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Resumo

Os vegetais no estado natural sdo susceptiveis de deterioragdo. O consumo de produtos
vegetais contendo apenas ingredientes naturais e prontos-a-comer tem aumentado. O
objectivo desta tese foi estudar a evolugdo do crescimento de Listeria monocytogenes em
amostras de saladas minimamente processadas em venda nos supermercados

Portugueses.

Para avaliar a presenca e concentracdo de psicrotroficos, Enterobacteriaceae,
Escherichia coli, Aeromonas hydrophila, Clostridium perfringens, Bacillus cereus e
Listeria monocytogenes, foram realizadas andlises microbiolégicas classicas. Utilizou-se o
método  Enzyme-linked  Fluorescent Assay para detectar a presenga de

Salmonella spp., E. coli O157 H7 e L. monocytogenes.

A contaminagdo média obtida foi de 2,44 x 107 ufc/g para psicrotréficos e 2,28 x 10° ufc/g
para Enterobacteriaceae. A presenga de L. monocytogenes foi detectada apenas numa
salada, indicando uma taxa de contaminacéo de 1,5 %. Simulando condi¢des, avaliou-se o
risco potencial do seu crescimento em 27 amostras inoculadas com os serovares 1/2a e 4b,
até ao fim do prazo de validade. Para avaliar alteragdes sensoriais durante este periodo,

foram realizadas provas organolépticas pareadas.
As amostras de saladas estudadas n&do suportam o crescimento de L. monocyfogenes e
este facto ndo depende do consércio microbiano presente. A analise sensorial indicou

alteragcdes organolépticas sensiveis.

Palavras-chave: Saladas minimamente processadas, microrganismos patogénicos,

analises microbioldgicas, ELFA.
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Abstract

STUDY THE INFLUENCE OF AEROBICS PSYCHROTROPHS AND
ENTEROBACTERIACEAE IN LISTERIA MONOCYTONEGES 1/2a and 4b SURVIVAL ON
MINIMAL PROCESSED SALADS

Vegetables natural state is susceptible of spoilage. Search for products that contain natural
ingredients and are ready-to-eat has increased. The aim of this thesis was to study the
growth/survival of Listeria monocytogenes in samples of minimally processed salads from

Portuguese supermarkets.

To evaluate the presence and concentration of psychrotrophs, Enterobacteriaceae,
Escherichia coli, Aeromonas hydrophila, Clostridium perfringens, Bacillus cereus and
L. monocytogenes, classic microbiological analysis was carried. But Enzyme-linked
Fluorescent Assay was used to detect Salmonella spp., E. coli O157H7 and

L. monocytogenes.

The average contamination of salad was of 2,44 x 10’ ufc/g psychrotrophs and 2,28 x 10°
ufc/g Enterobacteriaceae. Listeria monocytogenes was detected in one salad
corresponding to 1,5 % contamination. Simulating conditions, its growth potential risk was
evaluated in twenty seven samples, spiked with serovares 1/2a and 4b, by counts until the
sell-by-date. To evaluate the sensorial alterations undergone, organoleptic tests were

performed by a taste panel.

Salad samples studied do not support the growth of L. monocytogenes and this fact seems
not to related with the number and consortium of the native micro flora found. Results of the
sensorial analysis had indicated the occurrence of sensible organoleptic alterations during

the period of storage.

Keywords: Minimally processed salads, pathogenic microorganisms, microbiological

analyses, ELFA.
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Extended Abstract

STUDY THE INFLUENCE OF AEROBICS PSYCHROTROPHS AND
ENTEROBACTERIACEAE IN LISTERIA MONOCYTONEGES 1/2a and 4b SURVIVAL ON
MINIMAL PROCESSED SALADS

All vegetables in their natural state are susceptible to spoilage by microorganisms at a rate
that depends on various intrinsic and extrinsic factors. Consumers are increasingly
demanding for convenient ready-to-eat vegetables and with fresh like quality, containing

only natural ingredients.

Plant tissues themselves, even having been contaminated by undesirable microorganisms,
represent a well-defined ecosystem, and therefore different preservation methods should be
use to guarantee their stability and safety as a food. Additionally, decontamination
procedures to reduce the initial microbial load of raw material and methods to avoid post-
process contamination change the original micro flora of the ecosystem, affecting the kind of

microbial consortium that can be established afterwards.

Ready-to-eat vegetables retain much of their native indigenous flora after minimal
processing and some pathogens may form part of this micro flora, posing a potential safety
problem. Listeria monocytogenes is a micro organism widely distributed on plant
vegetation. Plants and plant parts used as vegetable salads play a key role in disseminating
pathogens from natural habits into the human food supply chain. L. monocytogenes is a
psychrotropic organism, capable of growing at refrigeration temperatures, and it is also a
facultative anaerobe, therefore, capable of survival/growth under low O, concentrations
present in modified-atmosphere packaged vegetables. By screening out these
characteristics, we are able to study the micro organism growth, obtaining important
understanding of salads conditions and sanity state, necessary to produce data for

predictive models elaboration.

This thesis main objective was to i) study the growth development of spiked L.
monocytogenes in minimally processed salads, through the simulation of their storage
conditions in consumer’s fridges and to ii) understand how the native micro flora present has
an influence in its growth. Thus, to control both presence and concentration of some
microorganisms in these salads, simple microbiological analysis were performed for

psychrotrophs, Enterobacteriaceae, Escherichia coli, Aeromonas hydrophila,
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Clostridium perfringens, Bacillus cereus e L. monocytogenes. To evaluate the presence in
this product of Listeria monocytogenes, Salmonella spp. e E. Coli O157 H7, the Enzyme-
linked Fluorescent Assay method (ELFA) was used. Sixty seven samples of salad,

consisting mostly in leafy vegetables, belonging to 3 different brands and 7 different
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varieties marketed in Portuguese supermarkets, were analysed. To evaluate the growth
potential of L. monocytogenes, 27 selected samples were inoculated with two Listeria
serovars, 1/2a and 4b. The number of cells/g present in the day of inoculation and in the last

sell-by-date day were determined and compared.

A taste panel laboratory evaluation to know the salad’s sensorial changes during this period
was realized by paired organoleptic tests, to assess the changes dimension that reaches the

consumer at the end.

The psychrotrophs and Enterobacteriaceae average contamination levels were, respectively
per gram of salad, 2,44 x 10’ and 2,28 x 10°. These values indicate a high hygienic
contamination, which recommends attention by the process manager of these products, for
safety and as well for quality assurance reasons. On top of this, was found that native
contamination by Listeria monocytogenes was present but only in one of the screened
samples (1, 5 %). Despite this, it was verified that the growth of spiked serovars of
L. monocytogenes, was not supported by the salads assayed and the numbers of native
micro flora present, seemed to have no relationship with this fact. Nevertheless, the results
of sensorial analysis showed that organoleptic differences occurred during the storage

period.
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1. Introducgao

As doengas transmitidas por alimentos (DTA) sdo provavelmente o problema de saude
mais evidente no mundo contemporaneo, devido a emergéncia de novos
microrganismos patogénicos, a re-emergéncia de outros e ao desenvolvimento de
novos produtos alimenticios. A incidéncia das DTA tem aumentado, de forma
consideravel, devido a factores que incluem a mudancga do estilo de vida da populagao
(Fréder, 2005). Os perigos para a saude humana que decorrem da ingestdao de
alimentos, devido a contaminacbes diversas ou resultantes do contacto com
ambientes insalubres, constituem actualmente um vasto campo de preocupacodes. Os
graves surtos de toxinfecgdes que tém surgido nos Uultimos anos, nos paises
ocidentais, sanitariamente mais evoluidos, originados pela presenca de
microrganismos patogénicos nos alimentos desencadearam reac¢des nalguns
sectores da opinido publica, da qual resulta a necessidade de se reequacionar

permanentemente a problematica da seguranga alimentar.

O papel cada vez mais integrante da mulher na vida activa implica um menor
dispéndio de tempo na preparacao de refeicbes e portanto uma maior téndencia ao
consumo de alimentos preparados, tais como alimentos crus ou minimamente
processados (AMP). Por outro lado, o crescente envelhecimento da populagédo e o
aumento consideravel de imunocomprometidos, faz com que o numero de pessoas

susceptiveis a este tipo de doencas seja cada vez maior.

Um dos grupos de alimentos que tém ganho mercado, devido a questdes como a
conveniéncia de consumo sao os vegetais folhosos minimamente processados
(Alzamora et al., 2000)

Epidemiologicamente, um dos primeiros grandes surtos alimentares causados por
L. monocytogenes foi relacionado com vegetais. Em 1981, no Canada, ocorreram 41
casos, envolvendo 7 adultos e 34 criangas, € o alimento responsavel foi salada de
repolho e cenoura tipo “coleslaw”, contaminada por L. monocytogenes do serotipo 4b.
Das pessoas envolvidas, 15 criancas (44%) e 2 adultos (29 %) morreram, sendo a
taxa de mortalidade de 41% (Bechaut, 2002).

Estao estudados e referidos inUmeros casos e surtos de listeriose humana e animal

em todo o mundo, mas particularmente na Europa e América do Norte. Entre 1975 e
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1978 registaram-se em Angers, 186 casos de listeriose humana posteriormente
confirmados como pertencentes ao mesmo surto epidémico, dos quais resultaram
varias mortes. No Canada foram notificados 81 casos durante o ano de 1981. Em
Boston, de Julho a Agosto de 1983, uma epidemia atingiu 49 pessoas, tendo todas em
comum a ingestdo de um determinado tipo de leite refrigerado. Em 1985, em Los
Angeles, 142 pessoas foram atingidas por uma infeccdo por L. monocytogenes do
serotipo 4b veiculada por queijos refrigerados. Na Gra-bretanha, nos meados da
década de 80 registaram-se 475 casos de listeriose. Em 1985, ocorreu um surto nos
USA desencadeado por queijo de pasta mole, no qual se registaram 60 mortos entre
230 pessoas atingidas. Entre 1990 e 1995,
registaram-se diversos surtos associados a patés (Australia), mexilhdo (Nova
Zelandia) e em Franga ocorreram uma série de surtos graves devidos a carnes e
lacticinios, dos quais resultaram cerca de 90 mortos, 22 abortos e mais de 300
pessoas atingidas. Todos estes surtos e outros ainda mais recentes tém em comum a
ingestdo de alimentos conservados no frio, a maioria em produtos lacticos, sendo
também assinalados alguns devido ao consumo de vegetais mantidos refrigerados.
Nos animais estao referidas situagcoes de listeriose veiculadas por silagens (Filipe,
2005).

Em Portugal a listeriose ndo é uma doenga de declaragcao obrigatéria, assim os dados
existentes traduzem uma realidade subavaliada, pois a maior parte dos casos relativos
a esta doenca nao sao reportados. Pintado et al., (2005), reportaram nesse ano uma
incidéncia de 5 casos de listeriose por milhdo de habitantes, sendo este valor

nitidamente mais baixo que a incidéncia real.

Segundo dados presentes no 8° Relatério da World Health Organization (WHO), 2000
— “Surveillance Programme for Control of Foodborne Infections and Intoxications in
Europe”, foram notificados em Portugal um total de 42 surtos associados a ingestao de
alimentos contaminados, afectando 666 individuos, no ano de 1999, dos quais 8 surtos
e 142 pessoas estiveram associadas ao consumo de alimentos prontos a comer. No
ano de 2000, foram notificados 17 surtos de origem alimentar, dos quais 5 estiveram
associados igualmente com alimentos prontos a consumir, afectando um total de 53
pessoas da totalidade das 140 afectadas. Os dados fornecidos neste relatorio indicam-
nos que 2,4 % e 0 % dos surtos acima mencionados, correspondentes a 1999 e 2000,
respectivamente, estdo associados a alimentos embalados e que 11,9 % e 11,8 %

estdo associados a ingestdo de alimentos crus.



Segundo dados presentes no relatério da European Food Safety Authority em
colaboragcdo com o European Centre for Disease Prevention and Control
(EFSA/ECDC)

(2007), em Portugal, sé foram reportados 38 casos de listeriose humana em 2004.
Este mesmo relatério reporta, dados qualitativos relativos a pesquisa de
L. monocytogenes, estando os resultados para saladas e vegetais situados num
intervalo de 0 — 16,7 %, no ano de 2006 e sendo estes dados relativos a 10 paises da

Uni&do Europeia (UE).

Em relagéo a presenca de Listeria spp. ou L. monocytogenes em vegetais “in natura” e

MP ou prontos para o consumo, ha uma grande variagao nos resultados publicados.

Odumeru et al. (1997), no Canada, analisaram amostras de vegetais ndo processados
e de vegetais prontos para consumo processados e constataram uma frequéncia de
6,1% de

L. monocytogenes nos produtos minimamente processados.

Nerrung et al. (1999), na Dinamarca, examinaram 350 amostras de rebentos e de
vegetais cortados e constataram uma alta ocorréncia de L. monocytogenes. Segundo
os limites estabelecidos naquele pais, populagbes de L. monocytogenes entre 10 e
100 ufc/g sédo consideradas insatisfatérias e superiores a 100 ufc/g ndo sao aceitaveis.

Das amostras analisadas, 23% estavam em condi¢des insatisfatoérias.

Em Portugal, Guerra et al. (2001) analisaram 37 amostras de frutas e hortalicas
prontas para o consumo e de hortalicas “in natura”, e ndo encontraram L.

monocytogenes nas amostras.

Outro estudo com resultados semelhantes foi realizado no Canada por Farber et al.
(1989). Nao encontraram Listeria spp. em 110 amostras de vegetais “in natura”,

incluindo alface, aipo, tomate e rabanete.

Na india, Pingulkar et al. (2001), analisaram 116 amostras de vegetais diversos, néo
isolaram L. monocytogenes em nenhuma das saladas prontas para consumo

analisadas.

Em Espanha, Soriano et al. (2001), pesquisaram a presenga de espécies de Listeria

em 40 amostras de alface e espinafre, 20 “in natura” e 20 prontas para consumo. Os
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resultados revelaram uma frequéncia de 10% de L. monocytogenes nas amostras de

alface “in natura” e também uma frequéncia de 10 % na alface pronta para consumo.

Johannessen et al. (2002), na Noruega, avaliaram 200 amostras de diferentes tipos de
alface e 100 amostras de saladas pré-cortadas. L. monocytogenes estava presente em
1 amostra de alface (0,5%) e nas saladas o microrganismo nao foi encontrado. Os
pesquisadores sugerem que a auséncia de L. monocytogenes em certos produtos
pode ser atribuida ao pouco contacto da planta com o solo. Esta contaminacéao tera
tendéncia a aumentar, devido as inundagbes causadas pela mudanga do regime

hidrico, resultante das alteragdes climaticas.

Amostras prontas para o consumo também foram analisadas por Sagoo et al. (2003a,
b) no Reino Unido. Os resultados de ambos os estudos revelaram uma baixa
ocorréncia de
L. monocytogenes, que variou entre 2,3 e 3% do total de amostras (2950 e 3852,

respectivamente).

Os dados apresentados indicam a ocorréncia de L. monocytogenes em vegetais e
saladas minimamente processadas, bem como a ocorréncia de um grande numero de
surtos alimentares por todo o mundo. A conjugagao destes dois factores faz com que o
conhecimento do desenvolvimento de L. monocytogenes em saladas minimamente
processadas adquira extrema importancia para assegurar a manutencao da seguranca

dos consumidores, visto que a sua taxa de mortalidade é elevada.



2. Revisao Bibliografica

2.1 — Saladas Minimamente Processadas

As saladas minimamente processadas (MP) sao submetidas a um processamento
minimo que tem, como principal objectivo, tornar o produto pronto para o consumo,
garantindo as caracteristicas relativas a frescura e respondendo, dessa forma, as
necessidades do consumidor por um produto mais conveniente, fresco e saudavel
(Alzamora et al., 2000).

Uma ou varias operagdes, incluindo a selec¢ao, lavagem, descasque e/ou corte,
sanificagcdo e embalagem, séo aplicadas neste tipo de produto, permitindo, assim, o
consumo directo. Porém, nenhuma destas operagbes garante a esterilidade ou

estabilidade do produto e, por isso, devem ser mantidos sob refrigeracao.

Quando a qualidade da matéria-prima e as condicoes de processamento e de
conservacdo sao afectadas, permitindo a contaminagdo, a sobrevivéncia e/ou
multiplicagao de microrganismos, inclusive de patogénicos, o aspecto visual deste tipo

de produto € comprometido.

A forma como os vegetais MP s&o apresentados ao consumidor depende do tipo de
vegetal e do grau de processamento, podendo ser comercializados produtos inteiros,
cortados ou picados. Neste ultimo caso, o rompimento celular € normalmente muito
intenso o que favorece a deterioracdo, tanto de natureza quimica/bioquimica como
microbiologica. Por um lado ocorre contacto entre enzimas e substratos, por outro
verifica-se perda de nutrientes por lixiviagdo. A acgdo de enzimas, provoca um rapido
escurecimento sobretudo nas superficies de corte (PPO) e o amolecimento dos
tecidos (enimas pectinoliticas). Ja a deterioragdo microbiana é causada pela acg¢ao de
microrganismos remanescentes do processamento que se manifestam,

selectivamente, em fungéo das condigdes do processamento utilizado.

A procura de vegetais MP saudaveis e de facil/pronta utilizagdo tem aumentado, sendo
a necessidade de os tornar estaveis e seguros um desafio para investigadores e

processadores. O aumento do tempo de vida util, importante sob o ponto de vista



comercial, podera contribuir para o aumento do risco de doencgas veiculadas por estes

alimentos.

2.1.1. Principais operagoes unitarias dos Vegetais Minimamente

Processados

A colheita, manipulagdo, processamento e distribuicdo industrial dos produtos
horticolas constituem operagcbes de natureza fisica, ainda que os seus efeitos possam

conduzir a alteragbes biolégicas, quimicas e fisicas dos produtos.

A manipulagédo que antecede o consumo, inclui todo o processamento desde o campo
até as vitrinas de exposicdo. Uma forma de preservar a qualidade dos produtos é
proceder a manipulagdo rapida, assim como pré-refrigerar a matéria-prima

minimizando os danos fisicos.

A colheita deve efectuar-se durante a noite ou as primeiras horas do dia, quando se
verificam as temperaturas mais baixas, que é o mais vantajoso para a manutengao da
qualidade dos vegetais durante a manipulagdo e o armazenamento. A estrutura
delicada de muitos produtos horticolas requer uma manipulagcdo cuidadosa, dai que
muitos produtos destinados ao mercado de frescos ou a producdao de vegetais
minimamente processados, sejam colhidos manualmente. No entanto, para alguns
produtos, a colheita mecanica, por ser mais rapida e reduzir o tempo de permanéncia
dos vegetais no campo, melhora a qualidade quando comparada com a colheita

manual.

Quanto ao processamento que tem lugar no local de producéo, inclui a calibragao,
escolha e pré-arrefecimento. Opré-arrefecimento pode efectuar-se com recurso a
ar forcado, agua, ar e agua (arrefecimento por pulverizagdo combinada com ar
forcado) ou vacuo. O produto deve manter-se a uma temperatura moderada
durante um certo periodo de tempo antes do seu armazenamento a baixas
temperaturas (Wiley, 1997). Todo o equipamento de recolha devera manter-se
limpo para evitar alteragdes causadas por fungos e bactérias. Os recipientes

devem ser lavados diariamente para reduzir a carga microbiana.

O transporte deve ser realizado o mais rapidamente possivel e de forma cuidadosa. A
seleccdo do transporte em recipientes ou a granel depende do produto e das

exigéncias comerciais e econémicas. O transporte a granel de horticolas com folhas e



talos com aplicacao de gelo fundente, faz descer a temperatura ao mesmo tempo que
mantém a humidade relativa elevada durante o transporte. Ndo devem transportar-se
no mesmo contentor os produtos horticolas e os frutos que requeiram temperaturas e

condi¢cbes de humidade relativa diferentes.

A recepcéao dos produtos na unidade fabril, constitui um momento em que a cadeia de
frio se interrompe e em consequéncia deve ter-se 0 maximo cuidado para que nao se
perca a qualidade que se manteve durante as fases de colheita e transporte. Durante

a recepcao procede-se a avaliacdo da qualidade dos produtos frescos.

2.1.1.1. - Operacgoes de separacgao e selecgcao
Os factores mais importantes para seleccionar os vegetais séo a cor, friabilidade,

firmeza e frescura. E importante retirar as partes danificadas e alteradas para evitar
que as alteragbes sejam transmitidas as restantes partes dos produtos. A seleccao é a

ultima etapa antes do processamento.

