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ABSTRACT

26 factories from Alentejo region were inquired about traditional sausage process.
The aim of the questionnaire were related with social and economic aspects, raw
material and processing. Almost all factories use a proportion lean/ fat in the mix near
70/ 30, or even 80/ 20. Ingredients such as garlic and sweet paprika were always used
and the largest part of factories smoke their products in very different ambient conditions.
Cured period is also very variable, among 2 and 42 days. 85% of factories keep their
products, until sell them, on vacuum conditions, mainly, or even in modified atmosphere.

Key-words: sausage production, Alentejo

CARACTERIZAGAO DO PROCESSO DE FABRICO DO
CHOURICO TRADICIONAL ALENTEJANO

RESUMO

Foi recolhida informagédo a partir de inquéritos presenciais realizados em 26
salsicharias instaladas no Alentejo a fim de caracterizar o processo de fabrico do
chourico tradicional alentejano. Abordaram-se alguns aspectos sécio-econémicos,
outros relacionados com as matérias-primas e o processamento. A quase totalidade
dos fabricantes inquiridos utiliza, para constituicao das massas de carne, racios carne/
gordura de 70/ 30, ou nalguns casos 80/ 20. O sal e as massas de alho e pimentéo
sdo ingredientes sempre usados e a grande maioria dos fabricantes recorre a fumagem
dos enchidos, em condig¢bes de temperatura e de humidade relativa do ar muito variaveis.
O periodo de cura é muito variavel entre os produtores, com limites situados entre os
2 e 0s 42 dias. Amaior parte dos produtores (85%) mantém, até a comercializagao, o
produto final embalado, sob vacuo, principalmente, ou sob um tipo de atmosfera
modificada.

Palavras-chave: Alentejo, produgédo em salsicharia
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INTRODUGAO

A industria da salsicharia conjuga varias operagdes cujo objectivo ultimo, na
sua génese, é o aproveitamento tdo completo quanto possivel da carne, visceras,
gorduras e sangue do porco e a sua conservagao para usos diversificados.

No que respeita a tecnologia da produg¢ao de chourigo, de um modo geral
podem-se considerar seis fases: selec¢ao da carne e da gordura, miga, preparacao
da massa, maturagdo da massa, enchimento e cura (Liepe, 1985; Muguerza et al.,
2004; Ruusunen e Poulanne, 2004)

Na opiniao de Pezacki (1979), as carnes utilizadas na produgao de enchidos
devem ser firmes, com elevado poder tampao e boa capacidade de retencao de
agua e com valores de pH entre 5,4 e 6,0. A gordura deve ser também firme, na
grande maioria dos casos o toucinho dorsal, com baixo teor em acidos gordos
insaturados, uma vez que aumentam a ocorréncia de fendmenos autoxidativos e de
exsudagao da gordura do enchido (Frey, 1995). Segundo Alvarez (1994) e Fallola
et al. (1998), constituem excepgéao os enchidos elaborados com carnes de porcos
do tronco Ibérico. A gordura destes animais é caracterizada por um elevado nivel
de insaturagado, com repercussao directa no aroma e no sabor dos enchidos.
Contudo, esta protegida da rancificagao pela presenga de tocoferdis e polifendis
gue os animais ingerem, principalmente quando s&o alimentados na montanheira.

A miga reduz a matéria-prima (carne e gordura) a fragmentos com dimensdes
adequadas. Por outro lado, o grau de redugcéo de tamanho esta directamente
relacionado com a eliminagdo de agua, mais lenta nos fragmentos de maior
dimenséao e com a ligagao das massas, maior com fragmentos de menor dimensao.

Na preparagdo das massas os outros ingredientes sao adicionados as
matérias-primas principais e misturados até se obter uma massa homogénea.

A fase de maturacdo das massas € caracterizada, essencialmente, pela
entrada de sal nos fragmentos de carne e concomitante extracgéo de agua e proteinas
miofibrilhares e pelo desenvolvimento microbiano, do que resulta a libertagao de
produtos do seu metabolismo. As proteinas miofibrilhares, quando extraidas, tornam
viscosas as superficies dos fragmentos e desempenham um papel determinante
na ligagao das massas (Frey, 1995).

Na operacao de enchimento, a massa maturada € introduzida em tripa. Este
invélucro proporciona a massa coesao, forma e dimensao, protegendo-a de
influéncias externas superficiais, designadamente contaminag¢des microbianas, néo
podendo constituir ela propria uma fonte de contaminagao, microbiana ou quimica.
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A cura, que em Portugal estda quase sempre associada a fumagem, da
continuidade aos processos fisicos, quimicos, bioquimicos e microbioldgicos,
iniciados na fase de maturagao, e resultara num produto com caracteristicas
organolépticas e de conservagao completamente diferentes das da matéria-prima
que lhe deu origem (Rosario, 1989). Deste modo, o chourigo de carne adquire a
estabilidade pela acidificacao resultante da fermentacao, pela desidratagao, com
consequente aumento do teor em sais e decréscimo da actividade da agua, e
também pela accéo do fumo.

Este trabalho trabalho teve como objectivo caracterizar o processo de fabrico
do chourigo tradicional alentejano em salsicharias tradicionais abordando também
aspectos socio-econdmicos.

MATERIAL E METODOS

Para a realizagao deste trabalho foram realizados inquéritos presenciais,
usando um modelo de questionario concebido para o efeito, em 26 salsicharias
das cerca de 100 licenciadas existentes no Alentejo. Os questionarios abordaram
aspectos socio-econdmicos, outros relativos a matéria-prima e aos ingredientes e
ainda outros relacionados com o processamento. A duragdo média de cada
entrevista foi de, aproximadamente, 25 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aspectos socio-econdmicos

Todas as salsicharias inquiridas produzem enchidos ao longo de todo o ano
e cerca de 40% tem producgdes totais anuais que variam entre 10 000 e 50 000 kg
(Figura 1). Trata-se portanto de unidades de pequena dimens&o. Apenas 2 fabricas,
correspondendo a 7,7% das 26 inquiridas, produzem anualmente mais de 200 ton
de produto acabado.
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Figura 1. Producgdes totais anuais de produto acabado.
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Os resultados apresentados na Fig. 2 confirmam a pequena dimenséao da
maioria das empresas inquiridas. Com efeito, pouco menos de 50% dos produtores
tém entre 5 e 10 pessoas directamente envolvidas no processamento das carnes
(excluem-se funcionarios administrativos e os ligados aos circuitos de
comercializagdo), havendo mais de 30% das fabricas com menos de 5 pessoas.
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Figura 2. Numero de pessoas directamente envolvidas no fabrico de enchidos.

Matéria-prima e ingredientes

Todos os produtores transformam carne e gordura do porco da raga
Alentejana, contudo, apenas 15% das fabricas (4 unidades) se dedicam
exclusivamente a laboragdo de produtos do porco Alentejano. Considerando a
totalidade da producgao do universo inquirido, 65% resulta da utilizacao de racas
porcinas precoces e 35% do porco da raga Alentejana. Sao utilizadas carcagas
com pesos préoximos de 80 kg e 7 meses de idade, para as ragas precoces, e entre
100 - 120 kg, com 10 - 14 meses de idade, para os animais da raga Alentejana e
seus cruzamentos. Todos os produtores refrigeram tanto a carne como a gordura
antes da sua utilizacdo no processo de fabrico.

Nas massas destinadas a produg¢ao de chourigo, a razdo carne/ gordura
mais utilizada é de 70/30 (cerca de 60% dos produtores), usando mais de 30% dos
produtores o racio 80/20 (Fig. 3).

As carnes usadas no fabrico do chourigo tém origem, principalmente, na pa,
entremeada e perna. Em menor propor¢ao, recorre-se também a carnes do cachago
e do lombo. A gordura mais usada € a da entremeada, embora seja utilizada também
a da manta de toucinho.

Os ingredientes utilizados sdo a massa de pimentéo (40 - 80 g por kg de
massa de carne), a massa de alho (5 - 30 g por kg de massa de carne) e o sal
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Figura 3. Raz&o entre o teor de carne e o de gordura usada no fabrico de chourico.

(10 - 20 g por kg de massa de carne). 62% dos produtores usam também misturas
comerciais com nitrato, nitrito, fosfatos e ascorbatos. Apenas 1 dos inquiridos usa
vinho como ingrediente, na concentragado de 2 ml por kg de massa de carne.

Nenhum fabricante de enchidos adiciona culturas de arranque ou acgucar as
massas de carne. As culturas de arranque sao culturas microbianas, normalmente
compostas por microrganismos da familia Micrococcaceae ou por bactérias lacticas,
em cultura pura ou mista, aplicadas com o objectivo de se atingir determinado fim,
como a melhoria da salubridade, da cor, da textura, do sabor e do valor nutritivo do
produto, entre outros aspectos. A adigdo de agucar tem como objectivo principal
fornecer uma fonte de energia facilmente utilizavel aos microrganismos de interesse
tecnolégico, que em condigbes normais sao os que existem em maior quantidade
nas massas de carne. Deste modo, por crescimento competitivo estes
microrganismos vao multiplicar-se mais rapidamente que os outros grupos
microbianos.

O intestino delgado de porco, salgado e refrigerado, é usado como involucro
para o chourigo por 92,3% dos produtores. Somente 2 deles (7,7%) usam como
invélucro tripa de colagénio.

Processamento

Apenas uma das salsicharias objecto de estudo procede ao corte manual
da carne e da gordura. As restantes utilizam picadoras eléctricas. Quanto ao
didmetro dos orificios dos crivos usados para a picagem da carne e da gordura,
35% dos produtores utilizam crivos com 10 - 15 mm de diametro, 30% utilizam
didmetros de 20- 30 mm e cerca de 20% inferiores a 10 mm (Fig. 4).




Revista Portuguesa de Zootecnia, Ano XIlI, N° 1 (2006)

an -

20

20

10

Pradittaras (0

<10 =015 #1520 20430 S50 240
Diametro dos orificios dos crivos (mm)

Figura 4. Diametro dos orificios dos crivos usados para a picagem da carne e da gordura.

A duracédo da fase de maturagao das massas de carne varia entre 24 e 48
horas em 60% dos produtores (Fig. 5), ocorrendo esta fase em camaras cuja
temperatura se situa entre os 2 e os 6 °C, consoante os produtores (Fig. 6).
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Figura 5. Duragéo (horas) da etapa de maturagédo das massas de carne.
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Figura 6. Temperatura (°C) do ar da camara onde ocorre a maturagao das massas de carne.
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Apenas dois dos fabricantes inquiridos ndo submetem o chourigo a fumagem
e 0s 24 fabricantes que fumam os seus enchidos utilizam sempre lenha de azinho.

Considerando que a cura dos enchidos tem uma primeira fase onde ocorre
a fermentagdo das massas e uma segunda fase, designada por secagem, onde
tanto a actividade microbiana como os fendmenos proteoliticos e lipoliticos sao
menos acentuados, nos chouricos fumados a fase de fermentagao ocorre no fumeiro.
Nesta estrutura os valores da temperatura e da humidade relativa sdo muito
variaveis (Fig. 7 e 8), dependendo da época do ano e da hora do dia, com valores
de temperatura mais baixos e de humidade relativa mais elevados nas noites de
Inverno. Assim, enquanto nos fumeiros podem ocorrer variacdes de temperatura
entre valores inferiores a 10 °C até mais de a 40 °C, nos dois fabricantes que néo
recorrem a fumagem a fase de fermentagéo ocorre entre 10 - 12 °C.
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Figura 7. Temperatura do ar (°C) durante a fase de fermentagéo do chourigo.
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Figura 8. Humidade relativa do ar (%) durante a fase de fermentagéo do chourico.
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Durante a fase de secagem do chourigo os valores da temperatura, no
conjunto dos inquiridos, variam entre cerca de 10 e 20 °C (Fig. 9). Nos dois produ-
tores que ndo usam a fumagem, a fase de secagem ocorre em camaras de
ambiente controlado, com temperaturas variaveis entre 12 - 15 °C e humidade
relativa variavel entre 70 e 80%. Nos restantes produtores a secagem tanto pode
ocorrer em camaras de ambiente controlado, como em salas a temperatura
ambiente ou mesmo no préprio fumeiro, pelo que se encontram grandes variagdes
nos parametros ambientais a que ocorre a secagem do chourico (Fig. 9 e 10).
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Figura 9. Temperatura do ar (°C) durante a fase de secagem do chourigo.
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Figura 10. Humidade relativa do ar (%) durante a fase de secagem do chourigo.

