9308-1:2000; Recomendacdo IRAR n.%5, 2005).

A partir do nimero de colonias quantificadas na membrana, do nimero de coldnias
repicadas por cada sector (coldnias com as mesmas caracteristicas) e tendo em conta 0s
resultados dos ensaios de confirmagdo que foram efectuados, calculou-se o nimero de
ufc 100 mL™* para Bactérias Coliformes e E. coli, de acordo com o descrito na ISO
8199:2005.

5.3.2.2. Pesquisa e quantificacdo de Enterococos Intestinais

O método que foi usado para a determinacdo deste parametro foi 0 método padronizado
pela ISO 7899-2:1998.

Neste método foi usado o meio de isolamento Slanetz & Bartley (Oxoid Limited,
Hampshire, Inglaterra) com constituigdo concordante com a norma. Este meio fornecido
por esta marca apresentou a vantagem (em relagdo ao descrito na norma) de ter ja
incluido o suplemento 2,3,5-trifeniltetrazolium choride na sua constituicéo.

O principio do meio de isolamento é baseado na capacidade que os Enterococos
Intestinais tém para reduzir 2,3,5-trifeniltetrazolium chloride (corante incolor),
produzindo a formazina (corante vermelho). Esta reacdo foi observada através da
coloracdo das coldnias (que varia entre o rosa, vermelho e castanho), uma vez que a
formazina localiza-se no interior das células fazendo com que estas adquiram a
coloracdo especifica (Figura 5). A azida de sddio, presente na constituicdo do meio, € 0

agente selectivo e tem como objectivo inibir o crescimento de bactérias Gram negativas.

Figura 5 - Colonias caracteristicas de Enterococos Intestinais em meio Slanetz and Bartley (Fonte: autor)

Os restantes compostos do meio tém como finalidade garantir os nutrientes necessarios

ao crescimento das bactérias pretendidas, sendo que a glucose é usada como fonte de
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carbono, yeast extract de aminoécidos e vitaminas e o fosfato hidrogénio dipotéssico
permite manter o equilibrio osmético do meio (ISO 7899-2:1998; www.liofilchem.net).
As coldnias com a coloracdo caracteristica foram posteriormente transferidas para o
meio Biles Esculina Azida Agar (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca), pré-aquecida a
44 °C. Os Enterococos Intestinais hidrolisaram a esculina presente neste meio em 2 h
originando o produto final 6,7-dihidroxicumarina, que formou um complexo com ides
de ferro (Ill) provenientes do citrato ferrico de amédnio (constituinte do meio),
originando uma coloracgéo bronze a negro que se difundiu no meio. A presenca de azida
de sodio tem como finalidade inibir alguma contaminacéo por parte de bactérias Gram
negativas. Este teste é de extrema importancia no sentido de diferenciar os Enterococos
dos Estafilococos, assim como de Listeria (www.solabia.fr).

O procedimento experimental que foi utilizado para a pesquisa do parametro encontra-
se descrito no Anexo 3 em forma de fluxograma.

A partir do nimero de coldnias que se desenvolveram sobre a membrana no meio
Slanetz and Bartley com a coloracdo caracteristica e que produziram enegrecimento no
meio Biles Esculina Azida Agar obteve-se o valor de ufc 100 mL™ para Enterococos

Intestinais.

5.3.2.3. Pesquisa e quantificacdo de Clostridium perfringens

O método que foi usado para a determinacdo deste parametro é um método interno
baseado no documento EA — Part 6 (2010) e completamente validado por comparacao
com outros métodos normalizados.

Neste procedimento foi utilizado como meio de isolamento o meio Triptose-Sulfito-
Cicloserina Agar (TSC) Agar (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca) com a
constituicdo concordante com o referido no documento EA — Part 6 (2010).

O principio do meio é baseado na capacidade, que as bactérias tipicas de C. perfringens
tém, para reduzir o sulfito (presente no meio) a sulfureto, reagindo posteriormente com
o sal férrico presente no meio de cultura (citrato férrico) formando um precipitado
negro, fazendo com que as coldnias adquiram essa cor, assim como o0 meio envolvente.
O antibidtico D-cicloserina (composto selectivo inibitério) impede o desenvolvimento
da flora contaminante em especial das outras especies de Clostridium e reduzindo o
tamanho dos halos negros a volta das coldnias (www.solabia.fr).

A incubacdo decorreu em condigdes de anaerobiose, com recurso a uma jarra de

anaerobiose com um sistema gerador de condi¢BGes de atmosfera isente de oxigénio,
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Anaerogen (Oxoid Limited, Hampshire, Inglaterra). O oxigénio atmosférico na jarra é
rapidamente absorvido pelo sistema gerador com a producdo simultanea de dioxido de
carbono (ndo necessitando de catalisador) (www.oxoid.com/UK/blue/).

Para controlar as condigdes exigidas, foi utilizado um indicador de anaerobiose no
interior da jarra (Anaerotest, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). O indicador contem
um corante, azul de metileno, que na presenca de oxigénio adquire a cor azul, ja em
condicdes anaerdbias o corante € reduzido ficando incolor (www.merckmillipore.com).
As colonias caracteristicas foram posteriormente repicadas em Gelose de Sangue
(Biogerm, Santo Tirso, Portugal). Repicagem que ocorre em placas paralelas, uma foi
incubada em condi¢fes de anaerobiose e a outra de aerobiose. Este teste serve para
eliminar eventuais bactérias contaminantes que ndo sejam estritamente anaerdbias. As
estirpes de C. perfringens apenas cresceram na placa incubada em condicbes de
anaerobiose. Colonias tipicas apresentam ainda um halo resultante da hemolise no meio.
Para confirmagdo de C. perfringens foram realizadas, a partir das colonias repicadas
(em condicbes de anaerobiose), inoculacbes em paralelo para dois meios
multifuncionais: Nitrato-Mobilidade e Lactose-Gelatina (ambos da Biogerm, Santo
Tirso, Portugal)). Antes da sementeira, estes meios foram regenerados (100 °C, 15 min)
com o objetivo de expulsar todo o oxigénio dissolvido no meio.

Meio Nitrato-Mobilidade: o principio do meio baseia-se na pesquisa da enzima nitrato-

redutase (enzima com a capacidade de reduzir os nitrato) e a auséncia de estruturas de
locomocdo por parte dos organismos alvo (HPA W5:2007).

A presenca da enzima nitrato-redutase nas colonias caracteristicas é verificada pelo
aparecimento da cor vermelha, ap0s adi¢do dos reagentes Nitrato A e Nitrato B (ambos
da Biogerm, Santo Tirso, Portugal), indicativo da reducdo do nitrato (existente no meio)
a nitritos. Na auséncia da colorac¢do vermelha (auséncia de nitritos), pode indicar que 0s
nitratos existentes no meio foram reduzidos a amonia. Esta prova é verificada através da
auséncia de desenvolvimento de cor vermelha aquando da adi¢éo do po de zinco (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha). A coloracdo vermelha aquando da adi¢do do p6 de zinco
é indicativa da presenca de nitrato no meio e resulta da reducdo dos nitratos a nitritos,
por recurso ao zinco adicionado, composto que se ligou aos reagentes de Nitrato A e
Nitrato B (adicionados anteriormente) e formando um composto de coloracéo
avermelhada (indicativo de uma resposta negativa ao teste) (www.bd.com).

A auséncia de estrutura de locomocdo que permita a mobilidade é verificada pelo

crescimento celular circunscrito a zona da picada de inoculagdo (HPA W5:2007).
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Meio Lactose-Gelatina: este meio baseia-se no facto de estas bactérias apresentarem a

capacidade de fermentar a lactose com producdo do gas (sulfureto de hidrogénio), com
respetiva alteracdo de pH do meio e correspondente alteracdo de cor (de vermelho para
amarelo), devido ao indicador de pH (vermelho de fenol). A presenca da enzima
gelatinase com capacidade de hidrolisar a gelatina foi comprovada pela liquefagéo do

meio quando sujeito a temperaturas de frio (www.condalab.com).

O procedimento experimental que foi utilizado para a pesquisa deste parametro
encontra-se descrito no Anexo 5 em forma de fluxograma.

Segundo o método usado, C. perfringens sdo bactérias que apresentam uma coloragdo
negra (predominantemente), cinza, amarela ou acastanhada em meio TSC Agar,
crescem exclusivamente em condi¢fes de anaerobiose, imdveis, com a capacidade de
reduzir os nitratos a nitritos ou amonia, fermentam a lactose com producéo de acido e
liguefazem a gelatina.

A partir do nimero de coldnias quantificadas na membrana, do nimero de coldnias
repicadas por cada sector (colénias com as mesmas caracteristicas) e tendo em conta 0s
resultados dos ensaios de confirmagao foi determinado o nimero de ufc 100 mL™ para

C. perfringens, de acordo com o descrito na ISO 8199:2005.

5.3.2.4. Pesquisa e quantificacdo de Pseudomonas aeruginosa

O método que foi usado para a determinacdo deste parametro é um método interno
baseado na ISO 16266:2006, completamente validado por comparagdo com outros
métodos normalizados.

Neste procedimento foi utilizado como meio de isolamento o meio CN Agar (Bio-Rad
Laboratories, Marnes-La-Coquette, Franca) com constituicdo idéntica a da norma em
gue o0 método é baseado.

O principio do meio é baseado na capacidade que os microrganismos alvo tém em
produzir piocianina. Este meio solido seletivo, contem cetrimida, que apresenta um
amonio quaternario que inibe o crescimento da maior parte dos microrganismos,
permitindo o desenvolvimento de P. aeruginosa com produgdo de piocianina, composto
este, de cor azul esverdeada que se difunde no meio periférico as colonias (Figura 6). A
adicdo do acido nalidixico a cetrimida permite uma maior recuperacdo de P.
aeruginosa, com aumento da producdo de pigmento enquanto a flora contaminante
nomeadamente Proteus e Klebsiella sdo fortemente inibidos. O cloreto de magnésio e

sulfato de potassio, também eles, constituintes do meio favorecem a producdo do
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pigmento. A caseina e a gelatina fornecem os nutrientes necessarios para uma rapida
multiplicacdo celular e o glicerol é uma fonte de energia e também potencia a producéao

do pigmento (www.bio-rad.com;www.liofilchem.net;www.solabia.fr).

Figura 6 - Coldnias caracteristicas de P. aeruginosa em meio CN Agar (Fonte: autor)

Existem ainda P. aeruginosa que crescem neste meio mas nao tém a capacidade de
produzir piocianina mas apresentam fluorescéncia (fluoresceina) ou adquirem a cor
castanho avermelhadas (piorrubina), contudo estas duas caracteristicas ndo sdo
exclusivas de P. aeruginosa pelo que este tipo de coldnias carece de confirmacéo

(www.hio-rad.com;www.solabia.fr).

Para confirmacdo das coldnias suspeitas foram realizadas as provas da hidrélise de
caseina e da oxidase.

A prova da hidrdlise da caseina é realizada através da inoculacdo directa da colénia que
se encontra sobre a membrana pelo método de estria no meio Skim Milk Cetrimide
(Biogerm, Santo Tirso, Portugal), meio com constituicdo igual ao definido pelo
documento W6:2007 do HPA. Esta prova pesquisa a presenca de enzimas proteoliticas
que conseguem hidrolisar a caseina provocando a hidrélise do meio envolvente a estria
de inoculacdo. A presenca de cetrimida novamente neste meio serve para inibir
eventuais bactérias contaminantes (Harrigan, 1998).

Na prova da oxidase (ja foi explicada anteriormente) P. aeruginosa respondem
positivamente a esta prova através do aparecimento de uma coloracdo azul purpura e
que resulta da existéncia do citocromo oxidase, enzima especifico das bactérias aerobias
estritas (Harrigan, 1998).

O procedimento experimental que foi utilizado para a pesquisa deste parametro
encontra-se descrito no Anexo 6 em forma de fluxograma.
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Segundo o método usado, P. aeruginosa sdo bactérias que produzem piocianina
(coloracéo azul/verde) e/ou fluorescéncia ou coloragdo acastanha avermelhada que tém
a capacidade de hidrolisar a caseina e oxidase positiva.

A partir do nimero de colonias quantificadas na membrana, do nimero de coldnias
repicadas por cada sector (colonias com as mesmas caracteristicas) e tendo em conta os
resultados dos ensaios de confirmacéo, foi determinado o nimero de ufc 100 mL™ para

P. aeruginosa, de acordo com o descrito na 1SO 8199:2005.

5.3.2.5. Pesquisa e quantificacdo de Total de Estafilococos e Estafilococos Coagulase

Positiva

O método que foi usado para a determinacdo destes parametros segue o documento
normativo NP 4343:1998. Neste procedimento foi utilizado como meio de isolamento o
meio Mannitol Salt Agar (MSA) (Oxoid Limited, Hampshire, Inglaterra) com
constituicdo semelhante a indicada na norma, a excecdo da concentracdo de manitol e
vermelho fenol.

O funcionamento do meio baseia-se no facto dos Estafilococos apresentaram a
capacidade de fermentar manitol com producdo de acido, mesmo na presenca de
grandes concentracdes de cloreto de sddio. A degradacdo do manitol é detetada pela
mudanca de cor do meio envolvente, fruto da diminuicdo do pH (subprodutos acidos)
que provoca alteracdo da estrutura do indicador de pH (vermelho de fenol), adquirindo a
cor amarela (Figura 7).

A presenca de um consideravel teor de cloreto de
sodio tem como objectivo obter um meio salino
altamente selectivo, onde os microrganismos alvo
se conseguem desenvolver, mas impedindo grande
parte dos interferentes (Berdoll & Wong, 2006
www.oxoid.com/UK/blue/).

Figura 7 - Colonias caracteristicas de Estafilococos em meio MSA (Fonte: autor)

As coldnias tipicas foram repicadas em meio ndo selectivo (YEA) e posteriormente
sujeitas a testes de confirmacédo que consistiram na coloragéo de Gram, teste da catalase,

tipo respiratdrio e teste da coagulase.
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Coloracdo de Gram: Os Estafilococos quando coradas e observados ao microscopio

apresentam uma forma circular (cocos) agrupados em cachos (preferencialmente) ou até
mesmo aos pares e com coloracao azul violeta (bactérias Gram positivas). Na realizacao
da coloracdo foram usados os seguintes produtos: Gram Crystal Violet, Gram lodine,
Gram Decolorizer, Gram Safranin (todos da Becton, Dickinson and Company,
Maryland, EUA).

Teste da Catalase: A catalase € uma enzima que esta presente nos Estafilococos e na

maioria das bactérias aerobias ou anaerdbias facultativas. Nos anaerdbios estritos esta
enzima ndo esta presente. O peroxido de hidrogénio é um produto final do metabolismo
dos hidratos de carbono pela via oxidativa, sendo um composto extremamente toxico
para 0s microrganismos, que através da catalase o decompdem em agua e oxigénio. A
positividade da reacdo € visualizada pela formacdo de bolhas quando se emulsionou
uma cultura com peroxido de hidrogénio 3% (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha)
com as colonias a testar (Harrigan, 1998).

Tipo Respiratério: Neste teste foi averiguada a capacidade que os Estafilococos

possuem para crescer tanto na presenca como na auséncia de oxigénio.

Para tal foi inoculado atraves de movimentos helicoidais o
meio  MEVAG Staphylococcus (Bio-Rad Laboratories,
Marnes-La-Coquette, Franca) que contem glucose, agucar
que é fermentado pelos Estafilococos ao longo de todo o
tubo (tanto na presenca, como na auséncia de 0Xxigénio),
provocando uma acidificagdo do meio, alterando a estrutura
do indicador de pH (parpura de bromocresol) levando a
uma mudanca de cor no meio para amarelo (Figura 8)

(www.bio-rad.com).

Figura 8 - Meio de MEVAG: Tubo do lado esquerdo - teste negativo; Tubo do lado direito - teste positivo

(Fonte: autor)

Teste da coagulase: A enzima coagulase é especifica dos Estafilococos Produtores de

Coagulase e como o nome indica resulta da capacidade que esta enzima tem em

coagular o plasma. Este teste € realizado com o meio Coagulase Plasma, Rabbit with
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EDTA (Becton, Dickinson and Company, Maryland, EUA) que n&o requer

enriquecimento celular em meio liquido.

Figura 9 — Teste de Coagulase positivo em meio Coagulase Plasma, Rabbit with EDTA (Fonte: autor)

O procedimento experimental que foi utilizado para a pesquisa deste parametro
encontra-se descrito no Anexo 7 em forma de fluxograma.

Segundo o método usado, os Estafilococos Totais sdo bactérias que se desenvolvem no
meio MSA e que sdo classificadas como cocos Gram positivos, respondem
positivamente ao teste da catalase, apresentam um tipo respiratorio aerobio e anaerébio
facultativo e sintetizam a catalase. Os Estafilococos C+ s@o Estafilococos (totais) que
formam coagulos quando sujeitos ao teste da coagulase.

A partir do nimero de colonias quantificadas na membrana, do nidmero de coldnias
repicadas por cada sector (colénias com as mesmas caracteristicas) e tendo em conta 0s
resultados dos ensaios de confirmacao foi determinado o nimero de ufc por 100 mL™
para o Total de Estafilococos e Estafilococos C+, de acordo com o descrito na 1SO
8199:2005.

5.4. Ficha de caracterizacdo de campo

Adicionalmente as colheitas das amostras foram recolhidas informac@es in loco sobre o
cumprimento dos planos HACCP e/ou Boas Praticas em Seguranca Alimentar
associados aos procedimentos de uso do gelo por recurso a “Ficha de Caracterizagéo de
Campo” (Anexo 8).

Esta ficha de campo/questionario foi preenchida aquando das colheitas das amostras,
sendo posteriormente associada a amostra de gelo.

Tendo em consideracdo que ndo houve repeticdo do local de colheita para as amostras
de gelo, o tamanho da populacéo das respostas as fichas de campo tambem foi de 31.

A ficha de campo era do tipo quantitativo e qualitativo, tendo por base os objetivos do
trabalho e que pretendeu avaliar determinados pontos dos requisitos associados as Boas
Praticas em Seguranga Alimentar e ao HACCP mas numa perspetiva focada na

qualidade do produto gelo e que foi baseada na Lista de Verificacdo — Higiene
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Alimentar na Restauracdo Colectiva do Departamento de Alimentacdo e Nutricdo do
INSA (Amorim, 2006.).

A ficha de campo foi estruturada em duas partes:

- Caracterizacdo geral do estabelecimento, associados ao cumprimento de alguns dos
requisitos associados a seguranca alimentar;

- Boas Praticas de Producdo e Manuseamento do gelo, onde se tentou caracterizar o
gelo, desde a sua producdo até a sua utilizacdo no consumidor final de modo a tentar
estabelecer alguma relagdo com a qualidade microbioldgica do gelo.

As fichas foram preenchidas com base nas evidéncias, assim como nas informagoes
obtidas através da palavra dos manipuladores/responsaveis associados a esses
estabelecimentos.

