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Descoberta hd 100 anos, Listeria
monocytogenes é uma bactéria
causadora de uma doencga invasiva grave,
denominada listeriose. As boas prdticas
de fabrico, planos de higiene e desinfecdo,
e sistemas de seguranga alimentar
bem-adaptados sdo a melhor forma de
prevencgdo da doenca.
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Na sequéncia de um surto de listeriose em animais de
laboratorio®, L. monocytogenes foi identificada como
o agente infecioso por Murray et al. em 1924. Contudo,
s6 57 anos depois foi reconhecida a ligacao entre liste-
riose humana e a ingestao de alimentos contaminados
pelo microrganismo, apds um surto no Canada envol-
vendo 41 casos e 18 mortes®. Apos esse incidente, e
com o aumento do niimero de surtos reportados, foi
reconhecida como patogénico alimentar, despertan-
do grande interesse e preocupagao por parte das au-
toridades e da Industria Alimentar.

Alisteriose é uma doenga rara, mas apresenta a maior
taxa de hospitalizacao e de mortalidade na Uniao Eu-

Figura 1 - Esfregaco de L. monocytogenes apds
coloracdo de Gram observado ao microscépio com
uma ampliagdo de 1000X.
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ropeia (UE) entre as infe¢des alimentares. Segundo a
EFSA (Agéncia Europeia de Seguranca Alimentar), em
2022 a taxa de notificacao foi de 0,62 casos por 100 000
habitantes, com 286 mortes®. Em comparacao, as ta-
xas de notificagao por 100 000 habitantes para as in-
fecoes causadas por Campylobacter spp. e por Salmo-
nella spp. foram de 43,1 casos (34 mortes) e 15,3 casos
(81 mortes), respetivamente. Em Portugal, a taxa de
notificacao foi semelhante a média da UE, tendo sido
reportados 63 casos, 60 hospitalizacoes e 10 mortes.
A prevencao da doenca centra-se em boas praticas
de fabrico, planos de higiene e desinfecao especifi-
cos para L. monocytogenes e implementacao de siste-
mas de gestao de seguranca alimentar, garantindo o
cumprimento dos critérios microbiologicos. Nos EUA
aplica-se uma politica de “tolerancia zero” em produ-
tos alimentares prontos a consumir. Enquanto na UE
o critério estabelece a auséncia em 25 g de produto se
o alimento permitir o crescimento do microrganismo
ou inferior a 100 L. monocytogenes/g se o produto nao
permitir o seu crescimento.

Apesar de toda a inovagao no setor alimentar e do es-
forco continuo para produzir produtos seguros, ain-
da ocorrem casos e surtos de listeriose decorrentes
do consumo de alimentos contaminados. Controlar a
presenca e a sua multiplicacao € um desafio significa-
tivo para os sistemas de gestao de seguranga alimen-
tar devido a natureza ubiqua.

O ntimero de casos em Portugal tem vindo a aumen-
tar desde os primeiros dados publicados em 2007 por
Almeida et al.¥, quase triplicando em 2022. A comuni-
dade cientifica tem estudado o microrganismo em va-
rias vertentes. Neste artigo sao real¢cados alguns dos
contributos de investigadores portugueses.

Estudos de prevaléncia ao longo

da cadeia alimentar, da producao

a distribuicdo, contribuem

para a avaliacdo da exposicao

A capacidade de crescer a temperaturas de refrige-
racao (inferiores a 4 °C) e em ambientes com baixa
atividade de agua, medidas comuns para controlar
0 crescimento microbiano em alimentos, sao carac-
teristicas que facilitam a sua transmissao por via ali-
mentar. Os alimentos implicados em surtos de liste-
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riose incluem lacticinios, produtos carneos e de pes-
cado, marisco e vegetais. Conhecer a prevaléncia de
L. monocytogenes nos diversos alimentos no mercado
permite avaliar o risco de exposicao do consumidor
e possibilita as autoridades priorizar os alimentos a
serem analisados mais frequentemente para garantir
a seguranga alimentar.

Dada a uniformidade nos habitos de consumo euro-
peus e a globalizagao do mercado de alimentos, os
dados recolhidos sao facilmente aplicaveis noutros
paises. Guerra et al.”’ e Mena et al."” analisaram varios
produtos comercializados em Portugal e concluiram
que os consumidores portugueses enfrentavam um
risco consideravel de contrair listeriose através de
alimentos, especialmente os “prontos a comer”, como
pastelaria, frutos secos, queijos e enchidos.

