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Listeria monocytogenes em salada com frango pronta a consumir: estudo da vida til

utilizando um challenge test

Resumo

Listeria monocytogenes é o agente causal da listeriose, infecdo rara, mas severa, cuja taxa de
fatalidade pode atingir 20% na populacdo humana. A listeriose é quase exclusivamente
transmitida pelo consumo de alimentos contaminados.

Os alimentos prontos a consumir sdo muito associados a L. monocytogenes, pois sdo
conservados por longos periodos em refrigeracdo, durante os quais L. monocytogenes pode
desenvolver-se devido ao seu carater psicrotrofico. A legislacdo europeia estabeleceu limites
para presenca e quantificagéo de L. monocytogenes em alimentos, consoante a etapa da cadeia
alimentar em que estes se encontram: no produtor, o alimento deverd demonstrar auséncia de
L. monocytogenes em 25g e na distribuicdo comercial podera conter um méaximo de 102 ufc/g
de alimento.

Usando um challenge test, o presente trabalho visou avaliar a evolugéo do desenvolvimento da
estirpe L. monocytogenes CECT 4031 inoculada artificialmente em salada com frango pronta a
consumir, durante a vida Util refrigerada. Esta estirpe foi selecionada por pertencer ao serétipo
1/2a, que é aquele que mais comummente € isolado dos alimentos e que € associado a muitos
casos de doenca humana.

Antes da inoculacdo, L. monocytogenes foi exposta a um choque com posterior adaptacéo ao
frio (5°C), com o objetivo de simular uma possivel adaptacdo ao ambiente industrial, que é
geralmente refrigerado para a producdo de saladas prontas para consumir. Utilizou-se uma
suspensdo com 5 log ufc/ml de L. monocytogenes CECT 4031, para a inoculacdo das saladas
que foram mantidas a 5°C durante os 7 dias de vida Gtil. As saladas foram analisadas nos dias
0, 4 e 7 e realizaram-se trés réplicas experimentais. Os resultados mostraram que L.
monocytogenes variou de 6,1 + 0,6 log ufc/g a 6,4 + 0,8 log ufc/g do dia 4 ao dia 7,
respetivamente. Os resultados foram analisados e comparados com curvas de crescimento de
referéncia e foram explorados potenciais cendrios, considerando a vida Util refrigerada do
alimento em estudo. A partir dos resultados estimou-se a quantidade de L. monocytogenes que
poderia hipoteticamente estar presente na fase de produgéo, de forma que o limite legal de 100

ufc/g de alimento no final da vida atil ndo fosse ultrapassado.

Palavras-chave: L. monocytogenes; choque e adaptacao ao frio; challenge test; salada de frango;

alimento pronto a consumir.
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Listeria monocytogenes in ready-to-eat chicken salad: challenge testing for shelf life

assessment

Abstract

Listeria monocytogenes is the causal agent of listeriosis, a rare but severe life-threatening
human illness, with a fatality rate of about 20%. Listeriosis is almost exclusively transmitted
by food consumption.

L. monocytogenes is especially related to ready-to-eat foods, because of the long refrigerated
shelf life, during which L. monocytogenes may thrive and develop, due to its psychrotrophic
character. European legislation establishes two different limits for L. monocytogenes in ready-
to-eat foods, according to the food chain stakeholder: in the producer absence of L.
monocytogenes in 25¢ of food is required, whereas while the foods are placed on the market up
to 100 ufc/g may be present.

Using a challenge test, this work aimed to assess L. monocytogenes CECT 4031 growth when
artificially inoculated in a ready-to-eat chicken salad, during its refrigerated shelf life. This L.
monocytogenes strain was selected because it belongs to serotype 1/2a, the one that is most
commonly isolated from foods and associated with many cases of human illness.

Before inoculation, L. monocytogenes was previously exposed to a cold stress and adaptation
to refrigerated temperature (5°C), in order to recreate a possible adaptation to the industrial
environment, which is usually kept under refrigeration for the preparation of ready-to-eat
salads. A 5 log cfu/ml suspension of L. monocytogenes CECT 4031 was used to inoculate the
salads that were kept at 5°C during its 7 days shelf life. Salads were analyzed at day 0, 4 and 7
and three experimental replicates were performed. L. monocytogenes enumeration ranged from
6.1+0.6 log cfu/g to 6.4+0.8 log cfu/g from day 4 to day 7, respectively. Results were analyzed
and compared with reference growth curves and potential scenarios were explored, considering
the refrigerated shelf life of chicken salads. The hypothetical maximum concentration of L.
monocytogenes that could be present at the production stage was estimated, in order to comply
with the mandatory limit of 100 cfu/g at the end of shelf life.

Keywords: L. monocytogenes; cold stress and adaptation; challenge test; chicken salad; ready-

to-eat food.
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Introducéo

O consumo de produtos prontos a consumir aumentou significativamente nos Gltimos tempos.
O estilo de vida atual com a consequente falta de tempo para dedicar a preparagdo de alimentos
faz com que o consumidor opte por alimentos mais faceis e rapidos de preparar. Ciente desta
necessidade, a inddstria alimentar vem desenvolvendo vérias referéncias adaptadas a estes
estilos de vida, sobretudo alimentos prontos a consumir. Por definicdo legal, sdo alimentos
prontos-a-consumir todos aqueles destinados pelo produtor ou fabricante ao consumo humano
direto, sem necessidade de cozedura ou outra transformacao eficaz para eliminar ou reduzir
para um nivel aceitdvel os microrganismos perigosos (Regulamento n.° 2073/2005 do
Parlamento Europeu e do Conselho, de 15 de novembro de 2005).

Na Unido Europeia (UE), a listeriose continua a ser uma doenca grave, com alta morbidade,
hospitalizacdo e mortalidade em populacbes vulneraveis. Esta doenca atinge essencialmente
gravidas, individuos imunodeprimidos e idosos, verificando-se em casos de doenca grave uma
fatalidade que ronda os 20% (Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdmica, 2011). A
listeriose é causada por Listeria monocytogenes, uma bactéria Gram-positiva pertencente a
familia Listeriaceae. Alimentos prontos a consumir, como produtos lateos, produtos de
charcutaria, alimentos a base de pescado e produtos de origem vegetal, sdo suscetiveis de
contaminacgdo por Listeria monocytogenes. Esta bactéria patogénica é facilmente eliminada por
processos térmicos, quimicos e de higienizacdo utilizados na industria alimentar. Contudo, a
capacidade de sobreviver no ambiente fabril devido a formacéo de biofilmes nas superficies de
preparacdo de alimentos e a tolerancia a desinfetantes de uso comum na industria alimentar
conferem uma vantagem seletiva a L. monocytogenes, que recontamina os alimentos apds 0s
tratamentos listericidas (Iranzo, Navarro, Gascd, Cucart, & Cartén, 2015).

O Regulamento (CE) n.° 2073/2005, de 15 de novembro de 2005, relativo a critérios
microbioldgicos aplicaveis aos géneros alimenticios, define que os alimentos prontos para
consumo suscetiveis de permitir a multiplicacdo de L. monocytogenes, exceto 0s destinados a
lactentes e a fins medicinais especificos, ndo podem apresentar L. monocytogenes em 25g antes
de deixar de estar sob o controlo imediato do operador da empresa do sector alimentar que o
produziu. Uma vez colocados no mercado e durante a sua vida dtil, L. monocytogenes nédo
podera ultrapassar 100 unidades formadoras de colonias por grama. Para ser possivel a L.
monocytogenes ocorrer num alimento durante a vida uatil, sem violacdo da embalagem, a
contaminacg&o tera que ter tido lugar na industria produtora, ainda que a sua presenca ndo seja

detetavel nos ensaios.



Segundo o laboratorio europeu de referéncia para L. monocytogenes existem varios tipos de
estudos de vida atil que validam os procedimentos de processamento de seguranca alimentar,
condicbes de armazenamento do produto e tempo de prateleira, como é o caso dos ensaios de
challenge testing. Os estudos de vida util utilizados juntamente com modelos de microbiologia
preditiva permitem prever a dindmica de microrganismos patogénicos nos alimentos (European

Reference Laboratory on Listeria monocytogenes [EURL Lm], 2014).



Objetivo do estudo

O objetivo principal do presente estudo foi avaliar a evolugdo do desenvolvimento de Listeria
monocytogenes inoculada artificialmente em salada com frango refrigerada pronta a consumir,
durante o periodo de vida util. Utilizando modelos matematicos, procurou determinar-se a
quantidade de L. monocytogenes que poderia contaminar o alimento no produtor, de forma a

que o limite legal de 100 ufc/g de alimento durante a vida Util ndo fosse ultrapassado.






2. Revisdo bibliogréafica

2.1. Listeria monocytogenes: breve caracterizacio

Listeria monocytogenes foi descoberta por E.G.D. Murray, em 1924, quando este estudava uma
epidemia que afetava coelhos e porcos numa quinta em Cambridge. Em 1929 foi considerada
pela primeira vez um agente patogénico de animais. Em 1980, na sequéncia de varios surtos
atribuidos ao consumo de alimentos contaminados com L. monocytogenes, esta bactéria passou
a ser considerada uma ameaga para a satde publica pela comunidade cientifica, pela inddstria
alimentar e pelos consumidores. Foi entdo reconhecida como agente patogénico transmissivel
através de alimentos, causando uma doenca designada listeriose. O nome do género Listeria é
uma homenagem a Joseph Lister (1827 — 1912), um cirurgido inglés, pioneiro da Higiene, que
introduziu técnicas de antissepsia na pratica cirdrgica, prevenindo a infecdo das feridas
cirurgicas (Arunakul, 2003; Iranzo, Navarro, Gascd, Cucart & Carton, 2015).

L. monocytogenes € uma bactéria Gram-positiva pertencente a familia Listeriaceae, que cresce
na presenca ou na auséncia de oxigénio (anaerdbia facultativa), catalase positiva e que se
desenvolve intracelularmente. Possui a forma de pequenos bastonetes, ndo forma esporos e
possui flagelos peritricos (Iranzo et al., 2015).

L. monocytogenes consegue desenvolver-se em ambientes com temperaturas entre 0,4° e 45°C,
sobrevive por longos periodos em alimentos congelados e consegue multiplicar-se a
temperaturas de refrigeracéo, no entanto a sua temperatura 6tima de crescimento varia entre 0s
30° e os 37°C (Di Ciccio, Meloni & lanieri, 2015).

As concentracOes elevadas de sal sdo toleradas por L. monocytogenes, pois sobrevive na
presenca de concentrac6es superiores a 10% (Chan, Boor & Wiedmann, 2007; Autoridade de
Segurancga Alimentar e Econdmica [ASAE], 2011).

Relativamente ao pH consegue crescer em ambientes com valores de pH entre 4,3 e 9,4 e
apresenta uma taxa especifica de crescimento maxima com valores de pH compreendidos entre
6 e 8. A atividade da agua (aw) também influencia o desenvolvimento de L. monocytogenes e
estima-se que o limite maximo seja de 0.92, em condicGes de temperatura e pH favoraveis. No
caso dos produtos com atmosfera protetora, concentracdes de CO2 superiores a 80% sé&o
consideradas inibitorias (ASAE, 2011).

Anteriormente, o género Listeria incluia 15 espécies: L. monocytogenes, L. grayi, L. innocua,
L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii, L. marthii, L. rocourtiae, L. fleischmannii, L.

weihenstephanensis, L. floridensis, L. aquatica, L. cornellensis, L. riparia e L. grandensis
5



(Todd & Notermans, 2010). Atualmente, reconhecem-se 17 espécies distintas, pois duas novas
espécies foram descritas na Gltima década, a saber L. newyorkensis e L. booriae. Estas novas
espécies foram isoladas de fontes rurais e de materiais em decomposi¢do (Orsi & Wiedmann,
2016).

Apenas L. monocytogenes e L. ivanovii sdo consideradas agentes patogenicos para humanos e
animais, no entanto L. monocytogenes ainda € o Unico agente importante na perspetiva da satde
humana (Orsi & Wiedmann, 2016). A via oral € a principal via de exposi¢éo, tanto para animais
como para humanos, e estima-se que 99% de todos os casos humanos de listeriose sejam
transmitidos por alimentos contaminados (Orsi et al., 2016; European Food Safety Authority
[EFSA], 2018)

Listeria monocytogenes esta largamente distribuida no meio ambiente, tem como principais
reservatorios o solo e a agua, no entanto existem outros reservatérios importantes que tém
influencia na sua disseminacdo ao longo da cadeia alimentar, como a industria alimentar e 0s
manipuladores de alimentos (ASAE, 2011).