A duragao do periodo de cura do chourigo (considerado as fases de
fermentagcao e secagem) tem variagbes muito acentuadas: desde os 2 dias, nos
produtos fumados mais intensamente até aos 42 dias (Fig. 11).
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Figura 11. Duragao (dias) do periodo de cura do chourigo.

Por questdes higiénicas e econdmicas, sobretudo relacionadas com as
perdas de peso, 85% dos produtores mantém os chourigos acabados embalados
sob vacuo, principalmente, ou sob um tipo de atmosfera modificada, em pelicula
plastica. 90% dos inquiridos comercializam os enchidos etiquetados e 65% dos
fabricantes com Indicagcao Geografica Protegida (IGP), embora a grande maioria
da produgéo de chouri¢co ndo seja comercializada com esta forma de protecgéao.
Este comportamento deve-se ao acréscimo de custo que o processo de protec¢ao
implica sobre o valor de venda do produto, tornando-se esta protec¢ao muitas vezes
desnecessaria para consumidores fiéis e conhecedores da origem dos enchidos
que adquirem, dispensando por essa razdo ndao somente o selo de protec¢gao mas,
principalmente, o acréscimo de prego que lhe esta associado.

CONSIDERAGOES FINAIS

No ambito deste trabalho realizaram-se inquéritos em fabricas com
dimensao muito variada; desta forma pretendemos ter uma ideia geral da realidade
da produgéao de chourigo no Alentejo. Assim, quase todos os fabricantes utilizam
racios carne/gordura de 70/30, principalmente, ou 80/20. As carnes usadas no
fabrico do chourigo procedem, principalmente, da pa, entremeada e perna e a
gordura mais utilizada é a da entremeada. O sal e as massas de alho e de pimentao
sao sempre utilizados. No entanto, 62% dos fabricantes utilizam também misturas
comerciais contendo nitrato, nitrito, fosfatos e ascorbatos. A grande maioria dos
fabricantes (24 dos 26 inquiridos) recorre a fumagem dos enchidos e durante
esta operagao as temperaturas podem variar entre 10 °C e mais de 40 °C. Apos




Revista Portuguesa de Zootecnia, Ano XIlI, N° 1 (2006)

a fumagem, os enchidos continuam sujeitos a grandes variagbes de temperatura,
dependendo estas também dos fabricantes. As condi¢cbes de fabrico entre
produtores e o critério para considerarem o produto acabado s&o tdo dispares
que o periodo de cura para o chourigo varia entre os 2 dias, para alguns produtores,
e 0s 42 dias que adopta um dos fabricantes. A maior parte dos produtores (85%)
mantém o produto final embalado sob vacuo, principalmente, ou sob um tipo de
atmosfera modificada e 65% comercializa parte da sua producédo de chourico
com o selo de Indicagdo Geografica Protegida. Nestes casos os enchidos séo
feitos com carne e gordura do porco da raga Alentejana.
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ABSTRACT

120 persons from Lisboa, Santarém, Portalegre, Evora e Beja regions were inquired
about their social-economic characteristics, consumer and handling habits of traditional
dry sausage. People inquired were mainly young, female, with college education. They
prefer sausages medium size (250 — 350g) bought in supermarket and they buy until 4
sausages per month. The majority of the consumers keep them in refrigerator before
and after the beginning of their consumption.

Key words: traditional dry sausage, consumer habits, Portugal

HABITOS DE CONSUMO DE ENCHIDOS TRADICIONAIS
NO SUL DE PORTUGAL

RESUMO

A partir de um universo de 120 pessoas inquiridas nos distritos de Lisboa, Santarém,
Portalegre, Evora e Beja foi recolhida informag&o sobre algumas caracteristicas sociais
das pessoas, habitos de aquisi¢ao e habitos de manuseamento de enchidos, tanto
antes como depois de iniciado o seu consumo. O universo estudado foi composto,
principalmente, por pessoas jovens, do sexo feminino e com um curso superior. Os
enchidos mais frequentemente comprados sdo de tamanho médio (250-350 g),
adquiridos principalmente no supermercado e até 4 unidades de enchido por més. A
grande maioria dos consumidores mantém os enchidos no frigorifico, tanto antes como
depois do seu consumo.

Palavras-chave: enchidos tradicionais, habitos de consumo, Portugal

INTRODUGAO

Desde os tempos mais remotos que o Homem sentiu a necessidade de
conservar a carne dos animais que cacava nas estacdes de abundancia para

11
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consumo posterior, quando a caga nao fosse possivel. Esta necessidade de
conservar a carne tera estado na origem da salsicharia. Praticas como a secagem
ou a fumagem da carne, conhecidas desde o Paleolitico Superior (40 000 a 12
000 anos a.C.) resultaram da necessidade de prolongar a durag&o da conservagao
daquele alimento e ndo de um imperativo do paladar. A secagem e a fermentacéo
das carnes, provavelmente, sdo os processos mais antigos a que se recorreu para
a conservagao das carnes (Bacus, 1984, Incze, 2000).

Nas regides do interior de Portugal, até ha poucas décadas atras nao havia
electricidade em muitas casas de habitacao, sobretudo nas zonas rurais. Nestas
condicdes, a salga das carnes e do toucinho e o fabrico de enchidos no periodo do
Inverno, aproveitando as baixas temperaturas para maior garantia da salubridade
dos produtos, eram praticas fundamentais para garantir uma fonte de proteina e
gordura de origem animal durante o resto do ano (Elias, 2004).

Na actualidade, o fabrico de enchidos representa uma parte muito importante
daindustria de carnes da Europa Continental e a sua area de maior influéncia séo
os paises mediterranicos e a Alemanha, um dos principais paises produtores de
enchidos, embora o seu desenvolvimento s6 tenha acontecido a partir da segunda
metade do século XIX (Fernandez, 2000). Hoje em dia, a produg¢ao de enchidos
cresce cada vez mais em paises que até ha pouco tempo atras pouco interesse
tinham por este tipo de producéo, como sio os casos dos Estados Unidos, Australia,
Gra-Bretanha, Brasil e Japao (Demeyer et al., 1987; Fernandez, 2000).

Segundo o Instituto Nacional de Estatistica, nos anos de 1999, 2000 e 2001
em Portugal produziram-se, respectivamente, 17349, 19592 e 22182 toneladas de
enchidos, correspondendo 70% destes valores a chourigos de carne. De acordo
com a mesma fonte, a populagao residente em Portugal em 2001 era de 10356
117. Deste modo e para aquele ano o consumo de enchidos per capita foi de 2,14
kg, cerca de metade dos 4,1 kg per capita indicados por Fernandez (2000) para o
consumo de enchidos curados em Espanha em 1998.

Face a esta realidade de consumo de enchidos curados em Portugal e
atendendo a que cada vez mais a seguranga sanitaria do produto deve ser garantida
(Sanco/4198/2001), podendo contudo, ser alterada apdés compra por praticas
indevidas do proprio consumidor até ao momento em que o produto € consumido,
foi nosso objectivo elaborar um inquérito para avaliagdo dos habitos dos
consumidores, manipulagcédo e modos de conservagao de enchidos curados
tradicionais.
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MATERIAL E METODOS
Populacgao inquirida e modo de realizagao do inquérito

Foram realizados, presencialmente, inquéritos a 120 pessoas de ambos os
sexos e diferentes idades, nos distritos de Lisboa, Santarém, Portalegre, Evora e
Beja, consumidores de enchidos tradicionais.

Estrutura do inquérito

O inquérito foi concebido e testado antecipadamente, apresentando questdes
fechadas, sobre trés aspectos diferentes:

- Caracteristicas socio-econdémicas da populagao inquirida (idade, sexo, estado
civil, habilitagdes literarias);

- Habitos de aquisi¢gdo e consumo dos enchidos curados (frequéncia de
compra, local habitual de compra, n° de unidades adquiridas mensalmente,
tamanho dos enchidos comprados com maior frequéncia, n°® de fatias
consumidas diariamente por pessoa);

- Habitos de manuseamento antes de consumir os enchidos (tipo de
embalagem do enchido no acto de compra, tipo de embalagem do enchido
em casa, local e duragdo do armazenamento em casa até iniciar o consumo);

- Habitos de manuseamento apds o inicio do consumo (tipo de embalagem
do enchido apds inicio do consumo, modo de apresentacdo do enchido
conservado durante o periodo de consumo, local de armazenamento e tempo
necessario para consumir uma unidade de enchido).

Analise dos resultados
Para a analise dos resultados realizou-se uma descrigdo percentual do numero
de respostas obtidas para cada pergunta.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O Quadro | apresenta algumas caracteristicas sociais dos 120 individuos
inquiridos no ambito do presente trabalho. Da sua analise conclui-se que a
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populagao inquirida era jovem. 47,9% dos individuos tinham idade inferior a 30
anos e eram maioritariamente do sexo feminino (61,2%). 48,8% dos inquiridos
eram solteiros e 44,6% eram casados. Aamostra que serviu de base a este estudo
foi composta por individuos com um elevado nivel de escolaridade, em que a
maior parte (62,3%) disse ter um curso superior.

QuADRO | - CARACTERISTICAS SOCIAIS DA POPULAGAO INQUIRIDA.

Idade (anos) %

<30 47 9
30 -50 34,7
> 50 17.4
Sexo %

masculino 38,8
feminino 61,2
Estado civil %

solteiro 48,8
casado 44 6
outro 6,6
Habilitagoes literarias %

<9%ano 8.4
9° ano 85
12° ano 20,8
CUrso superior 62,3

Para cerca de metade (50,4%) dos individuos inquiridos € pouco usual a
compra de enchidos e 48,8% considera comprar enchidos com regularidade
(Quadro Il). A maior parte dos consumidores (71,1%) adquire enchidos no
supermercado. Ainda persiste o habito de alguns consumidores comprarem o0s
enchidos no talho (18,2%) e s&o poucos os que recorrem a mercearia (5,8%), a
fabrica de producao (3,3%) ou a mercados ambulatérios (1,6%). No entanto,
consideramos que o grupo de pessoas alvo de estudo nao € um grande consumidor
de enchidos, havendo mais de metade dos elementos daquele grupo (52,1%)
que compra, mensalmente, até duas unidades, o que esta de acordo com o baixo
consumo diario apresentado. Na verdade, 50,0% consomem, em média, uma
fatia de enchido por dia. Apenas 12,4% dos inquiridos afirmou comprar mais de
quatro enchidos por més e somente 7,8% consomem mais de 4 fatias de enchido
por dia, em termos médios. Enchidos de média dimensao, como o paio, sao
comprados com maior frequéncia por 73,1% das pessoas inquiridas, enquanto
25,2% dos inquiridos diz comprar mais frequentemente enchidos de menor calibre,
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como chourigos, linguigas, mouros e farinheiras, entre outros. Por outro lado, os
enchidos de grande calibre, como os lombos e os palaios, sdo comprados por
uma reduzida proporg¢ao (1,7%) da populagéo estudada.

QuabRo |l - HABITOS DE AQUISICAO DE ENCHIDOS CURADOS.