Outros estudos avaliaram a incidéncia de L. mono-
cytogenes em carne de aves, queijos de leite cru, di-
ferentes enchidos, frutos e vegetais, bem como em
moluscos frescos na cadeia de producao.

A preferéncia por alimentos “prontos a comer” tem
aumentado entre os consumidores, tanto para con-
sumo em casa como para levar para o trabalho, uma
tendéncia que se intensificou durante a pandemia de
COVID-19. Como esses produtos nao serao sujeitos
a tratamentos térmicos que destruam Listeria antes
do consumo, as indtstrias que os produzem devem
implementar medidas de controlo adicionais, como
a criacao de zonas de fabrico com um controlo mais
rigoroso, como as “salas brancas”, para garantir a se-
guranga dos produtos. Um estudo realizado em uni-
dades de fabrico de produtos carneos “prontos a co-
mer” revelou a presenga do microrganismo em 25%
das amostras analisadas, o que levou a reavaliacao e
a implementacao de protocolos de higiene especifica-
mente desenhados para controlar L. monocytogenest.
O consumo de produtos de conveniéncia tem aumen-
tado, sendo crescente a diversidade no mercado de
frutas lavadas e cortadas “prontas a comer”. Apesar de
alguns surtos terem sido atribuidos a ingestao de pés-
segos, nectarinas e ameixas em 2023, magas em 2015
e meldes em 2011, nao existem muitos estudos sobre
a presenca de L. monocytogenes nestes produtos. Em
Portugal, o microrganismo nao foi detetado em amos-
tras de pera Rocha cortada®.
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Metodologias de detecao

ou de enumeracdo sdo necessdrias
para verificar a eficacia dos sistemas
de seguranca alimentar

As metodologias para detecao de L. monocytogenes
usam etapas de enriquecimento seguidas de isola-
mento em meios seletivos. Dado que L. monocytogenes
nao compete bem com as outras espécies de Listeria e
que as colonias nos meios de isolamento seletivos po-
dem nao permitir distingui-las, surgiram estudos com
alternativas as normas existentes ou comparagoes
com meétodos alternativos. Por exemplo, foi compara-
da a eficacia dos meios utilizados no enriquecimento
e avaliados os meios utilizados para o isolamento, de-
monstrando que a adi¢cao de sangue melhorava a re-
cuperacao e a diferenciagao de espécies.

Foram ainda avaliadas metodologias alternativas de
analise mais rapidas, como as que se baseiam em rea-
¢oes antigénio-anticorpo ou métodos de biologia mo-
lecular. A espectroscopia de infravermelho revelou-se
uma alternativa rapida e com alta sensibilidade para a
identificagao apods enriquecimento seguido de isola-
mento em meios seletivos.

Figura 2 - Coldnias de L. monocytogenes em
dois meios de cultura seletivos: Agar Listeria
Agosti-Otaviani (ALOA) e PALCAM.

Diversidade em ambiente de producao
alimentar demonstra a existéncia

de estirpes residentes

Varios estudos indicam que a principal fonte de con-
taminagao de produtos alimentares processados é a
contaminagao cruzada através de equipamento e do
ambiente fabril.

Os métodos de tipagem molecular tém sido essenciais
na identificacao de fontes e vias de contaminacao por
L. monocytogenes. Estes métodos permitem verificar
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a existéncia de estirpes de L. monocytogenes, i.e., li-
nhagens geneticamente semelhantes que permane-
cem durante meses, ou até anos, na mesma instalacao
de processamento alimentar. Estas estirpes sao de-
nominadas persistentes e podem contaminar recor-
rentemente o produto final. Ha registo de surtos de
listeriose causados por estas estirpes, ex. o ocorrido
nos EUA e que foi associado a salsichas de peru.

Num estudo realizado em duas cooperativas de quei-
jos da Beira Baixa, em 1996-97, foi encontrada uma al-
ta prevaléncia de L. monocytogenes, tendo os autores
considerado a situagao como um problema de satide
publica. Salienta-se que em 2015 a Direcao-Geral de
Alimentagao e Veterinaria (DGAV) ordenou a retirada
do mercado e enviou para destruicao cerca de 29 to-
neladas de queijo produzido na Cooperativa de Pro-
dutores de Queijo da Beira Baixa, de Idanha-a-Nova,
devido a presenca de L. monocytogenes.