A temperatura, 0 stress osmotico e o pH tém impacto no perfil de viruléncia de L.
monocytogenes (Duodu et al., 2010; Walecka, Molenda, Karpiskova & Bania, 2011). O leite e
as caracteristicas especificas do leite, como o teor de gordura, demonstraram ter uma influéncia
na viruléncia in vitro de L. monocytogenes (Pricope, Nicolau, Wagner & Rychli, 2013).
Mahoney e Henriksson (2003) relataram que a patogenicidade de L. monocytogenes depende
da natureza do alimento no qual esta presente.

Até agora, apenas um numero limitado de estudos investigou o impacto dos alimentos na
viruléncia in vitro e in vivo de L. monocytogenes (NicAogain & O'Byrne, 2016). No entanto a
maioria dos estudos tem como limitacdo o facto de serem realizados em ambientes
experimentais, representando apenas um passo da sequéncia de eventos associados a infecao
natural de L. monocytogenes. E necessario conhecer a sua sobrevivéncia no ambiente alimentar,
mas também é necessario conhecer as condigdes relativas a passagem no trato gastrointestinal
e das barreiras intestinais, placentarias e sanguineas do hospedeiro. Todas estas etapas afetam
a viruléncia de L. monocytogenes e a sua capacidade para infetar hospedeiros. Quando exposta
a condicdes adversas, como as encontradas no ambiente alimentar ou no trato gastrointestinal,
L. monocytogenes molda o seu transcriptoma, de forma a ativar redes de resposta complexas
relacionadas ndo apenas com o stress, mas também com a viruléncia. O principal regulador de
resposta ao stresse ¢ o fator alternativo o® que contribui diretamente para a regulagdo da

expressao dos genes de viruléncia, como inlA, inIB e prfA (EFSA, 2018).



A patogenicidade de L. monocytogenes também tem sido relacionada com a sua viabilidade no
ambiente acido do estbmago e, posteriormente, na presenca da bilis no intestino delgado (Jiang

Olesen, Andersen, Fang, & Jespersen, 2010).

2.2. Linhagens filogenéticas de L. monocytogenes e respetiva distribuicéo

Vaérias técnicas tém sido utilizadas para estudar a filogenia de L. monocytogenes., Os ser6tipos
de L. monocytogenes podem ser categorizados em 4 grupos filogenéticos, nomeadamente:
linhagem | e Il e outras menos comuns, linhagem 111 e linhagem IV (Orsi & Wiedmann, 2016).
Os serdétipos da linhagem 1 sdo clonais e incluem os ser6tipos 1/2b, 3b, 4b, 4d e 4e e estdo
associados em grande parte aos casos de listeriose humana, possuindo um elevado potencial
patogénico, superior aos dos serétipos da linhagem Il (Eskhan & Abu-Lail, 2012; Orsi &
Wiedmann, 2016). Os ser6tipos da linhagem 1l s8o amplamente diversos e devido a
transferéncia horizontal de genes incluem os serétipos 1/2a, 1/2c, 3a e 3c. Os isolados da
linhagem I11 e IV sdo raros e tém sido sobretudo recuperados a partir de ruminantes, e de poucos
casos clinicos humanos e em alimentos, representando os serotipos 4a, 4b e 4c (Chen, Regan,
Laksanalamai, Healey & Hu, 2017; Orsi & Wiedmann, 2016).

Dos 13 ser6tipos conhecidos de L. monocytogenes apenas trés (1/2a, 1/2b e 4b) estdo associados
a mais de 90% das infecBes humanas e animais (Chen et al., 2017; Cabrita, Correia, Dias &
Brito, 2004).

Na tabela 1 sdo apresentados os serotipos associados a casos de listeriose invasiva nos Estados
Unidos da América em 2011. O serétipo 1/2a foi o que se identificou com maior frequéncia
(43%).

Tabela 1 — Serdtipos de Listeria monocytogenes isolados de casos invasivos no Homem (United States
of America Centers for Disease Control and Prevention [CDC], 2013).

Ser6tipo N %

4b 90 33

1/2a 117 43

1/2b 50 18
Outros serétipos 13 5
Néo tipaveis 1 >1




A maioria dos serotipos de Listeria monocytogenes isolados de alimentos e do meio ambiente
sdo estirpes do serogrupo lla, especialmente serétipos 1/2a e 1/2b. O serétipo 1/2a é 0 mais
isolado de alimentos, enquanto o ser6tipo 4b causa a maioria dos surtos de listeriose humana
(Chen et al., 2017; Lomonaco, Nucera & Filipello, 2015).

O serdtipo 1/2a geralmente forma biofilmes de maior densidade do que o serotipo 4b. Tal facto
poderd explicar a maior frequéncia de isolados 1/2a nos alimentos, devido a contaminacéao
cruzada a partir de superficies de preparacdo de alimentos onde L. monocytogenes na forma de
biofilmes (Crandall et al., 2012).

2.3 A listeriose

2.3.1. Nos animais

A listeriose € uma doenca infecciosa que afeta uma ampla gama de mamiferos, incluindo
ruminantes. Nos ruminantes, as ovelhas sdo os mais afetados, exibindo quadros sintomaticos
de encefalite, septicemia, aborto, mastite e gastroenterite (Linke et al., 2014).

Alguns estudos associam a alimentacdo a base de algumas silagens com a infe¢do do animal.
Os animais também podem estar expostos a L. monocytogenes por contato direto com material
infetado de outros animais, nomeadamente fezes, urina e produtos de aborto (Picoux, 2008;
Scott, 2013).

Vérios fatores, incluindo mudancgas repentinas na ragdo, mudangas climéticas (por exemplo,
temperaturas muito baixas), periodos prolongados de transporte foram associados com o inicio
de listeriose clinica em ruminantes. Outros fatores como gravidez, parto e lactacdo, também
podem diminuir a imunidade do hospedeiro, deixando assim 0s animais mais suscetiveis a
doenca (Picoux, 2008).

2.3.2 No Homem

Mais de 97% dos casos de listeriose humana que foram reportados na Unido Europeia (UE)
resultaram em hospitalizacdo (EFSA & European Centre for Disease Prevention and Control
[ECDC], 2016). Em 2015, 2206 casos humanos foram reportados e 1524 foram confirmados
laboratorialmente (EFSA, 2016).



A listeriose humana é na sua maioria de origem alimentar, no entanto, o contacto com animais
infetados ou a transmissao de homem para homem, por exemplo em ambiente hospitalar, ou de
mde para filho sdo também possiveis formas de transmissdo da doenca. L. monocytogenes é
transmitida aos alimentos através da introducgéo de fontes ambientais (matérias-primas, animais,
solo, poeira e 4gua) no ambiente de processamento de alimentos (EFSA, 2018).

Na UE, a listeriose continua a ser uma doenca grave, com alta morbidade, hospitalizacéo e
mortalidade em populac¢des vulneraveis, como mulheres gravidas, idosos e doentes cronicos.
Esta doenca atinge essencialmente gravidas, individuos imunodeprimidos e idosos verificando-
se, em casos de doenca grave, uma fatalidade que ronda os 30%. Os sintomas, nestes casos,
traduzem-se em manifestacdes clinicas como a meningite e septicémia. Durante a gravidez,
existe a possibilidade de o feto ser afetado, resultando em aborto ou em comprometimento do
sistema nervoso central do neonato. No caso de individuos imunodeprimidos, 0s sintomas sdo
muitas vezes confundidos com uma gripe. Esta bactéria esta entre as principais causas de morte
por infecBes de origem alimentar em paises desenvolvidos (ASAE, 2011).

ApoOs a ingestdo e a passagem pelo estdmago (Figura 1), L. monocytogenes multiplica-se no
limen intestinal, atravessa a barreira intestinal e acede a corrente sanguinea, atingindo
primeiramente o figado e o baco e disseminando-se posteriormente a outros 6rgaos, como o

cérebro ou a placenta (Véazquez-Boland et al., 2001).

Figura 1 — Representacéo grafica da fisiopatologia da listeriose humana (adaptado de Vasquez-Boland

etal., 2011).
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Em individuos saudaveis, a infecdo por L. monocytogenes pode causar apenas gastroenterite.
Os relatérios de surtos mostraram que o consumo de um alimento com um nivel elevado de
contaminacdo pode causar apenas a forma menos severa de listeriose e que alimentos prontos

a consumir a base de carne e de peixe, bem como certos tipos de queijo, sao frequentemente



identificados como fontes de infecdo (EFSA, 2016; EFSA, 2018).
Como se pode verificar na tabela 2, Listeria monocytogenes apresentou a mais elevada taxa de
fatalidade em humanos, com 270 mortes reportadas, de entre todos 0s agentes patogénicos

considerados em 2015 na Unido Europeia.

Tabela 2 — Zoonoses confirmadas em humanos na Unido Europeia em 2015 e respetiva fatalidade
(adaptado de EFSA, 2016).

Nimero de Hospitalizacdes Mortes
Doenga E?);?isrfr?argéo I;I;Srgs r(?o?ne Prop_org_éo ole Nu(rjr;ero f;g)l(izgge

laboratorial hospitalizagéo hospitalizagao mortes (%)
Campilobacteriose 229213 19302 31,2 59 0,03
Salmonelose 94625 12353 38,4 126 0,24
Yersiniose 7202 530 30,9 0 0
Infecdo STEC 5901 853 36,3 8 0,24
Listeriose 2206 964 97,4 270 17,1
Tularemia 1079 89 55,6 0 0
Hidatidose 872 107 59,8 1 0,49
Febre Q 833 NA NA 3 0,36
Brucelose 437 130 69,5 1 0,74
Triquinelose 156 30 34,5 0 0
Febre do Nilo 127 54 83,1 2 1,57
Raiva 0 NA NA 0 0

2.3.2.1. Formas de listeriose e sintomas

A listeriose pode ocorrer na forma invasiva ou ndo invasiva e as caracteristicas clinicas da
variam de individuo para individuo. Os sintomas podem surgir 2 a 30 dias ap0s a exposi¢do ao
agente patogénico (ASAE, 2011).

A listeriose invasiva atinge o Utero, corrente sanguinea ou o sistema nervoso central. Nos
adultos e nos recém-nascidos, as manifestacdes clinicas de listeriose descritas com maior
frequéncia sdo septicémia e/ou infecdes meningeas. A infecdo neonatal ocorre quando a
listeriose atinge gravidas, fetos ou recém-nascidos. A mulher gravida pode contrair listeriose
em qualquer momento da gravidez, mas a maioria dos casos é relatada no terceiro trimestre e
0s sintomas na gravida confundem-se com os de uma sindrome gripal, contudo cerca de 25%
dos neonatos com listeriose morrem. No primeiro trimestre, a listeriose pode resultar em aborto
espontaneo (Food and Agriculture Organization of the United Nations [FAQ], 2004). Estas

infecdes sdo geralmente devidas ao consumo de alimentos contaminados pela mée, que depois
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transmite a infecdo ao feto, ou sdo transmitidas em ambiente hospitalar ap6s o nascimento.
Algumas mulheres gravidas com listeriose podem nédo apresentar sintomas (ASAE, 2011).

A probabilidade de L. monocytogenes invadir o tecido intestinal depende de varios fatores,
como a quantidade ingerida, suscetibilidade do hospedeiro e viruléncia do isolado especifico.
Estima-se que a dose infeciosa de L. monocytogenes varie de 10° até 10° ufc/g ou ml de alimento
e depende de fatores como o estatuto imunoldgico do hospedeiro e da estirpe de L.
monocytogenes. Para os grupos de risco, estima-se que a dose infeciosa seja mais baixa,
variando de 10* a 10% ufc/g ou ml de alimento (FAO, 2004). As formas de listeriose invasiva
ocorrem gquando L. monocytogenes atravessa a barreira intestinal e é absorvida por células do
sistema imunitario, os fagdcitos. Uma vez que € capaz de escapar a fagocitose, os fagocitos
podem ser 0 meio pelo qual L. monocytogenes é transportada no hospedeiro (FAO, 2004).

Em adultos com idade superior a 65 anos e individuos imunodeprimidos, as apresentacdes
clinicas mais comuns sdo formas invasivas, com septicémia, meningite e meningoencefalite.
Podem ocorrer também infe¢des focais, incluindo artrite séptica, osteomielite e infecdo de
Orgdos toracicos e abdominais, da pele e dos olhos, sendo estas formas, no entanto, menos
comuns. Raramente, jovens adultos saudaveis também podem desenvolver formas invasivas de
listeriose (FAO, 2004).

As formas ndo-invasivas manifestam-se em gastroenterite e infe¢Ges cutaneas (EURL Lm,
2014). A listeriose em individuos ndo gestantes acontece através do consumo de alimentos
contaminados e tem como sintomas tipicos febre, fadiga, cefaleia, nauseas, vomitos, célica
abdominal, diarreia, dor articular e mialgias. A manifestacdo da infecdo por L. monocytogenes
pode ser limitada a estes sintomas em individuos saudaveis (FAO, 2004). Os periodos de
incubacdo podem ser longos, desde 2 a 3 semanas até trés meses (FAO, 2004).

