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Resumo

As reagdes adversas a alimentos t€m vindo a assumir cada vez mais importancia no dia-a-dia de
varios individuos pelo mundo. O termo alergia alimentar ¢ utilizado para descrever respostas
imunologicas que podem ser desencadeadas apds o consumo de alimentos especificos ou devido
a determinadas condigdes fisioldgicas desencadeadas nos individuos ap6s o seu consumo. As
reacoes adversas aos alimentos, sejam elas alérgicas ou ndo, surgem de uma variedade de
mecanismos diferentes. Estas podem envolver o sistema imunoldgico quando se trata de alergias,
ou por outro lado, serem apenas reacdes fisiologicas ou enzimaticas quando se trata de
intolerancias ou intoxicagdes por determinadas componentes do alimento, nomeadamente aminas

biogénicas.

Esta dissertacdo esta dividida em cinco partes, onde primeiramente € apresentada uma revisao de
bibliografia sobre esta tematica, depois a discussdo metodologica e aplicagdo pratica, a
apresentacao de resultados, a sua discussdo e a conclus@o. Foram realizadas trés componentes
praticas de forma a fundamentar a bibliografia ja existente através dos resultados obtidos. Ao
longo do trabalho serdo explanadas as caracteristicas das diferentes proteinas que causam as
principais reagdes adversas, assim como a influéncia da qualidade microbioldgica dos alimentos
no desenvolvimento de aminas biogénicas, que sdo um importante veiculo para o
desencadeamento de reagdes adversas ligadas ao consumo de alimentos e que podem desencadear
quadros alérgicos. Foi realizado um capitulo experimental onde foram analisados
microbiologicamente ¢ quimicamente diversos pratos confecionados com peixe e produtos do
mar, assim como foi criado um questionario on-line (amostra conseguida por método de bola de
neve) direcionado a populagdo com o objetivo de fazer uma breve identificacdo e caracterizagdo

da populagdo que ¢ afetada com este tipo de patologia.

Dada a complexidade de sinais e sintomas que decorrem deste tipo de condigdo clinica, impde-se
a necessidade de um diagnostico diferencial que remete a varios fatores de promocao deste tipo
de condigdo. Por esse motivo foi essencial entender a origem de certas debilidades que muitas das
vezes surgem no proprio alimento e que apos serem consumidos por individuos mais sensiveis,

podem mesmo desencadear quadros graves de reacdes adversas.

Foi possivel concluir que existe uma relagao clara entre a qualidade microbiologica dos alimentos
e o desenvolvimento de aminas biogénicas, que desencadeiam quadros toxicologicos semelhantes

aos alérgicos.

Foi também concluido que a alergia ao peixe e produtos do mar ¢é bastante significativa na

populagdo portuguesa.

Palavras-chave: alergia a produtos do mar; aminas biogénicas; parvalbumina; tropomiosina; toxicidade.
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Abstract

Adverse reactions to food have become increasingly important in the daily lives of many
individuals around the world. The term food allergy is used to describe immune responses that
may be triggered after the consumption of specific foods or due to certain physiological conditions
that are triggered in individuals after their consumption. Adverse reactions to food, whether
allergic or not, arise from a variety of different mechanisms. These may involve the immune
system when it comes to allergies, or on the other hand, they may only be physiological or
enzymatic reactions when it comes to intolerances or poisoning by certain food components,

namely biogenic amines.

This dissertation is divided into five parts, where first a review of the bibliography on this subject
is presented, then the methodological discussion and practical application, the presentation of
results, their discussion and the conclusion. Three practical components were performed in order
to substantiate the existing bibliography through the results obtained. Throughout the work, the
characteristics of the different proteins that cause the main adverse reactions will be explained, as
well as the influence of the microbiological quality of food in the development of biogenic
amines, which are an important vehicle for triggering adverse reactions linked to food
consumption and that can trigger allergic reactions. An experimental chapter was carried out
where several dishes made with fish and seafood products were analyzed microbiologically and
chemically, as well as an online questionnaire (sample obtained by the snowball method) directed
to the population with the objective of making a brief identification and characterization of the

population that is affected with this type of pathology.

Given the complexity of signs and symptoms that arise from this type of clinical condition, there
is a need for a differential diagnosis that refers to several factors that promote this type of
condition. For this reason, it was essential to understand the origin of certain weaknesses that
often arise in the food itself and that after being consumed by more sensitive individuals, can even

trigger serious adverse reactions.

It was possible to conclude that there is a clear relationship between the microbiological quality
of food and the development of biogenic amines, which trigger allergic-like toxicological

pictures.

It was also concluded that allergy to fish and seafood products is quite significant in the

Portuguese population.

Keywords: seafood allergy; biogenic amines; parvalbumin; tropomyosin; toxicity.
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INTRODUCAO

As alergias alimentares t€ém vindo a ganhar €nfase ao longo dos anos e a assumir uma grande

importancia no panorama alimentar dos individuos pelo mundo inteiro.

O presente estudo surge no ambito de um melhor entendimento sobre os principais veiculos
para o desenvolvimento deste tipo de patologia clinica, mais especificamente relativamente as

alergias a peixe e produtos do mar.

Apesar de ser possivel identificar os principais alergénios que podem desencadear este tipo
de reagdo adversa, ainda ¢ bastante complexo entender alguns casos uma vez que existem varios
outros fatores que podem influenciar o desenvolvimento de quadros de alergia ou quadros

semelhantes a estes.

Objetivo e Questdes de Investigacio

O presente trabalho tem como base dois objetivos principais: identificar quais as
caracteristicas das diferentes proteinas que causam as principais reagdes alérgicas e/ou adversas,
em pacientes com este tipo de patologia ou sensiveis, assim como verificar qual a influéncia da
qualidade microbioldgica dos alimentos no desenvolvimento de aminas biogénicas, que sao

igualmente um importante veiculo para o desencadeamento de reagdes alérgicas.
Estes objetivos principais sdo secundados por cinco objetivos especificos:

1. Identificar os principais percursores alérgicos nos varios tipos de pescado, através de
revisdo bibliografica.

2. Aplicagdo de um questionario populacional online para a caracterizacdo da amostra as
reacoes adversas/ alérgicas ao consumo de alimentos.

3. Entender em que medida a qualidade microbiologica nos alimentos influéncia o
desenvolvimento de aminas biogénicas.

4. Relacao entre o perfil proteico nos diversos tipos de pescado e o desenvolvimento de
aminas biogénicas.

5. Analisar dados obtidos pelo INSA para vigilancia da qualidade microbioldgica de refeigcdes
servidas em cantinas da regido de Lisboa, de forma a averiguar qual a qualidade

microbiologica das refeigdes de peixe servidas nas mesmas.

Estrutura do trabalho e etapas metodologicas
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Os objetivos sdao concretizados ao longo dos varios capitulos que compdem o presente

trabalho. Este desenvolve-se em 4 partes para além desta Introducdo. O primeiro capitulo
corresponde ao capitulo de revisao da literatura. Este ¢ seguido pelo capitulo 2 onde se explicita de
forma detalhada a metodologia. A metodologia compreende diferentes etapas e métodos: em
primeiro lugar foi realizado um questionario on-line a populacao no sentido de aferir a percecao da
populagdo sobre quadros alérgicos; complementarmente foram realizadas as andlises quimicas e

microbioldgicas de pescado.

& Questiondrio Google Forms-

23 perguntas i Amostras pescado estudo 4 Refeicoes quem contém
. TDS (2012-2016) pescado - 2016-2018
W Sample Size Calculator 156 amostras - aminoacidos 971 amostras

b 563 participantes
i Amostras de pescado

3

Meétodo Bola de Neve

recolhida em diversos locais 4 Amostras de pescado
. Analise Estatistica estratégicos y _ recolhida em diversos locais
22 amostras - aminas ) " estratégicos
ki 22 amostras

Esquema de Sintese metodologico

No capitulo 3 encontram-se concretizados a maioria dos objetivos especificos (do 2° ao 5°),
enquanto as conclusodes sao apresentadas no Capitulo 4.

A investigagdo baseada nas anélises quimica e microbiologica foi realizada com o suporte
do Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge (INSA), institui¢do de colaboracdo na
presente dissertagdo. O INSA estd dividido em seis grandes departamentos técnico-cientificos:
Departamento de Alimentagao e Nutrigdo, Departamento de Doengas Infeciosas, Departamento de
Epidemiologia, Departamento de Genética Humana, Departamento de Promog¢do de Saude e
Prevencdo das Doengas Nao-Transmissiveis € o Departamento de Saide Ambiental. O
Departamento de Alimentacao e Nutricdo (DAN) foi o departamento de acolhimento ¢ que deu
suporte para este projeto, onde se desenvolvem atividades nas areas da seguranga alimentar,
toxicologia e avaliagdo de risco, composi¢do alimentar e estilos de vida e o seu impacto na saude.
Estas atividades sdo desenvolvidas através de investigagcdo e desenvolvimento, identificando as
necessidades e estabelecendo as respetivas prioridades de acordo com as estratégias nacionais e
internacionais, nomeadamente as fixadas pelo Ministério da Satude, refor¢ando a participacao em

programas nacionais e a internacionalizac¢do do Instituto” (INSA, 2019 c).

14
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1. ENQUADRAMENTO TEORICO
1.1. Caracterizacao da Matéria-Prima

De uma forma geral, todos os tipos de produtos de pesca que tém na sua composi¢cdo um elevado
nivel proteico, sdo considerados de grande digestibilidade e possuem reduzidos niveis de gorduras
saturadas, sendo principalmente constituidos por gorduras insaturadas de extrema importancia para
o normal funcionamento do organismo, como ¢ o caso dos acidos gordos polinsaturados,

nomeadamente o d6mega-3 (Patrocinio, 2009).

Por estes motivos, este ¢ um grupo alimentar com um elevado nivel de perecibilidade, bastante
suscetivel a deterioragdo microbiana, uma vez que na sua composi¢ao possui uma grande
concentracgdo de dgua livre (Aw) e, também, por ter um elevado teor de gorduras, tornando-se mais
facilmente oxidavel. O seu pH muito préximo da neutralidade (pH 6,6 — 6,8), a rdpida acao
destrutiva das enzimas naturais presentes nos tecidos e nas visceras do peixe, a alta taxa de atividade
metabolica da microbiota com um elevado caracter coloidal da respetiva proteina muscular (uma
vez que agrega grandes quantidade de substancias extrativas nitrogenadas livres como aminoécidos
livres e oxido de trimetilamina) tornam-se caracteristicas relevantes para a contribui¢do da

defini¢do de perecibilidade (Soares et al., 2017).

Os musculos do pescado sdo constituidos por varios grupos de proteinas: as que formam a
fracdo sarcoplasmadtica, desempenhando fungdes bioquimicas nas células; as proteinas
miofibrilares do sistema contratil; e as proteinas dos tecidos conjuntivos, responsaveis

principalmente pela integridade dos musculos.

Desde o momento de captura até a0 momento em que o peixe ¢ processado e comercializado,
a forma de manipulagao dos diferentes tipos de pescado ¢ fundamental para a garantia da qualidade
e preservacao dos mesmos, sendo um fator preponderante no desenvolvimento de alteragdes
enzimaticas, oxidativas e bacterianas. A rapidez com que se desenvolvem cada uma destas
alteracdes depende de como sdo aplicados os principios basicos da conservagdo e manipulacao,

assim como o tipo de espécie e os métodos de captura.

E através de métodos fisico-quimicos, que € possivel quantificar a formagdo de compostos de
degradacdo em qualquer alimento, sendo que vérias sdo as determinagdes que podem avaliar o seu
grau de conservagao. As principais sao, os valores de pH, a determinacao de bases volateis totais

(BVT) e a quantificacao dos valores de histamina através de técnicas de espectrofotometria.

15
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Entende-se como bases volateis totais, o conjunto das bases nitrogenadas como a amonia,

trimetilamina, dimetilamina, monometilamina, putrescina, cadaveriana e espermidina. Por norma,

estas assumem valores elevados em pescado que ja se encontra em processo de deterioragao.

O risco microbiolégico ¢ sem duvida um dos itens mais avaliados pela industria alimentar,
nomeadamente no de processamento de peixe e produtos do mar, visando o controlo de qualidade
e de seguranca alimentar. Entre os principais agentes patogénicos associados aos produtos de pesca
citam-se: Campylobacter jejuni, Escherichia coli 0157H7, Listeria monocytogenes, Salmonella
Enteritidis, Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus, Yersinia enterocolitica, Norwalk-like virus,
Rotavirus, Cryptosporidium parvum e Giardia lamblia. O risco de intoxicacdo por aminas
biogénicas avaliado através da andlise quimica dos alimentos também ¢ elevado, sendo que a

histamina ¢ a mais relatada (Soares et al., 2017).

Agregando a estes, os fatores externos como a fraca manutengao das cadeias de refrigeracao e
as deficitarias condi¢cdes de armazenamento e manuseamento desde o momento da sua captura até
ao momento do consumo final, conjugam-se condi¢des propicias para que haja um aumento da
proliferagdo de agentes patogénicos. Desta forma, este tipo de producao sofre de diversos tipos de

contaminagdes agrupadas em perigos fisicos, quimicos e bioldgicos (Patrocinio, 2009).

A seguranca e a qualidade alimentar dos produtos tornaram-se fatores de extrema importancia
na sociedade atual, uma vez que as complicagdes de satide resultantes da falta de controlo destes
dois fatores, foram percebidas ao longo dos anos. Esta preocupagdo foi visivelmente evidenciada
pelo crescente niamero de leis direcionadas ao controlo de qualidade dos alimentos nas varias etapas
da cadeia de producao (Soares et al., 2017), nomeadamente através do sistema de Andlise de
Perigos e Controlo de Pontos Criticos, vulgarmente designado por HACCP (sigla associada a

designacdo em inglés de Hazard Analysis and Critical Control Point).

1.2. Definicao da Alergia e as suas Caracteristicas Epidemiolégicas

A alergia alimentar ¢ um quadro clinico que dada a sua complexidade e a variedade de fatores
que a determinam, exige um diagnoéstico integrado que envolve um vasto leque de entidades

clinicas ligadas a diferentes areas cientificas.

r

O termo “reacao alérgica” ¢ usado para descrever uma resposta imunoldgica adversa, que por
norma ¢ a uma proteina alimentar. Por esse mesmo motivo ¢ importante fazer uma distingao entre
alergia alimentar e outro tipo de respostas ndo imunoldgicas que possam existir na sequéncia do

consumo de um alimento especifico (Waserman et al., 2011).
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Quando a reagdo de hipersensibilidade ¢ provocada por mecanismos imunologicos, significa

que esta ¢ mediada por anticorpos, por células ou até mesmo por células e anticorpos, sendo que
na maioria dos casos estas pertencem a classe da imunoglobulina E (IgE) (Vieira, 2015). No
entanto, as reagdes adversas aos alimentos podem surgir provenientes de uma variedade de
mecanismos diferentes, envolvendo ndo s6 o sistema imunoldgico, quando se referem a alergias,
mas também serem mediadas por reacdes fisioldogicas ou enzimaticas, € neste caso tratar-se de
intolerancias. Existem ainda, outros casos mais especificos e raros, em que o surgimento de

sintomas pode surgir através de mecanismos psicologicos (Eggesbo et al., 1999).

A um nivel geral considera-se que a alergia alimentar (AA) consiste numa resposta exacerbada
do sistema imunoldgico a determinados antigénios presentes num alimento (Arosa et al., 2012).
Embora qualquer alimento tenha a capacidade de desencadear uma reacao alérgica no organismo,
existem alguns alimentos que assumem uma propensao maior neste desenvolvimento devido as
caracteristicas fisiologicas dos mesmos. Calcula-se que 170 alimentos tenham sido identificados
como os principais causadores de reagdes mediadas por IgE, mas apenas uma minoria destes podem
causar grande parte destas reagdes. Foi neste contexto que foi criada uma lista que enumera os
alimentos que contém os principais alergénios, sendo eles: amendoins, frutos de casca rija, ovos,

leite, peixe, marisco e crustaceos, trigo e soja (Boyce et al., 2010).

O peixe, 0 marisco € 0s crustaceos presentes nesta listagem, sdo responsaveis por um grande
numero de reagdes, incluindo as reagdes anafilaticas, isto ¢, denominadas de reacdes de

hipersensibilidade I (Boyce et al., 2010).

Apesar da complexidade na composi¢ao da maioria dos alimentos, apenas algumas proteinas
possuem uma capacidade de desencadeamento alérgico potencialmente relevante. Isto €, nem todas
as proteinas sdo alergénicas mas as que sdo, até mesmo em porgdes muito pequenas como no caso

da sequéncia das cadeias de aminoacidos, podem provocar uma reagao alérgica.

Por outro lado, existe também um vasto leque de doengas associadas as alergias alimentares,
como ¢ o caso da rinite alérgica, da bronquite asmatica, a dermatite atopica e varios distirbios
gastrointestinais. E possivel assumir também, que a prevaléncia alergénica de cada pessoa varia
significativamente, como em muitas outras patologias, consoante a disposi¢cdo genética e, até
mesmo, a exposicao a fatores ambientais, o que pode tornar uma pessoa alérgica a uma proteina,

mas nao a outra (Vieira, 2015).

A correta identificacdo de uma reacdo alérgica a um alimento ¢ bastante complexa e dificil de
realizar. Esta dificuldade esta principalmente relacionada com a diversidade e subjetividade da
sintomatologia e o facto destes mesmos sintomas serem caracteristicos de varias outras patologias
clinicas (Eggesbo et al., 1999).

17



Precursores de Aminas Biogénicas no Pescado e a sua Relagdo com a Alerginicidade

1.3. Predisposicao de alergias aos diferentes tipos de pescado

Os estudos realizados em relagdo a prevaléncia de alergias aos diferentes tipos de pescado em
todo o mundo, relevam alguma incerteza nos seus resultados cientificos, uma vez que grande parte
da bibliografia existente acerca do tema, tem como fundamento a realizacdo de inquéritos ¢ a
analise de dados desses mesmos inquéritos. Assim, a tarefa de comparagdo dos estudos feitos nas
diferentes populagdes, torna-se um pouco complexa e inconsistente, uma vez que os processos de
base de averiguacao (controle da amostra por grupos populacionais e contexto geografico a que se
reportam os resultados) ndo seguem um procedimento padrdo, e estes nem sempre estdo

explicitados.

Por outro lado, nos estudos com base em inquéritos, ndo ¢ facil obter um diagnostico clinico
conciso, uma vez que ndo ¢ possivel obter a histdria clinica completa e detalhada de cada individuo
assim como ndo ¢ possivel validar a realizagdo de varios testes especificos. Por este motivo, os
estudos baseados em estudos primarios de diagndstico sao mais incertos € ndo detalhados, pelo que
em alternativa, surgem estudos baseados em analises estatisticas que procuram padroes. Esta forma
de investigacdo apesar de ndo ser tdo concisa, procura chegar a conclusdes que identifiquem os
principais fatores e os perfis dos individuos mais sensiveis ao processo alergénico (Lozoya-Ibafiez

etal., 2016).

Esta pesquisa bibliografica demonstrou assim que apesar da prevaléncia deste tipo de problema,
este tema ainda se encontra inexplorado, necessitando de aprimoramentos metodoldgicos de base

cientifica que permitam um aprofundamento do conhecimento sobre o mesmo.

Segundo varios autores, epidemiologicamente, ¢ mais comum a alergia ao peixe manifestar-se
nos primeiros anos de vida, por norma até aos dois anos de idade, em média entre os 9 e os 12
meses de idade, idade em que se iniciam os primeiros contactos com os alimentos (Eggesbo et al.,
1999) sendo de realgar que o nimero de pessoas a revelar sintomas graves devido a este tipo de

reacdes tem aumentado exponencialmente com o passar dos anos (Gaudin et al., 2008).

Existem também casos de inicio de expressao clinica em idade adulta. Esta alergia tende a ser
persistente, pelo que 80% dos doentes mantém-se alérgicos 10 anos apods o inicio dos sintomas.
Esta tipo de alergia ¢ normalmente considerada como sendo crénica, isto €, indica que ha uma
grande probabilidade de persistir para o resto da vida. Da andlise bibliogréfica, ¢ possivel também
entender que o tipo de incidéncia de um determinado alergénio numa populagdo esta inteiramente

ligado aos habitos de consumo alimentar de cada regido e que, por este motivo, existe uma grande
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oscilagdo na prevaléncia da doenga entre os diversos paises (Okamoto, Takafuji, Inoue, & Tanaka,

21).

Apesar de um largo numero dos estudos encontrados fazerem referéncia a populacdes de paises
orientais, em regides como a Asia, onde o consumo de peixe é maior, estima-se que a prevaléncia
deste tipo de alergia alimentar esteja a aumentar em paises ocidentais, o que podera configurar uma
relevancia acrescida ao tema nos proximos anos (Costa, 2018). Segundo a Organizacdo Mundial
de Alergia, as alergias alimentares estdo a aumentar nos paises industrializados, estimando-se que

cerca de 20 a 30% da populacdo mundial ¢ afetada por algum tipo de alergia (Sharp et al., 2013).

Apesar do consumo de carne ter maior destaque na dieta portuguesa (Chen, et al., 2007), o
consumo de peixe assume uma grande importancia na cultura gastrondémica portuguesa, onde
prevalece a dieta mediterranea, sendo superior ao registado em muitos paises europeus. Dados da
FAO para 2013, reportam para Portugal, um consumo de 88,36 Kg/hab/anode carne para
53,83kg/hab/ano de peixe, crusticeos e moluscos. A facilidade de acesso a esta matéria-prima,
devido aos largos quilémetros de costa litoral, permite que, mesmo em regides onde a pesca de mar
ndo ¢ uma atividade desenvolvida, esta mantenha uma expressdo significativa na alimentacao
diaria.

Tabela 1- Consumo de carne e peixe, crustaceos e moluscos em alguns paises do mundo, 2013 (kg/hab/ano.).

Carne Peixe, crustaceos e moluscos
Alemanha 85,93 12,55
Australia 116,22 26,10
Canada 90,76 22,52
Espanha 92,04 42,38
EUA 115,13 21,52
Franca 86,77 33,74
Grécia 76,06 17,28
Japdo 49,45 43.50
Malasia 56,25 58,96
Polonia 76,08 8,61
Portugal 88,36 53,77
Reino Unido 81,49 20,75

Fonte: Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), Food Balances, 2013
(https://www.fao.org/faostat/en/#data/FBSH )

Contudo, e segundo o INE (2021), entre 2016 e 2020 o peixe que chega ao prato dos
portugueses, tem em grande parte origem externa, pois as capturas nacionais t€ém continuamente

decrescido e apenas atingem os 10,7 kg/hab. anuais (110454 toneladas de peixe capturado em
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2020). Este facto, revela uma grande dependéncia da importagdo, apesar de haver facilidade de

acesso a esta matéria-prima.

Em Portugal foram apenas realizados estudos prévios sobre a prevaléncia de alergias
alimentares através do telefone, em pequenas amostras de adultos e de criancas. Estes estudos
tiveram como principal foco entender e avaliar as caracteristicas clinicas e quais os alimentos
predominantes nos quadros clinicos desencadeados. No estudo realizado a adultos, a prevaléncia
de provavel alergia representou 1% em 1436 inquiridos de forma aleatoria, onde os alimentos mais
citados foram: frutos do mar (34,6%), frutas frescas (21,1%) e peixe (19,2%) (Lozoya-Ibanez et
al., 2016).

Relativamente a resultados de prevaléncia em criancas, foi realizado um estudo a 115
criancas da regido Centro de Portugal Continental, de idade escolar entre os 3 € os 11 anos. Para
além de terem sido realizados questionarios alimentares, foram também aprimorados testes
cutdneos com diferentes alimentos para que posteriormente fosse realizada a determinagdo dos
niveis de IgE especificos. Os alimentos com mais resultados positivos foram, a semelhanca do

estudo realizado em adultos, o peixe, as frutas frescas e ovo (Jorge, et al., 2017).

A semelhanga de Portugal, o resto da Europa e do Mundo segue o mesmo modelo - estudos
realizados através de questionarios populacionais, onde a prevaléncia varia geograficamente de
acordo com a faixa etaria ¢ com o método de avaliacdo. Relativamente aos adultos europeus,
estimam-se taxas entre 1,5% de pessoas com alergia alimentar ao peixe (na Grécia) a 0,2% na

Dinamarca.

Na Austrélia, os valores sobem até aos 2,1% (Sharp et al., 2013). Num estudo realizado nos
Estados Unidos da América, baseado numa amostra de maior dimensao, foi possivel verificar que
apesar do baixo consumo de peixe por parte dos norte americanos, a prevaléncia de alergia ao peixe
clinicamente diagnosticada atingiu os 2,3%. Deste percentual, 16% relataram a toma de epinefrina
de urgéncia devido a episddios graves de alergia, sendo que 8,6% destes tém prescricdo médica
para andar acompanhados por esta medicag@o. Foi ainda possivel aferir que 67% dos individuos
alérgicos, relataram serem alérgicos a varios tipos de peixe e produtos do mar em simultaneo, sendo
que 38% sdo também alérgicos a crustaceos, 49% a moluscos e 14% a todos os tipos (incluindo

assim peixe, crustaceos ¢ moluscos) (Sicherer et al., 2004).

Por contraponto, no Canadd, os numeros revelam-se bastante inferiores, onde em 9667

inquiridos apenas 0,51% revelam este tipo de disturbio alimentar (Sharp et al., 2013).

Na Asia, os valores sdo mais elevados, como ja seria espectavel, uma vez que o consumo

de peixe assume grande importincia na dieta regular desta populagdo. Segundo Sharp et al. (2013),
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em Singapura a taxa de incidéncia de alergia ao peixe situava-se nos 4,1%, sendo que a

percentagem de individuos com alergia a crustaceos ¢ de 33,8%.

Na Africa do Sul a prevaléncia também se demonstrou significativa, uma vez que este tipo
de populacao também tem uma dieta alimentar bastante dependente de produtos de pesca revelando
reacOes alérgicas mediadas por IgE em vérios peixes: na pescada (24,8%), cauda amarela (21,9%),
salmao (15,2%) e cavala (15,2%), que sdo as espécies mais consumidas por esta populagdo (Costa,

2018).

Relativamente as criangas, num estudo realizado na Noruega baseado numa amostra de
3623 individuos, registou-se uma taxa de incidéncia de 3% da alergia ao peixe, nimeros que
revelam que a alergia ao peixe nesta faixa etaria ¢ quase tdo comum como a alergia ao ovo, neste
mesmo local (Sharp et al., 2013). Na Australia os nimeros sdo bastante superiores revelando uma
percentagem de 5,6% de prevaléncia em criancas, mas nos EUA, a percentagem ¢ incrivelmente

mais baixa que a ja citada relativamente aos adultos, sendo apenas de 0,6% (Sicherer et al., 2004).

Segundo Connett et al. (2012), que avaliaram a prevaléncia populacional de alergia ao peixe
em adolescentes entre os 14 e os 16 anos em Singapura, Filipinas e Tailandia, os resultados
revelaram que os jovens residentes nas Filipinas apresentam uma prevaléncia bastante superior. Na
coorte de 25842 alunos estudados, as respostas revelam uma prevaléncia de base populacional de

alergia a peixe ¢ de 2,29% nas Filipinas, 0,26% em Singapura e 0,29% na Tailandia.

Como fatores de risco explicativos da maior prevaléncia de alergia em individuos de paises
como Australia, Asia e Europa Mediterranea e Béltica, sugere-se existéncia de um maior consumo
de peixe, sobretudo nas populagdes costeiras, € também de uma exposi¢do precoce a este alimento,
comparativamente a outras regides do mundo e, por este motivo, poder existir uma maior incidéncia
neste tipo de regides. Por outro lado, estudos realizados telefonicamente nos EUA, mostram que a
alergia alimentar também assume um risco acrescido em asmaticos, particularmente em jovens do
sexo masculino e em adultos do sexo feminino (Sicherer et al., 2004). A obesidade também parece

incrementar o risco de ocorréncia de alergia alimentar (Visness et al., 2009).

