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HESDMO

¢ presente trabalho teve porxr finalidade detectar
a presenca de Clostridium botulinum em produtos cdrneocs embala-
dos a vAcuo e testar mediante inoculagdo experimental se os pro
dutos analisados permitiriam ou nac o desenvolvimento de Cobotu
linum e a produgdao de sua toxina.

Os testes empregados demonstraram a auséneia de
C.botulinum, porém foi detectada a presenga de Clostridium tetaq
ni em dezessete amostras. Na inoculagao experimental os resul-
tados demonstraram gque o . betulinum cresceu em guase todas as
amostras armazenadas d temperaturas acima de 3°C. Tamb&m foi de
monstrado que os teores de cloreto de sddio, nitrito e nitrato
determinados nas amostras, nao inibem a germinacao de e58pPOros

de Clostridiwm botulinum e sim as baixas temperaturas,



SUMMARY



SUMMARY

The present work has aé its objective the detection
of Clostridium botulimm in vaccum-packed meat products and +o
test experimentally if these kinds of products will suport or not
the development of (. botulinum and the production of its toxins.
The tests used, showed the absence of (. botulinum, however the
presence of (lostridium tetani was detectad in seventeen samples.

In the experimental inoculation the results demonsg-
trated that ¢. botulinum grew in almost all the samples stored at
temperatures above 3%, Also, it was proved that the concentrations
of sodium chloride, nitrite and nitrate detected in the samples,
wae not sufficient to inhibit the germination of Clostridium botu
linum sporas. Rather, this was accomplished by the storagé at low

temperatures.
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INTRODUCAQ

O botulismo & uma toxinfecgdo alimentar — causada

{2,

pelo Clostridium botulinum, cuja presenga tem gido assinalada
praticamente em guase tpdos os palses do globo terrestre {DOLMAN,
1964) .

Existem 7 tipos diferenteé de toxinas, j& disola-
das e identificadas (A, B, C, U, B, F, ¢y, produzidas por dife-
rentes amostras de (lostridium botulinunm, patogénicas para o ho
mam e animais.

A ocorréncia de botulismo e o tipo de toxina pre-
valente varia de pals para pals e se deve principalmente aos ha
bitos alimentares (HUANG, 1969).

Os trabalhos sobre isoclanento de Clostridium botu

1inum realizados na América do Sul SA0 pouCos; entretanto,ja fo
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ram registrados casos na Venezuela, Colombia e Argentina. No
Brasil, 3& foram isolados, no Cearad, de sedimentos marinhog, 08
tipos A, B, C e ¥; no Piaul, os tipos C e D, isolados de bovi-
nos e no Rio Grande do Sul, o tipo A, isolado de peixe enlatado
e 0 tipo € isolado de galinhas intoxicadas pelo consumo de ra-
cao contaminada.

Pelos trabalhos existentes, na vasta literatura
consultada, pode~se verificar gue a grande maioria dos casos de
botulismo se deve ao consumo de carnes semi-preservadas, @ como
"bacon", presuntos e outros (ABRAHAMSSON & RIEMANN, 1371} ,bem co
mo em produtos embalados a vacuo (ROBERTS & SMART, 1976).

Por essas razoes, os objetivos do presente traba-
1ho foram:

1 - detectar a presenca de (Clostridium botulinum em produtos

cadrneos embalados a vAcuc (salsicha, presunto e "bacon™);

2 ~ verificar a viabilidade de esporcs de Clostridium botuli-
num inoculados experimentalmente em produtos CArnecs, armaiena-
dog em diferentes temperaturas e Ccom concentragoes de sal, ni-

trito e nitrato previamente determinadas.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 - Histdrico

Botulisme & uma doenca causada pela ingestido de um
alimento gue pode estar aparentemente indcuo, sem alteragao,nem
decomposigao, mas no gual houve condicoOes para gue o (lostridium
Botulinum se multiplicasse e produzisse uma substdncia neuropa-
ralizante, na maioria das vezes mortal, chamada de toxina botull
nica.

0 termo botulismo deriva de "botulus’', em latim sal
sicha, também denominada de allantiasis, do grego Pallantox"” com
o mesme significado.