L. monocytogenes também pode causar uma forma de infecdo zoonética designada por listeriose
cutanea primaria, transmitida atraves do contacto com animais infetados, sendo sobretudo uma

infecdo ocupacional (FAO, 2004).

2.3.2.2. Grupos de risco

Os grupos de populacdo com maior risco de contrair listeriose sdo os individuos
imunodeprimidos, gravidas, recém-nascidos, idosos e criancas. A doenga foi associada a
gravidez e predominantemente associada a individuos imunodeprimidos com mais de 60 anos.
Segundo a EFSA, as taxas de notificacdo de listeriose tém vindo a aumentar nos individuos
com mais de 65 anos (ASAE, 2011).
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Com base num estudo realizado no Reino Unido, verificou-se ndo ser possivel determinar
causas especificas para o aumento do risco de listeriose nos padrdes de compra e consumo em
individuos com mais de 65 anos (EFSA, 2018). Essencialmente, o facto de serem
diagnosticadas mais condigdes crénicas, como diabetes, artrite, cancro ou doencas
cardiovasculares em individuos com mais de 65 anos e a toma de, pelo menos, um medicamento
com frequéncia, associado ao enfraquecimento do sistema imunitério leva a que este grupo seja
mais suscetivel a doencas transmitidas pelos alimentos como a listeriose (CDC, 2013). Além
da maior suscetibilidade devido a condicBes subjacentes, as praticas médicas e 0s
medicamentos sdo apontados como fatores de risco para a listeriose humana (Advisory
Committee on the Microbiological Safety of Food [ACMSF], 2009). Sao de especial interesse
os tratamentos com inibidores da bomba de protdes, pois pensa-se que influenciam a
suscetibilidade a varios agentes patogéenicos, como Campylobacter, Salmonella e Listeria. A
bomba de protdes aumenta o pH gastrico, estimula a multiplicacdo da microbiota intestinal,
aumenta a translocacdo bacteriana e altera varios efeitos imunomoduladores e anti-
inflamatorios (Bavishi & DuPont, 2011; Bouwknegt, Wilfrid, Kubbinga, Weda & Havelaar,
2014).

2.3.2.3. Dados oficiais na Unido Europeia

A vigilancia da listeriose humana concentra-se em formas invasivas severas de infecdo por L.
monocytogenes, principalmente manifestadas como septicémia, meningite ou aborto
espontaneo. A listeriose tem a maior proporcdo de hospitalizacdo de todas as zoonoses sob
vigilancia da Unido Europeia. (EFSA, 2018).

Apesar da aplicacdo dos novos critérios de seguranca dos alimentos para L. monocytogenes a
partir de 2006, 27 Estados Membros relataram 1763 casos humanos confirmados de listeriose
e 191 mortes em 2015. A taxa de notificagcdo da Unido Europeia foi de 0.44 casos por 100000
habitantes em 2013, o que representou um aumento de 8,6% em relacdo a 2012 (EFSA, 2018).
Em 2014, 2194 casos confirmados de listeriose foram notificados por 28 paises da Unido
Europeia, com uma taxa global de 0,6 por 100000 habitantes. A Alemanha e a Franca
apresentaram o maior nimero de casos relatados (597 e 374, respetivamente), correspondendo
a 44,3% de todos os casos relatados. As taxas de incidéncia mais elevadas foram observadas na
Dinamarca (1,5/ 100000), Islandia (1,5/ 100000), Suécia (1,2/ 100000), Finlandia (1,1/ 100000)
e Espanha (1,1/ 100000).
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A taxa de notificacdo da listeriose invasiva aumentou entre 2008 e 2015, de 0,30 para 0,46 casos
por 100000 habitantes. A taxa de notificacdo é a estimativa mais proxima de uma taxa de
incidéncia baseada na populacdo na UE. O numero de casos relatados aumentou 60% de 1381
casos confirmados em 2008 para 2206 casos em 2015. A maioria dos casos de listeriose sao
esporadicos e mais de 98% das infecdes invasivas de L. monocytogenes sdo adquiridas em casa
e em viagens dentro da Uni&o Europeia.

Em 2015, foram registadas 270 mortes, o maior nimero anual de ébitos relatados devido a
listeriose desde 2008. A taxa de letalidade geral foi de 17,7% em 2015 (EFSA & ECDC, 2016;
EFSA, 2018).

A distribuicdo por género dos casos confirmados de listeriose confirmados para os quais foi
fornecida informac&o (N = 2193) foi de 54,1% de homens e 45,9% de mulheres nos paises da
Unido Europeia, correspondendo a uma proporcao de 1,2:1 entre homens e mulheres. Na figura
2 pode verificar-se que os casos confirmados de listeriose em 2015 atingiram maioritariamente
individuos com idade acima dos 65 anos e criancas com menos de um ano de idade. A taxa
para homens foi o dobro daquela para as mulheres na faixa etaria dos 65-74 anos em 2015. Na
faixa etaria dos 65-74 anos, a taxa para 0s homens foi superior a 140 vezes aquela verificada

para 0os homens na faixa etaria dos 5 a 14 anos.

Figura 2 — Numero de casos confirmados de listeriose por idade e género na Unido Europeia em 2015
(ECDC Surveillance Atlas of Infectious Diseases).
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2.3.2.4. Distribuicdo por género e faixa etaria

Na tabela 3 pode verificar-se os valores da taxa de fatalidade nas diferentes faixas etarias. A
taxa de fatalidade foi significativamente menor no grupo etario das mulheres com idades
compreendidas entre 1 e 44 anos. Para as restantes faixas etarias ndo existem diferengas

significativas na taxa de letalidade no que respeita a géneros.

Tabela 3 — Fatalidade por listeriose na Unido Europeia de 2007 a 2015 (ECDC Surveillance Atlas of
Infectious Diseases).

Masculino (n=779) Feminino (n=715)
Idade (anos) Total Mortes Total Mortes
1-44 36 6 105 6
45 - 64 204 47 142 26
65 - 47 219 38 157 37
>75 320 58 311 68

2.3.2.5. Distribuicéo sazonal

De 2008 até 2015, observou-se um padréo sazonal nos casos de listeriose relatados na Unido
Europeia (Figura 3), tendo-se registado um maior nimero de casos de doenga nos meses de
verdo. Dezoito Estados-Membros, incluindo pela primeira vez Portugal, forneceram
informacdes sobre casos de listeriose. Na maioria dos casos, houve um aumento de 38% de
casos confirmados em 2014 para 44,9% em 2015 (EFSA & ECDC, 2018).

Uma vez que a listeriose é na sua maioria de origem alimentar e associada a produtos prontos
a consumir, julga-se que a sazonalidade possa estar relacionada com as temperaturas elevadas
dos meses de verdo, bem como com um aumento do consumo de produtos prontos a consumir.
As oscilacBes de temperatura a que 0s produtos tenham sido submetidos no retalho durante
descargas, transporte, exposicdo em loja, etc., podem contribuir para um aumento da
sazonalidade dos casos de listeriose (EFSA & ECDC, 2018).
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Figura 3 — Casos confirmados de listeriose humana na Unido Europeia no periodo de 2008 a 2015
(EFSA & ECDC, 2018).
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2.3.3. Notificacdo de listeriose humana

A doenca é comunicada pelos Estados-Membros da Unido Europeia e pelos paises do Espaco
Econdmico Europeu em conformidade com a Decisdo n.° 1082/2013 sobre ameacas
transfronteiricas graves para a salde, que revoga a Decisdo n.° 2119/98 / CE11. Os casos sdo
reportados anualmente ao Sistema Europeu de Vigilancia (TESSy) de acordo com a defini¢cdo
de caso da Unido Europeia para listeriose. Os dados humanos sdo publicados anualmente nos
relatérios de resumo da UE e estdo disponiveis no Atlas de vigilancia interativo no site do
ECDC. Além disso, os relatorios epidemioldgicos anuais estdo disponiveis no site do ECDC e
da EFSA (EFSA, 2018).

O relatério de serogrupos por tipagem por PCR foi introduzido na vigilancia a nivel da Unido
Europeia em 2012. Entre 2012 e 2015, um ndmero crescente de paises passou da serotipagem
convencional para o das linhagens baseadas em PCR. Para resolver esta mudanca de relatério
no conjunto de dados, os sero6tipos foram agrupados em quatro linhagens seguindo o esquema

publicado e aceite:

-1/2a+3a=lla;
-1/2b=Ilb;

-1/2c+3c=llc;
-4b +4d, e = IVbh.
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Os numeros de casos com serogrupos I1b e Ilc foram relativamente baixos, o que ndo permitiu
realizar analises significativas. Os serogrupos lla e I\Vb constituiam 87% de todos 0s serogrupos
relatados (EFSA, 2018).

2.3.3.1. Doenca de declaracao obrigatoria em Portugal

Em Portugal, a listeriose tem sido uma doenca de notificacdo obrigatdria desde abril de 2014.
Foi realizado um estudo retrospetivo que abrange 90% da populacdo, através do qual se
conseguiu chegar a detecdo de um surto associado com queijo fresco de 2009 a 2012 (Despacho
n® 5681-A de 29 de abril de 2014 sobre doencas de notificacdo obrigatoria).

Em 2015, foram relatados 2206 casos humanos confirmados de listeriose. Portugal relatou
listeriose pela primeira vez em 2015. A taxa de notificacdo da Unido Europeia em 2015 foi de
0,46 casos por 100000 habitantes, muito semelhante aos nimeros de 2013 e 2014. As maiores
taxas de notificagdo foram observadas em Espanha, Malta, Suécia, Estonia e Finlandia: 0,99,
0,93, 0,90, 0,84 e 0,84 casos por 100000 habitantes, respetivamente. Espanha melhorou o
sistema de vigilancia para a listeriose em 2015, o que resultou em um aumento de casos
confirmados em 36,5%. As taxas mais baixas foram notificadas pela Bulgéria, Crodcia e
Roménia (<0.1 por 100000 individuos). Chipre e Luxemburgo relataram zero casos.

Na Unido Europeia, a vigilancia da listeriose humana invasiva foi estabelecida em 2008 e, desde
entdo, os paises melhoraram o0s seus sistemas nacionais de vigilancia.

Em 2015, dos casos de listeriose reportados, em Portugal 28 foram confirmados e 6 foram letais.
Na figura 4 pode verificar-se que, dos casos reportados, ha maior incidéncia em individuos com

mais de 45 anos e com menos de um ano de vida.

Figura 4 — Distribuicéo por idade dos casos de listeriose reportados em Portugal em 2015 (ECDC
Surveillance Atlas of Infectious Diseases).
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Na figura 5 é possivel verificar que os casos letais de listeriose ocorreram principalmente em

pessoas com idade superior a 65 anos.

Figura 5 — Distribuicdo por idade dos casos letais de listeriose reportada em Portugal em 2015 (ECDC
Surveillance Atlas of Infectious Diseases).
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2.4.  Listeria monocytogenes nos alimentos

De acordo com o Regulamento (CE) n°. 2073/2005, relativo a critérios microbiol6gicos
aplicaveis aos generos alimenticios, alimentos prontos para consumo sdo alimentos destinados
pelo produtor ou fabricante ao consumo humano direto, sem necessidade de cozedura ou outra
transformacéo, eficazes para eliminar ou reduzir para um nivel aceitavel os microrganismos
patogénicos.

Este regulamento define que nos alimentos prontos para consumo suscetiveis de permitir o
desenvolvimento de L. monocytogenes, que se encontram sob o controlo do operador, que se
efetue a pesquisa de L. monocytogenes (ISO 11290-1:1996) e que para produtos colocados no
mercado, durante o seu periodo de vida util, se apligue o método de contagem de L.
monocytogenes (ISO 11290-2:1996). E de referir que o mesmo regulamento permite a
utilizacdo de outros métodos validados, que sejam considerados equivalentes (ASAE, 2011).
Os critérios utilizados para estabelecer um alimento como suscetivel de permitir o
desenvolvimento de L. monocytogenes sdo o pH>4,4 ou uma atividade da agua aw >0,92 ou,
simultaneamente, pH>5,0 e ax>0,94 (Comisséo Europeia, 2005).

Nos limites estabelecidos no Regulamento (CE) n.° 2073/2005 para os produtos prontos para
consumo, L. monocytogenes ndo deve estar presente em 25 g de amostra enquanto estiver dentro
das instalacGes do produtor e ndo deve existir em quantidade superior a 100 ufc/g durante a
vida util ja no mercado.