\

Complementarmente a referéncia da relacdo entre a idade e a exposicdo aos alimentos, ¢
possivel acrescentar ainda que o atraso na exposicao a alimentos alergénicos na infancia e no
primeiro ano de vida, podera também constituir um fator de risco (Du Toit, 2008). Estas ideias,
apesar de parecem contraditorias, s3o no fundo complementares uma vez que quando um individuo
nos seus primeiros anos de vida tem um atraso no contacto com os alimentos, esta a atrasar a
primeira apresentagdo de certas proteinas e possiveis alergénios ao organismo, o que pode

futuramente vir a constituir um fator de risco. Por esse motivo existem estudos que indicam a
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necessidade de introdugao dos alimentos o mais cedo possivel, sendo ideal logo apos os 6 meses

de amamentac¢do recomendados pela OMS.

1.4. Mecanismos Imunologicos de Reacdo Alérgica de Tipo I

Um dos grandes sistemas que compdem o organismo € o sistema imunologico. Este sistema
¢ constituido por 6rgaos linfoides primarios e secundarios, uma grande variedade de células e
multiplos fatores soluveis. E no sistema linfoide secundério que se desencadeiam as respostas

imunoldgicas fundamentais & manutengdo e homeostase do organismo (Arosa et al., 2012).

As consequéncias de uma resposta imunologica podem ser positivas quando o agente
agressor ¢ eliminado, e com isto se desenvolve a denominada “memoria imunoldgica”, ou pelo
contrério, podem ser negativas quando o agente agressor ndo ¢ eliminado e desencadeia processos
inflamatérios cronicos que podem levar a reagdes de hipersensibilidade graves e até processos

autoimunes (Arosa et al., 2012)

O evento chave no processo de desencadeamento da alergia alimentar ¢ o reconhecimento
do alimento nos componentes do sistema linfoide, que apods este reconhecimento ira causar
libertacdo de componentes quimicos que servirdo, posteriormente, como mediadores inflamatorios

que atuam nos tecidos corporais, gerando um conjunto especifico de sintomas (Mahan et al., 2017).

As respostas imunoldgicas sao mediadas pelos vulgarmente denominados globulos brancos
ou leucécitos, sendo que estes incluem os leucocitos polimorfo nucleares (granuldcitos) e as células
mononucleares (linfocitos e monocitos). Os linfocitos t€ém um papel fundamental no sistema
imunologico uma vez que sao eles que conferem especificidade as respostas imunologicas. Os
linfécitos B possuem na sua membrana plasmatica um recetor designado de recetor da célula B ou
BRC, que tem um componente proteico que € responsavel por apresentar a estrutura de uma
imunoglobulina, e que por sua vez, ¢ capaz de se ligar a determinadas moléculas antigénicas —
indispensaveis para a ativacdo de linfocitos B e a sua diferenciagdo em plasmocitos (células

produtoras de anticorpos) (Arosa et al., 2012).

Para entender como este tipo de reacdo acontece no organismo ¢ fundamental perceber
como ¢ constituido o mecanismo de ativagao imunoldgica. Apds a exposicao inicial do alimento
ao organismo, este ¢ capturado pelas células apresentadoras de antigénios (as APC) que irdo ser
degradadas posteriormente em pequenas fragdes peptidicas. Estes peptideos, resultantes desta

degradagdo, serdo novamente apresentados pelas moléculas do complexo principal de
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histocompatibilidade I (MHC-II) que estdo localizadas nas células recetoras dos antigénios

(células dendriticas).

Depois de formados os complexos MHC-II-fragmentos peptidicos, estes serdo mais uma
vez apresentados a outras moléculas, as CD4+ e serdo reconhecidos por estas mesmas. Estas
moléculas estdo presentes na superficie dos linfocitos T helper 2 (Th2). As células Th2 quando
ativadas, libertam citocinas como a interleucina-4 (IL-4) e a interleucina-13 (IL-13). Estas citocinas
e alguns fatores estimuladores, provocam mudanga de classe nas células B virgens para IgE e

células de memoria.

E aqui que a IgE adere ao recetor FceR1 dos mastocitos ou basofilos. Estes mastocitos
tendem a predominar entre os tecidos, enquanto os baséfilos se movem livremente no sangue. O
FceR1, um recetor de IgE nos seres humanos, possui quatro subunidades: a, B, yl e y2. A
subunidade a estd envolvida na ligagdo a IgE, enquanto as B, y1 e y2 participam no processo de
fosforilacdo, o qual induz um conjunto de sinais mediados pela quinase-tirosina apds a exposi¢ao

secundaria ao mesmo alergénio (Lima da Silva Vieira, 2015).

A exposi¢do secunddria ao mesmo alergénio geram um crosslink do complexo IgE-FceR1,
ou seja os alergénios num segundo contacto com o organismo vao ligar-se a IgE previamente ligada
a superficie dos mastocitos/basofilos, causando a desgranulacdo das mesmas com libertacao da
histamina. Este processo vem despoletar reagdes mediadas pela quinase-tirosina ndo intrinseca, o
que causa a mobilizacdo do ido célcio, que vai facilitar a desgranulacdo dos mastdcitos e dos
basofilos. As prostaglandinas, as citocinas, os leucotrienos, a histamina e outros mediadores de
resposta imunoldgica sdo segregados por estes mastocitos ou basofilos desgranulados. Os agentes
quimicos mediadores, apds a sua ativacao, podem causar varios sintomas tais como; a dilatacao do
musculo liso, rompimento capilar, inchago local e outros sintomas alérgicos, podendo até mesmo

causar choque anafilatico em alguns individuos (Vieira, 2015).

Apesar disto, as reagdes adversas alimentares nem sempre tém origem no sistema
imunoldgico, isto €, existem outros mecanismos nao imunoldgicos capazes de originar reagdes

adversas de sensibilidade aos diversos tipos de alimentos.

O ambiente intestinal, por exemplo, tem uma grande influéncia na passagem e absorcao de
moléculas, o que se deve as varias caracteristicas deste orgdo, nomeadamente devido a
descontinuidade da mucosa intestinal. Desta forma, pessoas com quadros de inflamagao intestinal
ou outras doengas intestinais, quando expostas a novas proteinas, t€m propensao a desenvolver

multiplas alergias alimentares (Mattos et al., 2013).
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Figura 1 - Classificagcdo das reagoes de intolerancia humana a alimentos
Fonte: Gouveia, 2009

Por este motivo, a boa manutengao da funcao gastrointestinal e a capacidade para prevenir
a passagem inadequada de moléculas pela parede intestinal representam, em muitos casos, a chave
para a manutencao da tolerancia oral de alguns alimentos e, assim, uma medida de prevencdo da

resposta alérgica (Mahan et al., 2017).

As reacdes mediadas por IgE sdo caracterizadas por serem reagdes de hipersensibilidade
capazes de disputar varios sintomas alérgicos, sendo por este motivo as reagdes mais faceis de

diagnosticar e, paralelamente a isto, em regra geral, as mais comuns de acontecer.

As reagdes de hipersensibilidade 1 sdo também conhecidas como as reagdes de
hipersensibilidade imediata ou reacdes anafilaticas (choque anafilatico), uma vez que os sintomas
aparecem no intervalo compreendido entre um minuto, logo apds o contacto com o organismo
alérgico, até algumas horas apds a ingestao dos alimentos agressores. A anafilaxia ¢ a resposta mais
grave e aguda de uma reagdo alérgica, podendo mesmo, em alguns casos, ser fatal uma vez que

envolve varios 6rgaos e sistemas do nosso organismo (Mahan et al., 2017).

No entanto, existem outras vias de sensibilizacdo aos alimentos que nem sempre envolvem
este tipo de hipersensibilidade, como por exemplo a existéncia de apenas sensibilidade ao alimento.
O termo sensibilidade ao alimento ¢ utilizado quando ndao ¢ evidente se a reacdo estd

imunologicamente relacionada a um efeito bioquimico ou fisiolégico.

Outro dos termos utilizados ¢ o da intolerancia alimentar, sendo que esta ¢ uma reacao
adversa a um alimento ou aditivo alimentar que ndo envolve o sistema imunitario e resulta na
impossibilidade de digerir, metabolizar ou absorver certa substancia pertencente ao alimento por

outros fatores de debilidade no organismo, que ndo os fatores imunitarios.
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Com isto € possivel assumir que, paralelamente aos mecanismos imunologicos ja retratados,

existem também mecanismos ndo imunoldgicos capazes de causar reagdes no organismo, podendo
estes estar relacionados com a exposi¢do a microrganismos, como bactérias, virus, toxinas, ou

aminas biogénicas (Costa, 2018).

1.4.1. Sintomas e Severidade da Reacao Alérgica

Apesar da ingestdo ser o maior veiculo de exposi¢ao para o desenvolvimento de quadros
alérgicos, existem também alguns casos de pacientes mais sensiveis que reagem a inalagdo de
vapores produzidos durante o periodo de confec¢ao dos diferentes tipos de peixe e produtos do mar.
Existem também outro tipo de reagcdes em outros individuos, sendo denominadas reacdes atdpicas,
que surgem através do toque no alimento alérgico. Os principais sintomas, quando existe uma
reagdo alérgica, sdo maioritariamente respiratorios com sintomas de rinite alérgica e asma, ou
dermatoldgicos no caso destas reagdes serem manifestadas na pele através de dermatites ou

€czemas.

Para além dos sintomas dermatoldgicos e respiratdrios, as reagdes adversas em individuos
alérgicos a alimentos podem ainda incluir sintomas gastrointestinais e neurologicos, assim como

outros sistemas e orgaos (Gajewski et al., 2009).

Em suma, os sintomas mais comumente relatados em reagdes de alergia alimentar, sdo
essencialmente sintomas cutdneos como urticaria, edema ou inflamagdo localizada;
gastrointestinais como nduseas, diarreia e contragdes abdominais; sendo que os principais efeitos
farmacologicos sao a vasodilatacao, libertagao de adrenalina, estimulagdao de neuronios sensoriais

e motores (Gouveia, 2009).

Estes tipos de reagdes adversas, podem ser provocadas e identificadas através de niveis
muito baixos como 10 ng/m?3 de alergénio em individuos mais sensiveis (Ruethers et al., 2018).
Relativamente aos sintomas cutaneos, este tipo de sintomas por norma ¢ bastante imediato,
aparecendo em apenas alguns minutos apds o contacto com o alimento alérgico. Os sintomas
gastrointestinais por norma levam um pouco mais de tempo para que ocorra a sensibilizacao,
podendo levar até 2h a que se manifestem sintomas como diarreia, vomitos, nauseas, colicas
abdominais e inchago lingual, bocal e laringeo. Os sintomas respiratdrios, como rinite € asma, por
norma sao sintomas que acrescem aos outros sintomas referidos anteriormente, o que significa que

muito raramente aparecem de forma isolada.

Casos mais graves como as reagdes de hipersensibilidade I, podem agregar um conjunto

destes sintomas anteriormente referidos sendo que a anafilaxia ¢, por isso, a forma mais grave de
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reacdo alérgica, uma vez que ¢ uma reagdo sistémica que ocorre entre minutos e horas apds o

contacto com o alimento.

A severidade pode variar em funcdo da quantidade ingerida, da co-ingestdo de outros
alimentos e, at¢é mesmo, com o modo de preparagdo e confecao do alimento (se este € cozinhado,
cru ou processado) havendo assim diferengas no seu potencial alérgico. Esta diferenca no potencial
alérgico verificado em alguns individuos ¢ explicada pelo nivel de sensibilizagdo as diferentes
proteinas existentes nos alimentos, que podem ser alteradas/destruidas ou desnaturadas com

processos de confecao.

A intensidade da reagdo pode também ser influenciada pela idade do paciente e pela rapidez
de absor¢ao de cada tipo de organismo. Esta velocidade de absorcao pode advir de varios fatores,
sejam eles pela propria capacidade de metabolizagdo do organismo, pelo momento em que este foi
ingerido podendo existir diferencas se este estiver em jejum ou, pelo contrério, se tem influéncia
de outros alimentos. Existe também influéncia da pratica de exercicio fisico no desencadeamento

da reacdo alérgica (Vieira, 2015).

A presenga de outras condi¢des de comorbidade e de outro tipo de doengas cronicas ja
existentes, tais como a asma ou a dermatite atopica, também a podem influenciar. Desta forma, foi
possivel definir alguns fatores de risco epidemiologicos, como os riscos de incidéncia genética

(human leukocyte antigen - HLA e outros genes especificos).

Existem autores que referem inclusive que o consumo reduzido de dacidos gordos
polinsaturados ®-3, pode influenciar na propensio do desenvolvimento deste tipo de reagdo. E
também referido pelos mesmos, que o uso frequente de medicamentos antiacidos, podem alterar o
processo natural de digestdo, permitindo um aumento da exposicdo imune as proteinas ingeridas
(Untersmayr et al., 2008). As digestdes retardadas podem colocar os doentes com alergia ao peixe
em iminéncia de desenvolver reacdes alérgicas de maior gravidade, mesmo até a pequenas
quantidades de alimento ingerido, uma vez que de uma forma geral, o pescado ¢ um dos alimentos
mais propensos ao desenvolvimento de reacdes de maior severidade, assim como o facto deste tipo
de proteinas alérgicas serem degradadas de forma lenta e por vezes de forma ineficaz, tornando

assim o seu tempo de contacto com o organismo superior.

No entanto, os sujeitos podem sofrer sensibilizagdo alérgica aos alergénios sem
manifestarem sintomas clinicos de uma reagdo deste tipo. Assim, a sensibiliza¢do por si s6, ndo ¢
suficiente para definir uma alergia. A alergia mediada por IgE necessita de ambas, quer da presenca
de uma sensibilizagdo, quer do desenvolvimento dos sinais especificos e sintomas de exposi¢ao ao

alimento (Boyce, et al., 2010).
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Isto ¢, um individuo que tem uma alergia especifica ao pescado, faz uma reagao de

hipersensibilidade mediada por anticorpos ou células. J4 um individuo que sofreu uma intoxicagao
por histamina, apenas fez uma reacdo fisiologica a essa ingestdo, no entanto estas sdo muito

semelhantes do ponto de vista fisiologico e sintomatologico.

1.4.2. Diagnéstico Clinico

Existem varias formas de diagndstico de alergia alimentar, no entanto muitas vezes ¢

necessario um conjunto de técnicas médicas para que haja um a diagnostico concreto da doenga.

Inicialmente € necessario atender aos relatos individuais de alergia para que posteriormente
seja possivel encaminhar o meio de diagndstico. Primeiramente ¢ comum comecar por se fazer um

relato da histdria clinica do paciente.

Relativamente a descri¢ao do historial clinico, ¢ importante compreender na investigagao
todos os alimentos suspeitos e a forma de preparagdo dos mesmos, nomeadamente a forma de
confecdo, a adicdo de especiarias e/ou outros ingredientes, uma vez que podem desenvolver a
inibi¢do do fator alérgico ou pelo contrdrio agirem como potencializadores. O registo do
aparecimento de sintomas, a duragdo e severidade dos mesmos, bem como a sua reprodutibilidade,
no caso de haver exposicdo periddica, deve ser também avaliada. Nao obstante ¢, também,
fundamental inquirir o doente acerca de outros fatores que possam potenciar a reagao alérgica como
a pratica de exercicio fisico, como ja foi referido anteriormente, antes e depois do consumo do

mesmo, ou a sua interferéncia com o consumo de alcool (Waserman et al., 2011).

Em termos gerais, este historial ¢ comum de ser realizado no caso de reagcdes mediadas por IgE,
uma vez que os sintomas ocorrem logo apds a ingestdo do alimento e afetam um grande niimero de
orgdos, tornando-se potencialmente fatal (Cianferoni et al., 2009). E por isso fundamental,
enquanto passo inicial, para o entendimento da mesma, a identificacdo do mecanismo de agao para

o desenvolvimento da alergia.

Neste contexto, existem varios testes a serem realizados, como 0s testes cutaneos in vivo
“Skin Prick Test”, testes imunoenzimaticos in vitro como o “ImmunoCAP, RAST/EAST” ou o
“ELISA” em que o soro/plasma do paciente ¢ estudado de forma a averiguar se contém IgE

especifica para os diferentes tipos de alergénio em teste (Waserman et al., 2011).

Por fim, caso ainda existam duvidas no diagnostico, sdo entdo realizados testes DBPCFC
(double-blind placebo-controlled food challenge), o chamado “gold standard”. Estes testes sdo

realizados em contexto hospitalar, sendo o seu principal objetivo, reproduzir os sintomas que sao
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desencadeados durante a exposicao natural ao alimento. Todo o controlo durante a exposicao ¢

realizado em ambiente hospitalar, onde sdo avaliadas todas as reagdes ocorridas (Osterballe et al.,
2005). Assim, a técnica mais confidvel para confirmacao do diagndstico de alergia alimentar, ¢ a
referida anteriormente mesmo sendo um procedimento demorado e complexo de prova alimentar

(Eggesbo et al., 1999).

Os marcadores seroldgicos, sdo outra forma de avaliagdo e diagnostico, sendo realizados
através da quantificacdo de histamina libertada por basofilos, a determinagdo dos niveis dos
anticorpos séricos especificos IgG e IgG4 e outros resultados bioquimicos especificos (Cianferoni

et al., 2009).

1.5. Principais vias de desenvolvimento para uma reacio adversa ao pescado

Ao longo deste estudo serdo entendidas as caracteristicas das diferentes proteinas que causam
as principais reagdes adversas, em pacientes com este tipo de patologia, assim como a influéncia
da qualidade microbioldgica dos alimentos no desenvolvimento de aminas biogénicas que sao
igualmente um importante veiculo para o desencadeamento de reacdes adversas, que devido aos
valores de histamina que geram no organismo se equiparam nas suas caracteristicas

sintomatoldgicas a uma reagao alérgica.

Dentro das moléculas indutoras de hipersensibilidade, as isoformas de tropomiosina e
parvalbumina sdo consideradas as principais proteinas causadoras de alergia alimentar associadas

ao consumo de crustaceos e peixe (Ruethers et al., 2018).

Desta forma, as reagdes adversas podem ser provocadas por proteinas naturalmente presentes
nos diversos tipos de pescado, como também, por substincias contaminantes como ¢ o caso das

aminas biogénicas, de algumas toxinas e de parasitas (Mattos et al., 2013).

1.5.1. Proteinas

1.5.1.1. Parvalbumina

O primeiro alérgeno de peixe purificado a ser caracterizado foi Gad c 1, uma parvalbumina
de bacalhau, sendo que o primeiro relato de descoberta da presenca desta proteina foi no Béltico
(Gadus Callarias). Este alergénio foi pela primeira vez caracterizado como “alergénio M” e s6

posteriormente como Gad ¢ 1. Mais de 95% dos pacientes alérgicos a peixe fizeram uma reagado
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IgE especifica a esta proteina, sendo por isso a proteina com maior destaque e com maior

quantidade de referéncias relativas a alergia alimentar a peixe e, consequentemente, com maior
énfase, quando se quer pensa em elaborar um diagndstico. E também frequentemente considerada
como um pan-alérgico, querendo com isto dizer que ¢ responsavel pela reatividade cruzada entre

varias espécies de peixes entre os individuos alérgicos (Lee et al., 2012).

A parvalbumina ¢ uma proteina sarcoplasmatica de ligacdo ao cdlcio, e por isso uma
proteina que desempenha um papel importante no relaxamento nas fibras musculares de contragdo
rapida. Tem baixo peso molecular aproximadamente, 10 a 13 kDa, contendo 108-109 residuos de
aminoacidos. E também soluvel em 4gua, resistente ao tratamento térmico e a digestdo enzimatica

(Houhoula et al., 2015).

Esta presente em quantidades relativamente elevadas nos musculos dos vertebrados
inferiores, como nos peixes, tendo por isso maior prevaléncia neste tipo de pescado que em
crustaceos. Nos peixes, 0 musculo branco contém geralmente maior quantidade de parvalbumina
que o musculo escuro, tornando estes ultimos menos propensos ao desenvolvimento de quadros

alérgicos.

A parvalbumina, também, revelou ligagdo varidvel com trés anticorpos - IgG, anti-
parvalbumina e extratos brutos de diferentes espécies de peixes - indicando uma variacdo no
conteudo da mesma entre os tecidos musculares de diferentes espécies de peixes. No entanto, apesar
de nenhum estudo ter avaliado especificamente estas alteracdes, pode pensar-se que a variagdao do
conteudo de parvalbumina nos musculos dos peixes também possa ser atribuida a desnaturacao da

parvalbumina durante o armazenamento a temperaturas negativas muito elevadas (Lee et al., 2012).

1.5.1.2. Tropomiosina

A tropomiosina tem assumido um perfil alergénico com crescente relevancia nos estudos
realizados, tendo vindo a ser reportada em quadros alérgicos apos o consumo de crustaceos,
assumindo grande prevaléncia em individuos por todo o mundo, induzindo-os a reacdes de

hipersensibilidade grave, incluindo reagdes anafilaticas.

Esta proteina ¢ constituida por duas cadeias alfa-helicoidal paralelas polipeptidicas
enroladas em forma de hélice, que estdo ligadas a actina durante o processo de contragdo muscular

em vertebrados e invertebrados (Silva et al., 2020).
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Esta ¢ um grupo de proteinas presente em todas as c€lulas eucariotas que contém diferentes

isoformas no musculo (esquelético, cardiaco e liso), no cérebro, fibroblastos, plaquetas e muitas

outras células nao musculares (Reese et al., 1999).

Segundo a Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS), esta proteina ¢ frequentemente indicada
como reativa alergicamente em alimentos como caranguejo, camarao, ostra, lagosta e, at¢ mesmo,
em salmao do Atlantico tendo sido identificada em pelo menos dez tipos diferentes de crustaceos

e em seis tipos de moluscos (Silva, 2015).

Nos invertebrados, as tropomiosinas sao proteinas com um peso molecular de 34-41 kDa,
que possuem uma acentuada homologia nas suas sequéncias de aminodacidos, existindo, no entanto,

estudos que indicam que as tropomiosinas dos vertebrados nao provocam alergias (Silva, 2015).

Resultados de estudos descrevem a tropomiosina, como uma proteina termosensivel, sendo
reportada uma reducdo até 60% da reacdo alérgica, quando o alimento ¢ confecionado e
consequentemente ¢ desencadeada a Reag¢do de Maillard. Esta reacdo quimica ndo enzimatica entre
proteinas e agucares, provoca uma reducao do agucar, interagindo com o grupo amino do residuo
de lisina na proteina, resultando assim numa perda de residuos deste aminoacido disponivel. Por
este motivo, assume-se a sua probabilidade de alteracdo na estrutura e, consequente, potencial

alérgico das proteinas (Fu et al., 2019).

De acrescentar que existe também uma relagao da reatividade cruzada entre dcaros, nematoides e

crustaceos que tem sido atribuida a molécula de tropomiosina (Reese et al., 1999).

1.5.2. Aminas Biogénicas

Mais do que qualquer outro produto alimentar, os produtos da pesca sdo frequentemente

associados a intoxicacgdes por aminas biogénicas.

As aminas biogénicas fazem parte do grupo de compostos minoritarios ndo nutritivos
existentes nos alimentos, que podem ter uma a¢ao prejudicial relevante para a satide do consumidor
(Gouveia, 2009). Estas sdao aminas ndo volateis formadas através da descarboxilacdo dos
aminoacidos, ¢ da aminacdo ou transaminagdo de cetonas e aldeidos com a coacdo de
microrganismos bacterianos (Durak-Dados et al., 2020). Muitas destas aminas sdo encontradas no
pescado, sendo que as que assumem importancia especial para a seguranga alimentar deste grupo

alimentar e consequentemente do estudo em questdo sdo: a histamina, a putrescina e a cadaverina

(Al Bulushi et al., 2009).
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Normalmente este tipo de aminas sdo inexistentes ou encontram-se em quantidades muito

reduzidas (< 10 ppm) em alimentos frescos no geral; contudo em alimentos como pescado, produtos
derivados da pesca, carne, ovos e alimentos fermentados, estas podem representar-se em
concentragdes significativas (> 50 ppm) uma vez que este tipo de alimentos ¢ altamente perecivel.
Quando associadas a ingestao de pescado (principalmente tunideos e sardas), sdo capazes de induzir
uma intoxicac¢ao quimica também conhecida historicamente por envenenamento scombrideo (Flick

et al., 2005).

As aminas biogénicas estdao dividas em trés grupos estruturais: o alifatico, como ¢ o caso da
espermidina, espermina, cadaverina e putrescina, o aromatico, como ¢ o caso da tiramina e o

heterociclico, como ¢ o caso da histamina e a triptamina (Durak-Dados et al., 2020).

As aminas alifaticas sdo compostos que compdem as células vivas e contribuem para o seu
natural funcionamento. Por esse motivo podem ser originadas através de biossintese endogena dos
microrganismos naturalmente presentes no intestino. As aminas aromaticas pertencem a classe de
neurotransmissores denominados de catecolaminas, como por exemplo a dopamina. As aminas
heterociclicas sao as encontradas em grandes quantidades na mucosa intestinal, no musculo, pele,

figado, pulmao e leucocitos (Durak-Dados et al., 2020).

Embora alguns alimentos sejam naturalmente ricos em aminoacidos livres, o seu teor
aumenta apos o seu abate, uma vez que nesse momento ¢ libertada uma quantidade de enzimas
proteoliticas naturalmente presentes no trato intestinal, que quando combinadas com um rapido

processo autolitico, geram este aumento.

Outra relagdo identificada com as aminas biogénicas, ¢ o desenvolvimento de nitrosaminas
(que sdo altamente carcinogénicas), que se forma aquando da intoxicacdo por histamina. Esta
relacdo surge da reagdo entre aminas secundarias como a dimetilamina (DMA) e tercidrias como a
trimetilamina (TMA) e o nitrito, sob certas condigdes. Outro dos motivos para a sua formacgao esta
associado a salga do peixe - quando o sal ¢ adicionado diretamente ao peixe como forma de
conservacao quando os nitritos naturalmente presentes no sodio entram em contacto com alguns
microrganismos da familia das Enterobacteriaceae como ¢ o caso da E. Coli, Klebsiella
pneumoniae ou Proteus vulgaris, e geram a redugdo do nitrito em nitrato, formando nitrosaminas

(Al Bulushi et al., 2009).

Apesar da putrescina, da cadaverina, da espermina e da espermidina ndo terem efeitos
adversos significativos/comprovados, estas, para além de potenciarem os efeitos da histamina,

podem reagir com nitritos para formar nitrosaminas carcinogénicas (Onal, 2007).

A constatacdo de que as aminas biogénicas desempenham um papel importante em varios

processos metabolicos e fisioldgicos, tem vindo a fomentar interesse em diversas areas cientificas
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(Gouveia, 2013), uma vez que quando presentes em quantidades elevadas nos alimentos, para além

de desencadearem uma série de reacdes adversas pelo seu potencial toxicologico, podem também

conferir caracteristicas organoléticas que afetam os alimentos.

Ao nivel celular, estas tém um forte impacto na sintetizagdo de proteinas, hormonas e
alcaloides, sendo que afetam a replicagdo de ADN nas membranas. Estao também envolvidas na
regulagdo da temperatura do corpo, pressao sanguinea e atividade cerebral, sendo este 0 motivo
pelo qual, quando existem valores desregulares, a sua intoxicagao influenciar negativamente varios

orgaos do corpo (Durak-Dados et al., 2020).

A variante microbioldgica assume também um papel fundamental para o surgimento deste
tipo de aminas, uma vez que a formagao destas vai depender de varios fatores microbiologicos que
desencadeiam a descarboxilagdo microbiana dos aminoacidos precursores. A sua producdo esta
ligada a estratégia de sobrevivéncia dos microrganismos aos ambientes acidos, ou por outro lado,
como um suplemento alternativo de energia metabolica, quando as células estdo expostas a
condicdes desfavoraveis de substrato (Gouveia, 2013). Desta forma, o processo de descarboxilacao
quando dependente da atividade bacteriana pode ser bastante rapido, indicando também a presenga
de um elevado numero de aminas (Durak-Dados et al., 2020). No entanto, este desenvolvimento

também podera ter origem endogena, isto ¢, resultando de processos metabdlicos intracelulares.

Por este motivo, existe também a possibilidade de estas surgirem através da contaminagao
bacteriana ou viral associada a contaminacdo de aguas onde este tipo de pescado habita. Os
principais microrganismos associados a este tipo de contaminagdo sdo o Vibrio, Vibrio Cholerae,

Vibrio Vulnificus, Listeria M. e a Salmonella. (Ruethers et al, 2018).