Todos estabelecimentos inquiridos utilizavam o gelo para refrigerar bebidas. Apenas um
estabelecimento mencionou que usava o gelo para refrigerar e conservar alimentos
através do contacto directo do gelo com os alimentos (item 2).

Os itens associados a caracterizacdo da maquina de producéo de gelo (item 4 e diversas
alinhas) apenas foi preenchido para as situacbes em que o gelo disponibilizado aos
clientes fosse produzido por maquina de gelo do préprio estabelecimento (n=28).

Outra situacdo adicional, que impossibilitou o preenchimento dos itens 4.1 ao 4.8, foi
num Restaurante que devido as grandes quantidades de gelo utilizado e as limitac6es de
espaco das instalacdes, tem a maquina instalada num armazém localizado noutro
edificio, tendo sido impossivel obter informagdes sobre a mesma.

Verificou-se a existéncia de uma grande diversidade de maquinas utilizadas para a
producdo de gelo e todas se encontravam a ser alimentadas com agua proveniente do
sistema publico de abastecimento.

O item 14 contemplava a correcta utilizacdo das luvas descartaveis, contudo aquando
das visitas ndo foi possivel verificar a utilizacdo das mesmas uma vez que as colheitas
ndo foram efectuadas pelos manipuladores e nas situacfes analisadas a utilizagdo das

luvas ndo foi mencionada.

5.5. Andlise estatistica

A exploragdo inicial dos dados revelou, através de histogramas, caixas de bigodes
(boxplots) e do teste de Shapiro-Wilk, que algumas das variaveis apresentam valores
extremos (outliers) e/ou distribuicdo assimétrica, respetivamente, revelando assim a

necessidade de uma normalizacdo. Assim, usou-se a transformacdo angular em dados
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proporcionais e logaritmica nas restantes varidveis continuas. As varidveis de natureza
categorica foram decompostas para que cada classe passasse a ser traduzida por uma
forma binéria.

O processo de andlise estatistica dos dados foi dividido em trés fases distintas: (i)
estatistica descritiva (média, mediana, desvio-padrdo, entre outras), (ii) teste de
hipoteses simples (teste ndo paramétrico Mann-Whitney e o teste exato de Fisher) para
verificar a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre as variaveis e
(iii) regressdo linear simples (correlacdo de Spearman) para verificar a existéncia de
relagBes entre variaveis. Recorreu-se aos testes estatisticos ndo paramétricos visto néo
estarem reunidos o0s pressupostos de normalidade dos dados, embora a amostra
apresente dimenséo superior a 30 (n = 31), na maioria das suas variaveis.

O p-value, também designado por nivel descritivo do teste, é a probabilidade que mede
se 0s dados da amostra sugerem a rejeicdo da hipétese nula (Ho) ser verdadeira. Este
calculo (p-value) foi utilizado em todos os testes estatisticos de forma a avaliar
estatisticamente a hipotese nula. Para tal, recorreu-se a um nivel de significancia igual a
0,05 (o = 0,05).

Toda a analise estatistica dos dados foi realizada no programa R, versdo 3.1.0 (The R
Foundation for Statistical Computing 2014).
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I11. Resultados e Discussao

1. Avaliagdo global dos resultados microbiologicos do gelo

No anexo 10 encontram-se compilados todos os resultados microbiologicos obtidos
durante o estudo e a partir dos quais foram determinados os dados estatisticos para cada
um dos parametros microbioldgicos analisados (Tabela 7).

Devido ao elevado numero de resultados nulos ou superiores aos limites de
quantificacdo do método que foram obtidos, optou-se por ndo fazer a transformacéo
logaritmica desses resultados, a excepcdo dos MC a 22 °C e a 36 °C, ja que a
amostragem seria largamente reduzida e os resultados obtidos ndo expressariam a
realidade investigada.

Excluindo os resultados dos MC a 22 °C, a 36 °C e Total de Estafilococos (que serdo
analisados mais a frente), os parametros que apresentaram maior frequéncia de
positividade foram os parametros Bactérias Coliformes e Enterococos Intestinais,
ambos com 19,4% (seis resultados positivos das 31 determinagOes efectuadas em cada
um dos parametros).

Estes valores de frequéncia sdo muito semelhantes aos obtidos no estudo realizado no
Porto por Mendes (2009), com uma populacdo de 23 amostras. Nesse estudo, Bactérias
Coliformes e Enterococos Intestinais foram também os que apresentaram maior nimero
de resultados positivos (21,7% e 17,4%, respetivamente). Em contrapartida Ferreira
(2010), num estudo realizado no Brasil com gelo comercial, obteve resultados
largamente superiores aos obtidos no presente trabalho, 93,1% e 79,3%, respetivamente.
No Reino Unido, Nichols, Gillespie & Louvois (2000) obtiveram 9% de resultados
positivos para Bactérias coliformes e 12,3% para Enterococos Intestinais em 143
amostra de gelo usado para refrigerar bebidas. Enquanto a FSAI, no estudo
desenvolvido de 2007, constatou uma frequéncia de 24,8% para Bactérias Coliformes e
4,5% de Enterococos Intestinais.

No presente estudo, observou-se ainda que estes dois parametros apresentaram uma
amplitude de resultados muito idéntica entre si, 0-14 ufc 100 mL™ para Bactérias
Coliformes e 0-13 ufc 100 mL™ para Enterococos Intestinais.

No que se refere aos parametros E. coli, assim como C. perfringens apenas foram
detetados em uma amostra (3,2%) e com valores de ufc muito reduzidos. As frequéncias

obtidas, no estudo de Mendes (2009) para estes parametros foi de 4,3% e 8,7%,
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respectivamente. Noutros estudos, Nichols et al. (2000) detetou E. coli em 1% das
amostras e a FSAI no relatorio de 2007 obteve 2% de amostras positivas.

Em trés (9,7%) das amostras foi detetada P. aeruginosa. Igual nimero foi determinado
para os Estafilococos C+, enquanto 20 amostras (64,5 %) apresentaram positividade
para os Estafilococos. Ressalta-se que 15% das amostras que apresentaram
Estafilococos (totais) continham estirpes de Estafilococos C+.

A amplitude de resultados referentes a estes trés ultimos parametros ultrapassou o valor
méximo associado ao método, ou seja, 80 ufc 100 mL™ para o parametro P. aeruginosa
e 100 ufc 100 mL™ para os dois pardmetros de Estafilococos. Ressalva-se que a
totalidade dos resultados positivos de P. aeruginosa e Estafilococos C+ corresponde a
30% do total de resultados positivos obtidos para os parametros até aqui analisados.
Comparando a percentagem de resultados positivos para P. aeruginosa com outros
estudos verifica-se que o resultado obtido no presente estudo foi cerca de trés vezes
superior ao obtido na Grécia por Gerokomou et al. (2011) em amostras de gelo
comercial (3%). Também a amplitude de resultados foi menor no referido estudo (1-22
ufc 100 mL™). Noutro estudo desenvolvido pelo Western Australian Food Monitoring
Program (WAFMP) (1999), verificou-se que a percentagem de amostras em que foi
detetada P. aeruginosa foi de 4% independentemente do gelo ser ou ndo comercial.

P. aeruginosa sendo um microrganismo oportunista, esta associado ao desenvolvimento
de doencas graves em pessoas com o sistema imunitario debilitado e a sua presenca
indica falhas nos procedimentos de manipulacdo do gelo (WAFMP, 1999).

Para a quantificacdo de MC a 22 °C e a 36 °C foi utilizado, como j& mencionado, um
meio sem inibidores, possibilitando o crescimento de todo o tipo de bactérias (e também
alguns bolores e leveduras). Assim sendo estes parametros quantificam todos os
microrganismos que tenham a capacidade de se multiplicar na presenca de oxigénio
(aerdbios estritos ou facultativos) e nas temperaturas mencionadas.

Deste modo a elevada positividade para a quantificacdo de MC a 22 °C e a 36 °C esta
intrinseca as caracteristicas do produto analisado: matéria-prima ndo estéril,
manipulacdo humana e a excepg¢éo do cloro (originério da matéria prima) nao sofre mais
nenhum tipo de tratamento que reduza e/ou elimine a carga microbiana.

Dos dados mencionados na Tabela 7 para 0s MC a 22 °C e a 36 °C destaca-se o valor de
mediana de 89 e 19 ufc mL™, respetivamente. Valores estes que sdo muito préximos

quando esta funcdo é calculada ap6s transformacéo logaritmica dos dados.
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Estes valores de mediana também s&o indicativos da existéncia de uma maior proporgao
de microrganismos de origem ambiental (MC a 22 °C) em comparagdo com o0s de
origem animal (MC a 36 °C).

Tabela 7 - Resumo estatistico dos valores obtidos para os parametros microbiolégicos

Parametro Valor Valor Media Mediana Desvio Ne de
Microbioldgico Minimo Méximo Padrdo positivos
MC 22 °C 1 >3000*  4617(114%) 89%(88") 704%(7% 31 (100)
MC 36 °C 0 2600 198 (30%) 19 (24" 594 (547  28(90,3)
Bact. Coliformes 0 14 1 0 3 6 (19,4)
E. coli 0 1 0 0 0 1(3,2)
Enterococos 0 13 1 0 3 6 (19,4)
C. perfringens 0 2 0 0 0 1(3,2)
P. aeruginosa 0 >80* 0* 0* 1* 3(9,7)
Estafilococos C+ 0 >100* 1* 0* 5* 3(9,7)
Total de 0 >100* 10* 2" 22" 20 (64,5)

As unidades dos resultados dos pardmetros microbiolégicos sdo ufc mL™ para 0s MC a 22°C e a 36 °C e
ufc 100 mL™ para os restantes parametros; *Limite superior de quantificagdo; * Valor obtido apés
exclusdo dos valores indeterminados; * Valor obtido ap6s a transformagdo dos resultados obtido em

log10, excluindo os valores indeterminados ou nulos e posteriormente aplicou-se o antilog10

2. Distribuicéo dos resultados (histogramas de frequéncia)

Para uma melhor interpretacdo/andlise dos resultados optou-se por distribuir o valor dos
resultados obtidos para MC a 22 °C, MC a 36 °C e Total de Estafilococos por categorias
e representacdo grafica. A justificacdo pelo facto ndo se ter procedido de igual modo
para os restantes pardmetros deveu-se ao elevado nimero de resultados negativos
obtidos.

O histograma de MC a 22 °C (Figura 10) mostra a frequéncia dos resultados obtidos
para as amostras de acordo com intervalos relevantes. Constatou-se que mais de 50%
dos resultados obtidos se encontravam no intervalo de 0-100 ufc mL™, sendo a restante
populacdo distribuida mais ou menos uniformemente pelas restantes categorias (a
excepcao da ultima categoria, que corresponde ao limite méximo de quantificacdo do
método utilizado).

Mendes (2009) obteve 44% dos resultados abaixo de 300 ufc mL™. Observando os
resultados no Anexo 10, verificou-se que essa percentagem foi superior (64,5%), 0 que
poderd indicar melhores condi¢des gerais de higiene, uma vez que a carga microbiana se

situa maioritariamente em niveis mais baixos.
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Figura 10 - Histograma dos resultados obtidos para Microrganismos a 22°C

De forma idéntica, construiu-se o histograma para MC a 36 °C (Figura 11) de modo a
avaliar a frequéncia dos resultados obtidos para as amostras de acordo com intervalos
relevantes. Constatou-se que a grande maioria, 90,3% dos resultados obtidos se
encontravam no intervalo de 0-100 ufc mL™ e 51,6% se situavam no intervalo de 0-20
ufc mL™. Apenas se obteve um valor entre os 501 e os 1000 ufc e dois valores na
categoria de 1001 a 3000 ufc.

Comparando estes resultados com os resultados obtidos por Mendes (2009) tendo por
base os resultados inferiores a 300 ufc mL™ e observando os resultados apresentados
Anexo 10, constata-se que se obteve mais 16,3% de amostras com resultados nesse
intervalo. A semelhanca do que foi analisado para 0 MC a 22 °C verifica-se que o nivel
de contaminacéo para 0 MC a 36 °C obtido no presente estudo também € inferior ao
obtido por Mendes (2009).
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Figura 11 - Histograma dos resultados obtidos para Microrganismos a 36 °C

Efetuou-se uma regressao linear com o objetivo de verificar se existe alguma relacéo
entre 0s MC a 22 °C e a 36 °C, embora ndo esquecendo que ambos 0s parametros sdo
indicativos da presenga de microrganismos de diferentes origens (22 °C ambiental e
36 °C, humana). A ideia subjacente era verificar a necessidade de avaliar os MC a 22
°C, visto ser um parametro que nédo é referido pela maioria das entidades que emitiu

valores guia para 0s parametros microbioldgicos associados a qualidade do gelo.
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Utilizou-se o teste correlacdo de Spearman para verificar a existéncia de referida relagdo
e os dados obtidos foram r (coeficiente de correlacdo) = 0,680 associado a um p-value =
0,000. O valor de r indicou uma correlacdo positiva ndo perfeita (isto €, quando uma
varidvel aumenta, a outro também e embora em propor¢oes diferentes) e valor de p-
value indicou-nos que essa relacdo é significativa. Este resultado fortalece a ideia da
inutilidade da pesquisa dos MC a 22 °C, parametro apenas referenciado pelo DL n.°
306/2007.

Através da andlise da distribuicdo dos valores obtidos para Total de Estafilococos,
(Figura 12), constatou-se que 35,5% dos resultados determinados foram nulos, 38,7%
situou-se entre 1 e 10 ufc 100 mL™ e 22,6% dos resultados obtidos foram superiores ao

limite superior de quantificacdo do método (100 ufc 100 mL™).
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Figura 12 - Histograma dos resultados obtidos para Total de Estafilococos

Testou-se paralelamente a existéncia de uma correlacdo entre os MC a 36 °C e o Total
de Estafilococos. Este teste tinha como objetivo verificar a importancia da pesquisa do
parametro Total de Estafilococos como uma mais valia para a avaliacdo do nivel de
higienizacdo das amostras de gelo em comparacdo com os MC a 36 °C. Salienta-se que
este pardmetro ndo € mencionado em nenhum dos referenciais da qualidade do gelo,
nem da &gua para consumo humano e como tal também ndo existe valor guia.

Utilizou-se novamente o teste de correlagdo de Spearman contudo os valores obtidos
foram r = 0,287 e p-value de 0,196. Estes valores indicam que a correlagéo entre ambos
é fraca e que ndo é significativa. Isto indica que o Total de Estafilococos & um
parametro em que os resultados sdo independentes dos obtidos para os MC a 36 °C,
embora ambos sejam indicadores do nivel de higiene e cresgcam a temperatura de 36 °C.
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3. Avaliacéo da qualidade microbioldgica do gelo de acordo com o Decreto-Lei
n.° 306/2007

Os critérios definidos pelo DL n.°306/2007, associados aos parametros analisados
encontram-se expressos na Tabela 2 e que, como ja foi mencionado anteriormente, séo
0s requisitos microbioldgicos adotados em Portugal para garantir a qualidade do gelo

com finalidade de ser consumido pelo Homem.

12 Fase: Avaliacdo dos parametros mencionados no DL n.° 306/2007 com Valor

Paramétrico definido

A 12 Fase consistiu apenas na verificacdo da conformidade dos resultados obtidos para
0s parametros mencionados no DL e com Valor Paramétrico (VP) definido, isto €é: a
amostra ndo deve apresentar Bactérias Coliformes, E. coli, Enterococos Intestinais e C.
perfringens por 100 mL de amostra.

A frequéncia de amostras ndo conformes/impréprias em funcdo do incumprimento de
acordo com o DL esta apresentada na Tabela 8.

Das amostras analisadas, verifica-se que 25,8% (ICys de 9,4% a 42,1%, pelo teste
Mann-Whitney) obtiveram, em pelo menos um dos parametros descritos, um resultado
superior ao VP (isto ¢, diferente de “0”) e como tal foram classificadas como amostras
ndo conformes em relacdo a qualidade microbiologica.

Esta percentagem, é concordante com a obtida por Mendes (2009), em que 26% das
suas amostras foram classificadas como ndo conformes. Segundo a autora, os resultados
obtidos ficaram a dever-se sobretudo a falta de formacdo dos manipuladores, assim
como a inexisténcia de um sistema HACCP associado as maquinas de producéo de gelo.
Neste estudo, a presenga em simultidneo de “Bactérias Coliformes e Enterococos
Intestinais” foi o incumprimento que mais contribuiu para a classificagdo de ndo
conforme com 37,5 % do total seguido de “Bactérias Coliformes” que foram

responsaveis por 25% dos incumprimentos.

22 Fase: Avaliacdo dos pardmetros mencionados no DL n.° 306/2007 com Valor

Paramétrico definido, incluindo os pardmetros P. aeruginosa e Estafilococos C+

Como se pode observar na Tabela 8, analisando os resultados dos parametros referidos
na 12 Fase e adicionando os resultados obtidos para os parametros P. aeruginosa e
Estafilococos C+ (ambos, microrganismos potencialmente perigosos e pelo que devem

estar ausentes na agua destinada ao consumo humano de acordo com alinha a) do 2°
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ponto do artigo 8 do Capitulo Il do DL n.°306/2007), observa-se que 41,9 % (ICgys de
23,5 % a 60,3 %, através do teste Mann-Whitney) das amostras analisadas ndo estdo a
apresentar os requisitos de qualidade exigidos.

A pesquisa destes dois parametros adicionais levou a que mais cinco amostras fossem
classificadas como ndo conformes (em comparacdo com a avaliacdo efetuada na 12
Fase), o que corresponde a um incremento de 16,1% de amostras com incumprimento
resultante da contaminacgéo inter-humana proveniente da manipulagcdo do gelo. Apesar
desse incremento de amostras ndo conformes aquando da 22 Fase de avaliacdo o teste de
Fisher ndo mostrou diferencas significativas entre os resultados obtidos entre a 1% e 22
Fase (p-value = 0,139).

Os incumprimentos com maior percentagem foram: “Bactérias Coliformes e
Enterococos” e “P. aeruginosa”. Cada incumprimento foi responsavel por 23,1% do
total de obtido.

O incumprimento “P. aeruginosa” mais “Estafilococos C+” foram responsaveis por
38,5% dos incumprimentos detetados nas amostras (correspondendo a cinco das 13
amostras detectadas com incumprimento), valor que é consideravelmente relevante.

A classificacdo obtida nesta 22 fase é que vai ser utilizada ao longo da restante
apresentacdo e discussdo de resultados, quando se referir a conformidade/qualidade

(microbiolégica) das amostras de gelo.