2.1.1.2. - Limpeza, lavagem e descontaminacao

Para a maioria dos produtos horticolas e frutos, a limpeza e lavagem podem ser os
unicos tratamentos de conservacdo. A limpeza refere-se a eliminacdo de detritos
estranhos e a lavagem é efectuada mediante aplicagcédo de agua clorada a uma
concentracédo de 150-200 ppm. Apds descontaminagdo deve proceder-se a um
enxaguamento com agua potavel e deve eliminar-se o excesso de humidade. A
secagem € normalmente efectuada por centrifugagdo do produto e depende da
velocidade de rotacdo e do tempo. As operacdes de processamento de produtos
horticolas e frutos MP, ou seja, o corte, a lavagem e a centrifugacdo deverdo ser
efectuadas o mais rapidamente possivel. O desenho do equipamento deve estar de
acordo com a natureza do produto horticola e a necessidade de eliminacdo maxima da
sujidade, utilizando a menor quantidade de agua possivel e evitando danos no
produto, com o objectivo de maximizar o rendimento do processo (Filipe, 2005). A
agua devera ser pulverizada a baixa pressao, sobre os produtos, para que estes nao
estejam em contacto com agua suja. Nas lavadoras cilindricas de folhosas, a agua é
pulverizada a uma pressdo média, nomeadamente no caso de espinafres, alface,
salsa, candnigos e alho francés. A humidade residual e o exsudado celular na
superficie dos horticolas tendem a estimular a multiplicagdo microbiana de
leveduras, bactérias e bolores. Dai que, seja importante eliminar restos de agua

nos produtos tratados, apos a lavagem.



2.1.1.3. - Operagao de redugao de dimensao — Corte
Esta operacdo contribui para facilitar a utilizacdo. O corte, no entanto, tem certos

inconvenientes, pois provoca danos mecanicos e consequentemente verifica-se o
aumento da actividade metabdlica com aceleracao da taxa respiratéria e de producao
de etileno, com o consequente amolecimento do tecido vegetal. Pelo exposto os

produtos cortados devam ser colocados a 4 °C imediatamente apds o corte.

Tendo em conta os fluidos libertados durante a operacdo de corte, as cortadoras
podem ser um ponto critico neste processo, caso nao exista um bom sistema de
HACCP (Varkasas e Loannis, 2008).

2.1.2 -Métodos de conservacgao de produtos horticolas refrigerados

minimamente processados

As temperaturas de refrigeracdo e a embalagem sdo as barreiras utilizadas na
proteccdo do alimento minimamente processado. A embalagem previne a

contaminagao pos processamento (Wiley, 1997).

2.1.3. - Aspectos microbiolégicos e enzimaticos de alteragao dos

vegetais minimamente processados

Os vegetais visados no presente estudo podem constituir um risco potencial para a
saude publica se manipulados incorrectamente. Estes produtos possuem os seguintes

atributos:

e Sao produtos que tém pH superior a 4,6

e a, superior a 0,85

e Nao recebem tratamento térmico adequado para inactivar os
microrganismos responsaveis por toxinfecgdes, podendo, através da sua
persisténcia ou multiplicagdo no produto, originar um risco para a saude
sob condigdes moderadas de abuso de temperatura durante o
armazenamento e distribuigcéo.

o Nao apresentam obstaculos induzidos tanto por factores intrinsecos (por
ex. presenca de nitritos) como factores extrinsecos, (por ex. quantidade de
sal ou um tratamento térmico para o controlo de microrganismos
patogénicos) para eliminar ou prevenir a multiplicacdo de microrganismos

patogénicos causadores de toxinfecgdes (Filipe, 2005).



A actividade enzimatica constitui um problema na conservagido dos vegetais MP. As
polifenoloxidases (PPO) sdo umas das enzimas mais importantes no processamento
de vegetais dado que catalizam reac¢bes que conduzem ao acastanhamento. Outras
enzimas importantes do ponto de vista da qualidade, sdo as enzimas pectinoliticas:
pectinasmetilesterase (PME) e as poligalacturonase (PGs) que estdo relacionadas
com o amolecimento e perda de integridade dos tecidos vegetais. As peroxidases
(POs), catalases e lipoxigenases que originalmente se associam as mudangas de

flavour, podem também estar envolvidas na mudanga de cor dos tecidos (Wiley, 1997).

Para alcancar qualidade e seguranga, deve ter-se em conta tanto os microrganismos
patogénicos dos proprios vegetais, como também os microrganismos introduzidos

pelos manipuladores (Filipe, 2005), bem como outros factores.

2.1.4 - Composigao da atmosfera interna das embalagens
A utilizacdo de atmosferas modificadas € uma metodologia usual para manter frescos

0s vegetais e prolongar a sua vida util. Esta técnica consiste na substituigdo da

atmosfera normal por uma de composi¢cado determinada para cada tipo de vegetal

2.1.5 - Conservacao pelo frio

O armazenamento em refrigeragdo durante a distribuicdo e venda é uma etapa
necessaria e exigivel nos produtos horticolas MP. Esta baseia-se no facto de que as
temperaturas de refrigeragdo tornam mais lenta a multiplicagdo da maioria dos

microrganismos e diminuem a velocidade das reacg¢des metabdlicas (Filipe, 2005).

A maioria das reacgcbes metabdlicas que os agentes patogénicos provocam nos
tecidos dos produtos horticolas sdo catalizadas por enzimas. Para o controlo desta
actividade enzimatica sdo absolutamente necessarias baixas temperaturas na cadeia
de produgdo. Os microrganismos psicrotroficos crescem a baixas temperaturas e séo

0s principais responsaveis pelas alteracoes destes alimentos.

2.1.6 - Embalagem

Ha ja varios anos que se utilizam embalagens de pelicula plastica ndo perfurada, de

permeabilidade selectiva com o objectivo de minimizar a perda de humidade e reduzir
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a taxa respiratéria dos produtos vegetais. A utilizacdo de embalagens plasticas, de
permeabilidade selectiva, constitui uma forma passiva de modificacao da atmosfera. O
uso da embalagem plastica, ndo perfurada e hermética, cumprindo perfeitamente as
caracteristicas seleccionadas de permeabilidade aos gases, em conjunto com o
arrefecimento/ preparagcdo e tratamento sanitario apropriado na fase de pré-
embalagem, € a ferramenta apropriada para alcancar uma vida util adequada, tanto

para os produtos nao processados como para os horticolas MP (Filipe, 2005).

Quando se embalam produtos horticolas MP em peliculas plasticas de permeabilidade
aos gases relativamente baixa, produz-se, no interior da embalagem, uma descida da
concentracao de O, e um aumento da concentragcdo de CO,, consequéncia da propria
respiracao dos tecidos. Eventualmente a concentragdo de O, baixara até ao nivel em
que a anoxia dos tecidos € induzida, enquanto que, simultaneamente, ocorre um
aumento da concentracdo de CO, que intensifica a anaerobiose da atmosfera da
embalagem. Esta respiracdo anaerdbica no produto origina uma rapida alteragao da
sua qualidade, pela degradagao de tecidos, acumulacao de etanol e de acetaldeido e

desenvolvimento de maus odores, resultantes do crescimento microbiano.

2.2 - Ecologia microbiana das saladas minimamente processadas

A microflora destes produtos pode variar consideravelmente, dependendo do tipo de
vegetal, condigbes ambientais e sazonalidade. O modo como estes alimentos séo
armazenados podera permitir o desenvolvimento de grupos particulares de

microrganismos (Doyle et al., 2001).

A maioria das bactérias que aderem a superficie dos produtos, antes da colheita sao
sapréfitas e Gram negativos. Alguns dos patogénicos associados aos produtos
agricolas “in natura” incluem: Yersinia enterecolitica, Salmonella spp., Shigella spp.,
Citrobacter freundii, estirpes enteropatogénicas de Escherichia coli, Aeromonas

hydrophila e A. caviae, virus da hepatite A. (Alzamora et al., 2001).

Pesquisas tém demonstrado que bactérias patogénicas, como por exemplo
L. monocytogenes, podem sobreviver e multiplicar-se em diferentes tipos de vegetais
incluindo rebentos de feijao, pepino, batata, tomate, repolho, couve-flor, alface,

rabanete e cenoura entre outros (Lin et al., 1996; Sizmur e Walker, 1988; Beuchat,
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2002). E conveniente conhecer actualmente que cada vez mais as baixas
temperaturas ndo sao barreiras eficazes contra o desenvolvimento de agentes de
toxinfecgbes alimentares, como anteriormente foi aceite pela industria alimentar. A
importante emergéncia de microrganismos patogénicos ndo formadores de esporos,
capazes de se multiplicarem a esta temperatura, tais como L. monocytogenes podem

originar enormes problemas sanitarios nos alimentos refrigerados (Wiley, 1997).

Com o objectivo de controlar o crescimento dos microrganismos e oferecer um produto
mais proximo do natural, as industrias alimentares, adoptam muitas vezes, processos
tecnologicos, como por exemplo, embalagens com atmosfera modificada, cuja
influencia sobre o comportamento dos microrganismos ainda ndo é completamente
conhecida

(Froder, 2005).

2.3 — Listeria monocytogenes

Em 1924, Murray et al., isolou um pequeno bacilo Gram positivo a partir do sangue de
coelhos infectados, ao qual foi dado o nome de Bacterium monocytogenes. Trés anos
depois, Pirie isolou uma bactéria do figado de ratos doentes, a qual denominou de
Listerella hepatolytica, em honra de Lord Lister. Apés a descoberta de que Bacterium
monocytogenes e Listerella hepatolytica se tratavam do mesmo microrganismo, o
nome foi alterado para Listerella monocytogenes, designacdo usada durante os 12
anos seguintes. Em 1939, foi descoberto que o nome Listerella ja tinha sido usado
para designar um grupo de bolores, em 1906. Assim, no ano seguinte a designagao

deste microrganismo foi alterada para Listeria monocytogenes (Ryser e Marth, 1991)

Sao conhecidas sete espécies de Listeria: L. innocua, L. grayi e L. murrayi,
consideradas nao patogénicas, L. seeligeri, L. ivanovii e L. welshimeri raramente
causam infecgdes nos humanos, enquanto L. monocytogenes é patogénica e a mais
importante espécie nos casos de infecgbes transmitidas pelos alimentos (Leclercq,
2004)

A espécie L. monocytogenes € uma bactéria Gram positiva, que nao produz esporos
nem capsula, com a forma de bacilo (0,4 - 0,5 ym x 0,5 — 2,0 ym), regular, com as
extremidades arredondadas. Os bacilos podem ocorrer isolados, em cadeias curtas,

em arranjos em forma de Y ou V ou ainda em paligada. Em culturas mais velhas ou
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em rugosas podem aparecer longos filamentos com 6 a 20 ym (desenvolvidas apos 3

— 5 dias de incubacao) (Seeliger e Jones, 1986).

Apresenta mobilidade por meio de alguns flagelos peritricos quando cresce a
temperaturas da ordem dos 20 — 25 °C. Esta mobilidade é muito caracteristica, do tipo
“tumbling” (tropecante), que pode ser utilizada na identificagdo deste organismo
(Gameiro, 2004).

L. monocytogenes € uma bactéria ubiqua, com capacidade de se desenvolver em
condigbes indspitas para outros microrganismos patogénicos, que se pode multiplicar
a temperaturas entre 0 a 45°C (Doyle et al., 2001). Encontra-se amplamente
distribuida na natureza, facto que explica a facilidade com que & encontrada em
alimentos, desde a producao até o consumo (Bechaut, 1996). O pH de multiplicagao
de L. monocytogenes varia entre 4,4 e 9,6, mas multiplica-se melhor entre 6 e 8,
sendo o seu pH éptimo de 7,0. Listeria € um dos poucos microrganismos patogénicos
que pode multiplicar-se em substratos com actividade da agua (a,) tao baixa quanto
0,93 e em meios de cultura com concentragcbes de NaCl de 10% (Ryser e Marth,
1991).

Esta bactéria pode ser aerdbia ou anaerdbia facultativa. Quando inoculada num Caldo
de Triptose, € observado um crescimento abundante ligeiramente abaixo da superficie
do meio, o que indica uma tendéncia para este microrganismo crescer melhor quando
sujeito a uma tensdo de O, inferior a do ar. Pode ainda verificar-se um excelente
crescimento apds substituicdo parcial do O, por CO,, no entanto, pode nao crescer em

condi¢des anaerobias estritas (Georges e Lund, 1992).

A espécie L. monocytogenes é quimiorganotréfica, apresenta exigéncias nutritivas
especiais € € capaz de se reproduzir num meio sintético simples (Gameiro, 2004).
Necessita de varios aminoacidos para o seu desenvolvimento, entre eles, cisteina,
leucina, isoleucina, arginina, valina, riboflavina, biotina e metionina, sendo a sua
multiplicagdo estimulada pela presenca de Fe** e fenilalanina. A glucose e a glutamina
sd0 necessarias pois funcionam como fontes primarias de carbono e de nitrogénio
(Ryser e Marth, 1991).
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2.3.1 - Listeria monocytogenes em saladas minimamente processadas

A pesquisa de L. monocytogenes em alimentos prontos para o consumo € de grande
importancia, pois sabe-se que os alimentos envolvidos em surtos e casos esporadicos
de listeriose s&o principalmente produtos processados industrialmente, mantidos sob
refrigeracdo, com vida de prateleira longa, e que oferecem condicbes adequadas para

a sua multiplicacao (McLauchlin, 1996).

A ocorréncia de L. monocytogenes conduziu a uma preocupagdo em avaliar o
comportamento do patogénico inicialmente nos vegetais “in natura” e, depois, nos
vegetais prontos para o consumo (Ryser e Marth, 1991). A sobrevivéncia e
multiplicagao de
L. monocytogenes em produtos "in natura” sdo afectadas por diferentes factores, tais
como idade e tipo de produto, nivel de contaminacdo, temperaturas de

armazenamento e atmosfera (Bennik et al., 1996).

As plantas e as suas partes comestiveis podem apresentar L. monocytogenes,
aderente a sua superficie devido a formacao de biofilmes. Isso podera ter um papel
importante na disseminagédo deste patogénico do seu habitat natural até ao ambiente
industrial, contaminando equipamentos e depdsitos e/ou locais de armazenamento
(Froder, 2005).

Os alimentos contaminam-se geralmente a partir de fontes ambientais, animais ou
inertes (solos, aguas, vegetais e vectores animais). Os alimentos de origem vegetal
consumidos crus sem desinfec¢gdo adequada, podem ser sujeitos a contaminagdes
fecais humanas directas, embora raramente, e a contaminagdes indirectas e cruzadas

através das aguas de rega ou da chuva contaminadas (Filipe, 2005)

Eliminar este microrganismo dos alimentos é extremamente dificil quer pela sua larga
distribuicdo, quer pela sua capacidade de crescer a temperaturas de refrigeragao (4
°C). A prevencao de casos de listeriose requer a validagdo do controle dos pontos

criticos do processamento (Varkasas e Loannis, 2008).
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2.3.1.1 — Influéncia da microflora no crescimento de Listeria
monocytogenes

O desenvolvimento de biofilmes pode ocorrer durante o crescimento e a maturagao
dos vegetais, bem como na colheita, transporte, processamento e armazenamento.
Nao existe informacao quanto ao comportamento de L. monocytogenes ou de outros
microrganismos patogénicos em biofilmes formados pela microflora associada aos
vegetais (Beuchat, 2002). Seria portanto necessario simular a producao de biofilmes

em vegetais com o objectivo de determinar o comportamento de L. monocytogenes.

Um estudo, realizado por Guillier et al. (2008) que teve como objectivo, investigar de
que forma a microflora presente em biofilmes formados nas prateleiras de madeira
utilizadas na cura de queijos, tem influéncia no desenvolvimento de L. monocytogenes,
indicou que em comparagao com a monocultura desta bactéria, a taxa de crescimento
em co-cultura ndo é mais baixa, mas o crescimento do microrganismo cessa assim
que a restante microflora entra na fase estacionaria. Esta redu¢cdo da densidade
populacional maxima pode ser explicada pelo consumo e esgotamento dos nutrientes,
pela restante microflora, visto que neste trabalho n&o foi detectada a presenca de

inibidores de crescimento produzidos pela microflora presente no biofilme.

Outros estudos mencionados em Guilier et al. (2008) descrevem a inibicdo de
L. monocytogenes pelas bactérias presentes na superficie de queijos curados. Esta
inibicao foi por vezes explicada pela producao de bacteriocinas ou pela producao de
outros compostos anti-Listeria, produzidos pela restante microflora. Noutros estudos,
embora defendam a presenca de efeito de inibicdo, ndo conseguem identificar quais
0S mecanismos associados a mesma, sendo uma das hipoteses levantada a

competicéo por nutrientes.

Varios estudos observaram uma inibigdo no crescimento de L. monocytogenes por
bactérias nao produtoras de bacteriocinas em meios de enriquecimento
(Mellefont et al., 2008) ou em salmao fumado refrigerado (Mejlholm and Dalgaard,
2007), sendo neste caso a inibigdo de L. monocytogenes atribuida a competicao por

nutrientes.
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2.4 — Listeriose, surtos alimentares

Nos ultimos anos, tém-se estudado e referido, inUmeros casos e surtos de listeriose
humana em todo o mundo, mas particularmente na Europa e América do Norte
(Farber e Peterkin, 1991).

A listeriose afecta principalmente segmentos especificos da populacdo que
apresentam maior vulnerabilidade. Basicamente, L. monocytogenes €& um
microrganismo oportunista que afecta quase sempre pessoas com uma doenga ou
uma circunstancia subjacente grave por ex. pessoas imunodeprimidas, infectadas com
HIV/SIDA e/ ou infecgbes crénicas, gravidas (20 vezes mais sensiveis que a
populacdo normal), fetos e recém-nascidos e idosos (300 vezes mais sensiveis)
(FAO/OMS, 2004).

A listeriose transmitida por alimentos € uma doencga relativamente pouco comum mas
grave, com elevadas taxas de mortalidade (20 a 30%), quando comparadas com as de
outros microrganismos patogénicos transmitidos por alimentos, como a Salmonella
(FAO/OMS, 2004). A maioria dos casos de listeriose humana sdo esporadicos ou
surtos cuja delimitacdo geografica e/ ou temporal é geralmente difusa. A transmissao
de L. monocytogenes pode ser também vertical (de mae para filho), zoonética (de
animal para pessoa) ou nosocomial (contraida em hospital), A importancia dos
alimentos como via primaria de transmissao as pessoas, de L. monocytogenes, nao
era reconhecida até a década de 80, quando aconteceram varias grandes epidemias

de listeriose de origem comum, no Norte da América e na Europa (Miler et al., 1990).

As infecgcdes de L. monocytogenes podem causar um risco vital, com taxas de
letalidade de 20 a 30 %. Os dados existentes indicam que, todas as estirpes de L.
monocytogenes sao patogénicas. A viruléncia relativa dos isolados individuais de L.
monocytogenes podem variar consideravelmente (Hof e Rocourt, 1992), e as
variagbes da viruléncia definidas em estudos experimentais com animais, podem
alcangar até um factor de 1000. De forma similar, existem provas de que ha variagao
da viruléncia entre as diferentes estirpes isoladas de L. monocytogenes em alimentos
(Neves et al., 2008) A maioria dos casos de listeriose encontram-se associados a um
numero limitado de serdtipos: 1/2a (1,5 — 2,5 %); 1/2b (10 — 35 %); 1/2¢c (0 -4 %); 3 (1
- 2 %); 4b @7 - 64 %), e 4 ndgo b O - 6 %)

(Farber e Peterkin, 1991). No entanto, ndo foram detectadas provas coerentes de
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maior viruléncia associada a nenhum serétipo ou subtipo em especial, em estudos

com animais “in vitro” (Pine et al., 1991).

Actualmente, sabe-se da existéncia de duas categorias de listeriose humana: listeriose
invasiva e listeriose ndo invasiva. A listeriose invasiva engloba os casos em que uma
infeccao inicial do tecido intestinal por L. monocytogenes provoca a invasao de partes
do organismo que s&o habitualmente estéreis, como o utero gravido, o sistema
nervoso central e o sangue. Um resumo de 782 casos de listeriose notificados em 20
paises reflectiram que 43% das infec¢des estavam relacionadas com a gravidez, 29 %
correspondiam a infecgdes septicémicas e 24 % a infeccbes do sistema nervoso
central (Rocourt, 1991 in (FAO/OMS, 2004). A caracteristica epidemiolégica habitual
deste tipo de listeriose é a existéncia de casos esporadicos relativamente frequentes e
ocorréncia ocasional de surtos. No entanto, alguns dos casos esporadicos podem ser

surtos de origem comum nao reconhecidos (FAO/OMS, 2004).