A histdria nfoc tem regisiro sobre cascs de botulig

mo anteriores a 1793, ainda que se atribua a uma intoxicagao bo
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tulinica a atitude do Imperador da Bizantina, Leo VI, o qual,no
século X {886~911), proibiu a elaborag@o de salsichas e chouri-
gos (MEYER, 1928). Foi na Alemanha, em Wildbad, Wurttemburg,em
1793, gue aconteceu o primeiro surto, com intoxicagiao de 30 pesg
soas, das quais morreram &, pelo consumo de "Blunsen”, gue & um
tipo de salsicha fervida e defumada, feita com carne, sangue de
porco. e outros ingredientes (DICKSCN, 1918)}. O nimero de ca-
sos por envenenamento com salsichas aumentou rapidamente nas dg
cadas seguintes, justificando um estudo adeguado destas intoxi-
cagbes por JUSTINUS KERNER (1820, 1822) gue verificou 230 casos
de botglismm. Enquanto gue 08 cases com sintomas neuroparaliti
cos de botulismo eram, na Alemanha, associados ao veneno das sal
sichas, na Rassia ¢ era em peixes, sendo denominado "Tehthysm® .
Em 1818, foran reportados 7 casos fatals com a deengad newropa
ralizante, devido ao consumo de peixes salgados (MATVEEV, 1953).

Muitas teorias sobre a origem da substancia foram
conieturadas com o'tempo, 0 botulismo fol reconhecido como  um
quadro clinico, em muitos palses, nos séculos XVIII e XIX,e fol
claramente associado com o consumo de certos alimentos. - Mais
tarde, o método da preparagao destes & gue foil apontado come  ©
principal fator (salsichas defumadas ou cozidas). A causa pre
cisa de botulismo ndo foi conhecida até 1895, guando ocorren um
surto de intoxicagac, com sintomas de neuroparalisia muscular .,
em um grupo de misicos gue haviam ide ao funeral de um - colega
em Ellezelles, na Bélgica; depois das cerimdnias, eles consumi-

ram um presunto salgado, o gual causocu a morte de 3 “deles e
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intoxicac¢ao de outros 20, Examinando os restos do presunto,van
EMERCEM verificou gue o extrato deste era tOxice para animais de
Laboratorio, produzindo a mesma doenga paralizante gue havia a-
acopetido aos pacientes, e assemelhava-se muito ao botulismo no
homem. Tanto do presunto como do bago de um dos  homens (ue mor
reu, ele isolou um bacilo anaerdbioc estrito, formador de £8P0
ros, que considerou como o mesmo responsivel pela doenga chama=
da de "veneno das salsichas”, denominando~o Boedllus botulinus.

Van ERMENGEM demonstrou também gue esse microrga=
nismo crescia bem, em laboratdrio, & temperatura de 25*3DOC,prg
duzia uma toxina desnaturavel pelo calor, inativada pela fervu-
ra durante 5 minutos, ou 30 minutos, a tenmperatura de SUOC,e re
sistia ao tratamento com alcool, enzimas proteoliticas e acidos
fracos. Camundongos, macacos, cobalas & coelhos morriam com pe
guenas guantidades dessa toxina, gquando administradas por via
oral ou parenteral. Frangos e cachorros eram resistentes.

Com isto desvendou todog og fatores essenciails a
resteiro do botulismo:

~ n&o & uma infeccio e sim intowicagao;

~ a toxina & produzids nos alimentos por uma bactéria espe

cifica;

- & ingerida com © alimento e ndc inativada pelo processo

digestivo;
- & relativamente resistente a agentes quimicos;
- & inativada pelo calor;
- ndao ge produz em alimentos com alto teor de sal;

- nem todas as espécies animais sac sucetiveis (van ERMEN-
GEM, 18%¢6, 1897).
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No inicio pensou-se que o botulismo sa.éstivesselg
gado a carnes e peixes, peorem mais tarde, am Darmstadt, Alemanha,
11 pessoas wmorreram depois da ingestao de salada feita com fei~
jdo enlatado. O resto dos feijoes foil analisado por  LANDMANN
{1904}, gue isolou um bacilo similar ac bacilo isolado por van
ERMENGEM e produtor de toxina com as nmesmas caracteristicas.
LEUCHS (1910) comparou © baclile iscolado por van ERMENGEM com . O
isolado por LANDMANN (1%04), constatando gue og dois microrganis
mos produziam toxinas com o mesmo efeito e sintomas, ainda gue
as caracteristicas culturais fossem diferentes e que a antitoxi
na preparada contra uma nao neutralizasse a outra, indicando te
xinas sorologicamente diferentes e a existéncia, portanto, de
maig de um tipo de Baeillus botulinue, designados de tipo A e B.