_Frequéncia na compra %
reqular 48,8
pouco usual 50,4

_ndocompra 08
Local habitual de compra %
fabrica 3,3
supermercado 711
mercearia 58
talho 18,2
mercado ambulatorio 16
N° de unidades de enchidos comprados mensalmente %
0-2 521
3-4 35,5
mais de 4 12,4
Tamanho dos enchidos comprados com maior frequéncia %
peqguenos (< 250qg) 252
meédios (250-350q) 731
grandes (>3509g) 1.7
N° de fatias consumidas diariamente por pessoa %
1 50,0
2-4 422
mais de 4 7.8

No que respeita aos habitos de manuseamento dos enchidos antes de ser
iniciado o seu consumo (Quadro lll), verifica-se que na maioria dos casos, no
acto da compra os enchidos estdo acondicionados em pelicula de plastico sob
vacuo (30,7%), a granel e séo colocados em saco plastico (25,2%) ou estdo a
granel e séo protegidos com uma pelicula de plastico aderente (22,8%). Apesar
de haver um esforgo por parte dos produtores em recorrer a embalagem sob um
tipo de atmosfera modificada, no universo objecto de estudo existe um numero
pequeno de pessoas (6,3%) que adquire enchidos embalados desta forma.
Quando estudamos o tipo de embalagem usada para armazenamento dos
enchidos em casa, antes de iniciado o seu consumo, verificamos que
comparativamente ao tipo de embalagem usada no acto da compra, houve
diminui¢do no uso de embalagens de papel, pelicula de plastico sob vacuo e sob
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atmosfera modificada. Nenhum dos inquiridos guarda os enchidos em saco
plastico. Assim, alguns dos enchidos que no acto da compra foram embrulhados
em papel, estavam sob vacuo ou sob atmosfera modificada e todos os que estavam
em sacos de plastico, passaram a ser guardados em pelicula de plastico aderente,
em folha de aluminio, em caixa de plastico ou mantiveram-se sem qualquer tipo
de embalagem. Os consumidores guardam os enchidos, principalmente, no
frigorifico (79,3%) e a maior parte (45,8%) consome-os entre 4 e 7 dias apos a
compra. Contudo, um numero consideravel de consumidores (36,4%) enceta os
enchidos quando decorreram mais de 7 dias apds a compra.

QuabRo Il - HABITOS DE MANUSEAMENTO ANTES DE CONSUMIR OS ENCHIDOS.

Tipo de embalagem do enchido no acto da compra %
papel 118
saco plastico 252
pelicula de plastico aderente 22,8
em pelicula de pléstico sob vacuo 30,7
em pelicula de plastico sob atmosfera modificada 6,3
outro 3.2
Tipo de embalagem para armazenamento em casa %
papel 76
pelicula de plastico aderente 40,2
em pelicula de plastico sob vacuo 10,6
em pelicula de plastico sob atmosfera modificada 3.8
folha de aluminio 136
caixa plastica 9.8
nenhum 144
Local de armazenamento em casa %
cozinha/despensa (12 - 30°C) 20,7
frigorifico(4-10°C) 79,3
Duragao do armazenamento em casa até se iniciar o %
consumo do enchido
0 -3 dias 17,8
4 -7 dias 458
Mais de 7 dias 36,4

Quando consideramos os habitos de manuseamento dos enchidos apos
encetado o seu consumo (Quadro V), verifica-se que a maioria dos consumidores
mantém os enchidos envoltos em pelicula plastica aderente (42,4%) ou no interior
de caixas plasticas (29,2%). 12,4% dos consumidores nao guardam os enchidos
encetados em qualquer embalagem, enquanto 66,7% dos inquiridos mantém a
parte remanescente do enchido que n&o foi consumida sob a forma de uma uUnica
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porcao; 33,3% guardam-na sob a forma de fatias. A maior parte dos consumidores
(89,2%) guarda os enchidos encetados num frigorifico doméstico enquanto apenas
10,8% guarda os enchidos na cozinha ou na despensa. Quase metade dos
inquiridos (47,1%) demora, em média, entre 4 e 7 dias para consumir uma unidade
de enchido e 31,9% mais de uma semana para consumir a mesma quantidade.
Estes resultados traduzem o relativamente baixo consumo de enchidos pelos
portugueses e estdo de acordo com o reduzido numero de unidades de enchido
compradas pela populacao estudada, tal como se referiu no Quadro Il.

Quabro |V - HABITOS DE MANUSEAMENTO DEPOIS DE INICIADO O CONSUMO DO ENCHIDO.

Tipo de embalagem do enchido no acto da compra %
papel 11,8
saco plastico 252
pelicula de plastico aderente 22,8
em pelicula de plastico sob vacuo 30,7
em pelicula de plastico sob atmosfera modificada 6.3
outro 3.2
Tipo de embalagem para armazenamento em casa %
papel 7.6
pelicula de plastico aderente 40,2
em pelicula de plastico sob vacuo 106
em pelicula de plastico sob atmosfera modificada 3.8
folha de aluminio 136
caixa plastica 9.8
nenhum 14 4
Local de armazenamento em casa %
cozinha/despensa (12 - 30°C) 20,7
frigorifico (4 - 10°C) 79,3
Duracgao do armazenamento em casa até se iniciar o %
consumo do enchido

0 -3 dias 17,8
4 -7 dias 458
Mais de 7 dias 36,4

CONSIDERAGOES FINAIS

A caracterizagao dos habitos de consumo de uma populagéo requer uma ampla
recolha de informagao. Estamos conscientes de que os resultados apresentados
neste trabalho sdo uma mera aproximacgao a realidade, em todo o caso, parece-
nos pertinente dada a inexisténcia de informagao sobre os habitos de consumo
de enchidos em Portugal.

O universo da amostra estudada foi composto principalmente por pessoas
jovens (47,9% com idade inferior a 30 anos), do sexo feminino (61,2%), solteiras
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(48,8%) e com um curso superior (62,3%). Para metade (50,4%) das pessoas
inquiridas é pouco usual a compra de enchidos. Os consumidores alvo de estudo
compram enchidos preferencialmente (73,1%) de tamanho médio (250 — 350 Q)
no supermercado (71,1%); compram até 4 unidades de enchido por més e
consomem diariamente até 4 fatias de enchido. A grande maioria dos consumidores
conserva os enchidos no frigorifico doméstico, tanto antes como depois de iniciado
0 seu consumo; neste caso, 66,7% dos consumidores mantém numa unica porgao,
nao fraccionada portanto, a parte ainda ndo consumida do enchido, estando esta
envolvida por pelicula aderente (42,4%). Estes aspectos sdo importantes do ponto
de vista higio-sanitario do produto, embora os valores da actividade da agua da
maioria dos nossos enchidos permita uma boa conservagdo a temperatura
ambiente.
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ABSTRACT

Considering the risk represented by the presence of Listeria monocytogenes in
turkey meat under modified atmosphere packaging (MAP) conditions with a gas
mixture which allows an extended shelf life of almost three weeks and a possible
rough handling by consumers, our objective was to evaluate the behaviour of this
pathogen in turkey meat under MAP, with argon or carbon monoxide, refrigerated (at
0 and 7 °C) and submitted to a high abuse temperature. Turkey meat samples of
approximately 25 g were inoculated with 1 ml of a dilution containing 10* Listeria
monocytogenes 4a CECT 934 bacteria. Inoculated samples were packaged under
aerobiosis and MAP (50%N./50%CO,, 50%Ar/50%CO,, 0.5%C0/49.5%N,/50%CO,)
and subdivided for storage at three different temperatures 20 °C, 7 °C and 0 °C.
Listeria monocytogenes and Pseudomonas spp. plate counts were performed on
samples after different storage periods (1, 2, 5, 12, 19 and 25 days). The increase in
Pseudomonas spp. counts in turkey meat under aerobiosis or MAP seems not to
have interfered with Listeria monocytogenes growth. The inhibition of Listeria
monocytogenes under MAP conditions with 50% CO, was assured only when meat
samples were stored at 7 and 0 °C. Listeria monocytogenes did not grow at 0 °C
under any package conditions, including aerobiosis. The dissolution of CO, in cell
cytoplasm was lower at 20 °C, with the inhibition of Listeria monocytogenes at this
temperature being less than that observed in the other storage conditions. It was,
however, higher than that observed in meat under aerobiosis. Thus, close temperature
control is mandatory with MAP to minimize the growth of Listeria monocytogenes in
turkey meat.

Key words: argon, carbon monoxide, Listeria monocytogenes, MAP, safety, turkey

meat
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COMPORTAMENTO DE LISTERIA MONOCYTOGENES NA CARNE DE
PERU EMBALADA EM ATMOSFERA MODIFICADA COM MISTURAS DE
GASES CONTENDO ARGON OU MONOXIDO DE CARBONO

RESUMO

Atendendo ao risco que pode representar a presenca de Listeria monocytogenes
na carne de aves embalada em atmosfera modificada (MAP), com misturas de gases
que podem prolongar o periodo de validade até as trés semanas e a ma manipulagao
que o consumidor pode fazer destas embalagens, foi nosso objectivo estudar o
comportamento deste patogénico na carne de peru embalada com misturas de gases
contendo Ar (50% Ar e 50% CO,) ou CO (0,5% CO, 49,5% N, e 50% CO,), em
refrigeragcédo (0 e 7 °C) e sob efeito de uma temperatura abusivamente elevada.
Assim, inoculou-se 1 ml duma diluigdo veiculando cerca de 10* bactérias de Listeria
monocytogenes 4a CECT 934, na superficie de amostras de carne de peru
(escalopes), com aproximadamente 25 g. As amostras inoculadas foram embaladas
em aerobiose e em MAP (50%N./50%CO,, 50%Ar/50%CO,, 0,5%CO /49,5%N./
50%CO,) sendo, posteriormente, subdivididas para armazenamento sob trés regimes
de temperatura diferentes 20, 7 e 0 °C. Foram efectuadas contagens de Listeria
monocytogenes e Pseudomonas spp. as amostras em diferentes dias de
armazenamento (1°, 2°, 5°, 12°, 19° e 25° dias). O crescimento de Pseudomonas
spp. na carne de peru embalada em aerobiose ou em MAP néao parece ter interfe-
rido com o crescimento de L. monocytogenes. A inibicdo do crescimento de
L. monocytogenes quando sujeita as diferentes atmosferas modificadas em estudo
contendo concentragdes de 50% de CO,, é garantida apenas quando a carne &
armazenada a temperaturas de 7 e 0 °C. A 0 °C L. monocytogenes nao cresceu em
qualquer uma das condigdes de embalagem inclusive em aerobiose. A 20 °C a
dissolugao do CO, no citoplasma € menor, pelo que a inibigdo de L. monocytogenes
foi menor do que a observada nas outras temperaturas. Ndo obstante, foi superior a
observada na carne embalada em aerobiose. Confirma-se assim a importancia do
controlo da temperatura, em conjunto com a embalagem MAP para limitar o
crescimento de L. monocyfogenes na carne de peru.

Palavras-chave: argon, carne de peru, embalagem em atmosfera modificada,
Listeria monocytogenes, monodxido de carbono, segurancga

INTRODUGCAO

Na carne de aves fresca € comum o aparecimento de Listeria monocytogenes
(Jay, 1996; Ojeniyi et al., 1996; Inoue et al., 2000; Miettinen et al., 2001;
Gudbjornsdattir et al., 2004), um dos principais patogénicos emergentes para o
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Homem (McLauchlin, 1996; Lessing et al., 1994), uma vez que se trata de uma
bactéria ubiquitaria, psicrotrofica, habitualmente presente no ambiente fabril
(Chasseignaux et al., 2002).

Em Portugal, os estudos de frequéncia do género Listeria spp. em carne de
aves apresentam resultados que variaram entre 30 a 100%, com valores de
prevaléncia de L. monocytogenes entre 12 a 60% (Antunes et al., 2000; Fraqueza
etal., 2002; Guerra e Bernardo, 2002; Guerra, 2002; Mena et al., 2004). A presenga
deste patogénico na carne € menos preocupante do que nos alimentos prontos a
consumir devido ao facto de ser sujeita a preparacéo culinaria com aquecimento
letal antes de ser consumida. Todavia, ndo deve ser desprezada a sua importancia
como recontaminante, devido ao facto de crescer a temperaturas de refrigeragéao,
podendo aumentar de menos de 100 células/g (em muitos paises considerado o
valor maximo aceitavel para pessoas saudaveis), para mais de 100 000 célu-
las/g durante um periodo de 3-4 semanas, o periodo de validade de muitos
alimentos mantido em refrigeracao (Miettinen et al., 1999).