A listeriose ndo invasiva, também conhecida como gastroenterite febril por Listeria, foi
observada principalmente em algumas epidemias, apresentando na maioria dos casos
sintomas de gastroenterite, como diarreia, febre, cefaleia e mialgia, sendo o seu
periodo de incubacao curto (Aureli et al., 2000). Estas epidemias ocorrem geralmente
devido a ingestdo de doses elevadas de L. monocytogenes por pessoas sas. Nao se
conhece a incidéncia, nem os factores que ocasionam a aparicdo desta forma de

listeriose em casos esporadicos (FAO/OMS, 2004).

Segundo o regulamento (CE) N° 2073 da Comissdo de 15 de Novembro de 2005
alterado pelo regulamento (CE) 1441/2007, relativo a critérios microbiolégicos
aplicaveis aos géneros alimenticios, a dose para L. monocytogenes em alimentos
prontos para consumo nao susceptiveis de permitir o crescimento de L.

monocytogenes é de 1,0 x 10? ufc/g.

2.5 — Analise Sensorial

A andlise sensorial € uma medida cientifica usada para analisar e interpretar as
reacgdes humanas perante certas caracteristicas dos alimentos que sao percebidas
pelos sentidos. E um exame das caracteristicas de um produto mediante os 6rgéos
dos sentidos
(Granados, 2000).
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Actualmente existe um conjunto de regras mais ou menos normalizadas e aceites
(ASTM, 1968 in Louro e Nunes, 1988) que transforma a avaliagdo sensorial hum
método de medida de uma ou varias propriedades dos alimentos, com os requisitos de
fiabilidade e reprodutibilidade que terdo os métodos quimicos e fisicos (Costell e
Duran, 1981 in Louro e Nunes, 1988).

Segundo Costell e Duran, (1981) os métodos de analise sensorial podem ser divididos
em analiticos e afectivos. Os testes analiticos indicam diferencas entre produtos ou
descrevem uma ou mais das suas caracteristicas, enquanto que os testes afectivos
sao utilizados para conhecer a opinido dos consumidores sobre determinado produto.
Assim, o teste de analise sensorial realizado neste trabalho foi um teste analitico, do

tipo descritivo.

Os testes descritivos sdo aqueles que nos permitem indicar para além da possivel
existéncia de diferenca entre amostras, a magnitude dessas diferengas e a sua
caracterizacdo. Para este teste descritivo as caracteristicas do produto foram definidas

numa escala, tratando-se assim se uma prova escalar (Louro e Nunes, 1988).

Na execucédo dos testes sensoriais devem ter-se em conta os aspectos ambientais da
prova assim como outros aspectos de que dependa a reaccdo sensorial dos
provadores. Uma sala de provas devera ter uma temperatura e humidade relativa
agradaveis (20 — 22 °C e 60 — 70 % humidade relativa), com renovagao de ar e boa
iluminacgao, de preferéncia difusa. As cores da sala nao deverdo ser agressivas e em

geral recomenda-se um cinzento neutro (Amerin, 1965 in Louro e Nunes, 1988).

Os gabinetes de prova deverao estar separados entre si (sem serem fechados), de
forma a ndo permitir o contacto entre os juizes. Nao necessitam ser grandes, mas
devem ter uma mesa onde se procede a prova, um pequeno lavatério, uma janela por

onde s&o admitidas as provas e uma cadeira comoda (Louro e Nunes, 1988).

Para além dos aspectos ambientais existe um certo niumero de factores relacionados
com os préprios juizes e com a apresentacdo das amostras que deverdo ser tidos em
conta para se conseguir uma andlise mais eficaz. Os juizes devem estar conscientes
que a utilizagdo de perfumes intensos, fumar antes das provas (cerca de 30 minutos
antes), ou a acgao de outros estimulos fortes pode levar a um menor acerto na

avaliacdo das mesmas.
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A apresentacdo das amostras devera ser feita com cédigos de trés numeros para cada
amostra, evitando assim que os juizes produzam inter-relagdes entre amostras. As
diversas amostras em que se pretende analisar uma mesma caracteristica deverao ser
apresentadas de forma homogénea, no mesmo tipo de recipiente e a temperatura

semelhante.

Também se deve atender a hora das provas, em geral procura-se fazer as provas
entre as 10 e 12 horas ou entre as 15 e 17 horas, pois sdo periodos que
correspondem ao intervalo entre refeicdes em que a generalidade das pessoas ainda
nao tém fome, mas nao estao totalmente saciadas, nao se introduzindo assim factores

de estimulo estranhos.
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3 — Materiais e Métodos

3.1 - Estirpes microbianas

Para este estudo foi utilizada uma estirpe de L. monocytogenes 1/2a EGDe
pertencente a coleccdo do Institut Pasteur (Isolada de um animal), uma estirpe de
referéncia de
L. monocytogenes 4b NCTC 11994 (lsolada de um caso de listeriose humana
associado ao consumo de queijo) € uma estirpe de referéncia de Aeromonas
hidrophyla ATCC 7966, REF 0870S, LOT 870213 (Microbiologics® , Minessota).

3.2 — Amostras de saladas

Foram analisadas 67 amostras de saladas minimamente processadas (AMP; produtos
42 Gama) prontas para consumo, de fabricantes, marcas e variedades diferentes
(Quadro 1), adquiridas em duas grandes superficies comerciais de distribuicdo na area
da Grande Lisboa (Quadro 2). As amostras foram recolhidas ao longo de 6 meses,
entre Margo e Agosto de 2008, em numero compativel com a execugio analitica e

tratamento estatistico.

Quadro 1 - Ingredientes e composi¢gao das amostras de saladas

Variedades Composigao
César Alface romana
Gourmet Escarola frisada, radicio e canénigos
Mescla Espinafre, espinafre vermelho, acelga e mizuna
Ibéria Alface verde, alface roxa e rucola

Quadro 2 - Distribuicdo do numero de amostras por marca e variedade de salada

Variedades Marca A Marca F Marca Q
César - 13 -
Gourmet 10 13 5
Mescla - - 12
Ibéria - - 12
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3.3 — Meios e reagentes

3.3.1 — Meios utilizados na contagem de microrganismos psicrotroficos

aerobios totais

A contagem de microrganismos psicrotréficos foi feita através da utilizacao do meio de
cultura solido Standard Methods Agar (PCA) (bioMerieux® SA, Marcy I'Etoile, Franga)
(Anexo 1). Este meio de cultura apresenta substancias nutritivas, factores de
crescimento e fontes de energia que favorecem o crescimento da maior parte dos
microrganismos, incluindo  bactérias, bolores e leveduras (Figura 1)

(www.biomerieux.pt)

Figura 1 — Coldnias caracteristicas de psicrotroficos aerdbios

3.3.2 — Meios utilizados na contagem de Enterobacteriaceae

Para a contagem de bactérias pertencentes a familia das Enterobacteriaceae utilizou-
se 0 meio de cultura sdlido Violet Red Bile Glucose Agar (VRBG) (bioMerieux® SA,
Marcy I'Etoile, Franga) (Anexo 2). A presenga no meio de sais biliares e cristal violeta
inibe as bactérias Gram positivas e algumas bactérias Gram negativas. A fermentacéo
da glucose é detectada pela viragem do indicador de pH (potencial hidrogenionico), de

vermelho neutro para rosa intenso (Figura 2) (www.biomerieux.pt).

Figura 2 — Coldnias caracteristicas de Enterobacteriaceae

20



3.3.3 — Meios utilizados na contagem de Escherichia coli

Para realizar a contagem de E. coli utilizou-se o meio de cultura sélido Tryptone Bile
X-Glucuronide (TBX) (Bio-Rad™, Marne-la-Coquette, Franca) (Anexo 3). Em
comparagdo com outros meios existentes anteriormente este ultimo apresenta as
vantagens de permitir uma deteccdo mais rapida, uma maior recuperacido e ainda
permitir a deteccédo de estirpes com fraca fermentacao da lactose. Este meio contém
um substrato cromogénico — 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-glucoronidase  (X-
glucoronideo), que é degradado pela enzima
B-glucoronidase, produzida pela maior parte das estirpes de E. coli (apenas 3 a 4%
séo

B-glucoronidase negativas, incluindo o serovar O157) por quebra da ligagdo do agucar
com o cromogénio. O facto de se tratar de uma substancia insoluvel promove a sua
acumulacdo no interior da célula, levando a formagao de coldnias azuis muito faceis
de identificar e diferenciar da flora envolvente (Figura 3), ndo sendo necessaria
confirmagao. O meio TBX apresenta ainda sais biliares que inibem o crescimento das

bactérias Gram positivas (www.bio-rad.com).

— o

Figura 3 — Colodnias caracteristicas de Escherichia coli (http://images.google.pt)

3.3.4 — Meios utilizados na contagem de Listeria spp.

A contagem de Listeria spp. foi feita através da utilizagédo de Agar Listeria segundo
Ottaviani & Agosti (ALOA) (bioMerieux® SA, Marcy L’Etoile, Franga; CHROMagar,
Paris, Franca; Laboratoires AES™ Bruz, Franga) (Anexo 4). Este meio é baseado na
detecgao simultanea das actividades de phosphatidylinositol-specific phospholipase C
(PIPLC) e de B-glucosidase. A enzima PIPLC, associada ao processo de viruléncia,
esta presente em

L. monocytogenes. No meio ALOA, esta actividade é detectada através da degradacéo
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de L-alpha-phosphatidylinositol, que esta presente no agar, produzindo um precipitado
opaco (Figura 4) que forma um halo a volta das colénias. A actividade da (-
glucosidase é detectado pelo substrato cromogénico, 5-bromo-4-cloro-3-indolil- 3-D-
glucoside, que se hidrolisa e produz um precipitado azul em todas as colonias de
Listeria. O halo opaco formado a volta das colénias azuis, € a caracteristica que nos
indica estar perante a presenga de coldnias de L. monocytogenes (Leclercq, 2004) A
selectividade do meio é conferida pela acgdo combinada do cloreto de litio e dos

antibiéticos (acido nalidixico, ceftazidima e polimixina B).

Para isolamento de coldnias suspeitas foi usado o meio de isolamento nio selectivo,
Triptone Soya Agar (TSA) (bioMerieux®SA, Marcy L’Etoile, Franga) (Anexo 5)

(www.biomerieux.pt).

* Qutros géneros

QOutros géneros

-

. Listeria monocytogenes

Figura 4 — Coldnias caracteristicas de Listeria monocytogenes em meio ALOA

(adaptado de Gameiro, 2004 in http://www.images.google.pt)

3.3.5 — Meios utilizados na contagem de Aeromonas hydrophila

Para contagem destes microrganismos foi usado Aeromonas Medium Base (AMB)
(Ryan) (Oxoid™, Cambridge, UK) (Anexo 6). Este meio surgiu porque Ryan modificou
a formula do meio Xylose-Lysine-Desoxycholate Agar (XLD) de forma a permitir o

crescimento de Aeromonas spp. € Plesiomonas spp. bem como o crescimento habitual
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de Enterobacteriaceae. Este meio de cultura foi adicionado de ampicilina, na
concentracdo de 5 mg/L, recomendado pelo fabricante, com o objectivo de melhorar o
seu desempenho no isolamento de Aeromonas spp. (www.oxoid.com). Para posterior

identificacao as colonias suspeitas foram isoladas e mantidas em meio TSA.

3.3.6 — Meios utilizados na contagem de Clostridium perfringens

O meio de cultura Tryptone Sulfite Cycloserine Agar (TSC) (Biokar Diagnostics™,
Beauvais, Franca) (Anexo 7) foi utilizado na contagem de C. perfringens. A presenca
neste meio de cultura de sulfito de sdédio permite aos microrganismos redutores de
sulfito, reduzi-lo a sulfureto, que ao reagir com citrato de ferro, também presente no
meio, forma sulfureto de ferro, conduzindo ao desenvolvimento de colénias negras. A
restante flora e inibida pela

D-cicloserina presente no meio (www.oxoid.com).
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Figura 5 - Colonias caracteristicas de Clostridium perfringens

(http://www.rapidmicrobiology.com/news/995h27.php)

3.3.7 — Meios utilizados na contagem e pesquisa de Bacillus cereus

Os meios de cultura utilizados para a contagem e pesquisa de B. cereus foram o
Bacillus cereus Agar (BCA) (Mossel) (Laboratoires AES™, Bruz, Franca) (Anexo 8),
Columbia Agar com 5% Sheep Blood (COS) (Anexo 9) e Agua Peptonada Tamponada
(BPW) (Anexo 10) (ambos biomerieux® SA, Marcy L’Etoile, Franga). O meio de cultura
BCA é um meio selectivo devido a adigdo de Polimixina B, desenvolvido por Mossel et
al., que utiliza o extracto de carne e de triptona para favorecer o crescimento deste

microrganismo. O sistema de diferenciagdo de colonias deste meio, baseia-se na
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capacidade que a maioria destas estirpes apresentam de produzirem uma lecitinase e

nao utilizarem o manitol (www.oxoid.com). As colonias caracteristicas sdo grandes,

crenadas, de cor rosa e rodeadas por um halo opaco (Figura 6). O meio COS permite
verificar a presenca de actividade hemolitica, sendo esta uma caracteristica deste
microrganismo A utilizagdo da BPW teve como objectivo promover a recuperagéo de
microrganismos presentes potencialmente lesados como consequéncia dos

tratamentos a que o produto foi sujeito.

Figura 6 — Coldnia caracteristica de Bacillus cereus em meio Mossel

3.3.8 — Meios utilizados como diluentes

Para a realizacdo de diluigbes das amostras e do inoculo foram utilizados o caldo
Triptona Sal (TS) (bioMerieux® SA, Marcy L’Etoile, Franga) (Anexo 11) e BPW.

O caldo TS é um diluente a base de peptona e de cloreto de sdédio

(www.biomerieux.pt).

O caldo BPW nao é apenas um meio de pré enriqguecimento, como referido em 3.3.7.,
mas também um diluente, sendo constituido por uma mistura de peptonas

(www.biomerieux.pt).

3.3.9 — Meios utilizados na pesquisa de Salmonella spp.

Para proceder a pesquisa de Salmonella spp. foi utilizado caldo BPW, caldo Rappaport
Vassiliadis Soja (RVS-T) (Anexo 12), caldo Muller-Kauffmann Tetrationato (MKTTn-T)
(Anexo 13), caldo M (Anexo 14) e “kit” VIDAS SLM (Produtos bioMerieux® SA, Marcy

L’Etoile, Franga). O caldo BPW é um pré-enriquecimento ndo selectivo que permite
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que as células de Salmonella spp. lesadas e/ou presentes em baixo nimero, possam
recuperar e/ou multiplicar-se antes de serem introduzidas num meio selectivo,
aumentando assim as hipoteses da sua deteccdo nas amostras. O caldo RVS-T
contém, para além de fontes de carbono e compostos azotados, cloreto de magnésio
(que aumenta a pressao osmaética do meio) e verde de malaquite (agente inibidor da
maioria das bactérias, com excepcado de Salmonella spp.) que associados a um pH
baixo, proporcionam um meio selectivo para Salmonella spp. (www.biomerieux.pt). O
caldo MKTTn-T apresenta fontes de carbono, azoto, vitaminas e sais minerais. E
constituido também por tetrationato que inibe bactérias que ndo possuam tetrationato
redutase (como sdo exemplo a maioria das bactérias Gram negativas, com excepgao
de Salmonellae e Proteus). A inibicdo de Proteus é efectuada pela adicdo de
novobiocina, e a das bactérias Gram positivas € conseguida pela ac¢do de verde
brilhante e pela adicao de sais biliares (www.biomerieux.pt). O caldo M contém uma
base rica em nutrientes que permite o crescimento de Salmonella spp.

(www.biomerieux.pt).

Para isolamento foram usados os meios selectivos sélidos Xylose-Lysine-
Desoxycholate Agar (XLD) (Anexo 15) e Gelose chrom/D™ Salmonella (SM2) (Anexo
16) (ambos bioMerieux® SA, Marcy L’Etoile, Franca). A diferenciacéo das bactérias no
meio XLD fundamenta-se na fermentacido da xilose, descarboxilacdo da lisina e
producao de sulfito de hidrogénio, reacgdes que permitem uma diferenciagao primaria
de Shigellae e Salmonellae de outras bactérias patogénicas. As coldénias apresentam-
se vermelhas com o centro negro. A concentragdo de desoxilato presente nesta
férmula inibe coliformes sem interferir com o desenvolvimento de Salmonellae e

Shigellae (www.biomerieux.pt). O meio SM2 é constituido por uma base nutritiva que

associa diferentes peptonas promovendo assim o crescimento do conjunto de todas as
estirpes de Salmonella, e por trés substratos cromogénicos que permitem a revelagao
das actividades enzimaticas correspondentes. A diferenciacdo de Salmonellae
(incluindo estirpes lactose positivas) baseia-se na produgado da enzima esterase que
confere uma coloragdo rosa palido a roxo as colonias desta bactéria

(www.biomerieux.pt).

Como meio de diagnostico foi utilizado o agar de Triple Sugar Iron (TSl) (Biogerm,
Maia, Portugal) (Anexo 17). Trata-se de um meio que permite verificar se ocorreu a
fermentagdo de trés acucares (lactose, sacarose e glucose), producdo de gas e
produgdo de sulfito de hidrogénio (www.oxoid.com). Com vista a posterior

identificagao, as coldnias suspeitas foram isoladas e mantidas em meio TSA.
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3.3.10 — Meios utilizados na pesquisa de Listeria monocytogenes

Para a pesquisa de L. monocytogenes utilizou-se o caldo Fraser demi (Cf-d) (Anexo
18), caldo Fraser (Anexo 19) e “kit’ VIDAS® LMO2 (todos produtos bioMerieux® SA,
Marcy L’Etoile, Franca). Os caldos Fraser demi e Fraser apresentam uma constituicao
semelhante, com a unica diferenca de o primeiro apresentar metade da concentragao
de antibidticos do segundo, permitindo durante o primeiro enriquecimento, um melhor
crescimento das células eventualmente lesadas. A selectividade destes meios é

conseguida pelo cloreto de litio, acriflavina e o acido nalidixico (www.biomerieux.pt)

Como meio de isolamento utilizou-se o meio ALOA, ja descrito em 3.3.4. Para
isolamento e manutengao de culturas suspeitas utilizou-se meio TSA, também referido

no ponto 3.3.4.

3.3.11 — Meios utilizados na pesquisa de Escherichia coli 0157

A pesquisa de E. coli 0157 foi efectuada com recurso aos meios Modified Tripticase
Soya Broth (Becton, Dickinson and Company, Le Pont de Claix, Franga) (Anexo 20)
adicionado de novobiociona (Sigma, St Louis, Missouri, USA) na concentragao de 20
mg/L (mTSB+N), Caldo MacConkey (MCK) (Anexo 21) (LabM, Bury, Lancashire, USA)
com mistura de Cefixima-Telurito (CT) (bioMerieux® SA, Marcy L’Etoile, Franca)
(MCK+CT), “Kit” VIDAS®
E. coli 0157 (ECO) (bioMerieux® SA, Marcy L’Etoile, Franga), “kit’ Dynabeads® anti -
E. coli 0157 (Dynal Biotech ASA, Oslo, Noruega) e tampao de lavagem (PBS Tween):
0.15 M NaCl, 0.01 M Tampao Sédio-Fosfato, pH 7.4, com 0.05% Tween-20

(autoclavado durante 15 min a 121 °C).

A selectividade do meio mTSB+N baseia-se na presencga do antibiético novobiocina e

na temperatura de incubagao (www.biomerieux.pt).
O meio MCK+CT apresenta uma composi¢ao que favorece o crescimento de E. coli. A

presenca de bilis promove a inibicdo da maioria das bactérias Gram positivas e a

mistura CT inibe as bactérias da familia Enterobacteriaceae (www.biomerieux.pt).
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Para isolamento usaram-se os meios selectivos Gelose MacConkey com Sorbitol
adicionado da mistura CT (CT-SMAC) (anexo 22) e gelose chromID™ 0157:H7 (0157
H7 ID-F) (anexo 23) (ambos bioMerieux® SA, Marcy L’Etoile, Franga). A presenca de
sorbitol no meio CT-SMAC permite a diferenciacdo de E. coli 0157, visto que este
serovar ndo fermenta o sorbitol e apresenta colénias incolores enquanto que os
restantes serovares fermentam o sorbitol apresentando coldnias rosas e vermelhas. A
selectividade é conferida pela presenca de sais biliares e de cristais violeta para as
bactérias Gram positivas e pela mistura CT para outras bactérias da familia

Enterobacteriaceae (www.biomerieux.pt).