J& vérios foram os microrganismos que demonstraram ser precursores de producdo de
histamina e de outras aminas, podendo destacar como sendo os principais: Enterobacteriacae spp.,
Clostridium spp., Lactobacillus spp., Morganella spp., Proteus morganii, Proteus spp., Hafnia
alvei e Klebsiella spp (Flick et al., 2005).

Uma das formas de estagnar o desenvolvimento deste tipo de aminas e reduzir os quadros
de intoxicacdo, ¢ utilizar métodos de conservacao eficazes, como s3o: a adicdo de aditivos,
radiacdo, pasteurizacdo, defumacdo e manutencdo das temperaturas de armazenamento e

manuseamento (Doeun et al., 2017).

As aminas biogénicas sao muito resistentes ao calor sendo que sdo capazes de resistir
mesmo que os produtos sofram um processo de confegdo, estejam sob a forma de conserva, ou

sofram qualquer outro tipo de processamento (Nahal et al., 2005).
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A temperatura ¢ um importante fator de influéncia no desenvolvimento de aminas, uma vez

que microrganismos como a Morganella morgani produzem histamina quando encontrados a
temperaturas ideais de 25°C, assim como outros microrganismos mesofilos produzem aminas a

temperaturas entre os 20°C e os 37°C (Doeun et al., 2017).

A enzima envolvida na producdo de histamina, a histidina descarboxilase, requer
temperaturas acima dos 15°C, com uma temperatura 6tima de atuacdo de 30°C para que seja eficaz
na sua a¢ao, embora o crescimento bacteriano seja inibido a temperaturas entre 0 e 5°C, a atividade

enzimatica nao cessa, continuando assim a formacao de aminas (Brinker et al., 2022).

Com isto, a correta manutengdo da cadeia de frios € decisiva para o controlo da producao
de aminas, sendo que quanto mais baixas forem estas temperaturas, maior serd o controlo da

proliferagdo microbiana (Durak-Dados, 2020).

Com o congelamento, o aumento de aminas biogénicas ¢ minimo para a maioria dos casos.
Em ensaios experimentais realizados, permitiu-se demonstrar que quando o pescado ¢
descongelado, o aumento de aminas biogénicas ¢ menor, quando comparado com o pescado fresco
mantido sob condi¢des de temperatura idénticas, durante 0 mesmo periodo. Este facto podera ser

explicado pela reducdo da microflora durante o processo de congelagdo (Flick et al., 2005).

Outra forma eficaz de evitar a producao de aminas, como a histamina, ¢ através da adigao
de sal, uma vez que este tem efeito inibitdrio na descarboxilagdo da histidina e, consequentemente,
a quantidade de Aw representa também um fator importante nesta avaliagdo. No entanto, em casos
que em haja microrganismos resistentes a elevados niveis de sal, a producao de histamina pode ser
superior a normal, sendo que existem também casos em que conteido de histamina também
aumentou durante o periodo em que os peixes foram armazenados de forma adequada. Isto sugere
que uma vez produzida, a histamina dificilmente sera destruida, existindo sempre um potencial
aumento da mesma, o que explica a existéncia de varios preparados de peixe com valores elevados

de histamina (Durak-Dados et al., 2020).

Em suma, e de acordo com os diferentes estudos ¢ possivel dizer que diferentes métodos de
confecdo ou preparagdao dos alimentos podem prevenir a produgdo das aminas, mas apds o seu

desenvolvimento, é muito dificil de destrui-la.

1.5.2.1. Histamina, Putrescina e Cadaverina
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A histamina ¢ produzida através da descarboxilagdo da histidina, a cadaverina da lisina e a

putrescina da ornitina ou arginina. E possivel também afirmar que a putrescina e a cadaverina,

potencializam a toxicidade da histamina (Al Bulushi et al., 2009).
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Figura 2 - Aminoacidos precursores e aminas biogénicas formadas nos alimentos.
Fonte: Gouveia, 2009

As espécies que possuem maior teor de histidina livre, tém maior propensao a desenvolver
teores toxicos de histamina e possiveis intoxicagdes. E conhecida a sensibilidade por parte de todos
os individuos a histamina, existindo casos de reagdes mais severas a esta amina que podem
desencadear processos alérgicos, respiratorios e, até mesmo, cardiacos graves (Ferreira, 2012). No
entanto, ¢ possivel afirmar que este contacto pode ser negligenciado caso seja em pequenas doses,

uma vez que em pequenas quantidades ¢ inofensivo.

Os produtores mais proeminentes de histamina sdo a Morganella morganii, Klebsiella
pneumoniae ¢ Hafnia alvei, sendo por isso indicadores bastante relevantes no controlo
microbioldgico dos produtos de pesca (Gouveia, 2009). A temperatura Otima para o
desenvolvimento deste tipo de microrganismos ¢ 10°C. A 5°C a sua proliferacdo ¢ retardada e a

temperaturas inferiores a 5°C ficam impedidas de produzir descarboxilase (Huss, 1997).
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Constatou-se, também, que os peixes de carne vermelha, como ¢ o caso dos tunideos,

produzem maiores quantidades de histamina, assim como outras aminas (Flick et al., 2005). Este
facto ¢ atribuido as elevadas concentragdes de histidina presentes nos peixes de carne vermelha,
passiveis de serem convertidas em histamina. Nos tunideos, as Enterobacteriacae spp. sao as
principais responsaveis pela sua degradagdo e formacao de histamina (Gouveia, 2009), e a histidina

pode atingir valores superiores a 15 g de histidina/kg de musculo (Shalaby, 1996)

Estudos realizados evidenciaram também a importancia de microrganismos como
Photobacterium phosphoreum na producao de histamina a baixas temperaturas em tunideos, sendo
igualmente o Staphylococcus spp., o Vibrio spp. € a Pseudomonas spp. identificadas como bactérias

produtoras de histamina em pescado fermentado (Morii et al., 1986).

De forma geral, a quantidade de bactérias presente no pescado armazenado depende da
contaminagao inicial da matéria-prima, assim como da temperatura e periodo de armazenamento

(Kordiovska et al., 2009).

A histamina quando se apresenta isolada de outras aminas, ndo apresenta grande risco de
intoxicagcdo uma vez que esta ¢ possivel de ser metabolizada num sistema digestivo saudavel
através das enzimas aminas-oxidase como a monamine oxidase (MAOQO), a diamine oxidase (DAQ)
e a histamine N-methyltransferase (HNMT) (Doeu net al., 2017). No entanto, em pessoas que
apresentem um quadro de alergia alimentar, que possuam algum tipo de inibidor deste tipo de
enzimas ou que que tenham consumido uma larga quantidade deste tipo de amina, existe um grande

risco de intoxica¢ao devido a acumulagdo desta no organismo (Durak-Dados et al., 2020).

Existe uma relacdo na propensdo da toxicidade, quando existem outras aminas como a
cadaverina e a putrescina que inibem a metaboliza¢ao por parte destas enzimas, sendo por isso que
estas duas aminas sdo consideradas potencializadoras da toxicidade da histamina (Al Bulushi et al.,
2009). Varios estudos sobre a variagdo de aminas biogénicas € microrganismos produtores, ao
longo do tempo e com diversas temperaturas de conservacao, mostraram a existéncia de uma
relacdo direta entre a cadaverina e a putrescina, e a quantidade de microrganismos presentes, o que

as torna também bons indicadores de qualidade do pescado (Kordiovska et al., 2009).

Ao envenenamento por elevados niveis de histamina, da-se o nome de Scombroid
poisoning, visto que este composto ¢ predominantemente produzido em espécies da familia
Scombroidae, como ¢ o caso do atum, a cavala e a sardinha, espécies que apresentam uma natural
producdo de histidina livre (Al Bulushi et al., 2009). Nao s6 a histamina ¢ comumente detetada
neste tipo de peixe, mas também a putrescina ¢ a cadaverina que estdo comprovadamente
relacionadas ao processo de deterioragdo do peixe e dos restantes produtos de pesca (Durak-Dados
et al., 2020).
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A histamina ¢ a unica amina biogénica submetida a regulamentag¢ao decretada pela Unido

Europeia ndo existindo qualquer outra referéncia padrao para os restantes compostos aminados.
Atualmente, a legislacio em vigor (Regulamento (CE) N.° 2073/2005 (CE 2007) e as suas
consequentes atualizagdes), estabelece um limite maximo para a concentragdo de histamina, apenas
para produtos provenientes da pesca. Desta forma, esta definido no ponto 1.26 do Anexo 1 deste
regulamento, que o valor maximo ¢ de 200 mg/Kg e no ponto 1.27, e que o valor maximo ¢ de 400

mg/Kg para peixes submetidos a um tratamento de Salmoura.

A producgao de cadaverina e putrescina durante o processo de deterioracdo do pescado ¢
intensificada devido a percursores como enzimas bacterianas, que em alguns casos nao estao
envolvidas no processo de descarboxilacdo da histidina. Apesar de existir um aumento significativo
de ambas, no estudo feito por Lehane et Olley, para a cadaverina foram encontrados teores entre
100 e 600 mg/kg, ao passo que para a putrescina os valores mantinham-se inferiores a 100 mg/kg
(Lehane et al., 2000). Este tipo de envenenamento parece-se com um quadro clinico semelhante ao
da alergia e ocorre por norma com o consumo de peixe que foi mal refrigerado e mal-acondicionado
apds a sua captura. Pode também ser facilmente confundido com um quadro de intoxicacao

alimentar.

As bactérias naturalmente presentes no peixe convertem o aminoacido histidina em
histamina que ¢ um dos maiores mediadores das reagdes alérgicas e por norma as bactérias
responsaveis por este tipo de transformacao sao as Enterobacteriaceae. Estes tipos de bactérias
podem existir naturalmente nos produtos alimentares ou podem ser propositadamente adicionadas
na producdo ou armazenamento dos mesmos (Durak-Dados et al., 2020). Por outro lado, existem
também referéncias que indicam que algumas bactérias psicotropicas como ¢ o caso das
Pseudomonas putida t€m a capacidade de hidrolisar a histamina a temperaturas baixas (Al Bulushi

et al., 2009).

O peixe e os seus derivados sdo descritos como sendo os alimentos que apresentam maiores
niveis de aminas biogénicas, isto deve-se também ao facto de serem alimentos que possuem
grandes quantidades de histidina livre (Durak-Dados et al., 2020). S3o comumente encontradas
grandes quantidades de histamina em produtos processados de peixe como € o caso do molho de
peixe, pasta de peixe, pasta de camardo, anchovas fermentadas, peixe seco e peixe curado (Doeu

net al., 2017).
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2. METODOLOGIA

Como forma de fundamentar os objetivos propostos e testar as hipoOteses experimentais
formuladas nas questdes iniciais, realizou-se um estudo populacional através de um questionario

distribuido online e, paralelamente a este, um estudo laboratorial que foi realizado em duas fases.

2.1. Estudo Populacional

O questiondrio aplicado nesta investigacdo estd vocacionado para o entendimento da
caracterizagdo sociodemografica dos respondentes, com o objetivo de contextualizar o estado da
arte deste tema na populagdo portuguesa. O calculo da amostra determinado pelo aplicativo Sample
Size Calculator, permitiu verificar que para a populagdo nacional de 10 milhdes de habitantes e
para que haja um nivel de confianca de 95% e uma margem de erro de 4,12% deveria ser assumida

uma amostra de 560 individuos a inquirir.

O questionario foi desenvolvido na plataforma Google Forms, dividido por 23 perguntas, e
divulgado pelas listas de emails de diferentes instituigdes publicas e privadas, da educagao, ciéncia

e saude, difundido em método de bola de neve (Anexo 3).

Toda a construgdo do questionario teve como orientacdo o suporte bibliografico ja existente,
havendo algumas técnicas ndo documentais que advém de observagao direta. As questdes foram
construidas recorrendo a linguagem simples, direta e acessivel, para que houvesse um entendimento
por parte de todos os inquiridos e, por esse mesmo motivo, foram sempre realizadas perguntas de

resposta fechada.

O questionario esta dividido em cinco partes que introduzem ao estudo as tematicas mais

relevantes para a caracterizagdo deste tipo de patologia na sociedade portuguesa.

As seis primeiras questdes realizadas visaram caracterizar socio-demograficamente a
amostra inquirida, sendo que nenhum inquirido tem menos de 18 anos. Foi questionado o género,
a idade, o peso, a altura, o nivel de escolaridade e concelho de residéncia. As questdes foram feitas
como forma de cruzar os resultados obtidos relativamente ao género e idade, assim como, quando
questionada a area de residéncia, interliga-la ao nivel de acessibilidade aos varios tipos de pescado.
A questdo referente a escolaridade, teve como objetivo avaliar o grau de entendimento das questdes

feitas e do fundamento na sua realizagao.

De seguida foram inseridas duas questdes, uma delas como forma de entender se os
inquiridos tém algum tipo de doenca respiratoria e, se sim, qual a patologia clinica associada, uma

vez que em diversas referéncias bibliograficas foi possivel entender que existe uma grande relagao
37



Precursores de Aminas Biogénicas no Pescado e a sua Relagdo com a Alerginicidade
entre o desenvolvimento de alergia alimentar as e as doengas do foro respiratorio Untersmayr et

al., 2008).

A pergunta seguinte pretende fazer a introdugdo ao tema da alergia alimentar, sendo por
isso uma pergunta que pretende avaliar o conhecimento do inquirido relativamente a diferenciacao
entre alergia alimentar, intolerancia alimentar e sensibilidade alimentar. Esta ¢ uma questdo
bastante pertinente e importante, uma vez que ira credibilizar todas as respostas seguintes. Um
inquirido que ndo tem a perce¢ao real desta diferenca, pode vir a manipular os resultados seguintes,
uma vez que as restantes questdes fazem referéncia especificamente a alergia alimentar. Apesar de
nao ser possivel saber quem respondeu, ¢ possivel fazer uma analise de dados mais concreta

sabendo, qual o impacto desta questao no restante questionario.

No segmento seguinte do inquérito, foram feitas varias questoes relacionadas a alergia, onde
apds ser questionado quais as alergias diagnosticadas, foi dado um maior enfoque a alergia
alimentar aos produtos de mar, base desta investigacdo. Foi averiguado qual/quais o/os tipo/tipos
de peixe e marisco e a respetiva espécie a que o inquirido € alérgico e quais os sintomas/

manifestagdes clinicas desencadeadas.

Relativamente ao diagnostico, foi inquirido quando havera sido o primeiro contacto com o
alimento alérgico, se ¢ seguido por um profissional de saude e qual a especialidade clinica do
profissional. Questiona-se ainda se o diagnostico foi feito laboratorialmente ou através de outra

técnica de diagnostico.

2.2. Estudo Laboratorial

2.2.1 Plano de Amostragem

As amostras utilizadas durante todo o processo de investigagao tiveram origens de recolha

distintas, tal como em baixo descrito.

Para o estudo de avaliagdo da qualidade microbioldgica de pratos compostos de peixe,
foram entdo utilizados bases de dados de amostras recolhidas nos planos de amostragem do INSA
para controlo microbiologico, no periodo experimental de 2016-2018 em diversas instituicdes
publicas e privadas, creches, ensino universitario e basico, hospitais, restaurantes, lares e centros

de dia.

Esta base de dados, continha resultados de 971 amostras prontas a consumir. A recolha dos
alimentos e sua diferenciacdo foi realizada segundo os diferentes grupos descritos no guia

“Interpretacdo de resultados de ensaios microbioldgicos em alimentos prontos para consumo € em
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superficies do ambiente de preparacao e distribuicdo alimentar - Valores Guia INSA” tendo sido

da responsabilidade do laboratério. Das diferentes amostras prontas a comer recolhidas, foram
selecionadas e filtradas apenas aquelas que continham peixe e/ou marisco na sua composi¢ao

(Anexo 1).

Posteriormente a esta filtragem as amostras foram novamente organizadas através dos
seguintes grupos: “Grupo 1 — Alimentos que sofreram tratamento térmico; Grupo 2 — Alimentos
compostos de alimentos totalmente cozinhados/pasteurizados, adicionados de componentes crus,
ou carne, ou peixe crus, prontos para consumo, existindo dentro de cada grupo, subgrupos mais

especificos” (Valores Guia Ref* 2019 — Anexo 1).

Foi estabelecido um segundo plano amostral para determinacao simultanea do controlo
microbiologico e quantificacdo das aminas biogénicas relativas a pescado nao confecionado
(peixe/marisco fresco), peixe em conserva e peixe semi-confecionado que tiveram diferentes vias
de recolha: recolhido em lota, superficies comerciais, mercados e restaurantes, ¢ ainda, peixe
enlatado, adquirido em grandes superficies comerciais. Todas as amostras foram recolhidas na

regido da Grande Lisboa.
Neste segundo grupo, foram recolhidas:

- 6 amostras de peixe fresco - F1, F2, F3, Z3, Z5, Z7 — em diversos locais ¢ em semanas

diferentes;

- 10 amostras de peixe em conserva - C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9, Z8, Z9 — de varias

marcas vendidas em territorio nacional;

- 2 amostras de camardo de aquacultura sendo que a amostra C10 ¢ relativa a camarao cru e a

C11 a camarao congelado;

- e, por fim, 3 amostras referentes a peixe cru marinado de diferentes formas em processos de

acidez, e pronto a consumir — Z1, Z2 e Z4.

A tabela 2 resume as caracteristicas principais das amostras referidas.

Tabela 2 - Amostras de peixe recolhidas em superficies comerciais na regido de Lisboa

Origem /
Espécie de Peixe Tratamento Sigla Ingredientes
Producao
F1 Atlantico Centro
Atum Fresco/Cru -
F2 Atlantico Nordeste
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F3 Atlantico Centro
C1 Produzido em Portugal Atum (70%), Agua (29%) e sal (1%).
C2 Produzido em Portugal Atum (70%), agua e sal
c3  Produzidoem Portugal, Atum (70%), 4gua ¢ sal
Agores
C4 Produzido em Espanha Atum (70%), agua e sal
C ;
onserva C5 Produzido em Espanha Atum (70%), 4gua e sal
C6 Produzido em Portugal Atum (70%), dgua (29%) e sal (1%)
C7 Produzido em Portugal Atum (70%), agua e sal
C8 Produzido em Portugal Atum (70%), dgua (29%) e sal (1%)
C9 Produzido em Portugal Atum (70%), agua e sal
Camario de Cru C10 Proveniente do Vietnam
aquacultura Cozido Cl1 Proveniente do Vietnam
Ceviche de Carapau 71 Proveniente da Costa Carapau, sumo 11ma, sumo laranja, molho de
Portuguesa soja, sal, pimenta, cebola roxa
Ceviche de Garoupa 77 Proveniente da Costa Garoupa, sumo hrpa, sumo laranja, molho de
Portuguesa soja, sal, pimenta, cebola roxa
Crua 73 Proveniente da Costa
Portuguesa
Cavala
Conserva 79 Produzido em Portugal Cavala do Sul (70,8%), 6leo de girassol e sal
Crua 75 Proveniente da Costa
Sardinha Portuguesa
Conserva V4 Produzido em Portugal Sardinha (70%), azeite e sal
Salmio Cru 77 Atlantico Centro
Tartaro de Atum 74 Pacifico Atum, molho de soja, sal, pimenta, azeite,

sementes de sésamo

Fonte: Elaboragdo propria

Para a quantificagao do perfil em aminoacidos, as amostras foram recolhidas de acordo com

o protocolo estabelecido para o primeiro estudo piloto portugués “TDS Exposure”, tal como

descrito em (Motta et al., 2020). Para todas as espécies de peixe foram recolhidas 12 amostras,

exceto para as sardinhas e cavalas onde foram recolhidas um total de 48 amostras, correspondentes

as 12 amostras multiplicadas por 4 (referentes as 4 estagdes do ano), avaliando assim a constituicao

de aminoacidos nas véarias épocas sazonais do ano (Elsa 2021), avaliando assim os impactos da

sazonalidade na qualidade e constituicao de aminoacidos dos respetivos peixes.

Das amostras recolhidas no estudo anterior, foram selecionadas para analise neste trabalho

as 156 amostras das familias a baixo apresentadas.

Tabela 3 - Amostras recolhidas para andlise de teor de aminoacidos.

Amostra

Grupo
Alimentar

Nomenclatura em Inglés
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Bacalhau fresco Lean fish Cod, atlantic
Lean fish Horse mackerel
Carapau
Fat fish Mackerel, shub
Cavala
Sardinha Fat fish European Sardine
Atum fresco Fat fish Tuna
~ Crustaceans Marine shrimps or prawns, cooked
Camarao
Bacalhau Salgado Lean fish Cod, dried
Fat fish Canned fish in oil
Atum de conserva

Fonte: Motta et all (2020)
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2.2.2 Preparaciao das Amostras

Todas as amostras foram manipuladas em camara de fluxo laminar com recurso a bisturis
estéreis. No caso das amostras de peixe fresco, a pele, as escamas e as estruturas espinhosas foram
separadas e removidas do musculo do peixe, e foram posteriormente descartadas para o contentor

de eliminagao de residuos.

Relativamente as amostras de conserva, estas foram primeiramente submetidas a um
processo de higienizagdo das latas antes da sua abertura, por lavagem em agua corrente, com
principal insisténcia na zona de abertura e em redor da anilha, com posterior secagem. Apos este
processo inicial de limpeza das latas, estas foram flamejadas e passadas com algoddo embebido em
alcool 70% (v/v). As conservas foram abertas em camara de fluxo laminar, retirando-se
cuidadosamente todo o conteudo das embalagens metélicas, com o auxilio de uma colher de

pléstico estéril, para um saco de recolha de amostra igualmente estéril.

As amostras de camardo foram primeiramente descongeladas sob refrigeracdo a uma
temperatura de 3 + 2°C, durante 24h. Apos a sua descongelagdo, removeu-se meticulosamente a
cabega e o restante revestimento de quitina do camardo, restando apenas para andlise o musculo.

Este processo de manipulagdo foi também efetuado em camara de fluxo laminar.

ApOs este processo, todas as amostras foram sujeitas a homogeneizagao e posteriormente

analisadas.

No momento da recolha das amostras, foram tidas em atencao algumas regras de recolha e
manipulagdo, para que nao existisse possibilidade de contaminagdo e contacto com microrganismos
externos. Assim como no momento da recolha, o transporte foi também realizado em ambiente
controlado e no menor tempo possivel, para evitar a degradag¢do dos alimentos. Apos chegada ao
laboratério, as amostras foram conservadas entre os 3°C + 2°C. Estas condigdes de transporte e

armazenamento das amostras sao as preconizadas pela norma ISO 7218.

No que diz respeito, a preparacdo de amostras para teste - suspensdo inicial e diluigdes

decimais para exames microbioldgicos - esta foi executada segundo a norma ISO 6887-3:2017.

As amostras apds a sua preparagdo inicial foram wusadas para posterior andlise

microbioldgica e congeladas para posterior pesquisa de aminas biogénicas.
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2.3.  Analise Microbiolégica

A andlise microbiologica foi efetuada com a finalidade de encontrar uma possivel relacdo entre

0s microrganismos presentes € a producao de aminas biogénicas. Foram analisados parametros

indicadores da qualidade higiénica e também a detecdo de microrganismos patogénicos.

Utilizaram-se diferentes metodologias:

- Contagens de aerobios mesoéfilos, de Enterobacteriaceae, de E. coli, de Estafilococos

coagulase positiva e de Bacillus cereus onde foi seguida a metodologia TEMPO®

- Contagem de Clostridium perfringens e de Listeria monocytogenes segundo as normas [SO

7937 €11290-2 respetivamente.

- Detecdo de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes foi seguida a metodologia VIDAS®

2.3.1. Material e Métodos

Material e Reagentes/Meios de cultura:

Para a realizagdo das analises microbioldgicas foram utilizados os equipamentos, materiais,

reagentes e meios de cultura listados na tabela apresentada em baixo (Tabela 4).

Tabela 4 - Lista de equipamentos, material, reagentes e meios de cultura utilizados

Reagentes/Meios de Cultura

Equipamentos

Material

* Buffered Peptone Water (BPW)
(bioMérieux® SA, Marcy I'Etoile, Franga);

* Caldo 1/2 Fraser (bioMérieux® SA, Marcy
I'Etoile, Franca);

* Caldo Fraser (bioMérieux® SA, Marcy
1'Etoile, Franga);

* Caldo Sx2 (bioM¢érieux® SA, Marcy
1'Etoile, Franga);

« Triptona salina (Biokar, Beauvais, Franca);
» TSC (Biokar, Beauvais,Franga)

» Compass Listeria-ALOA, (Biokar,
Beauvais, Franga)

* TEMPO AC, EB, EC, BC e STA
(bioMérieux® SA, Marcy I'Etoile, Franga);
* VIDAS Salmonella (bioMérieux® SA,
Marcy 1'Etoile, Franga);

* VIDAS LMO2 (bioMérieux® SA, Marcy
1'Etoile, Franga).

* Diluidor automatico com balanga, Dilumat Start
(bioMérieux® SA, Marcy I'Etoile, Franga);

» Homogeneizador de amostras Stomacher® 400 circulator

(Seward Limited, Londres, RU);

» Agitador orbital VXR Basic (Ika®, Konigswinte,
Alemanha);

* Banho-maria (Memmert, Schwabach,Alemanha);

* Vidas® (bioMérieux® SA, Marcy 1'Etoile, Franca);

* Estufa a 41,5 °C (Panasonic, Gunma Japan);

* Estufa a 35 °C (Memmert, Schwabach, Alemanha);

* Estufa a 30 °C (Sanyo Electric Biomedical, Japan);

* Estufa a 37 °C (Sanyo Electric Biomedical, Japan);

« Agitador de tubos vortex (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, EUA);

* Bloco de Aquecimento Heat and Go (bioMérieux® SA,
Marcy 1’Etoile, Franga);

« TEMPO® (bioMérieux® SA, Marcy I’Etoile, Franga).

* Sacos para
homogeneizagdo com
filtro (bioMérieux® SA,
Marcy I'Etoile, Franga;

* Colheres estereis;
* Bisturis

* Pipetas

* Espalhadores

Fonte: Elaboragdo Propria
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2.3.2. Procedimento Analitico

Para dar inicio ao processamento laboratorial das amostras, pesam-se 27g de amostra e
efetua-se uma dilui¢do 10"! com 4gua peptonada tamponada para a pesquisa de Salmonella spp. e
restantes contagens (AC, EB, EC, STA). Para a pesquisa de Listeria monocytogenes efetua-se uma
diluigdo 107! de 25g de amostra para 225 ml de Caldo Fraser 1/2. Recorreu-se ao Stomacher, para

homogeneizar a dilui¢ao durante 60 segundos.

E a partir destas duas dilui¢des iniciais, que sdo feitas as dilui¢des decimais que serdo inoculadas

nos meios de cultura dos diferentes métodos utilizados no laboratorio.

Metodologia Convencional

Os métodos convencionais foram os primeiros a ser usados nos laboratorios de microbiologia,
estes baseiam-se no crescimento dos microrganismos em meios de cultura. Este método

convencional ¢ ainda utilizado para fazer contagem especificas como:

e A contagem de Clostridium perifringens seguindo a norma ISO 7937, e ¢ realizada em meio
TSC (agar triptose sulfito cicloserina), por incorporagdo em camada dupla de diluigdes
sucessivas em condi¢des de anaerobiose, a 37°C durante 24 h.

e A contagem de Listeria spp. e Listeria Monocytogenes, ¢ ¢ realizada segundo a norma ISO
11290-2 em meio ALOA (agar listeria segundo Otavianni e Agosti), através da técnica de

espalhamento, incubada durante 48h a 37°C, com posterior confirmacdo bioquimica.

Método TEMPO®

O meio de cultura TEMPO® permite um rapido crescimento bacteriano e contém um indicador
fluorescente que com base no nimero e tamanho dos orificios positivos (fluorescentes e nao
fluorescentes), o equipamento utiliza métodos estatisticos para calcular o nimero de

microrganismos presentes na amostra inicial (BioMérieux, 2019).

Neste sistema, comecam-se por se hidratar os frascos proprios com diferentes quantidades de
H>O conforme a determinagdo pretendida. No caso dos frascos referentes a andlise de AC, a
quantidade a hidratar corresponde a 3,9 ml de H2O, para todos os outros microrganismos (EB, EC,

STA e BC) a quantidade de H20 utilizada ¢ de 3 ml.