Assim, o risco ligado ao consumo de carne de peru contaminada por L.
monocytogenes depende da presenga e do numero de bactérias, aliado a
possibilidade do seu crescimento em fungao das caracteristicas fisico-quimicas do
alimento, da temperatura e da duragao do periodo de conservacdo/armazenamento
que podera ser alargado com a embalagem MAP. Neste contexto, tém sido
efectuados estudos de comportamento de L. monocytogenes sujeita a varios
factores como pH, aw, NaCl, nitritos, temperatura, atmosferas modificadas com
concentragbes crescentes de CO,, com o objectivo de prever a evolugdo da
populacdo. Outros factores podem influenciar o crescimento, nomeadamente o
namero inicial, o estado fisiolégico da estirpe, interac¢gées com flora competitiva
(Farber et al., 1996; Begot et al., 1997; Harrison, 2000; Robison et al., 2001; Pin et
al., 2001; Francgois et al., 2004). Cada alimento tem caracteristicas intrinsecas
proprias que, associadas aos factores extrinsecos conferidos pelo processo
tecnoldgico, influenciam o crescimento. Por isso, surgem recomendagdes da
Comunidade Europeia na realizagao de testes de crescimento de L. monocytogenes
nos alimentos para avaliagao do risco que representa, impondo para objectivo que
a concentracao de L. monocytogenes nos alimentos produza contagens inferiores
a 100 ufc.g' (Regulamento CE, N° 2073/2005). Os testes de crescimento permitem
estudar a evolugdo duma populagédo de microrganismos patogénicos introduzida
num alimento, sendo um dos utensilios disponiveis para a avaliacdo do risco de
doenca causada pela ingestdo dum alimento contaminado (Uyttendaele et al., 2004).
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Atendendo ao risco que pode representar a presenga deste patogénico na
carne de aves embalada em MAP, com misturas de gases que podem prolongar o
periodo de validade até as trés semanas e a ma manipulagado que o consumidor
pode fazer destas embalagens foi nosso objectivo estudar o comportamento de L.
monocytogenes na carne de peru embalada com misturas de gases contendo Ar
(50% Ar e 50% CO,) ou CO (0,5% CO, 49,5% N, e 50% CO,) armazenada em
refrigeragdo a 0 e a 7 °C ou sob efeito de uma temperatura elevada.

MATERIAL E METODOS

Amostras

As amostras foram retiradas de carcacgas de peru abatidos de acordo com as
condicdes comerciais de abate num matadouro industrial. A carne fatiada foi
colocada em saco de polietileno e transportada em caixa isotérmica em menos de
uma hora para o laboratério.

Estirpe utilizada

Utilizou-se uma estirpe pura de L. monocytogenes 4a CECT 934 conservada
a 4 °C no meio de TSA (Triptona Soja Agar, Oxoid, Inglaterra). Esta cultura foi
renovada mensalmente. Antes de ser utilizada para os ensaios de inoculagao
procedeu-se a repicagem da estirpe em tubos de BHI (Brain Heart Infusion; Sharlau,
Espanha) com um periodo de incubagéo de 24 h a 37 °C, duas vezes consecutivas.
Efectuou-se de seguida a sementeira por estria em placas de TSA durante 24 h a
37 °C.

Preparacao da suspensao de Listeria monocytogenes e inoculagao da carne

Utilizou-se uma cultura de 24 h de L. monocytogenes em TSA na preparagao
de suspensdes bacterianas em agua tamponada fosfatada' de forma a obter uma
absorvancia de aproximadamente 0,340 A, medida num espectofotometro UV/
Visible Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech, Inglaterra) a 625 nm. A estes valores
de absorvancia da suspenséo (suspensao-inicial) corresponderam contagens
meédias de aproximadamente 107 ufc.ml', conferidas utilizando a técnica de
sementeira das suas diluicdes decimais em meio TSA, seguida de incubacéao de

" Solugao tampao de fosfato de potassio dihidrogenado, pH 7,2 a 0,3mM, contendo 1mM de sulfato
de magnésio (Jensen etal., 1978).
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24-48 h a 37 °C. A suspenséo inicial foi diluida a 10 e inoculou-se 1ml desta
diluicao veiculando cerca de 10 bactérias, na superficie de amostras de carne de
peru com aproximadamente 25 g, isentas deste patogénico (mediante pesquisa).
Foram efectuadas contagens de L. monocytogenes e Pseudomonas spp. as
amostras de carne logo ap6és inoculagao.

Condi¢goes de embalagem e armazenamento

As amostras inoculadas foram embaladas em aerobiose, utilizando barquetes
de polipropileno rigido (Tecknopack plastics, S/L, Barcelona) envolvidas por filme
de polivinilo permeavel ao oxigénio e em MAP. Constituiram-se quatro grupos
diferentes: aerobiose, 50%N,/50%CO, (MAP-N,/CQO,), 50%Ar/50%CO, (MAP-Ar/
CO,), 0,5%CO /49,5%N./50%CO, (MAP-CO/N,/CO,) sendo, posteriormente,
subdivididas para armazenamento sob trés regimes de temperatura diferentes 20,
7e0°C (Fig. 1).

/ Inocul agdo com

Listeria monocytogenes 4a
Escalope 25¢g

embalagem
aerobiose 50%N./50%CO, 50%Ar/50%CO, 0,5%C0/49,5%N,/50%6CO,
Armazenamento
A
' N
20°C 7°C 0°C

Andlise microbiol 6gica

Figura 1. Protocolo do estudo de desafio efectuado na carne de peru fatiada e embalada em aerobiose
e MAP.

23



Revista Portuguesa de Zootecnia, Ano XlII, N° 1 (2006)

Nas embalagens da carne em atmosfera modificada utilizaram-se barquetes
de polipropileno rigido e sacos polilaminados “HBX-070" (R.Bayer, Alemanha) de
alta impermeabilidade ao O, e CO, (permeabilidade: O,=8,3 cm?®, CO,=23 cm?,
N,=3 cm® e ao vapor de agua=1,3 cm®). Os sacos foram termosoldados numa
maquina EVT-7-CD Tecnotrip (Barcelona) apos obter um vazio de 97%, seguido
de uma entrada de gas de 60%.

As amostras embaladas que permaneceram a 20 °C foram analisadas apos
24 e 48 h de armazenamento. Nas amostras embaladas em aerobiose e
armazenadas a 7 °C, o periodo de armazenamento foi de cinco dias, enquanto nas
armazenadas a 0 °C o periodo de armazenamento estendeu-se até aos 12 dias,
efectuando-se analises ao 5° e 12° dia.

As amostras embaladas em MAP e armazenadas a 20 °C foram analisadas
apo6s 24 e 48 h, enquanto nas outras temperaturas de armazenamento realizaram-
se analises aos 5°, 12°, 19° e 25° dias de armazenamento. Efectuaram-se no minimo
duas repeti¢cdes do protocolo descrito para cada periodo de armazenamento.

Analise microbiolégica
Preparagao da amostra e diluigées

A preparacao das amostras foi efectuada segundo as recomendacgdes da NP
2079 (1989). A partir da suspensao-mae efectuaram-se diluicées decimais segundo
a Norma Portuguesa-3005 (NP-3005, 1985).

Contagem de Pseudomonas spp.

Sementeira de 0,1 ml de cada diluicdo a superficie do meio de cultura CFC
(cefaloridina, fucidina e cetrimida agar base; Oxoid, Inglaterra), em quintuplicado,
tendo-se efectuado a contagem de coldnias apds incubagao a 30 °C durante 48 h
(Mead e Adams, 1977). Os resultados foram expressos em log ufc.g™.

Pesquisa de Listeria monocytogenes

Para pesquisa de L. monocytogenes realizou-se inicialmente, a partirde 25 g
de amostra de carne preparada assepticamente, um enriquecimento nos meios de
Fraser | e Fraser Il (Merck, Alemanha) incubados durante 24 h, respectivamente a
30 e 37 °C.

O isolamento foi efectuado a partir dos meios de enriquecimento mediante
sementeira por estria a superficie do Modified Oxford Medium (Difco), seguido de
incubacao a 37 °C durante 24 a 48 h (ISO/DIS 11290-1, 1995).
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Para confirmagdo das colonias suspeitas de L. monocytogenes foi
efectuada repicagem para meio TSA seguida de incubacao de 24 h a 37 °C.
Efectuou-se o estudo por transiluminacao de Henry das coldnias que cresceram
em TSA; nas que apresentaram uma luminescéncia azul efectuaram-se testes
da catalase e oxidase. Para identificagcao e confirmacao utilizaram-se os testes
bioquimicos miniaturizados APIListeria (Biomerieux, Franga) a partir de colonias
catalase positivas e oxidase negativas.

Contagem de Listeria monocytogenes

Sementeira em duplicado de 0,1 ml da suspensao-mae por espalhamento
a superficie do meio de cultura Modified Oxford Medium (Difco), seguida de
contagem de coldnias suspeitas apés incubacao a 37 °C, durante 24 a 48 h.
Confirmacgao de L. monocytogenes de acordo com o procedimento descrito na
pesquisa deste microrganismo. Os resultados foram expressos em log ufc.g™.

Anadlise estatistica

A comparacao do crescimento de L. monocytogenes e Pseudomonas
spp. ao longo do tempo sob diferentes condicdo de embalagem e de temperatura
de armazenamento foi efectuada pelo ajuste das respectivas rectas de regressao
linear simples (y=a+bx) quando significativas e estabeleceu-se uma estratégia
de analise de covariancia. Previamente tentou-se estabelecer modelos de
regressao quadratica, nao linear, com a fungdo y=a+bx+cx? mas nao foram
significativos. A estratégia de analise de covariancia dos modelos de regressao
linear foi efectuada de acordo com as etapas referidas em Littell et al. (1996)
utilizando-se o programa SAS System. Efectuou-se o calculo da taxa de
crescimento entre dois tempos de armazenamento (diferenca entre os valores
obtidos na contagem de microrganismos em log ufc.g” (Ay) em dois pontos
de analise nos tempos a e b) através da equagéo Ay_ /At  , em que At_, € a
diferenca de tempo em dias entre tempos a e b, e apresentacao das respectivas
medias e desvios padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As analises das amostras de carne de peru utilizadas neste estudo

provaram a auséncia de L. monocytogenes em 25 g. No Quadro | estao
representados os teores medios de L. monocytogenes nos escalopes de peru
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inoculados e embalados em aerobiose e MAP com as misturas 0,5%CO/
49,5%N,/50%C0O,, 50%N./50%CO, e 50%Ar/50%CO, armazenados a 20,
7 e 0°C.

O crescimento de L. monocytogenes apresentou uma relagao linear com o
tempo significativa, quando a carne de peru embalada nas diferentes condi¢cbes de
estudo esteve exposta a uma temperatura abusiva de 20 °C (Fig. 2A). As regressdes
lineares entre os teores de Pseudomonas spp. € o tempo de armazenamento na
carne embalada em aerobiose e MAP a 20 °C estao representadas na Fig. 2B.

No Quadro Il apresentam-se as rectas de regressao linear estabelecidas para
L. monocytogenes e Pseudomonas spp. na carne de peru embalada em aerobiose
e MAP mantida a 20 °C.

Quadro | - TEORES MEDIOS E DESVIOS PADRAO DE Listeria monocytogenes NA CARNE EMBALADA EM AEROBIOSE

E MAP A0 LONGO DO TEMPO DE ARMAZENAMENTO A O, 7 E 20 °C.