Tabela 8 — Frequéncia das amostras ndo conformes de acordo com o incumprimento

1% Fase 2% Fase
Incumprimento Frequéncia: n (%)  Frequéncia: n (%)

Bactérias Coliformes 2 (25,0) 2 (15,4)
Bactérias Coliformes, E. coli e Enterococos Intestinais 1(12,5) 1(7,7)
Enterococos Intestinais 1(12,5) 1(7,7)
Bactérias Coliformes e Enterococos Intestinais 3(37,5) 3(23,1)
Enterococos Intestinais e C. perfringens 1(12,5) -
Enterococos Intestinais, C. perfringens e Estafilococos C+ - 1(7,7)
P. aeruginosa - 3(23,1)
Estafilococos C+ - 2 (15,4)
Total 8 (25,8) 13 (41,9)

A distincdo entre a avaliacdo da 1° e 2° fase consiste no facto de os valores obtidos de P. aeruginosa e

Estafilococos C+ no primeiro caso nao terem sido considerados em termos de conformidade da amostra.
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32 Fase: Avaliacdo dos pardmetros Microrganismos Cultivaveis a 22 °C e a 36 °C

Tendo em consideracdo as orientacbes do DL n.° 306/2007, o valor dos resultados dos
parametros MC a 22 °C e a 36 °C ndo estdo diretamente implicados no incumprimento
da qualidade da agua, uma vez o VP apenas refere “sem alteracdo anormal”. Para o
controlo de qualidade da &gua, isto significa que os VP devem ser criados com base no
historico, que infelizmente ndo foi possivel obter nem determinar. Contudo, no DL estes
dois parametros apresentam uma recomendacdo relativamente aos seus valores que é:
“nao ¢ desejavel que o nimero de coldnias a 22 °C e a 37 °C seja superior a 100 e a 20,
respetivamente”.

Tendo em consideracdo o Valor Recomendado (VR), a Tabela 9 apresenta a frequéncia
dos MC a 22 °C e a 36 °C com resultados superiores ao VR. Verifica-se que o resultado

obtido para cada um dos parametros de MC obteve 48,4% dos resultados acima do VR.

Tabela 9 — Frequéncia dos parametros Microrganismos Cultivaveis a 22 °C e a 36 °C com resultados

acima do Valor Recomendado

Parametro Frequéncia: n (%)
MC 22 °C 15 (48,4)
MC 36 °C 15 (48,4)

Na Tabela 10 distribuiram-se as amostras com valores superiores ao VR para os MC a
22 °C, a 36 °C ou ambos em funcdo da sua classificagdo consoante a sua conformidade
para com os restantes parametros microbioldgicos (Ponto 3 -22 Fase).

Constatou-se que os 15 valores de cada MC elevados correspondem a uma globalidade

de 19 amostras com pelo menos um dos valores de MC superiores ao VR.

Tabela 10 — Distribuicéo das frequéncias globais das amostras com resultados de Microrganismos

Cultivaveis superiores ao Valor de Referéncia em funcdo da sua conformidade

Frequéncia n (%)

Parametro Conforme N&o conforme
MC 22°C 3(9,7) 1(3,2)
MC 36°C 2 (6,5) 2 (6,5)
Ambos 6 (19,4) 5 (16,1)
Total 11 (25,8) 8 (22,6)

! Percentagem em funcéo do nimero total da populacio

Observou-se que das 13 amostras que apresentaram resultados ndo conformes (segundo

0 Ponto 3 -2° Fase), oito delas também possuiam MC elevados (num dos parametros ou
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em ambos) e que das 18 amostras classificadas como conformes, 11 (25,8%)
apresentaram resultados de MC superiores ao desejado. Isto significa que 61,1% e
61,5% das amostras classificadas como conformes e ndo conformes respetivamente,

apresentaram pelo menos um dos valores de MC superior ao VR.

4. Avaliacdo dos resultados em funcao dos critérios microbioldgicos definidos por

outras entidades internacionais

Na Tabela 11 encontra-se descrito a frequéncia das amostras ndo conformes tendo por
base os critérios estabelecidos para cada uma das entidades mencionadas (ver Tabela 2).
Nos critérios estabelecidos é mencionado que a carga microbiana ou MC é determinada
a temperatura de 35 °C. No presente estudo o parametro analisado que serviu para
efectuar a comparacéo foi o MC a 36 °C. A diferenca de um grau é irrelevante e prende-
se com diferentes orientacBes a niveis geogréaficas e o intervalo de temperatura de MC a
36 °C contempla uma amplitude de trabalho de +2 °C, englobando o valor de 35 °C.
Optou-se por avaliar a Unica amostra de gelo comercial também segundo estes critérios
ao invés do avaliar segundo os critérios especificos para gelo produzido
industrialmente, ja que o gelo amostrado se encontrava num saco que ja tinha sido
aberto anteriormente de acordo com o procedimento rotineiro do estabelecimento em
questdo, o que ndo inviabiliza uma contaminacdo aquando ou posterior a abertura. Além
de que o objetivo deste estudo ndo se prende com verificar a qualidade do gelo
produzido a nivel industrial, mas sim a qualidade final desse produto quando servido ao
cliente neste tipo de estabelecimentos, independentemente do método de producéo.
Contudo, caso classificada como gelo produzido em inddstrias proprias para esse fim,
essa amostra ndo cumpria os requisitos estipulados pela FEHD e IPIA para o gelo
comercial, devido & contaminacdo por Bactérias Coliformes. Como ja referido
anteriormente, este estudo ndo conseguiu enquadrar temporalmente o momento da
contaminacédo, uma vez que a colheita da amostra so foi efetuada depois do saco de gelo
estar aberto e em utilizagéo.

Classificando as amostras segundo os varios critérios fornecidos pelas diferentes
entidades, verificou-se que os critérios estabelecidos pela FSAI foram os que levaram a
um maior numero de amostras com incumprimento. Este valor de incumprimento €

igual ao valor obtido pela avaliagdo segundo o DL n.°306/2007 (Ponto 3-1? fase,
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excluindo a avaliagdo que contempla os microrganismos P. aeruginosa e Estafilococos
C+).

Esta equivaléncia de incumprimentos tem a ver com o facto de esta entidade apresentar
também como requisito a pesquisa de Enterococos Intestinais (para além das Bactérias
Coliformes e E. coli).

Comparando as frequéncias de amostras ndo conformes obtidas no presente estudo
segundo o referencial da FSAI, a frequéncia (27,1%) obtida por esta entidade no estudo

realizado em 2007, verifica-se que os valores sao muito idénticos.

Tabela 11 - Frequéncia das amostras com incumprimento em funcdo dos critérios estabelecidos por

diferentes entidades (excluindo os pardmetros recomendados)

Entidade/Fonte Ambito Frequéncia: n (%)
FEHD, 2005 Gelo produzido em estabelecimento de alimentacéo 3(9,7)
WHO, 201128 Agua para Consumo Humano 6 (19,4)
FSAI, 2007 Gelo 8 (25,8)
Portaria2.914/2011, Brasil  Agua para Consumo Humano 6 (19,4)

5. Analise da conformidade das amostras de gelo em func¢éo do tipo de

estabelecimento e método de producéo do gelo

Distribuiram-se as amostras de acordo com a qualidade do gelo apresentada com base
na avaliagdo do ponto 3-22 Fase, em funcdo de duas variaveis: tipo de estabelecimento e
método de producéo do gelo.

A Tabela 12 apresenta a distribuicdo da conformidade das amostras em funcéo do tipo
de estabelecimento.

Analisando a Tabela observou-se que o tipo de estabelecimento que obteve maior
percentagem de amostras com classificagdo ndo conforme, foi a categoria de
Restaurante (53,3%), seguido de Café/Bar/Cafetaria (33,3%) e por Gltimo a categoria
Hotel (28,6%).

Verificou-se que 25,8% das 31 amostras analisadas apresentaram qualidade
microbiologica ndo conforme e eram provenientes de Restaurantes.

Avaliou-se estatisticamente, se 0 tipo de estabelecimento estava relacionado com a
avaliacdo efectuada no ponto 3-22 Fase e os resultados obtidos através do teste de Fisher
vieram mostrar ndo existirem diferencias significativas entre o tipo de estabelecimento

analisado e os resultados microbioldgicos obtidos para o gelo (p-value = 0,455).

67



Qualidade Microbiol6gica do Gelo usado em Estabelecimentos de Restaurac&o e de Bebidas na Cidade de Evora

O facto da menor percentagem de amostras ndo conformes se encontrar nos
estabelecimentos hoteleiros pode dever-se ao facto, como ja& mencionado anteriormente,
de estes serem muitas vezes sujeitos a auditorias internas no ambito da Seguranca
Alimentar, existindo ja o conhecimento de considerar o gelo como uma fonte de perigos

para a seguranca alimentar dos utilizadores desse espaco.

Tabela 12 - Distribuicdo das amostras pelo tipo de estabelecimento em funcéo da qualidade

microbiolodgica do gelo

Frequéncia
Conforme Né&o conforme
Tipo _de n (%) _
Estabelecimento % % % Tipo de
n (%) 1 n(%) 1 . >
glogal glogal™ estabelecimento
Restaurante 15(48,4) 7(38,9) 226 8(615) 258 53,3
Café/Bar/Cafetaria 9 (24) 6 (33,3) 194  3(231) 9,7 33,3
Hotel 7(22,6) 5(27,8) 16,1  2(15,4) 6,5 28,6
Total 31(100) 18(100) 58,1 13(100) 41,9

'Percentagem em funcdo do ndmero total da populacdo; “Percentagem em funcdo do tipo de

estabelecimento.

A Tabela 13 apresenta a distribuicdo das amostras segundo o0 método de producgdo do
gelo. Devido ao reduzido numero de andlises de gelo comercial ou produzido de uma
forma mais domeéstica (em sacos e cuvetes) poucas conclusdes se conseguem retirar.
Verificou-se que a totalidade das amostras de gelo comercial (uma), assim como o gelo
produzido através dos sacos/cuvetes (duas) apresentaram resultados ndo conformes.
Estes valores, em especial os verificados no gelo produzido de forma mais artesanal, ja
seriam esperados devido as inimeras possibilidades de contaminacdo ao longo de todo
0 seu processo, desde logo pelo facto de se tratar de métodos manuais.

Relativamente ao gelo comercial e pressupondo que se trata de um gelo com qualidade
controlada, a contaminagdo pode advir da contaminacdo exterior do saco e posterior
transferéncia para o seu interior aquando da sua abertura, degradagdo/ruptura da
embalagem e/ou aquando do manuseamento do gelo por parte dos manipuladores do

estabelecimento em questé&o.
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Relativamente as amostras de gelo produzido internamente por maquinas do proprio
estabelecimento, verificou-se que 35,7% dessas amostras obtiveram resultados néo
conformes.

Comparando com os dados obtidos por Mendes (2009), verificou-se que a taxa de
estabelecimentos que produzem o gelo por recurso a maquinas é idéntica.

Este método de producdo foi responsével, nesse estudo, pelo total de amostras nédo
conformes, ndo resultando nenhuma amostra ndo conforme de gelo proveniente de sacos
de congelacdo ou comercial. Em contrapartida no presente estudo todas as amostras de
gelo que ndo foram provenientes de maquina de gelo obtiveram a classificagdo de
amostras ndo conformes.

O teste de Fisher aplicado para verificar a existéncia de diferencas significativas entre o
método usado para produzir o gelo e a avaliacdo efectuada as amostra de gelo no ponto
3-2% Fase mostrou ndo existir relacdo entre ambas as variaveis (p-value = 0,0636),
embora o valor de p-value esteja muito préximo do valor (0,05), a partir do qual existe

significancia entre as variaveis estudadas.

Tabela 13- Distribuicdo das amostras pelo método de producéao de gelo em funcéo da qualidade
microbiolodgica do gelo

Frequéncia
Conforme Né&o conforme
%
Método de produgéo de Gelo n (%) n(%) %glogal' | n(%) %glogal’ Método
produgio?

oo Maauina de Gelo 28(90,3) 18(100) 581 |10(76,9) 323 357

Sacos/cuvetes 2(65)  0(0,0) 00 | 2(154) 6,5 100
Comercial 1(3,2) 0(0,0) 0,0 1(7,7) 3,2 100
Total 31 (100) 18 58,1 | 13(100) 419

IPercentagem em funcdo do niimero total da populagdo; “Percentagem em funcéo do método de producéo.

A Tabela 14 apresenta a distribuicdo dos incumprimentos detetados em funcdo do
método de producéo de gelo e do tipo de estabelecimento.

Observou-se que a contaminagdo por P. aeruginosa ocorreu apenas no gelo fabricado
pelo préprio estabelecimento por recurso a maguinas e é transversal a todo o tipo de
estabelecimentos.

Tanto as Bactérias Coliformes, como os Enterecocos foram detetados em amostras de
gelo provenientes de todos 0os métodos de producdo analisados, assim como dos trés
tipos de estabelecimentos. A excepcio das situagdes enunciadas na Tabela 14 em que
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ndo foram analisadas amostras, a Unica situacdo em que ndo foi detetada nenhuma
amostra com Bactérias Coliformes ou Enterococos Intestinais foi nos estabelecimentos
de Café/Bar/Pastelaria associada ao método de producdo interna com recurso a maquina

prépria.

Tabela 14 - Distribuicdo dos tipos de incumprimentos em funcdo do tipo de estabelecimento e do método

de producdo de gelo

Incumprimento
Tipo Estabelecimento

Método de producao Restaurante Café/Bar/Pastelaria Hotel Total
BC
. BC/ E. coli/
BC P. aeruginosa
Aqui BC/Entero
gl;%uma de Ent Entero 10
Interno ntero
P. aeruginosa Estafilococos C+

) P. aeruginosa
Estafilococos C+

Entero/C.perfringens/

Sacos/cuvete Estafilococos C+ BC/Entero n.a. 2
Comercial BC/Entero n.a. n.a. 1
Total 8 3 2 13

BC — Bactérias Coliformes; Entero — Enterococos Intestinais n.a. — ndo aplicavel.

6. Analise da conformidade dos resultados de Microrganismos Cultivaveis a 22 °C
e a 36 °C, em funcéo do tipo de estabelecimento e método de producéo do gelo
Distribuiram-se as amostras tendo como premissa o facto dos resultados se encontrarem
de acordo com 0 VR, em funcdo de duas variaveis: tipo de estabelecimento e método de
producdo do gelo.
Segundo a Tabela 15, dos 15 resultados superiores ao VR obtidos para os MC a 22 °C e
a 36 °C, a categoria Restaurante, em ambos os parametros, foi o que mais contribuiu
para esses resultados (seis e sete, respetivamente). Noutra perspetiva, das 31 amostras
analisadas, 19,4% e 22,6%, foram provenientes de Restaurantes e em simultdneo com
valores de MC superiores ao recomendado para 0 MC a 22C e a 36 °C, respetivamente.
As diferengas descriminadas anteriormente ndo sao relevantes estatisticamente uma vez
que o teste de Fisher mostrou que os resultados/avaliagdo dos MC a 22 °C (p-value =
0,426) e os MC a 36 °C (p-value = 0,338) ndo sdo diferentes estatisticamente quando

comparados com o tipo de estabelecimento.
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Tabela 15- Distribui¢do das amostras pelo tipo de estabelecimento em funcéo da conformidade dos

valores de Microrganismos a 22 °C e a 36 °C

Frequéncia
Tipo de Conforme Néo Conforme
Estabelecimento n (% 0 9 0% ti
o n (%) (glof))al)1 n (%) (glof;al)1 estabe/i)etcliprﬁento2
O Restaurantes 15 (48,4) 9 (56,3) 29 6 (40,0) 194 40,0
°&. Café/Bar/Cafetaria 9(24,00 5(313) 16,1 4 (26,7) 12,9 44,4
O Hotel 7(22,6) 2(12)5) 6,5 5(33,3) 16,1 71,4
= Total 31(100) 16 (100) 51,6 15 (100) 48,4
(, Restaurantes 15 (48,4) 8 (50,0) 25,8 7 (46,7) 22,6 46,7
Og Café/Bar/Cafetaria 9 (24) 6 (37,5) 19,4 3(20,0) 9,7 333
% Hotel 7(22,6) 2(12,5) 6,5 5(33,3) 16,1 71,4
Total 31 (100) 16 (100) 51,6 15 (100) 48,4

Percentagem em funcdo do ndmero

estabelecimento.

total da populagdo; “Percentagem em funcdo do tipo de

A Tabela 16 apresenta a distribuicdo das amostras segundo o método de producdo de

gelo. Analisando a Tabela constatou-se que a amostra de gelo comercial apenas

apresentou os MC a 36 °C superior ao VP, o que é indicativo de contaminacdo de

origem humana (apenas).

Cerca 50% das amostras de gelo, produzido internamente com a propria maquina,

apresentaram valores de MC a 22 °C e a 36 °C superiores ao VR.

Tabela 16 - Distribuicdo das amostras pelo método de producdo de gelo em funcdo da conformidade dos

valores de Microrganismos Cultivaveis a 22 °C e a 36 °C

Frequéncia
Método de Producéo do Conforme Né&o Conforme
0, ,
T ™ gl O oy

Interno Maquina de Gelo 28 (90,3) 14 (87,5) 45,2 14 (93,3) 45,2 50,0
&) Sacos/ Cuvetes 2 (6,5) 1 (6,25) 3,2 1(6,7) 3,2 50,0
& Comercial 1(3,2) 1(3,2) 3,2 0,0 0,0 0,0

Total 31 (100) 31 (100) 51,6 15 (100) 48,4

Interno Maquina de Gelo 28 (90,3) 15 (93,75) 48,4 13 (86,6) 41,9 46,4
&) Sacos/ Cuvetes 2 (6,5) 1 (6,25) 3,2 1(6,7) 3,2 50,0
& Comercial 13,2 0(0,0) 0,0 1(6,7) 3,2 100

Total 31 (100) 16 (100) 51,6 15 (100) 48,4

Percentagem em funcéo do nimero total da populacdo; “Percentagem em funcao do método de producao.
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Estes dados ndo apresentam diferencas significativas entre o método de producdo de
gelo e avaliagdo efectuada aos valores obtidos para os MC a 22 °C e a 36 °C uma vez
que os valores obtidos de p-value, através do teste de Fisher foram muito elevados (22
°C: p-value = 1, valor indicativo da nao existéncia total de alguma relacdo e a 36 °C: p-
value = 0,733).

7. Analise dos parametros de campo: Cloro e pH

No Anexo 9 foram compilados todos os valores registados de Cloro e pH, obtidos
durante o presente estudo. Os dados estatisticos determinados a partir dos resultados
obtidos para cada um dos parametros encontram-se mencionados na Tabela 17.