Posteriormente a realizacdo deste processo, sdo inoculados com os volumes adequados das

diluicdes apropriadas, previamente realizadas. As dilui¢cdes padroes utilizadas neste estudo foram
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a 10" para todos os microrganismos, no entanto os microrganismos AC e EB foram testados em

outras duas dilui¢des 10* e 10, respetivamente, como forma de garantir a leitura de possiveis
niveis elevados de contaminac¢do. Todos os frascos devem perfazer um total de 4 ml, apds

inoculagao.

Outro dos componentes fundamentais para a realizacao dos testes neste sistema, sao as cartas
de teste compostas por microtubos de forma a poder obter 0 método de “Numero mais Provavel”,
em que se baseia este sistema. Estas cartas sdo cheias em camara de vacuo do equipamento e
seladas, incubadas a temperaturas e tempos adequados e lidas através do sistema de leitura de
florescéncia incorporado no equipamento. O resultado obtido ¢ o do nimero de microrganismos

presentes na amostra.

Método VIDAS®

O sistema VIDAS® ¢ um sistema qualitativo automdtico e multiparamétrico de
imunoensaio que permite a analise de diversos parametros em simultdneo. Tem por base o método
ELFAZ2, utiliza cones que, para além de serem utilizados na pipetagem, estdo sensibilizados com
os anticorpos correspondentes a0 microrganismo a pesquisar, assim como barretes contendo os

reagentes (BioM¢érieux, 2019).

Os sacos de Caldo 2 Fraser e BPW preparados na primeira fase laboratorial, foram logo de
seguida incubados em estufa. O saco de Caldo Fraser foi submetido a estufa a 30°C durante 24 h,

enquanto o BPW foi a 37°C durante 18 h.

Os sacos de Caldo 2 Fraser para pesquisa de Listeria monocytogenes e BPW para pesquisa
de Salmonella spp.preparados na primeira fase laboratorial, foram incubados em estufas adequadas.

O saco de Caldo 2 Fraser a 30 °C durante 24 h, enquanto o BPW foi a 37°C durante 18 h.

ApoOs esta incubagdo, foi retirado ao Caldo 2 Fraser, 0,1 ml para um tubo de Caldo de
Fraser, posteriormente colocado em estufa a 30°C durante 24h. Ao BPW foi retirado 0,1 ml para

um tubo de Sx2 também colocado em estufa a 41,5°C durante 18h.

Depois de cumpridos os tempos de incubagao sao retirados 0,5 ml de solugao a amostra do
tubo Caldo Fraser e colocados diretamente na barrete VIDAS LMO2 que ¢ introduzida logo de
imediato no equipamento VIDAS®. Relativamente ao tubo Sx2, ¢ retirado 0,5 ml de solugdo a
amostra, sendo colocado na barrete VIDAS SLM que ¢ aquecida durante 15 minutos na placa de
aquecimento para inativar a bactéria, sendo de seguida arrefecida durante 10 minutos antes de ser

introduzida no VIDAS®.
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Os resultados da pesquisa estao prontos entre 55 minutos € 75 minutos.

2.4. Analise Quimica de Aminas Biogénicas e Aminoacidos

A andlise, relativas a quantificacdo de aminas, assim como as relativas aos aminoacidos foi
realizada por cromatografia liquida de ultra resolucao, que € um dos principais métodos de detecao

de alergénios.

A cromatografia liquida de alta resolugdo, ¢ um método fisico-quimico que consiste na
separacdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes interagdes
entre duas fases imisciveis: a fase estacionaria, aderente a um solido poroso, através da qual passa

a fase moével, que arrasta os constituintes da amostra.

Este método, inclui para a dete¢do das aminas e dos aminoacidos, uma desativagdo pré-

coluna para deteg@o por detetor de fotodiodos (PDA) a 260nm.

Relativamente a analise das aminas biogénicas, esta foi realizada no periodo experimental
de 2018-2019, em amostras recolhidas em superficies comerciais, mercados e em lota da regido da

Grande Lisboa, tal como descrito na tabela 2tabela.

Para a andlise do perfil de aminoécidos totais, foram ndo s6 utilizadas as amostras atras
descritas, assim como foram utilizados resultados obtidos no estudo piloto portugués de dieta total,
(TDS Exposure) de acordo com o plano descrito por Motta et all. (2020), representativos do peixe

consumido pela populagao portuguesa.

As amostras foram preparadas, segundo a norma “ISO 6887-3:2017, parte 3: regras
especificas para a preparagdao de peixe e produtos da pesca”, e submetidas a um periodo de
refrigeragdo a 3 £ 2°C, compreendido entre Oh a 120h, procedendo-se a identificagdo e

quantifica¢do das aminas biogénicas.

2.4.1. Material e Reagentes

Para extragdo das aminas foram utilizados os reagentes: Acido tricloroacético (TCA) com
grau de pureza de 99,5% da marca Merck, EMD Millipore Corporation; e os padroes Histamina
(CgH1,NO) para HPLC, pureza > 99,9%; Triptamina (CgH;,NO) para HLPC pureza de 98%;
Cadaverina (C5H14N,) para HLPC pureza de > 97%; Putrescina (C4H,,N,) para HLPC pureza de

46



Precursores de Aminas Biogénicas no Pescado e a sua Relagdo com a Alerginicidade

> 98,5%; 1,7- Diaminoheptano (NH,CH,(CH,)sCH,NH,) pureza de 98%, todos fornecidos pela
Sigma-Aldrich.

Para extragdo dos aminoacidos foram utilizados os reagentes: Acido cloridrico (HCI), 0,1
N, Carlo Erba; Hidroxido de Sédio (NaOH), 6 N e Fenol ambos da marca Merck, EMD Millipore
Corporation. A soluc¢do padrdo usada para determinar cada aminoacido foi preparada a partir de
um hidrolisado Amino Acid Standard Hydrolyzate (Waters Corporation Company, Milford, EUA)
a 2,5 mM. Esta solu¢do padrao incluiu histidina (His), isoleucina (Ile), leucina (Leu), lisina (Lys),
metionina (Met), fenilalanina (Phe), treonina (Thr), valina (Val), cisteina (Cys), tirosina (Tyr),
glicina (Gly), arginina (Arg), prolina (Pro), cido asparticos (Asp), acido glutdmico (Glu), alanina

(Ala) e serina (Ser) todos diluidos em 0,1 N. HCI.

A 4gua utilizada foi de grau II de pureza, proveniente de um sistema de purificacao Mili-Q

(Millipore).

A derivatizacdo das aminas e aminodcidos foi efetuada através do conjunto de reagentes
Waters®, AccQ Tag Ultra Chemistry Kit, constituido pelo derivatizante AccQ-Tag Ultra Reagent,
g v p g g

com 6 aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato.

Para a andlise cromatografica foram usadas as fases moveis A, constituida por 5% AccQ
Tag Ultra Eluente A (formato de aménio em agua / acetonitrilo / 4cido férmico), e a fase B

constituida por AccQ Tag Ultra Eluente B: 2% de 4cido férmico em acetonitrilo.

Para a andlise cromatografica foi usado um Cromatégrafo Liquido de Ultra Resolugao
Acquity® UPLC da Waters®, equipado com um detetor PAD (photodiode array detection) e uma
coluna analitica AccQ-Tag Ultra da marca Waters, de fase reversa, contendo silica modificada,

C18, 100 mm comprimentos e 2,1 mm poro.

2.4.2. Procedimento Analitico

Aminas biogénicas

Para a extracdo das aminas foi preparada diariamente uma solugdo de 4cido tricloroacético
5% (m/v), onde € pesado 5g de reagente TCA para um baldo, de 100 mL, completando-se o volume

com agua ultrapura MiliQ.

Para a preparacao das solugdes padrao de Histamina, Tiramina, Triptamina, Cadaverina e
Putrescina, pesou-se individualmente 22,5 mg de cada padrdo e 5,25 mg do padrdo interno de 1,7-
Diamianoheptano numa balanga analitica, para um baldo certificado de 10 mL, perfazendo-se o

volume com acido cloridrico 0,1N.
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Apo6s a homogeneizacdo das amostras num moinho mecanico de facas (Grindomix GM

200), foram pesadas aliquotas em balanca analitica de cerca de 3g de amostra para um tubo conico
de 50 mL, adicionando-se 9,5 ml da solucdo de TCA 5% (m/v) e 36 pL da solucdo padrao de 1,7-
Diaminoheptano. Apds 30 minutos em agitagdo vigorosa, foram adicionados 500 pL. de NaOH 0,1

N para neutralizar o pH. Os tubos sdo depois centrifugados durante 15 minutos a 3000 rpm, a 20°C.

O sobrenadante foi removido cuidadosamente e filtrado por filtros de seringa com

membrana GHP de 25 mm e poro 0,2 um.
Os filtrados podem ser ultracongelados a -80°C até ao momento da andlise cromatografica.

Foram preparadas simultaneamente amostras com adicdo de padrdo, para calculo da
recuperagdo, adicionando-se aquando da extragdo, 500 pL de cada padrao de Histamina,

Putrescina, Cadaverina, Triptamina, e Tiramina a 2250 mg/L.

Aminoacidos

A hidrodlise das amostras para determinacdo dos aminoacidos foi realizada usando um
sistema de digestdo por micro-ondas em vaso fechado, através de um sistema da Milestone ETHOS
1 Series. Foram pesadas trés aliquotas das amostras (30 mg) em viais de digestdo de quartzo
apropriados. Foi adicionado 1 mL de acido cloridrico (6 N) contendo 0,5% de fenol e 200 IL de
padrao interno (25 mM de D-norvalina) a cada vial. A amostras sao entdo colocadas no sistema do
micro-ondas em condi¢des anaerdbicas realizando 3 purgas com azoto gasoso € uma bomba de
vacuo até que todo o oxigénio seja removido. O programa do micro-ondas foi otimizado para a
hidrolise estando programado da seguinte forma: 15 min para aumentar a temperatura para 160°C,

10 min para 160°C e 90 min para arrefecer).

Ap6s a hidrolise completa, os extratos sdo neutralizados com 1 mL de hidréxido de sodio
(6 N) e transferidos para baldes com volume total de 10 mL, com dgua desionizada. Os hidrolisados

foram filtrados através de um papel de filtro N°1 da Watman antes da derivatizagao.

Analise cromatografica de aminas e aminoacidos

Antes do ensaio cromatografico deve proceder-se a preparacdo e reconstituicdo do

derivatizante para as amostras ¢ padrdes, usando o kit AccQ Tag Ultra Chemistry. O agente
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derivatizante, AccQ-Tag Ultra Reagent Powder ¢ reconstituido através da adicdo de 1mL do

reagente AccQ-Tag Ultra Reagent Diluent, agitado no vortéx, e incubado durante 10 min a 55°C.

A derivatizagdo das amostras, procedeu-se pipetando-se para um vial 80 uL de tampao
AccQ- Tag Ulgra Borate Buffer, 10 uL do extrato das respetivas amostras e padroes de calibragao
e 20 uL de agente derivatizante. Apds agitacdo dos viais em vortéx, estes foram também deixados

a incubar por 10 minutos a 55°C na estufa.

O cromatdgrafo, para a analise das aminas e aminodacidos, foi programado com um método

por gradiente, tal como descrito na tabela.

Tabela 5 - Gradiente cromatografico do método.

Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%)
0 99 0,1
0,54 99 0,1
5,74 85 15
7,77 40 60
8,73 40 60
10 99 0,1

Fonte: Elaboragdo Propria

Para a andlise foi utilizado um fluxo de 0.7 mL/minuto a uma temperatura de coluna de
55°C, sendo injetado um volume de 1 uLL de amostra derivatizada, sendo a detecao dos compostos

derivatizados realizada a 260 nm.

Para a correta identificagdo das diferentes aminas e dos aminoécidos os cromatogramas das
amostras sdo comparados com os cromatogramas dos padrdes utilizados. A sua quantificagdo foi
efetuada num sistema de tratamento de dados (software empower) associado ao UHPLC da waters.
O software permitiu calcular a concentragdao das aminas biogénicas através dos picos e das curvas

de calibragdo previamente construidas.

2.5. Analise Estatistica

Os resultados obtidos, nos diferentes pontos metodologicos desta dissertacao foram feitos com
recurso ao software IBM SPSS Statistics version 27. Este programa ¢ uma plataforma de analise
estatistica avangada que permite realizar diferentes andlises. No caso, foram determinados os
valores através de testes qui-quadrado, tendo para isso sendo utilizada a fungao Analyse, seguindo-
se Descriptive Statistics recorrendo-se ao Crosstabs que dentro deste se obteve a Statistics chi-

square.
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Como foi referido, os resultados foram obtidos através de testes qui-quadrado, uma das medidas

mais utilizadas para medir a dependéncia entre varidveis que se apresentam em tabelas de
contingéncia. O teste ndo mede o grau de associacdo entre varidveis, mas permite verificar se existe
alguma relacdo, ou dependéncia, entre as mesmas. O valor de qui-quadrado revela a diferenga entre

as duas distribui¢des, permitindo estimar a probabilidade de as duas distribui¢gdes serem iguais.

Isto quer dizer que um valor elevado, mostra a independéncia das variaveis, enquanto um valor
mais proximo de zero, revela que mais aproximadas serdo as distribui¢des, ou seja, que maior sera
a sua dependéncia. O valor de qui-quadrado ¢ avaliado pela tabela de valores criticos, onde
geralmente para valores significativos ¢ assumida a probabilidade de 95% (p=0,05), ou para valores

muito significativos, a probabilidade de 99% (p=0,01).
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3. RESULTADOS

3.1 Questionario Populacional

O questionario online foi realizado entre maio de 2021 e janeiro de 2022 e obteve-se um
total de 563 participantes. A caracterizacdo da populag¢do respondente ¢ representada por 69,6%
pessoas do género masculino e 29,3% de pessoas do género feminino, sendo que 1,1% dos

participantes que ndo respondem a esta questao.

Avaliando o grafico apresentado de seguida, que faz referéncia a idade dos respondentes, ¢
possivel concluir que 11,2% tem idades entre os 18 e os 20 anos, uma vez que o inquérito foi
respondido apenas por individuos com mais de 18 anos. Os respondentes entre os 18 e os 45 anos,
representam 56,31% das respostas, e os respondentes entre os 45 € os 65 anos representam outros
40%. Apenas 2,5% sd@o respondentes com mais de 65 anos. Nao responderam/concluiram o

inquérito 1,2%.
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Figura 3 - Caracterizag¢do da populagdo inquirida por idade.

Fonte: Inquérito

Concluimos que grande parte dos inquiridos eram adultos até¢ aos 65 anos sendo que ha uma
percentagem muito equilibrada entre os inquiridos no inicio da idade adulta e adultos entre os 45-
65 anos. Este tipo de informagao torna-se relevante, uma vez que € através dela que vai ser possivel
obter resultados dos varios panoramas e fases do processo clinico da alergia dos inquiridos, mais
precisamente dos alérgicos ao peixe. Desta forma serd possivel tirar conclusdes e entender se ha

uma predominancia deste tipo de patologia ao longo da vida e assim ser considerada uma patologia
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cronica, ou por outro lado, ser apenas sentida numa transi¢ao de idades e assim ser considerada

passageira.

Outra das questdes feitas no questionario foi qual seria a escolaridade de cada respondente.
Foram possiveis obter os seguintes resultados, como ¢ possivel demonstrar através do grafico

seguinte.
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Figura 4 - Caracterizagdo por nivel de escolaridade da populagdo inquirida.
Fonte: Inquérito

A maioria da populagdo inquirida (74,5%) revela um grau de escolaridade bastante elevado,
acima da escolaridade obrigatoria. Estes resultados refletem-se no entendimento das questdes feitas
e como consequente resultado, demonstram que existe um bom entendimento das questdes
realizadas, levando a um aumento da credibilidade dos resultados obtidos, uma vez que as respostas

foram dadas por inquiridos que entenderam as perguntas feitas.

Para um melhor entendimento e caracterizacdo sociodemografica da populagdo inquirida,
foi também questionada a regido do pais em que cada respondente habitava. A grande percentagem
da populagdo inquirida encontra-se na Area Metropolitana de Lisboa, assumindo 84,2% dos
inquiridos. Os restantes, encontram-se distribuidos uniformemente pelo resto do pais (incluindo as

Ilhas), assim como ¢ possivel verificar na tabela que se segue.
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Tabela 6 - Distribui¢do por NUTS Il da populagdo inquirida.

NUTS N° %
Norte 26 4,6
Centro 24 4.3

Area Metropolitana Lisboa 474 84,2
Alentejo 15 2,7
Algarve 9 1,6
Regido Autonoma Agores 2 0,4
Regido Autonoma Madeira 2 0,4
N3o Definido 11 2,0

Total 563 100,0

Fonte: Inquérito

Apesar de grande parte da populacio inquirida residir na Area Metropolitana de Lisboa
(84,2%), existem inquiridos distribuidos por todo o territério nacional sendo que
representativamente 4,6% na zona Norte, 4,3% na zona Centro, 2,7% no Alentejo ¢ 1,6% no
Algarve. Esta questao foi realizada como forma de avaliar o nivel de acesso aos produtos de pesca.
No entanto, como 84,2% dos inquiridos reside na Area Metropolitana de Lisboa, ndo ¢ possivel
chegar a uma conclusdo concreta sobre esta mesma questdo, ndo sendo possivel aferir uma
comparagio concreta com as outras regides do pais. E importante também salientar que na Area
Metropolitana de Lisboa (AML) existe a maior rede de distribui¢cdo do pais, havendo bastante fluxo
de transportes e distribuicdo de matérias-primas. No entanto ¢ importante entender que apesar da
distribuicao de matérias-primas ser bastante eficaz a nivel nacional, Portugal ¢ um pais onde se
verifica a concentracao da populagdo no litoral, sendo por isso dos paises da Unido Europeia com

maior acesso a produtos de pesca.

Outra das questdes feitas, que contribuiram para um entendimento real do estudo e
validacdo de respostas, foi a questdo realizada relativamente a perce¢ao das diferentes
terminologias para a caracterizacdo dos diferentes tipos de patologias associadas. Foi importante
entender se os inquiridos sabiam a diferenga relativamente ao significado de alergia, intolerancia e

sensibilidade. Dos respondentes, 74% afirma que sim.
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Figura 5 - Conhecimento dos inquiridos acerca da diferenca entre alergia, intolerancia e sensibilidade.
Fonte: Inquérito

Mais uma vez o objetivo foi avaliar a credibilidade das respostas seguintes, uma vez que o
ndo entendimento da diferenga entre os significados pode influenciar os restantes resultados do
estudo. A avaliagdo foi bastante positiva sendo que 74% dos inquiridos revelaram saber a diferenga
entre estas trés terminologias, sendo desta forma possivel assumir que as restantes questoes

realizadas tém um grau de compreensao aceitavel.

Os resultados que se seguem, fazem referéncia a segunda parte do inquérito que introduz as

questdes relativas as diversas patologias associadas a alergia alimentar.

Para um melhor entendimento das relagdes existentes entre estas mesmas patologias,
procedeu-se a diversos cruzamentos de dados. Primeiramente, realizou-se o cruzamento entre os

inquiridos que apresentam alguma alergia ja diagnosticada e doencas respiratdrias também

diagnosticadas.
Tabela 7 - Relagdo entre doenga respiratoria diagnosticada e alergia diagnosticada.
Alergia Total Alergia Total
Sim Nao ND Sim Nao ND
N° N° N° N° % % % %
Sim 75 23 0 98 76,5 | 23,5 0,0 | 100,0
Doenea 10 [ 109 [ 350 | 0 459 23.7] 763 | 0.0] 100,
Respiratoria 2 2 2 2
ND 0 0 6 6 0,0 0,0 | 100,0 | 100,0
Total 184 | 373 6 563 32,7 | 66,3 1,1 | 100,0

Fonte: Inquérito

Comecgou-se por avaliar a relagdo entre a existéncia de doencgas respiratdrias e das doencas
alérgicas, sendo que em 98 inquiridos com a doenga respiratoria diagnosticada, 75 afirmam ter uma

alergia diagnosticada, seja ela alimentar ou de outro tipo. Este resultado foi bastante esclarecedor
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no que diz respeito a demonstragdo efetiva de uma relagdo entre estas duas patologias, revelando

que 77,32% dos doentes respiratorios neste estudo tem uma doenga alérgica diagnosticada. Esta

mesma relagdo ¢ descrita em varias citagdes bibliograficas.

De seguida realizou-se o cruzamento entre os inquiridos que apresentam alergia alimentar
especifica a peixe, marisco e/ou crusticeos e que também apresentem doengas respiratorias
diagnosticadas. Estes resultados demonstraram que entre 21 respondentes com alergia a peixe,

marisco e/ou crustaceos, 11 apresentam doenga respiratéria. Este resultado corresponde a 52%.

Tabela 8 - Existéncia de doenga respiratoria e alergia a peixe, marisco e/ou crustaceos.

Alergia a peixe marisco e/ou crusticeos

Total
Sim Nao ND
Sim 11 18 69 98
Do.encfl . Nio 10 37 412 459
Respiratoria
ND 0 0 6 6
Total 21 55 487 563

Fonte: Inquérito
Foram avaliadas também as doengas respiratdrias com maior incidéncia entre os inquiridos.

A Asma foi indicada como sendo a doenca respiratoria predominante entre estes, assumindo 41,2%

das respostas.
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Figura 6 - Percentagem dos diferentes tipo de doenga respiratoria entre os inquiridos.
Fonte: Inquérito
Realizando a questdo de forma mais especifica, avaliando o tipo especifico de alergia, foi
questionado diretamente se o inquirido tem alergia alimentar ao pescado. Dos 98 inquiridos com
doencga respiratoria, 11 deles revelaram ter alergia alimentar ao pescado havendo assim uma
representacdo de 11,73% neste estudo. Foi importante também entender quais as doengas
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respiratorias mais comuns entre os inquiridos, uma vez que existem, segundo a bibliografia

estudada, algumas diferencas na relacdo com os diferentes tipos de doenca respiratoria. A asma ¢
indicada como a doenca respiratéria mais comum entre a populacdo inquirida, sendo que em
segundo e terceiro lugar, surgem a rinite e a bronquite. A asma ¢ fortemente apontada na
bibliografia como sendo comumente relatada por doentes que também té€m alergia alimentar (Lima
da Silva Vieira, 2015). Inclusive num estudo especifico realizado em criangas na China foi
percetivel uma clara evidencia na relagdo entre criancas que sofrem de reagdes anafilaticas desde
os primeiros anos de vida, e histérico de asma e rinite, assim com dermatite atopica (Jiang, et al.,

2021).

Em seguida foi realizada uma questdo em que se pretendia averiguar qual a incidéncia de
quadros alérgicos segundo o género. As percentagens resultantes sdo muito semelhantes em ambos
os géneros, sendo que o género feminino apresenta uma incidéncia de precisamente 32,9% e o
género masculino 33,3%. Em 392 mulheres, existem 129 com alergia diagnosticada, e em 165

homens existem 55 com o mesmo diagndstico.
Tabela 9 - Alergia diagnosticada por género.

Alergia diagnosticada

Sim Nao NR Total

Feminino ‘ 129 263 392

Masculino ‘ 55 110 165
Nio Responde ‘ 6 6

Total ‘ 184 373 6 563

Fonte: Inquérito

A questdo realizada de seguida, surgiu para que fossem detetadas quais as alergias mais propensas

entre os inquiridos. Os resultados obtidos estao demonstrados na tabela seguinte.

Tabela 10 - Alergias referidas

Alergia N° %
Polen 104 58,1
Acaros 102 57,0
Animais 40 223
Alimentos 55 30,7
Acaros e Alimentos 22 12,3
Medicamentos 18 10,1

Gramineas 2 1,1

Total 179 -

Fonte: Inquérito
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Na amostra. a maioria das alergias, sejam as especificas ao pescado ou alergias de uma

forma geral, ndo foram diagnosticadas laboratorialmente, sendo que apenas 35,8% o foram. Este ¢
um dado bastante revelador e preocupante, uma vez que o doente sabe que tem uma alergia, mas
ndo a valoriza e ndo toma medicacdo sob prescricdo médica para combater os sintomas da mesma.
Estes resultados podem estar relacionados com o facto de as alergias mais relatadas serem alergias
aos polenes e acaros, que sao tipos de alergia bastante usuais e com facil acesso a medicagdo sem
prescricao médica, sendo por isso possivel adquiri-la nas farmacias. Esta facilidade de acesso a
anti-histaminicos para resolucdo de casos simples de alergia pode resultar numa despreocupacao
por parte dos doentes em procurar ajuda médica especializada, uma vez que este tipo de medicagao
consegue que a grande maioria das pessoas ndo procure ajuda médica especializada. Foi possivel
entender nesta questdo que existe uma percentagem consideravel de inquiridos com alergia
alimentar. No entanto esta ¢ uma alergia que requer acompanhamento na maioria dos casos, uma

vez que por norma nado € controlada com anti-histaminicos simples.

O grafico seguinte apresenta os resultados relativos a idade da primeira manifestacao
alérgica. Foi possivel entender que o maior numero de respostas se encontra na faixa etria até aos

14 anos, e na faixa etaria apos os 21.

Antes dos 14 anos 36,9

Dos 14 aos 21 anos 214

Depois dos 21 anos 417

ND 58

Figura 7 - Idade em que houve a primeira manifestagdo alérgica.
Fonte: Inquérito

Relativamente aos resultados obtidos das respostas referentes a idade onde se manifestou a
primeira reacdo alérgica, era espectavel que a faixa etaria até aos 14 anos de idade assumisse uma
representatividade elevada (36,9%), uma vez que € nos primeiros anos de vida que se desenvolvem
muitas das primeiras alergias alimentares, por ser nesta fase que sdo apresentados os principais
alimentos. No entanto, houve um resultado surpreendente, que representou um maior numero de

inquiridos — a faixa ap6s os 21 anos. Com 41,7% dos inquiridos a revelarem que a primeira
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manifestagdo surgiu apos os 21 anos de idade, € possivel relacionar este resultado com o fim da

puberdade, onde existe uma grande mudanca no organismo ap6s a adolescéncia (Tabela 12. Este
resultado também pode estar relacionado com o facto de na amostra inquirida, o primeiro contato
com o alimento alérgico em 37,7% dos inquiridos ter sido ap6s os 14 anos, este ¢ um valor bastante
revelador uma vez que demonstra que muitos destes inquiridos tiveram o primeiro contato com
certos alimentos muito tardiamente. Em segundo lugar, o primeiro contato com alimento antes dos

2 anos com 29,9% dos inquiridos.

Em seguida foi feita a questdo que pertente avaliar quais os tipos de sintomas mais
preponderantes neste tipo de quadros alérgicos. Dos 94 respondentes a esta questdo, 21 assumem
ter sintomas dermatoldgicos, 51 manifestam sintomas gastroenteroldgicos, 21 sintomas
respiratorios e apenas 1 assume sentir sintomas neuroldgicos. Os resultados percentuais obtidos

estao apresentados no grafico seguinte.

Dermatolégicos,

s Respiratorios, 22,3
Gastroenteroldgicos, 54,3 a2ns

Dermatoldgicos Gastroenteroldgicos Respiratorios [l Neuroldgicos

Figura 8 - Tipologia dos sintomas reportados.
Fonte: Inquérito

Outra das questdes de grande importancia para o estudo foi a questdo relativa ao tipo de
sintomas relatados. Os sintomas gastroenteroldgicos sao os mais relatados assumindo 54,3% dos
resultados. Os sintomas dermatologicos e respiratorios apresentam-se em segundo lugar,

representando 22,3% cada.

Abordando especificamente o tema da alergia alimentar, foi elaborada a pergunta seguinte,
que vem questionar quais os alimentos a que os inquiridos sao alérgicos. Dos 77 respondentes, 28
dizem ser alérgicos a proteina do soro do leite, de seguida 21 afirmam ser alérgicos a marisco e

crustaceos e 19 apenas a peixe. Os resultados obtidos estdo apresentados na seguinte tabela.

Tabela 11 - Alimentos alergénicos identificados por 77 individuos.
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Alimento N° %

Soro de leite 28 36,4

Mariscos e crustaceos 21 273

Peixe 19 24,7

Peixe, mariscos e crustaceos 17 22,1

Fruta 13 16,9

Gluten (trigo) 12 15,6
Frutos secos 5 6,5
Ovos 5 6,5
Moluscos 3 3,9
Especiarias 3 3,9
Leguminosas 2 2,6
Legumes 2 2,6

Total de respostas 77 -

Fonte: Inquérito

Ao contrario do estudo realizado pelos autores Lozoya-Ibafiez et al. (2016), os nimeros
revelam que nesta amostra o soro de leite se apresenta como o alimento com maior incidéncia
alérgica revelando valores de 36,4% nos inquiridos. o marisco e os crustaceos apresentam-se em
segundo lugar com valores de 27,3% e o peixe em terceiro lugar com valores de 24,7%. A fruta
fresca apresentada na bibliografia como sendo o segundo alimento mais alérgico relatado em

Portugal surge em quarto lugar com 16,9% (Lozoya-Ibaiez et al., 2016).