Seguiun-se uma série de surtos, nos Estados Unidos
da América, devido ao consumo de frutas e vegetals, entre o8
quais muitos produtos comercialmente enlatados. MEYER & EDDRIE
(1950} registraram durante o pericdo 1918-1922, 83 surtos, prin
cipalmente na Califbrnia, com 297 pessoas afetadas, das gquais
185 morreram. O grande nimero de casos durante a 12 Guerra Mun
dial deveu-se ac aumento das conservas caseiras, onde a tempera
fura nio consegue destrulir os esporos dos tipos de (leositridium
botulinum mais resistentes. Quando esporos deste microrganismc,
especialmente og do tipo A, germinam e g¢rescem em vegetais nao

deidos como feijdo, ervilha ou beterrabas, nao ha sinais de al
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gao, embora suficiente guantidade de toxina possa ser produzi
da, transformando-se em um produto altamente letal (DICKSON .
1917; SHITH, 1977}.

0 resulitado desses surtos fol um extenso programa
de pesquisa para prevenir o botulismc de alimentos enlatados.
Esses trabalhos determinaram a adogio de "processos t@rmicos mi
nimos de seguranga®, para aumentar a probabilidade de gque espo-
ros de Clostridium botulinum n&o sobrevivessem. A partir dal os
casos de botulismo por alimentos enlatados comerciais foram mul
to raros (MEYER, 1%56; DOLMAN, 1%64).

0 Clostridium botulinum tipo C fol descoberto na
austridlia, por SEDDON (1822 a, b), guando descobriu que a doen-
ca em gado, chamada de paralisiq bulbar, era uma intoxicagido pe
1o consumo de restos de carne gue teriam sido contaminades com
o organismo que ele chamou de Baeillus para botulinue, Nos Es-
tados Unidos, BENGSTON {1922) isolou (Mostridium botulinwm Lipo
¢ da larva de Lueilia ccesar, envolvida em doenga de paraldsia
em frangos.

0 tipoe D foi isolado da carcaga de uma vaca morta
por lamsiekte, doenga esta paralisante, regsponsavel pela morte
de muitas reses, anualmente, na Africa do Sul (MEYER & GUNNISON,
1928) .

Un surto de intoxicagao, provocada pelo consumo de
péixe, permitiu a descoberta do ¢.botulinum tipo E, que  produs

ziu um tipo de toxina ndo neutralizada pelas antitoxinas conhe-
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cidas. Paralelamente, HANZEN (19%37) isolou um microrganismo ca
paz de produzir uma toxina similar, em uma lata de peixe ({(lupeq
sprattus} procesgada na Alemanha,

O tipo F detectado por MOLLER & SCHEIBEL,sG em 1960,
de um pate de figado feito em casa, em Langeland, Dinamarca,res
ponsavel pela morte de uma pessoa.

0 Gltimo tipo de Clostridium botulinum reconhecldo
8 o ¢, descrito por GIMENEZ & CICARELLI (1970}, isolado do so

io, em Mendoza, Argentina.

2 - Caracteristicas do organismo

2.1. Morfologia e caracteristicas dag colonias

O Clogtridium botulinum engloba um grupo de micror
ganismos {7} en forma de bastonetés retos, com extremos arredon
dados, medindo de 0,5-2 um de largura por Z a 10 um de vumpri-
mento, anaerébios mdveis, com flagelos peritriguiocs. Produzem
esporos ovais sub-terminais, Sdo positivoes para a reagao de Gram,
podendo ser também Gram negativos: depois da esporulagac (PREVOT,
1966; BUCHAMAN & GIBBONS,1974). Com base nas reagbes soroldgi-
cas especificas das toxinas, foram determinados 7 tipos de Clog
tridiwn botulinum, mas todas as toxinas apresentam wn efeitc far
macoldgico similar {BORCFF & DASGUPTA, 1971; SMITH, 1977).

As coldnias de ¢lostridium botulinum dos tipos A,B

e P apresentam 3 a 8 mm de difmetro, com o centro - normalmente
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ressaltado e cor levemente amarelada {creme); £ao opacas, com
margens irregulares ewm forma rizdide, sendo muito gimilares as
colénias de Clostridium sporogenes, caracterizadas pelc nome de
cabeca de medusa. Entretanto, também existem coldnias de .botu
Tinum lisas e com bordas de forma levemente rizoide {(SMITH,1977.
Coldnias irregulares, transparentes, hemoliticas em agar-sangue
foram descritas para os tipos A e B, e menores e nao proteoliti
cas para os tipes C e D (PREVOT, 1966).