De realcar que a determinacao do cloro total teve como objetivo verificar a existéncia de
cloro noutra forma que ndo na forma livre/residual. O valor de cloro total resulta do
somatdrio do cloro residual com o cloro combinado. O cloro residual é o cloro que se
encontra disponivel/livre (apds tratamento da agua) para combater as eventuais futuras
contaminacgdes (Administracdo Regional de Saide do Norte, IP (ARSN), s.d.). O cloro
combinado é o cloro que se encontra ligado a outos compostos quimicos contudo e a
medida que o cloro residual é consumido, a concentracdo deste vai baixar e fazer com
que o equilibrio quimico se deslogque no sentido de produzir mais cloro residual/livre.
Os resultados expressos no Anexo 9 mostram a existéncia um namero consideravel de
amostras em que o cloro total é idéntico ao cloro residual, tanto para amostras de aguas
como de gelo. Em contrapartida a média/mediana do cloro total foi aproximadamente
duas vezes superior ao valor da média/mediana do cloro residual para ambos o0s tipos de
amostra.

Verificou-se que ao nivel da agua que abastece o estabelecimento, o cloro residual
obteve uma amplitude de resultados entre 0,00 e 0,74 mg L™ e uma média de 0,27 mg
L™, o pH variou entre 7,10 e 7,98 e a média foi de 7,59.

No gelo, os resultados obtidos para o cloro residual mostraram uma amplitude de
resultados entre 0,00 e 0,38 mg L™ e uma média de 0,09 mg L™. O pH variou entre 6,55
e 8,23 e obteve uma média de 7,40.

Gerokomou et al. (2011), no estudo que desenvolveu em amostras de gelo obteve
resultados de pH com amplitudes de 7,2 a 8,3 e media de 7,7, resultados estes que
apresentam semelhancas com os obtidos neste estudo. Comparando os resultados para o

cloro residual obtidos a partir da agua que abastece o estabelecimento e do gelo,
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verificou-se que os valores dos parametros: maximo, média e mediana sdo inferiores em
amostras de gelo.

Excluindo os resultados associados ao gelo produzido comercialmente pois ndo se
conhecia o valor destas varidveis na agua usada para produzir o gelo, os testes
mostraram n&o existirem diferencas significativas entre os valores obtidos para o cloro
total na 4gua de abastecimento e no gelo (teste de Fisher: p-value = 0,086) e no cloro

residual na agua de abastecimento e no gelo (teste de Fisher: p-value: 0,224).

Tabela 17 - Resumo estatistico dos valores obtidos para os parametros de campo

Minimo  Maximo Média Mediana Desvio Padrdo

 Cloro Total (mg L™) 0,01 0,90 0,48 0,47 0,28
E» Cloro Residual (mg L") 0,00 0,74 0,27 0,24 0,23
pH 7.1 7,98 7,59 7,6 0,21
. Cloro Total (mg LY 0,00 0,66 0,23 0,15 0,1
8 Cloro Residual (mg L™) 0,00 0,38 0,09 0,08 0,47
pH 6,55 8,23 7,4 7,52 0,19

Analise dos resultados de acordo com os Valores Paramétricos definidos pelo DL n.°
306/2007.

A Tabela 18 apresenta a frequéncia de resultados segundo a conformidade dos valores

determinados para o cloro residual e pH na dgua de abastecimento e no gelo em funcéo
do VP definido pelo DL n.° 306/2007. Salienta-se que os dados do gelo apenas reportam
resultados referentes a 30 amostras, visto que, uma das amostras analisadas era
proveniente de gelo comercial, sendo desconhecido o valor do desinfetante da agua
usada para produzir esse gelo, impossibilitando a comparagéo.

Nas amostras de dgua de abastecimento, observou-se que 19 das 31 (61,3%) amostras
colhidas apresentaram valores de cloro residual fora do intervalo exigido. Desses 19
resultados, 4 obtiveram resultados superiores a 0,6 mg L™ e as restantes 15 obtiveram
valores inferiores a 0,2 mg L™. No gelo constatou-se que 27 das 30 (86,7,%) amostras
apresentaram valores que ndo se enquadravam no intervalo exigido e todos esses
resultados foram inferiores a 0,2 mg L™.

Estes valores de cloro residual fora dos VP sdo preocupantes (em especial os valores
referentes a agua de abastecimento), uma vez que o sistema de abastecimento utilizado
por todos os estabelecimentos era um abastecimento publico e o DL n.° 306/2007
instituiu a obrigatoriedade da desinfecdo como processo de tratamento da &gua,

processo esse que devera ter um controlo operacional adequado de forma a garantir uma
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agua microbiologicamente propria para consumo Humano ao longo de toda a rede de
abastecimento (Recomendacéo IRAR n.%5, 2007).

Os valores de cloro residual superiores aos definidos ndo apresentam uma diferenca
minima em comparacdo com o valor limite superior. Realca-se contudo que, o cloro em
concentragfes superiores ao estipulado pode ser responsavel pela producdo de
subprodutos, dos quais se destacam os trihalometanos (produtos cancerigenos), além de
adicionar cheiro e sabor a agua (ARSA, 2012a; ARSN, s.d.).

Comparando a percentagem de resultados de cloro residual fora do VP na agua de
abastecimento e no gelo verifica-se que o gelo obteve 25,6% mais amostras com valores
fora do intervalo desejado. Também a média obtida (cloro residual) para o gelo foi
inferior a da agua. Esta diferenca pode estar associada ao facto de a concentracdo de
cloro residual ir diminuindo ao longo do processo de producédo e conservagdo de gelo,
partindo do principio que a concentracdo de cloro doseado na dgua era a mesma que
abasteceu a maquina para producdo do gelo analisado.

Ao nivel do parametro pH verificou-se que todas as amostras (agua e gelo)

apresentaram um pH que se situou entre 6,5 e 9,0.

Tabela 18- Avaliacdo/Conformidade dos valores obtidos para o cloro residual e pH em amostras de 4gua
de abastecimento e no gelo (produzido pelos proprios estabelecimentos) de acordo com o definido pelo
Decreto- Lei n.° 306/2007

Frequéncia (n (%))

VP Total (n) Conforme Né&o conforme
< Cloro residual (mg L™) 0,2a0,6 31 12 (38,7) 19 (61,3)
< pH 6,5a9,0 31 31 (100,0) 0(0,0)
o Cloro residual (mg L™) 0,2a0,6 30 3(10,0) 27 (90,0)
[<b)
O pH 6,5a9,0 30 30 (100,0) 0 (0,0)

Relacdo entre a conformidade dos valores de cloro na dgua de abastecimento e no gelo

em funcdo da qualidade microbiol6gica do gelo

A Tabela 19 apresenta a frequéncia das amostras segundo a conformidade dos valores
de cloro residual na &gua de abastecimento e no gelo em funcdo da avaliagdo
microbioldgica das amostras de gelo (Ponto 3-22 Fase).

Salienta-se que das 11 amostras com valor de cloro residual conforme na agua de
abastecimento, quatro correspondem a amostras de gelo que ndo se encontravam

conformes microbiologicamente. Verifica-se também que das amostras com valor de
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cloro residual abaixo do VP (15) apenas 40% das amostras de gelo obtiveram resultados
ndo conformes. E por ultimo, das quatro amostras com valores de cloro residual
superior ao definido, 50% apresentaram amostras de gelo ndo conformes.

Teoricamente seria de esperar que a percentagem de amostras de gelo contaminadas
fosse inferior para as amostras de agua com valores de cloro superior a 0,2 mg L™
Contudo o que se verificou foi que 50% das amostras ndo conformes estavam
associadas a amostras de 4gua com concentrago de cloro residual superior a 0,2 mg L™.
Os resultados obtidos mostraram, pelo teste de Fisher, ndo serem significativos (p-value
=1). Pelo valor obtido para o p-value o cloro da 4gua ndo tem influéncia nenhuma sobre
a qualidade do gelo. Tal facto, pode estar associada aos diferentes niveis/carga de
contaminacdo entre amostras e também por ndo ser possivel garantir que a concentracdo
de cloro na 4gua doseada seria a mesma que a da dgua usada para a producéo de gelo.
Relativamente aos valores determinados no gelo, destaca-se que em 40,7% do total das
amostras, o valor de cloro residual encontra-se abaixo do VP e simultaneamente
obtiveram gelo com qualidade ndo conforme. Através dos dados obtidos e utilizando o
teste de Fisher, verificou-se (e ao contrario do que seria de esperar) que o cloro residual
no gelo ndo tem influéncia nenhuma sobre a qualidade microbiolégica do gelo (p-value
=1).

Tabela 19 — Frequéncia das amostras de acordo com a conformidade do valor do cloro residual (Agua de

abastecimento e gelo) em funcéo da qualidade microbiolégica do gelo

Qualidade Microbiolégica do Gelo (n (%))

Cloro Residual Conforme N&o conforme  Total
Conforme 7 (63,6) 4 (36,4) 11 (36,7)
Agua Nao Conforme (<VP) 9 (60,0) 6 (40,0) 15 (50,0)
Nao conforme (>VP) 2 (50.0) 2 (50,0) 4 (13,3)
Total 18 (60,0) 12 (40,0) 30 (100)
Conforme 2 (66,7) 1(33,3) 3(10,0)
Gelo  N&o Conforme (<VP) 16 (59,3) 11 (40,7) 27 (90,0)
Total 18 (60,0) 12 (40,0) 30 (100)

N&o foi contemplado a amostra referente ao gelo comercial

Relacdo entre a conformidade dos valores de cloro em funcdo da avaliacdo dos valores
de MC

A Tabela 20 apresenta a frequéncia das amostras segundo a conformidade dos valores

de cloro residual na agua de abastecimento e no gelo em fungdo da conformidade dos

valores de MC a 22 °C e/ou a 36 °C obtidos nas amostras de gelo correspondentes.
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Avaliagdo da conformidade dos MC teve por base uma avaliagdo global dos dois
pardmetros, isto €, bastou um pardmetro de MC se encontrar superior ao VR para a
amostra ser classificada como néo conforme.

Na agua de abastecimento observou-se ainda que das 11 amostras com valores de cloro
residual dentro do intervalo estabelecido, 45,5% apresentaram valores de MC superiores
ao desejado. Relativamente as 15 amostras com valores de cloro inferiores ao
pretendido verificou-se que 66,7% das amostras de gelo associadas obtiveram valores
de MC numa carga inaceitavel. Paralelamente ao que aconteceu anteriormente aquando
da avaliacdo dos valores de cloro residual na dgua de abastecimento em fungdo dos
restantes parametros microbiol6gicos, a maior percentagem de valores inaceitaveis de
MC também se encontra em valores de cloro residual superior ao pretendido.
Relativamente ao gelo, constatou-se que das trés amostras com valores de cloro
aceitaveis, duas apresentaram valores de MC elevados e que das 27 amostras com
valores de cloro abaixo do definido, 11 (40,7%) obtiveram valores de MC aceitaveis.

Tabela 20 - Frequéncia das amostras de acordo com a conformidade do valor do cloro residual (dgua de

abastecimento e gelo) em funcédo da conformidade dos valores de Microrganismos Cultivaveis a 22 °C e a

36°C
MC (22 °C e/ou 36 °C) (n (%))

Cloro Residual Conforme N&o Conforme Total

Conforme 6 (54,5) 5 (45,5) 11 (36,7)
Agua N&o Conforme (<VP) 5(33,3) 10 (66,7) 15 (50,0)

Nao conforme (>VP) 1 (25,0) 3 (75,0) 4(13,3)

Total 12 (40,0) 18 (60,0) 30 (100)

Conforme 1(33,3) 2 (66,7) 3(10,0)
Gelo Né&o Conforme (<VP) 11 (40,7) 16 (59,3) 27 (90,0)

Total 12 (40,0) 18 (60,0) 30 (100)

Né&o foi contemplado a amostra referente ao gelo comercial

Em 1973 ocorreu um surto de grandes dimensdes por Shigella flexneri num cruzeiro
atribuido a agua e gelo. As investigacdes efetuadas concluiram que o tanque
reservatorio de dgua foi contaminado no processo de carregamento de agua por agua do
mar do sistema de incéndio e o sistema de cloragem revelou-se inadequado para
desinfectar a agua contaminada, o que reforca a ideia da importancia de um correto
nivel de cloro residual de modo a garantir a seguranca alimentar do gelo para consumo
humano (WHO, 2001).
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Correlacdo entre os valores de cloro residual obtido para a dgua de abastecimento e no

gelo em relacdo aos valores obtidos para os todos os pardmetros microbiol6gicos

Com a verificacdo da existéncia de relacdo entre os resultados obtidos de cloro residual
e 0s parametros microbiologicos tentou-se verificar/reforcar a importancia da
quantidade do cloro na reducéo da carga microbiana.

Nesse sentido aplicou-se o teste de correlacdo de Spearman em relagéo ao cloro residual
da &gua de abastecimento e a cada um dos parametros microbioldgicos, e
posteriormente efetuou-se 0 mesmo teste mas desta vez utilizando os valores de cloro
residual determinados no gelo em funcdo dos pardmetros microbioldgicos. Nao foram
utilizados os valores obtidos para a amostra de gelo comercial pelas razbes
anteriormente ja apresentadas.

Os valores de r e p-value obtidos para cada uma das situacdes estudas encontram-se
mencionados na Tabela 21. Na grande generalidade, as correlagdes estudadas ndo foram
significativas, a excep¢do do “cloro residual da agua entre 0s MC a 22 °C” ¢ “cloro
residual da 4gua e os MC a 36 °C”. Em ambos os estudos o valor de r foi -0,402, valor

este que indica uma relacdo negativa fraca ou ndo perfeita.

Tabela 21- Valores obtidos através do teste de correlagdo Spearman (r e p-value) entre e o valor de cloro

residual (dgua e gelo) e os resultados dos parametros microbiol6gicos

Cloro residual

Parametro Microbiologico Agua Gelo

r p-value r p-value
MC 22 °C -0,402 0,027 -0,054 0,776
MC 36 °C -0,402 0,028 0,034 0,859
Bact. Coliformes -0,133 0,485 0,152 0,423
E. coli 0,011 0,955 0,313 0,092
Enterococos Intestinais -0,320 0,085 0,225 0,233
C. perfringens -0,290 0,120 0,151 0,425
P. aeruginosa 0,177 0,348 -0,089 0,641
Estafilococos C+ -0,046 0,810 0,016 0,933
Total de Estafilococos -0,262 0,163 -0,067 0,724

Como j& foi mencionado anteriormente, o cloro & um agente desinfetante, teoricamente
em amostras com concentracdo mais elevadas desta substancia, os valores
microbioldgicos deviam ser mais baixos. O facto de apenas em duas situacfes ter sido

possivel obter resultados significativos pode dever-se a estes dois parametros terem
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obtido uma frequéncia de resultados positivos préximos de 100%, ao contrério dos
restantes. O facto de ndo existir nenhuma correlagdo significativa associada ao cloro
residual do gelo pode dever-se ao maior numero de resultados nulos no gelo em

comparagdo com a agua de abastecimento.

8. Analise dos questionarios/fichas de campo
Este estudo foi desenvolvido no ambito de um estudo piloto criado para o programa de
vigilancia de dguas para consumo humano com o intuito de obter informacdes acerca da

qualidade microbioldgica do gelo utilizado para consumo humano.

8.1. Avaliacdo dos requisitos gerais de caracterizacido dos estabelecimentos

As respostas aos inquéritos desenvolvidos sobre a caracterizacdo dos estabelecimentos
ao nivel dos requisitos implementados mostraram que a quase totalidade dos
estabelecimentos se encontrava em conformidade com todos os requisitos investigados
(seis dos 10 itens avaliados apresentaram 100 % de conformidade). O item que obteve
menor percentagem (embora elevada) de conformidade foi o item “Contentores de
residuos com tampa accionada por pedal e revestido com sacos de plastico” com 90,3%.
A marcha em frente da copa ou cozinha foi evidenciada em todos as situacdes, a
excepc¢do de oito estabelecimentos em que ndo foi possivel obter esta informacéao devido
ao facto de a copa ou a cozinha se situarem em divisérias distintas do local do gelo,
principalmente ao nivel de Hotéis e também ndo existir muita abertura por parte dos
responsaveis para verificar tal conformidade. Das amostras colhidas nestes oito
estabelecimentos, duas foram classificadas como nao conformes microbiologicamente.
As Unicas situacBes em que os itens referidos na Tabela 22, ndo se encontram em
conformidade e estavam associados as amostras de gelo classificadas como néo
conformes foram:

- um estabelecimento com auséncia de equipamento para eliminacdo de insectos, em
gue a amostra estava contaminada por Bactérias Coliformes e Enterococos Intestinais

- dois estabelecimentos que ndo evidenciaram “Contentores de residuos com tampa
accionada por pedal e revestido com sacos de pladstico” apresentaram as suas amostras
contaminadas por Enterococos Intestinais, C. perfringens e Estafilococos C+ e outra por

Bactérias Coliformes e Enterococos Intestinais
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Tabela 22 — Frequéncia de conformidade dos varios requisitos analisados em funcéo da qualidade das

amostras de gelo associadas e classificadas como ndo conformes

Frequéncia (n (%))

Sim Né&o
Item /Conceito Qualidade Microbioldgica do Gelo
Né&o Né&o
Conforme Conforme Conforme Conforme
1. Existéncia de Sistema HACCP e/ou Boas Préticas
de higiene e fabrico 18 (58.1) 13 (41.9) 0(00) 0(00)
2. Condic0es gerais do estabelecimento aceitaveis
(limpo, organizado, material em bom estado, entre 17 (54,8) 13 (41,9) 1(3,2) 0(0,0)
outros)
3. Conceito de marcha em frente do espaco de
copalcozinha 20 (64,5) 11 (35,5) 0(0,0) 0 (0,0
4. Prqgrama de limpeza e desinfecdo das instalacdes 18 (58,1) 13 (41,9) 0(0.0) 0(0,0)
e equipamentos
5. Programa de prevencéo/controlo de pragas 18 (58,1) 13 (41,9) 0(0,0) 0(0,0)
6. Equipamento para eliminacdo de insectos 16 (51,6) 12 (38,7) 2 (6,5) 13,2
7. Contentores de residuos com tampa accionada por
pedal e revestido com sacos de plastico 18 (58.1) 11(355) 0(00) 2(65)
8. Pessoal/Manipuladores tem formag&o basica em
Higiene e Seguranca Alimentar 18 (58,1) 13 (41,9) 0(0.0) 0(0.0)
9. InstalacBes sanitarias/vestirios devidamente
separados das zonas de laboracdo, com correta 17 (54,8) 13 (41,9) 1(3,2) 0(0,0)
ventilagdo e manutengdo
10. Servicos de Higiene e Seguranca no Trabalho 18 (58,1) 13 (41,9) 0(0,0) 0(0,0)

8.2. Verificacdo de boas praticas de producdo e manuseamento de gelo

A segunda parte do inquérito teve como objectivo verificar, mas acima de tudo
caracterizar, numa perspectiva de seguranga alimentar, a forma como estava a ser
produzido o gelo (caso se aplicasse), assim como 0 modo de manuseamento e relaciona-

los com a qualidade do gelo analisado.