Listeria monocytogenes (log ufc.l")

Temp.’ dias
Embalagem C) 0 1 2 5 12 19 25
Aerobiose 20 4,06+1,08 8,27+0,30 8,32+0,07
7 4,06+1,08 6,58+1,22
0 4,06+1,08 3,99+1,59 5,5210,44
MAP- 20 4,06+1,08 5,97+0,98 6,79+1,68
COINJ/CO, 7 4,06+1,08 4,75:0,94 4,39+1,12 4,95 4,95+0,91
0 4,06+1,08 4,05:+1,32 3,56+1,64 5,06 4,01+1,18
MAP- 20 4,06+1,08 6,65+0,89 7,67+0,06
N,/CO; 7 4,0611,08 485+1,00 5,11+1,32 6,66+1,83 5,62+1,74
0 4,06+1,08 3,87+1,26 3,94+1,34 4,89+0,13 3,85%1,35
MAP- 20 415£1,31 6,43+1,14 7,17+1,03
Ar/CO, 7 4,15+1,31 5,60+0,57 6,01+1,34 571+1,35 5,88+1,39
0 4,15+1,31 5,10+0,01 5,04+0,06 5,25+0,10 5,07+0,09

* temperatura

A)

104
> 8 3
L o v
=] 4 o List aerobiose 20°C B Pseud aerobiose 20°

v List CO_20°C v Pseudo_CO_20°
2] & List CO; 20°C # Pscud _CO , 20°
N , | x ListﬁArﬁIZO"C & Pseud Ar 20°
1 2 3
dias dias

Figura 2. Rectas de regressao linear representando o crescimento de Listeria monocytogenes (A)
e Pseudomonas spp. (B) na carne de peru embalada em aerobiose e MAP durante 2 dias a 20 °C.
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Quadro Il - RECTAS DE REGRESSAO LINEAR MODELOS DE CRESCIMENTO DE Listeria monocytogenes E DE
Pseudomonas spp. NA CARNE DE PERU EMBALADA EM MAP E EM AEROBIOSE DURANTE 2 DIAS

A 20 °C.
) Listeria Pseudomonas spp.
Tipo de embalagem monocytogenes
Rectas de R? Rectas de R?
regressao regressao

aerobiose y=2,32x+4,44 0,7488 y=3,01x+4,52 0,8804
0,5%C0/49,5%N,/50%C0O, y=1,41x+4,16 0,5868 y=1,23x+4,27 0,5844
50%N,/50%CO, y=1,87x+4,21 0,7873 y=1,67x+3,93 0,6787
50%Ar/50%CO: y=1,56x+4,33 0,6395 y=1,58x+4,53 0,7284

Quando se utilizou a metodologia de covariancia para comparar a evolugao
de L. monocytogenes em diferentes condi¢cdes de embalagem, verificou-se que
nao existem diferengas significativas (p=0,575) entre os declives das diferentes
rectas de regressao ajustadas aos valores de crescimento de L. monocytogenes
na carne embalada em aerobiose e MAP, quando armazenada a 20 °C, pelo que
foi possivel calcular um declive unico para todos os resultados igual a 1,796.

A 0 e 7 °C, independentemente da condicdo de embalagem MAP utilizada,
a populagao de L. monocytogenes na carne nao aumentou ao longo dum periodo
de armazenamento de 25 dias, ndo se estabelecendo qualquer relagao linear
significativa entre o crescimento microbiano e o tempo de armazenamento das
amostras. Contudo, esta relagao linear foi encontrada para Pseudomonas spp. na
carne embalada e armazenada a 7 °C (Fig. 3), resumindo-se no Quadro Il as rectas
de regressao estabelecidas para as diferentes condigées de embalagem da carne.
A influéncia do efeito da embalagem com as atmosferas 0,5%C0/49,5%N./

124

1 1 1 1
0 5 10 15 20 2
dias

30

o

d .

5 m Pseud aerobiose 7°
v Pseud CO_7°

24 ® Pseud CO, 7°

¢ Pseud Ar 7°
1
5

Figura 3. Rectas de regressao linear representando o crescimento de Pseudomonas spp. na
carne de peru embalada em MAP e em aerobiose durante 25 dias a 7 °C.
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Quadro Il - RECTAS DE REGRESSAO LINEAR MODELOS DE CRESCIMENTO DA Pseudomonas spp. NA CARNE DE
PERU EMBALADA EM MAP E EM AEROBIOSE DURANTE 2 DIAS A 7°C.

Pseudomonas spp. 7 °C Rectas de regress@do  R?
aerobiose y=1,15x+3,87 0,9135
0,5%C0/49,5%N/50%CO- y=0,17x+4,37 0,8560
50%N2/50%CO- y=0,17x+3,96 0,8638
50%Ar/50%CO; y=0,15x+4,64 0,8134

50%C0O,,50%N,/50%CO, e 50%Ar/50%CO, sobre o crescimento de Pseudomonas
spp. na carne de peru ao longo do tempo de armazenamento € significativamente
diferente (p<0,0001) do observado na carne embalada em aerobiose, tal como
se observou pelas diferengas encontradas nos declives das rectas de regressao
ajustadas em cada condigao de embalagem.

Quando a carne de peru foi armazenada a 0 °C, a relacao linear entre o teor
de Pseudomonas spp. e o tempo de armazenamento das amostras embalada em
aerobiose foi significativa, ajustando-se a recta de regressao que esta representada
na Fig. 4 e Quadro IV. As atmosferas 0,5%C0/49,5%N.,/50%CO,, 50%N,/50%CO,
e 50%Ar/50%CQO, inibiram o crescimento de L. monocytogenes e da flora de
deterioracao representada pelas Pseudomonas spp. quando a carne foi

m Pseud aerobiose 0°
v Pseud CO_0°

@ Pseud _CO2_0°

& Pseud Ar 0°

ufc. g

2 %
Rl ]

T T T 1
15 20 25 30

dias

Figura 4. Rectas de regressao linear representando o crescimento de Pseudomonas spp. na
carne de peru embalada em MAP e em aerobiose durante 25 dias a 0 °C.

Quadro IV - RECTA DE REGRESSAO LINEAR MODELO DE CRESCIMENTO DA Pseudomonas spp. NA CARNE DE
PERU EMBALADA EM MAP E EM AEROBIOSE DURANTE 2 DIAS A O °C.

Pseudomonas spp. 0°C Rectas de regresséao R?
aerobiose y=0,43x+4,37 0,8733
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armazenada a 0 °C, ndo se observando um aumento do teor destes
microrganismos ao longo do tempo de armazenamento.

O crescimento da populagao de L. monocytogenes na carne foi acentuado
nas diferentes condigdes de embalagem a 20 °C (Fig. 2). Apesar da analise de
covariancia nao registar diferengas significativas no comportamento de L.
monocytogenes quanto ao efeito inibitério das misturas gasosas contendo CO,
comparativamente com a embalagem em aerobiose, pode-se verificar que a taxa
de crescimento médio de L. monocytogenes a 20 °C foi mais elevada na carne
embalada em aerobiose (3,41 log ufc.dia™') nas primeiras 24 h, do que nas condi¢des
de embalagem MAP que apresentaram valores entre 1,12 e 1,79 log ufc.dia™
(Quadro V).

Quadro V. TaxAs DE CRESCIMENTO MEDIO DE Listeria monocytogenes NA CARNE EMBALADA EM AEROBIOSE
E MAP Ao LONGO DO TEMPO DE ARMAZENAMENTO A O, 7 E 20 °C.

Listeria monocytogenes

Embalagem Temp.’ log ufc.dia”’
(°C) Ay o4/t oy Ay 1o/Ati; Ay oslAtos Ay orolAtosy AY oa1olAt 019 AY 0.25/At 005 AY 5.25/At 5 25
Aerobiose 20 341:0,37 0,05:0,23
7 0,42+0,14
0 -0,02+0,14  0,06+0,02
MAP- 20 1,12+0,31 0,82z0,70
COIN,/CO, 7 0,05+0,16 -0,02+0,00 -0,02 -0,00+0,01 -0,01+0,03
0 -0,00+0,12 -0,03+0,03 -0,01 -0,00+0,01 -0,00£0,02
MAP- 20 1,79+0,22 1,02:0,96
N,/ CO, 7 0,07£0,11 0,05+0,05 -0,00:0,18 0,05+0,04 0,04x0,05
0 -0,04+0,12 -0,01+0,04 -0,09+0,10 -0,01+0,02 -0,00+0,01
MAP- 20 1,58+0,47 0,74+0,11
Ar/ CO; 7 0,15£0,02 0,10+0,06 0,05£0,04 0,04+0,03 0,01z0,04
0 0,05:0,14 0,02+0,06 0,02+0,03 0,01+0,03 -0,00+0,00

* temperatura

Simultaneamente, verificou-se que a carne armazenada em aerobiose podera
apresentar sinais de deterioracao no termo das 24 h devido ao rapido crescimento
da populacado de Pseudomonas spp. que apresentou uma taxa de crescimento
especifica significativamente mais elevada (3,01 log ufc.d'), que a observada nas
restantes condigdes de embalagem (Quadro Il). Por outro lado, nas condi¢des de
embalagem MAP os sinais de deterioragao da carne poderao nio ser tdo evidentes,
enquanto o crescimento de L. monocytogenes pode chegar perto dos 100 ufc.g™.

A 20 °C nao se observaram diferengas significativas do efeito dos gases Ar
e CO comparativamente a mistura gasosa contendo apenas 50% de CO, quer
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em relagao ao crescimento de L. monocytogenes, quer em relagao ao crescimento
de Pseudomonas spp.. Nas amostras armazenadas a 20 °C observou-se um
efeito inibitério do CO,, presente na mistura de gases com uma concentragédo de
50%, sobre a Pseudomonas spp., uma vez que o efeito repressivo de qualquer
das misturas com esta concentragdo de CO, € significativamente superior
(p=0,04516) ao observado na carne embalada em aerobiose (Fig. 2B). O efeito
inibitério do CO, aumentou significativamente com a diminui¢éo da temperatura a
7 °C em qualquer das misturas utilizadas (p<0,00041).

A 7 °C nao ocorreu crescimento de L. monocytogenes na carne de peru em
qualquer das embalagens MAP. Este patogénico apresentou uma taxa de
crescimento média inferior a 0,05 log ufc.dia!, entre os 0 e 25 dias de
armazenamento (Quadro V). Apenas as amostras embaladas em aerobiose,
registaram uma taxa média de crescimento de L. monocytogenes de 0,42 log
ufc.dia ao fim de cinco dias de armazenamento a 7 °C, observando-se no mesmo
periodo um aumento de Pseudomonas spp. com uma taxa de crescimento
especifico de 1,15 log ufc.dia”'. Assim, quando ocorre um aumento de Listeria
monocytogenes para 100 ufc.g™ a carne pode apresentar teores em Pseudomonas
spp. superiores a 8 log ufc.g', acompanhada de sinais de deterioragao
evidenciados por mau cheiro e viscosidade, que levara a sua rejeicdo pelos
consumidores. Salienta-se que esta analise é efectuada partindo do pressuposto
de que as taxas de crescimento calculadas sdo constantes durante os cinco dias
de armazenamento e que a densidade populacional maxima de L. monocytogenes
na matriz sélida foi de aproximadamente 108 ufc.g”, tal como se observou nas
amostras embaladas em aerobiose a 20 °C.

A'inibicao do crescimento de L. monocytogenes quando sujeita as diferentes
atmosferas modificadas em estudo contendo concentrages de 50% de CO,, €
garantida apenas quando a carne é armazenada a temperaturasde 7e 0°C.A0°C
L. monocytogenes n&o cresceu em qualquer uma das condigdes de embalagem,
inclusive em aerobiose.

A 20 °C a dissolugdo do CO, no citoplasma & menor, pelo que a inibigéo de
L. monocytogenes foi menor do que a observada nas outras temperaturas. Ndo
obstante, foi superior a observada na carne embalada em aerobiose. Confirma-se,
assim, a importancia do controlo da temperatura em conjunto com a embalagem
MAP para limitar o crescimento de L. monocytogenes. De acordo com Farber et
al. (1996), os resultados do estudo que efectuaram sobre modelizagdo do
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crescimento de L. monocytogenes demonstraram a importancia do controlo de
temperatura para garantir e manter as vantagens da extens&o do periodo de vida
dos alimentos embalados com atmosferas enriquecidas de CO,. As fases lag e
tempo de geragao de L. monocytogenes aumentam quando a concentragao de
CO, aumenta e o pH e a temperatura diminuem. Durante um periodo de 30 dias a
pH 5,5 o microrganismo foi incapaz de crescer a 4 °C na presenca de concentragdes
de CO, =" 50% aumentando a sua taxa de crescimento quando a temperatura
aumentou para 7 °C.

Bennik et al. (1995) registaram uma inibicdo da populacao de
L. monocytogenes quando submetida a uma concentragéo de CO, de 50%, como
resultado do efeito de uma acidificagdo do meio pelo CO,, mas também dum
efeito inibitorio directo. A difuséo de H,CO, através da membrana bacteriana causa
alteragdes do pH intracelular, com efeito nas enzimas envolvidas nas vias
metabdlicas. Elevadas concentragbes de CO, podem inibir as reacgbes de
descarboxilagdo nas quais o CO, ¢ libertado por mecanismos de feedback.