Os alimentos prontos para consumo sdo na maioria das vezes conservados durante longos

periodos em refrigeracdo. Uma vez que L. monocytogenes consegue multiplicar-se a
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temperaturas de refrigeracdo, a sua presenca nos alimentos prontos para consumo €
particularmente importante, uma vez que a cadeia de frio ndo impede o seu desenvolvimento.
(Chan et al., 2007; ASAE, 2011).

Tendo em conta que este tipo de géneros alimenticios ndo necessita de tratamento térmico antes
de ser consumido, constitui a categoria de alimentos mais perigosos para 0 consumidor,
considerando a ocorréncia de L. monocytogenes.

E possivel encontrar L. monocytogenes numa grande variedade de alimentos frescos e
processados, tais como produtos lacteos, produtos de charcutaria, carne de vaca e porco,
produtos da pesca, produtos prontos a consumir, independentemente da sua apresentacao, pre-
cozinhados, frescos, congelados ou fumados (Comissdo Europeia, 2010).

Em Portugal em 2010-2011, foi conduzido um programa coordenado de vigilancia para avaliar
a prevaléncia de L. monocytogenes em alimentos prontos para consumo selecionados
aleatoriamente no comeércio retalhista. Esses alimentos pertenciam as categorias de a) peixe
fumado embalado (ndo congelado), b) queijo de pasta mole ou semicurado, excluindo queijo
fresco, ¢) produtos embalados a base de carne tratados termicamente (Comissdo Europeia,
2010).

De acordo com a EFSA e 0 ECDC, em Portugal as taxas mais elevadas de incumprimento dos
critérios de L. monocytogenes registaram-se em queijo, produtos da pesca e produtos a base de
carne tratados termicamente.

Com base num estudo realizado em industrias produtoras de alimentos e estabelecimentos
retalhistas, na Unido Europeia, foi possivel verificar o incumprimento das diferentes
subcategorias de alimentos prontos a consumir com L. monocytogenes em 2008-2015. Os
resultados ndo conformes sdo apresentados nas Figura 4 e 5. A analise de dados foi realizada
pela EFSA, que utilizou mais de 2200 amostras recolhidas no retalho (incluindo hospitais e
lares) e em ambientes de processamento (industrias alimentares).

Na Figura 6, pode verificar-se que de 2008 a 2010 em unidades produtoras de processamento
de alimentos, os produtos da pesca prontos a consumir eram a categoria de alimentos com o
maior nivel de incumprimento. Seguiram-se os produtos prontos a consumir a base de carne
com um nivel de incumprimento que variou de 0,9% a 6,8% e 0s queijos de pasta mole e

semicurado (0,2-1,8%) e queijo curado (0-0,3%).
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Figura 6 — Percentagem da ndo conformidade de amostras recolhidas em fabricas produtoras de
alimentos, 2008 — 2015 (EFSA, 2018).
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Considerando as amostras recolhidas no retalho, os produtos da pesca prontos a consumir
apresentaram a maior percentagem de ndo conformidade em 2013. Seguiram-se 0s queijos de
pasta mole e semicurados com um nivel de incumprimento inferior a 0,6%, exceto em 2008
(1,5%). Para o queijo curado, o nivel de incumprimento foi inferior a 0,3%, exceto em 2011
(0,9%) e 2014 (0,6%).

Figura 7 — Percentagem da ndo conformidade de amostras recolhidas no retalho, 2008 — 2015 (EFSA,
2018).
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2.4.1. Contaminacao dos alimentos por L. monocytogenes

L. monocytogenes € um microrganismo ubiquitario e amplamente distribuido no ambiente. Os
seus reservatérios principais s&o 0 meio ambiente onde esta presente no solo, agua, plantas e
nos animais. Os produtos alimentares e o Homem sdo também reservatorios de L.
monocytogenes. Ao longo das Gltimas décadas L. monocytogenes tem sido isolada de uma
grande variedade de ambientes, como campos de cultivo, aguas residuais, pantanos, canais de
rega, efluentes, animais e fezes humanas (Alvarez-Ordéfiez, Leong, Hickey, Beaufort & Jordan,
2015).

A industria alimentar tem varios vetores de contaminagdo, nomeadamente alimentos de origem
animal crus ou transformados, alimentos de origem vegetal crus e os manipuladores, quer
enquanto portadores-saos, quer através da roupa e sapatos (Osaili, Alaboudi & Nesiar, 2011).
Uma vez no interior de um estabelecimento alimentar, L. monocytogenes é capaz de aderir a
varios tipos de superficie como poliéster, aco inoxidavel e vidro. Assim que instalada, a sua
multiplicagdo é favorecida por ambientes com elevada humidade e onde existam residuos de
alimentos (Orsi, den Bakker& Wiedmann, 2011).

L. monocytogenes tem a capacidade de aderir, crescer e formar biofilmes nas superficies de
preparacdo de alimentos. O tipo de superficie, quantidade de nutrientes disponiveis, a presenca
de outros microrganismos, humidade e corrosdo da respetiva superficie condicionam a
formac&o do biofilme (Iranzo et al., 2015).

Muitas vezes os alimentos sdo contaminados apds o processamento e L. monocytogenes
permanece e multiplica-se nos mesmos durante a vida Util, constituindo um perigo potencial
para o consumidor.

Na figura 8, podem observar-se varios cenarios possiveis relativos a contaminagdo por L.
monocytogenes desde a producdo primaria até ao consumidor final. O ambiente, individuos e
materiais crus sdo as fontes principais de contaminacdo que devem ser consideradas durante o
processamento de alimentos prontos a consumir.

Tanto a contaminacgdo da matéria-prima como a contaminacao cruzada durante o processamento
dos alimentos podem afetar a ocorréncia e a concentracdo de L. monocytogenes no produto
final. No que diz respeito & exposicdo dos consumidores, a contaminagdo de matérias-primas
pode ser critica quando ocorre producdo de alimentos transformados e as condicbes de
processamento ndo sdo eficientes o suficiente para reduzir ou eliminar a bactéria do produto
final (EFSA, 2018).
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Figura 8: Visdo geral esquematica das vias de transmissdo e do sistema de controlo de Listeria
monocytogenes na cadeia alimentar dos alimentos prontos a consumir (EFSA, 2018).
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Consideram-se fatores de risco associados a contaminacdo de alimentos prontos a consumir,
por L. monocytogenes:

a) no ambiente de processamento: auséncia de sistemas Hazard Analysis and Critical
Control Points (HACCP) bem implementados, educacdo e formagdo de
manipuladores de alimentos, programas de limpeza e desinfe¢do validados,
monitorizacdo de superficies de contato com alimentos;

b) nas praticas de fabrico e preparacao: tipo de processo, exposi¢do a recontaminagdo
apo6s um tratamento letal;

c) nas caracteristicas do produto: pH, aw, sal, conservantes, tipo de embalagem;

d) nas condi¢des de armazenamento: tempo e temperatura (EFSA, 2018).

As categorias de alimentos prontos a consumir geralmente associadas a listeriose humana
continuam a ter um impacto significativo na saude pablica. Além disso, os alimentos de origem
vegetal ou mesmo alimentos congelados foram também causadores de surtos, como foi o caso
do meldo, macds e gelados. Assim sendo, quase todos os alimentos prontos a consumir sob
certas condi¢des podem assegurar a multiplicacdo de L. monocytogenes, levando a que, quando
consumidos por individuos altamente suscetiveis, exista grande potencial para 0
desenvolvimento da doenca (Iranzo et al., 2015; EFSA, 2018).
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2.4.2. Sobrevivéncia no ambiente fabril

L. monocytogenes é um microrganismo bastante resistente a diversas condi¢cbes ambientais
quando comparada com muitas outras bactérias transmitidas por alimentos, o que lhe permite
sobreviver durante mais tempo em condi¢Oes adversas. Pode multiplicar-se até alcancar
elevadas concentragdes, mesmo a temperaturas de refrigeracao habituais na grande maioria dos
ambientes de producéo de alimentos (Iranzo et al., 2015)..
Como saprdfita, L. monocytogenes coloniza superficies que contactam com alimentos e
ambientes de processamento. Uma vez instalada, L. monocytogenes é dificil de erradicar.
Tendo colonizado um ambiente de producdo de alimentos, L. monocytogenes pode espalhar-se
por toda a instalacdo através de aerossois, pessoal, fluxos de trabalho, de alimentos e materiais
de contato contaminados, o que acaba por levar a uma persisténcia da bactéria nas instalacdes,
se 0s procedimentos de higienizacdo forem ineficazes. Geralmente, os ambientes de produgéo
de alimentos exibem uma multiplicidade de compartimentos, alguns dos quais com design
inadequado, o que dificulta a eficacia de higienizacdo. O problema é desencadeado também por
outros fatores, como a adaptacao do serdtipo ao ambiente e consequente formacéo de biofilmes
que levam a persisténcia da bactéria (Carpentier & Cerf, 2011; EFSA, 2018).
L. monocytogenes pode persistir durante meses, ou mesmo anos, em Varios ambientes de
producdo de alimentos, incluindo ambientes com baixas temperaturas. A persisténcia pode
também dever-se a capacidade de adaptacdo de L. monocytogenes a fatores fisico-quimicos e
devido a outros determinantes genéticos que aumentam a capacidade de sobrevivéncia.
(Schmitz-Esser, Muller, Stessl & Wagner, 2015)
Existe alguma evidéncia de que alguns serotipos persistentes podem subsistir mesmo em meios
acidos. O sistema de resposta a tolerancia acida permite a sobrevivéncia de L. monocytogenes
a baixos valores de pH, nomeadamente até 5,5, algumas células bacterianas também podem
adaptar-se ao stress acido severo com pH de 3,5 (Di Ciccio et al., 2015).
L. monocytogenes também estd adaptada ao stress osmotico, particularmente a altas
concentracdes de sal. A adaptacdo ao frio € uma caracteristica particular de L. monocytogenes,
muitas vezes associada a toleréncia ao stress osmotico (Cabanes, Sousa & Cossart, 2011).
A persisténcia de L. monocytogenes em ambientes de processamento de alimentos €
considerada a principal fonte de contaminacdo dos alimentos prontos a consumir. Esta
persisténcia pode ser causada por condi¢cGes ambientais, nomeadamente:

a) Sobrevivéncia a desinfecdo, a desinfecdo ndo ¢ 100% eficaz e sobrevivem sempre

algumas células;
22



b) Uso de concentragdes subletais do desinfetante que acontece quando se desinfeta atraves
de spray ou pulverizacdo sobre superficies molhadas pode ocorrer em alguns locais
diluicdo do desinfetante, 0 que reduz a sua concentracéo a valores subletais.

c) Ocorréncia de zonas de reflgio: existem zonas onde os procedimentos de higienizacéo
ndo conseguem ser eficazes, porque os produtos utilizados ndo penetram ou ndao chegam
Ou porgue nao é possivel exercer acdo mecanica nessas zonas, como em fissuras, poros,
juntas, zonas pouco acessiveis e inacessiveis. Estas zonas de refagio permitem a
sobrevivéncia, proliferacdo e adesdo as superficies e a consequente formacdo de
biofilmes.

d) Formacdo de biofilmes (Iranzo et al., 2015; Carpentier, 2011).