Caracterizacdo da maquina de producdo de gelo (alineas do item 4)

A populagéo associada a este item foi apenas de 27, uma vez que foi este 0 nimero de
estabelecimentos em que o gelo era produzido por maquinas e que se teve acesso a
maquina de modo a ser possivel preencher os referidos itens. Estas 27 amostras
correspondem a um total de nove amostras ndo conformes.

A Tabela 23 apresenta as caracteristicas das maquinas de producao de gelo em funcgéo
da avaliagéo da qualidade microbioldgica do gelo.
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Em todas as situagbes as maquinas apresentavam o reservatdrio de 4agua e o
compartimento de armazenamento de gelo isolados, ligagdo ao esgoto e a porta do
equipamento encontrava-se fechada. A excepcdo de uma situacdo (associado a amostra
de gelo ndo conforme) em que a maquina ndo tinha nenhuma véalvula de retengédo
(alimentacdo e esgoto), todas as restantes apresentavam essa peca. A valvula de esgoto
impede o retorno da &gua do esgoto impedindo que entre novamente na maquina,
contaminando-a. Por sua vez, o facto de ndo existir valvula ao nivel da alimentacéo,
permite que, em caso de contaminacdo da maquina e retorno do caudal, esta
contaminagdo se propague a rede predial. A inexisténcia das valvulas de retorno, em
especial a do esgoto ja foi associada a um surto de doengas com origem no gelo descrito
por Khan et al., em 1994,

Tabela 23 — Caracterizacdo das maquinas de producdo de gelo em fungéo da conformidade das amostras

de gelo
Frequéncia (n (%))
Sim Néo
Caracteristicas da maquina Qualidade Microbioldgica do Gelo
Conforme Nao Conforme Nao
Conforme Conforme

4.4. Valvula de retorno de dgua na entrada de

alimentagao 18(66,7)  8(29.,6) 0(0,0) 1(3,7)

4.5. Reservatério de agua e compartimento de gelo 18 (66,7) 9 (33.3) 0(0,0) 0(0,0)

isolados

4.6. Maquina ligada ao esgoto 18 (66,7) 8 (29,6) 0(0,0) 133,7)
4.6.1 Valvula de retorno 18(66,7) 8 (29,6) 0(0,0) 133,7)
4,7 Diferentes compartimentos limpos 16 (66,7) 9 (25,9) 2(7,4) 0(0,0)
4.8 Porta da maquina fechada 18 (66,7) 9 (33,3) 0 (0,0) 0(0,0)

Localizacdo da maquina de producdo de gelo (item 4.9)

A Tabela 24 apresenta a frequéncia das amostras de acordo com a localizagcdo da
maquina de producéo de gelo e a sua conformidade microbioldgica.

Verificou-se que a quase totalidade das méquinas se situam no balgéo (64,3%) e copa
(32,1%) (preferencialmente na zona dos limpos). A Unica amostra que ndo se situava
nestes dois locais, encontrava-se noutras instalacbes do estabelecimento, mas
independentes das visitadas e a amostra de gelo nédo se encontrava conforme.

Das 18 maquinas situadas na zona do balgdo, seis apresentaram amostras de gelo néo

conformes enquanto, das nove localizadas na copa, apenas trés revelaram as amostras
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colhidas ndo conformes. Conclui-se assim que a zona do balcédo, foi o local onde se
obteve uma maior percentagem de amostras ndo conformes.

Aplicou-se teste estatistico de Fisher para verificar a se a localizacdo da maquina tinha
influéncia na avaliacdo microbiolégica do gelo. O valor obtido para p-value para o
referido teste foi de 0,615, o que significa que os resultados ndo séo significativos e
como tal, a localizagdo da maquina ndo tem influéncia da avaliagdo das amostras de
gelo, contudo o valor de p-value é muito préximo do valor a partir do qual se considera

existirem diferencas significativas.

Tabela 24- Distribui¢do das amostras de acordo com a localizagdo da méaquina produgéo de gelo e a sua

conformidade microbiol6gica

Localizacdo da Frequéncia (n(%))
Maquina Total Conformes N&o Conformes
Balcéo 18 (64,3) 12 (42,9) 6 (21,4)
Copa 9(32,1) 6(21,4) 3(10,7)
Outros 1(3,6) 0 (0,0) 1(3,6)
Total 28 (100) 18(64,3) 10 (35,7)

Plano de limpeza e higienizacdo (4.10)

A existéncia de plano de limpeza e higienizacdo tal como é conhecido (contemplando os
itens, periodicidade, detergentes usados e 0 modo de executar o procedimento) apenas
foi observado em 10 situacdes. A Tabela 25 distribui a frequéncia de amostras de gelo
de acordo com a sua conformidade microbioldgica em funcdo da existéncia de plano de
limpeza e higienizacdo. Das 17 maquinas que ndo tinham plano de limpeza e
higienizacdo associados, seis obtiveram resultados ndo conformes na avaliacdo da
qualidade do gelo.

Aplicou-se o teste de Fisher (p-value = 1) que mostrou ndo existir nenhuma
significancia entre a existéncia de plano de limpeza e higienizacdo e a avaliacdo

microbioldgica do gelo.

Tabela 25 — Distribuicdo das amostras de acordo com a existéncia de plano de limpeza e higienizacéo da

maquina de producdo de gelo e a sua conformidade microbioldgica

Frequéncia (n
Plano de Limpeza f ("

Total Conforme Né&o Conforme
Sim 10 7 3
Nao 17 11 6
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Periodicidade de execucdo do plano de limpeza (item 4.11)

Apesar de grande parte ndo possuir o referido plano de limpeza e higienizagéo, alguns
dos estabelecimentos apresentaram alguns dados, associados aos planos de limpeza e
higienizacdo e que foram considerados relevantes para o presente estudo (sendo essa
informacdo obtida através da conversa com os colaboradores/manipuladores dos
estabelecimentos, ndo existindo evidéncias das mesmas).

A Figura 13 apresenta a distribuicdo das amostras de acordo com a sua conformidade
em funcdo da periodicidade de execucdo do plano de limpeza e higienizacdo em funcéo
da sua conformidade com o DL n.° 306/2007. De referir que das 27 amostras, quatro
ndo tinham definido a periodicidade de execugdo do plano e que a periodicidade que
apresenta maior frequéncia ¢ a semanal. Foi ao nivel da periodicidade semanal ¢ “nao
definido” que se obteve maior nimero de amostras de gelo ndo conformes (trés em cada
categoria).

A periodicidade de limpeza ndo apresentou resultados significativos em relagdo a

avaliacdo do gelo (teste de Fisher: p-value = 0,130).

o

Periodicidade do Plano de Limpeza

-

Conformes B N3o Conformes

Frequéncia (n)

ANV

Semanal Quinzenal Mensal Bimensal Trimestral N3o definida

Figura 13 - Periodicidade da execucdo do plano de limpeza e higienizagdo da maquina em funcéo da

qualidade microbioldgica do gelo

Ndmero de dias entre a Ultima limpeza e a data da colheita de gelo (item 4,12)

A Figura 14 (item 4.12) apresenta as frequéncias das amostras de gelo de acordo com a
sua conformidade em funcdo do nimero de dias que passou desde a Ultima limpeza e
higienizacdo da maquina até a data da realizacéo da visita e colheita.

De referir que em quatro situacbes, o prazo de execucdo do plano ja tinha sido
ultrapassado. Verificou-se que foi entre 0 16° e o 30° dia, onde se encontrou a maior
frequéncia de amostras (10 em 27). Salienta-se o facto de cinco amostras nao
apresentarem registos/evidéncias da data da ultima realizacdo do plano de limpeza e

higienizacdo da maquina de producdo de gelo.
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O numero de dias entre a Gltima limpeza e a colheita de gelo ndo apresentou resultados
significativos sobre a qualidade do gelo (teste de Fisher: p-value = 0,108).

m Conformes

—5 M Ndo Conformes

Frequéncia (n)

Figura 14 - Distribuig8o das amostras pelo tempo decorrido entre a Gltima execucdo do plano de limpeza

e higienizagdo da maquina em fun¢do da qualidade microbiolédgica do gelo

De referir que € essencial evitar a formacéo de biofilmes no interior da maquina, o que
tornara mais dificil garantir a eficacia do processo de higienizacdo e eliminacdo de
patogénicos, ja que os biofilmes sdo dificeis de remover. A formacdo de biofilmes

apenas se consegue pelo respeito dos planos de higienizacdo adequados (Powitz, 2013).

Programa de manutencéo preventiva da magquina (item 4,14)

No item relacionado com a existéncia de um programa de manutencdo preventiva da
maquina verificou-se que apenas trés das 27 maquinas tinham este programa associado
ao seu funcionamento. A existéncia destes programas foi verificada apenas para 0s
estabelecimentos de Café/Bar/Cafetaria e as amostras colhidas nestas trés situacdes
foram todas classificadas como conformes segundos os critérios microbiolégicos do DL
n.° 306/2007.

Procedimento/Regra escrito implementado sobre cuidados a ter na manipulacdo do gelo

(Item 5)

Verificou-se que 100% dos estabelecimentos ndo possuia nenhum tipo de procedimento

implementado sobre a correcta manipulacéo do gelo.

Conservacdo do gelo (item 6)

Verificou-se que a totalidade dos estabelecimentos que utilizam méaquina para producéo

de gelo e esta se encontra nas préprias instalagdes do estabelecimento (27 no total),
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fornecem gelo aos clientes a partir do compartimento de armazenamento do gelo da
propria maquina.

Das restantes quatro situagdes, trés delas estdo associadas aos casos em que o gelo é
comercial ou produzido no estabelecimento mas nao recorrendo a maquinas (utilizando
os ja referidos sacos de gelo e cuvetes). Nestes casos o gelo € transferido do recipiente
onde é fornecido ou produzido, para o balde, sendo posteriormente fornecido ao cliente
a partir destes baldes.

A outra situacdo trata-se de um Restaurante (ja referido anteriormente) em que o gelo é
produzido noutro local. Neste caso o gelo é transportado, do local onde foi produzido
para o estabelecimento através de sacos e por ultimo é transferido para os baldes, de
onde sera facultado aos clientes. Nesta situacao, em especifico, existem muitos fatores
de risco associados, tais como: a transferéncia do gelo da maquina para os sacos (que
sdo de uma dimensdo consideravel, o que aumenta a probabilidade de contaminacao,
nem que seja ambiental), o transporte do gelo até ao estabelecimento (em carros
refrigerados e especificos para este tipo de produtos, de modo a evitar perfuracdo dos
sacos, contaminacdo do exterior dos sacos, que posteriormente podera contaminar o
produto, aquando da sua abertura, e por ultimo, e ndo menos importante, o descongelar
da amostra).

De referir que as quatro situacdes em que o gelo ndo é conservada exclusivamente nas

maquinas, todas estavam associadas a amostras ndo conformes.

Equipamento de conservacdo do gelo imediatamente antes da sua utilizacdo (item 6.2)

A Tabela 26 apresenta a frequéncia das amostras de acordo com a conformidade
microbiol6gica em funcdo do equipamento de conservagdo do gelo imediatamente antes
de ser servido ao cliente, realcando-se o facto de 33,3% das amostras conservadas nas
maquinas se encontrarem contaminadas, assim como as quatro amostras que se

encontravam conservadas no balde de gelo.

Tabela 26 - Distribuicdo das amostras de acordo com a local de conservagéo do gelo e a sua

conformidade microbioldgica de acordo com o Decreto-Lei n.°306/2007

. . Frequéncia
Equipamento de Conservagédo —
Total Conforme N&o Conforme
Magquina 27 (87,1) 18 (66,7) 9 (333
Balde de gelo 4(12,9) 0(0,0) 4 (100)
Total 31 (100) 18 (58,1) 13 (41,9)

84



Resultados e Discussao

Testou-se os resultados obtidos estatisticamente e verificou-se que os dados obtidos s&o
significativos, isto é, o local de conservacdo do gelo influéncia a avaliacdo/qualidade do

gelo (teste de Fisher: p-value = 0,023).

Reqisto e controlo de temperatura dos equipamentos de conservacao do gelo (item 7)

100% dos estabelecimentos nao tinham implementado um sistema de controlo e registo

de temperaturas, associado aos equipamentos de conservacgéo do gelo.

Utensilio usado para manuseamento do gelo (Item 8)

Com as respostas a este item verificou-se que a globalidade dos estabelecimentos
(96,8%) utiliza a péa/pinca para proceder a transferéncia/manuseamento do gelo. A
excepcao foi um estabelecimento que utilizou um copo de pléstico para executar essa
transferéncia. O copo de plastico de uma forma geral poderia indicar uma maior
probabilidade de a amostra transferida se encontrar contaminada, contudo neste caso tal
ndo foi observado. O copo apresentava superficie lisa e encontrava-se em bom estado de
conservacdo como referido em pelo Regulamento n.° 852/2004, de modo a reduzir o
risco de contaminacao.

Como seria de esperar, dado o reduzido nimero em que o utensilio usado nédo foi a
pa/pinga, o tipo de utensilio usado para manusear o gelo ndo apresenta significancia
alguma (teste de Fisher: p-value = 1) em relacdo a avaliacdo microbioldgica.

Local onde é guardado o utensilio usado para manusear o gelo (item 9)

A Tabela 27 apresenta a distribuicdo das amostras de gelo de acordo com a sua
conformidade em funcgéo dos varios locais onde sdo guardados os utensilios usados para
manusear o gelo. Verificou-se que independentemente dos locais definidos para guardar
0 utensilio existem amostras contaminadas. A excep¢do foi um caso em que nédo existia
um local definido e em que amostra ndo apresentou contaminagdo. Relativamente a este
item as respostas a “Ficha de Caracterizacdo de Campo” vieram demonstrar que grande
parte dos utensilios é guardada no interior da maquina (20 das 27, relembrando que
apenas 27 amostras do nosso universo foram produzidas por maquinas no interior do
préprio estabelecimento).

Observou-se ainda que quando o utensilio é guardado no recipiente, no balde de gelo ou

em cima do balcdo (sem protecdo), todas as amostras associadas se apresentaram
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contaminadas. Estatisticamente o teste Fisher confirmou que os resultados ndo s&o
significativos, embora o valor (p-value 0 0,056) seja muito préximo do valor de 0,05.

Tabela 27- Distribuicdo das amostras pelo local onde é guardado o utensilio para fornecer o gelo e a

conformidade microbioldgica do gelo

Local onde ¢ guardado o Frequéncia (n(%))
utensilio Total Conforme  Né&o Conforme

Interior da Maquina 20 (64,5) 14 (70) 6 (30)
Recipiente com agua 3(9,7) 2 (66,7) 1(33,3)
Balde de gelo 3(9,7) 0(0,0) 3 (100)
Cima do Balcéo 2 (6,5) 0(0,0) 2 (100)
Armério de Talheres 2 (6,5) 1 (50,0) 1 (50)
Néo Definido 1(3,2) 1 (100) 0(0)
Total 31(100) 18(58,1) 13 (41,9)

Ressalta-se que muitos dos surtos associados ao consumo de gelo sdo devidos a
presenca de virus Norwalk por mas préaticas higiénicas de manipulacdo, pelo que é
fundamental o respeito total pelas boas préaticas de higiene e manipulacdo (Constable,
2013).

Periodicidade de limpeza e higienizacdo do utensilio usado para manusear o gelo (ltem

10)

A Tabela 28 apresenta a frequéncia das amostras de gelo de acordo com sua

conformidade em fungéo da periodicidade com que se realiza a limpeza e higienizagédo

do utensilio usado para transferir o gelo.

Tabela 28 - Distribuicdo da periodicidade com que se realiza a limpeza e higienizacao do utensilio usado

para fornecer o gelo ao cliente em funcdo da sua conformidade microbioldgicos do gelo

Periodicidade de limpeza Frequéncia (n (%))
do utensilio .
Total Conforme N&o Conforme

Cada utilizacéo 2(6,5) 2(100) 0(0,0)

o 21
Diéria (67.7) 12 (57,1) 9 (42,9)
Semanal 2 (6,5) 0(0,0) 2 (100)
Né&o Definido 6(19,4) 4(66,7) 2 (33,3)
Total 31 (100) 18(58,1) 13 (41,9)

86



Resultados e Discussao

A medida que a periodicidade aumenta a percentagens de incumprimentos também
aumenta, sendo que a periodicidade “diaria” ndo obteve nenhuma amostra contaminada,
ao invés da “semanal” que obteve a totalidade das suas amostras contaminadas (n=2).
De referir ainda que seis das 31 amostras ndo apresentaram periodicidade definida.
Aplicou-se o0 teste de Fisher para confirmar se os resultados eram significativos,
contudo o valor de p-value (0,321) mostrou que n&o, logo a avaliagdo da qualidade do
gelo € independente da periodicidade de limpeza do utensilio usado para fornecer o gelo

aos clientes.

Lavatérios exclusivos para funcionarios localizados perto da maquina/balde do gelo

(item 11)

Verificou-se que 90,3% dos estabelecimentos visitados apresentaram a existéncia de tais

lavatorios, sendo que dos trés que ndo apresentavam tais caracteristicas e apenas uma

das amostras associadas, apresentou qualidade do gelo ndo conforme.

Existéncia da caracteristicas e condicOes associadas aos lavatdrios para uma correta

limpeza e higienizacdo (item 11 a))

Para além dos trés estabelecimentos ja referidos anteriormente, neste item existiu mais
um que ndo apresentava conforme o item avaliado neste ponto (mas com qualidade
microbioldgica do gelo conforme), contabilizando assim um total de 87,1% de amostras
que apresentaram as caracteristicas/condi¢es necessarias.

Observando os resultados obtidos por Mendes (2009), associado a este item, verificou-
se que 61% dos estabelecimentos ndo cumpriam este requisito, enquanto no presente
estudo o incumprimento rondou 0s 12,9%. Em contrapartida a taxa de amostras com
incumprimento neste item e com amostras com qualidade ndo conforme neste estudo foi
de 3,2% e contrastando com os 16,1% no estudo de Mendes (2009).

Lavatorios em numero suficiente, localizados estrategicamente e com 0S meios
necessarios para uma correta lavagem das maos, evitam em grande parte 0 nimero de
contaminagfes cruzadas, uma vez que as mdos sdo dos principais vetores de
contaminagdo (Regulamento n® 852, 2004). As méos do pessoal manipulador tém sido
identificadas em muitas investigacdes de DOA como a fonte dos patogéenicos para 0s
alimentos implicados (Green at al., 2007; Todd, Michaels, Smith, Greig & Bartleson,
2010).

87



Qualidade Microbiol6gica do Gelo usado em Estabelecimentos de Restaurac&o e de Bebidas na Cidade de Evora

Estado geral de higiene e limpeza dos manipuladores (item 12)

Verificou-se que em trés dos estabelecimentos, os manipuladores inquiridos nao
apresentaram condicdes satisfatdrias a este nivel. Os estabelecimentos (manipuladores)
obtiveram tal classificacdo devido a sujidade apresentada ao nivel da roupa dos
manipuladores (em dois dos casos) e também as deficientes condi¢bes de higiene que
apresentavam as maos, principalmente ao nivel das unhas. Destes trés casos, apenas a

ultima situacao, correspondia a uma amostra ndo conforme.