08 C.botulinum ndo protecliticos tipos C e D apre-
sentam coldnias circulares, ligeiramente irregulares, .eslevadas
no centro,translicidas, cor cinza esbranguicado, com wna supers
ficie suave e de bordas ligeiramente irregulares (SMITH,1977).

As coldnias de Clostridium Dotulinum tipo G, 230
menores gue as das outras espécies (0,5 a 1,5 mm didmetro), ele
vadas, translﬁcidas, cor cinza, superficie lisa e brilhante e

margens inteiras (CICARRELLY & GIMINEZ, 1972).

2.2. Caracteristicas de cultivo

a - Temperatura

Todas as espécies sdo mesdfilas, mas os intervalos
de temperatura variam com a espécie. Clogtridiwm betuilinum ti
pos B ~ B -~ F podem crescer a temperaturas tdo baixas quanto 3°C
(ROBERTS & HOBBS, 1968). TINSALATA et alii (1967) nao obtiveram
crescimento a partir de esporos do tipo B a 100C, durante 5 se-

manas, mas SCHMIDT et alii (1961) ' demonstraram crescimento e pIro
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dugao de toxinas de C,botulinum do tipo £ a 4,8% ¢ a 3,3%. Tanm-
bem crescimento a 6,1 e 9,4OC fol demonstradoe por SCHMIDT et al
13 (1l8€ibYy. . botulinum tipo C cresce a 12QC {(BLEHER et alii,
1871la) . A tempevatura Dtima de crescimento para o Clostridium
bofulinum tipo E & ao redor de 309, e para 03 tipos B e ¥ em
torno de 37OC, mas todas elas crescem e produzem toxina & tempe
ratura de 3,39C (sMITH, 1977). Para o . botulinum tipo C a
faixa de temperatura Stima de crescimento é.um poucs maior, de
25 a 37°c. Os mais sensiveis a baixas temperaturas s3o os tipos
¢, de origem marinha (SEGNER et alii, 1871b), nidc crescendo a
temperaturas inferiores a 1SOC.

SUGIYAMA (19513 obteve crescimento de (Clostridium
botulinum tipos A e B, com formagao de esporos, a 24, 29 e 41°c.
Os esporos de Clostridium botulinum tipo A germinam em uma fai-
xa de temperatura que vai de 4 a 70°%C (ROWLEY & FEEHERRY, 1970).

Fm 1957, OHYE & SCOTT reportaram que Clostridium
botulinum tipo E podia crescer bem, a temperaturas abaixo de
106°%. De 9 espioies, 6 produziram toxinas a partir de wm indeulo com es-
poros incubados a SOC, durante 3~-4 semanas, ainda que nenhuma
crescesse e produzisse toxina a 2;500, durante 22 semanas. Es-
sas observagdes foram confirmadas e ampliadas por DOLMAN et al-
1i {1950), mas um sub-tipo do tipo E cresceu em arengue macera-
do a 6°¢C. SCHMIDT et alii (1961b) informaram a produgio de toxi
na, a partir de um inbculo de células vegetativas em carne de
boi cozida, depois de 31-45 dias a 3,3°C, mas nfo a 2,2°C, de-~

pols de 104 dias.
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ABRAHAMSSON et alii (1966) relataram a produgio de
toxina, tanto em carnes guantoc em peixe, a 3QCf depels de 3 me-
ses, usando um indculo de uma mistura de esporos e células vege
tativag, mas nao cobservaram toxina guando foram inoculados 89
esporos. Nao houve produgac de toxina com gualguer um dos ind-
culos, gquando armazenados durante 1 ano, a 1%,

EKLUND et alii (1967} observaram ¢ue as espécies nio
proteoliticas raramente deixam de crescer e produzir toxina a
3,30C. Isto foi cénfirmado por ROBERTS & HOBBS (1968),0s guais
reportaram gue um dos tipos B nao proteocliticos cresceu a SOC,
depois de 40 dias, Também informaram ¢ crescimento de (losiri-
dium botulinum tipo P proteolltico, a 59C.  WALLS (1967) demong
trou © crescimento e producgao de toxina de Clostridium bhotulimen

tipo ¥ "Langeland" a 4”c.