2.4.2.1 Biofilmes

Os biofilmes sdo constituidos por bactérias protegidas por uma matriz gelatinosa e adesiva, de
natureza polimérica, gerada pelos proprios microrganismos e composta por uma mistura de
proteinas, polissacaridos, lipidos e &cidos nucleicos. Esta matriz pode também conter outros
materiais ndo celulares procedentes do meio em que o biofilme cresceu, como residuos
organicos que permitem ao biofilme aderir a diferentes superficies (Donlan & Costerton, 2002).
A matriz extracelular é constituida por polissacaridos, proteinas, lipidos, minerais e DNA de
origem microbioldgica e representa 75% a 95% do volume de um biofilme maduro (Iranzo et
al., 2015).
E possivel que se formem biofilmes numa ampla variedade de superficies, incluindo tecidos
vivos. Para que seja possivel ocorrer formacdo de biofilmes é necessario que as superficies
estejam em contacto com um fluido que contenha minerais e moléculas organicas, bem como
microrganismos. A maioria das bactérias possui a capacidade de aderir a superficies e dar
arranque a um processo sequencial que conduz a formacdo de um biofilme (Donlan &
Costerton, 2002).
A formacéo de biofilmes depende principalmente da interacdo das células bacterianas com a
superficie de fixacdo e com o ambiente envolvente. A fixacdo das bactérias a uma superficie €
um processo fisico-quimico determinado por forgas electroestaticas entre as células e a
superficie. Os fatores que determinam o desenvolvimento de um biofilme séo:

a) O meio: composicdo, temperatura, presenca ou nao de biocidas;

b) Microrganismos: Identidades e populagéo;
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¢) Hidrodinamica: Velocidade de fluxo, presenca de forcas de cisalhamento, tempo de
retencéo;
d) Substrato: Rugosidade, quimica da superficie, pré-acondicionamento (Iranzo, et al.,

2015; Ortiz, Lopez & Martinez-Suérez, 2014).
O facto de existirem bactérias com flagelos na superficie externa faz com que estas fiqguem
favorecidas na capacidade para formar biofilmes. As bactérias flageladas apresentam uma
maior mobilidade, que pode ser necessaria para se aproximarem das superficies ultrapassando
as forcas de repulsdo que possam existir, por exemplo, no caso de fluidos em repouso. Esta
vantagem na mobilidade também permite a bactéria deslocar-se ao longo da superficie,
facilitando a expanséo do biofilme em desenvolvimento (Nguyen & Burrows, 2014).
A maioria das bactérias produzem polissacarideos extracelulares que formam uma camada em
torno das células conhecida como glicocélix. Este metabolito contém componentes adicionais,
como acidos nucleicos, proteinas, glicoproteinas e lipoproteinas e € um componente importante
na matriz extracelular, caracteristica de muitos biofilmes (Nguyen & Burrows, 2014; Ortiz,
Lopez & Martinez-Suarez, 2014).
As diferentes propriedades das superficies de fixacdo como rugosidade da superficie,
hidrofobicidade, facilidade em ser higienizada, resisténcia ao desgaste, sdo fatores importantes
na formagdo de biofilmes sobre as mesmas. Dentro de um biofilme as bactérias podem
multiplicar-se em modo protegido e sobreviver as mudancas nas condi¢des do meio, agentes
quimicos agressivos ou agentes fisicos, predadores, antibioticos, aditivos antimicrobianos e
agentes desinfetantes. As principais vantagens para o desenvolvimento das bactérias num
biofilme sdo:

a) Protecéo contra agentes antimicrobianos;

b) Aumento da disponibilidade de nutrientes para crescimento;

c) Aumento da ligacdo as moléculas de agua, reduzindo a desidratacao;

d) Proximidade a outras bactérias facilitando a transferéncia de plasmideos.
Estes fatores que permitem a multiplicagdo bacteriana em modo protegido s&o oS mesmos
fatores que influenciam a resisténcia a agentes biocidas e que assumem um grande impacto na
eficicia da higienizacdo (Doijad et al., 2015).
A formacéo de biofilmes na industria alimentar representa um perigo potencial, uma vez que
podem funcionar como uma fonte persistente de contaminagdo microbiana, contribuindo para

a transmissdo de doencas (Iranzo et al., 2015).
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Listeria monocytogenes dispde de mecanismos que lhe permitem a sobrevivéncia em condic¢des
ambientais adversas, podendo gerar contaminagOes persistentes se os procedimentos de
higienizagéo ndo forem aplicados de forma adequada (Allen et al., 2016; Iranzo et al., 2015).
O aparecimento de estirpes persistentes de L. monocytogenes numa inddstria em particular,
pode ndo estar associada a fendmenos de evolucéo da bactéria para formas mais resistentes aos
biocidas utilizados. A contaminacéo persistente pode dever-se as operacdes de desinfecdo que
ndo eliminam completamente as células bacterianas presentes, ou porque estas operacdes ndo
se realizam de forma adequada, levando a que sobreviva um namero viavel de células capazes
de se reproduzir, ou porque a bactéria adota um modo de multiplicacdo protegida na forma de
biofilme. No entanto, aquando a identificacdo de estirpes persistentes é necessario rever e 0s
protocolos e procedimentos de higienizacao nas instalacdes. A identificacdo de locais de dificil
acesso aos desinfetantes, aplicacdo de tempos de contacto especificados e a avaliacdo de
possiveis fontes de multiplicacdo bacteriana sdo pontos a considerar (Allen et al., 2016; Iranzo
etal., 2015).

2.4.2.2 Resisténcia a biocidas

A higienizacao das instalacGes de fabricas produtoras de alimentos faz-se através da aplicacdo
de biocidas nas superficies que contactam com os alimentos. Os compostos ativos dos biocidas
apresentam diferentes mecanismos de acdo sobre as bactérias, em funcdo da sua estrutura
quimica, afetando diferentes componentes da estrutura celular (Gaulin, Le, Shum & Fong,
2011).

Na tabela 4 apresentam-se as substancias ativas biocidas mais utilizadas nos processos de

higienizacéo.
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Tabela 4 — Substancias ativas biocidas utilizadas na industria alimentar e mecanismos de acéo (Iranzo
et al., 2015).

Substéncia actina Alvo Mecanismo de agéo

Glutaraldeido Parede celular, membrana Dano da membrana e interferéncia
externa no metabolismo

Quarternarios de Membrana citoplasmatica Danos na bi-camada fosfolipidica

amonio da membrana citoplasmatica

Halogénios Componentes celulares Inibicdo da sintese de DNA,

oxidacdo dos grupos tiol em
enzimas e proteinas

Perdxido de Componentes celulares Rotura das cadeias de DNA,
hidrogénio oxidacdo dos grupos tiol em
enzimas e proteinas
Acido peracético Componentes celulares Degradagdo dos grupos tiol em
enzimas e proteinas
Biguanidas Membranas externas, Libertacdo de lipossacarideos da
poliméricas citoplasma e membrana membrana externa, extragcdo de
citoplasmatica ibes potassio do citoplasma
Alcoois Membrana celular e Degradacdo da membrana celular,
proteinas interferéncia com o metabolismo

celular e lise celular

Os microrganismos podem apresentar resisténcia e tolerancia aos desinfetantes utilizados para
a sua eliminacdo. Apesar de terem diferentes significados quanto as implicacbes para o
microrganismo ambos os termos s&o frequentemente confundidos. O termo “resisténcia” traduz
a capacidade da bactéria para sobreviver a exposicdo a um biocida letal para o resto da
populacdo, enquanto “tolerancia” representa a inibigdo nao letal do microrganismo (Iranzo et
al., 2015).

A toleréncia a um desinfetante esté associada a adaptacdo ao mesmo. Esta adaptacdo é evidente
quando é necessario aumentar a concentragdo minima inibitéria de um produto. Relativamente
a resisténcia ao desinfetante, este tem, geralmente, um fundo genético que se expressa
fenotipicamente por mecanismos bioquimicos. Esta alteracdo pode ser uma propriedade
intrinseca do organismo ou pode ser adquirida por mutacdo ou aquisic¢ao de fragmentos de DNA
cromossomicos ou extra-cromossomicos (Ortega-Morente et al., 2013; Iranzo et al., 2015).

E consensual que alguns ser6tipos de L. monocytogenes toleram maiores concentragdes de
desinfetantes.

Varios estudos demonstram que a eficacia antimicrobiana dos desinfetantes habitualmente

utilizados na industria alimentar diminui no caso das bactérias se encontrarem no interior de
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biofilmes. Sabe-se que sdo necessarias concentracfes até 1000ppm de cloro para reduzir de
forma significativa a populacéo bacteriana nos biofilmes multi-espécies, em comparagao com
10ppm no caso de células planctonicas. Outros estudos comprovam a presenca de bactérias em
solucdes desinfetantes, associada a presenca de biofilmes nas paredes interiores dos recipientes
e da solucéo biocida.

O aumento da resisténcia a biocidas esta associado ao desenvolvimento e a estrutura do
biofilme. Assim, uma maior resisténcia ocorre em biofilmes maduros com uma estrutura
complexa (Iranzo et al., 2015).

A maior resisténcia aos desinfetantes atribui-se a diferentes mecanismos, como:

- Difuséo lenta ou incompleta do biocida no interior do biofilme;

- Diferente fisiologia das células no biofilmes;

- Expressao de respostas de adaptacdo de stress por parte de algumas células;

- Diferenciacdo de uma pequena subpopulacdo de células persistentes.

A maior resisténcia das bactérias no biofilme aos desinfetantes explica-se também pelo facto
de algumas células se encontrarem num estado de multiplicagdo lenta, devido a limitacdo de
nutrientes. Este tipo de células em estado de multiplicacdo lenta ou nula sdo menos suscetiveis

a acao do biocida, pois assimilam substancias biocidas de forma mais lenta (Iranzo et al., 2015).

2.5.  Prevencdao e controlo

A prevencdo de Listeria na inddstria deve ser baseada em todos os fatores que podem
influenciar a sua multiplicagéo e sobrevivéncia no interior da mesma. Listeria monocytogenes
é uma bactéria ubiqua, esta largamente distribuida no meio ambiente e € encontrada dentro da
industria quando as fontes principais através de contaminac6es cruzadas entram dentro das
zonas de producdo. L. monocytogenes esta presente em matérias-primas ndo processadas como
o leite, carne, peixe, por isso é tdo dificil evitar a sua entrada nas instalagfes. Constantemente
entram nas empresas estirpes de Listeria monocytogenes que deveriam ser eliminadas pelos
processos térmicos, quimicos e de higienizacdo habituais. No entanto, determinadas estirpes
devido a varios factores sobrevivem a estes processos e posteriormente podem colonizar as
instalacOes e permanecer durante largos periodos de tempo, acabando por contaminar 0s
produtos processados (Allen et al., 2016).

E necessario estabelecer medidas que dificultem as contaminacdes cruzadas, diminuindo a
quantidade de células vidveis presentes nas areas de producgéo. Portanto € crucial a sua detecédo

assim como a implementacao de medidas adequadas de eliminacéo. Para tal, devem aplicar-se
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medidas de carater estrutural e procedimentos de higienizacdo eficazes e adequados
(Swaminanthan & Gerner-Smidt, 2007).

O plano de higienizagdo das instalacBes e dos equipamentos € muito importante para evitar a
acumulacao de microrganismos. No entanto, a complexidade dos processos de producdo e a sua
automatizacao requerem equipamentos sofisticados e dotados de areas com acesso dificil, que
por vezes, impedem ou dificultam a eficcia da higienizacdo. E possivel encontrar fabricas com
rigorosos procedimentos de limpeza e desinfecdo com areas especificas e equipamentos com
caracter persistente e niveis microbiol6gicos inadequados.

Além da importancia do plano de higienizacdo, o plano de manutengdo de equipamentos e
instalagGes é também importante no controlo de L. monocytogenes. E muito importante manter
em bom estado os pisos, paredes e outras areas das instalacGes e equipamentos que possam
apresentar fissuras, de forma a que ndo possam servir de reservatérios a Listeria monocytogenes
(Allen et al., 2016).

Apesar de o ar ainda n&o ter sido identificado com fonte de L. monocytogenes em alimentos,
esta pode permanecer em aerossois que geralmente se geram nas salas de trabalho, ou no ar que
entra em contacto com as goticulas de condensacéo no teto.

E comum a presenca de microrganismos nos aerossdis, pelo que o risco de contaminacio é
elevado. Os aerossois podem ter origem a partir de muitas fontes, incluindo matérias-primas,
pessoal e equipamentos em rotacdo ou movimento. As operagdes de higienizagdo podem ser a
principal fonte de aerossois que transportam microrganismos (lranzo et al., 2015). Na maioria
das unidades de producdo, as superficies que entram em contacto com os alimentos sao
higienizadas diariamente, no entanto, muitas outras superficies como o interior de protecdo de
motores, estruturas elevadas, paredes e tetos ndo tém um plano de limpeza diério. Nessas areas,
a presenca de nutrientes e humidade criam um ambiente propicio ao desenvolvimento de
biofilmes. Os aerossois gerados durante os processos de limpeza, assim como 0 UuSO
indiscriminado de agua com pressdo que liberta estes biofilmes das zonas contaminadas sao,
frequentemente a principal fonte de dispersdo de Listeria monocytogenes (Iranzo et al., 2015).
Reducdes da pressdo da dgua ou alteracBes no angulo de impacto com as superficies auxiliam
a reduzir o nivel de dispersao (Iranzo et al., 2015).

As contaminacgdes cruzadas causadas por aerossois e salpicos ocorrem normalmente pela
higienizacdo numa zona da sala de trabalho, enquanto noutros equipamentos estdo a produzir
alimentos. Outras vezes, a contaminacao cruzada deve-se a presenca do aerossol no ambiente,
depois de realizadas as tarefas de desinfecdo e enxaguamento 0s microrganismos presentes no
ambiente depositam-se durante varias horas sobre a superficie dos equipamentos de producao

e podem proliferar se encontram estes equipamentos molhados. O melhor método para reduzir
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a contaminacéo cruzada a partir do ambiente passa por limitar a formacao de aerossoéis. Logo
que as particulas se encontrem no ambiente é dificil controlar os seus movimentos, que sdo
regidos por Vvarios mecanismos, como correntes de ar, dispersdo, forca da gravidade ou
conveccao térmica (Iranzo et al., 2015).