Auséncia de objectos de adorno (anéis, pulseiras, entre outros) (item 13)

Ao nivel da existéncia de adorno verificou-se em 96,8% dos estabelecimentos visitados,
0s seus manipuladores apresentaram auséncia de tais objectos. No estabelecimento em
que tal ndo se verificou, ndo influenciou a qualidade da amostra do gelo colhida
(amostra 16), uma vez que esta apresentou uma qualidade conformo o0s requisitos
aplicados neste estudo (Regulamento n°® 852/2004; Green at al., 2007; Todd, et al.,
2010).
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IVV. Conclusdes

O presente estudo permitiu caracterizar microbiologicamente o gelo servido aos clientes
em estabelecimentos de Restauracdo e de Bebidas, assim como o modo/procedimento
associados a producdo e manipulacdo do gelo e ainda o cumprimento de alguns
requisitos associados a seguranca alimentar em restauracéo.

Na bibliografia pesquisada (mais especificamente no ponto designado por Qualidade do
Gelo, requisitos microbioldgicos) verificou-se a existéncia de controvérsia acerca dos
requisitos microbioldgicos necessario para se obter um gelo seguro no ambito da
seguranca alimentar. Em muitos paises/entidades assumiu-se que o gelo deve apresentar
um padréo de qualidade a nivel microbioldgico idéntico a 4gua de consumo humano,
contudo, outros autores, tendo em consideracdo os procedimentos associados a
producdo de gelo nos proprios estabelecimentos de Restauracdo e de Bebidas,
consideram que os parametros indicadores do nivel de higienizacdo deveriam ter valores
mais elevados, uma vez que se trata de um produto alimentar exposto a mais
contaminagfes comparativamente com a agua. De referir que nenhuma das referéncias
analisadas sobre os requisitos microbiolégicos do gelo contemplam a pesquisa de
parametros indicadores de contaminacéo inter-humana.

A nivel laboratorial foi possivel concluir que 25,8% (ICgs = 9,4-42,1%) das amostras de
gelo analisadas ndo se encontravam de acordo com o0s requisitos microbiolégicos
definidos pelo DL n.° 306/2007 (1% fase da avaliacdo). A pesquisa adicional dos
parametros P. aeruginosa e Estafilococos C+ (ambos patogénicos, e como tal devem
estar ausentes na agua/gelo) mostrou que 41,9% (ICys = 23,5-60,3%) das amostras
analisadas ndo apresentaram a conformidade exigida (22 fase da avaliagdo).

Conclui-se ainda que os parametros com maior frequéncia de positividade (& excepcéo
dos parametros indicadores MC a 22 °C, 36 °C e Total de Estafilococos) foram as
Bactérias Coliformes e Enterococos (ambos com 19,4%), seguidos das P. aeruginosa e
Estafilococos C+ (ambos com 9,7%).

Estatisticamente conclui-se que nédo existiram diferencas significativas entre a avaliacdo
efectuada apenas com os pardmetros descritos no DL n.° 306/2007 e a avaliacdo
efectuada com esses mesmos parametros, mais P. aeruginosa e Estafilococos C+,
contudo constatou-se que houve um incremente de 16,1% de amostras ndo conformes
quando analisados estes dois parametros pelo que pode indicar alguma relevancia na

avaliacdo da qualidade deste produto.
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Ao nivel dos parametros MC a 22 °C e a 36 °C conclui-se que 48,4% dos resultados
obtidos se encontravam acima dos valores de referéncia (mas ndo obrigatdrios)
definidos pelo DL n.° 306/207. Estatisticamente verificou-se uma correlacdo entre os
resultados obtidos para estes dois parametros (r = 0,680 e p-value = 0,000) o que indica
uma relacdo entre ambos apesar de tradicionalmente quantificarem microrganismos de
origens diferentes.

Ja relativamente ao Total de Estafilococos, parametro para o qual ndo existe valor de
referéncia, constatou-se que 35,5% das amostras obtiveram resultados nulos e que dos
restantes 15% apresentaram Estafilococos C+.

Os resultados obtidos para os trés parametros acima mencionados (MC a 22 °C, MC a
36 °C e Total de Estafilococos) e que sdo indicadores gerais de higiene significam que
podem evidenciar falhas ao nivel da limpeza e higienizacdo ao longo de todo o processo
associado ao gelo.

Estatisticamente conclui-se ndo existir nenhuma relacéo entre a 22 fase de avaliagéo da
qualidade do gelo e o tipo de estabelecimento analisado ou o método usado para
produzir o gelo. O mesmo se constatou para a avaliacdo efectuada ao nivel dos MC a
22°Cea36°C.

Dos dados de campo recolhidos conclui-se que o pH (tanto na agua de abastecimento
como no gelo) se encontra dentro dos valores exigidos pela Lei (DL n.° 306/2007).
Contudo a analise ao cloro residual da agua de abastecimento puablico revelou que
61,3% das amostras n&o obtiveram resultados entre os 0,2 e os 0,6 mg mL™. Tais
valores sdo preocupantes pois trata-se de abastecimentos de agua publica, em que um
dos requisitos mais importantes, em termos preventivos, é o nivel de cloro se encontrar
em valores que ndo produzam efeitos nefastos ao Homem, mas em concentragdes
minimas que permitam combater alguma contaminag&o que possa ocorrer.

Os valores de cloro residual determinados no gelo produzido internamente pelo
estabelecimento, permitiu concluir que 90,0% das amostras analisadas obtiveram
valores inferiores a 0,2 mg mL™.

A nivel estatistico demonstrou-se ndo existirem diferencas significativas entre os
valores de cloro residual determinado na dgua de abastecimento e no gelo produzido a
partir desta. Assim como também n&o existiram diferencas estatisticas entre os valores
de cloro obtidos para a &gua e para o gelo em relacdo a avaliagdo microbioldgica do

mesmo.
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Através dos resultados obtidos microbiologicamente associados ao nivel do cloro
residual pode-se concluir que existe um risco consideravel para a salde dos
consumidores (em especial para os grupos de risco), por terem sido obtidos valores
muito elevados ao nivel das P. aeruginosa e Estafilococos C+.

Em relagdo aos inquéritos preenchidos aquando da colheita das amostras, a primeira
parte deste, testou o cumprimento de alguns dos requisitos associados a seguranca
alimentar e concluiu-se que a elevada taxa de conformidade (> 90%) ndo permitiu
estabelecer nenhum tipo de relagdo com a qualidade.

Na segunda fase do inquérito conclui-se que a deficiente qualidade microbioldgica do
gelo deverd estar associada a fatores multiplos, uma vez que dos varios itens estudados,
sO se constataram diferencas estatisticamente relevantes (contudo pouco significativas)
ao nivel do local onde foi guardado o gelo antes de ser servido aos clientes.

Apesar de ndo apresentar diferencas a nivel estatistico, o facto de 62,9% dos casos em
que o gelo foi produzido por maquina ndo possuir plano de limpeza e higienizacdo das
maquinas, de nenhum estabelecimento possuir regras implementadas sobre os cuidados
aquando da manipulacdo do gelo, o facto de ndo terem mecanismos implementados de
controlo de temperatura (mesmo que visuais), leva-nos a concluir que os
manipuladores/responsaveis pelos estabelecimentos (incluindo empresas que prestam 0s
servicos de consultadoria em HACCP) ndo estdo despertos para o facto de o gelo poder
ser contaminado durante todo o seu processo e ser um veiculo de propagacdo de
doengas.

Perante 0 exposto pensa-se ser importante dar continuidade ao presente estudo de modo
a obter um maior nimero de resultados, permitindo assim obter resultados finais mais
fidveis e intervalos de confianca de menor amplitude, pelo que se julga ser relevante
incluir este tipo de analise no ambito da vigilancia sanitaria desenvolvidos pelos
Servicos de Saude Puablica, alargando a zona de amostragem a area de acdo da ARSA,
principalmente ao Litoral Alentejano, devido a forte actividade balnear/turistica que
apresenta. Sugerindo ainda que se aproveite a continuacdo do estudo para identificar e
descriminar cada um dos fatores de risco associados a contaminacdo do gelo que néo foi
contemplado neste estudo, nos quais de destacam:

- a qualidade microbiologica da agua usada para produzir gelo evidenciado assim em

que parte do processo ocorreram as falhas;
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- nos casos em que sdo usados baldes ou outros equipamentos para conservar o gelo
(sem ser as proprias maquinas) seria importante também verificar a existéncia e
cumprimento do plano de limpeza e higienizacdo desses equipamentos.

- verificar as condic@es higiénicas dos utensilios usados para servir o gelo aos clientes
Posteriormente serd importante divulgar os resultados obtidos as entidades competentes
tais como DGS e ASAE no sentido de incentivar a elaboracdo de valores
guias/referéncias/leis para a qualidade microbiologica do gelo nas quais fossem
contemplados os parametros de contaminacdo inter-humana, assim como manual de
Boas Praticas associados a producdo manipulacdo do gelo produzido em
estabelecimentos de Restauracédo e Bebidas.

92



Referéncias Bibliogréaficas

V. Referéncias Bibliograficas

Ali, M. S. & Osman, G. A. (2012). Microbial load as Pollution Indicator in Water of El-
Khadra Lake at Wadi El-Natroun, Egypt. International Journal of Agriculture &
Environment, 3 (4), 41-48.

Amorim, J. (2006). Lista de Verificacdo — Higiene Alimentar na Restauracéo Coletiva.
Departamento de Alimentacdo e Nutrigdo, Instituto Nacional de Salde Dr. Ricardo
Jorge. [Consultado em 28.06.2012]. Disponivel em:

http://www.insa.pt/sites/INSA/Portugues/Publicacoes/Outros/Documents/Alimentaca

oNutricao/ListaVerificacaoV2.pdf

ARSA (2012a) — A Agua que sai da sua torneira...Informacio, Evora. [Consultado em
29/12/2013]. Disponivel em: http://www.arsalentejo.min-
saude.pt/utentes/saudepublica/LaboratorioSaudePublica/Documents/Informacéo%20
para%?20aguas%20de%20consumo%20humano.pdf

ARSA (2012b) — Procedimento para colheita, conservacao e transporte de dguas para
consumo  humano, Evora. [Consultado em  29/12/2013].  Disponivel

em:http://www.arsalentejo.min-

saude.pt/utentes/saudepublica/LaboratorioSaudePublica/Paginas/LaboratorioSaudePu

blica.aspx
ARSN (s.d.). Significado dos parametros incluidos na vertente analitica do Programa

de Vigilancia da Agua para Consumo Humano. [Consultado em 04/08/2014].
Disponivel em: http://portal.arsnorte.min-
saude.pt/portal/page/portal/ ARSNorte/Conte%C3%BAdos/Sa%C3%BAde%20P%C
3%BAblica%20Conteudos/Agua_Consumo_tabela.pdf

Ashbolt, N.J., Grabow, W.0.K. & Snozzi, M. (2001). Indicators of microbial water
quality. In L. Fewtrell e J. Bartram (Eds.), Water Quality: Guidelines, Standards and
Health (WHO) (pp. 289-316). London, UK: IWA Publishing.

Bergdoll, M. S. & Wong, A. L. (2006). Staphylococcal Intoxications. In H.P. Riemann e
D.O. Cliver (Eds.), Foodborne Infections and Intoxications (pp. 523-552).

Amesterdam, The Netherlands: Elsevier Inc.
Branddo, C. F. S. N. (2002, outubro). Gestdo de riscos sanitarios em restauragdo e
hotelaria. Comunicacao apresentada no Congresso de Ciéncias Veterinarias, Oeiras.
CAC (2003). Recommended International Code of Practice — General Principles of
Food Hygiene. CAC/RCP 1.

93


http://www.insa.pt/sites/INSA/Portugues/Publicacoes/Outros/Documents/AlimentacaoNutricao/ListaVerificacaoV2.pdf
http://www.insa.pt/sites/INSA/Portugues/Publicacoes/Outros/Documents/AlimentacaoNutricao/ListaVerificacaoV2.pdf
http://portal.arsnorte.min-saude.pt/portal/page/portal/ARSNorte/Conte%C3%BAdos/Sa%C3%BAde%20P%C3%BAblica%20Conteudos/Agua_Consumo_tabela.pdf
http://portal.arsnorte.min-saude.pt/portal/page/portal/ARSNorte/Conte%C3%BAdos/Sa%C3%BAde%20P%C3%BAblica%20Conteudos/Agua_Consumo_tabela.pdf
http://portal.arsnorte.min-saude.pt/portal/page/portal/ARSNorte/Conte%C3%BAdos/Sa%C3%BAde%20P%C3%BAblica%20Conteudos/Agua_Consumo_tabela.pdf

Qualidade Microbiol6gica do Gelo usado em Estabelecimentos de Restauracéo e de Bebidas na Cidade de Evora

Calhau, M. A. (2014). Toxinfecbes alimentares, um problema de Salde Publica.
Boletim Epidemioldgica Observacgdes, Vol 2, No 7, Janeiro-Marco, Edigdes INSA
[Consultado em 20/05/2014]. Disponivel em:

http://www.insa.pt/sites/INSA/Portugues/PublicacoesRepositorio/Paginas/Publicacoe

sPeriodicas.aspx
Castro, A. C., Nascimento, A. R., Teles, A. M., Chagas, J. W. L. B., Ferreira, M. D. &

Jardim, S. S. (2013, Outubro). Qualidade microbiologica do gelo em cubos

comercializado em S&o Luis — MA. Comunicacdo apresentado no 53° Congresso
Brasileiro de Quimica (Quimica dos Alimentos), Rio de Janeiro, Brasil. [Consultado
em 08/01/2014]. Disponivel em: http://www.abg.org.br/cbq/2013/trabalhos/10/2905-
16228.html

CDC, 1990. Surveillance Summaries. Waterborne Disease Outbreaks, 1986-1988.
[Consultado em 13/07/2014]. Disponivel em:
http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/00001596.htm

Constable, K. (2013). Safe Ice: The Cold, Hard Facts. Process Control,
August/Setember [Consultado em 01/11/2014]. Disponivel em:

http://www.foodsafetymagazine.com/magazine-archivel/augustseptember-2013/the-

sanitation-of-ice-making-equipment/
Correia, C. B., Cunha, I. C., Coelho, A.S., Maia, C., Pena, C., Bonito, C. C., ...Calhau,

M. A. (2013). Investigacdo laboratorial de toxinfec¢bes alimentares. Boletim

Epidemiolégica Observagdes, Vol 2, No 6, Edigdes INSA. [Consultado em
20/05/2014]. Disponivel em:
http://www.insa.pt/sites/INSA/Portugues/PublicacoesRepositorio/Paginas/Publicacoe
sPeriodicas.aspx

Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto. Diario da Republica n.°164/2007 — | Série,
Ministério do Ambiente, do Ordenamento do Territdrio e do Desenvolvimento
Regional, Lisboa, Portugal.

DGS (2005). A nova Roda dos Alimentos. Lisboa. [Consultado em 17/07/2014].
Disponivel em:

http://www.dgs.pt/ficheiros-de-upload-1/alimentacao-roda-dos-alimentos.aspx

Duarte, C (2010). Analise do Sistema de Seguranga Alimentar de uma Industria de
Produtos da Pesca Congelados (Dissertacdo de Mestrado). Universidade Técnica de

Lisboa, Portugal.

94


http://www.insa.pt/sites/INSA/Portugues/PublicacoesRepositorio/Paginas/PublicacoesPeriodicas.aspx
http://www.insa.pt/sites/INSA/Portugues/PublicacoesRepositorio/Paginas/PublicacoesPeriodicas.aspx
http://www.abq.org.br/cbq/2013/trabalhos/10/2905-16228.html
http://www.abq.org.br/cbq/2013/trabalhos/10/2905-16228.html
http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/00001596.htm
http://www.foodsafetymagazine.com/magazine-archive1/augustseptember-2013/the-sanitation-of-ice-making-equipment/
http://www.foodsafetymagazine.com/magazine-archive1/augustseptember-2013/the-sanitation-of-ice-making-equipment/
http://www.dgs.pt/ficheiros-de-upload-1/alimentacao-roda-dos-alimentos.aspx

Referéncias Bibliogréaficas

EA Part 6 (2010). Methods for the isolation and enumeration of sulphite-reducing
clostridia and Clostridium perfringens by membrane filtration. The Microbiology of
Drinking Water. Bristol, Inglaterra: Environment Agency.

EFSA (2013). The European Union Summary Report - Trens and Sources of Zoonoses,
Zoonotic Agents and Food-borne Outbreaks in 2011. EFSA Journal 2013,
11(4):3129.d0i:10.2903/j.efsa.2013.3129.

EFSA (2014). The European Union Summary Report - Trens and Sources of Zoonoses,
Zoonotic Agents and Food-borne Outbreaks in 2012. EFSA Journal 2014,
12(2):3547.d0i:10.2903/j.efsa.2014.3547.

Ferreira M. E., Lopes S. I., Pereira M. D., Rodrigues C. L. & Costa N. F. (2014).
Qualidade microbioldgica do peixe serra (Scomberomerus brasiliensis) e do gelo
utilizado na sua conservacdo. Arquivos do Instituto Bioldgico, 81 (1), 49-54.

Ferreira, M. J. (2010). Caracteristicas Microbiolégicas do Gelo para Consumo
Comercializado no Recbncavo Baiano (Dissertagdo de Bacharel). Universidade
Federal de Reconcavo da Bahia, Brasil.

FEHD (2005). The Microbiological Quality of edible ice from ice manufacturing plants
and retail businesses in Hong Kong. Risk Assessment Studies Report N°21. The
Government of the Hong Kong Special Administrative Region. China. [Consultado
em 19/06/2014]. Disponivel em:
http://www.cfs.gov.hk/english/programme/programme_rafs/files/edible ice ra.pdf

Forsythe, S. J. (2010). The Microbiology of Safe Food. Nova lorque, EUA: Wiley-
Blackwell.

FSAI (2007). Microbiological quality of Ice for Cooling Drinks. 1% National
Microbiological Survey 2007 (07NS1) [Consultado em 24/05/2014]. Disponivel

em:

http://www.fsai.ie/uploadedFiles/Monitoring and Enforcement/Monitoring/Surveill

ancel/ice cooling drinks(1).pdf

Gelo expresso  (s.d.). [Consultado em  31/01/2014], Disponivel em:
http://www.geloexpresso.pt.

Gerokomou, V., Voidarou, C., Vatopoulos, A., Velonakis, E., Rozos, G., Alexopoulos,
A....Akrida-Demertzi ( 2011). Physical, chemical and microbiological quality of ice
used to cool drinks and foods in Greece and its public health implications. Anaerobe,
17, 351-353.