B - pif

o creséimento ocorre em uma faixa ampla de pH, sen
do o otimo de 6,8 a 7,0. Os tipos proteoliticos nfo crescem em
pH inferior a 4,5, ainda gue o minimo para tipos nio protecliti
COs seja um poucc superior, ao redor de 5,0-5,2. O pH maxjmo per
mitido para crescimento estad em cerca de 8,5. FEmbora QCOrra
crescimento acima deste pH, a toxina & somente estfvel em pH &~
cidos e torna-se instavel em pH acima de 7,0 (HOBES, 1976).

DOZIER (1924) relatou um pH limite de 4,87,abaixc
do qual o crescimento de Clostridiwm botulinum naoc ocorre para

um indcule de células vegetativas, e um pH de 5,01, para um ind
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cule de esporos.

SCHOENHOLTZ et alii (1%23) inocularam esporos de
C. botulinum em vegetais enlatados, com valores de pH de 4,45,
obhservando a formagac de toxina que, entretanto, nunca aparaceu
em produtos com pH abaixe de 4,0. Surtos de botulismo com ali-
mentos acidos enlatados, cujos pH estavam abaixo de 5,4, foram
relatados por MEYER & GUNNISON (1929) e por SLOCUM et alii (1941}

INGEZM & HANDFORF (1957) indicaram xjue nac had cres
cimento de C,botulinum a pH 4,5 em pdo, mas que este deve ger
prevenido em pH 4,8. Entretanto, TOWNSEND et alii (19254} acidi
Ficaram alguns alimentos com Jcido cltrico, verifidando o mais
baiXo pH que permitiu a germinacadc de esporos de (. botulinum e
a produgac de toxina foi 4,8.

ROWLEY & FEEHERRY {19?&) informaram germinacgac de
esporos: de C.bhotulinum tipo A em faixas de pH 5,0 a 9,0 com um

Stime de 6,1 a 7,0.

¢ - Concentracao de cloreto de sodio e atividade

de agua (a.w.),

Os C.botulinum tipos A e B sao relativamente resisten
tes ao efeito inibidor do sal, crescendo ate uma concentragao -
limite de 8 a 10%, o gue eguivale a uma atividade de agna (&) de
0,95~0,94. O tipo E & mais sensivel ac efeito inibidor do sal
e pode~se evitar o seu crescimento com concentragodes de 4 a 5%,
equivalentes a uma atividade de agua de 0,98-0,97 (GREENBERG et

alii. (1959). EMODI & LECHOWICH (1969) determinaram que o cres-
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cimento do tipo C & inibido por 5% de cloreto de sddio,mw 0,975;
por 6% de cloreto de potassio, aw 0,974; 5,5% de fosfato de 56—
dio, aw 0,971; 38,5% sucrose com aw 0,976 e 22,5% gliccset com
aw 0,080,
SCOTT (1855) achou que o Clostridium  botulinum

tipo B pode crescer em uma solugao de sacarose 50%,com aw 0,935,
mas nac em concentragdes de 55%, aw 0,917. OHYE & CHRISTIAN
(1967} investigaram o efeito do aw em (. botulinum tipos A e B,
a varias temperaturas e valores de pH, usando sals para ajustar
a aw., A temperaturas Otimas (30—400C} e com valores de pdH 7,0,
as minimas aw gue permitiam crescimento eram 0,95 para o tipo A
e 0,94 para ¢ tipo B, concordando com ¢ trabalho de GREENBERG
et alii {195%}. Reduzindo a temperatura para QOOC, a minima aw
que permitiuvu crescimento foi 0,97 para oz dois tipos. BATRD~
PARKER & FREAME (1967) reportaram gue a tamperafuras ¢ pH Oti-
mos, Clostvridium botulinum tipos A e B podem crescer ate uma aw
de 0,96, guando se usa cloreto &e s0dio para controlar, mas po
de chegar a aw 0,93, gquandec se utiliza glicerol.

A respeito de Clostridium botulinum tipo E,ABRAHAM
SON et alii (1966); SEGNER et alii (1%66}; CHYE et alii (1567);
BAIRD-PARKER & FREAM {1967) concordam que, nas condigdes Otimas
de temperatura e pH, ele & inibido por concentracces de 4 a 6%
de cloreto de sddio ou uma aw de 0,963 a 0,97, ainda que o Glti
mo pesguisador referisse crescimento em aw 0,94, guando se faz

uso de glicerol como controlador de aw.
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d — Atividade enzimitica

Os tipos de Clesiridiun botulinum eram  divididoes
em 2 grupos: proteoliticos e nac protecliticos, dependendo  da
sua habilidade para hidrolizar proteinas tais como: caseina, al
bimen de ovo coagulado ou soro ceoagulado. As vezes eram denomi
nados também de "ovoliticous®, pela digestao de alblmen de ovo.
Outros denominavam de “paraboﬁulinum“ o5 tipos protecliticos.