O meio 0157 H7 ID-F contém uma mistura de hidratos de carbono e dois substratos
cromogénicos para a detecgao de duas actividades enzimaticas: a B-D-galactosidase
presente em todas as estirpes de E. coli e a B-D-glucoronidase especifica para todas
as estirpes de E. coli nao O157:H7. As colénias de E. coli O157 aparecem com cor
verde ou verde-azulada, sendo a selectividade em relagcéo a bactérias Gram positivas
fornecida pelo desoxicolato de sédio, enquanto que a mistura CT, permite aumentar a
selectividade em relacdo as bactérias da familia das Enterobacteriaceae

(www.biomerieux.pt).

O “kit” Dynabeads® anti - E. coli 0157 foi utilizado com o objectivo de tornar mais
eficiente a pesquisa deste microrganismo através da utilizagcdo de uma técnica de
concentragao selectiva desta enterobactéria

(http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/brands/Dyn al.h tml).

3.3.12 - “Kit” utilizado na pesquisa da toxina diarreica de Bacillus cereus

Para a pesquisa de toxina diarreica de B. cereus foi utilizado o “kit” de deteccao de
toxinas Bacillus cereus Enterotoxin - Reversed Passive Latex Agglutination (BCET-
RPLA) (Oxoid™, Cambridge, UK), que utiliza o método de aglutinacdo passiva de latex

invertida (www.oxoid.com).

3.3.13 — Reagentes e “kits” para identificagao bioquimica

Foram utilizados os seguintes reagentes: reagente para deteccdo da oxidase
(N,N,N’,N’-Tetrametil-p-fenilediamina dihidrocloreto) (bioMerieux® SA, Marcy L’Etoile,
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Franga) (Anexo 24), glucose (Biokar Diagnostics™, Beauvais, Franca) (Anexo 25), API
Listeria (bioMerieux® SA, Marcy L’Etoile, Franga), APl 20E (bioMerieux® SA, Marcy
L’Etoile, Franga) e testes de pesquisa de enzimas: Voges-Proskauer, Lisina, Arginina,
Ornitina, Glucose, Manitol e Inositol e o “kit” gerador de atmosfera de anaerobiose -

Anaerogen (Oxoid™, Basingstone, Hampshire, UK).

O teste da oxidase baseia-se na produgdo bacteriana de uma enzima, a oxidase
intracelular. Na presenga de oxigénio atmosférico e de citocromo C, esta enzima oxida
o reagente contendo fenilenodiamina, para formar um composto violeta, o indofenol
(www.biomerieux.pt). Desta forma, o aparecimento de uma coloragéo violeta na

colonia testada indica a presenca desta enzima e considera-se oxidase positiva.

A glucose foi utilizada como método de confirmagao das coldnias supostas da familia
Enterobacteriaceae. Estas bactérias caracterizam-se por serem todas fermentadoras
de glucose (http://users.med.up.pt/cc04-

10/Microdesgravadas/8_Enterobacteriaceas.pdf).

O API Listeria (Figura 7) € um sistema padronizado que consiste numa galeria que
comporta 10 microtubos contendo os substratos desidratados, que permitem a
realizacdo de testes enzimaticos ou fermentagdes de acgucares. As reaccdes
produzidas durante o periodo de incubagdo traduzem-se pelas mudancas de cor
espontaneas ou reveladas através da adicao de reagentes. A leitura é efectuada com
um quadro de leitura (Anexo 26) e a identificagdo obtém-se consultando a lista dos
perfis do folheto informativo ou com um sistema de identificagdo on-line

(www.biomerieux.pt).

Figura 7 — API Listeria com perfil da espécie L. monocytogenes
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O API 20E ¢é também um sistema de identificacdo padronizado, mas neste caso, para
géneros da familia Enterobacteriaceae e outras bactérias Gram negativas. Os
diferentes testes na galeria apresentam-se também na forma desidratada,
compreendendo neste caso 20 testes. A leitura é de igual modo realizada através de
um quadro de leitura (Anexo 27) e a identificacdo obtém-se consultando o sistema de

identificagao on-line (http://www.fmed.uc.pt/bedel files/praticas0708.pdf).

3.314 - Meios  utilizados para preparagio do inoculo de

Listeria monocytogenes

Para simular a contaminacado das saladas com L. monocytogenes, foram realizados
ensaios preliminares utilizando os meios Columbia Agar com 5% Horse Blood (COH)
(bioMerieux® SA, Marcy L’Etoile, Franca) (Anexo 28) e RAPID’ Listeria spp./Agar (Bio-
Rad™, Marne-la-Coquette, Franca) (Anexo 29).

O meio RAPID’ Listeria spp./Agar € um meio cromogénico selectivo para isolamento e

identificacdo presuntiva de todas as espécies de Listeria (www.bio-rad.com). O

sistema de identificagéo é idéntico ao descrito no ponto 3.3.4.

3.4 — Métodos utilizados nas analises microbioldgicas

Quando se efectuam analises microbioldgicas a géneros alimenticios é fundamental
garantir que ndo ocorra contaminacdo das amostras por microrganismos presentes no
ambiente, bem como, que o ambiente ndo seja contaminado pelos microrganismos
presentes na amostra. Outro aspecto importante prende-se com a validacdo dos
métodos microbiolégicos, sendo de extrema importancia assegurar que as regras
gerais utilizadas na execucdo destes ensaios sdo as mesmas em todos os
laboratérios, ajudando assim a obter resultados comparaveis e contribuindo para a
seguranga dos técnicos de laboratério, prevenindo riscos de infecgdo. Deste modo e
tendo em conta estes objectivos, no decorrer dos ensaios analiticos referentes a este
trabalho, foram respeitadas as Boas Praticas de Laboratério e os requisitos constantes
na norma ISO 7218:2007.
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3.4.1 — Transporte e recepcao das amostras

As saladas adquiridas para realizacdo deste trabalho de investigagdo foram
transportadas para o Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Instituto Nacional
de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA) em mala térmica, a uma temperatura entre 1°C e
8°C, monitorizada regularmente com uma sonda Tomprobe (Réf. MD30100. AES
Laboratoires™, Rennes, Franga) (Anexo 30), num periodo maximo de 30 minutos ap6s

aquisicao.

Ao chegarem ao laboratério as embalagens de origem foram recepcionadas,
identificadas e armazenadas em frigorifico, a temperatura controlada (3 °C + 2 °C), até
ao momento de realizagdo das andlises (no espago de tempo mais curto possivel e
sempre antes do final do seu prazo de validade). A recepcao e identificagdo foram
efectuadas através da atribuicdo de um numero de amostra, de modo a assegurar o
seu acompanhamento até a saida do resultado final, registando-se sempre as
seguintes informagdes: data de compra, local de aquisi¢do, marca, variedade, lote de

fabrico e prazo de validade.

3.4.2 — Método utilizado na colheita das tomas de amostras

As tomas de amostra foram colhidas respeitando criteriosamente as regras de
assepsia. As embalagens de origem foram desinfectadas com o auxilio de algodao
embebido em alcool a 70% e posteriormente foram cortadas com o auxilio de uma
tesoura esterilizada, tendo este procedimento sido efectuado num raio de 15 cm da
chama do bico de Bunsen. Foram entdo colhidas, com o auxilio de uma pinca
esterilizada (Figura 8) trés tomas das amostras para sacos esterilizados préprios para
“Stomacher” (PE dim 177x304 mm com tela filtrante, Seward Limited, London, UK)
devidamente identificados com o numero da amostra, data e hora da colheita e

referéncia do ensaio ao qual se destinava. (Quadro 3).
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Figura 8 — Operagéao de toma de amostras para realizagdo dos ensaios

Quadro 3 — Peso das tomas das amostras de acordo com o ensaio a efectuar

Ensaio Toma da amostra para Diluente/ Meio de cultura

ensaio utilizado

- Contagens em placa

- Pesquisa de Salmonella BPW
spp.
- Pesquisa de L. 25qg "
: 9 cF-d
monocytogenes
: . 259"
- Pesquisa de E. coli 0157 mTSB+N

* 128 toma; ** 22 toma; *** 32 toma

3.4.3 — Método utilizado na diluigao de tomas de amostras

Dado que este trabalho foi realizado com alimentos sélidos procedeu-se a uma etapa
inicial de preparagdao da amostra com efectivacdo de uma suspenséo inicial (diluigdo
primaria), que tem por finalidade transformar a heterogeneidade de uma amostra
sélida, numa amostra liquida, homogénea e representativa do alimento a analisar. O
objectivo sera obter uma distribuicdo o mais homogénea possivel dos microrganismos
contidos nos componentes soélidos da amostra. Posteriormente foram preparadas
diluigbes décimais sucessivas, de modo a reduzir o numero de microrganismos por
unidade de volume semeado e permitir assim efectuar uma contagem de ufc, apds o
periodo de incubacao, conforme descrito em cada norma especifica utilizada. Estes
procedimentos foram efectuados de acordo com as regras preconizadas na norma ISO
6887-1:1999.
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Com a 12 toma da amostra, recorrendo ao diluidor automatico com balanga (“Pinch
Diluter” Ref® 7577 - bioMerieux® SA, Marcy L'Etoile, Franga) (Figura 9), foi efectuada
uma diluigdo inicial (p/p) da amostra na propor¢dao 1/10 usando como diluente o meio
BPW (suspenséo inicial). A suspensao assim preparada foi usada para as contagens
de microrganismos e simultaneamente como pré-enriquecimento para pesquisa de

Salmonella spp.

A 22 toma foi pesada em balanga digital PM2000 — Mettler (Mettler Instrumente,
Zurique, Suiga), sendo-lhe posteriormente adicionado cF-d igualmente na proporgéao

de 1/10, constituindo o enriquecimento primario para a pesquisa de L. monocytogenes.

A 3?2 toma, de modo idéntico, foi pesada na referida balanca digital e usada para a
pesquisa de E. coli 0157 tendo sido adicionada de 225 mL de mTSB+N.

Todas estas misturas foram homogeneizadas no aparelho “Stomacher® (Stomacher
400 “Circulator”, Seward Limited, London, UK) (Figura 10), durante 1 minuto, a 230

rpm.

Figura 9 — Diluidor automatico com balanca; Figura 10 - Stomacher

3.4.4 — Métodos utilizados na pesquisa e contagem de microrganismos
psicrotréficos, Enterobacteriaceae e patogénicos

Para a estimativa da flora microbiana e potenciais patogénicos realizaram-se varios

ensaios que se encontram resumidos no Quadro 4.
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Quadro 4 - Ensaios realizados para avaliagdo microbiologica
Tempo

. . . 0 Temperatu
Microrganismo Meio de Dilui¢gd Método/ Inoculo . de ra de
S cultura es incubag . =
= incubacgao
ao
Aerdbios 10%a 1ml — por . 0
Psicrotroficos PCA 10© incorporacao 10 dias 6,5°C
, 2 1ml — por
Enteroebaaecter/ac VRBG 110 0-5a incorporacao/cam 24h 37°C
ada dupla
E. coli TBX 10"  Uille[eely 24h 44° C
incorporacao
0,1ml — por
espalhamento,
rLﬁonocyl‘o enes ALgAA/ ° 107 ZIE e e
g 1h/temperatura
ambiente
. 10" e 0,1ml — por o
A. hydrophila Ryan 102 espalhamento 24h 30°C
C. perfringens TSC 10" 1ml — por 24h 37°C
incorporagcao/cam (anaerobios
ada dupla e)
B. cereus Mossel 107" 0,1ml — por 48h 37°C

espalhamento
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3.4.4.1 — Método utilizado na preparacao das diluicoes decimais

Fizeram-se diluicdes décimais sucessivas até & diluicdo 10, com base no nivel de
contaminagao esperado. Esta metodologia consiste em adicionar 1 mL da suspensao
inicial a 9 mL de TS preparando assim a diluicdo 102 A partir desta, é preparada de

igual modo a diluigdo 10 e assim sucessivamente até & 10 (Figura 11).

I mi ' mi 1 mi 1 mi

~

&
=
L
Q
S
v
d 9 mi 9 mi 9 mi 9 ml

Figura 11 — Esquema de diluigdes sucessivas (adaptado de Pampulha e Oliveira,
2004/2005)

3442 - Método utilizado na contagem de microrganismos

psicrotréficos

Para a contagem total dos microrganismos psicrotroficos foi seguida uma metodologia
baseada na norma ISO 1741:2001. Este método consiste em semear 1 mL das
diluicbes consideradas necessarias de modo a obter placas contaveis (neste caso
usamos da diluicdo 10 & diluicdo 10'6) por incorporacao em meio PCA. As placas
inoculadas, apos solidificagao, foram invertidas e incubadas a 6,5°C durante 10 dias.
Ap6s o periodo de incubagdo foram seleccionadas as placas contaveis, ou seja,
aquelas que continham menos de 300 coldnias, sendo nestas placas contadas todas
as colonias desenvolvidas, tanto a superficie como no interior do agar. No processo de
contagem em placa (manual) foram consideradas todas as colénias presentes,
independentemente da sua morfologia. Neste método foi utilizado um meio de cultura

nao selectivo, de forma a nao ocorrer qualquer tipo de inibicdo do crescimento de
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microrganismos, isto é, de forma a permitir o desenvolvimento de todos os

microrganismos viaveis capazes de se multiplicarem nas condi¢gbdes de ensaio.

3.4.4.3 — Métodos utilizados na contagem de Enterobacteriaceae

A contagem das bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, foi realizada
seguindo a norma ISO 21528-2:2004b, que preconiza a utilizacdo do meio VRBG,
semeado por incorporagdo com 1 mL de inoculo, em camada dupla, incubando as
placas a 37 °C = 1 °C durante 24 1+ 2 h. Nestes ensaios foram semeados inoculos

correspondentes as diluicdes 10%a 10™°.

Para confirmacao das coldnias presuntivas, foi feita a avaliagdo quanto a producao de

oxidase e a fermentacgao da glucose.

3.4.4.4 — Método utilizado na contagem de Escherichia coli

A contagem de E. coli foi efectuada seguindo a norma ISO 11649-2:2001. Este
procedimento consistiu na inoculacdo de 1 mL das diluicbes consideradas necessarias
(neste caso usamos a diluicdo 10™"), por incorporagdo, utilizando o meio TBX, com

incubacao até um maximo de 24 ha 44 °C + 1 °C.

As estirpes das amostras que se revelaram positivas, apresentando colonias com
coloragao azul, como referido em 3.3.3, foram enviadas para a Unidade de
Enterobactérias do INSA, para deteccao de factores de patogenecidade pelo método

de Polimerase Chain Reaction (PCR) multiplex.

3.4.4.5 - Métodos usados na contagem de Listeria monocytogenes

Na contagem de Listeria spp. foi seguida a metodologia descrita na norma ISO
11290-2:1998/ Amd.1:2004. O procedimento compreende a incubagao da suspensao
inicial (107) a 20 °C # 2 °C durante 1h + 5 min. Apds o periodo de incubagao inoculou-

se 0 meio de cultura ALOA, com 0,1 mL das diluigdes consideradas necessarias
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(neste caso, apenas a diluicdo 10™") por espalhamento em superficie. A incubagao foi
feita a 37 °C = 1 °C durante 24 h e, se necessario, foi mantida por mais 24 h, até um
maximo de 72 h. As colonias azuis, presuntivas de Listeria spp. foram passadas para
TSA. A partir das coldénias assim obtidas efectuou-se o teste da catalase e a todas as
colénias positivas neste teste foi realizada a caracterizacido bioquimica por API

Listeria.

3.4.4.6 — Métodos utilizados na contagem de Clostridium perfringens

A contagem de C. perfringens foi efectuada seguindo a norma ISO 7937:2004. Este
procedimento consistiu na inoculagdo de 1 mL das diluicbes consideradas necessarias
(neste caso usamos a diluicdo 10™"), por incorporagéo, em camada dupla, utilizando o

meio TSC, com incubagao durante 24 h a 37 °C + 1 °C, em jarra de anaerobiose.

3.4.4.7 — Métodos utilizados na contagem de Aeromonas hydrophila

Para a contagem de A. hydrophila foi seguida a metodologia preconizada pela Health
Protection Agency (HPA/ Colindale, U.K.). Neste procedimento foram semeados 0,1
mL das diluigbes consideradas necessarias (usamos as diluicdes 10" e 10%), por
espalhamento a superficie em gelose Ryan, sendo as placas incubadas a temperatura
de 30 °C £ 1 °C durante 18 a 24 h. As coldnias presuntivas, verdes escuras, opacas €
com a zona central mais escura, lidas por comparagao com a estirpe padrao cultivada
nas mesmas condic¢des, foram isoladas (um minimo de 3 coldnias por placa) em meio
TSA. A partir dos isolados assim obtidos foi efectuado o teste da oxidase. Nos casos
que revelaram a presenga desta enzima foram efectuados os seguintes testes
bioquimicos de diagnéstico: glucose, Voges-Proskauer (VP), lisina, arginina, ornitina,

manitol e inositol.

Posteriormente foram efectuados testes bioquimicos miniaturizados para identificagao
de bactérias Gram negativas (APl 20E) a partir de todas as culturas isoladas que
revelaram resultados nos testes de diagnostico coincidentes com os apresentados no
Quadro 5
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Quadro 5 — Testes bioquimicos de diagndstico para identificacao de A. hydrophila
(adaptado de Adderson et al., 1997)

Gas na
V.P. Lisina Arginina Ornitina Manitol Inositol
glucose
Resultado + + + + - + -

3.4.4.8 — Métodos utilizados na contagem e pesquisa de Bacillus cereus

Para a contagem de B. cereus, foi utilizada a metodologia apresentada na norma ISO
7932:2004. Isto é, inoculou-se 0,1 mL das diluigbes consideradas necessarias, (neste
caso, da suspensdo inicial, 10™") por espalhamento a superficie, no meio Mossel em

placa. As placas assim obtidas foram incubadas a 30 °C + 1 °C durante 48 h.

A pesquisa de B. cereus foi feita a partir de um enriquecimento prévio em BPW a
37 °C + 1 °C durante 16 a 20 h. Posteriormente, foi feito o isolamento, com ansa a

superficie do meio acima referido e incubado nas mesmas condicdes.

Sempre que surgiram coldnias grandes, crenadas, de cor rosa e rodeadas por um halo
opaco, ou seja, coldnias caracteristicas, quer na contagem, quer na pesquisa, foi feita
a confirmacao. Esta confirmacao consistiu na pesquisa da actividade hemolitica em
meio COS, e sempre que necessario, na deteccao de lecitinase. Esta ultima pesquisa
foi feita quando nas placas iniciais, as colonias suspeitas se encontravam
coalescentes com outros microrganismos contaminantes, impossibilitando a

visualizagao da producao desta enzima.

3.449 - Métodos utilizados na pesquisa de Salmonella spp., de

Listeria monocytogenes e de Escherichia coli 0157

As pesquisas de Salmonella spp., de L. monocytogenes e de E. coli O157 foram
realizadas utilizando o método imunoenzimatico - VIDAS®. E um método que se
baseia na tecnologia Enzime Linked Fluorescent Assay (ELFA) para a pesquisa de

microrganismos patogénicos presentes nas amostras sujeitas a ensaio. Permite indicar
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a presencga ou auséncia destes microrganismos, comparando o resultado com a recta
de calibracdo, previamente introduzida no aparelho mini-VIDAS. Aquando da abertura
de um novo “kit” mini-VIDAS (bioMerieux® SA, Marcy L’Etoile, Franga) (Figura 12)
introduziu-se o respectivo codigo de barras. Do “kit” de utilizacdo fazem parte os
cones, que servem de fase sdlida e de sistema de pipetagem para o teste. Os cones
encontram-se revestidos interiormente por anticorpos monoclonais (ou policlonais
consoante o microrganismo) especificos para o agente microbiano em pesquisa. Os
restantes reagentes necessarios a reacg¢ao imunolégica encontram-se repartidos na
“barrete” (Figura 13). Se o microrganismo alvo estiver presente na amostra, ocorrera
reacgdo antigénio-anticorpo, e posteriormente, pela adigdo de um conjugado
(anticorpo ligado a fosfatase alcalina), bem como de um substrato contendo o
fluorocromo 4-Metil-umbeliferil fosfato, que permitira a emissao de fluorescéncia,

sendo esta detectada pelo sistema VIDAS.