No ambito de um projeto europeu, em 2007, avaliou-
-se a distribuicao de Listeria ao longo do tempo em
oito queijarias dos Acores e do sul de Portugal con-
tinental, investigando-se as relacoes genéticas entre
isolados e a sua persisténcia. Algumas consideracoes
deste estudo: a ocorréncia parece ser independente
da dimensao da indtstria de lacticinios, ou seja, insta-
lacdes de producao, tipo de queijo produzido ou ponto
do ciclo de produgao.

Foram utilizadas técnicas de tipagem molecular para
comparar os perfis de ADN entre isolados de L. mono-
cytogenes recolhidos em fabricas e de pacientes com
listeriose na zona de Coimbra. Em 2006, num estudo
em queijarias, L. monocytogenes foi detetada em 25%
das instalagoes, sem relacao genética com isolados de
pacientes. Noutro estudo, em 2006, com queijarias de
Sao Jorge, o isolado de uma amostra de leite cru, foi
geneticamente relacionado com uma estirpe epidémi-
ca responsavel por surtos nos EUA e no Reino Unido.
A persisténcia de estirpes especificas de Listeria du-
rante periodos até quatro anos foi também observa-
da em fabricas de alheira no Norte de Portugal, bem
como em fabricas de panificacao. Alguns dos isolados
foram relacionados geneticamente com isolados de
pacientes.

Os estudos referidos evidenciam as vantagens da li-
gacao entre a inddstria alimentar e os centros de in-
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Figura 3 - Separagdo dos fragmentos de ADN por
eletroforese e imagem dos fragmentos de ADN
obtidos apds eletroforese, sendo visiveis as diferencas
entre isolados.

vestigacao, sobretudo para as empresas com menos
recursos disponiveis para investigar as vias e fontes de
contaminacao do microrganismo. Estes estudos for-
necem dados que lhes permitem implementar medi-
das para mitigar a contaminagao microbiana e, desta
forma, diminuir o desperdicio alimentar proveniente
da destruicao dos alimentos nao conformes. A utiliza-
¢ao de técnicas de tipagem molecular permitiu dete-
tar um surto de listeriose na regiao de Lisboa e Vale do
Tejo, em 2010, identificando queijos de uma fabrica no
Alentejo como potenciais responsaveis.

A sequenciacao total do genoma (WGS) comeca a
afigurar-se como a técnica de eleicao na detegao de
surtos e a caracterizacao de isolados provenientes de
alimentos por WGS comeca a ser uma realidade.

Adaptacao a condicoes adversas:
resisténcia a desinfetantes

e outros fatores de stress

Tanto em alimentos como em ambientes de proces-
samento, L. monocytogenes encontra condigoes ad-
versas que tem de ultrapassar para se desenvolver ou
para sobreviver, como valores de pH baixos, acidos
organicos, elevadas concentragoes de sal, valores de
atividade de agua desfavoraveis, residuos de desinfe-
tantes, temperatura, etc.

A capacidade de resposta a estes fatores depende da
estirpe e da sua proveniéncia, i.e., do ambiente fabril
ou de um alimento, onde podera ocorrer uma adap-
tacao prévia da bactéria a uma ou varias condigoes
ambientais desfavoraveis.

Nao ha para ja evidéncias de que a resisténcia aos de-
sinfetantes esteja correlacionada com a capacidade
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Figura 4 - Fatores que afetam o desenvolvimento
de L. monocytogenes em alimentos e ambiente

de processamento alimentar: temperatura, metais
pesados, biocidas, radiagdo UV, concentragdo de sal
e valores de pH.

de persisténcia. No entanto, uma comparagao sobre a
influéncia da temperatura, sal e pH no crescimento e a
suscetibilidade a desinfetantes entre estirpes persis-
tentes e nao persistentes revelou que a taxa de cresci-
mento era maior nas estirpes persistentes, sugerindo
maior capacidade de adaptagao.

Estratégias de mitigacdo

para controlar L. monocytogenes

O tratamento térmico, a salga, a acidificagao, a conge-
lacao, a secagem e os conservantes sao algumas das
técnicas utilizadas na induastria alimentar para evitar
ou retardar o crescimento de microrganismos e pro-
longar a vida atil dos alimentos.