Por fim, foi questionado com que idade haviam tido a primeira exposi¢ao ao alimento a que
sdo alérgicos. Entre os 77 respondentes, 23 afirmaram ser antes dos 2 anos de idade, 22 assumem

ter sido entre os 3 e os 14 anos, € 29 dizem ter sido numa idade superior aos 14 anos de idade.

Os escaldes etarios que se seguem, foram selecionados em fungdo das idades em que
normalmente sdo introduzidos os primeiros contactos com os alimentos, sendo esta uma percegao
empirica uma vez que ndo foi encontrada nenhuma referéncia bibliografia que refira estes escaldes.
Posto isto, assumiu-se que o primeiro escaldo ¢ definido até aos 2 anos que ¢ quando existe o
primeiro contacto com os alimentos, o segundo escaldo dos 3 aos 14 que ¢ quando existe a primeira
maior modifica¢do no organismo assim como as capacidades organoléticas e alimentares, e por fim
o terceiro escaldo, depois dos 14 que ¢ quando o ser humano comega a entrar na fase adulta e se da
a segunda maior fase de alteragcdo no organismo do mesmo. Na tabela seguinte ¢ possivel observar

os diferentes percentuais relativos ao primeiro contacto com os alimentos alérgicos.
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Tabela 12 - Idade do primeiro contato com o alimento alérgico.

Idade N° %
Antes dos 2 anos 23 29,9
Dos 3 aos 14 anos 22 28,6
Depois dos 14 anos 29 37,7
Nio Responde 3 3.9
Total 77 100,0

Fonte: Inquérito

3.2. Analise Microbioldgica de amostras de pescado prontas a comer

Em seguida serdo apresentados os resultados relativos as 971 amostras submetidas a andlise

microbiologica (Anexo 2).

Todos estes resultados foram analisados com base no guia “Valores Guia — Interpretacdo
de resultados de ensaios microbioldgicos em alimentos prontos para consumo e em superficies do
ambiente de preparacao e distribuicdo alimentar”, que foi atualizado em 2019. A caracterizacao

dos diferentes grupos de andlise, encontra-se no Anexo 1.

Ap6s a recolha das amostras no local definido e, a sua posterior analise em ambiente
laboratorial, ¢ fundamental apresentar os resultados obtidos para que possa ser feita uma abordagem
dos mesmos, entendo-os, e relacionando assim o tipo de alimento analisado e as caracteristicas

microbioldgicas intrinsecas do mesmo, assim como as influéncias externas a que este esté sujeito.

Primeiramente iniciou-se a avaliagdo entre o cruzamento de dados referentes a apreciagao
final das amostras e a sua relagdo com o transporte. Esta relagcdo ¢ bastante importante uma vez que
muitas das vezes, o principal mecanismo de desenvolvimento de microrganismos advém do

transporte dos mesmos apos a sua confegao.

Neste cruzamento foi possivel concluir que em 239 amostras com uma apreciacao nao
satisfatoria, apenas 34 foram sujeitas a transporte apos a sua confecdo até ao local onde
posteriormente foram servidas. Em 730 amostras com avaliacao satisfatoria, 100 foram também

submetidas a transporte apds confegao.

Uma das principais causas de desenvolvimento microbiano ¢ a quebra da rede de frio
durante o transporte das matérias-primas, por esse motivo foi primordial relacionar a qualidade
microbiologica da amostra apds o transporte, em situagdes em que as amostras foram confecionadas

fora do local onde foram efetivamente consumidas.
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Nos alimentos previamente confecionados e que apos a sua confegdo tiveram que ser

submetidos a algum processo de transporte, ou que apesar de ndo serem transportados permanecem
em linhas de exposi¢do, em equipamentos proprios para a manutencdo da sua temperatura 6tima,
apods a confecdo podem apresentar, se a temperatura ndo for controlada pode propiciar o
desenvolvimento microbiano tal como referido no Regulamento Europeu CE 852/2004 (Comissao

Europeia, 2004).

Foram realizados testes de qui-quadrado deste cruzamento, para comprovacdo da sua

relevancia. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela em baixo.

Tabela 13 - Resultado dos testes qui-quadrado relativos a relagdo entre a apreciagdo e o transporte das amostras.

Significancia
Graus de
Valor Assintoética
Liberdade
(Bilateral)
Qui-quadrado de Pearson ,0422 1 ,838
Correcdo de continuidade® ,009 1 ,923
Razdo de verossimilhanca ,042 1 ,838
N° de Casos Validos 969

Fonte: Elaboragdo Propria

Apesar de esta ser uma das condi¢des com maior influéncia no desenvolvimento
microbiano, no total de amostras recolhidas, ndo foi possivel verificar qualquer tipo de relacao
relativamente aos resultados aferidos sobre o transporte e a sua apreciagdo. Este resultado vem
revelar que em toda esta amostragem, apesar da existéncia de varios pratos confecionados a serem
posteriormente transportados, houve sempre uma boa manutencio de temperaturas nas diferentes
cadeias de transporte, demonstrando que apesar das refeigdes serem confecionadas noutro local, e
apenas serem consumidas apds o seu transporte, neste intervalo de tempo todas as refeigdes
mantiveram uma temperatura 6tima ideal, o que proporcionou a estabilidade necessaria nos

alimentos para que ndo ocorresse desenvolvimento de microrganismos patogénicos.

Este cruzamento de dados demonstrou-se fundamental para comprovar que nesta amostra
representativa, foi possivel eliminar como causa uma das principais vias de desenvolvimento

microbiano.

O cruzamento realizado de seguida faz referéncia ao grupo ou subgrupo de alimentos
prontos para consumo em andlise e a sua apreciagdo. Este cruzamento surge para relacionar a forma

de confecdo e o tipo de produtos utilizados e a sua apreciagdo microbioldgica.
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Foram encontrados varios grupos alimentares nas amostras analisadas. Os subgrupos

encontrados foram o 1A, 1B, 2A, 2C e 2D. O grupo 1A faz referéncia a alimentos totalmente
cozinhados, ndo manuseados apds tratamento térmico. O grupo 1B faz referéncia a alimentos
totalmente cozinhados, manuseados apods tratamento térmico. O grupo 2A ¢ relativo a alimentos
totalmente cozinhados, onde sdao adicionados apontamentos de frutos/ produtos horticolas crus. O
grupo 2C ¢ relativo a alimentos totalmente cozinhados adicionados a produtos horticolas crus
podendo incluir frutos crus. O grupo 2D ¢ referente a alimentos compostos e/ou com queijo
(fabricado com queijo cru, carne, peixe/marisco cru (Anexol) (INSA, 2019).

Das 590 amostras analisadas do grupo 1A, apenas 55 foram avaliadas como nao satisfatorias
(NS). Das 138 amostras analisadas do grupo 1B, 53 foram classificadas como ndo satisfatérias e
85 como satisfatorias. Nas 39 amostras do grupo 2A, 28 apresentaram resultados nao satisfatorios
e 11 resultados satisfatorios. Em 194 amostras analisadas do grupo 2C, 79 apresentaram valores
nao satisfatérios. Em apenas 7 amostras analisados do grupo 2D, 2 foram classificadas como nao

satisfatorias para 5 satisfatorias. Estes valores estdo esquematizados na tabela apresentada a seguir.

Tabela 14 - Tabulagdo cruzada entre o Grupo de Analise e a Apreciagdo.

APRECIACAO
Nio Total
Satisfatorio
Satisfatorio
1 A- alimentos totalmente cozinhados, ndo
. . 55 535 590
manuseados apos tratamento térmico
1B - alimentos totalmente cozinhados,
. . 53 85 138
manuseados apos tratamento térmico
2A- alimentos totalmente cozinhados, onde
GRUPO . . .
, sdo adicionados apontamentos de frutos/ 11 28 39
ANALISE )
produtos horticolas crus
2C - alimentos totalmente cozinhados
adicionados a produtos horticolas crus 115 79 194
podendo incluir frutos crus
2D - alimentos compostos e/ou com queijo 5 2 7
Total 239 730 969

Fonte: Elaboragdo Propria

Para averiguar a significancia destes resultados, foram efetuados novamente testes qui-

quadrado que resultaram nos seguintes dados abaixo indicados.

Tabela 15 - Resultado dos testes qui-quadrado relativos a relagdo entre a apreciagdo e o grupo de andlise das amostras.
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Graus de Significancia

Valor Liberdad Assintotica
e (Bilateral)
Qui-quadrado de Pearson 222,687 5 ,000
Razao de verossimilhanca 216,075 5 ,000
N° de Casos Validos 969

Fonte: Elaboragdo Propria

Outra das tabula¢des realizadas, foi a tabulacdo do cruzamento de resultados entre os
microrganismos patogénicos identificados nas diversas amostras, e a apreciacdo das mesmas. Os
resultados obtidos podem ser identificados na tabela 16.

Quando feita a analise do cruzamento de resultados entre o grupo de andlise em que estas
refeicdes se encontram, € a sua avaliagdo microbioldgica, existe, como ja seria expectavel, uma
grande relagdo entre estes. E entdo possivel destacar os resultados obtidos relativos aos grupos 2C
e 1B como sendo os que apresentam maior numero de resultados de apreciagdo negativa,

apresentando assim maior nimero de microrganismos patogénicos.

Para um melhor entendimento do tipo de refei¢des que estes grupos englobam, recorreu-se
ao guia de “Interpretacdo de resultados de ensaios microbiologicos — INSA”, que indica que no
grupo 2C “estdo incluidos os alimentos totalmente cozinhados/ pasteurizados, adicionados de
produtos horticolas crus podendo incluir frutos crus”. No grupo 1B “estdo incluidos os alimentos
adicionados de componentes processados, com baixo pH ou baixo aW como agucar em pd, coco

ralado, especiarias, maionese, ketchup, mel (...)” (INSA, 2019 — Anexo 1).

Com isto ¢ possivel concluir que os resultados negativos obtidos, surgem como possivel
resultado de contaminacdo cruzada entre os alimentos ja confecionados e alimentos por
confecionar. Isto quer dizer que estes alimentos/ ingredientes que compde cada um dos pratos
finais, ndo sofreram o mesmo método de confecao e que por esse motivo ndo tinham as mesmas
temperaturas quando foram adicionados. Este fator de contaminagao ¢ apontado como sendo um
dos mais relatados e que exige maior atenc¢ao por parte das autoridades de controlo de qualidade
alimentar uma vez que ¢ um fator que facilmente ocorre na preparacio e confecao alimentar, e que,
nao havendo um correto controlo na manipulagado e lavagem dos alimentos que ndo sofrem nenhum
tipo de tratamento térmico, podem surgir contaminagdes cruzadas graves que podem inclusive levar

a quadros de intoxicacdo alimentar.

Tabela 16 - Tabulagdo cruzada relativa aos resultados da analise microbiologica e respetiva apreciagdo.

APRECIACAO Total
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Nao
Satisfatorio

Satisfatorio
Nao Definido 79 718 797
B.cereus 4 1 5
CAM 29 6 35
CAM/B.cereus 2 0 2
CAM/EB 69 1 70
CAM/EB/B.cereus 1 0 1
CAM/EB/EC 13 0 13
MICRORGANISMOS CAM/EB/EC/B.cereus 1 0 1
CAM/EB/STA 1 0 1
CAM/EC 1 0 1
EB 22 4 26
EB/EC 6 0 6
EB/EC/STA 1 0 1
EC 8 0 8
Estafilococoos + 1 0 1
Total 238 730 968

Fonte: Elaboragdo Propria

Legenda da tabela:
CAM- Microrganismos a 30 °C /Contagem de aerdbios mesoéfilos; EB- Enterobacteriaceae a 37 °C

EC- Escherichia coli; STA- Estafilococos coagulase positiva; B.cereus- Bacillus Cereus
Assim foram realizados os testes qui-quadrado relativos ao cruzamento de dados anterior.

Tabela 17 - Resultado dos testes qui-quadrado referentes ao cruzamento de dados dos Microrganismos Patogénicos e a
Apreciagao.

SignificaAncia
Graus de
Valor Assintética
Liberdade
(Bilateral)
Qui-quadrado de Pearson 531,403 19 ,000
Razao de verossimilhanca 497,684 19 ,000

N° de Casos Validos 969

Fonte: Elaboragdo Propria

Com os resultados ¢ possivel entender que os microrganismos mais preponderantes nos
resultados apresentados, sdo os aerébios mesofilos (CAM), as Enterobactireaceae ¢ as Escherichia
coli. Estes sdo microrganismos que revelam maioritariamente indicadores de higiene e de
contaminagao fecal, logo, indicam que surgem da forma incorreta na manipulacao e na confecao
das amostras. As amostras que contém Enterobactireaceae representam 15% das amostras
analisadas, ainda que em algumas delas as suas quantidades ndo tornaram a amostra ndo

satisfatoria. As amostras que apresentam CAM representam 17%, sendo assim possivel constatar
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que o resultado obtido advém de erros relacionados a incorreta manipulacao dos alimentos na sua

confecao.

De seguida, procedeu-se a criagdo de uma tabela onde ¢ realizado um cruzamento de dados
entre as diferentes espécies de produtos de pesca encontrados nas diversas amostras analisadas e a
apreciacdo das mesmas, como forma de concluir se a espécie de pescado tem influéncia no

desenvolvimento microbiano. Os resultados estdo apresentados nas tabelas seguintes.

Tabela 18 - Tabulagdo cruzada relativa aos resultados da Espécie do pescado e a Apreciagao.

. APRECIACAO
DESIGNACAO DO PEIXE Total
Nao Satisfatorio Satisfatorio
Abroétea 4 20 24
Alabote 0 8 8
Arenca 0 1 1
Arinca 0 6 6
Atum 63 72 135
Bacalhau 26 104 130
Cagao 0 4 4
Calamares (industriais) 0 2
Caldeirada 0 8 8
Camarao 2 14 16
Carapau 0 15 15
Cavala 8 29 37
Chaputa 0 1 1
Choco 1 13 14
Corvina 3 6 9
Delicias do Mar 2 0 2
Dourada 0 1 1
Douradinhos (industrial) 7 15 22
Escamudo 0 1 1
Linguado 0 1 1
Lula 0 10 10
Marisco (ndo designado) 0 2 2
Maruca 2 11 13
Paloco 0 2 2
Panga 0 4 4
Peixe (nao designado) 37 112 149
Peixe-espada 1 6 7
Perca 1 6 7
Pescada 52 130 182
Polvo 0 5 5
Pota 4 26 30
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B APRECIACAO
DESIGNACAO DO PEIXE Total
Nao Satisfatorio Satisfatorio

Raia 0 1 1
Rancho (mistura de pescado) 0 10 10
Red fish 1 4 5
Salmio 18 43 61
Sardinha 2 0 2
Solha 0 15 15
Sushi 1 0 1
Tamboril 1 4 5
Tintureira 1 6 7
Truta 0 1 1
Valemnz;?:Caongstura de ) 10 12
Total 239 730 969

Fonte: Elaboragdo Propria

Foram realizados de novo testes qui-quadrado como forma de avaliar a significancia destes

resultados, como se pode acompanhar pela tabela seguinte.

Tabela 19 - - Resultado dos testes qui-quadrado referentes ao cruzamento de dados relativos a Espécie de pescado e a

Apreciagdo
Significancia
Graus de
Valor Assintotica
Liberdade
(Bilateral)
Qui-quadrado de Pearson 99,404° 46 ,000
Razao de verossimilhanga 120,595 46 ,000
N° de Casos Validos 969

Fonte: Elaboragdo Propria

Foi possivel entender nos resultados obtidos, que existe uma relagdo clara entre a apreciacao
e o tipo de pescado a que esta se refere. Os resultados do teste qui-quadrado apresenta um valor
inferior a 0,01, uma vez um valor esta bastante proximo de zero o que efetivamente revela que as
distribui¢des sdo aproximadas, revelando maior dependéncia. Desta forma, o atum revelou ser o
peixe com maior quantidade de resultados insatisfatorios com uma percentagem de 46,7%, sendo
que em seguida ¢ apontado o salmdo que apresenta 30% dos resultados insatisfatorios. Estes sdo
peixes, que na sua constituicdo agregam grandes quantidades de gordura, o que inevitavelmente
leva a processos mais rapidos de oxidacdo e consequente rancificagdo, que vem proporcionar um

rapido desenvolvimento microbiano.
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Os outros tipos de peixe que apresentam valores insatisfatorios relevantes, sdo a pescada, a

cavala e o bacalhau, surgindo com valores de 28%, 21% e 20% respetivamente. A cavala ¢ também
um peixe que apresenta elevados niveis de gordura em peixes de consideravel pequena dimensao,

0 que contribui mais uma vez para uma rapida detioracdo.

Relativamente aos resultados obtidos acerca de peixe ultraprocessado ultracongelado, os
vulgarmente chamados “Douradinhos”, estes representam 31% das amostras ndo satisfatorias. Este
resultado ¢ bastante interessante uma vez que este tipo de peixe ¢ industrializado, tendo por esse
motivo menor numero de caracteristicas que o tornam perecivel, quando comparado com produtos
frescos ou que nao apresentam nenhum tipo de alteragdo feita industrialmente. Este valor pode ser
resultado do método de confe¢do utilizado na produgdo dos mesmos e/ou de possiveis cadeias de

contaminag¢do cruzada no seu manuseamento apos confe¢ao.

No capitulo seguinte serdo analisadas microbiologicamente varias amostras de diversos
tipos de peixe e marisco cru ou em processos de conservagdo, como forma de fundamentar a
investigagdo e complementar os resultados obtidos anteriormente, encontrando também as
principais diferencas entre os fatores microbioldgicos em alimentos prontos a comer e alimentos

crus € €m conscrva.

3.3 Analise Microbioldgica de amostras de pescado (Cru e conservas)

Os resultados dos alimentos prontos a comer foram comparados e analisados através do
guia “Valores Guia 2019 - Interpretacao de resultados de ensaios microbioldgicos em alimentos

prontos para consumo e em superficies do ambiente de preparacao e distribuicao alimentar”.

E importante por isso salientar que as amostras de peixe fresco, ceviches e tartaros sio
pertencentes ao grupo 2D da tabela de valores guia acima referidos. Sendo que os valores maximos
para que as amostras sejam consideradas satisfatorias sdo respetivamente: Microrganismos a 30°
contagem de aerébios meséfilos (CAM) - < 10°; Enterobacteriaceae a 37 °C - < 10%; Escherichia

coli - < 10; Estafilococos coagulase positiva - <10 (Anexo 1).

Nos indicadores referentes a higiene, na analise feita as Enterobacteriaccae € E. Coli. os
resultados mais significativos correspondem a um alimento cozinhado (C11), aos alimentos crus e

aos alimentos marinados.

Tabela 20 - Resultado dos testes microbiologicos realizados as amostras definidas (Log).

Amostra D CAM EB EC STA
F1 6.8 4,7 <1 <1
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Atum fresco F2 6,5 4.6 <1 <1

F3 7.9 5,2 <l <1

Cl ) <1 <l <1

2 <2 <1 <l <1

c3 <2 <1 <l <1

C4 <2 <1 <1 <1

Atum Lata Cs < <1 <1 <1

C6 <2 <1 <1 <1

C7 <2 <1 <1 <1

C8 <2 <1 <1 <1

C9 <2 <1 <1 <1
Camardo Aquacultura a granel -

Congelado Cru C10 4.5 32 <1 <1
Camardo Aquacultura a granel —

Cozido Cl1 3,6 4,2 1,8 <1
Ceviche Carapau 71 57 3,5 <1 <1
Ceviche Garoupa 72 6.0 4.4 <1 <1

Cavala crua 73 58 2,4 <1 <1
Cavala conserva 79 ) <1 <1 <1
Sardinha crua 75 3,7 2.9 <1 1,3
Sardinha conserva 78 <2 <1 <1 <1
Salmao cru 77 2,0 0,0 <1 <1
Téartaro de atum 74 5.9 5,0 <1 <1

Fonte: Elaboragao Propria

Unidade: Log

Legenda da tabela:

ID — Identificagdo da amostra; CAM- Microrganismos a 30 °C /Contagem de aerdbios mesofilos; EB- Enterobacteriaceae a 37 °C;
EC- Escherichia coli; STA- Estafilococos coagulase positiva

Os alimentos marinados pertencem ao Grupo 2D, pois sdo alimentos crus que apenas sao
cozinhados na acidez adicionada ao alimento. Esta acidez tem potenciais propriedades
bacteriostaticas, no entanto nao tém capacidade de as eliminar. Este tipo de produtos ¢ mais
perecivel uma vez que, tal como os alimentos totalmente crus, ndo sdo submetidos a nenhum tipo

de tratamento térmico.

O C11 (camarao cozido) apresenta o pior valor relativo aos indicadores de higiene
(resultado colocado em negrito), pois sendo um alimento ja confecionado e sujeito a um tratamento
térmico, apresenta quantidades de enterobactérias alarmantes uma vez que este tipo de
microrganismo ¢ destruido com tratamento térmico. O resultado pode sugerir a falta de higiene
aplicada apos a confecao do mesmo, uma vez que este camarao € previamente cozido antes de ser

encontrado nas superficies comerciais.
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Esta mesma amostra contém ainda E.Coli. que ¢ utilizada como indicador de contaminagao

fecal em agua e alimentos, sendo que a maioria das estirpes nao se revela um perigo para um
hospedeiro saudéavel, no entanto existem outras estirpes capazes de causar doenca devido a

possuirem fatores de viruléncia.

Foi possivel constatar neste pequeno nimero de amostras, que as que continham maior
quantidade de E.Coli sao as com maior quantidade de EB, resultado expectavel uma vez

pertencerem a mesma familia de bactérias.

Como seria de esperar, todas as amostras apresentam valores de Microrganismos Aerobios
Mesofilos, sendo que as que apresentaram valores superiores sdo as das amostras com alimentos

ndo cozinhados.

As amostras Z8 e Z9, foram submetidas a um processo diferente. Por se tratar de amostras
que estdo em conserva, submeteram-se a uma pesquisa de microrganismos aerobios e anaérobios,

que nao demonstraram haver nenhum crescimento microbiano relevante.

Em todas as amostras a pesquisa de Salmonella spp. e Listeria Mono. mostraram resultados
negativos. Estes resultados sdo indicadores de seguranga uma vez que este tipo de bactérias ¢

bastante prejudicial a satde de individuos em especial imunodeprimidos.

Outro dos grandes indicadores de seguranca ¢ a analise a bactéria Clostridium Perfringers,

onde mais uma vez nao houve resultados positivos.

Relativamente aos resultados relativos ao Estafilococos Coagulase + , estes foram
encontrados em dois alimentos crus (Z3 e Z7), onde apesar de ambas as amostras serem possiveis
de consumir sem nenhum tipo de confecdo, e por esse motivo apresentarem valores que revelam
perigo de contaminagdo, as mesmas amostras foram analisadas apos serem confecionadas e
entendeu-se que apOs este processo as mesmas vieram a apresentar valores normais, o que indica

que o tratamento térmico surtiu efeito em ambas as amostras.

3.4 Analise quimica das aminas biogénicas e aminoacidos precursores de aminas
em pescado

Na seguinte tabela serdo apresentados os resultados obtidos apds analise cromatografica das
amostras recolhidas para ambito de analise quimica. Neste estudo foram avaliadas as aminas
cadaverina, putrescina ¢ histamina presentes em diferentes tipos de produtos do mar, tal como
descrito na tabela 20. Esta tabela apresenta igualmente a avaliagdo da conformidade das amostras
de acordo com o disposto no regulamento 2073/2005 para avaliacdo do teor de histamina em peixes

e produtos da pesca.
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Na tabela 21 estdo representadas as concentragdes de aminoacidos dos diversos tipos de

peixe, referentes ao primeiro estudo piloto portugués “TDS Exposure” (Motta, 2020).

Tabela 21 - Resultados das aminas biogénicas obtidos por HPLC das amostras recolhidas (mg/Kg)

Limites maximos (mg/Kg)
NS > 100-200
Amostra 1D Resultados
AR Putrescina
Histamina* Histamina Cadaverina
F1 S <LQ 28,0 +£8,7 <LQ
Atum fresco F2 NS 199,0 + 16,2 184,0 £27.6 <LQ
F3 S <LQ 27,0+2,7 18,0 £ 4,6
Cl S 432 +1,46 <LQ <LQ
C2 S 43,5+0,10 <LQ <LQ
C3 S 243 +1,75 <LQ <LQ
C4 S 46,0 £ 6,1 22.0+9,0 <LQ
Atum Lata Cs S 52,0+ 4.1 333581 <LQ
C6 S 38,0+£5,7 25.0+9,6 245+12,0
C7 S 46,022 448 +32 52,8 +3.5
C8 S 32,6 £8,4 64,0 +£5,8 <LQ
Cc9 S 28,0+2,1 139+1,9 <LQ
Camardo Aquacultura
a granel - Congelado clo NS
Cru
243 +22,0 80,1 +11,5 97,0 + 8,6
Camardo Aquacultura
a granel - Cozido Cl1 NS
160,8 + 8,4 61,4 +£10,2 341+11,1
Ceviche Carapau S
71 114+54 13.6+5.6 <LQ
Ceviche Garoupa S
Z2 174 +£3,1 25.6+10,0 <LQ
Cavala crua S
73 10,0+ 1,4 415+22 <LQ
Cavala conserva S
79 <LQ <LQ <LQ
Sardinha crua S
75 <LQ <LQ <LQ
Sardinha conserva S
78 <LQ <LQ <LQ
Salméo cru 77 S 10,1 £1,8 <LQ <LQ
Téartaro de atum 74 S 13,5+2,6 <LQ <LQ

< LoQ — inferior ao limite de quantificagdo (< 9 mg/Kg)
*S — Satisfatorio; NS — Ndo satisfatorio > 100-200 mg/kg de acordo com Regulamento 2073/2005
Fonte: Elaboragdo Propria
Apesar dos resultados apresentados ndo serem referentes as mesmas amostras, as amostras
da tabela 21, representam as concentragdes de aminas em diversos tipos de pescado analisados para

o estudo a que faz referéncia.

Relativamente as 22 amostras analisadas através do método cromatografico, foi possivel
obter resultados sobre varias aminas biogénicas, no entanto foram selecionadas para apresentacao
as aminas que se revelam mais importantes para o estudo em questdo, apontando assim
primordialmente para os teores de histamina, putrescina e cadaverina.
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Os resultados obtidos relativamente ao teor de histamina deste espaco amostral, foram

bastante positivos uma vez que apenas uma amostra ultrapassou o limite legal de 200 mg/kg. A
amostra anteriormente referida foi a amostra de camardo cru de aquacultura, escolhido a granel

numa superficie comercial.

Esta foi a amostra que revelou maiores valores de putrescina e cadaverina, sendo este
resultado coincidente com a bibliografia encontrada, no que diz respeito a correlacdo existente entre
estas trés aminas, que refere que estas duas sdo precursoras de histamina quando encontradas em
maior quantidade e associadas a processos de descarboxilagdo dos seus aminoacidos percursores.
Uma vez que a presenca destas duas aminas, inibem a metabolizacao por parte de enzimas e por

isso serem potencializadoras de toxicidade de histamina.

Uma outra amostra de camardo, neste caso cozido, foi também submetida a analise
cromatografica e apresentou valores de histamina e putrescina relativamente elevados. Apesar de
ndo ultrapassarem os limites legais, apresentou um valor de teor de histamina de 160 mg/kg o que
significa que estd muito perto do limite imposto pela Unido Europeia. Mais uma vez o camardo
vem apresentar valores pouco satisfatorios revelando que, possivelmente estes resultados surgem
como resultado de microrganismos oriundos de inadequados processos de manipulacdo e de uma
fraca manutencdo das cadeias de conservacdo durante todo o processo de transporte e

comercializa¢do desta matéria-prima.