Figura 12 - Aparelho mini-VIDAS; Figura 13 - Barrete e cone mini-VIDAS

3.4.4.9.1 — Método utilizado na pesquisa de Salmonella spp.

Para a pesquisa de Salmonella spp., foi efectuado um pré-enriquecimento em BPW,
com incubacdo durante 16 a 20 horas, a 37 °C £ 1 °C. Apds este periodo de
incubacgao, foi feito o enriquecimento selectivo, inoculando-se 0,1 mL em RVS-T e 1
mL em MKTTn-T, que foram incubados, respectivamente, a41,5°C +1°C e 37 °C £ 1
°C, durante 6 a 8 horas. Posteriormente, efectuou-se um pds-enriquecimento sendo
retirado 1 mL do crescimento em RVS-T que se inoculou no meio M, e 0,1 mL do
crescimento em MKTTn-T que se inoculou num outro tubo, do referido meio M. A
incubacao de ambos os tubos contendo o meio M foi feita a 41,5°C + 1 °C por 16 a 20
h. Apds o periodo de incubacéo, retirou-se 1 mL de cada tubo do meio M e colocou-se

num tubo estéril, sujeitando-se a temperatura de 95 a 100 °C, durante 15 min (£ 1
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min). Apods arrefecimento do tubo (operacdo que nao deve ultrapassar os 30 min),
colocou-se 500 uL da suspensdo na “barrete” contendo os reagentes do “kit” VIDAS
SLM, colocando a mesma no aparelho mini VIDAS®. Os casos que revelaram
resultados positivos foram sujeitos a testes de confirmagdo e identificacao,
procedendo-se do seguinte modo: de cada um dos meios de enriquecimento selectivo
e po6s enriquecimento retirou-se uma aliquota com o auxilio de uma ansa descartavel,
que se inoculou, pela técnica das estrias, na superficie dos dois meios de cultura
selectivos solidos, XLD e SM2. Estas placas foram incubadas a 37 °C = 1 °C durante
24 * 3 h. As colénias caracteristicas de Salmonella spp. foram inoculadas, por picada
central, no meio de diagndstico, TSI, incubado a 37 °C + 1 °C durante 24 + 2 h, e
simultaneamente, em placas de meio TSA (incubadas a 37 °C = 1 °C durante 24 + 2 h)
para efectuar testes bioquimicos miniaturizados de identificacdo de bactérias Gram
negativas, API 20E.

3.4.4.9.2 — Método utilizado na pesquisa de Listeria monocytogenes

No caso da pesquisa de L. monocytogenes fez-se inicialmente um primeiro
enriquecimento selectivo durante 24 a 26 h em cF-d, a uma temperatura de 30 °C + 1
°C. Depois da incubacédo, efectuou-se uma passagem de 1 mL para caldo Fraser
(segundo enriquecimento selectivo) que foi colocado na estufa a 37 °C £ 1 °C durante
24 a 26 h. Apés este periodo, foram inoculados 500 uL na “barrete” contendo os
reagentes do “kit” VIDAS LMO2, sendo esta colocada no aparelho mini VIDAS® para
realizacdo do ensaio. Os casos que se revelaram positivos foram sujeitos a
confirmagao, seguindo a mesma metodologia descrita em 3.3.4.5..Para tal, a partir do
crescimento em meio Fraser, com auxilio de uma ansa descartavel foi efectuado o
isolamento em meio sdlido ALOA. As coldnias presuntivas de L. monocytogenes foram
depois passadas para meio TSA, sendo posteriormente sujeitas ao teste de pesquisa

de catalase, API Listeria e teste de hemodlise em meio COS.

3.4.4.9.3 — Método utilizado na pesquisa de Escherichia coli 0157

Para a pesquisa de E. coli 0157 foi realizado um primeiro enriquecimento selectivo em
m-TSB+N a temperatura de 41,5 °C + 1 °C por 6 a 7 h. A partir deste enriquecimento
passou-se uma aliquota de 1 mL para caldo CT-MacConkey, fazendo-se assim um
enriquecimento selectivo, que foi incubado durante 18 £+ 1 h a 37 °C £ 1 °C. No fim

desta etapa retiraram-se 2 mL do caldo referido para um tubo estéril que foi sujeito a

39



um aquecimento entre 95 °C a 100 °C durante 15 min (x 1 min). Depois do tubo
arrefecido (operagdo que nao devera exceder os 30 min), colocaram-se 500 uL na
“barrete” contendo os reagentes do “kit” VIDAS E. coli 0157 ECO, a qual foi colocada
no aparelho mini VIDAS® para realizacdo do ensaio. Os casos que se revelaram
positivos foram sujeitos a testes de confirmacdo e identificagdo. Assim, a partir do
meio CT-MacConkey, com o auxilio de uma ansa descartavel, foi efectuado o
isolamento nos meios sélidos CT-SMAC e 0157 H7 ID-F.

Nos casos em que os testes de confirmagdo nao se revelaram coincidentes com o
resultado obtido no mini-VIDAS, realizou-se a concentragao selectiva de E. coli 0157
através do método de separagdo imunomagnética, utilizando para o efeito o “kit”
Dynabeads® anti - E. coli O157 através do método de referéncia. Assim, retirou-se o
prato magnético do aparelho Dynal Magnetic Particle Concentrator® MPC-S (Dynal
Biotech ASA, Oslo, Noruega) e colocaram-se os tubos de microcentrifugacao de 1,5
mL (em numero igual ao nimero de amostras) no referido aparelho. Resuspendeu-se
o Dynabeads anti - E. coli O157 no Vortex (Vortex-Genic, Scientific Industries, Inc.,
Bohemia, USA) e colocou-se
20 yL em cada um dos tubos, adicionando-se posteriormente 1 mL do meio CT-
MacConkey utilizado anteriormente. Apds fecho dos tubos, inverteu-se o Dynal MPC-S
constantemente durante 10 min e inseriu-se novamente o prato magnético no
aparelho, inverteu-se novamente o Dynal MPC-S varias vezes, com o objectivo de
concentrar as esferas numa das paredes do tubo (isto é, na parede que se encontrava
encostada ao prato magnético). Depois de atingido este objectivo, os tubos foram
abertos e retiradas as amostras sobrenadantes. Retirou-se novamente o prato
magneético e adicionou-se a cada tubo 1 mL de tamp&o de lavagem, fechando-se os
tubos novamente e invertendo-se o Dynal MPC-S para resuspensao das esferas. Apos
resuspensdo tornou-se a colocar o prato magnético no aparelho e inverteu-se
novamente de forma continua, tendo este procedimento a finalidade de concentrar as
esferas e tal como na fase anterior retirar o liquido sobrenadante dos tubos. Adicionou-
se novamente 1 mL de tamp&o de lavagem a cada tubo e inverteram-se novamente
para resuspensdao das esferas. Repetiu-se o procedimento acima indicado uma
terceira vez até chegada a fase de nova retirada de sobrenadante. Por fim, retirou-se o
prato magnético do Dynal MPC-S e resuspendeu-se o complexo Dynabeads-Bactéria
em 100 yL de tampado de lavagem sob agitagdo no Vortex. Apds esta fase de
separagcao imuno-magnética (IMS), inoculou-se 0,1 mL da suspensdo obtida nos
meios solidos CT-SMAC e O157 H7 ID-F, sendo os meios incubados nas condicbes

anteriormente referidas.
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As estirpes isoladas foram posteriormente ensaiadas para a pesquisa de factores de
patogenicidade, a qual se efectuou com recurso a testes de biologia molecular, na

Unidade de Enterobactérias do INSA, como ja referido em 3.4.4.4.

3.4410 - Método utilizado na pesquisa da toxina diarreica de

Bacillus cereus

Para pesquisa de toxina diarreica de B. cereus foi seguido o procedimento descrito na
bula apensa ao “kit” de deteccdo de toxinas BCET-RPLA, sendo seguida a
metodologia referente a pesquisa em fluidos de cultura. Para tal, inoculou-se uma
colénia isolada em meio Brain Heart Infusion (BHI) (Oxoid™, Basingstone, Hampshire,
UK) (Anexo 31) que se incubou a 37 °C £ 1 °C durante 18 h. A cultura assim obtida, foi
centrifugada durante 20 min a uma velocidade de 900 g (Centrifuga KS-8000, Kubota
Corporation, Osaka, Japao). Entretanto, preparou-se uma micro placa de forma a que
cada fila tivesse 8 pocos e cada 2 filas correspondessem a uma amostra. Distribuiu-se
25 pL de diluente em cada poco das 2 filas, excepto no primeiro pogo. Adicionou-se 25
ML da amostra aos 1° e 2° pocos de ambas as filas. Posteriormente, iniciando no 2°
poco de cada fila, fizeram-se diluicbes, transferindo sucessivamente 25 pyL de cada
amostra, e deixou-se o ultimo pogo apenas com diluente. A cada um dos pogos da
primeira fila adicionaram-se 25 L de latex sensibilizado e a cada um dos pogos da
segunda fila adicionaram-se 25 pL de controlo de latex. Agitou-se manualmente a
placa, cobriu-se para evitar a evaporacio e incubou-se em local livre de vibragoes, a

temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C, neste laboratério) e durante 24 h.

3.5 — Contaminacao das saladas com Listeria monocytogenes

3.5.1 - Preparagcdo e determinagdao do inoculo a utilizar com Listeria

monocytogenes

Com o objectivo de definir a quantidade de L. monocytogenes (g/mL) a utilizar para

contaminagdo das saladas, de forma a obter contagens em placa da ordem de 10 a
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10* ufc/g, realizou-se o seguinte procedimento: Isolou-se uma colénia de L.
monocytogenes e colocou-se em 9 mL de triptona sal e realizaram-se diluicdes
décimais sucessivas até a diluicdo 107. Inoculou-se por espalhamento 0,1 mL de cada
uma das diluigdes (10" a 10®) em meios COH e em placas de RAPID’ Listeria

spp./Agar e colocaram-se na estufa a 37°C durante 24 + 2 h.

Os resultados obtidos (Quadro 6) foram da mesma ordem de grandeza para os dois

meios utilizados.

Quadro 6 - Contagens de L. monocytogenes em RAPID’Listeria spp. (i) € COH (ii)

Diluigéo (i) (ii)
10" Inc.* Inc.
10 Inc. Inc.
10° Inc. Inc.
10 Inc. Inc.
10° Inc. 144
10°° 17 12
107 0 3
10°® 0 0

*Inc. - Incontavel

Por isso decidimos utilizar como base para os calculos, as contagens obtidas nas
placas de RAPID’ Listeria spp.

Diluicdo 0,1 x 10° ———— 1,7 x 10" colénias

Diluicdo X —— 1,7 x 10% coldnias

Logo, a diluicdo X = 0,1 mL da diluicdo 10*, o que é equivalente a 1 mL da diluigdo
107,

Desta forma concluiu-se que para obter um nivel de contaminacdo entre 10% e 10* ufc,
seria necessario contaminar com 1 mL de uma diluicdo de 10° de L. monocytogenes

cada 10 g de amostra da salada a usar no ensaio.
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3.5.2 — Objectivo da contaminagao

Para avaliacdo da capacidade de multiplicacdo de L. monocytogenes em saladas
conservadas no frigorifico, foram contaminadas 27 das 67 amostras analisadas.
Depois de realizadas as analises microbioldgicas acima referidas, foram retiradas duas
aliquotas de 10 g cada para serem contaminadas com as duas estirpes de L.
monocytogenes referidas em 3.1. Apds contaminacao foram efectuadas contagens de
L. monocytogenes, uma de imediato e outra apos conservagao no frigorifico até ao

final do prazo de validade inscrito nas embalagens das saladas.

Assim, isolou-se uma coldnia de L. monocytogenes para um tubo contendo 9 mL de
triptona sal (Diluicdo mae — Diluicdo 10™"). Realizaram-se duas diluicdes décimais da

suspensao mae, obtendo-se uma diluigdo de 10° de L. monocytogenes.

As duas porgdes de 10 g da salada pesadas foram colocadas em sacos proprios para
Stomacher (Seward Limited, London, U.K.). Seguidamente, no interior de uma camara
de seguranca biolégica (Microflow 20134, Andover, UK) contaminou-se cada uma das
tomas de salada com 1 mL da diluigdo de 10 de L. monocytogenes anteriormente
preparada, sendo posteriormente homogeneizada em Stomacher (Stomacher 400
“Circulator’, Seward Limited, London, UK). Um dos sacos foi armazenado a
temperatura de refrigeracao (x7°C), com o propdsito de simular as condigdes de
armazenamento em frigorifico de saladas MP, apés abertura, em casa dos
consumidores. Ao outro saco foram adicionados 90 mL de BPW (Diluigdo mae —
Diluicao 10'1), o qual foi homogeneizado novamente em Stomacher, ficando de
seguida em repouso durante 1 h £ 5 min. Esta etapa inicial de enriquecimento é quase
sempre usada para facilitar a recuperagao de organismos lesados que podem ser
encontrados em amostras de alimentos (Froder, 2005). Apds este periodo, realizaram-
se diluicdes decimais de cada uma das amostras das saladas contaminadas até a
diluigdo 10 e inoculou-se por espalhamento 0,1 mL de cada uma destas diluicdes em

meio ALOA, sendo posteriormente colocadas na estufa durante 48h a 37°C.

No ultimo dia do prazo de validade da salada, a amostra colocada em refrigeragéo foi
retirada. Tal como na amostra de salada colhida na mesma altura, adicionaram-se 90
mL de BPW para preparacdo da diluicio méae e repetiu-se o procedimento

anteriormente realizado com a outra amostra de salada analisada.
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De acordo com a norma ISO 7218:2007, o manuseamento deste microrganismo foi
sempre realizado em camara de fluxo laminar (Figura 14) e respeitando todos os
procedimentos de seguranga exigidos ao nivel de contengéo biolégico correspondente
(Nivel 2).

Figura 14 — Contaminacao das saladas em camara de fluxo laminar

3.6 — Analise sensorial

Com a finalidade de avaliar as alteragbes sensoriais que as saladas experimentam desde
o dia da compra até ao dia indicado no prazo de validade, foi realizada uma prova de
comparagdo pareada, isto €, uma prova em que se avalia se duas amostras sao

diferentes entre si e quando consideradas diferentes, qual a dimensao da diferenca.

A prova de comparagao pareada foi realizada por um painel de provadores treinado no
Laboratério de Estudos Técnicos (LET) do Instituto Superior de Agronomia (ISA). A sala
de prova foi mantida sob condicbes adequadas para a realizagdo da mesma, como

especificado no ponto 2.5.

As saladas foram mantidas nas embalagens originais sob refrigeracado, isto é, a uma
temperatura de £ 7 °C. No dia de realizacdo das provas foram acondicionadas em mala

térmica a uma temperatura entre 1 °C e 8 °C, para transporte até ao LET.

As amostras foram servidas em copos de plastico descartaveis, encontrando-se estes
codificados com algarismos aleatérios de 3 digitos. Foram posicionadas ao acaso, e
oferecidas aos provadores duas a duas, sem que estes tenham sido informados sobre as

suas caracteristicas diferenciais.

As amostras pareadas pertenciam a mesma marca e variedade mas a lotes diferentes.

Uma delas foi comprada no dia anterior as provas, enquanto a outra findava a sua
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validade no dia da realizagcdo das mesmas. Avaliaram-se 4 pares de amostras,
pertencentes a variedade César e Gourmet da marca F e a variedade Mescla e |béria da

marca Q.

As respostas foram registadas numa ficha de provas (Anexo 32), na qual o provador
deveria referir qual a dimensao da diferenca verificada entre as duas amostras oferecidas
simultaneamente. Numa escala de 0 a 10, onde o 0 corresponde a Sem diferenca e o 10

corresponde a Extremamente diferentes.

3.7 — Andlise de dados e tratamento estatistico

3.7.1 — Andlises microbiolégicas

O programa estatistico utilizado para realizagado dos diagramas de extremos e quartis

foi o Software R, versao portuguesa da Universidade do Porto.

Para avaliacdo da correlacédo entre diferentes dados obtidos foi utilizado o programa
Microsoft Office Excel 2003.

3.7.2 — Analises sensoriais

O programa estatistico utilizado para o tratamento dos dados obtidos na analise
sensorial foi o ANOVA suportado pelo software Statistica™, versdo 6, de Statsoft,
EUA.

ANOVA ou Analise de Variancia € um conjunto de técnicas que permite analisar dados
que estdo dependentes de varias condigbes externas operando simultaneamente. Os
efeitos ou condi¢cdes externas que afectam os resultados de uma experiéncia sao
designados de factores (Silva, 1994). Neste trabalho os factores foram o conjunto

“Marca - Variedade”.
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4 - Resultados

4.1 — Resultados da analise microbioldgica

Os resultados de todas as contagens e pesquisas realizadas ao longo deste estudo

encontram-se no anexo 33.

4.1.1 — Contagem de psicrotroéficos aerébios totais e Enterobacteriaceae

O Quadro 7, bem como a figura 15, mostram as médias das contagens de aerébios
psicrotréficos bem como de Enterobacteriaceae para cada uma das marcas e

variedades de saladas analisadas.
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Quadro 7 — Contagem de microrganismos psicrotréficos aerdbios totais e de

Enterobacteriaceae

Média (ufc/g) Intervalo de contaminacgao

(ufcl/g)
, ENTERO x 10°
CAP x 10" a) - CAP ENTERO
[4,6 x 10*: [2,0 x 10*:
Salada César — Marca F 2.1 4.9 8 ;
1,1 x 10 >1,5x107]
Salada Gourmet — Marca F 0,96 1,4 [1,9E+06; [4,5 x 10%
2,3E+07] 1,2x107]
[7,5 x 10%; [1,2x 10%
Salada Gourmet — Marca A 0,59 0,46 7 12 x10°
2,1 x107] 2x107]
[8,9 x 105; [3,2 x 10°;
Salada Gourmet — Marca Q 3,5 5,8 ; ;
8,0x 10"] 1,3x107]
[1,7 x 105 [1,5 x 10°;
Salada Mescla — Marca Q 7,2 11 8 .
>3,0 x 109] 7,2x107]
2,2 [1,6 x 10 [5,5 x 10%;
Salada Ibéria — Marca Q 1,7 ; .
7,7 x107] 1,2x107]
[4,6 x 10*: [1,2 x 10%
Total 2,2 4,3 8 7
> 3,0 x 10%] >1,5x107]

a) CAP — Contagem de aerdbios psicrotréficos totais

b) ENTERO — Enterobacteriacea
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CAP* 10’
* 6
Entero* 10

César(F) Gourmet Gourmet Gourmet Mescla(Q) lberia(Q)  Total
(F) (A) (Q)

Figura 15 — Carga microbiana de psicrotréficos aerdbios totais e de
Enterobacteriaceae

Na Figura 16 apresentam-se diagramas de extremos e quartis que nos permitem
avaliar qual a localizagao central das contagens, outras localizagdes das mesmas (1° e
3° Quartil, Maximo e Minimo), a dispersao das contagens (amplitude e distancia inter-
quartil) e a sua assimetria. Estes diagramas encontram-se representados para o log da

contagem de psicrotroficos e log da contagem de Enterobacteriaceae.

a .

a) b)
Figura 16 — Diagramas de Extremos e Quartis do logaritmo das contagens de

a) psicrotroficos e b) Enterobacteriaceae
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De forma a relacionar a contagem de psicrotroficos presentes nas amostras com a
contagem de Enterobacteriaceae nas mesmas, realizou-se um grafico x-y a partir dos
valores dos log das contagens de cada um destes grupos para as amostras. Tragou-se
uma linha de tendéncia, a partir da qual foi possivel calcular o coeficiente de
determinagao (R?). Este indicador explica qual a percentagem de variabilidade de um
factor que é causada ou explicada pela sua relacdo com outro factor. E calculado

através da seguinte formula:

S (YN -Y) variagéo explicada

S (Yi-Y)? variacdo total

Onde Y é o valor médio dos Y, constantes da amostra e Y", é o correspondente valor
estimado através da equacao (Y"=by + b:Xy; + bXz + ... + bX), para o elemento i da

amostra.

Este valor apresenta-se sob a forma de um valor entre 0 e 1, em que 0 corresponde a
auséncia de correlacdo entre as duas variaveis e 1 a sua total correlacdo. Aquando da
presenga de correlagcdo, o declive da recta de tendéncia permite-nos saber se esta
correlagcdo € positiva ou negativa. A relagdo entre os dois factores ou variaveis é
positivo quando o declive desta recta é também positivo, isto é, quando uma das
variaveis aumenta a outra ira também aumentar. De igual modo quando uma delas
diminui a outra também ira diminuir. Um declive negativo, pelo contrario, indica-nos

que a medida que uma das variaveis aumenta, a outra ira diminuir e vice-versa.