95


http://www.cfs.gov.hk/english/programme/programme_rafs/files/edible_ice_ra.pdf
http://www.fsai.ie/uploadedFiles/Monitoring_and_Enforcement/Monitoring/Surveillance/ice_cooling_drinks(1).pdf
http://www.fsai.ie/uploadedFiles/Monitoring_and_Enforcement/Monitoring/Surveillance/ice_cooling_drinks(1).pdf

Qualidade Microbiol6gica do Gelo usado em Estabelecimentos de Restauracéo e de Bebidas na Cidade de Evora

Green, L. R., Radke, V., Mason, R., Bushnell, L., Reimann, D. W., Mack, J.
C.,...Selman, C. A. (2007). Factors Related to Food Worked Hand Hygiene
Practives. Journal of Food Protection, 70 (3), 661-666.

Harrigan, W.F. (1998). Laboratory Methods in Food Microbiology. San Diego, EUA:
Academic Press.

HPA W5 (2007). Enumeration of Clostridium perfringens by Membrane Filtration.
National Standard Methods.

HPA W6 (2007). Enumeration of Pseudomonas aeruginosa by Membrane Filtration.
National Standard Methods.

ICMSF (2003). Microorganisms in Foods, vol 5: Microbiological Specifications of
Food Pathogens (pp. 20-180). Londres, Reino Unido: Kluwer Academic / Plenum
Publishers.

Instituto do Consumidor (2004); Faculdade de Ciéncias da Nutricdo e Alimentacdo da
Universidade do Porto, Guia-Os Alimentos na Roda. Lisboa. [Consultado em
17/07/2014]. Disponivel em: http://portal.arsnorte.min-
saude.pt/portal/page/portal/ ARSNorte/Gest%C3%A30%20d0%20Conhecimento/Cen
tro%20Recursos%20Conhecimento/Paginas/Reposit%C3%B3rio/Tematicas/Cuidado
s%20Saude%20Primarios/PASSE/Docs%20Refer%C3%AAnNcia%20Complementare
s/GuiaAlimentosRoda.pdf

ISO 6222:1999. Water quality. Enumeration of culturable micro-organisms. Colony

count by inoculation in a nutrient agar culture medium (1999, 22 Edition). Genebra,
Suica: International Organization for Standardization.

ISO 7899-2:2000. Water quality: Detection and enumeration of intestinal enterococci.
Part 2 — Membrane filtration method (2000). Genebra, Suica: International
Organization for Standardization.

ISO 8199:2005. Water quality: General guidance on the enumeration of microorganism
by culture (2005). Genebra, Suica: International Organization for Standardization.
ISO 9308-1:2000. Water quality: Detection and enumeration of Escherichia coli and
coliform bacteria. Part 1 — Membrane filtration method (2000). Genebra, Suica:

International Organization for Standardization.

ISO 14189:2013. Water quality: Enumeration of Clostridium perfringens — Method

using membrane filtration (2013). Genebra, Suica: International Organization for

Standardization.

96


http://portal.arsnorte.min-saude.pt/portal/page/portal/ARSNorte/Gest%C3%A3o%20do%20Conhecimento/Centro%20Recursos%20Conhecimento/Paginas/Reposit%C3%B3rio/Tematicas/Cuidados%20Saude%20Primarios/PASSE/Docs%20Refer%C3%AAncia%20Complementares/GuiaAlimentosRoda.pdf
http://portal.arsnorte.min-saude.pt/portal/page/portal/ARSNorte/Gest%C3%A3o%20do%20Conhecimento/Centro%20Recursos%20Conhecimento/Paginas/Reposit%C3%B3rio/Tematicas/Cuidados%20Saude%20Primarios/PASSE/Docs%20Refer%C3%AAncia%20Complementares/GuiaAlimentosRoda.pdf
http://portal.arsnorte.min-saude.pt/portal/page/portal/ARSNorte/Gest%C3%A3o%20do%20Conhecimento/Centro%20Recursos%20Conhecimento/Paginas/Reposit%C3%B3rio/Tematicas/Cuidados%20Saude%20Primarios/PASSE/Docs%20Refer%C3%AAncia%20Complementares/GuiaAlimentosRoda.pdf
http://portal.arsnorte.min-saude.pt/portal/page/portal/ARSNorte/Gest%C3%A3o%20do%20Conhecimento/Centro%20Recursos%20Conhecimento/Paginas/Reposit%C3%B3rio/Tematicas/Cuidados%20Saude%20Primarios/PASSE/Docs%20Refer%C3%AAncia%20Complementares/GuiaAlimentosRoda.pdf
http://portal.arsnorte.min-saude.pt/portal/page/portal/ARSNorte/Gest%C3%A3o%20do%20Conhecimento/Centro%20Recursos%20Conhecimento/Paginas/Reposit%C3%B3rio/Tematicas/Cuidados%20Saude%20Primarios/PASSE/Docs%20Refer%C3%AAncia%20Complementares/GuiaAlimentosRoda.pdf

Referéncias Bibliogréaficas

ISO 16266:2006. Water quality — Detection and enumeration of Pseudomonas
aeruginosa — Method by membrane filtration (2006). Genebra, Suiga: International
Organization for Standardization.

ISO 19458:2006. Water quality —Sampling for microbiological analysis (2006).
Genebra, Suica: International Organization for Standardization.

Jay, J.M., Loessner, M.J. & Golden, D.A. (2005). Modern Food Micobiology. Nova
lorque, EUA: Springer.

Khan, A.S., Moe C. L., Glass, R. I, Monroe, S. S., Estes, M. K., Chapman L.
E.,...Schonerger, L. B. (1994). Norwalk Virus-Associated Gastroenteritis Traced to
Ice Consumption aboard a cruise ship in Hawaii: Comparison and Application of
Molecular Method-Based Assays. Journal of Clinical Microbiology, 32, 318-322.

Kim J. K. & Harrison, M. A. (2008). Transfer of Escherichia coli O157:H7 to Romaine
Lettuce due to Contact Water from Melting Ice. Journal of Food Protection, Vol 71
(2), 252-256.

Lateef, A., Oloke, J. K., Kana, E. B. G. & Pacheco, E. (2006). The Microbiological
Quality of Ice Used to Cool Drinks and Foods in Ogbomoso Metropolis, Southwest,
Nigeria. Internet Journal of Food Safety. 8, 39-43.

Laussucq S., Baltch A. L., Smith R. P., Smithwick R. W., Davis B. J., Desjardin E. K.,
Silcox V. ... Cohen M.L. (1988). Nosocomial Mycobacterium  fortuitum
Colonization from a Contaminated Ice Machines. The American review of
respiratory Disease,138, 891-894.

Lightfoot, N. F.; Maier E. A. (2003). Analise Microbioldgica de Alimentos e Agua —
Guia para a Garantia da Qualidade. Lisboa, Portugal: Fundacdo Calouste
Gulbenkian.

Mako, S. L., Harrison, M. A, Sharma, V. & Kong, F. (2014). Microbiological quality of
packaged ice from various sources in Georgia. Journal of Food Protection, 77
(9):1546-53. D0i:10.4315/0362X.JFP-13-398

McClane, B.A. (2007). Clostridium perfringens. In M. P. Doyle e L. R. Beuchat (Eds.),
Food Microbiology Fundamentals and Frontiers (pp. 423-44). Washington, EUA:
ASM Press.

Mendes, A. L. S. (2009). Qualidade Microbioldgica do Gelo para Consumo Humano
em Bebidas, Um Estudo nos Estabelecimentos das Zonas Balneares do Porto

(Dissertacao de Mestrado). Universidade do Porto, Portugal.

97



Qualidade Microbiol6gica do Gelo usado em Estabelecimentos de Restauracéo e de Bebidas na Cidade de Evora

Mendes B. e Oliveira J. F.S. (2004). Qualidade da 4gua para consumo humano. A Agua-
Desde as Origens aos Dias de Hoje (p3-144). Lisboa, Portugal: LIDEL.

Meng, J., Doyle, M.P., Zhaot, T. e Zhaot, S. (2007). Enterohemorrhagic Escherichia
coli. In Doyle, M.P. e Beuchat, L.R. (Eds.), Food Microbiology Fundamentals and
Frontiers (pp. 249-269). Washington, EUA: ASM Press.

Moore E. W., Brown E. W. & Hall E. M (1953). Sanitation of Crushed Ice for Iced
Drinks. American Journal of Public Health, 43 (10),1265-1269. doi:
10.2105/AJPH.43.10.1265

Nichols, G., Gillespie, I. & Louvois, J. (2000). The microbiological quality of ice used
to cool drinks and ready-to-eat food from retail and catering premises in the United
Kingdom. Journal of Food Protection. 63 (1), 78-82.

NP 4343:1998. Qualidade da agua. Pesquisa e quantificacdo de Estafilococos (1998).
Monte da Caparica, Portugal: Instituto Portugués da Qualidade.

Parshionikar S. U., Willian-True S., Fout G. S., Robbins D. E., Seys S. A., Cassady J.
D. & Harris R. (2003). Waterborne Outbreak of Gastroenteritis Associated with a
Norovirus. Applied and Environmental Microbiology, 69 (9), 5263-5268. doi:
10.1128/AEM.69.9.5263-5268.2003.

PHE (2011). Vero cytotoxin-producing Escherichia coli (VTEC). [Consultado em
27/09/2014. Disponivel em:

http://www.hpa.org.uk/Topics/InfectiousDiseases/InfectionsAZ/EscherichiaColiO157/

Portaria MS n° 2.194/2011. Legislacdo de Saude — Série E, Secretaria de Vigilancia em
Saude, Ministério da Salde, Brasilia, Brasil.

Powits, R. W (2013). The Sanitation of Ice-Making Equipment. Process Control

August/September [Consultado em 01/11/2014]. Disponivel em:

http://www.foodsafetymagazine.com/magazine-archivel/augustseptember-2013/the-

sanitation-of-ice-making-equipment/

Queensland Health (2013). A guide to the safe handling of ice. Food Safety, Fact Sheett
10, [Consultado em 19/06/2014]. Disponivel em:
http://www.health.gld.gov.au/foodsafety/documents/fs-10-ice.pdf

Recomendacdo IRAR n.°5 (2005). Método Alternativo para Analise de Bactérias
Coliformes e Escherichia coli. IRAR. [Consultado em 19/02/2014]. Disponivel em:

http://www.ersar.pt/website/ViewContent.aspx?SubFolderPath=%5cRo0t%5cConten

ts%5cSitio%5cMenuPrincipal%e5cDocumentacao%5cPublicacoeslRAR&Section=M

98


http://dx.doi.org/10.1128%2FAEM.69.9.5263-5268.2003
http://www.hpa.org.uk/Topics/InfectiousDiseases/InfectionsAZ/EscherichiaColiO157/
http://www.foodsafetymagazine.com/magazine-archive1/augustseptember-2013/the-sanitation-of-ice-making-equipment/
http://www.foodsafetymagazine.com/magazine-archive1/augustseptember-2013/the-sanitation-of-ice-making-equipment/
http://www.health.qld.gov.au/foodsafety/documents/fs-10-ice.pdf
http://www.ersar.pt/website/ViewContent.aspx?SubFolderPath=%5cRoot%5cContents%5cSitio%5cMenuPrincipal%5cDocumentacao%5cPublicacoesIRAR&Section=MenuPrincipal&FolderPath=%5cRoot%5cContents%5cSitio%5cMenuPrincipal%5cDocumentacao&BookTypeID=21&BookCategoryID=1
http://www.ersar.pt/website/ViewContent.aspx?SubFolderPath=%5cRoot%5cContents%5cSitio%5cMenuPrincipal%5cDocumentacao%5cPublicacoesIRAR&Section=MenuPrincipal&FolderPath=%5cRoot%5cContents%5cSitio%5cMenuPrincipal%5cDocumentacao&BookTypeID=21&BookCategoryID=1

Referéncias Bibliogréaficas

enuPrincipal&FolderPath=%5cRo0t%5cContents%5cSitio%5cMenuPrincipal%5cDo

cumentacao&BookTypelD=21&BookCategorylD=1

Recomendacdo IRAR n.%5 (2007). Desinfeccdo da Agua Destinada ao Consumo
Humano. IRAR. [Consultado  em 19/02/2014]. Disponivel em:
http://www.ersar.pt/website/ViewContent.aspx?SubFolderPath=%5cRo0t%5cConten
ts%5c¢Sitio%5cMenuPrincipal%5cDocumentacao%5cPublicacoesIRAR&Section=M
enuPrincipal&FolderPath=%5cRoo0t%5cContents%5cSitio%5cMenuPrincipal%5cDo
cumentacao&BookTypelD=21&BookCategorylD=1

Regulamento (CE) 852/2004 de 29 de Abril relativo a higiene dos géneros alimenticios,

Jornal Oficial da Uni&o Europeia L 139/1, Comisséo Europeia, Bruxelas.

Roberts, D. & Greenwood M (2003). Practical Food Microbiology. Massachusetts,
EUA: Blackwell Publishing Inc.

Santos, M.l. & Cunha, I. (2007). Patogénicos emergentes em alimentos. Seguranca e
Qualidade Alimentar, 1 (2),10-14.

Santos, M.I.S. (2009, novembro). Surtos recentes com grande impacto: novos cenarios.
Comunicacdo apresentada no Seminario Toxinfeccbes Alimentares: A importancia
da vigilancia epidemioldgica de base laboratorial, Lisboa.

Saraiva, M.M. (2011, outubro). E. coli verotoxigénicos. Comunicacdo apresentada na
10* Reunido Nacional do Programa de Avaliacdo Externa da Qualidade em
Microbiologia dos Alimentos, Lisboa.

Viegas, S., Cunha, I., Correia, C., Coelho, A., Maia, C., Pena, C.,...Saraiva, M. (2014).
Investigacdo laboratorial de toxinfecdes alimentares, 2013. Boletim Epidemioldgica
Observac0es, Vol 2, No 7, Edi¢Ges INSA. [Consultado em 20/05/2014]. Disponivel
em:
http://www.insa.pt/sites/INSA/Portugues/PublicacoesRepositorio/Paginas/Publicacoe
sPeriodicas.aspx

Special Pathogens Laboratory (2014). Ice Machines: A Source of Legionella Infection.
[Consultado em 01/06/2014]. Disponivel em:

http://www.specialpathogenslab.com/news-and-events/post.php?s=2014-05-13-ice-

machines-a-source-of-legionella-infection
Todd, E. C., Michaels, B. S., Smith, D., Greig, J. D. & Bartleson, C. A. (2010).

Outbreaks where food workers have been implicated in the spread of foodborne

disease. Part 9. Washing and drying of hands to reduce microbial contamination.
Journal of Food Protection. 73 (10), 1937-1955.

99


http://www.ersar.pt/website/ViewContent.aspx?SubFolderPath=%5cRoot%5cContents%5cSitio%5cMenuPrincipal%5cDocumentacao%5cPublicacoesIRAR&Section=MenuPrincipal&FolderPath=%5cRoot%5cContents%5cSitio%5cMenuPrincipal%5cDocumentacao&BookTypeID=21&BookCategoryID=1
http://www.ersar.pt/website/ViewContent.aspx?SubFolderPath=%5cRoot%5cContents%5cSitio%5cMenuPrincipal%5cDocumentacao%5cPublicacoesIRAR&Section=MenuPrincipal&FolderPath=%5cRoot%5cContents%5cSitio%5cMenuPrincipal%5cDocumentacao&BookTypeID=21&BookCategoryID=1
http://www.specialpathogenslab.com/news-and-events/post.php?s=2014-05-13-ice-machines-a-source-of-legionella-infection
http://www.specialpathogenslab.com/news-and-events/post.php?s=2014-05-13-ice-machines-a-source-of-legionella-infection

Qualidade Microbiol6gica do Gelo usado em Estabelecimentos de Restauracéo e de Bebidas na Cidade de Evora

Veiga, A., Lopes, Carrilho, E., Silva, L., Dias, B. M,. Seabra, M. J,...Nunes, S. (2009).
Perfil dos Principais Alimentos Consumidos em Portugal. ASAE. [Consultado em
03/01/2014]. Disponivel em: www.asae.pt/

Western Australian Food Monitoring Program (1999). Ice —The Cold, Hard Facts. Food
Watch [Consultado em 01/11/2014]. Disponivel em:
http://www.public.health.wa.gov.au/cproot/1541/2/ice_The Cold_Hard Facts.pdf

Waturangi, D. E., Wennars, M, Suhartono, M. X. & Wijaya, Y. F. (2013). Edible ice in

Jakarta, Indonesia, is contaminated with multidrug-resistant Vibrio cholerae with

virulence potencial. Journal of Medical Microbiology, 62, 352-3598.

WHO (1999). Food Safety: An Essential Public Health Issue for the New Millennium.
[Consultado em: 01/06/2013]. Disponivel em:
http://apps.who.int/iris/handle/10665/65971

WHO (2000). Surveillance Programme for Control of Foodborne Infections and
Intoxications in Europe. 7" Report (1993-1998), Country Reports: Portugal.

WHO (2001). Sanitation on Ships-Compendium of outbreaks of foodborne and
waterborne disease and Legionnaires disease associated with ships 1970-2000.
[Consultado em: 01/10/2013]. Disponivel em:
http://www.who.int/water_sanitation_health/hygiene/ships/en/shipsancomp.pdf

WHO (2003). Surveillance Programme for Control of Foodborne Infections and
Intoxications in Europe. 8" Report, 1999 — 2000. [Consultado em: 01/10/2013].
Disponivel em: http://www.bfr.bund.de/internet/8threport/8threp_fr.htm

WHO (2011a). Guidelines for Drinking-water Quality, Fourth Edition [Consultado em
06/10/2013] Disponivel em:
http://www.who.int/water_sanitation_health/publications/2011/dwq_guidelines/en/

WHO (2011b). Water safety in buildings. [Consultado em 06/08/2014] Disponivel em:
www.who.int/water_sanitation_health/publications/2011/9789241548106/en/

Willshaw, G.A., Cheasty, T. & Smith, H.R. (2000). Escherichia coli. In Lund, B.M.,
Baird-Parker, T.C., Gould, G.W. (Eds.), The Microbiological Safety and Quality of
Food (pp. 1136-1177). Gaithersburg, EUA: Aspen Publication.