A Amostra F2, uma das amostras de atum fresco, apresentou o valor de histamina
precisamente no limite legal, sendo o seu resultado de 199 mg/kg. Apesar de ndo existir um limite
de quantificagdo para a putrescina e cadaverina, entendeu-se que o valor de putrescina
correspondente a esta amostra, demonstrou ser bastante elevado sendo de 184 mg/kg, apesar do

valor de cadaverina foi inferior ao limite de quantificagao.

As restantes amostras analisadas apresentam valores bastante positivos, demonstrando um
grande nivel de seguranca alimentar das mesmas, revelando reduzidos niveis de toxicidade por

parte de aminas biogénicas.

Todas as amostras analisadas, com exce¢ao das amostras de camardo, sao amostras
pertencentes a familia de peixe gordos. Este tipo de peixe, € considerado bastante propicio ao
desenvolvimento de aminas biogénicas. Dado isto, curiosamente nenhuma das amostras de

tunideos se revelou produtora de grandes quantidades de histamina exceto a Amostra F2

Paralelamente a esta analise cromatografica de aminas biogénicas, foram realizadas também
no INSA analises ao teor de aminoacidos de diversos tipos de peixe, em diversas estagdes do ano.
Apesar das amostras analisadas cromatograficamente, ndo serem as mesmas, estas analises

permitiram entender a relacao entre a quantidade de aminodacidos existentes e a sua relacdo com a
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producdo de aminas, sendo possivel realizar uma comparagdo e comprovar os resultados obtidos

na bibliografia existente.

Na tabela 22 estdo reunidos os resultados presentes num estudo de Dieta Total, realizado
com amostragem representativa do consumo de pescado a nivel nacional, que indica a quantidade
de aminoacidos presentes em cada espécie de peixe, sendo que para o presente estudo foram apenas
selecionadas as espécies mais relevantes para a amostragem realizada, assim como os resultados
relativos as concentragdes dos aminoacidos precursores das aminas que sao tidas em enfase durante
este trabalho — a histidina, lisina e arginina. Encontram-se em negrito os valores das amostras que

no estudo apresentam valores de histidina mais elevados.

Tabela 22 - Quantifica¢do de aminodcidos através de andlise HPLC dos diferentes tipos de peixe.

Amostra His Lys Arg
Bacalhau fresco 315,5 1221,9 924,2
Bacalhau fresco 359,9 855,8 1016,0

Carapau 587,8 1402,1 1105,3

Carapau 635,1 1184,6 1152,9

Cavala 1398,3 14225 1521,2
Cavala 1266,1 1750,0 1420,7
Cavala 1283,5 1869,0 1501,3
Cavala 1354,3 1732,4 1573,2
Cavala 972,3 1391,1 1678,2
Cavala 862,0 1676,8 1423,6

Sardinha 783,8 1358,3 1150,8

Sardinha 854,1 12573 1212,0

Sardinha 791,2 1213,5 993,9

Sardinha 908,0 1124,0 1140,0

Sardinha 924,8 1171,8 1251,5

Sardinha 908,4 1196,6 1235,7

Sardinha 706,4 1208,5 1132,0

Sardinha 665,3 1275,5 1082,1

Atum fresco 1913,9 17394 1664,7
Atum fresco 1880,3 20399 17394

Camarao 440,0 1099,9 1907,5

Camarao 387,1 1205,2 1729,8

Bacalhau 490,9 1287,6 14624

Bacalhau 449,1 1486,6 1382,0

Atum de conserva 2040,6 1012,4 1312,4
Atum de conserva 2160,1 863,0 1373,7

Fonte: Motta, C., Matos, A., Soares, A., Gonzalez, G., Castanheira, 1., Cabral, 1., Tavares, N., Nicolai, M. (2020).
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O camarao apesar de ndo ter niveis elevados de histidina e lisina, apresentou niveis bastante
elevados de arginina em ambas as amostras analisadas. Demonstrando ser um alimento com mais
aptiddo para o desenvolvimento de cadaverina, estes valores elevados de cadaverina foram
encontrados nas andlises feitas ao camardo a granel e sendo que a cadaverina ¢ um precursor de
histamina, estes valores encontrados na seguinte avaliagdo podem ser explicados por essa

percussao.

As amostras analisadas de atum fresco revelaram valores elevados histidina, arginina e
lisina, no entanto as amostras de atum em conserva apenas revelaram resultados elevados de

histidina.

Outra amostra que revelou elevados niveis destes 3 aminodcidos foram as amostras de
cavala, no entanto as amostras de cavala analisadas relativamente & quantidade de aminas

biogénicas ndo revelaram toxicidade.

Relativamente aos resultados obtidos na andlise cromatografica do contetido de
aminoacidos, os resultados foram bastante reveladores indicando que os peixes com maior
contetido em aminodcidos foram o atum e a cavala. As amostras com maior teor de histidina foram
as amostras de atum, sendo que as espécies que possuem maior teor de histidina livre, tém maior

propensao a desenvolver teores toxicos de histamina.

Estes valores vao de acordo com a bibliografia encontrada que refere que o atum, a cavala e a
sardinha sdo as espécies que apresentam uma maior produgdo de histidina livre (Al Bulushi et al,

2009).
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4. CONCLUSOES

A alergia alimentar ¢ um quadro clinico complexo de grande variedade e que exige um
diagnostico integrado e profundo envolvendo diversas entidades clinicas ligadas a diferentes areas

cientificas.

Os estudos realizados em relacdo a prevaléncia de alergias em diversos produtos oriundos da
pesca, revelam alguma incerteza de resultados uma vez que grande parte da bibliografia encontrada
tem como fundamento a realizagdo de inquéritos populacionais e a andlise desses mesmos
inquéritos, havendo assim poucos estudos publicados que interpretem casos especificos desta

patologia especifica em parametros clinicos.

E notoria a analise incerta em alguma bibliografia encontrada uma vez que esta é suportada em
resultados complexos, obtidos através de um demorado e detalhado processo de diagnostico

individual que envolve uma histodria clinica completa e concisa de cada doente.

E possivel assumir que as alergias aos produtos de pesca estdo a aumentar nos paises ocidentais,
embora as maiores referéncias deste tipo de patologia serem reportadas em paises orientais, onde
o consumo de peixe e marisco ¢ bastante superior ¢ ¢ uma das bases da alimentac¢dao deste povo

desde 1dades muito iniciais.

Segundo a Organizacdo Mundial de Alergia, as alergias alimentares em geral estdo a aumentar
em paises industrializados, assumindo que cerca de 20-30% da populagd@o tem algum tipo de alergia

alimentar (Schafer et al., 2001)

Apesar de nos dias de hoje o consumo de carne ser superior ao consumo de peixe na cultura
gastronOmica portuguesa, 0 peixe € o marisco assumem uma grande importdncia na dieta
mediterranea e por esse motivo este tipo de alimento também ter alguma representatividade quando
se aborda o assunto das alergias alimentares em Portugal. A alergia ao peixe e marisco assume um
papel sério no numero de casos que acabam por desencadear reagdes de hipersensibilidade grave,

levando a quadros de anafilaxia e em alguns casos podendo até levar a morte do individuo.

Ao longo deste estudo foram entendidas as principais caracteristicas dos diferentes mecanismos
que sdo precursores de quadros de alergia alimentar, ou de mecanismos ndo imunoldgicos que
levam a quadros semelhantes aos da alergia, e que por esse motivo sao alvo de confusdo. Foi neste

ponto que a primeira questao do objetivo do estudo foi respondida.

Quando este tipo de alergia ¢ desencadeado através de mecanismos de resposta imunoldgica, e
estes por norma sao reflexo de reagdes mediadas por IgE a proteinas especificas existentes nos

diferentes tipos de alimentos. No caso do peixe, a parvalbumina revela-se como a principal
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referéncia e, consequentemente, a que tem maior énfase quando se trata de elaborar um diagndstico

clinico desta patologia. Esta proteina esta presente em quantidades relativamente elevadas nos
musculos dos vertebrados inferiores, como € o caso dos peixes e por esse motivo ¢ encontrada em

grandes quantidades neste tipo de pescado.

A outra proteina que assume um papel fulminante para diagnostico de alergias alimentares, mas
neste caso em marisco e crustaceos, ¢ a tropomiosina. Esta ¢ frequentemente indicada segundo a
OMS como sendo reativa alergicamente em alimentos como caranguejo, camarao, ostra e lagosta,
tendo sido identificada em pelo menos 10 tipos diferentes de crustaceos e em 6 tipos de moluscos.
No entanto, ndo ¢ s6 no pescado que esta proteina existe, verificando-se também uma relagao de
reatividade cruzada entre acaros, nematodides e outros crustaceos sendo por isso possivel associar
que algumas pessoas que desenvolvam alergia alimentar a este tipo de alimentos possam também

apresentar alergias a &caros e possiveis doengas do foro respiratorio associadas.

Foi possivel distinguir quais as principais vias de precursio e de influéncia para o
desenvolvimento de reagdes adversas devido ao pescado. Elas podem entdo ser quimicas,

microbiologicas, de mecanismo imunoldgico ou nao imunologico.

No entanto, mais do que qualquer outro produto alimentar, os produtos de pesca sdo
frequentemente associados a intoxicagdes por aminas biogénicas, sendo estas outro dos principais
mecanismos para o desenvolvimento de intoxicagdes por histamina que ¢ um mediador alérgico
naturalmente presente no nosso organismo. Sendo que a abordagem a esta matéria vem responder

a segunda questdo em objetivo neste estudo.

As aminas biogénicas sao compostos minoritarios ndo nutritivos existentes nos alimentos. Estas
sdo resultado da descarboxilacdo dos aminodcidos e da aminacdo e transaminagdo de cetonas e
aldeidos com coag¢do de microrganismos bacterianos. Podendo assim surgir como consequéncia
do desenvolvimento de microrganismos que inevitavelmente estao ligados nao s6 as propriedades
do proprio alimento, como também aos processos de manutencao/transporte/manuseamento apos o

abate ¢ confecao dos mesmos.

Os fatores microbioldgicos estdo intrinsecamente relacionados ao processo de descarboxilagao
dos aminodacidos percussores, uma vez que a sua producdo estd intimamente ligada a estratégia de
sobrevivéncia dos microrganismos em ambientes acidos, sendo também por vezes um suplemento
alternativo de energia metabolica quando as células se encontram expostas a condi¢des
desfavoraveis de substrato. As aminas podem também ter origem por contaminacao bacteriana ou
viral por norma associadas a contaminagdes pelas dguas, de manipulagdo ou contaminacao cruzada.
Estas tém a particularidade de ndo serem totalmente destruidas através do tratamento térmico,
tratamentos por salmoura ou outros métodos de conservagao.
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No entanto, € possivel admitir, segundo ensaios experimentais uma diferenca significativa no

desenvolvimento de aminas biogénicas em peixe congelado, que aquando da descongelacao,
evidenciam menor quantidade de aminas biogénicas quando comparados a peixe fresco. Este facto
¢ explicado pela diminui¢do da microflora durante o processo de congelacdo uma vez que resulta

dos danos ocorridos no ADN do alimento.

Em suma, apesar de existirem alguns métodos preventivos na sua produg¢ao, € possivel constatar
que muito dificilmente as aminas podem, apds o seu desenvolvimento, serem efetivamente

destruidas por qualquer um destes métodos.

E possivel concluir que os peixes de carne vermelha como ¢ o caso dos tunideos produzem
maiores quantidades de histamina, uma vez que sdo peixes que naturalmente apresentam maiores
teores de histidina livre, e por este motivo esta espécie de peixe ter sido bastante analisada ao longo

do estudo.

A histamina quando se encontra de forma isolada, ¢ relativamente mais facil de ser
metabolizada pelo organismo, neste caso através do sistema digestivo, por enzimas como as amina-
oxidase MAO, DAO ¢ HNMT. No entanto, pessoas que tenham quadros de alergia alimentar

podem por vezes ndo produzir este tipo de enzimas levando a quadros abruptos de intoxicagao.

Podemos assim concluir que os principais mecanismos de percussao alérgica sao

desencadeados por diversas fontes intrinsecamente ligadas ao alimento.

Numa tentativa de comprovar e acompanhar as conclusdes obtidas na bibliografia encontrada
procedeu-se a trés fases de atividade pratica. Em primeiro lugar, procedeu-se a analise
microbioldgica de diferentes pratos com diferentes tipos de pescado. Em segundo lugar, procedeu-
se a analise quimica, avaliando o teor de aminodacidos e de teores de aminas biogénicas. Em terceiro
lugar, procedeu-se a uma andlise populacional, onde foi avaliada a predisposi¢ao deste tipo de

patologia clinica numa determinada populagao.

Com os resultados obtidos na atividade experimental microbiologica, procedeu-se ao
cruzamento de varios resultados através do método qui-quadrado para obter conclusdes mais
concisas. Foi também utilizado o “Guia de interpretacao de resultados de ensaios microbiologicos
— INSA” para andlise de resultados obtidos das experiéncias laboratoriais, assim como para

contextualizagdo e interligacdo dos resultados laboratoriais e estatisticos.

Relativamente aos resultados obtidos nas experiéncias, foi possivel reunir alguns resultados
chave onde podemos destacar que ndo existe relagdo entre o resultado da apreciagdo das amostras
e o facto destas terem sido submetidas a transporte, uma vez que assim como as amostras com

apreciacdo nao satisfatoria, as amostras com apreciacdo satisfatoria submetidas a transporte,
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tiveram resultados de 14%, ndo demonstrando relevancia cientifica na sua comparacdo, uma vez

que ambas apresentaram o mesmo resultado.

Quando relacionado, o grupo e o subgrupo de alimentos a que as amostras se referem e o seu
resultado relativamente a sua apreciacao, foi possivel concluir que existe uma tripla relagdo entre
a forma de confe¢do, o alimento em questdo e a sua apreciagdo microbiologica. Através destes
resultados foi clara a relagdo entre a apreciagdo e o tipo de pescado a que esta se refere. O atum

revelou ser a amostra com maior nimero de resultados insatisfatorios.

Outra conclusdo chave possivel de retirar destas relagdes feitas, foi relativamente aos
resultados obtidos nas apreciagdes microbiologicas relativas aos grupos 2C (alimentos totalmente
cozinhados que posteriormente sdo adicionados a produtos horticolas/ frutos crus) e 1B (alimentos
totalmente cozinhados que s3o posteriormente manipulados apds confecdao), onde estes
apresentaram o maior numero de resultados de apreciacao negativa. Em suma, foi possivel concluir
através desta andlise que os resultados negativos obtidos surgem como possiveis resultados de
contaminagdes cruzadas entre alimentos ja confecionados e alimentos por confecionar, uma vez

que sao alimentos que nao sofreram o0 mesmo tipo de tratamento térmico.

Os microrganismos preponderantes nesta analise, foram CAM (17%), as Enterobactireaceae
(15%) e as Escherichia coli. Estes sao microrganismos que revelam maioritariamente indicadores
de higiene e de contaminacao fecal, logo, indicam que advém da forma incorreta de manipulacao
e confe¢do das amostras.Com os resultados das atividades experimentais, foi possivel obter
resultados relativamente a amostra de camardo cozido de aquacultura, que apresentou o pior
resultado relativamente a estes parametros microbiologicos anteriormente falados, estes resultados
foram também possiveis de relacionar com o resultado obtido na anélise quimica que revelou
elevado teores de histamina uma vez que as Enterobactireaceae sao microrganismos precursores

de aminas como a histamina.

Este resultado deve-se a problemas de contaminagdes cruzadas e de falta de manutengdo das

cadeias de frio.

Foi possivel também observar que apesar dos valores ndo serem suficientemente altos para
serem considerados ndo satisfatorios, uma das amostras de atum revelou também ser uma das
amostras com maior quantidade de Enterobactereaceas, que uma vez mais, sdo precursoras de

histamina.

Relativamente a atividade experimental realizada através do método cromatografico esta foi
dividida em duas partes. Numa foi possivel obter resultados relativamente aos diferentes teores de
aminas biogénicas, e na outra fase foi possivel avaliar os teores de aminoacidos existentes nos

diferentes tipos de peixe nas diferentes alturas do ano.
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As aminas biogénicas mais importantes para o estudo em questao sao a histamina, a putrescina

e a cadaverina. Os resultados desta andlise, foram bastante positivos uma vez que no espaco
amostral analisado apenas uma amostra revelou teores de histamina superiores ao legalmente
impostos. Coincidentemente, 0 mesmo tipo de peixe também revelou os maiores teores de
putrescina e cadaverina, indo de acordo com a bibliografia encontrada que assume uma relacao

direta entre estas trés aminas, assumindo que as duas ultimas sdo precursoras de histamina.

Apesar dos valores microbioldgicos apontarem para o atum como sendo o tipo de peixe com
maiores teores de microrganismos patogénicos, nas amostras analisadas a nivel quimico o atum
apresentou resultados bastante positivos relativamente aos teores de histamina. Apenas uma
amostra assumiu valores de histamina mais elevados e ndo ultrapassou o limite maximo exigido

pela UE.

A segunda fase da andlise quimica através de HPLC, foi a anélise dos teores de aminoacidos,
sendo fundamental para responder a terceira questdo objetivo do estudo em questdo. Foi entdo
possivel concluir que o camardo apesar de ndo apresentar niveis de histidina e lisina livre
relevantes, apresenta niveis de argina consideraveis o que resulta apds a sua descarboxilagdo em
teores elevados de cadaverina que posteriormente potencializagao o desenvolvimento de histamina,
sendo assim possivel relacionar estes resultados com os anteriormente discutidos nas outras

analises.

A cavala foi o peixe que revelou maior concentra¢do dos trés aminodcidos precursores de
aminas, no entanto quando analisados paralelamente os teores de aminas presentes neste tipo de
peixe nao houve relevancia nos resultados. O atum fresco também revelou niveis elevados dos trés
aminoacidos, no entanto o atum em conserva apenas revelou resultados significativos relativamente

4 histidina livre.

Podemos entdo concluir que estes resultados vao ao encontro do que € referido na bibliografia
consultada, que indica que os peixes com maiores teores de histidina livre sdo o atum, a cavala e a

sardinha.

\

Relativamente a terceira parte da atividade experimental, o questionario a populagdo, foi
possivel entender que existe uma quantidade significativa de individuos com alergias alimentares.
A alergia alimentar a produtos do mar, assume uma importancia consideravel na amostra estudada
(11,73%) e vai ao encontro da bibliografia consultada que refere que esta ¢ uma das principais

alergias alimentares encontradas entre individuos.

Esta relevancia de resultados, surge como consequéncia deste tipo de alimentos ser bastante
propenso na dieta mediterranea e ter uma grande importancia na alimentacao dos portugueses desde

ha muitos séculos. As propensdes alérgicas estdo intimamente ligadas a disponibilidade dos
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alimentos na alimentacdo de cada tipo de populagdo, por esse motivo podemos concluir que

culturas gastrondmicas com maior enfase em alimentos ligados ao mar em individuos que tém uma
maior pré-disponibilidade em desenvolver em alergias a estes mesmo, como acontece, segundo a

bibliografia, nos paises asiaticos que tém habitos alimentares muito baseados em produtos do mar.

Outra conclusao retirada deste questionario, foi que existe uma relagao entre os individuos com

doengas respiratdrias e simultaneamente com alergia alimentar diagnosticada (77,3%).

Quando perguntado aos inquiridos se estes tinham um diagnostico clinico dos diferentes tipos
de alergia relatados, apenas 30,5% diz ter um diagnostico clinico conciso. A maior parte destes
dizem ter acompanhamento clinico (70,3%). Este ¢ um dado que alertou para a necessidade de uma
estrutura mais efetiva quando se trata de diagnostico clinico deste tipo de patologia, uma vez que

reacoes de hipersensibilidade graves podem levar individuos a morte.

Foi possivel também concluir que as idades em que se manifestaram as primeiras reagdes
alérgicas sdo as chamadas idades de mudanga no organismo e de muitas vezes, habitos alimentares,
tendo sido possivel destacar idades até aos 14 anos de idade (36,9%) e em idades apos os 21 anos
de idade (41,7%). Apesar disso estes resultados estdo também intimamente ligados com outra
questdo realizada neste mesmo questionario que indica que o primeiro contacto com o alimento

alérgico se da apos os 14 anos de idade (37,7%).

Este tipo de alimentos em que o primeiro contacto ¢ apds os 14 anos, engloba alimentos como
alguns tipos de peixe e marisco uma vez que o marisco nao ¢ um alimento inserido na alimentacao
nos primeiros anos de vida. J& que os alimentos que uma crianga até aos dois anos de idade mantem
contacto sao alimentos da cadeia base da alimenta¢ao como € o caso do leite, peixes magros, carne

e alguns legumes e frutas.

O segundo resultado com maior significancia relativo ao primeiro contacto com o alimento
alérgico ¢ na faixa etaria até os 2 anos de idade, o que releva como anteriormente dito, um
cruzamento de dados entre estas duas questdes realizadas no questionario. Por este mesmo motivo

a proteina do soro do leite foi relatada com sendo a que tem maior incidéncia alérgica.

Para concluir, foi possivel assumir que os sintomas gastroenteroldgicos sao 0os com maior
incidéncia entre os inquiridos o que também vai ao encontro da bibliografia encontrada, sendo

relatados por 54,3% neste inquérito realizado.

Apesar das amostras analisadas na microbiologia e na quimica nao serem as mesmas, ¢ possivel
fazer uma comparag¢ao entre os resultados obtidos nas duas andlises, uma vez que ambas os estudos
foram realizados em espagos amostrais significativos que permitem uma comparacao relevante das

mesmas.
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ANEXO 1 (VALORES GUIA INSA 2019)

Tabela 1: *Valores-guia INSA” - Grupos e Subgrupos de alimentos prontos para consumo

Grupo 1 - Alimentos que sofreram tratamento térmico

Subgrupo | Categoria de alimentos Exemplos
1A _Alimentos totalmente cozinhados, ndo manusea- Pratos/aperitivos, servidos quentes
dos apds o tratamento térmico Pratos servidos quentes, sopas.
estlio ncluidos os alimentos fracionados em porgles |  Alimantos de Cook-chill @ Cook-freeze, apds o reagquecimento/regeneraciio.
individuais @ os gue levam cobertura colocada em Pratos/aperitivos, servides frios
quante Bolinhos/pastéis de bacalhau, bolas de bacalhaw/carne, croquetes, empadas,
a filetes de peixe, folares, panados, pastés de came/mariscofpeixe, pizzas,
_Alimentos reconstituidos a partir de um produto uickes/laries suigudes, rissSin.
desidratado, com excegdo das FDL Pastelaria e sobremesas
Aletria, arroz doce, leite-crame @ tapioca sem canela, biscoitos @ bolachas,
bolo de chocolate com @ sam cobertura, compotas, croissants, frutas
assadas ou cozidas, gelatinas, mousses instantaneas, pastéis de nata,
pudins, quaques, tartes de macgi.
iB _Alimentos totalmente cozinhados, manuseados | Pratos/aperitivos, servides frios
apes o tratamento térmico Crepes com recheio, salada russa com maionese, saladas frias de
esthio incluidos os alimentos adicionados de compo- |  8rfa2/batata/massa, produtos rbrﬁ.:oha cqziﬁadoacomdsicindo )
nentes processados, com baixo pH ou baixo a,, mmmwwpmm‘mymmmmm.
como agiicar em pd, coco ralado, especiarias, frufos | M0Zes @ pinhfes. :
sacos, maionese, mel, ketchup, xaropes da carame- Alimentos de Coak-chil @ Cook-freaze, antes do reaquecimenta/raganeragio.
bo, da chocolate, de fruta, etc. ou congelados Crustaceos e moluscos bivalves cazidos.
Pastelarnia e sobremesas
Aletria, arroz doce, leite-creme e tapioca com canela, bolas de Barlim,
éclairas, bavaroises, cheasecake e gelados com natas ultrapasteurizadas
[UHT).
Crepes com recheio e/ou cobertura, moussa de bolachas/bicoitos, roloftorta
da laranja, saladas de fruta em calda, salame de chocolate.
Sandes
Cachorro, hambirguer no plio, prego no plo, sandes de atum/carne assada
/panado.
Babidas
Tisanas/chas com aromas.
ic _Alimentos com componentes totalmente cozinha- Pratos/aperitivos, servidos frios
dos adicionados de componentes pasteurizados Fiambres/mortadelas fatiados, saladas frias de arroz/massa com fiambre.
conservados em relrigeraio Pastelaria e sobremesas
nlo incluidos no Grupo 18 Gelados preparados com natas frescas, tartes com natas frescas, pastéis
racheados com natas frescas.
Sandes
Sandes da fiambre/mortadela/queijo flamengo.
1D _Formulas desidratadas para lactentas (FDL) FDL reconstituidas, em biberSo ou em copo.

reconstituidas
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Grupo 2 - Alimentos compostos de alimentos totaimente cozinhados/pasteurizados, adicionados de
componentes crus ou carne ou peixe crus, prontos para consumo

Subgrupo | Categoria de alimentos Exemplos
24 _Alimentos compostos Pratos/aperitivos
astlo ncluidos os alimentos totalmente cozinhados Pratos cozinhados dacorados com laves apontamentos de produtos
adicionados de frutos/produtos horticolas crus, em horticolas frescos [ex. coentros, horteld, manjericlo, salsa) ou frutos fex.
Qque 08 crus constituem apenas um apontamento, ou morango ou rodala de laranja/limio/tomata).
estavam congealados Sobremesas
Gelados de fruta.
Bebidas
Batidos de fruta congelada.
28 _Alimentos compostos Pastelaria e sobremesas
est8o incluidos os alimentos totalmente cozinha- Bolos/pastéis/tartes contando fruta fresca, bolos/pastéis/tartes de natas
dos/pasteurzados, adicionados de frutos crus com frescas com frutas frescas, saladas de frutas com mistura de fruta fresca e
ou sem molhos fruta em calda.
Bebidas
Batidos de fruta.
2C _Alimentos compostos Pratos/aperitivos
estBo incluidos os alimentos totalmente cozinha- Prato da carne/peixe/ovos contendo mistura de vegetais ou frutos crus.
dos/pasteurizados, adicionados de produtos horti- |  Paté de atum/camar8o/delicias do mar com cebola, himus, salada de
colas crus podendo incluir frutos crus feijiio-frade com salsa, cebola e ovo cozido, saladas mistas compostas de
alimentos cozinhados @ vegetais crus.
Sandes
Sandes contendo produtos horticolas {ex. alface, cebola, cenoura, tomate,
riscula) frescos.
20 _Alimentos compostos a/ou com queijo (fabricado Pratos/!
com leite cru), carne/peixe crus Sushi, Sashimi, Nigiri, Maki, Ceviche, Tartaro e Carpaccio de peixe/carne.
estio incluides queijos (fabricados com leite cru), | gandes
came/paixa/marisco crus/marinados/fumados/sal- | 5andes de chourigo/presunto/salm&o fumado com ou sem alface, cabols,
gdoa acompanhados ou n&o de alimentos fotalmen- | omate
te cozinhados/frutos/produtos horticolas/algas crus
Grupo 3 - Frutos e produtos horticolas crus
Subgrupo | Categoria de alimentos Exemplos
3A _Frutos e produtos horticoles crus cortados, ou pre- Fruta ao natural descascada, morangos e outros frutos vermelhos, saladas
parados para consumo no proprio dia, com ou sem de frutas, saladas de produtos horticolas crus (ex. alface, agrifio, cebola,
molhos, podendo incluir um pequeno apontamento cenoura, riicula, tomate), com ou sem molhos (ex. maioness, vinagrets) e
de alimantos totalmente cozinhados com ou sem baterraba/milho cozidos.
_Sumos de frutos efou da produtos horticolas frescos, | Bebidas
para consumo no proprio dia Sumos de ananas/beterraba/cenoura/espinaires/irutos vermelhos/laranja/
lim3o/tomata.
3B _Frutos e produtos horticolas crus minimamente pro- | Fruta ao natural descascada, morangos e outros frutos vermelhos, saladas
cessados (V gama), incluindo Baby Laaf e rebentos da frutas, saladas de produtos horticolas crus (ex. alface, agrifio, cebola,
cenoura, ricula, tomate), com ou sem molhos (ex. vinagrete, maionese).
Grupo 4 - Alimentos ou seus componentes contendo flora especifica prépria
Subgrupo | Categoria de alimentos Exemplos
NA _Alimentos ou seus componentes contendo floraes- | FDL contendo probicticos {4+1D), salada de alfiace com molho de iogurta
pecifica propria, classificar como Grupo 4 quando | [4+3A)
a flora espeacifica intarfere no ensaio ou de acordo
com o Grupo (1, 2, 3) e Subgrupo respetivo
NA - Niio Aplicével
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Precursores de Aminas Biogénicas no Pescado e a sua Relagdo com a Alerginicidade
Tabela 4: *Valoras-guia INSA™ - interpretagfo da qualidade microbiolégica/estado higiénico

Nivel da qualidade microbiolégica

Satisfatdrio
Todos os resultados de todos os pardmetros sSo
satisfatorios

Questionaval
Um ou mais do que um parametro com resultado
questionavel

N&o satisfatdrio
Um ou mais do que um parametro com rasultado no
satisiatdrio

Né&o satisfatorio/potencialments perigoso
Um ou mais do que um parametro com resultado no
satisfatorio/potancialmante perigoso

Superficies do ambiente de
preparagao/distribuigao alimentar

Nivel do estado higiénico

Todos os resultados de todos os parametros sfo
satisfatorios

Nao satisfatdrio
Um ou mais do que um parametro com rasultado
ndo satisfatdrio
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Tabela 5: *Valores-guia INSA™ - microrganismos patogénicos e toxinas em alimentos prontos para consumo

Resultado
Contagem (ufc/g ou ufc/ml) ou Pesquisa (em 25 g) Nota !
@ toxinas Nio satisfatorio/
Satisfatdrio Nio satisfatdrio  potencialmente Testas de refaréncia
perigoso
Baciilus cargys N0 ? <103 103 - <10°% >108 Confirmar a capacidade de produzir toxina,
tipificag8o molecular
Outros Bacillus spp. petogénicos <104 104 - <108 >108 Tipificag8o molecular
Ciostridium perfringens <102 102 - <104 >104 Tipificaglio molecular, detecio do gena codificador
da towina na estirpa isolada
Estafilococos coagulase positiva <10 102 - <104 >104 Tipificaglio molecular, dataglio da patogenicidada
{deteglo do gene codificador da toxina na estirpa
isolada ou verificar se a estirpe & produtora de
toxina), resisténcia aos antimicrobianos
Listeria monocytogenas Nfo detetado Datatado >102 Tipificagio molecular @ serotipagem das estirpes
isoladas
Campylobacter spp. Nio detetado NA Detetado Tipificag8o molecular, resisténcia aos
antimicrobiancs
Cronobacter spp. Nio detetado NA Detetado
Enterotoxina estafilocicica Néio detetado NA Detetado Identificagio do grupo da toxina
Escherichia coli varotoxigénico No detetado NA Detetado Tipificag&o molecular, resisténcia aos
(VTEC) antimicrobianos
Escherichia coli patogénicos Nio detetado NA Detetado Tipificag8o molecular, resisténcia aos
(EPEC, ETEC, BIEC, EAEC, DAEC) antimicrobianos
Norowirus Nio detetado NA Detetado
Saimonalla spp. Nio detetado NA Detetado Serotipagem, tipificag®o molecular, resisténcia aos
antimicrobianos
Shigella spp. Nio detetado NA Detetado Tipificag8o molacular
Vibrio choleras Nio detetado NA Detetado Serotipagem, tipificagiio molacular
Vibrio parahaemolyticus Nio detetado NA Detetado Tipificag8o molecular
Yersinia enterocolitica Nio detetado NA Detetado Serotipagem, tipificagio molacular
NA - N&o Aplicavel

ufc/g - unidades formadoras de colGnias por grama

ufc/ml - unidades formadoras de coldnias por mililitro

Nota 1 - Usualmente, o ensaio & realizado em 25 g ou em 25 ml de alimento por teste analitico; uma porg&o diferente pode ser requerida
para algumas situagfes {ex. amostra nsuficiente, preconizado em normas, investigagfo de surtos de toxinfeg8o alimentar).