Assim a Figura 17, permite-nos verificar qual o coeficiente de determinagdo entre

estas duas variaveis e se a sua correlagéo € positiva ou negativa.
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Figura 17 — Relagéo entre a presenca de psicrotroficos e Enterobacteriaceae

4.1.2 — Contagem de Escherichia coli

De todas as amostras analisadas, apenas duas apresentaram contaminagdo com E.
coli. Uma delas da variedade Gourmet (Marca F) e a outra da variedade Mescla
(Marca Q). A primeira apresentava um nivel de contaminagao bastante baixo, sendo
inferior a 4,0 x 10" ufc/g, enquanto que no segundo caso o nivel de contaminagéo foi
superior, 2,2 x 10? ufc/g. Como referido no capitulo anterior, as colénias de E. coli
encontradas foram sujeitas a posterior confirmac¢ao na Unidade de Enterobactérias do
INSA. Detectou-se que a coldnia presente na primeira amostra pertencia ao grupo de
patogenicidade VTEC. A 22 amostra embora com um nivel de contaminagdo mais

elevado demonstrou ser uma estirpe de E. coli sem factores de patogenicidade.

4.1.3 — Contagem de Listeria spp.

Foram encontradas 18 amostras com coldnias suspeitas de pertencerem ao género
Listeria. ApoOs realizacdo de API Listeria para identificagdo das espécies a que
pertenciam as coldnias encontradas, apenas uma delas foi identificada como L.

inoccua. Esta espécie foi encontrada numa salada da variedade Mescla da marca Q.
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4.1.4 — Contagem de Aeromonas hydrophila

Detectou-se neste estudo a presenca de A. hydrophila em seis amostras de salada,
pertencentes a marca Q, sendo quatro da variedade Ibéria e as restantes da variedade
Mescla. Cinco destas amostras apresentaram uma contaminag¢ao bastante elevada,

superior a 1,5 x 10° ufc/g.

4.1.5 — Contagem de Clostridium perfringens

Nao foi encontrada a presengca deste microrganismo em qualquer das amostras

analisadas.

4.1.6 — Contagem de Bacillus cereus

Entre todos os patogénicos cuja presenca foi avaliada neste estudo, B. cereus foi
aquele que foi encontrado num maior numero das amostras analisadas. Na Figura 18
encontra-se representado o numero de saladas contaminadas com B. cereus, por
marca e variedade. Foram aqui considerados todos os casos em que se detectou
presenca de

B. cereus tanto nas pesquisas como nas contagens.

15
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Cesar (F) Goumet Goumet Goumet Mescla Iberia (Q) Total
(F) (A) (Q) (Q)

Figura 18 — Numero de saladas contaminadas com B. cereus por marca e variedade
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Todas as estirpes de B. cereus encontradas, foram sujeitas a pesquisa de toxina
diarreica. Os resultados desta pesquisa encontram-se expressos na Figura 19, onde

estdo indicados o numero de resultados positivos e o numero de resultados negativos.

OPresenca

EAuséncia

Figura 19 — Resultados da pesquisa de toxina diarreica de B. cereus

4.1.7 — Pesquisa de Salmonella spp., de Listeria monocytogenes e de
Escherichia coli 0157 H7

Os resultados das pesquisas realizadas no aparelho mini-VIDAS encontram-se

apresentados de forma sucinta no Quadro 8.

Quadro 8 — Resultados das pesquisas realizadas no aparelho mini-VIDAS
L. monocytogenes Salmonella spp. E. coli 0157 H7

Positivos Confirmados Positivos Confirmados Positivos Confirmados

1 1 3 0 3 0

Apenas uma das sete pesquisas que obtiveram resultados positivos foi confirmada.
Esta amostra, onde se confirmou a presenga de L. monocytogenes corresponde a uma
salada da variedade Mescla pertencente a marca Q. E importante referir também que
todos os resultados que deram positivos na pesquisa correspondiam a amostras desta

marca.
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4.2 — Resultados da contaminagao de saladas com Listeria
monocytogenes

Os resultados do crescimento das duas estirpes de L. monocytogenes para as varias
amostras estudadas encontram-se apresentados no Quadro 9. Os valores
apresentados sao o resultado da subtracc¢ao do log do nimero de ufc/g contadas, no
dia da contaminacéo, pelo log do numero de ufc/g contadas no ultimo dia do prazo

de validade da mesma amostra.

Quadro 9 — Resultados do crescimento das duas estirpes de L. monocytogenes e
respectivo valor médio

Crescimento = log (ufc/g tfina)) — log (UfC/g tinicial)

Estirpe 1/2a Estirpe 4b
-0,152 -
-0,248 ---
-0,053 -
-0,053 ---
-0,263 -
-0,321 -
0,379 -
-0,195 ---
-0,383 ---
-0,081 0,229
0,188 0,160
0,876 0,140
0,075 -0,025
-0,172 -1,152

S.C. 0,421
s.C. 0,486
s.C. 0,658
s.C. 0,290
-0,222 -0,151
-0,512 -0,058
-0,315 -0,204
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0,517 0,450
0,737 0,531
0,097 0,003
-0,301 -0,158
-0,477 0,086
-0,426 -0,126
-0,004 0,459
0,364 -0,027
0,651 -0,022
0,516 1,087
Valor Médio
-0,020 0,140

s.C. — sem crescimento

Para verificar se ha correlagcdo entre o crescimento das duas estirpes de L.
monocytogenes nas amostras, foi realizado um grafico que apresenta a linha de
tendéncia e o coeficiente de determinacao (Figura 20), onde a variavel x corresponde
ao crescimento da estirpe 1/2a e a variavel y corresponde ao crescimento da estirpe
4b.
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Figura 20 — Relacao entre o crescimento de L. monocytogenes 1/2a e 4b

O maior ou menor crescimento de L. monocytogenes, pode ser influenciado pela carga

microbiana presente nas saladas antes da sua contaminagdo. Para avaliar esta
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relacdo foram realizados graficos, semelhantes ao acima apresentado, avaliando a
relacdo entre o crescimento das duas estirpes de L. monocytogenes e a presenga de

psicrotroficos e Enterobacteriaceae (Figura 21, 22, 23 e 24).
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Figura 21 — Relagéo entre a presenca de psicrotréficos e o crescimento de

L. monocytogenes estirpe 1/2a
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Figura 22 - Relagéo entre a presenca de psicrotréficos e o crescimento de

L. monocytogenes estirpe 4b
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Figura 23 - Relagao entre a presenca de Enterobacteriaceae e o crescimento de

L. monocytogenes estirpe 1/2a
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Figura 24 - Relagao entre a presenca de Enterobacteriaceae e o crescimento de

L. monocytogenes estirpe 4b

4.3 - Resultados da Analise Sensorial

De modo a analisar os resultados obtidos nas provas de analise sensorial, foi utilizado
o teste estatistico Least Significance Diferences (LSD). E um método de comparagéo
multipla a utilizar para pequenas amostras, sendo por isso um dos mais utilizados

(Milliken e Johnson, 1997). A partir deste teste podem calcular-se as médias das
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diferengas sensoriais entre cada par de saladas, bem como analisar a variancia

encontrada entre os quatro pares de saladas.
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5 - Discussao de resultados

5.1 - Discussao de resultados da Analise Microbiolégica

5.1.1 — Discussao de resultados das contagens de psicrotroficos aerébios

totais e Enterobacteriaceae

A contagem média de psicrotroficos aerobios e de Enterobacteriaceae é
respectivamente de 2,2 x 107 ufc/g e 4,3 x 10° ufc/g. Estes valores mostram um nivel

médio de contaminac&o higiénica elevada.

Através da andlise do Quadro 7 e da Figura 15, pode verificar-se que a contagem
destes dois grupos de microrganismos é diferente para cada uma das marcas e
variedades analisadas. O valor mais elevado da contaminacdo de psicrotroficos
aerdbios corresponde & salada Mescla da marca Q (7,2 x 107 ufc/g) enquanto que o
valor mais baixo corresponde & variedade Gourmet da Marca A (5,9 x 10° ufc/g). O
nivel de contaminacdo de Enterobacteriaceae € também minimo e maximo para as
mesmas variedades. Para a Salada Mescla da marca Q (1,1 x 10" ufc/g) e para a
salada Gourmet da Marca A (4,6 x 10° ufc/g). Podem ser um indicativo de que a
composicdo em ingredientes das saladas €& determinante do seu nivel de
contaminacdo microbiolégica. Dentro da mesma marca as diferentes variedades
apresentam niveis de contaminagao muito diferentes, o que podera indicar que néo sé
as técnicas higio-sanitarias empregues sdo de extrema importancia no nivel de
contaminagdo como também os ingredientes que constituem as diferentes variedades
de saladas e as suas proveniéncias. Por outro lado, se considerarmos a mesma
variedade de salada, para diferentes marcas verifica-se que a salada Gourmet
(variedade de salada avaliada para todas as marcas estudadas) apresenta um nivel de
contaminagéao higiénica bastante mais elevado para a marca Q. Embora o niumero de
saladas Gourmet avaliadas da marca Q seja consideravelmente menor que o numero
de saladas analisadas das restantes marcas, levando a um resultado menos preciso,
provavelmente o processamento da salada da referida marca possui um controle
higiénico menos rigoroso que o utilizado no processamento das restantes. Uma vez
que a salada que tem maior numero de ingredientes tem também um nivel de

contaminagado mais elevado, permite-nos concluir que a lavagem néo é feita de forma
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diferenciada, tendo em conta o nivel de contaminacéo inicial de cada ingrediente, mas
de uma forma igual para todos.

Através da analise dos diagramas apresentados na Figura 16 podemos verificar que a
salada com maior contaminacéo de psicrotroficos possui uma contaminagao da ordem
de 8 ciclos logaritmicos, que corresponde a uma contaminagdo superior a 3,0 x 108
ufc/g. Por outro lado, a salada analisada que contém um nivel de contaminagao
minimo destes microrganismos, apresenta um valor de 4 ciclos logaritmicos,

correspondente a uma contaminagao de 4,6 x 10* ufc/g.

Relativamente ao diagrama obtido a partir do nivel de contaminagcdo das
Enterobacteriaceae podemos verificar que o valor mais alto da contaminacao
corresponde a 7 ciclos logaritmicos, isto €, uma contagem de microrganismos superior
a 15 x 10’ ufc/g, tendo sido esta contagem verificada em duas das amostras
analisadas. No outro extremo apresenta-se uma contaminacéo de valor superior a 3
ciclos logaritmicos, ou seja,
55 x 10° ufc/g. A visualizagcdo destes diagramas permite também inferir que a
distribuicdo dos logaritmos das contagens de psicrotréficos € assimétrica, na medida
em que se verifica uma maior concentracdo de contagens na regido acima da
mediana. No diagrama correspondente ao log de Enterobacteriaceae também se
verifica uma assimetria, embora menos pronunciada, ocorrendo também uma
concentragao superior das contagens relativamente mais altas, pois as contagens que
se encontram entre o 1° Quartil e a mediana, bem como entre a mediana e o 3° Quartil

sdo bastante semelhantes.

Através da anadlise da Figura 17 verifica-se que o declive associado a linha de
tendéncia, indica uma correlagao, entre estes dois grupos de microrganismos, positiva.
Verifica-se que 58,5 % da variabilidade da contagem de psicrotroficos € explicada pela
contagem de Enterobacteriaceae. Isto é, existe alguma correlagdo entre a presenca
destes dois tipos de microrganismos, embora ndo seja muito forte. Quando a
contagem de Enterobacteriaceae na amostra € elevada, a contagem de psicrotroficos
€ geralmente também elevada, do mesmo modo, quando a contagem de
Enterobacteriaceae € baixa a contagem de psicrotroficos serd na maioria dos casos

também baixa.
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5.1.2 — Discussao de resultados das contagens de Escherichia coli

Os resultados obtidos mostram que apenas 3 % das amostras analisadas tinham
presenca de E. coli e que s6 em 1,5 % dos casos estes apresentavam factores de
patogenicidade. Desta forma, visto que este microrganismo coliforme é um indicador

de contaminacéo fecal, estamos perante um nivel bastante baixo desta contaminacgao.

5.1.3 — Discussao de resultados das contagens de Listeria spp.

Apenas 1,5 % das amostras analisadas apresentaram contaminagao por Listeria spp.
A espécie encontrada foi L. innocua, que nao é patogénica. O nivel de contaminagao

por microrganismos deste género pode entido ser considerado bastante satisfatorio.

5.1.4 — Discussao de resultados das contagens de Aeromonas hydrophila

Verificou-se a presenga de A. hydrophila em apenas 9 % das saladas analisadas. No
entanto, devido ao facto de no meio por nés utilizado crescerem muitos outros
microrganismos que nao A. hydrophila, é bastante provavel que nao tenha sido
identificada mesmo estando presente nas saladas. A presenga de microrganismos
morfologicamente muito semelhantes torna dificil a identificagdo, ainda que tenha sido
sempre feita a comparagdo com a estirpe de controlo. De qualquer forma, a
percentagem de saladas contaminadas é relativamente elevada e as contagens destas

sdo demasiado elevadas nestes alimentos.

5.1.5 — Discussao de resultados das contagens de Bacillus cereus

Através da analise dos resultados expressos na Figura 18, podemos ver que quase
todos os casos em que se verificou a presenga deste microrganismo correspondem a
amostras de saladas da marca Q. Tendo em conta que, em todas as variedades
pertencentes a esta marca foi encontrada contaminagédo por B. cereus, a
contaminagado devera ser anterior ao processamento e resultante da ineficacia do

mesmo.
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Da totalidade de B. cereus encontrados nas amostras analisadas, verificou-se que
41,2 % sao produtores de toxina diarreica. Apesar de muitas estirpes serem
produtoras de toxina, o nivel de contaminacéo é baixo, ndo se tornando perigoso para

a saude dos consumidores.

5.1.6 — Discussao dos resultados da pesquisa de Salmonella spp., de

Listeria monocytogenes e de Escherichia coli 0157 H7

A pesquisa de L. monocytogenes, Salmonella spp. e E. coli O 157 H7 pelo método
VIDAS demonstrou a presenga de L. monocytogenes em 1,5% das saladas
analisadas, nao tendo sido confirmada a presengca de Salmonella spp. e de E. coli
0157 H7 em nenhuma destas amostras. Como referido no capitulo anterior,
obtiveram-se 3 resultados positivos em cada uma destas pesquisas, no entanto, a
presenca destes microrganismos ndo foi confirmada. Esta situagcdo pode ter sido
devida a elevada contaminagao por outros microrganismos aquando da etapa de
isolamento, que ndo permitiram o seu desenvolvimento ou ao facto de este método ter

apresentado resultados falsos positivos.

5.2 — Discussao de resultados da contaminacdao de saladas com

Listeria monocytogenes

A analise dos resultados obtidos através da contaminacdo de saladas com
L. monocytogenes é para ambas as estirpes variavel. Em algumas amostras verificou-
se o crescimento do microrganismo durante o tempo de armazenagem, enquanto que
noutras o oposto, ou seja, um decréscimo. No entanto, em qualquer dos casos a
diferenca verificada € pouco expressiva, estando os valores do log do crescimento

préximos do zero.

O valor médio para o log do crescimento é diferente para as 2 estirpes, apresentando
um valor de 0,14 para a estirpe 4b e um valor de -0,02 para a estirpe 1/2a. Estes
resultados poderdo indicar que a estirpe 4b cresce embora com uma taxa lenta nestes
alimentos, durante o seu normal armazenamento, enquanto que a estirpe 1/2a, pelo

contrario, ndo se desenvolve, podendo diminuir sob as mesmas condicoes.

61



A analise da relacdo entre os dias de armazenamento a que foram sujeitas as
amostras e o crescimento apresentado pelas duas estirpes (Anexo 33), permite
verificar que em todas as amostras armazenadas durante 5 dias, ocorreu crescimento.
Estes resultados poderdo indicar que o armazenamento, por um periodo igual ou
superior a 5 dias, permite o crescimento de L. monocytogenes, aquando da sua
presenca nestes alimentos. No entanto, apenas duas amostras foram armazenadas
durante este numero de dias e este foi o tempo maximo de armazenamento
experimentado neste estudo, portanto, seria necessaria uma maior amostragem para

poder tirar conclusbes mais precisas.

O crescimento das duas estirpes de L. monocytogenes na mesma amostra de salada
parece ndo estar muito relacionado. A Figura 20 apresenta-nos um R? de 0,2273, este
valor prova que apenas 22,7 % do crescimento apresentado por uma estirpe é
indicador do crescimento da outra estirpe na mesma salada. Assim, o0 maior ou menor
crescimento de uma das estirpes numa das amostras de salada, ndo indica que nessa
mesma amostra o crescimento da outra estirpe seja semelhante. No entanto, em 22,7
% dos casos um maior crescimento de uma das estirpes indica também um maior
crescimento da outra estirpe na mesma amostra. A pequena correlagdo apresentada &
positiva, facto que é indicado pelo declive positivo da linha de tendéncia associada aos

resultados.

Através da realizagdo dos graficos apresentados nas Figuras 21 a 24, pretendeu-se
avaliar de que modo a carga microbiana presente nas amostras, isto €, a carga de
psicrotroficos e Enterobacteriaceae, teria influéncia no crescimento de L.
monocytogenes. Assim, correlacionando-se as quatro variaveis entre si (contagem de
psicrotroficos, contagem de Enterobacteriaceae, crescimento de L. monocytogenes
estirpe 1/2a, crescimento de
L. monocytogenes estirpe 4b), obtiveram-se os seguintes valores de R% 0,0322
(Psicrotréficos — L. monocytogenes 1/2a), 0,1135 (Psicrotréficos — L. monocytogenes
4b), 0,0094 (Enterobacteriaceae - L. monocytogenes 1/2a e 0,1053
(Enterobacteriaceae -
L. monocytogenes 4b). Todos estes valores sdo muito proximos de 0, o que indica
uma correlagdo quase nula entre a carga microbiana presente nas saladas e o
consequente crescimento de L. monocytogenes nas mesmas. No entanto, é
importante salientar que embora em pequena escala, o crescimento da estirpe 4b
parece ser mais influenciado pela carga microbiana presente na mesma do que o da

estirpe 1/2a, pois os valores de R? sdo ligeiramente mais altos. Em qualquer uma
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destas correlagdes estudadas pode verificar-se que a correlagado, embora quase nula,
€ sempre negativa, ou seja, uma carga microbiana mais alta indica um menor

crescimento das estirpes de L. monocytogenes inoculadas nas saladas.

5.3 - Discussao de resultados da Analise Sensorial

Através do tratamento estatistico dos resultados da analise sensorial, podemos
verificar que todos os pares de saladas testados foram considerados diferentes, tendo
em conta a média das classificagdes dos diferentes provadores. O par de saladas da
variedade César da marca F, foi aquele considerando pelos provadores com menores
diferengas sensoriais entre si. Apresentou um valor de médio de 2,375, considerando
uma escala de 0 a 10, em que 0 se refere a saladas sem diferencas e 10 se refere a
saladas extremamente diferentes, ou seja, sem qualquer semelhancga entre si (como ja
referido em 3.6). Por outro lado, as saladas das variedades Gourmet (marca F) e
Mescla (marca Q) sdo aquelas que possuem um nivel de diferenga superior (da ordem
dos 4,5).

Através da analise ANOVA a um factor (Quadro 10), pode verificar-se que apesar de
os valores médios dos niveis de diferenga ndo serem iguais entre os quatro grupos
avaliados, estas diferengas ndo podem ser consideradas significativas, na medida em
que os valores de p obtidos pelo teste LSD foram para todas as combinacgdes de pares
superiores a 0,05 (p > 0.05). Deste modo, verifica-se que ocorrem alteragcées de sabor
neste tipo de saladas durante o tempo que decorre entre a sua colocagao no mercado
e o final do seu prazo de validade. O facto de ndo ocorrerem diferengas significativas
entre marcas e variedades permite aferir que ocorrem sempre alteracbes sensoriais
neste tipo de produtos, ao longo do periodo ensaiado e ndao € um factor que dependa

da marca ou da variedade da salada em questao.
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6 - Conclusoes

Embora nédo exista, em Portugal, legislagado relativamente a carga microbiana maxima
de psicrotréficos e Enterobacteriaceae, que indicam um nivel higiénico satisfatorio
destes alimentos, os valores médios obtidos neste estudo, indicam uma contaminacéo

higiénica relativamente elevada.