Tudo isso & inadequado, J& gue a denominacao de "pa
rabotulinum® foi originalmente utilizada para tipos nao protep
1iticos de Clesiridium botulinum do.tiyo T, por SEDDOY (1922a).
Ainda mais, ha multas variagoes na atividade protecliticas en-
tre tipo e sub-tipo. Clestridium beitulinum com toXinas tipo B
ou F podem ser proteoliticas ou nao proteoliticas e existem ain
da tipos C e D levemente proteoliticos. ﬁssim sendo, o sub=-co-
mité de Clostridium, no VI Congresso Internacional de Microbio-
logia, recomendou a denominacgac de "botulinum", para todos os
microrganismos produtores de neurotoxina botulinica (HOBBRS,1976;
SMITH, 1977).

Existe hoje uma divisao em grupos, baseados em ca-
racteristicas soroldgicas e culturais, as quais sao enfatizadas
pelos valores de homologia do DNA e RNA {LEE & RIEMANH, 1970;
JOHNSON & FRANCIS, 1975). Hssa divisdo &:

- GRUPO I : Clostridium botulinum tipo A ovoliticos e tipos B

e F (proteoliticos).

- GRUPC II: Clostridium botulinum tipos B e F proteoliticos e
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todoes o8 tipos E.
~ GRUPD III: Clostridium botulinum tipos C alfa e beta etipo D.

- GRUPO 1IV: Clostridium botulinum tipo G proteolitico.

Grupo I fermenta glicose e frutose, sendo varidvel
para maltose, salicina e sucrose. A producao de dcido & masca-
rada pela amdnia produzida na degradacio de aminodcidos. = Nao
fermentam adoniteol, amigdalina, arabinose, celobiose, celulose,
dulcitol, esculina, galactose, glicercl, glicogénio, inositol ,
inulina, lactose, manitol, manose, melobiose, rafinocse, ribose,
sorbitol, anido, trialose e xilose. A maloria dos anminoacidos
sio desanimados, com excecao da tirosina e fenilalanina. produ
zem sulfeto de hidrogénio (H,8), naoc produzem indol nem urease
(LANDCREBE & WEAVER, 1966). Reacao da lipase & produzida em a-
gar gema de ovo, e produtos da fermentagao incluem &cidos aceti
co, butirico, propifnico, isobutirico, isovalérico, propil, iso-
butil, butil e Alcool iscamilico.

Qs tipos do Grupo II fermsntam frutose, glicose,na
nose e sucrose, SAo varifveis na fermentagdo de amigdalina, ara
binose, galactose, maltose, ribose e sorbitol. Nao fermentam
adonitol, celobiose, celulose, dulcitol, esculina, glicercl,gli
cogdnio , inositol, inulina, lactose, manitol, melobiose, rafi
nese, ramnose, salicina, sorbose, trialose e xilose. A maioria
hidrolisa gelatina; o leite & coagulado, mas ndo digerido; . ha
hemblise em agar sangue e lipase, mas nac lecitinase em agar ge
ma de ovo. HA alguns tipos gue sdo ligeiramente proteoliticos.

Nio produzem sulfeto de hidrogénio, urease nem indol., WNao re-
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duzem nitratos e nitritos. O maior produto de fermentacao & composto  de
Aeidos acdticos e butirico (BUCHAMAN et alii, 1974; Smith, 1977.

Os crganismos do Grupo ITII, tipos C,alfa e beta, e
tipo D nac proteocliticos fermentam glicose, frutose, maltose,ma
nose, ribose. Alguns tipos nao fermentam frutose nem maltose.
Existe grande variacgdo na fermentagao de ribose, adonitol, ara-
binose, galactose, trialese, piruvato e amido., Nao fermentam o
resto dos carboidratos anteriormente citados. Nao fermentam a-
mincidcidos. Na fermentacgao, produzem ahcidos acétiéo, propidni-
co e butirico. Este grupo reduz lactatos a propiocnatos, espe-
cialmente em carne (ANDD & KARASCHIMODA, 1970; HOBBS, 1976}.