Nota 2 - FDL reconstituidas {Subgrupo 1D) - os limites a considarar s&o- Satisfatorio <5x10"; No satisfatério 5x10'-10%;
Nio satisfatério/potenciaiments perigoso »10°.
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Tabela 6: "Valores-guia INSA™ - microrganismos indicadores de higiene e de alteragido em alimentos prontos para consumo

s Resultado
indi “l de higi e & Sut Contagens (ufc/g ou uic/ml)
@ de alterago Satisfatér Canlionied Nio satisfatsri
Microrganismos a 1A, 1D Nou 1 <103 102 - <104 >104
VN tigein i ) <104 104 - <105 108
aerdbios mesdfilos 24
ic <106 10°% - <108 >108
28 razio CAM/BAL <100 Mo 2
20 <108 108 - <107 >107
razo CAW/BAL <100 Nou 2
2C <108 108 - <108 >108
3A, 3B razio CAM/BAL <100 Nom 2
4 Nota 1 <108 106 - <108 >108
raz8io CAM/BAL <100 Nom? razo CAM/BAL >100
Levaduras 1A, 1B, 1D <103 102 - <104 >104
2A
ic <104 104 - <10% >108
28,20
2,3 <106 105 - <108 >108
4 Not2 1 NA NA NA
Boloras LZ3 <5x102 Sx102 - <103 >103
4 Netz i NA NA NA
Enterobactenaceas 3 37 °C 1A, 1B <102 102 - <103 >10°
iD Nio detetado Datatado >102
em 10 ml ou em 10 ml ou
em 10 g Nou3 am 10gea<i0?
2A <103 103 - <104 >104
ic <104 104 - <10® >106
28,2C, 20
3A
38 <10% 10% - <108 >108
Escherichia col 1 <10 210
(N2o detetado) NA
2 <10 10- <102 »102
3 [N&o detetado)
Listenia spp. Todos os grupos <10 10 - <102 102
NA - Nio Aplicivel
ule/g - unidades | doras de por grama
ulc/ml - unidades | o de coldnias por midilitro

CAM - Microrganismos aarcbios mescéios

BAL - Bactérias acido-laticas

Nota 1 - Aplicével quando a flora especifica interfers nests ensaic.

Nota 2 - Sempre gue o resultado dos “Mi i 2 30 °C* for superior 20 VMR e inferior ou igual 20 VMA, dovera ser tida em conta & razso CAMBAL
na interpretagio do ltado em que h D pasteurizados efou incluam componantes com flora especifica propria.

Nota 3 - Sempre que 5o de Ei b i a deve sar submetida a festes para detagio do Cronobacter spp..
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ANEXO 2 — Resultados Microbioldgicos tratados relativamente as amostras recolhidas
entre 2015-2017

N2 LINHA TIPO PESCADO f&’:& APRECIACAO TRANSPORTE FUNGOS MICRORGANISMOS ch)maZSM
2015

8 PESCADA 1A S NAO
12 PESCADA 1A S NAO
13 PESCADA 1A S NAO
19 PESCADA 1A S SIM
18 PESCADA 2C NS NAO
22 PESCADA 2C NS NAO
23 PESCADA 2C NS SIM
49 PESCADA 2C S NAO
53 PESCADA 2C NS NAO
54 PESCADA 2C Q SIM
55 PESCADA 2C NS SIM
57 PESCADA 1A S SIM
82 PESCADA 1A Q NAO
91 PESCADA 1A Q NAO
94 PESCADA 2C NS NAO
96 PESCADA 1A S NAO
106 PESCADA 1A S NAO
123 PESCADA 1A S NAO
124 PESCADA 1B S SIM
126 PESCADA 2A S NAO
134 PESCADA 1A S NAO
140 PESCADA 1A S NAO
144 PESCADA 2C NS NAO
152 PESCADA 1B Q SIM
161 PESCADA 1B NS NAO
164 PESCADA 1A S NAO
169 PESCADA 1A S NAO
172 PESCADA 2C NS SIM Estafilococoos +
180 PESCADA 1A S NAO
181 PESCADA 1B NS NAO
182 PESCADA 1A NS NAO
189 PESCADA 2C NS NAO
191 PESCADA 1A S SIM
201 PESCADA 1A S NAO
202 PESCADA 1A S NAO
218 PESCADA 1A S NAO
223 PESCADA 1A S SIM
232 PESCADA 1A S NAO
238 PESCADA 2C S SIM
239 PESCADA 2C Q NAO
260 PESCADA 2C Q NAO
261 PESCADA 1A Q NAO
262 PESCADA 1A NS SIM
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N2 LINHA TIPO PESCADO fﬁ;:; APRECIACAO TRANSPORTE FUNGOS MICRORGANISMOS c gmc;ggm
2015
267 PESCADA 2C NS NAO
268 PESCADA 2C NS NAO
294 PESCADA 1A S NAO
296 PESCADA 1A S NAO
297 PESCADA 1A S NAO
5 ABROTEA 1A NS SIM
132 ABROTEA 1A Q SIM
133 ABROTEA 1A Q NAO
156 ABROTEA 1A Q NAO
175 ABROTEA 2A S NAO
176 ABROTEA 2A S NAO
193 ABROTEA 2A S NAO
206 ABROTEA 1A S NAO
216 ABROTEA 1A S NAO
237 ABROTEA 1A S NAO
6 ATUM 1A Q NAO
14 ATUM 2C NS NAO
15 ATUM 1B Q NAO
48 ATUM 1B NS NAO
51 ATUM 2C Q SIM
52 ATUM 2C Q NAO
61 ATUM 2C NS NAO
65 ATUM 2C NS NAO
66 ATUM 2C NS NAO
89 ATUM 1B NS NAO
98 ATUM 1A S NAO
99 ATUM 1A Q NAO
100 ATUM 1B S NAO
101 ATUM 1B Q SIM
104 ATUM 1A S NAO
115 ATUM 2C NS NAO
116 ATUM 1B NS NAO
117 ATUM 1B NS SIM
127 ATUM 2C S NAO
128 ATUM 1B NS SIM
135 ATUM 1A S NAO
136 ATUM 2C NS NAO
155 ATUM 1B NS NAO
157 ATUM 1B NS NAO
158 ATUM 1B NS NAO
166 ATUM 1B S NAO
171 ATUM 1B NS NAO
179 ATUM 1A S NAO
197 ATUM 1B Q NAO
200 ATUM 1B Q NAO
205 ATUM 1A S NAO
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Ne LINHA TIPO PESCADO f&’:& APRECIACAO TRANSPORTE FUNGOS MICRORGANISMOS c émggm
2015

207 ATUM 1B S NAO
208 ATUM 1A S NAO
215 ATUM 2C NS NAO
220 ATUM 2C Q NAO
226 ATUM 1A Q NAO
229 ATUM 1A S NAO
230 ATUM 1A S NAO
236 ATUM 2C NS NAO
248 ATUM 2C NS NAO
247 ATUM 2C NS NAO
255 ATUM 2C NS NAO
266 ATUM 1A S NAO
275 ATUM 2C NS NAO
276 ATUM 1A NS NAO
277 ATUM 1A S NAO
279 ATUM 1B Q NAO
7 BACALHAU 1A S NAO
25 BACALHAU 2C Q NAO
26 BACALHAU 2C S SIM
31 BACALHAU 2C NS NAO
34 BACALHAU 2C NS SIM
39 BACALHAU 1A S NAO
63 BACALHAU 1A S NAO
64 BACALHAU 2C S NAO
107 BACALHAU 2C Q NAO
108 BACALHAU 1A S NAO
111 BACALHAU 1A S NAO
114 BACALHAU 2A Q NAO
118 BACALHAU 1A S NAO
119 BACALHAU 1B NS NAO
129 BACALHAU 1B S NAO
131 BACALHAU 2C S NAO
139 BACALHAU 2C NS NAO
141 BACALHAU 2C S NAO
148 BACALHAU 1A S NAO
153 BACALHAU 2C Q NAO
170 BACALHAU 1A S NAO
173 BACALHAU 1A S SIM
184 BACALHAU 2A NS NAO
185 BACALHAU 1A Q NAO B.cereus
186 BACALHAU 1A Q NAO
188 BACALHAU 2C NS NAO
192 BACALHAU 1A Q NAO
194 BACALHAU 1A S NAO
198 BACALHAU 1A S NAO
203 BACALHAU 2C NS NAO
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GRUPO ~ L-MONO
] -
N2 LINHA TIPO PESCADO ANALISE APRECIACAO TRANSPORTE FUNGOS MICRORGANISMOS CONTAGEM
2015
209 BACALHAU 1B NS NAO B.cereus
211 BACALHAU 2A NS NAO
213 BACALHAU 1A S NAO
219 BACALHAU 2A Q SIM
227 BACALHAU 1A S NAO
233 BACALHAU 1A S NAO
264 BACALHAU 1A S NAO
271 BACALHAU 2A Q NAO
272 BACALHAU 1A S NAO
273 BACALHAU 1A S NAO
274 BACALHAU 1A S NAO
280 BACALHAU 2C NS NAO
281 BACALHAU 1A S SIM
282 BACALHAU 2A Q NAO
284 BACALHAU 2A NS NAO
306 BACALHAU 1A S NAO
307 BACALHAU 1A S NAO
310 BACALHAU 1A Q NAO
312 BACALHAU 1A S NAO
9 CAVALA 2C NS NAO
27 CAVALA 2C NS NAO
28 CAVALA 2C NS NAO
29 CAVALA 2C NS NAO
67 CAVALA 2C Q NAO
68 CAVALA 2C NS NAO
69 CAVALA 2C S NAO
DOURADINHOS
10 (INDUSTRIAL) 2C S NAO
DOURADINHOS
36 (INDUSTRIAL) 2C NS NAO
DOURADINHOS
37 (INDUSTRIAL) 1A NS NAO
DOURADINHOS
109 (INDUSTRIAL) 1A S SIM
DOURADINHOS
78 (INDUSTRIAL) 2C Q NAO
DOURADINHOS
79 (INDUSTRIAL) 2C Q NAO
DOURADINHOS
110 (INDUSTRIAL) 2C NS NAO
16 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q NAO
17 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C Q NAO
24 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO
30 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q NAO
33 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q NAO
38 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
43 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
44 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S SIM
45 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
47 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B Q SIM
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N2 LINHA TIPO PESCADO fﬁ;:; APRECIACAO TRANSPORTE FUNGOS MICRORGANISMOS c gmc;:gm
2015
49 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B S NAO
58 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
59 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO
72 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C Q SIM
73 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
76 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C Q NAO
77 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
83 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO
93 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q NAO
97 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q SIM
105 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
120 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO
121 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO
125 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
130 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S SIM
138 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO
147 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS SIM PRESENTE
149 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C Q NAO
159 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO
160 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO
161 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B NS NAO
163 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A NS NAO B.cereus
165 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q NAO
167 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C Q NAO
196 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
197 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
210 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
228 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C Q NAO
235 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2A S NAO
241 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
242 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
243 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B NS SIM
245 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
253 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C Q NAO
254 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO
263 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2A Q NAO
269 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
270 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2A NS NAO
285 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
286 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
287 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
288 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
293 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
295 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S SIM
311 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
312 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
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N2 LINHA TIPO PESCADO fﬁ;:; APRECIACAO TRANSPORTE FUNGOS MICRORGANISMOS c gmc;ggm
2015
20 CAMARAO 1A S NAO
21 CAMARAO 1A Q NAO
40 CAMARAO 1A S NAO
177 CAMARAO 1A Q SIM
181 CAMARAO 1B NS NAO
217 CAMARAO 1A S NAO
304 ARENCA 1A Q NAO
146 CHOCO 1A S NAO
290 CHOCO 1A S NAO
291 CHOCO 1A S NAO
62 TITUREIRA 1A Q SIM
162 TITUREIRA 1B NS NAO
289 TRUTA 1A S SIM
240 RAIA 2C Q NAO
187 RED FISH 1A Q NAO
92 MARUCA 1A S NAO
145 PEIXE ESPADA 1A S SIM
11 RANCHO 1A S NAO
80 RANCHO 1A S NAO
84 RANCHO 1A S NAO
95 RANCHO 1A S NAO
122 RANCHO 1A S NAO
244 RANCHO 1A S NAO
249 RANCHO 1A S NAO
250 RANCHO 1A S NAO
292 RANCHO 1A S NAO
303 RANCHO 1A S NAO
35 CARAPAU 2C Q NAO
137 CARAPAU 2C Q NAO
212 CARAPAU 1A Q NAO
308 CARAPAU 1A Q NAO
41 VALENCIANA 2C Q NAO
42 VALENCIANA 2C NS NAO
90 VALENCIANA 1A S NAO
225 VALENCIANA 1A S NAO
50 LULA 1A S SIM
150 LULA 1A Q NAO
151 LULA 1A Q SIM
252 LULA 2A S NAO
56 POTA 1A S NAO
74 POTA 2A S NAO
178 POTA 2A S NAO
199 POTA 1A S NAO
300 POTA 1A S NAO
112 PERCA 2C Q NAO
183 PERCA 1A S NAO
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Ne LINHA TIPO PESCADO f;:;:; APRECIACAO TRANSPORTE FUNGOS MICRORGANISMOS c gmc;gsm
2015
301 PERCA 1A NS SIM
251 TAMBORIL 2A NS NAO PRESENTE
309 TAMBORIL 1A S NAO
231 ALABOTE 1A S NAO
298 ALABOTE 1A S NAO
195 LINGUADO 1A S SIM
46 SALMAO 1A NS NAO
142 SALMAO 1A S SIM
143 SALMAO 1A Q SIM
214 SALMAO 1A NS SIM B.cereus
222 SALMAO 2A S NAO
224 SALMAO 1A S NAO
287 SALMAO 1A S NAO
60 CORVINA 1A S NAO
299 SUSHI 2D NS NAO
81 SOLHA 1A Q NAO
113 SOLHA 1A S SIM
168 SOLHA 1A Q SIM
174 SOLHA 1A S NAO
183 SOLHA 1A S NAO
302 SOLHA 1A Q NAO
85 PANGA 1B Q NAO
N2 LINHA TIPO PESCADO S;XLTSE APRECIAGAO TRANSPORTE FUNGOS MICRORGANISMOS c;mazgm
2016
PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A NS NAO CAM/EB PRESENTE
4 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
10 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B Q NAO
13 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO CAM/EB
22 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A NS SIM CAM/EB
24 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C S NAO
33 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
39 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q NAO
40 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A NS NAO CAM
41 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
46 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S SIM
47 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO CAM/EB
59 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
63 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B S NAO
64 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B Q NAO
94 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q NAO
105 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
121 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C Q SIM
143 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S SIM
147 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B Q NAO
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N2 LINHA TIPO PESCADO fﬁ::& APRECIACAO TRANSPORTE FUNGOS | MICRORGANISMOS c émiggm
2016

149 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO X CAM

153 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B Q NAO

155 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO

158 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO

164 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q NAO

197 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S SIM

202 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO

206 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO

231 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO

241 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO EC

245 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO EC

256 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B Q NAO

258 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO EC

290 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S SIM

304 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS SIM CAM/EB

308 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q NAO

315 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS SIM X CAM/EB/EC

325 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S SIM

355 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A NS NAO EB/EC

3 BACALHAU 1A Q NAO

6 BACALHAU 2C NS NAO CAM/EB

7 BACALHAU 1A S NAO

17 BACALHAU 1A S NAO

18 BACALHAU 2C Q NAO

28 BACALHAU 1A Q SIM

35 BACALHAU 1A Q NAO

51 BACALHAU 1B S NAO

52 BACALHAU 1B Q NAO

53 BACALHAU 1B Q NAO

69 BACALHAU 2C NS SIM CAM

84 BACALHAU 1A S NAO

89 BACALHAU 1A Q NAO

91 BACALHAU 2A NS NAO CAM/EB

103 BACALHAU 1A S SIM

111 BACALHAU 1A Q SIM

112 BACALHAU 1A S NAO

22 BACALHAU 2C Q SIM

123 BACALHAU 1A S NAO

154 BACALHAU 1A S NAO

162 BACALHAU 1A NS NAO EB/EC/STA

173 BACALHAU 1A Q NAO

176 BACALHAU 1A S NAO

184 BACALHAU 1A NS NAO EB

209 BACALHAU 1A S NAO

233 BACALHAU 2A Q NAO

244 BACALHAU 1A S SIM

261 BACALHAU 1A Q NAO

101




oinicidade

Precursores de Aminas Biogénicas no Pescado e a sua Relagdo com a Aler,

Ne LINHA TIPO PESCADO fﬁ::& APRECIACAO TRANSPORTE FUNGOS | MICRORGANISMOS c émizgm
2016

267 BACALHAU 2A Q NAO
275 BACALHAU 1A NS SIM CAM/EB/EC
291 BACALHAU 1A Q NAO
292 BACALHAU 1A NS NAO CAM/EB/EC/B.cereus
299 BACALHAU 1A S NAO
302 BACALHAU 1A S NAO
333 BACALHAU 1A S NAO
338 BACALHAU 1A S SIM
348 BACALHAU 2A S NAO
349 BACALHAU 1A S NAO
156 BACALHAU 1A NS NAO CAM
203 BACALHAU 1A S NAO
5 ATUM 2C Q NAO
9 ATUM 1B NS NAO CAM/EB
11 ATUM 1B NS NAO CAM/EB
12 ATUM 1B NS NAO CAM/EB
30 ATUM 1B NS NAO CAM/EB
55 ATUM 2C Q NAO
56 ATUM 2C Q NAO
57 ATUM 2C NS NAO B.cereus
71 ATUM 2A NS NAO CAM/EB
87 ATUM 2A NS NAO CAM/EB
90 ATUM 1A S NAO
92 ATUM 1B Q NAO
96 ATUM 2C Q NAO
140 ATUM 1A S NAO
150 ATUM 2C NS NAO CAM/EB
160 ATUM 1A S NAO
166 ATUM 1B NS NAO CAM/EB
167 ATUM 1B NS NAO EC/EB
175 ATUM 1B NS NAO CAM/EB/EC
177 ATUM 1A Q NAO
180 ATUM 1B Q NAO
186 ATUM 1B Q NAO
187 ATUM 1B NS NAO X CAM/EB
188 ATUM 1B S NAO
210 ATUM 1B NS NAO EB
213 ATUM 1B S NAO
219 ATUM 1B NS SIM CAM
247 ATUM 1B Q NAO
257 ATUM 1A S NAO
277 ATUM 1B NS NAO CAM/EB
278 ATUM 1B NS NAO CAM/EB/EC
293 ATUM 1B S SIM
326 ATUM 1A Q SIM
327 ATUM 1A S NAO
332 ATUM 1B NS NAO CAM/EB/EC
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334 ATUM 1B S NAO

336 ATUM 1B NS NAO EB/EC

344 ATUM 1B Q NAO

8 PESCADA 1A Q NAO

14 PESCADA 2C NS NAO CAM/EB

15 PESCADA 2C NS NAO X EB

16 PESCADA 1A Q NAO

27 PESCADA 1A S NAO

36 PESCADA 1A Q NAO

42 PESCADA 1A S NAO

43 PESCADA 2C Q NAO

44 PESCADA 2C Q NAO

61 PESCADA 1A S NAO

62 PESCADA 1A Q NAO

63 PESCADA 1B S NAO

75 PESCADA 1A S NAO

95 PESCADA 1A S NAO

107 PESCADA 1A S NAO

108 PESCADA 1A S NAO

110 PESCADA 2A Q NAO

115 PESCADA 1A S SIM

116 PESCADA 1A NS NAO CAM

130 PESCADA 2C NS NAO X CAM/EB

131 PESCADA 2C NS NAO CAM/EB

132 PESCADA 2C NS NAO CAM/EB

133 PESCADA 1A S NAO

134 PESCADA 2C S SIM

144 PESCADA 1A Q NAO

146 PESCADA 1A S NAO

148 PESCADA 2C NS NAO X CAM

153 PESCADA 1B Q NAO

155 PESCADA 1A S NAO

158 PESCADA 1A S NAO

182 PESCADA 1B NS NAO CAM/EB/EC

201 PESCADA 1A NS NAO CAM

204 PESCADA 1A Q NAO

212 PESCADA 1B Q NAO

214 PESCADA 1A Q NAO

225 PESCADA 1B NS NAO CAM/EB

229 PESCADA 1A S NAO

232 PESCADA 1A Q NAO

236 PESCADA 1A S NAO

242 PESCADA 1A S NAO

246 PESCADA 2A S NAO

251 PESCADA 1A S NAO

252 PESCADA 2C NS NAO CAM/EB/B.cereus

253 PESCADA 2C Q NAO
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254 PESCADA 2C NS NAO CAM/EB

255 PESCADA 2C NS NAO X CAM/EB

256 PESCADA 1B Q NAO

259 PESCADA 1A NS SIM EB/EC

269 PESCADA 1A Q NAO EB

270 PESCADA 1A S NAO

273 PESCADA 2C NS NAO CAM/EB

284 PESCADA 1A S NAO

296 PESCADA 1A Q NAO

305 PESCADA 2C NS NAO CAM/EB

306 PESCADA 1A S SIM

307 PESCADA 1B NS NAO EC

321 PESCADA 1A S NAO

322 PESCADA 2C NS NAO CAM/EB

323 PESCADA 2C NS NAO EB

324 PESCADA 2C NS NAO CAM/EB/EC

329 PESCADA 1B NS NAO CAM

339 PESCADA 1A Q NAO

37 PESCADA 2A Q NAO

185 PESCADA 1A Q NAO

216 PESCADA 1A S NAO

248 PESCADA 1A S NAO

301 PESCADA 1A Q SIM

207 PESCADA 2C S NAO

208 PESCADA 2C NS SIM X CAM/EB

19 CALDEIRADA 1A S NAO

76 CALDEIRADA 1A S NAO

104 CALDEIRADA 1A S NAO

128 CALDEIRADA 2A Q NAO

224 CALDEIRADA 1A S NAO

279 CALDEIRADA 1A S SIM

340 CALDEIRADA 1A S NAO

345 CALDEIRADA 1A S NAO

20 PERCA 1A S SIM

21 PERCA 1A Q NAO

237 PERCA 1A Q NAO

23 CHOCO 1A S NAO

31 CHOCO 1A S NAO

38 CHOCO 1A S NAO

161 CHOCO 1A S SIM

178 CHOCO 2C S NAO

179 CHOCO 1A S NAO

190 CHOCO 1A S NAO

240 CHOCO 1A S NAO

25 SOLHA 1A Q SIM

26 SOLHA 2C Q NAO

58 SOLHA 1A S NAO
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189 SOLHA 1A S NAO
192 SOLHA 1A S NAO
39 DELICIAS DO MAR 2C NS NAO X CAM/EB
34 ABROTEA 1A Q NAO
171 ABROTEA 1A NS NAO CAM/EB
221 ABROTEA 1A S NAO
169 ABROTEA 1B S NAO
194 ABROTEA 1A S NAO
283 ABROTEA 1A Q NAO
288 ABROTEA 1A S SIM
289 ABROTEA 1A NS SIM CAM/EB
45 PANGA 1A S SIM
88 PANGA 1A S NAO
181 PANGA 1A S NAO
54 PALOCO 1A Q SIM
65 CAVALA 1A S NAO
66 CAVALA 2C Q NAO
67 CAVALA 2C Q SIM
151 CAVALA 2C Q NAO
152 CAVALA 2C NS NAO EB/CAM
294 CAVALA 1B S NAO
295 CAVALA 1B S NAO
309 CAVALA 1A S NAO
310 CAVALA 1A S NAO
311 CAVALA 1A S SIM
328 CAVALA 1A S NAO
68 MARUCA 1A S NAO
118 MARUCA 1A S NAO
138 MARUCA 1A Q SIM
139 MARUCA 1B Q SIM
285 MARUCA 1A NS NAO CAM/EB
72 CALAMARES (INDUSTRIAIS) 1A S NAO
174 CALAMARES (INDUSTRIAIS) 1A Q NAO
73 CARAPAU 1A Q NAO
77 CARAPAU 1A S NAO
341 CARAPAU 1A S NAO
352 CARAPAU 1A S NAO
250 CAMARAO 1A S NAO
330 CAMARAO 1A S NAO
350 CAMARAO 2C Q NAO EB
93 CORVINA 1A NS NAO EB
DOURADINHOS
97 (INDUSTRIAL) 1B Q SIM
DOURADINHOS
98 (INDUSTRIAL) 1B Q NAO
DOURADINHOS
99 (INDUSTRIAL) 1B S NAO
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N2 LINHA TIPO PESCADO ANALISE APRECIACAO TRANSPORTE FUNGOS MICRORGANISMOS CONTAGEM
2016
DOURADINHOS
100 (INDUSTRIAL) 1B Q NAO
DOURADINHOS
101 (INDUSTRIAL) 1B S NAO
DOURADINHOS
157 (INDUSTRIAL) 1A Q SIM
DOURADINHOS
193 (INDUSTRIAL) 2C NS NAO EB
DOURADINHOS
198 (INDUSTRIAL) 1A S NAO
DOURADINHOS
227 (INDUSTRIAL) 1A S SIM
DOURADINHOS
266 (INDUSTRIAL) 1A S NAO
DOURADINHOS
297 (INDUSTRIAL) 1B NS NAO EB
DOURADINHOS
298 (INDUSTRIAL) 1B Q NAO
102 VALENCIANA 1A S NAO
114 VALENCIANA 1A S NAO
129 VALENCIANA 1A S NAO
70 SALMAO 1B NS NAO CAM/EB/EC
106 SALMAO 1A S NAO
113 SALMAO 1A S NAO
125 SALMAO Q NAO
135 SALMAO 1A S SIM
136 SALMAO 1A S SIM
137 SALMAO 1A S SIM
165 SALMAO 1A Q NAO
170 SALMAO 1B NS NAO CAM/EB
183 SALMAO 1A S NAO
199 SALMAO 2C NS NAO EB
217 SALMAO 1A S SIM
218 SALMAO 1A S NAO
220 SALMAO 1A S NAO
228 SALMAO 1A Q NAO
235 SALMAO 1A NS NAO EB
238 SALMAO 1A S NAO
280 SALMAO 2C NS NAO CAM/EB
281 SALMAO 1A S NAO
282 SALMAO 2C NS NAO CAM/EB
303 SALMAO 1A NS NAO CAM/EB
312 SALMAO 1B NS NAO X CAM/EB
351 SALMAO 1A Q NAO
117 ALABOTE 1B S NAO
211 ALABOTE 1A Q NAO
342 ALABOTE 1A S NAO
346 ALABOTE 1A S NAO
119 LULA 1A S NAO
120 LULA 1A S NAO
168 LULA 1A S NAO
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195 LULA 1A S NAO
300 LULA 1A S NAO
126 PEIXE ESPADA 1A S NAO
222 PEIXE ESPADA 1A S NAO
127 TINTUREIRA 1A S NAO
234 TINTUREIRA 1A S NAO
141 POTA 1A Q NAO
142 POTA 1A Q NAO
191 POTA 1A Q NAO
196 POTA 1A S NAO
200 POTA 1A NS NAO CAM/EB
262 POTA 1A S SIM
263 POTA 1A NS NAO CAM
265 POTA 1A Q NAO
316 POTA 1A NS NAO CAM/EB PRESENTE
317 POTA 1A Q NAO
318 POTA 1A Q NAO
319 POTA 1A Q NAO
145 CACAO 1A S NAO
226 CACAO 1A S NAO
314 CACAO 1A S NAO
159 SARDINHA 1A NS NAO CAM/EB
172 SARDINHA 2C NS NAO X CAM/EB
205 DOURADA 1A S NAO
215 POLVO 1A S NAO
243 POLVO 1A S NAO
249 POLVO 1A S NAO
223 ARINCA 1A Q NAO
274 ARINCA 1A S NAO
276 ARINCA 1A Q NAO
343 ARINCA 1A S NAO
347 ARINCA 1A Q NAO
230 CHAPUTA 2A S NAO
127 TINTUREIRA 1A S NAO
234 TINTUREIRA 1A S NAO
MARISCO (NAO
268 DESIGNADO) 1A S NAO
286 TAMBORIL 1A S NAO
331 TAMBORIL 2A Q NAO
337 RED FISH 2A S NAO
73 CARAPAU 1A Q NAO
77 CARAPAU 1A S NAO
341 CARAPAU 1A S NAO
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1 PESCADA 1A S NAO