A implementacdo de equipamentos adequados de ventilacao e refrigeracdo pode impedir que
essas particulas sejam fontes de contaminagao.

O ar que entra nas salas de processamento de produgéo de produtos prontos para consumo deve
passar por filtros microbiologicos e proceder de areas que ndo apresentem risco de
contaminacdo. Deve evitar-se a circulacdo de ar de zonas de baixo risco ou zonas sujas para
outras de elevado risco, por isso em salas de alto risco ou salas limpas a presséo do ar deve ser
positiva para o exterior.

O ar comprimido utilizado nos equipamentos tambeém devera ser mantido adequadamente,
evitando a presenca de agua e de humidade nos equipamentos de pressdo (Iranzo et al., 2015).
Os lubrificantes utilizados nos equipamentos a fim de reduzir o atrito e o desgaste das pegas,
melhorar o funcionamento dos equipamentos podem uma fonte de contaminagdo. Normalmente
os utilizados na industria sdo formulacdes de 6leos e emulsdes que contém agua. Estes produtos
podem ser contaminados por &gua, matéria organica, residuos de outros lubrificantes,
substancias fisicas e quimicas, particulas de 6xido e microrganismos. Assim por exemplo, é
habitual a presenga de Listeria monocytogenes nas acumulagdes de lubrificante nos eixos dos
rolamentos das maquinas de evisceracdo em matadouros de aves (Iranzo et al., 2015; Lahou,
Jacxsens, Verbunt & Uyttendaele, 2015).

Foi estudado a sobrevivéncia de Listeria monocytogenes em lubrificantes utilizados em
equipamentos na industria, tendo sida inoculada a bactéria nos lubrificantes e quantificado ao
fim de 14 dias. O teor de Listeria monocytogenes aumentou em alguns tipos de lubrificantes.
De forma a evitar esta contaminacéo, € possivel adicionar substancias antimicrobianas, como
glutaraldeido na dose de 25 partes por milhdo (Iranzo et al., 2015).

E necessario utilizar boas praticas de uso a fim de evitar contaminagdes nocivas nos
lubrificantes que possam posteriormente passar para 0s equipamentos. Assim deve-se evitar a
presenca de agua nos lubrificantes, mudar periodicamente o lubrificante para evitar que fique
excessivamente sujo e por fim limpar as superficies antes de adicionar uma nova aplicacao de
lubrificantes (Lahou, Jacxsens, Verbunt & Uyttendaele, 2015; Iranzo et al., 2015).

Além da importancia do plano de higienizacdo, o plano de manutencdo de equipamentos e
instalagBes, o controlo de matérias-primas e processos assim como o controlo de biofilmes é

também importante no controlo e combate a L. monocytogenes.
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O controlo eficaz da contaminacdo por biofilmes requer que os protocolos de higienizacao
incluam medidas destinadas a detetar a sua presenca e monitorizar superficies para confirmar a
auséncia de biofilmes, assim como a utilizagdo de produtos adequados para prevenir a formagéo
de biofilmes e eliminar os que ja se formaram.

A presenca de Listeria monocytogenes no produto final tem na sua origem varios factores, no
entanto em grande nimero de casos a origem principal é a matéria-prima utilizada no processo
de producéo. Devido a este facto a inddstria alimentar deve dispor de um sistema de avaliacdo
de fornecedores que garanta que as suas matérias-primas e material de embalagem cumpram as
condicdes necessarias para garantir a seguranca dos alimentos.

Em condicGes normais de limpeza e desinfe¢do os biofilmes que podem estar presentes nas
superficies sdo indetetaveis a olho nu, devido ao seu tamanho microscopico.

Os biofilmes aparecem com mais frequéncia nos pontos com dificil acesso, onde ndo é possivel
exercer accdo mecanica e onde os produtos quimicos ndo chegam (zonas altas, cantos, curvas).
Os biofilmes também se formam nas fissuras, riscos ou cavidades das superficies (Iranzo et al.,
2015).

A aplicacdo dos detergentes e desinfetantes sobre as superficies através de espuma com
mangueira ou bicos nem sempre é suficiente para atingir os niveis desejados de higiene. Este
processo ndo é muito eficaz para remogdo da sujidade mais incrustada, assim como remocao
dos biofilmes que a possam acompanhar.

A eliminacdo de biofilmes realiza-se geralmente através da aplicacdo de produtos de natureza
enzimatica juntamente com ac¢do mecanica exercida nas superficies. Estes produtos de
natureza enzimatica contém na sua composicao diferentes tipos de enzimas, como lipases,
proteases e glicases que atuam sobre a matriz do biofilme, produzindo a sua degradacao.
Quando se deteta a presenca de Listeria monocytogenes no produto final, devem desencadear-
se acOes especificas para o seu controlo, que resumidamente sdo:

a) Revisdo das praticas de manipulacdo dos trabalhadores de producdo, com o objetivo
de verificar mas praticas de higiene que possam provocar contaminacdes cruzadas;

b) Revisdo dos procedimentos de higienizacdo, realizados pelos trabalhadores, a fim
de verificar a sua eficacia e se correspondem ao estabelecido;

C) Inspecdo e verificagdo das instalagdes, a fim de determinar zonas problematicas,
definidas como aquelas que devido as suas caracteristicas de desenho, materiais e
forma, podem converter-se em reservatérios de L. monocytogenes e favorecer a sua
persisténcia na fabrica;

d) Implementacdo de um plano de higienizacéo para eliminar a presenca da bacteria.
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O controlo da presenca de microrganismos patogénicos na industria inclui diversas estratégias
destinadas a prevenir e eliminar este tipo de contaminacdo em matérias-primas, alimentos,
equipamentos e instalagdes. Estas medidas sdo contempladas no programa de HACCP, mas é
necessario conhecer em profundidade tanto as condi¢cGes de acumulacdo de contaminacéo
microbiologica e quimica como as medidas disponiveis para a sua prevencdo, detecdo e
eliminacéo.

Além de todos os pontos acima mencionados, a aplicacdo consistente de boas préticas de fabrico
em combinacdo com sistema HACCP bem implementado sdo a chave para minimizar a
contaminacdo inicial no nivel de fabricacdo ou para reduzir a multiplicacdo de L.
monocytogenes (Iranzo et al., 2015).

Segundo o Codex alimentarius, os principios gerais de higiene dos alimentos englobam as
praticas de higiene desde a producao primaria até ao consumidor final. O objetivo que persegue
a aplicacdo destes principios € que os alimentos sdo in6cuos e devem-se aplicar critérios
baseados no sistema HACCP para garantir a seguranca dos alimentos. As industrias devem
aplicar os principios gerais de higiene para produzirem alimentos seguros e aptos para consumo,
de modo a proteger os alimentos da contaminacdo, desenvolvimento e sobrevivéncia de agentes
patogénicos, armazenando-0s e preparando-0s corretamente, e assim manter a confianca nos
alimentos colocados no mercado (Iranzo et al., 2015).

A prevencdo passa também pelos consumidores apos a aquisicdo dos produtos, através da
manutencdo da integridade da cadeia de refrigeracdo, especialmente no nivel doméstico (EFSA,
2018).
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2.6. Estudos de vida util de alimentos

2.6.1. Conceito de vida util de um alimento

A vida atil de um produto alimentar € um conceito que resulta da interacdo entre ciéncia,
economia, regulamentacéo e a conveniéncia dos consumidores.
Segundo o Institute of Food Safety and Technology, a vida util de um produto é o periodo
durante o qual um alimento, quando armazenado nas condic¢des recomendadas, é:

a) Seguro;

b) Garante as caracteristicas sensoriais, quimicas, fisicas e microbioldgicas

desejaveis;

c) Mantém o seu valor nutricional.
Todos os produtos alimentares vdo perdendo qualidade ao longo do tempo, por isso é tdo
importante avaliar, testar, estabelecer e estudar o tempo de vida Gtil para cada alimento (Hough,
2006).
No estudo de vida util de um alimento, além das analises microbiologicas, devera ser também
desenvolvida uma monitorizagdo das caracteristicas sensoriais do alimento. De facto, um
alimento pode ser microbiologicamente seguro apds algum tempo de armazenamento e ser

rejeitado devido a alteracGes das suas propriedades sensoriais e nutricionais (Hough, 2006).

2.6.2. Fatores que influenciam a vida util de um alimento

O desenvolvimento microbiano influencia a vida util de um alimento, pois 0 tempo necessario
para que os microrganismos deteriorem o0s alimentos depende da quantidade inicial de
microrganismos presentes no alimento, bem como da contaminacdo adicional que o alimento

pode sofrer durante o embalamento e armazenamento (Mekalanos, 1992; Rodgers, 2004).

Existem outras formas de alteracdo da qualidade dos alimentos que ndo tém origem
microbiologica; fatores fisico-quimicos também influenciam a vida util de um alimento, como
a alteracéo no teor de humidade de um alimento que induz perda de nutrientes, o escurecimento
ou rancificacdo, no caso dos alimentos secos, e um acrescimo no teor de humidade que conduz
a um aumento na vulnerabilidade a acdo microbiana (Li, Wick & Marriott, 1999; Fan, Niemira

& Sokorai, 2003). A degradacdo quimica pode resultar numa alteracdo do cheiro ou do sabor
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do alimento, assim como na alteracdo da cor, escurecimento ou perda de nutrientes (Li et al.,
1999).

2.6.3. Definicéo de estudo de vida util de alimentos

O estudo de vida atil de um alimento consiste em simular o que acontece no retalho, para tal, é
necessario que as amostras sejam armazenadas em condi¢fes semelhantes e posteriormente
submetidas a uma série de andlises a intervalos de tempo pré-determinados, até ao limite de
aceitacédo (Labuza & Fu, 1997).

Durante esse periodo de tempo, sdo observadas as alteracGes sofridas pelo alimento e é
determinado o tempo de deterioracdo até ao limite que se torna improprio para o consumo
(Corradini & Peleg, 2007).
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2.6.4. Delineamento do estudo de vida atil

A vida util de um alimento é, em grande parte, determinada pela sua composicéo, tipo de
processamento, contaminac&o inicial, embalagem e temperatura de conservacao.

Um delineamento experimental mal conduzido leva a conclusdes incorretas acerca da vida Gtil
do alimento (Hough, 2006; Fu & Labuza, 2000).

O estudo da vida util de um alimento pode seguir varios métodos, incluindo o calculo com base
em dados publicados, uso de tempos de distribuicdo conhecidos para produtos similares ja
colocados no mercado ou uso das reclamagdes do consumidor como base para determinar a

ocorréncia de problemas (Corradini & Peleg, 2007).

2.6.5. Indicadores nas analises de vida Uutil

Conforme referido, a vida Gtil de um alimento pode ser definida como o periodo durante o qual
um alimento mantém a sua seguranca, a uma dada temperatura de armazenamento (Codex
Alimentarius Commission, 1999).

Para uma abordagem segura nos estudos de vida Util, é necessario definir indicadores que
mecam, ou correspondam, diretamente a qualidade de um alimento. Esses indicadores incluem

avaliacdo microbioldgica, sensorial e fisico-quimica (Fu & Labuza, 2000).

2.6.6. Diferentes tipos de estudo de vida util

Segundo o laboratério Europeu de Referéncia para Listeria monocytogenes existem varios tipos
de estudos de vida atil que permitem validar os procedimentos de processamento de seguranca
alimentar, condicdes de armazenamento do produto e tempo de prateleira. Os estudos de vida
atil relacionados com a seguranca dos alimentos variam de acordo com o objetivo do estudo e
dependem do tipo de produto, processo de producdo e anélise de risco do produto. Os estudos
de vida util relacionados com a seguranca dos alimentos incluem:

a) Estudos de inibigcdo do crescimento de agentes patogénicos: permitem avaliar a capacidade

de produto alimentar com um tipo especifico de processamento e embalagem para inibir o
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desenvolvimento de certos agentes patogénicos quando mantidos em condicdes especificas de
armazenamento (tempo e temperatura).

b) Estudos de inativagdo de agentes patogénicos: avaliam a capacidade de um de produto
alimentar e de uma pratica especifica de fabricacdo ou sua combinacéo, para causar a inativacao
de certos agentes patogénicos. Estes estudos podem ser afetados pelas condigbes de
armazenamento e embalagem e devem ser responsaveis por essas variaveis.

c) Estudos combinados de desenvolvimento e inativacdo: avaliam a capacidade de um
determinado alimento ou processo para inativar certos patogénicos e inibir o desenvolvimento
de outras bactérias patogénicas, ou para atingir um nivel de inativacdo seguido de inibicdo do
desenvolvimento de sobreviventes ou introduzidos apés o processamento (ACMCEF, 2009; EUR
Lm, 2014).
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3. Material e métodos

3.1. Processo de producao e recolha das amostras

A salada com frango foi preparada manualmente numa linha produtiva em sala climatizada a
temperatura compreendida entre 10 e 12°C na industria ABC, que se encontra devidamente
licenciada para o fabrico de alimentos prontos a consumir. A especificacdo técnica da salada
com frango encontra-se no Anexo I, no qual é efetuada a descrigdo dos ingredientes e da
respetiva quantidade. Os ingredientes sdo colocados numa saladeira de poliéster (PET) que €
posteriormente selada com atmosfera protetora formulada com 30% de CO, e 70% de No.
(L’Air Liquide SA., Paris, Franca).