As saladas da marca Q apresentam um numero superior de contaminacdo por
microrganismos patogénicos do que as saladas das marcas F e A. Este facto pode
indicar que o processamento aplicado e realizado por esta marca Q apresenta alguma
deficiéncia que deveria ser reformulada para obtencdo de produtos de qualidade

superior a apresentada.

A percentagem de saladas naturalmente contaminadas com L. monocytogenes
determinada é de 1,5 %. Este valor encontra-se situado entre a gama de percentagens
apresentadas por outros trabalhos, para a contaminagao por este microrganismo em

saladas e vegetais crus, referidos no inicio deste trabalho.

E possivel concluir, que o crescimento de L. monocytogenes nao foi suportado por
este tipo de saladas. Isto é, ndo se verifica o crescimento de L. monocytogenes nas
saladas MP, por nos estudadas, sob as condigcbes normais de armazenamento em
casa do consumidor. A inibicdo do crescimento encontrada, nas amostras por nos
contaminadas, parece nao estar relacionada com a maior ou menor presenca da

restante microflora das saladas MP (psicrotréficos e Enterobacteriaceae).
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Anexos

Anexo 1 - Composi¢cado e modo de preparagédo do meio PCA (www.biomerieux.pt)

Composicao
e Peptona de caseina (bovino) 5049
e Extracto de levedura 25¢g
e Glucose 109
e Agar 15,09
e Agua destilada 1L
(PH 7,0)
Pr imen
Desenroscar previamente a capsula do frasco de gelose.
2. Colocar a gelose em banho-maria a, aproximadamente, 50°C, aumentar a
temperatura até 95 °C e deixar derreter a gelose (durante cerca de 45 min).
3. Homogeneizar apds enroscar a tampa (utilizar luvas de proteccéo contra os
riscos térmicos).
4. Deixar os frascos a temperatura ambiente pelo menos 15 segundos antes de

os transferir para um banho de agua com o terméstato aproximadamente a 45-

50 °C. Manter os frascos a esta temperatura até utilizagao.

Anexo 2 - Composi¢cao e modo de preparagdo do meio VRBG (www.biomerieux.pt)

Composicédo
e Hidrolisado pancreatico de gelatina (bovina ou suina) 7,000 g
e Extracto de levedura 3,000 g
o Glucose 10,000 g
e Cloreto de sédio 5,000 g
e Vermelho neutro 0,030g
o Cristal violeta 0,002 g
e Sais biliares (bovinos ou ovinos) 1,500 g

Agar 12,000 g



e Agua destilada 1L
(pH 7,4)
Procedimento

1. Desenroscar previamente a capsula do frasco de gelose.

2. Colocar o frasco a regenerar em banho-maria, a aproximadamente, 50 °C,
deixar a temperatura aumentar até 95 °C e derreter a gelose (durante,
aproximadamente, 45 min).

3. Homogeneizar apos o fecho da capsula (utilizar luvas de protecgédo contra os
riscos térmicos).

4. Deixar os frascos a temperatura ambiente durante, pelo menos, 15 segundos
antes de os transferir para um banho-maria com o termdéstato
aproximadamente a 47 = 2 °C. Manter os frascos a esta temperatura até

utilizacdo, sem exceder 6 h.

Anexo 3 - Composicio e modo de preparagdo do meio TBX
(http://www.sigmaaldrich.com/img/assets/6840/92435 TBX_ Agar.pdf)

Composicao
e Peptona 20,000 ¢
e Sais biliares 1,500 g
o X-B-D glucuronide 0,075¢
e Agar 15,000 g
e Agua destilada 1L
(PH 7,2)

Procedimento (www.biomerieux.pt)
Desenroscar previamente a capsula do frasco de gelose.

2. Colocar o frasco a regenerar em banho-maria, a aproximadamente, 50 °C,
deixar a temperatura aumentar até 95 °C e derreter a gelose (durante,
aproximadamente, 45 min).

3. Homogeneizar apds o fecho da capsula (utilizar luvas de protecgado contra os
riscos térmicos).

4. Deixar os frascos a temperatura ambiente durante, pelo menos, 15 segundos

antes de os transferir para um banho-maria com o terméstato

2



aproximadamente a 47 += 2 °C. Manter os frascos a esta temperatura até

utilizacdo, sem exceder 6 h.

Anexo 4 - Composicdo e modo de preparagcdo do meio ALOA

(http://lwww.cfsan.fda.gov/~ebam/m10a.html)

Composicao
e Peptona de carne 18,00 g
e Triptona 6,00 g
e Extracto de levedura 10,00 g
e Piruvato de sodio 2,00g
e Glucose 2,00g
¢ Glicerofosfato de magnésio 1,00 g
e Sulfato de magnésio 0,504¢
e Cloreto de sddio 5,00 g
e Cloreto de litio 10,00 g
¢ Hidrogenofosfato dissodico 2,50¢g
e 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucopiranosida 0,05¢
e Agar (dependendo da forga de gelificagao) 12gr—-18g

e Agua destilada (dependendo do volume de suplemento) 925L-930L
(pH 7,2%0,2)

Procedimento

1. Dissolver a base desidratada em agua a ferver.

2. Esterilizar no autoclave a 121 °C durante 15 min.

3. Preparar o suplemento (L-a-fosfatidil-inositol) dissolvendo 2 g deste em 50
mL de agua destilada fria e agitar durante cerca de 30 min até obter uma
suspensao homogénea.

4. Dissolver os seguintes componentes individualmente nos solventes
especificos e filtrar as solugdes para esterilizar: 0,02 g de Acido nalidixico
em 5 mL de agua; 0,02 g de Ceftazidima em 5 mL de agua; 76700 U de
Polimixina B em 5 mL de agua; 0,05 g de Cicloheximida em 2,5 mL de
etanol e adicionar 2,5 mL de agua; 0,01 g de Anfotericina B numa mistura
de 2,5 mL de acido cloridrico (HCI) (1 M) e 7,5 mL de Dimetilformamida.



5. Misturar os seguintes constituintes para completar o meio: 925 - 930 mL de
agar base; 5 mL da solugdo de acido nalidixico; 5 mL da solugéo de
Ceftazidima; 5 mL da solucdo de Cicloheximida (ou 10 mL da solugéo de
Anfotericina B); 5 mL da solugc&o de Polimixina B e 50 mL da solug&o de L-

a-fosfatidil-inositol.

Anexo 5 - Composi¢cao e modo de preparagao do meio TSA (www.biomerieux.pt)

Composicao
¢ Peptona de caseina (bovina) 15¢
¢ Peptona de soja 59
e Cloreto de sddio 59
e Agar 15¢
e Agua destilada 1L
(pH 7,3)

Procedimento

1. Deixar as placas atingir a temperatura ambiente.

Anexo 6 - Composi¢ao e modo de preparagéo do meio Ryan (www.oxoid.com)

Composicao
e Peptona 5,00 g
e Extracto de levedura 3,009
e Monocloridrato de L-Lisina 3,509
e Monocloridrato de L-Arginina 2,009
e Sorbitol 3.00g
e Inositol 250g
e Lactose 1,50 g
e Xylose 3,759
e Sais biliares N° 3 3,009
e Tiosulfato de sédio 10,67 g
e Cloreto de sodio 5,009



e Citrato férrico de amonio 0,80¢g

e Azul de bromotimol 0,04 g
e Azul de timol 0,04 g
o Agar 12,50 g
e Agua destilada 1L
(pH8 x0,1)
Pr imen

Suspender 29,5 g de meio Ryan em 500 mL de agua destilada. Colocar em fervura.
(Nao autoclavar). Arrefecer a 50 °C e adicionar assépticamente um frasco de

Ampicilina rehidratada (suplemento selectivo). Agitar e colocar em placas de Petri.

Anexo 7 - Composi¢cao e modo de preparacido do meio TSC (www.oxoid.com)

Composicao
e Triptose 15¢
e Peptona de soja 5¢
e Extracto de carne (Lab-Lemco) 59
e Extracto de levedura 5¢g
e Metasulfito de sédio 19
o Citrato férrico de amonio 19
e Agar 19
e Agua destilada 1L
e D-cycloserina (Suplemento) 200 mg

(pH 7,6 £ 0,2)

Procedimento
Adicionar a cada 500 mL de Agar base arrefecido a 50 °C os componentes
rehidratados do suplemento TSC (200 mg de D-cycloserina) e 25 mL de emulsao de

gema de ovo. Agitar conveniente e colocar em placas de Petri



Anexo 8 - Composi¢cao e modo de preparagao do meio Mossel (www.oxoid.com)

Composicao

Peptona

Manitol

Cloreto de sodio

Sulfato de magnésio

Hidrogénio fosfato dissédico
Dihidrogénio fosfato de potassio
Azul de bromotimol

Piruvato de sédio

Agar

Agua destilada

Polimixina B (Suplemento)

(PH 7,2 £ 0,2)

Pr

Suspender 20,5 g de meio em 475 mL de agua destilada e levar a ferver para se
dissolver completamente. Esterilizar no autoclave a 121 °C durante 15 min. Arrefecer a
50 °C e misturar os componentes de um frasco com o suplemento reconstituido com 2
mL de agua destilada estéril. Seguidamente adicionar 25 mL de emulsdo estéril de

gema de ovo. Agitar convenientemente e colocar em placas de petri.

imen

1,00 g
10,00 g
2,009
0,10 g
250g
0,25¢g
0,12¢g
10,00 g
14,00 g
1L
50000 1U

Anexo 9 - Composigao e modo de preparagéo do meio COS (www.biomerieux.pt)

Composicao

Peptona de caseina e de carne (bovino e porcino)
Hidrolisado de proteinas animais (bovino ou porcino)

Peptona de coragao (bovino ou porcino)

Amido de milho
Cloreto de soédio
Agar

Sangue (carneiro)

10,0 g
10,0 g
3,09
1,09
509
13,59
50 mL



e Agua destilada

(PH 7,3)

Procedimento

1. Deixar as placas atingir a temperatura ambiente.

Anexo 10 - Composi¢cao do meio BPW (www.biomerieux.pt)

Composicéao
o Peptona de caseina e de gelatina (bovina e porcina)
e Cloreto de sddio
e Di-sddio hidrogenofosfato (12 H,0)
e Potassio dihidrogenofosfato

e Agua destilada

(pH 7,0)

Anexo 11 — Composigao do caldo TS (www.biomerieux.pt)

Composicao
e Peptona de caseina (bovina)
e Cloreto de sédio

e Agua destilada

(PH 7,0)

1L

10,0 g
50¢g
9,0g
1,59

1L

109
8,59
1L

Anexo 12 — Composigéo e modo de preparagao do caldo RVS-T (www.biomerieux.pt)

Composicéao
e Peptona de soja
e Cloreto de sodio
e Tampao fosfato (KH,PO, + K,;HPO,)

4,500 g
7,200 g
1,440 g



e Cloreto de magnésio 6 H,O 28,600 g

o Oxalato de verde malaquite 0,036 g
e Agua destilada 1L
(pH 5,2)
Pr imen

1. Deixar os tubos atingir a temperatura ambiente.

Anexo 13 - Composicdo e modo de preparacdo do caldo MKTTn-T

(www.biomerieux.pt)

Composicéao
e Peptona de extracto de carne (bovina ou porcina) 4,2300 g
o Peptona de caseina 8,4500 g
e Cloreto de sddio 2,5400¢g
e Carbonato de célcio 38,0400 g
e Tiossulfato de sodio anidro 30,2700 g
e Sais biliares (ovino ou bovino) 4,7500 g
e J|odo 4,0000 g
e |odeto de potassio 5,0000 g
¢ Verde brilhante 0,0095¢g
¢ Novobiocina 0,0390 g
e Agua destilada 1L

(pH 8,0)

Procedimento

1. Deixar os tubos atingir a temperatura ambiente.

Anexo 14 - Composicao do caldo M (www.biomerieux.pt)

Composicao
e Peptona de caseina (bovina) 10,00 g
e Extracto de levedura 5,009



e Cloreto de sodio 5,00 g

e Fosfato bipotassico 5,00 g
o Citrato de sddio 5,00 g
e D-manose 2,00g
e Sulfato de magnésio, 7H,0 0,80g
e Sulfato ferroso, 7H,O 0,04 g
e Cloreto de manganésio, 4 H,O 0,14 g
e Tween 80 0,75¢g
e Agua destilada 1L
(PH 7,0)

Anexo 15 - Composi¢cao e modo de preparagao do meio XLD (www.biomerieux.pt)

Composicéao
e Xilose 3,50¢
e L.Lisina 500¢g
e Lactose (bovina) 750¢g
e Sacarose 7,509
e Cloreto de sddio 5,00 g
e Extracto de levedura 3,009
e Desoxicolato de sddio (ovino ou bovino) 25049
e Tiosulfato de sédio 6,80 g
e Citrato de ferro amoniacal 0,80 g
e Vermelho de fenol 0,08 g
o Agar 13,50 g
e Agua destilada 1L

(pH 7,4)

Procedimento
1. Deixar as placas atingir a temperatura ambiente.



Anexo 16 - Composi¢cao e modo de preparagao do meio SM2 (www.biomerieux.pt)

Composicao
e Peptonas (porcino ou bovino) 6,25¢g
o Tris 0,16 g
e Lactose (bovino) 6,00 g
e Sais biliares (bovino ou ovino) 1,50 g
e Mistura cromogénica 9,639
e Cloreto de sodio 5,00g
e Mistura selectiva 0,03 g
e Agar 14,00 g
e Agua destilada 1L

(PH 7,3)

Pr imen

1. Deixar as placas atingir a temperatura ambiente.

Anexo 17 - Composi¢cao e modo de preparagao do meio TSI (www.oxoid.com)

Composicéao
e Extracto de carne (Lab-Lemco) 309
e Extracto de levedura 3,09
e Peptona 20,0g
e Cloreto de sddio 509
e Lactose 10,0 g
e Sacarose 10,09
e Glucose 1,09
e Citrato de ferro 0,3¢g
e Tiosulfato se sadio 0,39
¢ Vermelho de fenol q.b.
o Agar 12,09
e Agua destilada 1L

(pPH 7,4 £ 0,2)



Pr

imen

Suspender 65 g de meio em 1 L de agua destilada. Levar a fervura para dissolver

completamente. Mexer convenientemente. Esterilizar no autoclave a 121 °C durante

15 min. Colocar o meio em tubos, ajustando-o de forma a ficar inclinado.

Anexo 18 — Composigcao e modo de preparacao do caldo Cf-d (www.biomerieux.pt)

Composicio

Peptona de carne (bovina ou porcina)
Peptona de caseina (bovina)
Extracto de carne (bovino ou porcino)
Extracto de levedura

NaCl

Mistura de tampdes

Esculina

Cloreto de litio

Citrato de ferro amoniacal

Acriflavina

Acido nalidixico

Agua destilada

(PH 7,3)

Procedimento

Deixar os tubos atingir a temperatura ambiente.

Anexo 19 - Composi¢cao do meio Fraser (www.biomerieux.pt)

Composicao

Peptonas animais (bovinas ou porcinas)

Extracto de carne (bovino ou porcino)
Extracto de levedura
NaCl

Substancias tampdes

5,0000 g
5,0000 g
5,0000 g
5,0000 g
20,0000 g
13,3500 g
1,0000 g
3,0000 g
0,5000 g
0,0125g
0,0100 g
1L

10,000 g
5,000 g
5,000 g

20,000 g
13,350 g
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Esculina

Cloreto de litio

Citrato de ferro amoniacal
Acriflavina

Acido nalidixico

Agua destilada

(pH 7,3)

1,000 g
3,000 g
0,500 g
0,025¢g
0,020 g

1L

Anexo 20 - Composi¢cao do meio mTSB (www.biomerieux.pt)

Composicao

Peptona caseinica
Peptona de soja
D(+) - Glucose
NaCl

K;HPO,

Agua destilada

(pH 7,3)

17,09
3,09
25¢g
5049
25¢

1L

Anexo 21 - Composi¢cao e modo de preparagdo do meio MCK (www.bd.com)

Composicao

Sais biliares

Peptona

Lactose

Purpura de bromocresol

Agua destilada

(pH 7,3 £ 0,1)

Procedimento

1.

Dissolver 35 g de meio em p6 em 1

5,009
20,00 g
10,00 g

0,01g

1L

L de agua destilada

12



2. Colocar a solugao acima preparada em tubos

3. Autoclavar a 121 °C durante 15 min

Anexo 22 - Composicdo e modo de preparagdo do meio CT-SMAC

(www.biomerieux.pt)

Composicao
e Peptona de gelatina (bovina ou porcina) 17,000 g
e Peptona de carne (bovina ou porcina) 3,000 ¢
e Sorbitol 10,000 g
e Sais biliares N°3 (ovinos ou bovinos) 1,500 g
e Cloreto de sodio 5,000 g
e Vermelho neutro 0,030¢
e Cristal violeta 0,001 g
e Agar 15,000 g
e Agua destilada 1L

Mistura CT (suplemento)

(pH 7,1)

Procedimento

1.
2.
3.

Deixar os frascos atingir a temperatura ambiente.

Desenroscar previamente a capsula do frasco da gelose.

Colocar o frasco a regenerar num banho-maria a, aproximadamente, 50 °C,
deixar a temperatura atingir os 95 °C e deixar derreter a gelose (cerca de 45
min).

Homogeneizar apds enroscar a capsula (utilizar luvas de protecgédo contra os
riscos térmicos).

Adicionar a 0,4 mL da mistura CT a cada frasco de meio, apds rehidratagdo da
mesma.

Deixar os frascos a temperatura ambiente durante, pelo menos, 15 segundos,
antes de os transferir para um banho-maria com o termdstato a
aproximadamente 45 °C — 50 °C. Manter os frascos a esta temperatura até os
utilizar.

Distribuir em placas de Petri (na proporgao de 18 a 20 mL por placa).
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8.

Apos reconstituicdo e arrefecimento do meio, colocar as placas a 2 °C — 8°C

Anexo 23 - Composicao e modo de preparagcao do meio 0157 H7 ID-F

(www.biomerieux.pt)

Composicao
e Peptona de gelatina (bovina ou porcina) 550¢g
e Extracto de levedura 6,00 g
e Cloreto de sodio 5,00g
e Carbonato de soédio 0,13 g
e Vermelho neutro 0,01g
e Sodio desoxicolato (bovino ou ovino) 1,50 g
e Mistura de hidratos de carbono (bovino) 24,00g
e Mistura de activadores 0,25¢
e Mistura cromogénica 0,25¢
e Agar 12,50 g
e Agua destilada 1L

Mistura CT (suplemento)

(PH 7,1)

Procedimento

1.
2.

Desenroscar previamente a capsula do frasco de gelose.

Colocar o frasco a regenerar num banho-maria a, aproximadamente, 50 °C,
deixar a temperatura subir até 95 °C e deixar derreter a gelose (cerca de 15
min). Nao exceder 30 min apds a regeneracao.

Homogeneizar apds o fecho da capsula (utilizar luvas de protecgao contra os
riscos térmicos).

Deixar os frascos a temperatura ambiente durante, pelo menos, 15 segundos,
antes de serem transferidos para um banho-maria a 45 °C — 50 °C. Manter os
frascos a esta temperatura até a sua utilizagdo. Durante a regeneragéo dos
frascos em banho-maria a ferver, podem observar-se coagulos em espirais que
desaparecem ap6és agitagao.

Adicionar a 0,4 mL da mistura CT a cada frasco de meio, apés rehidratacédo da

mesma.
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6. Distribuir a integridade de um frasco numa placa de Petri e deixar arrefecer.