O Grupo 1V, Clostridium botulinum tipo G, nao fer-
menta og substratos mais comuns, como adonitol, arabinose, celg
biose, dulcitol, fructose, galactose, glicogeénio, lactose, mal-
toge, amide, etc. Permenta substratos como a lisina, histidina,
citrato, oxalo—~acetato e piruvato. Na fermentacgao, produz 3-
cidos acetico, butirico, iscbutirice, isoval&rico, lactico, al-
codis propilice e butilico. Hidrolisa gelatina e caseina. Pro
duz sulfeto de hidrogénio. Hao produz indol, urease, lecitina-~

se nem lipase (CICCARELLI & GIMEREZ 1972).

e ~ Nitrato & Nitrito

O uso de nitratos na cura de carnes & uma pratica
antiga, porém sua atuagido 88 foi compreendida neste século,guan

do HALDANE (1901) e HOAGLAND (1914} explicaram seu efeito na



producdo de uma cor vermelha estdvel nas carnes curadas, na bé
se de uma redugdo microbioldgica do nitrato a nitrito e da com—
binagao do nitrito com os pigmentos heme da carne. Se os nitra
tos possuem efeito antimicrobiano, & matéria de estudos e conjec
turas até hoje. |

JENSEN (1954) comentou: “no campo da microblcelogia
de carnes hi& poucos éssuntos sobre os guals existe nmals contro-
vérsia de que no efeito de nitrato de sddio scbre as bactérias
anaerbbias em carnes”. A grande maioria das evidéncias obtidas
durante os Ultimos 50 anos indica gue nao possue outro efeito a
nio ser asbaixar a atividade da Sgua {(aw) (GRINDLEY, 1929;VESATR
& CAMERON, 1942; MUNDT & KITCHEN,1951; GOUGH & ALFORD, 1965).

MOULTON (1930) e MOULTON & LEWIS (19%40) apresenta=-
ram dados sobre o efeito do nitrato em alguns tipos de Cleostri-
dium na presenca ou auséncia de ouiros sals de curado, & Ccon-
cluiram gue o nitrate sozinho, em uma conscantraqﬁo de 0,9%,pos
sui um efeito inibitdrio. GROSS et alii {1946) se contrapden as
afirmacdes de MOULTON (1930) e MOULTON & LEWIS (1940},

JANSEN & HESS (1941} também reportam gue nitratos
possuem um certo poder inibidor scbre anaerdbios putrefativos ,
perém.ANDERTGN (1963) nao concorda com estas afirmagdes.

GRINDLEY (1929) encontrou marcada inibic&o bacteria
na pela agaoc do nitrato de s6dio em pH baixos e descreve que is
to se deve & formagdo de acide nitroseo. Na presenga de calor,
possui também efeito inibidor sobre esporos de Closiridium (RIE

MANN, 1863} .
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Em concentraé&es altas ¢ efeito inibidor & indig-
cutivel; 6,6% inibe o crescimento de intmeros Clestridium, in-
cluindo Clostridium Dotulinum (TANNER & EVANS, 1933}, mas em con
centracoes mencores do gue 0,5% ndo hd efeito inibitdrio, mesmo
na presenga de 3,5% de cloreto de sddio.

TARR (1941, 1%42) demonstrou gue a  concentragao
de 200 p.p.m. de nitrito, a pH 5,6, nao era capaz de inibir Clos
tridium botulinum , 0 que f£foli confirmado por STEINKE & FOSTER -
{1951}, trabalhando em pH 6,1 e 6,5,

ABRAHAMSSON {1964) reportou gue o crescimento de
Clostridium boﬁ@linum tipo E; apd 7,2 e 30°¢, foi parcialmente
inibide com 170 p.p.m. de nitrito e totalmente inibido por con-
centracao de 340 p.p.m,

SCHMIDT (1964) verificon gue a pH 7,0 e 8°C, 200 p.
p.m. de nitrito ndo inibiram o creécimenta de Clostridium botu-
Linum tipo E. Entretanto, PIVNICK et alii (1967) relatam gue,
em produtos embalados a vacuo e & EOQC, 450 p.p.m. de nitrito
foram insuficientes para inibirvr C.Petulinum tipos A e B, na pre
senca de 4% de cloreto de s0dio. PERICO et aliil (1967) relacio
navam pH e concentragtes de nitrito, verificando gue concentra-—
¢oes de 300 p.p.m., 150p.p.m. e ao redcer 50 p.p.m., respectiva-
mente em pl 7,0; 6,5 & 6,0 evitam crescimento de Clodbridium
sporogenes.