Os conservantes mais utilizados sao os acidos sorbi-
co, benzoico e formico, o nitrato e o nitrito. A utiliza-
¢ao de Oleos essenciais como conservantes tem sido
uma das estratégias propostas para ir ao encontro das
preferéncias dos consumidores por menos aditivos
de sintese quimica nos alimentos. Os 0leos essenciais
possuem terpenos e fendis com propriedades antioxi-
dante, antimicrobiana, anti-inflamatoria e inseticida,
etc. Podem ser extraidos de plantas e subprodutos da
indtstria alimentar e aplicados diretamente nos ali-
mentos, como revestimentos ou em embalagens. Es-
tudos em Portugal avaliaram a atividade listericida de
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Figura 5 - Acdio de bacteriocinas produzidas

por bactérias do dcido ldctico no crescimento de

L. monocytogenes. Os halos de inibi¢do (1 a 4) sGo
indicativos da agdio das bacteriocinas contra a
bactéria.

oleos obtidos de alecrim, tomilho e orégaos. Apesar da
atividade que demonstram, as alteracoes sensoriais
que causam limitam a sua utilizagao.

Outra estratégia “natural” é o biocontrolo utilizan-
do culturas de microrganismos como Carnobacte-
rium divergens e outras bactérias do acido lactico, que

produzem bacteriocinas, acidos organicos e outras
substancias antimicrobianas que inibem L. monocyto-
genes. A nisina (E234) € a inica bacteriocina aprovada
para utilizacao como conservante. Como outras bac-
teriocinas, nao podem ser adicionadas purificadas,
utilizam-se culturas bacterianas que as produzem
nos alimentos. Sao varios estudos em Portugal sobre a

Sk <

Figura 6 - A¢do dos bacteriéfagos LISTEX P100
sobre as células de L. monocytogenes levam a morte
da bactéria por lise (Foto obtida no dmbito do projeto
Biocold Pasteurization).

oy
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utilizacao de bacteriocinas em diferentes alimentos e
existem culturas produtoras de bacteriocinas dispo-
niveis no mercado.

Os bacteritfagos tém sido usados como agentes bioci-
das ha décadas. Alguns sao comercializados para uti-
lizacao em alimentos, como o caso do LISTEX P100, e
tém mostrado resultados promissores, como apresen-
tado no trabalho realizado em Portugal com amostras
de sashimi inoculadas. Estes bacteriéfagos poderao
ser usados em produtos alimentares para os quais nao
seja possivel utilizar um processo de destruicao tér-
mica do microrganismo.

Conclusoes

Listeria monocytogenes continua a ser um dos de-
safios de satide publica urgentes e globais a nivel de
seguranca alimentar em paises desenvolvidos, pela
elevada mortalidade, 20-30% dos casos, mas também
pelo impacto econdémico associado, incluindo o eleva-
do desperdicio alimentar que origina.

Em 2023 foram emitidas 106 notificacoes de ocorrén-
cia de Listeria em produtos alimentares pelo sistema
RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed), nao
existindo nenhum alerta de Portugal.

Os estudos de prevaléncia do microrganismo em
Portugal foram realizados ha alguns anos, portanto,
atualmente, poderao estar desatualizados. Para além
disso, o critério microbioldgico atualmente aplicado
baseia-se na capacidade de multiplicacao de Listeria
no produto alimentar. Portanto, para além da detecao,
deveria ser realizada uma avaliagao da carga do mi-
crorganismo presente.

A persisténcia nas industrias alimentares tem sido ob-
jeto de estudo, no entanto, algumas questoes relevan-
tes foram apontadas pela EFSA® tais como: quais os
subtipos de L. monocytogenes frequentemente asso-
ciados a persisténcia e quais as principais caracteris-
ticas que potenciam esta capacidade de persisténcia?
Quais os fatores existentes nas indastrias que podem
contribuir para a persisténcia?

Deveria ser prestada alguma atencao a produgao pri-
maria e ao ambiente como fontes de contaminagao e
dispersao de L. monocytogenes, tendo em conta as al-
teracoes climaticas em curso e as transformagoes nos
sistemas de producgao alimentar.
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Com a evolugao da tecnologia e com uma reducao dos
custos de WGS, abre-se a possibilidade de ampliar o
conhecimento sobre as caracteristicas genéticas e re-
correr a estudos retrospetivos utilizando os isolados
depositados em colegdes de culturas. Ha, assim, uma
oportunidade Gnica para avancar no conhecimento
sobre L. monocytogenes, identificar marcadores de vi-
ruléncia e persisténcia e definir medidas de controlo
e prevencao mais eficazes. O projeto em curso, finan-
ciado pela Fundacao para a Ciéncia e Tecnologia (FCT),
GenoPheno4trait (PTDC/BAA-AGR /4194/2021), con-
tribuira certamente para esses propositos. ©
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