Apos a producéo, os lotes sdo armazenados a temperatura de 5°C e possuem uma vida Util de 6
dias.

Para o presente estudo, as amostras foram recolhidas aleatoriamente em trés dias distintos,
imediatamente apos a producdo, sendo transportadas para o laboratorio em caixa isotérmica em

menos de 2 horas.

3.2. Estirpe escolhida para o estudo

Para o estudo experimental utilizou-se uma estirpe de Listeria monocytogenes pertencente ao
ser6tipo 1/2a (CECT 4031), da colecdo de isolados do laboratério de Tecnologia dos Produtos
Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa. Este serétipo de L.
monocytogenes foi selecionado para o estudo, por ser 0 mais comumente isolado dos alimentos
e por ser responsavel, juntamente com os ser6tipos 1/2b e 4b, por mais de 95% dos casos de
listeriose humana (Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007; Lomonaco et al., 2015).
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3.2.1. Adaptacéo ao frio

A estirpe utilizada nos diferentes ensaios deste estudo estava armazenada a -80°C, em criotubos
de conservacdo contendo caldo de Brain Heart Infusion (BHI) (Scharlau, Espanha)
suplementado com 15 % de glicerol (Merck, Alemanha). Todos os procedimentos descritos
subsequentemente foram efetuados em cdmara de fluxo laminar Bio Il Advance (Telstar Life
Science solutions, Terrassa, Espanha).

Para a revivificacdo da estirpe em estudo, transferiu-se para BHI agar (Scharlau) e incubou-se
24 horas a 37°C, posteriormente foi transferida novamente para BHI agar, incubando 24 horas
a 37°C. Depois, transferiu-se uma colonia isolada para 5 ml de caldo de BHI e incubou-se a
37°C durante 24 horas. Apds a revivificacdo da estirpe e de forma a induzir a sua adaptacao ao
frio, transferiu-se 1 ml de suspensédo para 9 ml de caldo de BHI previamente arrefecido a 5°C e
incubou-se durante 12 dias a 5°C (Chan et al., 2007; Lokerse, Maslowska-Corker, Van de Wardt
& Wijtzes, 2016).

Para confirmar a viabilidade bacteriana ao longo da adaptacao ao frio, mediu-se a densidade
Otica da suspensao bacteriana num espectrofotdmetro (Ultrospec 2000 Pharmacia Biotech,
Suécia) usando um comprimento de onda de 600 nm (ODeoo). As medicBes da densidade Otica
foram efetuadas ao terceiro, quinto, sétimo, oitavo, décimo e décimo segundo dia acompanhada
de sementeiras em Ottaviani Agosti Listeria Agar (ALOA) (BioMerieux, Franga) para

confirmacéo da viabilidade dos isolados. Efetuaram-se trés repeti¢cbes da adaptacdo ao frio.

3.2.2. Preparacdo da suspensdo de L. monocytogenes para inoculacdo das saladas

Depois da adaptagéo ao frio, a ODeoo da suspenséo de L. monocytogenes foi medida, de forma
a se obter uma concentracdo de 5 log ufc/ml para utilizar como inéculo. Para o challenge test
considerou-se o protocolo de Lokerse et al. (2016) com algumas adaptac¢des. Por cada 100 g de
alimento, inoculou-se 1 ml de suspensdo com 5 log ufc/ml de L. monocytogenes, uniformemente
distribuidos, com o auxilio de uma pipeta, por toda a salada.

Apds a inoculacdo, a amostra para analise no dia O foi preparada e analisada, enquanto as
amostras cuja analise ocorreria nos dias 4 e 7 foram conservadas em camara de refrigeracéo a
5°C até ao momento da analise. Simultaneamente, foram preparados controlos brancos, para
serem analisados nos dias 0, 4 e 7.

Efetuaram-se trés repeticGes do estudo de inoculacéo.
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3.3. Métodos fisico-quimicos

3.3.1. Determinacéo do potencial hidrogenidnico (pH)

A determinacdo do pH foi efetuada nos dias 0, 4 e 7 de vida util das saladas. A avaliacao foi
feita de acordo com a NP-3441 (1990), recorrendo a um potenciometro HI 9025 (Hanna
Instruments, Estados Unidos da América). Para o efeito, foram utilizadas apenas as amostras
relativas aos controlos brancos e foram efetuadas trés medic¢des por amostra em cada momento

de analise.

3.3.2. Determinacdo da atividade da agua (aw)

A determinacdo do aw foi efetuada de acordo com a norma ISO 21807:2004, utilizando um
medidor da atividade da dgua Rotronic HygroPalm AW- KHS (West Sussex, Reino Unido)
com sonda AW-40 mantida a 25 °C + 2 °C. Para o efeito, foram utilizadas apenas as amostras
relativas aos controlos brancos e foram efetuadas trés medic¢Oes por amostra em cada momento

de anélise.

3.4. Métodos microbiolédgicos

3.4.1 Preparacao das amostras

A preparagdo das amostras para analise microbioldgica foi realizada de acordo com a ISO 6887-
2:2003. As amostras para andlise obtiveram-se pela recolha, com os devidos cuidados de
assépsia, de pequenas porcdes de salada de diferentes zonas da respetiva embalagem. As
amostras foram colocadas em saco de stomacher 400 com filtro lateral (Normax, Marinha
Grande, Portugal) as quais se adicionou o volume requerido de agua peptonada tamponada
(Scharlau). A homogeneizagdo foi realizada durante aproximadamente 60 segundos em
homogeneizador Stomacher Lab-Blender 400 (Analytika, Grécia), procedendo-se

posteriormente a preparagéo de diluicdes decimais seriadas com Triptona-sal (Scharlau).
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3.4.2. Contagem de microrganismos aerobios totais (AT) a 30°C

Efetuou-se uma sementeira por incorporacdo de 1 mL de cada diluicdo decimal em meio de
cultura Triptose Glucose Extract Agar (TGA) (Scharlau). Ap6s homogeneizacdo, as placas
foram incubadas por um periodo de 48 horas a temperatura de 30°C (ISO 4833:2003). Os
resultados finais foram expressos em log do nimero de unidades formadoras de colénias por

grama (log ufc/g).

3.4.3. Contagem de Enterobacteriacae

De acordo com a ISO 21528-2:2004, as diluicbes decimais sucessivas foram semeadas
individualmente por incorporacdo de 1 mL em meio de cultura Violet Red Bile Dextrose agar
(VRDB) (Scharlau). Apés homogeneizagdo, as placas foram incubadas durante 48horas a
temperatura de 37°C. A contagem de colodnias caracteristicas foi efetuada e os resultados foram
expressos em log ufc/g.

3.4.4. Contagem de L. monocytogenes

Para a contagem de L. monocytogenes foi considerada o disposto na ISO 11290-2:1996. Para

isso, a partir da suspensdo inicial e da seguinte (-1 e -2) semeou-se por espalhamento 0,2 mL

em placas de ALOA (BioMérieux). As placas foram incubadas a 37°C por 24 h. As colonias

caracteristicas foram enumeradas e os resultados expressos em log ufc/g.
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3.4.5. Pesquisa de L. monocytogenes

Para a pesquisa de L. monocytogenes utilizou-se como referéncia a norma 1SO 11290-1:1996.
O enriquecimento seletivo de 25 g de amostra foi realizado com 225 mL de caldo Fraser |
(Scharlau) que, ap6s homogeneizacdo em Stomacher, incubou a 30°C durante 24 horas.

Num tubo de ensaio contendo caldo Fraser Il (Scharlau) inoculou-se 1 mL do primeiro
enriquecimento e incubou-se por mais 24 horas a 37°C.

O isolamento foi efetuado mediante sementeira por estria a superficie em meio ALOA e

incubou-se a 37°C durante 24 horas.

3.5. Modelos matematicos utilizados no estudo

Para o desenho da curva de crescimento de L. monocytogenes utilizou-se o suplemento DMFit
Excel, versdo 3.5, do software MS Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, Estados
Unidos da Ameérica). Os resultados obtidos foram posteriormente comparados com oS
esperados, considerando um modelo de microbiologia preditiva aplicado a L. monocytogenes,
utilizando para esse fim o programa ComBase Predictor (Hobart, Australia). O modelo primério
utilizado foi o de Baranyi & Roberts (1994) com os valores médios de pH e aw obtidos no dia

0 do estudo de vida util.

3.6. Analise dos dados

Todos os dados da avaliacdo das caracteristicas microbiologicas e fisico-quimicas foram
tratados informaticamente numa base de dados criada no programa Microsoft Office Excel para
Windows (Microsoft Corporation), efetuando-se uma anélise descritiva com calculos das
médias e respetivos desvios-padrdo das 3 repeticdes dos ensaios, correspondentes a trés lotes
de fabrico.

Considerando os resultados obtidos, efetuaram-se t-test para amostras emparelhadas, utilizando
o0 software SPSS Statistics for Windows, versdo 24.0 (IBM Corporation, Armonk, Estados

Unidos da América).
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4. Resultados e discussao

Os resultados apresentados sdo médias das trés repeticdes efetuadas correspondentes aos trés

lotes de fabrico da salada com frango.

4.1 Determinacéo do pH

Como é possivel verificar na Tabela 5, os valores de pH nas amostras correspondentes ao
controlo branco da “Salada com frango” variou entre 6.14 ¢ 6.39 durante a vida Util do produto
(7 dias). As alteracOes verificadas nos valores de pH ndo foram estatisticamente significativas
(p>0.05).

4.2 Determinacao atividade da agua (aw)

Como é possivel verificar na Tabela 5, os valores de aw nas amostras correspondentes ao

controlo branco da “Salada de frango” oscilou entre 0.95 e 0.98 durante os sete dias do estudo,

ndo tendo sido detetadas diferengas estatisticamente significativas.

Tabela 5 — Médias e desvios-padréo dos valores de pH e de a durante o estudo de vida util.

Dia do estudo pH a,
6.14 £ 0.06 0.95+0.03
4 6.21+0.13 0.98 £ 0.02
7 6.39£0.30 0.98 +£0.01

Estes resultados relativos aos parametros pH e aw confirmam a amostra em estudo, “Salada com
frango”, como um alimento suscetivel de permitir o crescimento de L. monocytogenes, de
acordo com os limites considerados quer no Regulamento n® 2073/2005, relativo a critérios
microbioldgicos aplicaveis aos géneros alimenticios, quer no Technical guidance document for
conducting shelf-life studies on L. monocytogenes in foods publicado pelo laboratério europeu
de referéncia para L. monocytogenes (EURL Lm, 2014).
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4.3 Contagem de microrganismos aerébios totais (AT) a 30°C

A evolucido das médias das trés repeticdes de contagens de AT a 30°C nas amostras

correspondentes ao controlo branco € ilustrada na Figura 9.

Figura 9 - Evolugdo das médias das contagens de AT a 30°C nas amostras correspondentes ao controlo
branco de “Salada com frango” ao longo do tempo de estudo.
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As contagens de AT a 30°C nas amostras correspondentes ao controlo branco de “Salada com
frango” apresentaram uma evolucdo de aproximadamente 6 log ufc/g no dia O para cerca de 8
log ufc/g no dltimo dia dos ensaios (dia 7), ndo tendo sido detetada nenhuma diferenca
estatisticamente significativa (p>0.05) entre os resultados obtidos nos dias de analise.