Séao varios os factores intrinsecos que influenciam o crescimento de
L. monocytogenes nos alimentos, tais como pH e aw, independentemente do
efeito de misturas de gases contendo CO, e da temperatura de armazenamento.
Assim, o estudo do crescimento do microrganismo patogénico no préprio alimento
€ de grande importancia para avaliagao do risco, tanto mais que este pode ser
influenciado pela competicdo existente com a prépria flora de deterioragdo. O
crescimento de Pseudomonas spp. na carne de peru embalada em aerobiose ou
em MAP nao parece ter interferido com o crescimento de L. monocytogenes.
Buchanan et al. (1999) concluiram que microrganismos de deterioragdo como
Pseudomonas fluorescens quando partilham um ambiente com um patogénico
como L. monocytogenes, tanto pode nao ter qualquer influéncia, como estimular
ou inibir a velocidade ou a extensao do crescimento da espécie patogénica,
dependendo das condi¢bes ambientais.

Quando analisado o crescimento de L. monocytogenes em “nuggets” de
frango embalado em atmosferas de 100% de CO, verificou-se que a 4 e 12 °C
houve apenas um atraso, mas nao uma inibicdo do crescimento deste
microrganismo (Lyver et al.,1998).

Hart et al. (1991) estudaram o crescimento de L. monocytogenes em peitos
de frango armazenados a 1, 6 e 15 °C sob diferentes condi¢coes de embalagem em
atmosfera modificada: a 1 °C este patogénico nao cresceu em qualquer das misturas
de gases assim como em aerobiose; a 6 °C cresceu lentamente na atmosfera de
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30% de CO, preenchida com N, enquanto ndo cresceu nas atmosferas de 30%
de CO, e preenchida com ar ou de 100% de CO, durante os 15 dias de
armazenamento.

Wimpfheimer et al. (1990) concluiram que numa atmosfera de 75% de CO,
e 25% N, L. monocytogenes, tal como outras bactérias aerobias, ndo cresceu em
carne de frango armazenada a 4, 10 ou 27 °C. Contudo, numa atmosfera contendo
5% de O,, 72,5% de CO, e 22,5% N,, a 4°C, o numero de L. monocytogenes
aumentou aproximadamente 6 log durante um periodo de armazenamento de
21 dias.

Farber e Daley (1994) observaram que L. monocytogenes foi capaz de
crescer em rolos de carne de peru embalados com misturas contendo 50% de
CO.,. Aestirpe L. monocytogenes Scott A ndo cresceu nos rolos de carne de peru
embalados em atmosferas de 70% CO, e 30% N, armazenados a 4 ou a 10 °C.

O efeito do 0,5% de CO na mistura 50% CO, e 49,5% N, n&o induziu um
efeito inibitério no crescimento de L. monocytogenes, para além do observado
com a concentragdo de 50% de CO, na mistura com 50% de N,. A baixas
temperaturas (7 e 0°C) ndo se registou crescimento de L. monocytogenes,
enquanto a 20 °C o crescimento do patogénico deu origem a um aumento de 1,12
log ufc em 24 h. Nos estudos efectuados por Nissen et al. (2000) em carne de
vaca embalada com misturas contendo elevadas concentragées de CO, (60%) e
0,4% de CO, o crescimento de L. monocytogenes a 4 °C foi inibido, enquanto a
10 °C ocorreu um aumento ligeiro de 5x102 ufc.g™" para 10* ufc.g™ apos 5 dias de
armazenamento tal como foi avaliado pela subcultura. Os autores atribuiram o
efeito inibitorio registado as elevadas concentragbes de CO.,,.

As misturas de gases nas embalagens MAP contituem mais uma barreira
no crescimento de alguns microrganismos patogénicos como L. monocytogenes
na carne de peru, sendo fundamental a existéncia dum sistema de controlo
proactivo (HACCP), de modo a garantir a aplicagao de boas praticas de higiene e
processamento, assim como o controlo adequado da temperatura durante o
processo de abate, desmancha, embalamento, armazenamento, distribuicao e
venda, que se afirme um ponto critico de controlo.

CONCLUSOES

O crescimento de Pseudomonas spp. na carne de peru embalada em
aerobiose ou em MAP n&o parece ter interferido com o crescimento de
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L. monocytogenes. Ainibigao do crescimento de L. monocytogenes quando sujeita
as diferentes atmosferas modificadas em estudo contendo concentracdes de 50%
de CO,, é garantida apenas quando a carne € armazenada a temperaturas de 7 e
0 °C. A0 °C L. monocytogenes nao cresceu em qualquer uma das condi¢des de
embalagem inclusive em aerobiose. A 20 °C a dissolugado do CO, no citoplasma
celular € menor pelo que a inibicdo de L. monocytogenes € menor do que a
observada em outras temperaturas sendo nao obstante superior a observada na
carne embalada em aerobiose. Confirma-se assim, a importancia do controlo da
temperatura em conjunto com a embalagem MAP para limitar o crescimento de
L. monocytogenes.
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ABSTRACT

Antimicrobial drugs play an important role in food animal production, but their
widespread use may lead to illegal antimicrobial residues in meat and development
and persistence of antibiotic resistances among bacteria. The aim of this study was
to assess the biological consequences due to broiler administration, during ten days,
via drinking water, of an antibiotic association containing chloramphenicol, neomycin
and furazolidone. Faecal samples were weekly collected from two broiler groups
(n=60) and 16 isolates of Escherichia coli and 16 of Enterococcus spp. were tested
in each sample using the agar diffusion method. E. coli resistance rates to
trimethoprime/sulfamethoxazole, streptomycin, kanamycin, chloramphenicol,
nitrofurantoin and enrofloxacin were higher (p <0.0001) in the medicated group and
lower (p <0.0001) to ampicillin and tetracycline compared with the control group. In
contrast, only resistance to nitrofurantoin and ampicillin as increased among
enterococci isolated from medicated group and only one isolated was resistant to
chloramphenicol. The results illustrate the complex dynamics of resistance in enteric
bacteria during the treatment, showing how difficult could be the construction of
reliable in vivo models to predict the effects of selective pressure induced by antibiotics
over commensal bacteria. Average daily gains and feed intakes were higher
(p <0.0001) for the medicated broilers; no differences were found in mortality rates.

Key words: antibiotic resistance, broiler, Enterococcus spp., Escherichia coli,

furazolidone
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IMPACTO DA ADMINISTRAGAO DE UMA ASSOCIAGAO
ANTIBIOTICA CONTENDO FURAZOLIDONA NO NiVEL DE
ANTIBIORRESISTENCIAS EM ESCHERICHIA COLI E
ENTEROCOCCUS SPP. EM FRANGOS

RESUMO

Os antimicrobianos tém actualmente um papel importante na produtividade das
espécies pecuarias. No entanto, o seu uso indiscriminado pode originar residuos
ilegais nas carnes e a emergéncia de antibiorresisténcias. O objectivo deste estudo
foi o de avaliar as consequéncias biolégicas da administracédo a frangos, durante
dez dias, através da agua de bebida, de uma associacdo antibiética contendo
cloranfenicol, neomicina e furazolidona. Amostras de fezes foram colhidas
semanalmente nos dois grupos de frangos (medicado e controlo) (n=60). A partir de
cada amostra isolaram-se 16 Escherichia coli e 16 Enterococcus spp. para a
determinacao do perfil de antibiorresisténcia usando o método de difusdo em agar.
Durante o ensaio registaram-se igualmente a evolugao do peso corporal, 0 consumo
alimentar e a mortalidade. As taxas de resisténcia em E. coli ao sulfametoxazol-
trimetoprim, estreptomicina, canamicina, cloranfenicol, nitrofurantoina e enrofloxacina
foram superiores (p <0,0001) no grupo medicado e inferiores (p <0,0001)
relativamente a ampicilina e tetraciclina, comparando com as obtidas no grupo
controlo. Pelo contrario, nos enterococos apenas a resisténcia a nitrofurantoina e
ampicilina aumentou no grupo medicado e somente um isolado exibiu resisténcia
ao cloranfenicol. Os resultados ilustram a complexidade da dindmica das resisténcias
nas bactérias entéricas durante o tratamento, demonstrando a extrema dificuldade
na elaboragédo de modelos que, in vivo, possam ajudar a prever os efeitos da presséo
selectiva exercida pelos antibiéticos sobre as bactérias comensais. O ganho médio
diario de peso corporal e a ingestao alimentar foram superiores (p <0,001) nas aves
medicadas, nao se tendo encontrado diferengas nas taxas de mortalidade.

Palavras-chave: antibiorresisténcia, Enterococcus spp., Escherichia coli, frangos,
furazolidona

INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos 40 anos, a evolugao demografica, o desenvolvimento
tecnolégico, a alteragdo dos habitos alimentares e a globalizagédo dos mercados
causaram profundas alteragdes nos sistemas de produgédo animal e vegetal,
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predominando actualmente o regime intensivo em sistema fechado (Smith, 1993;
Schwarz et al., 2001; Teuber, 2001). A avicultura é o ramo da pecuaria que levou
mais longe o conceito de intensificagdo e de produ¢cdo em larga escala. Em 25
anos, o peso vivo de um frango aos 42 dias de idade aumentou em 1,375 kg. No
mesmo periodo de tempo, o indice de conversao para aves com 2 kg de peso
vivo diminuiu de 2,50 para 1,65 (JETACAR, 1999). A actual performance produtiva
- decorrente da evolugéo genética, nutricdo, prevengao sanitaria e bioldgica, infra-
estruturas, equipamentos pecuarios e técnicas de maneio - depende da auséncia
de estados morbidos para a sua expressao optimizada (Schwarz e Chaslus-Dancla,
2001; Tollefson e Karp, 2004). No entanto, diversos factores intrinsecos opéem-
se a esta necessidade: a intensificagcao produtiva e o consequente stresse
fisiologico e a elevada concentragdo animal, facilitando o contagio e criando
condi¢gdes ecoldgicas muito favoraveis a emergéncia de determinados
microrganismos. As falhas peridédicas dos sistemas de biosseguranca das
exploragdes, dos alimentos compostos e dos pintos do dia completam um quadro
de ameacas potenciais a saude das aves, cuja contengdo assenta no uso
terapéutico e preventivo de antibidticos. Este ultimo faz-se através da sua
incorporagao continua no alimento, numa dosagem muito baixa, variavel entre
2,5 e 50 mg/kg, e através da administragao oral, durante um periodo de trés a
cinco dias, via agua de bebida ou alimento composto, em dosagens sub-
terapéuticas, nas fases mais criticas do ciclo produtivo: recepg¢ao de pintos do dia
e mudanca da dieta alimentar.

Nesta perspectiva, a ténue linha diviséria entre a rendibilidade e o risco
fica em grande parte dependente do uso sistematico de antibiéticos, com a
inevitavel emergéncia de antibiorresisténcias as quais, por sua vez, determinam
uma perda da sua eficiéncia (van den Bogaard et al., 2002), influindo negativamente
nos indices produtivos e na saude e bem-estar das aves (Schwarz et al., 2001).
Por outro lado, as antibiorresisténcias seleccionadas no dominio pecuario
repercutem-se negativamente na saude humana, pela emergéncia de bactérias
zoonoticas multirresistentes (Teuber, 2001; Anderson et al., 2003) e pela
possibilidade dos determinantes genéticos de resisténcia seleccionados na flora
comensal (e.g. Escherichia coli e Enterococcus spp.) se transferirem para
organismos patogénicos humanos (Witte, 2000).

A tomada de consciéncia acerca das repercussdes em medicina humana,
decorrentes do uso de antibidticos em produgao pecuaria tem fundamentado,
particularmente dentro da Unido Europeia, uma politica de restricao e proibicao
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do uso em producgao animal de um numero crescente de antibiéticos considerados
importantes para a terapéutica humana (Anderson et al., 2003). Esta politica gera
um aumento compensatorio na utilizagcdo das moléculas disponiveis, criando maior
pressao selectiva para a ocorréncia de antibiorresisténcias, reduzindo por sua
vez e proporcionalmente a respectiva eficacia, essencial a produtividade e
competitividade deste sector (Tollefson e Karp, 2004). A quase estagnacao a que
se tem assistido nas ultimas duas décadas no desenvolvimento e registo de novos
antibidticos para uso pecuario representam um problema suplementar, criando
sérias dificuldades no controlo da sanidade avicola (American Academy of
Microbiology, 1999).