100


http://www.asae.pt/
http://www.public.health.wa.gov.au/cproot/1541/2/Ice_The_Cold_Hard_Facts.pdf
http://www.who.int/water_sanitation_health/hygiene/ships/en/shipsancomp.pdf

AnNexos

Anexo 1 — Ficha de Identificagdo de Amostra

GOVERNO DE
A PORTUGAL

MINISTERIO DA SAUDE

FICHA DE IDENTIFICACAO DE AMOSTRA
REQUISICAO DE ENSAIO PARA ESTUDO PILOTO SOBRE A QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO GELO

Corresponde a Ficha de Caracterizacdo de Campo n.°

Horade Entrada ___ :
(A preencher pelo LSP)

Centro de Saude de

IDENTIFICACAO

Localidade Data__-_ - Hora :

Ponto de colheita

Tipo de Estabelecimento: Restaurante[d; Café[]; Bar(J; Restaurante(Hotel)[J; Bar(Hotel)(l
5 Outro I

Abastecimento de agua:

-Publico [J

-Privado O(efectuar colheita de agua)
l:\gua Tratada [0 [ Tipo de tratamento
Agua ndo Tratada [J

TIPO DE COLHEITA/AMOSTRAGEM

- Gelo: Sim 0 Tipo de Analise [ B1+P.aeruginosa+Esfafilococos Amostra n.°
[ Outra (A preencher pelo LSP
Tipo de Gelo:
Comercial O Marca Lote.
Produzido no estabelecimento O
Outro]

Ponto de amostragem (imediatamente antes de ser servido ao cliente)

- Agua: SimO Tipo de Colheita (I B1 Amostra n.°
Néo [J [ Outra (A preencher pelo LSP)

Ponto de amostragem (o mais proximo da maquina do gelo, caso exista)

MEDICOES NO LOCAL

Gelo: Cloro total Cloro residual livre pH
Agua: Cloro total Cloro residual livre pH
OBSERVACOES:

Observacgées sobre a colheita: Colheita de amostra de gelo obrigatoria. A amostra de agua para
analise dos parametros microbiologicos apenas é colhida nos casos em que o estabelecimento
utilize um sistema particular de abastecimento de agua, independentemente do gelo utilizado ser
comercial. O doseamento do cloro tera que ser determinado, obrigatoriamente, no gelo e na
agua, independentemente de se tratar de gelo comercial ou nao, ou do abastecimento de agua ser
publico ou privado.

Responsavel pela colheita Responsavel pelo transporte
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Anexo 2- Fluxograma do procedimento experimental para a quantificacio de

Microrganismos Cultivaveis a 22 °C e a 36°C

Homogeneizou-se a amostra

'

Transferiu-se o0 volume de amostra para placas de Petri de 90 mm

v

Adicionou-se 15 a 20 mL de meio — YEA
(meio em banho-maria a (45£1) °C)

!

Incorporou-se e deixou-se 0 meio solidificar

A4 A 4

(22+2) °C / (68:4) h (36+2) °C / (44+4) h

A 4 \ 4

Contaram-se todas as coldnias visiveis

Microrganismos

Microrganismos

cultivaveis a 22 °C cultivaveis a 36 °C

Anexo 3- Fluxograma do procedimento experimental para a pesquisa e

quantificagdo de Enterococos Intestinais

Homogeneizou-se e filtrou-se a amostra

'

Slanetz & Bartley
(36£2)° C — (44+4) horas

A 4

Colonias tipicas — castanhas,
vermelhas ou rosa

A 4

Transferiu-se a membrana (com col6nias viradas para cima)
para 0 meio Bile Esculina Azida Agar,
pré aquecida a 44 °C, 10-15 min

v

Incubou-se 2 horas a 44+0,5 °C

v

Enegrecimento do meio envolvente as
coldnias

ENTEROCOCOS INTESTINAIS




Anexos

Anexo 4 — Fluxograma do procedimento experimental para a pesquisa e quantificagdo de Bactérias

Coliformes e E. coli

Homogeneizou-se e filtrou-se a amostra

\ 4
MLSA

v
Incubou-se (36 £2) °C
(21+3)ha(44+4)h

A

Col6nias amarelas Colénias laranja
(lactose +) (lactose duvidosa)

l |

Repicaram-se as col6nias em meio YEA
(36x2)°C até (21+3) h
- N.° de colonias >10- repicar pelo menos 10;
- N.° de colénias <10- repicar todas

TESTE OXIDASE NEGATIVA

l FLUOROCULT

Incubou-se (36+2) °C durante (21 +3) h

Bactérias Mudanca de cor de roxo para amarelo
Coliformes \ Fermentacéo da lactose

FLUOROCULT
Incubou-se (44 £0,5)°C - (21+3) h
Roxo =» Amarelo =» Lactose +

Escherichia coli
Positiva
v
\ Fluorescéncia
(365 nm)
Indol (+)/Cor *
vermelho cereja | Adicionou-se 0,2ml Negativa

Reagente Kovac's
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Anexo 5 - Fluxograma do procedimento experimental para a pesquisa e quantificacdo de C. perfringens

Homogeneizou-se e filtrou-se a amostra

TSC agar (44+0,5)° C a (21+3) h
anaerobiose

/

Colonias negras, cinzentas ou
amarelos acastanhadas

Repicaram-se pelo menos 10 coldénias em Gelose
de Sangue em paralelo (em condicdes de
anaerobiose e aerobiose) a (37+£1) °C (21£3) h

R

Meio Tamponado Nitrato/Mobilidade

(37+1) °C (21+ 3) h

|

Teste Reducdo de Nitratos

Adicionar Nit. A + Nit. B

v

Colonias com crescimento:

- aerobiose
+ anaerobiose

\

Meio Lactose/Gelatina

(37+1) °C (21+ 3) h

l

A 4

A 4

Teste mobilidade

Teste Lactose

Teste Gelatina:
Colocar os tubos
a (5+3) °C, 1-2h

\ 4

Aguardou-se

A 4

A 4

15 min

Coloracéo amarela

Solidificacdo

v

Coloracéao vermelha
(presenga de nitritos

S/ Coloragdo vermelha
Adicionou-se P6 de Zn

l
Aguardar 10 min

S/ coloragdo vermelha
(presenga de amonia ou

Imovel
(crescimento s6 na
estria)

A 4

Incubacdo
(37£1)C24h

A 4

azoto) Colocar a (5+3) °C
1-2h
v A 4 A 4
Reducéo de Liquefacdo da

Nitratos

Producdo de Acido

gelatina

Clostridium perfringens




Anexo 6 — Fluxograma do procedimento experimental para a pesquisa e
quantificacdo de P .aeruginosa

Homogeneizou-se e
filtrou-se a amostra

A 4

A 4

Meio CN Agar

(3622) °C / (22+2) h e (44%4) h

v

Colonias tipicas
azul/verde
(piocianina)

- Colonias sem
pigmentacéo azul
esverdeada

- Com Fluorescéncia (360
nm)

- Colonias castanhas
avermelhadas

- Sem Fluorescéncia
(360 nm)

!

Repicaram-se no total 5 coldnias para Skim Milk
Cetrimida,
(3741) °C até (22+2) h

v

- Hidrolise
(observacéo de hal

da Caseina +
0 ao longo da estria)

v

Teste de Oxidase

v

Oxidase Positiva

v
»l Pseudomonas aeruginosa

Anexos

Anexo 7 — Fluxograma do procedimento experimental para a pesquisa e
quantificacdo de Total de Estafilococos e Estafilococos Coagulase Positiva

Homogeneizou-se e filtrou-se a amostra

v

MSA (37+1) °C — (4424) h

v

Colodnias tipicas — amarelas/brancas/laranjas/ com ou sem halo amarelo

v

Repicaram-se 3 coldnias de cada tipo em meio
YEA (3741) °C até (24+4) h

! v v
x Tipo respiratério (MEVAG)
Coloracéo de Gram Teste da Catalase .
¢ (37+1)° C até (24+4)h
! v
1 Libertaio Crescimento ao longo de todo o

Cocos Gram +

de gés

meio com viragem do meio a
amarelo (aerdbios a anaerébios
facultativos)

Total de Estafilococos

Teste da coagulase (3741) °C - observagdo as 4 h e (24+4) h

v

Coagulase Positiva (formacéo de coagulo)

[ soescomnerana |

Estafilococos Coagulase Positiva
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Anexo 8 — Ficha de Caracterizacio de Campo

S GOVERNO DE
A PORTUGAL

MUNISTEREO DA SAUDE

Ficha de caracteriza¢cdo de campo N2
Data

Nome do estabelecimento:

Morada:

Caracteristicas Gerais

-Existéncia de sistema HACCP e/ou boas praticas de higiene e fabrico [] Sim [ N3o

Se sim, existem evidéncias? [ Sim [J Ndo. Quais

-Condi¢des gerais do estabelecimento s3o aceitaveis (limpo, organizado, material em bom estado, entre

outros)? [1 Sim [J Nio

Se ndo, justificar

-A concepcéo do espaco de copa/cozinha apresenta a marcha em frente? [ Sim [J Ndo [J N3o aplicavel

-Existe um programa de limpeza e desinfe¢do das instalagdes e equipamentos? [ Sim [J N&o

-Existe um programa de prevencdo/controlo de pragas, executado por profissionais? [ Sim [] N&do

- Equipamento para eliminacdo de insectos? [ Sim [] Ndo

-Os contentores para residuos apresentam tampa accionada por pedal e revestidos com sacos de plastico?

O sim [ N3o

-Os manipuladores/pessoal tém formagdo basica em Higiene e Seguranca Alimentar? [J Sim [J Nao,

-Instalag®es sanitarios/vestidrios devidamente separados das zonas de laboragéo, com correta ventilagdo e

manutencdo? [1 Sim [] Ndo

- O estabelecimento apresenta Servicos de Higiene e Seguranca no Trabalho? [J Sim [] Nao
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Anexos

Anexo 8 (continuacgéo)

ﬁ: GOVERNODE =~ *#5
%L~ PORTUGAL

NUNISTERSO DA SALIDE

Boas praticas de produgdo e manuseamento de gelo

1. O estabelecimento utiliza gelo? [ Sim [] Ndo
Tipo(s) de utilizagdo(oes) do gelo

[ Refrigerar bebidas/Contacto direto com as bebidas
[J Refrigerar alimentos/Contacto direto com os alimentos

[ outras. Quais?

3. 0O geloé: [ produzido no estabelecimento

[ adquirido comercialmente. Neste caso o produto é controlado e rastreado aquando da sua

recep¢do? [J Ndo [ Sim, se sim, descreva

Marca Lote

[ oOutra

Se a resposta for Adquirido comercialmente ndo responder a questdo seguinte, incluindo as suas alineas.

4. Qual é o equipamento usado para produzir gelo?

4.1.Marca do equipamento:
4.2. Modelo

4.3.A dgua usada para producio do gelo provem de um sistema de abastecimento publico?
[Jsim [J N3o, se Nao, existe um programa de controlo da mesma adequado? [ Sim [J] Ndo

Caso a resposta seja Ndo, colher amostra da dgua que abastece a maquina de produc&o de gelo. O ponto de colheita da
rede dever ser o mais proximo possivel da maquina.

4.4.A maquina possui valvula de retorno de dgua na entrada de alimentacio? [J Sim [J Nio
4.5.Reservatério de dgua e o compartimento de armazenamento de gelo sdo isolados [J Sim [ N3o
4.6.A maquina tem alguma ligagdo ao esgoto? [1 Sim [J Ndo

4.6.1. Se Sim, existe valvula de retorno ou algo que impega retorno do caudal? [1 Sim [J] Nio

4.7.0s diferentes compartimentos da maquina encontram-se limpos? [ Sim [] Ndo
Se Ndo, justificar

4.8. A porta da maquina encontrava-se fechada? [ Sim [] Nido

4.9. Localizagdo da maquina

Indicar também se estd localizada numa zona de limpos ou sujos.

4.10.Existe um plano de limpeza e higienizacio da maguina de producdo de gelo? [JSim [J N3o
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Anexo 8 (continuacgéo)

-:§ GOVERNODE ~%*

10.

19

12.

13.

14.

PORTUGAL

NUNISTERKD DA SAUDE
4.11.Qual a periodicidade de execug¢do da limpeza interior e exterior?

4.12.Data da realizagdo da ultima limpeza

4.13.0bservagdes pertinentes sobre plano/limpeza

4.14.Existe um programa de manutencdo preventiva da maquina? (1 Sim [] N3o

Existe algum procedimento/regra escrito implementado(a) sobre cuidados a ter na manipulagédo do

gelo? [ Sim [ N3o
Se sim,qual(ais)?

O gelo é conservado (até ao momento antes de ser servido ao cliente) noutro equipamento para além

do compartimento de armazenamento da maquina ou do saco em que é adquirido? [ Sim [ Ndo
Se sim:

6.1.Descreva os equipamentos/procedimentos utilizados desde a sua produgdo (g.a.) até a sua
utilizacdo?

6.2.E qual o equipamento em que é conservado antes da sua utilizagdo final?

[ Balde de Gelo

[0 Arca congeladora. Em que condigdes?

[ Outro. Em que condicdes?

(verificar se o equipamento usado para conservacdo tem capacidade adequada e se o gelo ndo é colocado em compartimento
que contém alimentos)

As temperaturas de conservacio do gelo sdo possiveis de ser controladas e registadas através de

termémetros calibrados regularmente? [J Sim [] Sim, mas com termémetro n3o calibrado [] N&o
Qual o forma/utensilio utilizado para manusear o gelo?

[ pa/colher especifica (1 A m3o mas com luva [ A m3o mas sem luva [] Outra

Onde costuma ser guardado esse utensilio usado para transferir o gelo (protegido de
contaminacdo)?

Periodicidade de limpeza e higienizagdo/substituigdo desse utensilio?
Existem lavatérios exclusivos para os funciondrios localizados perto da maquina/balde de gelo?

[ sim [ Nio
a) Eapresentam agua quente e fria, sabdo liquido com propriedades desinfectantes e toalhetes de

papel para secar as mios (ou outro sistema de secagem higiénica)? [1 Sim [ Ndo
Estado geral de higiene e limpeza dos manipuladores de gelo, incluindo maos e unhas é aceitavel?

O sim [ N3o
Auséncia de objectos de adorno (tais como: anéis, pulseiras, entre outros)? [1 Sim [ N&o

Utilizac3o de forma correcta de luvas descartaveis (se aplicavel)? [ Sim [ N&o
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Anexos

Anexo 9 — Resultados analiticos determinados para os pardmetros de campo (cloro e pH) nas amostras
de aguas de abastecimento e de gelo e caracterizagdo do tipo de estabelecimento, assim como o0 método
de producdo de gelo utilizado

Parametros de Campo

o
E 3 k= Agua de Abastecimento Gelo
D 23 €3 g = R =
el TR R 2 B2 oz LE EfE oz
g sg C&g sg °&g
o= = O <= =
1 Rest Magq 0,68 0,18 7,30 0,15 0,15 8,18
2 Rest Maq 0,62 0,62 7,42 0,59 0,18 8,23
3 Hotel Magq 0,30 0,25 7,40 0,66 0,37 8,17
4 Rest Maq 0,10 0,00 7,50 0,02 0,02 6,92
5 Rest Mag 0,07 0,07 7,30 0,11 0,06 7,90
6 Hotel Magq 0,45 0,24 7,64 0,38 0,38 7,34
7 Hotel Mag 0,26 0,13 7,70 0,26 0,13 7,82
8 Café Magq 0,83 0,61 7,40 0,12 0,09 7,63
9 Rest Magq 0,90 0,52 7,59 0,33 0,33 7,65
10 Café Magq 0,90 0,26 7,60 0,40 0,00 7,60
11 Café Magq 0,79 0,74 7,66 0,03 0,00 7,70
12 Hotel Mag 0,52 0,19 7,82 0,63 0,11 7,50
13 Hotel Mag 0,69 0,12 7,60 0,30 0,00 7,60
14 Rest Mag 0,52 0,05 7,55 0,59 0,12 7,60
15 Hotel Mag 0,32 0,03 7,81 0,00 0,04 6,55
16 Rest Saco 0,01 0,00 7,80 0,12 0,12 6,89
17 Rest Magq 0,17 0,06 7,93 0,10 0,08 6,97
18 Rest Magq 0,11 0,00 7,83 0,10 0,00 7,41
19 Café Magq 0,47 0,35 7,10 0,02 0,00 7,10
20 Rest Mag 0,72 0,51 7,70 0,21 0,11 7,05
21 Café Mag 0,82 0,72 7,64 0,18 0,18 6,70
22 Rest Mag 0,78 0,36 7,54 0,27 0,03 6,64
23 Rest Mag 0,42 0,09 7,50 0,07 0,00 6,83
24 Hotel Magq 0,16 0,04 7,86 0,41 0,00 7,83
25 Café Magq 0,63 0,45 7,80 0,34 0,08 7,53
26 Café Magq 0,83 0,59 7,74 0,34 0,06 7,05
27 Café Magq 0,69 0,50 7,50 0,08 0,05 7,32
28 Café Cuvetes 0,44 0,14 7,34 0,12 0,10 7,63
29 Rest Comercial 0,40 0,28 7,98 0,00 0,00 6,80
30 Rest Maq 0,29 0,28 7,50 0,14 0,11 7,52
31 Rest Mag 0,06 0,03 7,38 0,07 0,03 7,85

Em que: Rest = Restaurante; Hotel = Hotel Bar/Restaurante; Café = Café/Bar/Cafetaria; Maq = Maquina
de gelo do préprio estabelecimento; Saco = Sacos de congelacao.
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Anexo 10 — Resultados dos parametros microbiol6gicos

Parametros Microbioldgicos
O O 2 § = +
z O O i 0 = @ S o
g = = s < B wi
< o -
2 ufc mL™ ufc 100 mL™:
1 28 15 0 0 0 0 0 2 0
2 28 3 3 0 0 0 0 0 0
3 1540 99 0 0 0 0 0 8 0
4 2840 64 0 0 0 0 0 >100 0
5 66 46 0 0 2 0 0 6 0
6 780 18 4 1 1 0 0 >100 0
7 40 21 0 0 0 0 0 0 0
8 116 30 0 0 0 0 0 3 0
9 2 0 0 0 0 0 0 0 0
10 77 0 0 0 0 0 0 12 6
11 25 26 0 0 0 0 0 0 0
12 249 43 0 0 0 0 0 0 0
13 >3000 750 0 0 0 0 >80 0 0
14 72 19 0 0 0 0 0 0 0
15 28 8 0 0 0 0 0 0 0
16 1640 2100 0 0 13 2 0 >100 >100
17 1930 2600 14 0 1 0 0 >100 0
18 730 54 5 0 0 0 0 >100 0
19 51 5 0 0 0 0 0 82 0
20 1 0 0 0 0 0 26 26
21 420 29 0 0 0 0 3 0 0
22 100 5 0 0 0 0 1 0 0
23 36 0 0 0 0 0 0 1 0
24 188 45 0 0 0 0 0 0 0
25 136 14 0 0 0 0 0 5 0
26 680 13 0 0 0 0 0 17 0
27 8 16 0 0 0 0 0 71 0
28 18 11 1 0 1 0 0 >100 0
29 75 a7 4 0 7 0 0 >100 0
30 1190 32 0 0 0 0 0 3 0
31 730 10 0 0 0 0 0 6 0

em que: MC = Microrganismos cultivaveis; BC =Bactérias Coliformes; Entero = Enterococos Intestinais;
Total Estaf = Total de Estafilococos; Estaf C+ = Estafilococos Coagulase Positiva