A evolugdo das contagens de AT a 30°C nas amostras inoculadas com L. monocytogenes foi
semelhante a obtida nos controlos brancos, como é possivel ver na Figura 10, ndo se verificando

diferenca significativa (p>0.05) entre as duas amostras.
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Figura 10 — Evolu¢do das médias das contagens de AT a 30°C nas amostras de “Salada com Frango”
inoculadas com L. monocytogenes, ao longo do tempo de estudo.
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No dia 0, em ambos os tipos de amostra (controlo branco e inoculadas), as contagens de AT a
30°C rondaram os 6 log ufc/g, o que é expectavel considerando o tipo de alimento em analise.
A “Salada com frango” apresenta como ingredientes vegetais frescos (alface e cenoura) e queijo
curado feito a partir de leite cru, o que justifica estas elevadas contagens iniciais. A evolucgéo
da microbiota de um queijo ao longo do processo de cura é muito complexa, sucedendo-se
dinamicamente diversas sobreposicdes de espécies de microrganismos capazes de se adaptarem
as condicdes fisicas e quimicas que se vdo sucedendo no processo de cura (Campagnollo et al.,
2018). A evolugdo das contagens de AT a 30°C ao longo da vida 1til da “Salada de frango” em
estudo encontram-se dentro dos valores expectaveis, de acordo com a publicac¢ao “Guidelines
for assessing the microbiological safety of ready-to-eat foods” que refere 8 log cfu/g como
limite maximo em saladas cruas, como é o caso do alimento em estudo (HPA, 2009). A
contagem de AT a 30°C constitui um indicador de qualidade e ndo de seguranca dos alimentos

e 0 seu uso é particularmente importante quando sdo conduzidos estudos de vida dtil.

45



4.4. Contagem de Enterobacteriaceae

A evolucao das médias das trés repeticGes de contagens de Enterobacteriaceae nas amostras

correspondentes ao controlo branco é apresentada na Figura 11.

Figura 11 — Evolucdo das médias das contagens Enterobacteriaceae nas amostras correspondentes ao
controlo branco de “Salada com Frango”, ao longo do tempo de estudo.
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A evolucdo das médias das trés repeticbes de contagens de Enterobacteriaceae nas amostras
inoculadas com L. monocytogenes apresentam um desenvolvimento semelhante as amostras
correspondentes ao controlo branco entre os dias 0 e 7 dos ensaios, como é possivel ver na
Figura 12. As diferencas detetadas nas contagens de Enterobacteriaceae nos dois tipos de

amostra ndo foram estatisticamente significativas (p>0.05).
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Figura 12 — Evolucédo das médias das contagens de Enterobacteriaceae nas amostras de “Salada com
Frango” inoculadas com L. monocytogenes, ao longo do tempo de estudo.
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Em ambas as amostras (controlo branco e inoculada com L. monocytogenes) no dia 0, os valores
médios das contagens de Enterobacteriaceae rondaram 3 log ufc/g, atingindo 6 log ufc/g no
ultimo dia de vida util (dia 7). A familia Enterobacteriaceae € usada em microbiologia
alimentar como indicador de higiene. Nesta familia taxonémica incluem-se espécies originarias
do trato intestinal de animais e humanos, bem como plantas e do meio ambiente. Todas as
Enterobacteriaceae sdo eliminadas pelo processamento térmico utilizado na producdo de
alimentos e sdo também facilmente removidas das instalacdes, equipamentos e superficies por
procedimentos de higienizacdo adequados (Kotzekidou, 2013). A presenca em alimentos
tratados pelo calor, portanto, significa que o tratamento térmico foi inadequado ou ocorreu
contaminacdo pos-processamento. No entanto, o alimento em estudo, além de ser um produto
pronto a consumir, tem na sua constituicdo, em grande maioria, vegetais frescos. Uma vez que
existem mudltiplas espécies bacterianas da familia das Enterobacteriaceae que ndo séo de
origem fecal (como os pertencentes aos géneros Hafnia, Providencia, Serratia, Butiaunella,
Lecherchiella) e que sdo colonizadores naturais das folhas dos vegetais frescos é possivel
encontrar numeros elevados de Enterobacteriaceae nesses alimentos, sem que tal indique

condicdes inadequadas de higiene (Bernardo, 2016).
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4.5. Pesquisa de L. monocytogenes

N&o foi possivel evidenciar a presenca de L. monocytogenes em 25 gramas nas amostras
correspondentes aos controlos brancos.
As amostras inoculadas também foram analisadas e foi evidenciada a presenca de L.

monocytogenes em todas elas e em todos os momentos de anélise.

4.6. Quantificacdo de L. monocytogenes

Na Figura 13 é possivel ver a evolucdo da média das trés repeticdes de contagens de Listeria

monocytogenes nas amostras inoculadas.

Figura 13 — Evolugdo das médias das contagens de L. monocytogenes nas amostras de “Salada com
frango” inoculadas, ao longo do tempo de estudo.

Listeria monocytogenes log ufc/g
w

0 50 100 150 200

Horas

A evolucéo das contagens de L. monocytogenes nas amostras inoculadas e conservadas a 5°C
néo registou diferencas estatisticamente significativas (p>0.05) durante os 7 dias estudados.

Comparando os resultados obtidos na quantificacdo de L. monocytogenes no estudo de
inoculagéo ao longo dos 7 dias de vida Util com a curva de crescimento obtida utilizando um
modelo preditivo com o auxilio do software ComBase, verificou-se que a curva de crescimento
obtida no presente trabalho apresentava valores inferiores aos do modelo preditivo (Figura 14).
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Figura 14 — Comparacéo da curva de crescimento de L. monocytogenes obtida no presente trabalho com
a curva de crescimento do modelo preditivo gerada no software ComBase.
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Tal resultado pode dever-se ao facto de o modelo preditivo utilizar os parametros de pH e aw
relativos ao dia da inoculagdo (dia 0), mas sobretudo ao facto dos modelos preditivos do
software ComBase Predictor se basearem apenas em resultados de ensaios laboratoriais
efetuados em meios de cultura, o que ndo reflete exatamente o que ocorre na matriz alimentar.
Ainda assim, os modelos preditivos sdo um importante auxiliar para os estudos de vida Util de
géneros alimenticios.

Considerando os teores de L. monocytogenes obtidos no challenge test, estimou-se uma taxa de
crescimento exponencial de pmax: 0,007 log.ufc/g/h. Este resultado indica um crescimento
médio aproximado de 1.22 log ufc/g em 7 dias a 5°C. Considerando este valor e a imposi¢ao
legal de, no maximo, 2 log ufc/g durante a vida util dos géneros alimenticios colocados no
mercado, seria possivel que existissem 0.78 log ufc/g, o equivalente a aproximadamente 6 ufc/g,
de L. monocytogenes no alimento no dia 0. Frequentemente, os alimentos séo analisados no dia
de producdo, ou enquanto ainda estdo na posse do produtor, e demonstram auséncia de L.
monocytogenes em 25¢g, mas durante a sua vida comercial e sem que a embalagem tenha sido
violada, é possivel que se obtenham valores superiores a 2 log ufc/g de L. monocytogenes. Uma
provavel explicacéo reside no facto de L. monocytogenes se encontrar no estado viable but non
culturable (VBNC) devido a stress e pela mudanca de ambiente (por exemplo, das superficies
de preparacdo de alimentos para o alimento) quando a colheita e analise laboratorial ocorrem,

vindo a recuperar mais tarde durante a vida util do género alimenticio (Auvolat & Besse, 2016).
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O calculo de log ufc/g/h para L. monocytogenes permite simular varios cenarios de
contaminacgdo inicial e prever o crescimento ao longo do tempo de vida util dos géneros
alimenticios. Na tabela 6 exibe-se uma simulacdo baseada na taxa de crescimento gerada pelo
Dmfit de 0.007 log ufc/g/h, considerando uma contaminacdo inicial de 1 log ufc/g, a
temperatura de 5°C. Obtém-se um crescimento de 0.017 log ufc/g/dia a 5°C de temperatura e
portanto mesmo que o alimento saisse das instalagdes do produtor com 1 log ufc/g, ndo iria
ultrapassar o limite legal dentro do periodo de vida atil.

Tabela 6 — Evolucdo estimada do desenvolvimento de L. monocytogenes considerando
umax: 0.017 log ufc/g/dia.

Tempo Concentracdo de L. monocytogenes

(horas) (log ufc/g/dia)
0 1

24 1.17

48 1.34

72 151

96 1.68

120 1.85

144 2.02

Neste estudo, procurou utilizar-se um conjunto de condigdes que representavam o “pior
cendrio”, nomeadamente, a escolha de uma estirpe de L. monocytogenes CECT 4031,
pertencente ao serétipo 1/2a, aquele que é mais comummente isolado dos alimentos e que esta
muito associado a listeriose humana; a adaptacdo dessa estirpe ao frio comercial, através do
choque e desenvolvimento a temperatura de 5°C durante 12 dias, para recrear uma possivel
adaptacdo ao ambiente industrial, que é geralmente refrigerado para a preparacdo de saladas
prontas a consumir, € minimizar o efeito do frio durante a vida 1til da “Salada com frango™; e
a escolha de um challenge test, de acordo com o preconizado pelo laboratério europeu de
referéncia para L. monocytogenes (EURL Lm, 2014). Ainda assim, apesar da adaptagéo ao frio,
a estirpe de L. monocytogenes CECT 4031 demonstrou um desenvolvimento inferior ao
esperado, considerando um modelo preditivo e ndo atingiria um teor além do limite maximo

legal durante a vida util da “Salada com frango”.
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5. Concluséao

O facto de Listeria monocytogenes ser uma bactéria ubiqua e estar largamente distribuida no
meio ambiente faz com que seja irrealista pensar que a sua entrada na industria alimentar e nas
respetivas instalacbes ndo ocorrerd. Posteriormente existem outros fatores como fluxos,
trabalhadores e més préticas de higiene que contribuem para a distribui¢do de L. monocytogenes
dentro da unidade industrial e, consequentemente, nos alimentos. A presenca desta bactéria
patogénica é relevante em alimentos prontos a consumir, sobretudo nos que possuem uma longa
vida util em refrigeracao.

Com base nos valores obtidos de pH e aw, confirmou-se que o alimento em estudo — salada
com frango — € suscetivel de permitir o desenvolvimento de L. monocytogenes. No presente
estudo, utilizou-se um challenge test para avaliar o desenvolvimento de L. monocytogenes
CECT 4031 numa salada com frango pronta a consumir, apés a estirpe ter sido submetida a um
choque e posterior adaptacdo a temperatura de 5°C durante 12 dias, para simular as condi¢Ges
térmicas encontradas nas salas de preparacdo industrial daquele tipo de alimentos.

A taxa de crescimento de L. monocytogenes foi de 0.007 log ufc/g/h a 5°C. Ainda assim, 0
crescimento observado foi inferior ao esperado utilizando uma curva de crescimento de
referéncia no programa Combase.

Quando inoculada em “Salada de frango” pronta a consumir com uma vida util refrigerada de
sete dias, L. monocytogenes multiplicar-se-a aproximadamente 1.22 log ufc/g, o que significa
que, se este alimento sair das instalagdes do produtor com uma concentragdo de L.
monocytogenes igual ou inferior a 1 log ufc/g, esta bactéria patogénica ndo ira ultrapassar o

limite legal de 2 log ufc/g até ao final da vida util.
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Anexo | — Ficha téecnica de produto acabado — Salada com Frango

FICHA TECNICA DE PRODUTO ACABADO FTA0510.04
“SALADA DE FRANGO” Dt 201660

Denominagio legal:
Salada com mistura de vegetais, frango, queijo italiano, bacon.
Lista de ingredientes:

Ingredientes: Mistura de Vegetais (44,1%) (Alface iceberg, Lollo Rosso, Apollo Green e Cenoura ripada, em
proporgdes variaveis), Peito de Frango (30,2%) (carne de peito de frango, dleo de girassol, fécula de batata, aroma
natural, estabilizador (E407a), =sal), Queijo Caesar (8,2%) (LEITE) (queijo duro, lisozima de OV0O) e Bacon (8,2%)
(entremeada de porco, agua, sal, antioxidante (E301) e conservante (E250)).

PODE CONTER VESTIGIOS DE CRUSTACEOQS, PEIXE, AMENDOIM, SOJA, FRUTOS DE CASCA RIJA, AIPO,
MOSTARDA, SEMENTES DE SESAMO, SULFITOS, TREMOCO, MOLUSCOS.

Alergénios:

N - Pode Confer
Alergénios: Sim  Nao Vestigios
Gliten O | O
Crustdceos O O [
o = | |
Peixe | | =
Amendoam | | =
Soja | | =
Leite = | |
Frutos de casca rja O O =
Aipo [ | |
Mostarda | | =
Sementes de sézamo O O [
Sulfitos | | =
Tremogo O O 3]
Moluscos | | =

Prazo de validade:
Consumir até:
Dia de producado + & dias.

Lote:
Lote: aaddd.

Condigdes de conservagéo:

Conservar entre 1°C e 4°C.

Peso liquido:

Peso Liguido: 165q €

Caracteristicas nutricionais:

DECLARACAQ NUTRICIONAL

— valores medios Por 1009
Energia 552 kJ 7 132 keal
Lipidos Gg

dos quais saturados 349
Hidratos Carbono 20

dos quais aclcares 0,1g

Fibra 120
Proteinas 16Q

Sal 0.,6g

Instrugdes de utilizagdo:

Temperar a gosto e esta pronto a consumir.