Em 2003, a crise dos nitrofuranos em Portugal emergiu da confluéncia
desta necessidade da avicultura dispor de antimicrobianos com elevado nivel de
eficacia, com um conjunto de ameacas antigas: a falta de quadros técnicos nas
integragdes avicolas, as caréncias formativas e informativas da esmagadora
maioria dos avicultores, a pressdo competitiva a que estao sujeitas as fabricas de
alimentos compostos para aves e a existéncia de um mercado paralelo de venda
de medicamentos (Martins da Costa, 2002).

Os nitrofuranos sédo quimioterapicos sintéticos com um largo espectro
antimicrobiano, que abrange a generalidade das bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Inibem varios sistemas enzimaticos microbianos, embora o mecanismo
basico de acgc&do ndo esteja cabalmente esclarecido. A ocorréncia de mutagdes
que confiram resisténcia sdo eventos raros e a resisténcia clinica aparece
lentamente. As resisténcias cruzadas abrangem todas as substancias do grupo,
nao se conhecendo no entanto resisténcias cruzadas para outros antibacterianos
(Vaz da Silva, 2001). Considerando o seu potencial de genotoxicidade e de
carcinogenicidade, esta proibido o uso destes antimicrobianos em animais de
producao na Unido Europeia desde Junho de 1995 para a furazolidona (Jornal
Oficial, 1993), desde Janeiro de 1997 para a furaltadona, nitrofurantoina e
nitrofurazona (Jornal Oficial, 1995) e desde Margo de 2003 para o nifurzol (Jornal
Oficial, 1999).

Para além dos perigos quimicos associados ao uso de antibiéticos, s&o
essencialmente os perigos biolégicos (i.e. antibiorresisténcias) a suscitarem
actualmente as maiores preocupacdes (Teshager et al., 2000; Cools et al., 2001).
Neste trabalho, pretende-se fazer a avaliagdo do potencial dos antimicrobianos
para induc¢ao, ampliacdo e enriquecimento de antibiorresisténcias em bactérias
enteéricas, E. coli e Enterococcus spp., atraves de um estudo baseado na exposigao
de uma populagao avicola (n=30), durante uma fase do periodo de cria (25 aos
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35 dias), a uma associagao contendo diversos antimicrobianos. Atendendo a que
nao existe uma relagcéo linear entre as quantidades administradas de um
determinado antimicrobiano e o desenvolvimento de antibiorresisténcias a esse
agente (JETACAR, 1999; Heuer et al., 2002), este estudo focou sobretudo a
avaliagao da pressao selectiva exercida sobre fenétipos resistentes, procurando
fendmenos de resisténcia cruzada e de co-selec¢cao de genes de resisténcia.
Foram também estudados os fendmenos de resisténcia multipla.

MATERIAL E METODOS

Material

Providenciou-se um espaco fisico adequado ao alojamento de frangos
durante o seu periodo de cria, compreendido entre os zero e os trinta e cinco dias
de idade. Seleccionou-se um local distanciado, pelo menos 200 metros, de outras
estruturas pecuarias, e que ndo tivesse sido previamente ocupado por outras
aves, ou qualquer outra espécie com interesse zootécnico. Esse espacgo foi
convenientemente dividido em dois compartimentos separados, posteriormente
equipados de forma adequada a criacdo de frangos, nomeadamente no que
respeita a alimentacao, fornecimento de agua, densidade vital, temperatura,
renovagao do ar, estado da cama e iluminagédo. A ambos os grupos foram
fornecidos alimentos compostos comerciais para frangos.

Foi utilizado um produto comercial de utilizagdo veterinaria em aves
ornamentais (Furanfenicol Vet®), com a seguinte composi¢ao por 100 g: 5 g de
cloranfenicol, 1 g de sulfato de neomicina e 1 g de furazolidona.

Adquiriram-se a um produtor avicola portugués 60 pintos do dia da estirpe
Cobb 500, que foram aleatoriamente divididos em dois grupos iguais: grupo teste
(n=30), medicado com a associagao antibiética dos 25 aos 35 dias de idade,
através da agua de bebida (doseado a 3,2 g/l de agua), e o grupo controlo (n=30),
ao qual foi administrado bicarbonato de s6dio na mesma concentragado da mistura
antibidtica.

Durante o periodo de cria, as aves em ensaio foram visitadas duas vezes
por dia para se proceder aos registos essenciais e a fim de serem verificadas e
asseguradas a alimentagao e as condicbes ambientais adequadas ao seu
desenvolvimento. Semanalmente efectuou-se a pesagem individual de todas as
aves e registou-se a quantidade de alimento consumido. Concluido o estudo, as
aves foram sacrificadas humanitariamente e eliminadas como subprodutos da
categoria 1.
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Colheita das amostras

No momento da recepgao dos pintos do dia foi recolhido mecdnio, através
de zaragatoa cloacal, em 30 pintos retirados aleatoriamente. Com uma
periodicidade semanal (dias 7, 14, 21, 28 e 35), recolheu-se em cada grupo, de
uma forma aleatéria em diversos pontos do parque, uma amostra composta de
fezes. Apds iniciado o tratamento com a mistura antibiética, as amostras recolhidas
nos grupos teste e controlo foram processadas separadamente. Todas as amostras
foram acondicionadas em caixa isotérmica refrigerada e transportadas para o
laboratério, sendo processadas nas dez horas subsequentes a sua colheita.

Processamento das amostras
Isolamento

Suspenderam-se 25 g de fezes de cada amostra em 225 ml de Agua
Peptonada Tamponada (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) (APT). Depois de
homogeneizadas em Stomacher (Lab. Blender 80, Seward Medical, London, Reino
Unido) semeou-se, por esgotamento em estria, 1 pl de cada suspensao em duas
geloses: Kanamycin Aesculin Azide Agar Base (Oxoid) (KAA) e Tergitol BCIG
Agar (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francga) (Tergitol), para o isolamento de
enterococos e E. coli, respectivamente. Apos incubagao a 37 °C durante 24 h,
todas as geloses de isolamento foram minuciosamente observadas a lupa (Nikon,
Japao) com uma ampliagéo de vinte vezes, para avaliagédo sumaria da diversidade
morfoldgica e da viabilidade da selec¢do. Por cada amostra seleccionaram-se 16
isolados de E. coli e 16 de Enterococcus spp., presumivelmente identificados
mediante a realizag&do de provas bioquimicas (Cools et al., 2001).

Teste de antibiorresisténcia

O fendtipo de antibiorresisténcia dos isolados foi determinado através da
técnica de difusdo em agar de acordo com o protocolo do National Committee for
Clinical Laboratory Standards (2000) para testes de antibiorresisténcia em
bactérias. Os critérios de interpretagdo foram igualmente aplicados segundo o
protocolo do National Committee for Clinical Laboratory Standards (2000, 2002)
para testes de antibiorresisténcia em bactérias. A interpretacao relativa a
apramicina efectuou-se segundo as directrizes do fabricante (Elanco Lilly Farma,
USA). Na seleccao dos antimicrobianos a testar foram consideradas todas as
classes clinicamente relevantes para a medicina humana e veterinaria, bem como
as semelhancas de actividade in vitro entre diversos antimicrobianos, adoptando-
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se a lista proposta pelo Office International des Epizooties (2000) para programas
de monitorizacao e vigilancia: vancomicina (VAN, 30 pg), ampicilina (AMP, 10
HQ), quinupristina-dalfopristina (Q/D, 15 ug), ciprofloxacina (CIP, 5 pg), cloranfenicol
(CHL, 30 pg), gentamicina (GEN, 120 pug e 10 ug), rifampicina (RIF, 5 pg),
tetraciclina (TET, 30 ug), nitrofurantoina (NIT, 300 ug), eritromicina (ERY, 30 pg),
amoxicilina + acido clavulamico (AMC, 30 pug), cefalotina (CEF, 30 ug),
sulfametoxazol-trimetoprim (SXT, 25 pg), estreptomicina (STR, 10 pg), apramicina
(APR, 15 pg), canamicina (KAN, 20 ug) e enrofloxacina (ENR, 5 pg), com discos
comerciais certificados (Oxoid). Foram usadas as estirpes de referéncia
Enterococcus faecalis ATCC 29212 e E. coli ATCC 25922 para o controlo da
qualidade da técnica.

Todos os isolados foram conservados a -30 °C em tubos com glicerol (Merck,
Darmstadt, Alemanha) a 20 % em Agua de Peptona (Oxoid).

Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o software estatistico SPSS (Vers.
12), recorrendo ao teste do Qui-quadrado, ou ao teste Exacto de Fisher quando
apropriado, sendo consideradas estatisticamente significativas as diferengas com
valor de p <0,001.

RESULTADOS

A Figura 1 mostra os efeitos da mistura antibidtica na evolugcdo do
crescimento. A evolugédo do peso nos dois grupos foi praticamente coincidente
até aos 21 dias de idade. Apds dez dias de administragao, verificaram-se diferencas
estatisticamente significativas (p <0,001) entre os dois lotes de aves, registando
0 grupo medicado um peso 7,9 % superior ao do grupo controlo.

Aos 35 dias, a uniformidade (percentagem de elementos com um peso
pertencente ao intervalo peso médio £ 10 %) registada no grupo medicado (82
%) foi superior a obtida no grupo controlo (75 %). Em ambos os grupos registaram-
se 4 mortos, a que correspondeu uma taxa de mortalidade de 1,3 %. O consumo
cumulativo de alimento composto foi de 3,186 kg para o grupo controlo e de
3,401 kg para o grupo medicado, a que corresponderam respectivamente indices
de converséao alimentar de 1,665 e de 1,646.

No respeitante a evolugcédo das antibiorresisténcias em E. coli, no grupo
controlo o numero de isolados resistentes foi oscilante para a enrofloxacina e
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Figura 1 - Evolugao semanal do peso médio dos lotes em estudo.

sulfametoxazol-trimetoprim, crescente para a ampicilina e manteve-se estavel
relativamente a tetraciclina e estreptomicina, nédo se registando qualquer isolado
resistente aos restantes aminoglicésidos testados (Quadro I).

Quadro | - NUMERO DE E. coli ANTIBIORRESISTENTES ISOLADAS POR AMOSTRA.

Grupo medicado Grupo controlo

Idade
(dias) 0 7 14 21 28 35|0 7 14 21 28 35
AMP 8 9 9 8 3 6|8 9 9 8 12 12
AMC 1 0 O O O O0]1 0O 0O O O o
CEF 3 4 0 0O O O|]3 4 0 0 o0 O
TET |12 13 13 12 6 6 |12 13 13 12 13 13
SXT 4 7 4 7 13 12|14 7 4 7 5 2
STR 3 3 5 5 13 1213 3 5 5 4 3
KAN 0O 0O 0O O 13 1610 O O O o0 O
GEN 0O 0 o 0o 0 0j0O0 O O 0o o0 oO
APR 0O 0 0 0O 0 0JjO O O o o0 O
CHL o 2 1 1 143 160 2 1 1 2 1
NIT 0O 3 3 3 13 1610 3 3 3 0 O
ENR 4 3 1 5 10 16|14 3 1 5 1 O
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Quadro Il - FENOTIPOS DE ANTIBIORRESISTENCIA NAS ESTIRPES DE E. coli ISOLADAS NO GRUPO MEDICADO
(N=96).
Idade (dias)
Perfis 0 7 14 21 28 35 total
Sensivel a todos os antimicrobianos 3 2 2 7
ENRR 1 1
SXTR 1 1
SXTRCHLR NITRENRR
SXTRSTRR KANRCHLRNITRENRR 7 10 7
TETR 14 1
TETR ENRR 4
TETR sXTR 3
TETR STRR KANR NITR 3
TETR sxTR NITR 1
TETR sXTR STR® NITR ENRR 2 3

TETR SXTR STRR CHLR

TETR SXTR STRR CHLR NITR ENRR
AMPR TETR 1 4 5 5

AMPR TETR NITR 1

AMPR TETR KANR CHLR NITR ENRR 4
AMPR TETR STRR

AMPR TETR STRR NITR 1

AMPR TETR sXTR 3 1

AMPR TETR SXTR NITR 1

AMPR TETR SXTR CHLR NITR

AMPR TETR SXTR STRR 1 2

AMPR TETR SXTR STRR CHLR ENRFR 1

AMPR TETR SXTR STRR KANR CHLR 3
AMPR TETR SXTR STR® KAN® CHLR

NIT? ENR®

AMPR CEFR sXTR 3

AMPR CEFR TETR 1 1

-_—

W = WS 2SO RS 200w AN

N
N

w

Durante o periodo de administracido dos antimicrobianos, verificaram-se
nos isolados de E. coli diferencas estatisticamente significativas (p <0,001) nas
resisténcias a ampicilina, tetraciclina, sulfametoxazol-trimetoprim, estreptomicina,
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canamicina, cloranfenicol, nitrofurantoina e enrofloxacina, entre o grupo controlo
e 0 medicado, registando-se neste ultimo um decréscimo muito acentuado no
numero de resisténcias a ampicilina e a tetraciclina e um aumento igualmente
expressivo nas resisténcias aos restantes antimicrobianos referidos.