4 PESCADA 1A Q NAO

7 PESCADA 1A S NAO

16 PESCADA 1A S NAO

40 PESCADA 1A S NAO

41 PESCADA 1A S NAO

43 PESCADA 1A NS NAO EB

44 PESCADA 1A S NAO

45 PESCADA 1A S NAO

55 PESCADA 2C NS NAO CAM/EB

56 PESCADA 1B Q NAO

58 PESCADA 1A Q NAO

70 PESCADA 1A S NAO

79 PESCADA 2C NS NAO CAM/EB

81 PESCADA 2C Q SIM

82 PESCADA 1A S NAO

83 PESCADA 1A S NAO

84 PESCADA 1A S NAO

96 PESCADA 1A NS NAO EC

97 PESCADA 2C NS NAO CAM/EB

99 PESCADA 1B Q NAO

104 PESCADA 1B S SIM

106 PESCADA 2C NS NAO CAM

110 PESCADA 2C NS NAO EB

135 PESCADA 1A NS NAO CAM/B.cereus

136 PESCADA 1A S NAO

162 PESCADA 1A S NAO

171 PESCADA 1A S NAO

173 PESCADA 1A S NAO

174 PESCADA 1B Q NAO

184 PESCADA 1A NS NAO EC

185 PESCADA 1A Q NAO

188 PESCADA 1B S NAO

191 PESCADA 1B S NAO

200 PESCADA 1A Q NAO

213 PESCADA 1A S NAO

239 PESCADA 1A S NAO

240 PESCADA 1A S NAO

241 PESCADA 1A S NAO

251 PESCADA 1A Q NAO

275 PESCADA 2C Q NAO

276 PESCADA 2C NS NAO CAM/EB

277 PESCADA 2C NS NAO CAM/EB

281 PESCADA 2C Q NAO

282 PESCADA 2C NS NAO CAM/EB/EC

283 PESCADA 1A S NAO

285 PESCADA 1A NS SIM CAM
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286 PESCADA 1A S NAO

287 PESCADA 1B S NAO

288 PESCADA 1B S NAO

291 PESCADA 1B S NAO

296 PESCADA 1A S NAO

300 PESCADA 1A S NAO

302 PESCADA 1B Q SIM

303 PESCADA 1A Q NAO

34 PESCADA 1A Q NAO

2 ATUM 1A S NAO

31 ATUM 1B S NAO

32 ATUM 1B NS NAO CAM/EB

33 ATUM 1B S NAO

37 ATUM 1B S NAO

67 ATUM 2D NS NAO CAM/EB

77 ATUM 1A Q NAO

86 ATUM 1B NS NAO CAM/BOLORES/B.cereus

91 ATUM 1B Q NAO

93 ATUM 1B S NAO

114 ATUM 1B NS NAO CAM/EB PRESENTE

115 ATUM 1B NS NAO EB/EC

119 ATUM 2C Q NAO

123 ATUM 1A S NAO

128 ATUM 1B Q SIM

131 ATUM 2C NS SIM CAM

132 ATUM 2C NS SIM CAM

133 ATUM 2C NS NAO CAM/EB

143 ATUM 2C S NAO

144 ATUM 1B NS NAO CAM

145 ATUM 1B Q SIM

146 ATUM 1B NS SIM CAM/EB/EC

150 ATUM 2C NS SIM CAM/EB/BOLORES

151 ATUM 2C Q NAO

152 ATUM 2C S NAO

165 ATUM 2C NS SIM CAM/EB

167 ATUM 1A S SIM

170 ATUM 1B NS NAO CAM/EB

181 ATUM 1B NS SIM CAM/EB

189 ATUM 2C Q NAO

190 ATUM 1A Q NAO

192 ATUM 1A S NAO

198 ATUM 2C NS NAO CAM/EB

209 ATUM 2C S NAO

210 ATUM 2C Q NAO

234 ATUM 2C Q NAO

235 ATUM 2C NS NAO EB

236 ATUM 2C NS NAO EB
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267 ATUM 2C NS NAO CAM/EB/EC
269 ATUM 2D NS NAO CAM/EB
3 SALMAO 1A S NAO
12 SALMAO 1A S NAO
63 SALMAO 1A NS NAO CAM
64 SALMAO 1A S NAO
65 SALMAO 1A NS NAO CAM
66 SALMAO 2D S NAO
68 SALMAO 1A S NAO
90 SALMAO 1A S NAO
109 SALMAO 1A S NAO
111 SALMAO 2C Q NAO
124 SALMAO 1A Q NAO
156 SALMAO 2C Q SIM
226 SALMAO 1A Q NAO
237 SALMAO 1A NS SIM EB
257 SALMAO 1A S NAO
5 ALABOTE 1A S NAO
242 ALABOTE 1A Q NAO
196 ARINCA 1A S NAO
57 POLVO 1A S NAO
59 POLVO 1A S NAO
13 SOLHA 1A S NAO
158 SOLHA 1A S NAO
17 BACALHAU 1A Q NAO
21 BACALHAU 2C Q SIM
24 BACALHAU 1A S NAO
25 BACALHAU 2C Q SIM
36 BACALHAU 1A Q NAO
46 BACALHAU 2C NS NAO CAM
52 BACALHAU 1A Q NAO
53 BACALHAU 1A S NAO
54 BACALHAU 2C Q NAO
73 BACALHAU 1A S NAO
74 BACALHAU 1A S SIM
98 BACALHAU 2C Q NAO
121 BACALHAU 2C NS NAO EB
122 BACALHAU 2A S NAO
125 BACALHAU 1A S NAO
153 BACALHAU 1A Q NAO
157 BACALHAU 1A S NAO
159 BACALHAU 1A S NAO
169 BACALHAU 1A S NAO
179 BACALHAU 2A NS NAO EB
195 BACALHAU 2A NS NAO CAM
197 BACALHAU 1A S NAO
199 BACALHAU 1A S NAO
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201 BACALHAU 1A NS NAO CAM

202 BACALHAU 2C Q NAO

206 BACALHAU 1A S NAO

223 BACALHAU 1A Q NAO

233 BACALHAU 1A Q NAO

284 BACALHAU 2C S NAO

289 BACALHAU 1B S SIM

292 BACALHAU 2C Q NAO

293 BACALHAU 2C NS SIM CAM

294 BACALHAU 2C NS NAO

19 PEIXE-ESPADA 1A Q NAO

20 PEIXE-ESPADA 2C NS NAO PRESENTE

22 PEIXE-ESPADA 1A Q NAO

23 PEIXE-ESPADA 1A Q NAO

27 CARAPAU 2C Q NAO

28 CARAPAU 2A Q NAO

30 CARAPAU 1A S NAO

273 CARAPAU 1A Q NAO

42 MARISCO 1A Q NAO

11 ABROTEA 1A Q NAO

47 ABROTEA 1A Q SIM

80 ABROTEA 1A S NAO

278 ABROTEA 1A Q NAO

279 ABROTEA 1A S NAO

280 ABROTEA 1A NS NAO CAM

50 CAVALA 1A S NAO

51 CAVALA 1A S NAO

92 CAVALA 1B S NAO

101 CAVALA 1B S NAO

102 CAVALA 1A Q NAO

103 CAVALA 2C NS SIM CAM/EB

245 CAVALA 1A Q NAO

246 CAVALA 1A S NAO

247 CAVALA 1A S NAO

248 CAVALA 1A S NAO

253 CAVALA 1A S NAO

254 CAVALA 1A Q NAO

255 CAVALA 1A S NAO

256 CAVALA 1A Q NAO

297 CAVALA 1A Q NAO

298 CAVALA 1A S NAO

299 CAVALA 1A S NAO

301 CAVALA 1A NS NAO

62 VALENCIANA 1A S SIM

182 VALENCIANA 1A NS NAO EC

187 VALENCIANA 1A Q NAO

205 VALENCIANA 1A S SIM X
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266 VALENCIANA 1A S NAO
3 SALMAO 1A S NAO
12 SALMAO 1A S NAO
63 SALMAO 1A NS NAO CAM
64 SALMAO 1A S NAO
65 SALMAO 1A NS NAO CAM
66 SALMAO 2D S NAO
67 SALMAO 2D NS NAO CAM/EB
68 SALMAO 1A S NAO
90 SALMAO 1A S NAO
109 SALMAO 1A Q NAO
111 SALMAO 1B Q NAO
124 SALMAO 1A Q SIM
156 SALMAO 1B Q NAO
226 SALMAO 1A Q NAO
237 SALMAO 1A NS SIM EB
257 SALMAO 1A S NAO
269 SALMAO 2D NS NAO CAM/EB
69 CHOCO 1A S NAO
193 CHOCO 2C NS NAO CAM
268 CHOCO 1A S SIM
72 DELICIAS DO MAR 1B NS NAO EB
75 POTA 1A S NAO
117 POTA 1A S NAO
224 POTA 1A S NAO
229 POTA 1A S NAO EB
244 POTA 2A S NAO
304 POTA 1B NS NAO CAM
78 MARUCA 1A S NAO
107 MARUCA 1B S SIM
108 MARUCA 1B S SIM
112 MARUCA 1B S NAO
113 MARUCA 1B NS NAO EV
129 MARUCA 1B S NAO
147 MARUCA 1B S SIM
94 CORVINA 2C NS NAO CAM/EB
95 CORVINA 2C NS NAO CAM/EB
105 CORVINA 2C S NAO
141 CORVINA 1A S SIM
160 CORVINA 1A S NAO
249 CORVINA 1A S NAO
250 CORVINA 1A Q NAO
14 RED FISH 1A Q NAO
35 RED FISH 2C NS NAO X CAM/EB
120 CAMARAO 1A Q NAO
137 CAMARAO 1A Q NAO
161 CAMARAO 1A S NAO
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175 CAMARAO 1A Q NAO
186 CAMARAO 1A S SIM
243 CAMARAO 1A NS NAO CAM/EB
271 CAMARAO 1A Q NAO
DOURADINHOS
138 (INDUSTRIAL) 2C NS NAO CAM/EB
DOURADINHOS
139 (INDUSTRIAL) 2C Q NAO
DOURADINHOS
140 (INDUSTRIAL) 2C NS NAO CAM/EB/EC
149 ESCAMUDO 1A Q NAO
166 PALOCO 1A Q SIM
10 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q SIM
18 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
19 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q NAO
20 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO PRESENTE
22 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q NAO
23 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q NAO
38 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S SIM
48 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
49 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
55 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B Q NAO
60 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q NAO
70 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO CAM/EB
71 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C Q NAO
83 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
87 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B S NAO
88 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q NAO
89 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B NS NAO EB
111 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B Q NAO
113 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B S NAO
127 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
163 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
169 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS SIM CAM/EB
172 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
177 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
180 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO CAM/EC
188 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q SIM
194 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B S NAO
217 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
225 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C Q NAO EB
227 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
228 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
230 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A NS NAO EB/EC
259 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
260 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q NAO
261 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
263 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
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264 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C Q NAO

265 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C NS NAO EB

272 PEIXE (NAO DESIGNADO) 2C Q NAO

290 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO

291 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO

295 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A NS NAO EB

300 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B Q NAO

303 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B S NAO

N2 LINHA TIPO PESCADO fl\?::;; APRECIAGCAO TRANSPORTE FUNGOS MICRORGANISMOS c é-mc;g:)m

2018

3 ATUM 1A S NAO

8 ATUM 1A S SIM

17 ATUM 1B NS NAO CAM

34 ATUM 2A NS NAO CAM/EB

36 ATUM 1B NS NAO EB

45 ATUM 1B S NAO

46 ATUM 1A S NAO

47 ATUM 1A S SIM

48 ATUM 1A NS NAO CAM/EB/STA

52 ATUM 1A S NAO

5 BACALHAU 1A S NAO

20 BACALHAU 1A S NAO

22 BACALHAU 1A S NAO

23 BACALHAU 1A S NAO

24 BACALHAU 1A Q NAO CAM

25 BACALHAU 1A S NAO

26 BACALHAU 1A S NAO

59 BACALHAU 1A S NAO

8 CAVALA 1A S NAO

9 1A A S NAO CAM

10 POTA 1A S NAO

18 POTA 1A S NAO

19 POTA 1A S NAO

28 POTA 1A S NAO

39 POTA 1A S NAO

57 POTA 1A Q NAO CAM

58 POTA 1A Q NAO CAM

11 PESCADA 1A S SIM

13 PESCADA 1A S NAO

21 PESCADA 1A S NAO

30 PESCADA 1A S NAO

37 PESCADA 1A NS SIM CAM/EB/EC

38 PESCADA 1B S NAO
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N2 LINHA TIPO PESCADO fl\?::; APRECIAGCAO TRANSPORTE FUNGOS MICRORGANISMOS c émc;ggm
2018

50 PESCADA 1A S NAO
53 PESCADA 1A S NAO
54 PESCADA 1A NS NAO EC
14 SOLHA 1A S NAO
15 SOLHA 1A S SIM
29 LULA 1A S NAO
32 CAGCAO 1A S NAO
33 TINTUREIRA 1A S NAO
35 RED-FISH 2A S NAO
55 PERCA 1A Q NAO CAM
56 TAMBORIL 1A S NAO
4 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A NS NAO CAM

PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B S NAO
16 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
27 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A NS NAO CAM/EB
31 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A Q SIM CAM/EB
42 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
43 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A NS NAO CAM
44 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO
49 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1B Q NAO CAM
60 PEIXE (NAO DESIGNADO) 1A S NAO

Legenda da tabela:

1A- Grupo de alimentos totalmente cozinhados, ndo manuseados apds tratamento térmico

1B- Grupo de alimentos totalmente cozinhados, manuseados apds tratamento térmico

2A- Grupo de alimentos compostos por alimentos totalmente cozinhados adicionados a pequenas quantidades de alimentos crus
2C- Grupo de alimentos compostos por alimentos totalmente cozinhados adicionados a alimentos crus

2D- Grupo de alimentos compostos por alimentos como queijo fabricado com leite cru, carne ou peixes crus
Q - Questionavel

S- Satisfatorio

NS- Nao satisfatorio

CAM- Microrganismos a 30 °C /Contagem de aerdbios mesofilos

EB- Enterobacteriaceae a 37 °C

EC- Escherichia coli

STA- Estafilococos coagulase positiva

B.cereus- Bacillus Cereus
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ANEXO 3 - Inquérito Populacional realizado na plataforma Google Forms.

Inquérito a Caracterizagao da Populagdo com Quadros de Alergia Alimentar

Este questionario surge no ambito da Dissertacdo de Mestrado com o tema "Prercursores de
Aminas Biogénicas no Pescado e a sua relacdo com o desenvolvimento de alergias" realizada na
Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa e no Instituto Nacional deSaude Doutor Ricardo
Jorge, pela Mestranda Catarina Marques da Costa e sob orientagdao do Doutor Rui Pinto e da
Doutora Carla Motta.

A alergia € um quadro clinico que dada a sua complexidade e a variedade de fatores que a
determinam, exige um diagnodstico integrado envolvendo um vasto leque de entidadesclinicas
ligadas a diferentes areas cientificas.

0 estudo tem como obijetivo principal avaliar o estado da populacao portuguesa,relativamente a
esta tematica tendo em conta as novas evidéncias cientificas acerca deste tema.

Se tem 18 ou mais anos de idade, a sua participagao é muito importante para nos ajudar a produzir
um melhor conhecimento cientifico relativamente as dinamicas e problemas relacionados com a
tematica da alergia alimentar.

Neste sentido, gostariamos de Ihe pedir que respondesse a um questionario cujo preenchimento
demora cerca de 7-8 minutos. O inquérito € anénimo e voluntario, estando os resultados
acessiveis apenas a equipa de investigagao, cumprindo as condi¢des de anonimato ao abrigo da
lei que enquadra o RGPD: Lein.° 58/2019.

Caso pretenda participar, confirme que aceita as condig¢des de participagao, clicando primeiro na
caixa que surge em baixo.

Obrigada pela sua colaboragao.

*QObrigatério

Aceita participar neste estudo?
Marcar apenas uma opgao
Sim

Nao

Caracterizagdo Demografica

Género *

Marcar apenas uma opgao.
Feminino

Masculino
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Outra:

Idade *

Nivel Escolaridade *

Marcar apenas uma opg¢ao.

Ensino Basico

Ensino Secundario

Licenciatura

Pds-Graduagdo Mestrado Doutoramento

Outra:

Peso (Kg) *

Altura (cm)

Selecione por favor o seu concelho de residéncia

Marcar apenas uma opgao.

Abrantes Agueda

Aguiar da Beira Alandroal Albergaria-A-Velha Albufeira

Alcacerdo Sal Alcanena Alcobaca Alcochete Alcoutim Alenquer Alfandega da Fé Alijé
Aljezur Aljustrel Almada Almeida Almeirim Almodovar Alpiarca
Alter do Chao Alvaidzere Alvito Amadora Amarante Amares Anadia
Angra do Heroismo Ansido

Arcos de Valdevez Arganil

Armamar Arpuca Arraiolos Arronches

Arruda dos Viinhos Aveiro

Avis Az&mbuja Baido Barcelos Barrancos Barreiro Batalha Beja Belmonte Benavente Bombarral Borba
Boticas Braga Braganca

Cabeceiras-de Basto
Cadaval
Caldas da-Rainha Calheta

Calheta de-S3o Jorge Camara de Lobos Caminha
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Campo Maior Cantanhede Carrazeda de Ansides Carregal do Sal Cartaxo

Cascais

CastanHeira ile Péra Castelo Branco Castelo de Paiva Castelo de Vide Castro Daire
Castro Marim Castro Verde Celorico da Beira Celorico de Basto Chamusca Chaves
CinfaesCoimbra

Condeixa=A-Nova Constancia Coruche

Corvo Cevilha Crato Cuba Elvas

Entrondamento Espinho Esposende Estarreja Estremoz Evora

Fafe Faro

Felgueiras

Ferreira.do-Alentejo Ferreira do Zézere Figueira da Foz

Figueira.de-Castelo Rodrigo

Figueird:doesiVinhos Fornos de Algodres

Freixo de Espada A Cinta Fronteira

FunchalFundado Gavido Gdis Golegd Gondomar Gouveia Grandola Guarda Guimardes Horta
Idanha-A-Nova

fIhavo

Lagoa (Algarve) Lagoa (Sdo Miguel) Lagos

Lajes das Flores Lajes do Pico Lamego

Leiria Lisboa)Lloulé Loures Lourinhad Lousa Lousada Macdo

Maceda de Uavaleiros Machico

Madalenha

Mafra NMaia Mangualde Manteigas

Marco(de Canaveses Marinha Grande Marvao

Matosirthos Mealhada Méda

Melgach Mértola Mesdo Frio Mira

Miranda do Corvo Miranda do Douro Mirandela Mogadouro Moimenta da Beira Moita

Mongaa Monchique Mondim de Basto Monforte Montalegre Montemor-O-Novo Montemor-O-Velho
Montijo

Mora Mertdgua Moura Mourdo Murca Murtosa
Nazaré flelag Nisa Nordeste Obidos Odemira Odivelas Oeiras Oleiros Olh3o
Oliveiralde-Azeméis Oliveira de Frades Oliveira do Bairro Oliveira do Hospital Ourém

OuriquecOvar
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Pacos de Ferreira Palmela

Pampilhosa da Serra Paredes

Paredes de Coura Pedrégdo Grande Penacova Penafiel

Penalvaldo Castelo Penamacor Penedono

Penela Peniche

Peso da.Régua Pinhel

Pombal

Ponta Delgada

Ponta do Sol)Ponte da Barca Ponte de Lima Ponte de Sor Portalegre Portel Portimao Porto
Porto dé_ Mds Porto Moniz Porto Santo

Pévoa de Lanhoso Pévoa de Varzim Povoagdo

Praia d& Vitaria Proenca-A-Nova Redondo

Reguengos de Monsaraz Resende

Ribeira Brava Ribeira de Pena Ribeira Grande Rio Maior Sabrosa Sabugal
Salvatefra de Magos Santa Comba D3do Santa Cruz

Santa Cruz da Graciosa Santa Cruz das Flores Santa Maria da Feira Santa Marta de Penaguido Santana
Santarém

Santiag) do iCacém Santo Tirso

Sdo Bras de Alportel Sdo Jodo da Madeira Sdo Jodo da Pesqueira Sdo Pedro do Sul
Sao Rocue db Pico Sao Vicente Sardoal

Satdo Seia Seixal

Sernancelhe/Serpa

Serta Sesimbra Setubal

Sever do Vouga Silves

Sines Sintra

Sobral de Monte Agraco Soure

Sousel Tabua Tabuaco Tarouca Tavira

Terras de Bouro Tomar

Tondela

Torre de-Maehcorvo Torres Novas Torres Vedras

TrancosgTr¢lfa Vagos

Vale de{€ambra Valenga Valongo ' Valpagos

Velas
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Vendas Novas Viana do Alentejo Viana do Castelo Vidigueira

Vieira do-Minho Vila de Rei
Vila do Bispo Vila do Conde Vila do Porto Vila Flor
Vila Frahca de Xira Vila Franca do Campo

Vila Nova da/Barquinha Vila Nova de Cerveira Vila Nova de Famalicdo Vila Nova de Foz Cba Vila Nova de
Gaia

Vila Nova-de Paiva Vila Nova de Poiares Vila Pouca de Aguiar Vila Real

Vila Real-de-$anto Antdnio Vila Velha de Rédao

Vila Verde-Vila Vicosa Vimioso

Vinhais isell Vizela Vouzela

Doenga/Alérgica

Tem doencas respiratdrias diagnosticadas? *

Marcar apenas uma opgao.

Sim

Nao  Awvancgar para a pergunta 10

Outra:

Doenca Respiratoria

Qual ou quais doengas do foro respiratério tem diagnosticadas *

Sabe a diferencga entre alergia, intolerancia e sensibilidade? *

Marcar apenas uma opgao.
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Sim Nao

Tem alguma alergia diagnosticada? *

Marcar apenas uma opgao.

Sim

N3o  Avancgar para a pergunta 13

Alergias Diagnosticadas

Por favor indique qual ou quais as alergias que tem diagnosticadas.

Marcar tudo o que for aplicavel.

Acaros Polens Fungos Insetos Alimentos

Outros animais (domésticos, aves, outros)

Outra:

Intolerdncia ou Alergia Alimentar

Na pergunta anterior referiu ter alguma intolerancia ou alergia alimentar diagnosticada?

Marcar apenas uma opgao.

Sim Nao
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Alergias Alimentares

Por favor indique qual ou quais alergias alimentares tem diagnosticadas *
Marcar tudo o que for aplicavel.

Frutos Secos ou de Casca Rija Ovos

Soro do Leite

Peixe, mariscos e crustdceos Trigo

Soja Morangos

Outra:

Na pergunta anterior referiu ser alérgico a peixe, marisco e/ou crustaceos?

Marcar apenas uma opgao.

Sim

Nao  Avangar para a pergunta 19

Quando foi o primeiro contacto com o alimento alérgico?

Marcar apenas uma opgao.

Até aos 2/anos 3 - 14 anos

Depois dos 14\anos

Outra:

Avancgar para a pergunta 17

Alergia Pescado

Qual o tipo de pescado a que é alérgico?
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Marcar apenas uma opgao.

Peixe
Marisco
Moluscos
Outros

Caso saiba a espécie especifica a que é alérgico por favor indique. Caso exista um tipo de confecdo
especifica a que é intolerante/alérgico pode indicar também (ex: alimento grelhado)

Clinica

E seguido por algum profissional de satde?
Marcar apenas uma opgao.

Sim

N3o  Avancar para a pergunta 23

Qual a especialidade do profissional de saide que acompanha o diagnostico alérgico/ intolerancia?
Marcar apenas uma opgao.

Clinica Geral

Alergologista

Gastroentrologista

Outra:
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O seu diagnéstico foi feito laboratorialmente ou através de algum processo clinico?

Marcar apenas uma opg¢ao.
Sim

N3o  Avancgar para a pergunta 23

Método de Diagndstico

Qual foi o método de diagndstico?

Marcar tudo o que for aplicavel.

Prova de sensibilidade cutanea (Skin Prick Test)
Teste serolégico de IgE especifico

Dieta de Eliminacao

Desafio Oral (para reacdes ndo mediadas por IgE)

Outra:

Idade da primeira manifestacao
Tem a alergia desde que idade?
Marcar apenas uma opgao.

Até 2 anos

3-14 anos

14 - 21 anos

Apds 0s 21-anos

Outra:
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Quiais os principais sintomas/ manifestacdes que sente quando faz alergia a um alimento?
Marcar apenas uma opgao.

Respiratorias

Gastroenteroldgicos

Dermiatologicos

Neuroidgicos

Outra:
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