Anexo 24 - Composicdo e modo de preparacdo do reagente da oxidase

(www.biomerieux.pt)

Composicao
e N,N,N,N-tetrametil-1,4-fenilenediamina 10g
e Acido ascérbico 29
e Agua desionizada 1L
Pr imen

Abertura da ampola:
1. Colocar o frasco conta-gotas no quebra-ampolas.
2. Bater no fundo do frasco para eliminar as bolhas que se poderao formar.
3. Pegar no meio do conjunto frasco e quebra-ampolas e premir ligeiramente

para partir a ampola

Anexo 25 - Composicdo e modo de preparagao do meio de glucose

(www.rapidmicrobiology.com/Companies/1064.php)

Composicéao
e Triptona 10,0 g
e Extracto de levedura 1,59
e Cloreto de sédio 50¢9
e Glucose 10,0 ¢
e Purpura de bromocresol 15,0 mg
e Agar bacteriolégico 12,0 g
e Agua destilada 1L

(pH 7,0 £ 0,2)
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Pr imen

1. Antes da utilizagdo do meio, é recomendado o aquecimento dos tubos em

banho maria, durante o minimo de tempo possivel, para assegurar a total

liquefacgao do meio (ndo repetir este procedimento mais do que uma vez)

Anexo 26 - Quadro de leitura do API Listeria

QUADRO DE LEITURA

COMPONENTES QTtbD RESULTADOS
TESTES ; REACGOES
ACTIVOS (mglciip.) NEGATIVO POSITIVO
ZYMB /<3 min
. . laranja palido
, Diferenciagao : .
DM Substrato enzimatico 0,106 ; beige rosado laranja
L. innocua ! L. monocytogenes beige acinzentado
Esculina 0,16 . " .
ESC Citrato de ferro 0.024 hidrélise (ESCulina) amarelo palido negro
eMAN 4-nitrofenil-aD- 0,045 |a-MANosidase incolor amarelo
manopiranosido '
DARL D-Arabitol 04 acidificagdo (D-ARabitol)
XYL D-Xylose 04 acidificagéo (XYLose)
RHA L-Rhamnose 04 acidificagdo (RHAmnose)
vermelho / amarelo /
MDG | Metil-aD-glucopiranosido 04 acidificag&o (Metil-aD-Glucopiranosido) .
vermelho alaranjado | amarelo alaranjado
RIB D-Ribose 04 acidificagio (RIBose)
G1P Glucose-1-Fosfato 0.4 acidificagdo (Glucose-1-Fosfato)
TAG D-Tagatose 04 acidificagéo (TAGatose)

= As quantidades indicadas podem ser ajustadas em fungéo dos titulos das matérias-primas.
« Algumas cipulas contém componentes de origem animal, nomeadamente peptonas.
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Anexo 27 — Quadro de leitura do API 20E

QUADRO DE LEITURA
COMPONENTES QT RESULTADOS
TESTES REACGOES/ENZIMAS
ACTIVOS (mglcip.) ¢ NEGATIVO POSITIVO
g € R3-galactosidase
ONPG 2nivolent8D. | 0223 | (Orto Nitrofenil-8D- incolor amarelo (1)
g P Galactopiranosidase)
ADH L-arginina 1.9 [Arginina DiHidrolase amarelo vermelho / alaranjado (2)
LbC L-lisina 1,9 |Lisina DesCarboxilase amarelo vermelha / alaranjado (2)
oDc L-ornitina 1,8 | Ornitina DesCarboxilase amarelo vermelho / alaranjado (2)
CIT Citrato de sddio 0,756 | Utilizagao do ClTrato verde palido / amarelo | azul-esverdeado / azul (3)
HzS Tiosulfato de sodio 0,075 |Produglo de H2S incolor / acinzentado | depbsito negro / orla fina
URE Ureia 076 |UREase amarelo vermelho / alaranjado (2)
TDA / imediato
TDA L-triptofano 0,38 | Triptofano DesAminase amarelo | castanho-avermelhado
JAMES / imediato
. incolor rosa
IND L-triptofano 0,19 | Produgao de INDol verde palido / amarelo
VP 1+VP2/10 min
Lve] Piruvato de sédio 18 ggg;g‘;’rg:k:i‘g'“" Incolor / rosa palido rosa / vermelho (5)
Gelatina . ' difusdo do pigmento
l.ﬂ.l (origem bovina) 0,6 |Gelatinase (GELatina) nao difuséo negro
fermentagao / oxidagéo azul / azul-esverdeado amarelo / amarelo
GL D-glucose 19 (GLUcose) (4) acinzentado
MAN D-manitol 19 I:qn:s:::,angzg / oxidagéo azul / azul-esverdeado amarelo
INO \nasitol 1.9 Iﬁ:lg:::loa;)g(a; ! oxidagio azul / azul-esverdeado amarelo
) fermentagdo / oxidagao azul/ azul-esverdeado amarelo
SOR D-sorbitol 1,9 (SORbitol) (4)
RHA L-ramnose 1.9 :%m:gea)o( i )oxidagéo Azul / azul-esverdeado amarelo
SAC D-sacarose 19 Ime:rl;lg:;ali ]oxid agéo azul / azul-esverdeado amarelo
MEL D-melibiose 19 Iﬁﬂn;&g:gg:;) [.f4t))xidar;an azul / azul esverdeado amarelo
Fermentagao / oxidagao azul / azul-esverdeado amarelo
AMY Amigdalina 0.57 (AMIgdalina) (4)
ARA L-arabinose 19 Iir';n:;;agsa; .; :)xidagéo Azul / azul-esverdeado amarelo
OX (consultar o folheto informativo do | Citocromo-Oxidase (consuitar o folheto informativo do teste oxidase)
teste oxidase)

(1) Uma cor amarela muito ligeira & também positiva.

(2) Uma cor laranja apos 36-48 H de incubagdo deve ser considerada negativa.

(3) Leitura na capula (zona aercbia).
(4) A fermentag&o comega na parte inferior dos tubos, a oxidag&o comega na clpula.

(5) Uma ligaira coloragdo rosa depois de 10 minutos deve ser considerada negativa.

» As quantidades indicadas podem ser ajustadas em fungao dos titulos das matérias-primas.
« Algumas cupulas contém componentes de origem animal, nomeadamente, peptonas.
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Anexo 28 - Composi¢ao e modo de preparagéo do meio COH (www.biomerieux.pt)

Composicao
e Peptona de caseina e de carne (bovino e porcino) 10,0 g
¢ Hidrolisado de proteinas animais (bovino ou porcino) 10,0 g
e Peptona de coragéo (bovino ou porcino) 3,09
e Amido de milho 109
e Cloreto de sodio 509
e Agar 13,59
e Sangue (cavalo) 50 mL
e Agua destilada 1L

(pH 7,3)

Procedimento

1. Deixar as placas atingir a temperatura ambiente.

Anexo 29 - Composi¢cao do meio RAPID’ Listeria spp./Agar (www.bio-rad.com)

Composicédo

e Peptonas 25049
e Extracto de levedura 1,09
e Piruvato de sédio 2049
o Citrato de ferro amoniacal 05¢
e Maltose 109
e Cloreto de sodio 4049
e Cloreto de litio 10,59
e Silica 20,09
e Activadores de crescimento 2049

e Mistura cromogénica 75,0 mg
e Mistura de antibioticos 40,0 mg

o Agar 12,09

e Agua destilada 1L

(pH 7,0 - 7,5)



Anexo 30 — Grafico de monitorizacdo da temperatura da mala térmica
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Anexo 31 - Composi¢ao e modo de preparagéo do meio BHI (www.oxoid.com)

Composicio

Infusdo de cérebro (bovino)
Infusdo de coracao (bovino)
Peptona

Cloreto de sddio

Glucose

Fosfato dissddico

Agar

Agua destilada

(pH 7,4 £0,2)

Pr

imen

12,59
50¢9
10,0 g
50¢9
20g
25¢
10,0 g
1L

Suspender 47 gr de meio em 1 L de agua destilada. Aquecer a mistura, para que se

dissolva completamente. Distribuir em tubos e esterilizar em autoclave a 121 °C

durante 15 min.
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Anexo 32 - Ficha de provas — Analise sensorial

FICHA DE PROVAS

Instrugoes:
1. Prove em primeiro lugar a amostra marcada com o cédigo “253”
2. De seguida, prove a amostra marcada com o codigo “322”
3. Avalie as diferencgas sensoriais entre as duas amostras, utilizando a escala

apresentada em baixo.
4. Utilize a escala apresentada para avaliar a dimensao da diferenca.

ESCALA MARCAR PARA INDICAR A DIFERENCA

Sem diferenca 0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
Extremamente
diferentes 10
Comentarios:
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Anexo 33 — Resultados das analises microbiolégicas e contaminagao
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Codigo Prazo Data de Data da Entero E. coli C. perfringens Listeria spp. B. cereus
amostra Marca Variedade validade Aquisigao analise Psic.(ufclgr) (ufc/gr) (ufcigr) (ufc/gr) (ufc/gr) (ufcigr)

08-477 F Cesar 06-03-08 03-03-08 04-03-08 1,4E+07 3,9E+06 <1,0E+01 <1,0E+02 < 1,0E+02
08-478 A Gourmet 06-03-08 03-03-08 04-03-08 1,1E+07 3,4E+05 <1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-479 F Gourmet 06-03-08 03-03-08 05-03-08 1,8E+07 1,5E+06 < 4,0E+01 <1,0E+02 < 1,0E+02
08-480 F Gourmet 08-03-08 03-03-08 05-03-08 2,9E+06 1,3E+05 <1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-481 F Gourmet 09-03-08 03-03-08 05-03-08 1,1E+07 4,4E+05 <1,0E+01 < 1,0E+02 < 4,0E+02
08-540 F Cesar 13-03-08 10-03-08 12-03-08 1,1E+08 2,1E+06 <1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-541 F Gourmet 15-03-08 10-03-08 12-03-08 3,2E+06 1,5E+05 <1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-542 F Gourmet 28-03-08 25-03-08 25-03-08 4,5E+06 2,9E+05 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-543 A Gourmet 31-03-08 25-03-08 25-03-08 2,8E+06 2,4E+05 <1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-544 F Gourmet 31-03-08 25-03-08 26-03-08 2,3E+06 5,5E+04 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-566 A Gourmet 31-03-08 25-03-08 26-03-08 7,5E+05 5,2E+04 <1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-567 A Gourmet 02-04-08 25-03-08 26-03-08 7,8E+05 1,2E+04 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-745 F Cesar 19-04-08 14-04-08 16-04-08 1,8E+06 1,0E+05 <1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-746 F Gourmet 20-04-08 14-04-08 16-04-08 4,6E+06 4,5E+04 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-938 F Cesar 08-05-08 05-05-08 06-05-08 2,8E+06 1,2E+05 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-939 F Gourmet 11-05-08 05-05-08 06-05-08 2,3E+07 1,2E+05 <1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-940 F Cesar 14-05-08 12-05-08 13-05-08 3,0E+07 7,7E+06 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-941 F Cesar 16-05-08 12-05-08 13-05-08 4,3E+06 1,4E+06 <1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-942 F Gourmet 18-05-08 12-05-08 13-05-08 8,9E+06 6,8E+05 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-999 F Cesar 21-05-08 19-05-08 19-05-08 8,7E+05 3,1E+05 <1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-1000 F Gourmet 22-05-08 19-05-08 20-05-08 1,6E+07 4,6E+05 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-1001 F Cesar 24-05-08 19-05-08 20-05-08 1,7E+07 > 1,5E+07 < 1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-1002 F Gourmet 25-05-08 19-05-08 20-05-08 2,2E+07 2,0E+06 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-1003 A Gourmet 24-05-08 19-05-08 20-05-08 2,0E+06 9,6E+04 < 1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-1055 F Cesar 29-05-08 27-05-08 28-05-08 5,5E+07 1,1E+07 < 1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1056 F Gourmet 30-05-08 27-05-08 28-05-08 6,4E+06 1,2E+07 < 1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
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08-1057 F Cesar 01-06-08 27-05-08 28-05-08 3,9E+07 > 1,5E+07 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1058 A Gourmet 04-06-08 27-05-08 28-05-08 1,4E+06 6,6E+05 <1,0E+01 <1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1059 F Cesar 04-06-08 27-05-08 28-05-08 4,6E+04 2,0E+04 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1095 A Gourmet 04-06-08 27-05-08 28-05-08 2,1E+07 1,0E+06 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1096 F Gourmet 04-06-08 27-05-08 28-05-08 1,9E+06 6,0E+05 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1097 A Gourmet 09-0'6-08 03-06-08 03-06-08 3,3E+06 6,9E+05 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1098 A Gourmet 11-06-08 03-06-08 03-06-08 2,9E+06 2,8E+05 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1257 F Cesar 22-06-08 16-06-08 18-06-08 1,5E+06 8,4E+04 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1258 F Cesar 27-06-08 23-06-08 24-06-08 3,0E+06 7,5E+06 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1259 A Gourmet 28-06-08 23-06-08 24-06-08 1,3E+07 1,2E+06 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1260 Q Mescla 04-07-08 30-06-08 01-07-08 5,2E+06 5,1E+05 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <4,0E+02
08-1261 Q Ibéria 04-07-08 30-06-08 01-07-08 4,8E+05 1,2E+05 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <4,0E+02
08-1262 Q Gourmet 04-07-08 30-06-08 01-07-08 8,9E+06 3,2E+05 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 6,0E+02
08-1263 Q Camponesa 04-07-08 30-06-08 01-07-08 2,1E+08 8,1E+06 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 1,4E+03
08-1264 Q Mistasceocrzsfrutos 04-07-08 30-06-08 01-07-08 3,7E+06 1,4E+05 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1309 Q Ibéria 09-07-08 07-07-08 08-07-08 2,7E+06 1,2E+06 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <4,0E+02
08-1310 Q Mescla 10-07-08 07-07-08 08-07-08 1,9E+07 3,6E+06 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 7,0E+02
08-1311 Q Ibéria 10-07-08 07-07-08 08-07-08 2,7E+05 3,0E+04 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <4,0E+02
08-1312 Q Ibéria 11-07-08 07-07-08 08-07-08 5,9E+05 3,7E+04 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 1,6E+03
08-1416 Q Mescla 18-07-08 15-07-08 15-07-08 1,7E+06 1,6E+05 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1417 Q Mescla 20-07-08 15-07-08 15-07-08 1,8E+06 1,5E+05 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1418 Q Ibéria 20-07-08 15-07-08 15-07-08 8,2E+05 2,0E+05 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1419 Q Ibéria 23-07-08 21-07-08 23-07-08 1,7E+07 8,4E+05 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 1,5E+03
08-1420 Q Mescla 23-07-08 21-07-08 23-07-08 3,7E+07 4,9E+05 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1466 Q Mescla 30-07-08 28-07-08 29-07-08 > 3,0 E+08 3,7E+06 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1467 Q Mescla 31-07-08 28-07-08 29-07-08 6,8E+07 1,6E+06 2,2E+02 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1468 Q Ibéria 31-07-08 28-07-08 29-07-08 5,6E+07 1,3E+05 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1469 Q Ibéria 01-08-08 28-07-08 29-07-08 1,7E+06 1,9E+05 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
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08-1490 Q Mescla 07-08-08 04-08-08 05-08-08 1,56E+08 7,2E+07 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 4,0E+02 < 1,0E+02
08-1491 Q Gourmet 07-08-08 04-08-08 05-08-08 3,5E+07 5,5E+06 < 1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 <1,0E+02
08-1492 Q Mescla 08-08-08 04-08-08 05-08-08 5,9E+06 4,8E+06 <1,0E+01 <1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-1493 Q Gourmet 08-08-08 04-08-08 05-08-08 2,9E+07 9,1E+06 < 1,0E+01 < 1,0E+01 <1,0E+02 < 1,0E+02
08-1494 Q Ibéria 08-08-08 04-08-08 05-08-08 4,3E+06 8,0E+06 < 1,0E+01 < 1,0E+01 <1,0E+02 < 1,0E+02
08-1530 Q Mescla 13-08-08 11-08-08 12-08-08 1,7E+08 3,9E+07 <1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-1531 Q Mescla 14-08-08 11-08-08 12-08-08 4,2E+07 2,2E+06 < 1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-1532 Q Ibéria 14-08-08 11-08-08 12-08-08 7,7E+07 4,4E+06 < 1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-1533 Q Gourmet 14-08-08 11-08-08 12-08-08 8,0E+07 1,3E+07 < 1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-1561 Q Ibéria 21-08-08 18-08-08 19-08-08 3,7E+07 1,2E+07 < 1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-1562 Q Mescla 21-08-08 18-08-08 19-08-08 7,5E+07 7,2E+06 < 1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 4,0E+02
08-1563 Q Gourmet 22-08-08 18-08-08 19-08-08 2,1E+07 8,6E+05 < 1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 1,0E+02
08-1564 Q Ibéria 22-08-08 18-08-08 19-08-08 1,6E+05 5,5E+03 < 1,0E+01 < 1,0E+01 < 1,0E+02 < 4,0E+02
Cédigo amostra Pesq. A. hydrophila Pesq. L. Pesq. Salmonella  Pesq. E. coli 0157: Dias de armaz. Cont.inicial (1/2a) Cont. final (1/2a)
B.cereus (ufc/gr) monocytogenes spp. H7 cont. (ufc/gr) (ufc/gr)

08-477 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo

08-478 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo

08-479 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo

08-480 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo

08-481 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo

08-540 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo

08-541 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo

08-542 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo

08-543 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo

08-544 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
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08-566 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-567 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-745 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-746 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-938 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-939 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-940 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-941 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-942 < 1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-999 <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-1000 < 1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-1001 Auséncia < 1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-1002 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-1003 Auséncia < 1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-1055 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-1056 Auséncia < 1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-1057 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-1058 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-1059 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-1095 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-1096 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-1097 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-1098 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-1257 Auséncia > 1,6E+05 Negativo Negativo Negativo
08-1258 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-1259 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo
08-1260 Auséncia < 1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 2,2E+04 1,5E+04
08-1261 Auséncia < 1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 3,1E+04 1,7E+04
08-1262 Presenca < 1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 3,2E+04 2,8E+04
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08-1263 Auséncia < 1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 3 2,4E+04 2,1E+04
08-1264 Presenca <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 3 1,7E+04 9,2E+03
08-1309 Presenca <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 1 1,2E+04 5,8E+03
08-1310 Presenca <1,0E+02 Negativo Postivo Negativo 1 7,2E+03 3,0E+03
08-1311 Presenca <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 1 6,3E+03 4,0E+03
08-1312 Presenca <1,0E+02 Negativo Postivo Negativo 2 5,3E+03 2,2E+03
08-1416 Presenca <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 2 1,7E+04 1,4E+04
08-1417 Presenca < 1,0E+02 Postivo Postivo Negativo 5 1,2E+04 1,8E+04
08-1418 Presenca <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 5 1,1E+04 8,5E+04
08-1419 Auséncia 6,7E+04 Negativo Negativo Negativo 1 6,7E+03 8,0E+03
08-1420 Presenca > 1,5E+05 Negativo Negativo Negativo 1 8,9E+03 6,0E+03
08-1466 Auséncia > 1,5E+05 Negativo Negativo Positivo 1

08-1467 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 2

08-1468 Auséncia > 1,5E+05 Negativo Negativo Negativo 2

08-1469 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 3

08-1490 Auséncia < 1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 3 3,6E+03 2,2E+03
08-1491 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Positivo 3 2,4E+03 7,3E+02
08-1492 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 3 2,8E+03 1,4E+03
08-1493 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 3 1,9E+03 6,3E+03
08-1494 Auséncia > 1,5E+05 Negativo Negativo Positivo 3 2,4E+03 1,3E+04
08-1530 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 2 3,6E+02 4,5E+02
08-1531 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 2 7,3E+02 3,6E+02
08-1532 Auséncia > 1,6E+05 Negativo Negativo Negativo 2 8,2E+02 2,7E+02
08-1533 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 2 7,3E+02 2,7E+02
08-1561 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 3 1,0E+05 1,0E+05
08-1562 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 3 7,8E+04 1,8E+05
08-1563 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 3 7,8E+04 3,5E+05
08-1564 Auséncia <1,0E+02 Negativo Negativo Negativo 3 5,2E+04 1,7E+05
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Codigo amostra

Cont.inicial (4b)

Cont. final (4b)

(ufc/gr) (ufc/gr)
08-1416 2,1E+03 3,5E+03
08-1417 1,6E+03 2,4E+03
08-1418 1,9E+03 2,6E+03
08-1419 4,9E+03 4,6E+03
08-1420 5,5E+04 3,9E+03
08-1466 4,3E+03 1,1E+04
08-1467 4,6E+03 1,4E+04
08-1468 5,0E+03 2,3E+04
08-1469 3,7E+03 7,3E+03
08-1490 1,5E+03 1,1E+03
08-1491 7,3E+02 6,4E+02
08-1492 7,3E+02 4,5E+02
08-1493 1,0E+03 2,8E+03
08-1494 9,1E+02 3,1E+03
08-1530 1,5E+04 1,5E+04
08-1531 1,4E+04 9,7E+03
08-1532 1,1E+04 1,4E+04
08-1533 1,3E+04 9,7E+03
08-1561 2,9E+04 8,4E+04
08-1562 4,5E+04 4,3E+04
08-1563 3,6E+04 3,5E+04
08-1564 4,1E+04 5,0E+05
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