Na fase que antecedeu a administragdo da associagao antibiética, AMPR
TETR foi o fendtipo de resisténcia dominante quer em nimero de isolados (n=15),
quer em numero de amostras a partir das quais foi recuperado (n=4). Apds o
inicio do tratamento, n&o se obteve qualquer perfil igual aos anteriormente isolados,
identificando-se 6 novos perfis: 2 tetrarresistentes, 3 hexarresistentes e 1
octarresistente. O perfil SXTRSTRRKANRCHLRNITRENRRfoi isolado 17 vezes no
conjunto das amostras colhidas apds o inicio do tratamento. Apds 10 dias de
administracao, todos os isolados eram pelo menos hexarresistentes e tinham
resisténcias simultaneas a nitrofurantoina, cloranfenicol, canamicina e
enrofloxacina (Quadro II).

A resposta a pressao selectiva exercida pelos antimicrobianos foi diferente
relativamente aos enterococos: apds a administracdo dos antimicrobianos
verificou-se um decréscimo muito ligeiro no numero de resisténcias a eritromicina,
tendo desaparecido por completo as resisténcias a rifampicina e ciprofloxacina.
Pelo contrario, aumentou o numero de isolados resistentes a ampicilina,

Quadro Il - NUMERO DE Enterococcus Spp. ANTIBIORRESISTENTES ISOLADOS POR AMOSTRA.

Grupo medicado Grupo controlo
Idade
(dias)
AMP O O 1 2 6 7]0 0 1 2 2
VAN 0O o 0 0 0 0OJ]0O O O O o0 O
Q/D 1 o 1.3 0 OJ|1 O 1 3 2
TET 11 14 13 14 16 16|11 14 13 14 16 16

O 7 14 21 28 35|0 7 14 21 28 35

RIF 1 3 7 6 4 O0O|1 3 7 6 1
ERY 3 1112 10 7 91|13 11 12 10 11
GEN O O O 1 O O0OJO O O 1 0 O
CHL 0o o 0o 0o 0o 190 0 0 O O O
NIT 1 7 7 7 10 15|11 7 7 7 9 13
CIP o o1 2 0O O0]J]O0O O 1 2 1 1
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nitrofurantoina e tetraciclina. Apenas um dos trinta e dois isolados, obtidos durante
o periodo de administragdo dos antimicrobianos, evidenciou resisténcia ao
cloranfenicol. Nenhum isolado demonstrou resisténcia a gentamicina (Quadro
[I1). No grupo controlo, o numero de isolados resistentes foi oscilante para a
rifampicina e crescente para a tetraciclina, eritromicina e nitrofurantoina. Isolaram-
se 6 enterococos resistentes a ampicilina, 5 resistentes a ciprofloxacina e 1 com
elevado nivel de resisténcia a gentamicina (Quadro Ill).

DISCUSSAO

O Office International des Epizooties (2000) considera E. coli e Enterococcus
Spp. como microrganismos essenciais ao estudo das antibiorresisténcias, devido
a sua abundancia no bidtipo intestinal e a grande capacidade em adquirirem genes
de resisténcia.

A utilizacdo de antibidticos em avicultura, com fins metafilacticos e
terapéuticos, tem como alvo principal a bactéria E. coli, responsavel por um
conjunto muito diversificado de sindromes quer na qualidade de agente primario,
quer como invasor oportunista secundario a infeccdo por micoplasmas
(Mycoplasma gallisepticum, M. synoviae), virus (Paramixovirus, Picornavirus,
Calicivirus, Birnavirus) e protozoarios (Eimeria spp.) (Gross, 1991). Os
Enterococcus spp. sdo bactérias comensais com grande ecorresisténcia,
comprovada na capacidade de sobreviver longos periodos fora do hospedeiro
animal, alargando assim o risco de transferéncia biolégica ao homem através de
fontes ambientais, como sdo a agua e os vegetais cultivados em solos fertilizados
com estrumes ou regados com aguas contaminadas com efluentes provenientes
de exploragdes animais (Kuhn et al., 2000; Choi et al., 2003).

O estudo da evolugdo dos niveis de antibiorresisténcia baseia-se no
principio segundo o qual qualquer antibiético administrado exercera uma pressao
selectiva nas bactérias expostas, estimulando a emergéncia de antibiorresisténcias
(Acar e Rostel, 2001; Saenz et al., 2001). Neste sentido, estudos realizados em
condicdes de campo permitem quantificar estes efeitos e contribuem para o
esclarecimento das complexas interaccdes bidticas que se estabelecem na
presenca de antibidticos (Teshager et al., 2000; FAAIR, 2002; Anderson et al.,
2003).

Na analise comparativa dos resultados relativos as duas espécies
microbianas estudadas, verifica-se que a pressao selectiva exercida pelos

47



Revista Portuguesa de Zootecnia, Ano XIlI, N° 1 (2006)

antimicrobianos expressa-se com maior intensidade e nitidez em E. coli. O facto
dos enterococos possuirem maior numero de resisténcias intrinsecas aos
antibidticos (Herrero et al., 2000; van den Bogaard et al., 2002; Mutnick et al.,
2003) e uma maior capacidade de adaptagéo e sobrevivéncia em situagdes de
stresse ambiental (Kuhn et al., 2000; Manero et al., 2002; Hayes et al., 2003),
possibilitando a sua circulagdo massiva entre diversos nichos ecoldgicos,
contribuem decisivamente para uma expressao menos clara da pressao selectiva
imediata.

No grupo controlo, a evolugdo das antibiorresisténcias nos enterococos,
ao contrario do verificado em E. coli, demonstrou uma dinamica propria com
grandes oscilagdes no numero de resisténcias a nitrofurantoina, tetraciclina,
eritromicina e cloranfenicol. A verificagdo, em trabalhos preliminares (Martins da
Costa, 2002) da existéncia de elevados niveis de antibiorresisténcia a estes
antimicrobianos nos enterococos isolados em alimentos compostos para aves,
pode explicar as referidas flutuagdes, dado ser possivel a existéncia de um fluxo
cumulativo de enterococos cujo perfil de resisténcia foi condicionado a montante,
quer pelos fendtipos pré-existentes nas matérias-primas, quer pela pressao
selectiva ou co-selectiva exercida pelos antimicrobianos incorporados nos
alimentos. A analise da evolugao das antibiorresisténcias em enterococos permite
nao s6 confirmar a existéncia deste fluxo, como também inferir a sua enorme
relevancia qualitativa e quantitativa, ao ponto de “diluir’ os efeitos selectivos
exercidos pelos antimicrobianos administrados durante a cria sobre os enterococos
‘indigenas”. Seria contudo interessante verificar se a administracédo de uma
dosagem mais elevada poderia suprimir este efeito; no trabalho presente utili-
zou-se uma dose de furazolidona equivalente a metade da dose recomendada
por Snoeyenbos e Williams (1991) para o tratamento de salmonelose, dada a
associagao com outros antimicrobianos. A inoculagdo das aves com E. coli
veiculadas através dos alimentos compostos é previsivelmente menos importante
para esta espécie, devido a sua menor ecorresisténcia (Cools et al., 2001), sendo
mais provavel a sua inibicdo pela elevada temperatura associada ao processo de
granulagao (80 °C durante 10 minutos), e pela adi¢ado de acidos organicos, numa
concentracido de 0,5 %, antes do referido tratamento térmico, conforme pratica
habitual no fabrico destes alimentos.

A evolugao das resisténcias em E. coli no grupo medicado ilustra o elevado
potencial destes antimicrobianos para a seleccdo e ampliacdo de
antibiorresisténcias, contrariando radicalmente, pelo menos ao nivel da flora
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entérica, a maxima clinica segundo a qual a administragdo prolongada e a
associagao de antibioticos contrariam a emergéncia de antibiorresisténcias.

No caso de E. coli verificou-se uma selecgéo directa pelo cloranfenicol,
selecgao indirecta (resisténcias cruzadas) relativamente a nitrofurantoina,
canamicina e estreptomicina, e seleccao acidental (i.e. na auséncia de uma
pressao selectiva especifica) relativamente a enrofloxacina e ao sulfametoxazol-
trimetoprim. Este enriquecimento populacional de bactérias antibiorresistentes
explica-se, quer por um mecanismo simples de sobrevivéncia diferencial dos clones
previamente resistentes, quer por mecanismos mais complexos baseados na
aquisicao de genes que codifiqguem mecanismos de antibiorresisténcia aos
antimicrobianos administrados (Acar e Rdstel, 2001; Anderson et al., 2003). Este
ultimo processo tem uma maior relevancia epidemioldgica devido ao seu caracter
interespecifico, massivo, por ser horizontal, e simultaneamente imprevisivel, pois
mediante associagdes genéticas muito diversas, a presenca de um antibiotico
pode estimular a transferéncia acidental de genes que codifiquem mecanismos
de antibiorresisténcia a antibiéticos pertencentes a familias quimicas diferentes
(Teuber, 2001; Heuer et al., 2002).

A selecgao acidental de resisténcias a enrofloxacina e ao sulfametoxazol-
-trimetoprim na E. coli e o comportamento divergente das antibiorresisténcias na
E. coli e nos enterococos relativamente a ampicilina e enrofloxacina/ciprofloxacina
ilustram a extrema complexidade e a diversidade das interacc¢bes bidticas e
genéticas que se estabelecem na presencga de antimicrobianos, inviabilizando a
existéncia de uma relacao linear entre a administracdo de um determinado
antimicrobiano e a emergéncia de antibiorresisténcias. A evolugao das
antibiorresisténcias € fortemente condicionada, quer pela flora microbiana pré-
-existente no animal (Schwarz et al., 2001), quer por aquela que se vai
sucessivamente adicionando a partir do microbismo da exploragcdo ou através
dos alimentos compostos e da agua de bebida (Witte, 2000; Teuber, 2001; van
den Bogaard e Stobberingh, 2002). O facto de ap6s iniciada a administragao dos
antimicrobianos se ter identificado apenas um enterococo (3,1 %) resistente ao
cloranfenicol em 32 isolados, por oposi¢ao a 29 E. coli (90,6 %) resistentes, ilustra
a importancia da existéncia de competéncias prévias nestes microrganismos.
Nesta oOptica, a qualidade tem maior importancia do que a quantidade da
antibiorresisténcia. Esta observagédo confirma a perspectiva segundo a qual as
bactérias multirresistentes sao selectivamente favorecidas em virtude de poderem
sobreviver a exposicao de diversos antibidticos, sendo portanto mais propensas
a aquisicao de novas resisténcias (JETACAR, 1999).
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No seu conjunto, estas observagdes tém grande relevancia epidemiolégica
dado confirmarem a tendéncia para a aceleragdao exponencial das
antibiorresisténcias em fungao do uso dos antimicrobianos e reforcam a extrema
importancia de um uso muito prudente e diferenciado dos antibiéticos nos dominios
humano e animal.

Os parametros relativos ao crescimento dos frangos e a conversao alimentar
ilustram os efeitos muito positivos da associacédo antibiotica administrada sobre
os indicadores de produtividade. A tradugdo econdmica destes resultados,
aplicando os valores de um contrato padrao, fixa em 0,057 € o ganho suplementar
por ave criada. A extrapolacao tedrica destes valores para as 242 992 toneladas
produzidas em Portugal (GPPAA, 2002) significaria um aumento de 9 893 246 €
no rendimento liquido dos avicultores nacionais no ano 2001.
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