CHRISTIANSEN et alii (1975) demonstraram gue o ¢
feito inibitdrio de nitrito no crescimento de C.botulinum, em

salsichas, estd diretamente ligado ao pH. Usando somente 50 ug



de nitrito, por grama de carne, houve inibicdo nas 175 amostras
formuladas com dextrose, nas qﬁais o pH abaixou para 4,68 4,38
durante o armazenamento a 270C; entretantd, nas amostras sem
dextrose, onde o pH permaneceu inalterado {5,8~5,2), niveis de
150 ug/g nao evitaram o crescimento de C.botulinum. TOMPRIN et
alii (1379) fizeram uma relagao entre o teor de ferro das car-—
nes ¢ o efeito antibotulinico do nitrite. Demonstraram gue o}
grau de inibicao de Clostridium botulinum pelo nitrito & inver-
samente proporcional a relagac de ferro existente. Em produtos
feitos com carne de porco fresca, contende ferro emtre 9 a 12ug/g,
ou coragbes, contendo entre 38 a 48 ug/g, nic houve inikigao ,

com concentragﬁes de NO, de 156 e 200 wg/g de carne.

2

COLLINB~THOMESON et alii (1974) demonstraram que
as perdas de nitrite depois do processamento sao da ordem de
1/3 dos niveis originais & a formagao de toxina botulinica de-
pende da temperatura e nao do nitrito. Em unm experimento con
156 pacotes de "bacon", com teores de ¢ a 200 p.p.m. de NaNO,
inoculados com 102 esporos/g e armazenados a 2OOC, nenhum apre-~
senton toxidez, depols de 32 dias. Contudo em outro experimen~
te, em condigoes similares, mas com 104 esporos/g, 1 pacote com
100 p.p.m. € outrb com 200 p.p.m. de nitrite ficaram tdxicos,po
rém amostras-controle, com zero de nitrito, nao ficaram tbzicas
e guande incubadas a SOOC, a incidéncia de produtos tdxicos au~
mentou. O mesmo fol evidenciado por CHRISTIANSEN et alii (1974).

TOMPKIN et alii {1978} entenderam gue uma boa hi~-

pdtese de acdo inibitdria de nitrito, sobre Cleostridium botuli-
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num, seria uma reagao de Oxido nitrico formado com o ferro de
algum composto, como a ferrcodoxina, dentro da célula germinante.
Esta reacgao poderia interferir no metabolismo energético, evi

tando © seu crescimento,

2.3, Habitat e fregudncia

Clostridium betulinum & um microrganismo mundial-
mente disseminado; ele tem sido isolado en émastras de solo de
todos os continenteshe em sedimentos e contelido intestinal de
DRSBATDS € mamiferos., A maior ccorréncia € no solo, a partir
do qual chega a contaminar alimentos, por possulr espores alta-
mente resistentes, tanto ao calor quanto a dessecagao.

Nos Estadog Unidos, Clostridium botulinum tipo B
& comum na Bahia Verde do Lago Michigan. O tipo A apresenta-se
nos solos das montanhas rochosas, perto do Oceano Pacifico. No
solo oeste, os tipos mais freguéntes sao A, B e C (MEYER & DU-
BOVEKI, 1922a, 1922b).

Do lado atléntico do E.E.U.U. hd uma alta indidén
cia de Clostridium botulinum. Fol demonstrado em 76% das amos-~
tras de s0lo em Maryland, predominando os tipos A, B e C (DAMON
& BAYABAL, 1926). O tipo F tem sido demonstrado, de preferéncia,
em ambstras de lama de p&ntana, em Dakota do Horte, por WENTZ
et alii (1967). Tambem foi isolado de vegetals estragados;isto
aconteceu na Califdrnia, onde a injestao destes ocasionou gvitil

surto, mas o organismo nao pode ser isolado das fezes. EASTON &
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MEYER (1924) isolaram esporos de Clostridium boiulinum tipos A
e B em B,5% das fezes dos animais analisados.

Na regiao norte das costas do Pacifico, (Clostri-
dium botulinum & aparentemente, muito comum para EKLUND & POYS~
Ky (1870}, os guais isolaram os tipos_ﬁ ¢ E, em sedimentos do
Rio Columbia.

SMITH (1975%) isolou Clostridium Dotwlinum Ltipos A
¢ B em 7 de 40 amostras de solo do oeste do Rio Missouri,

ROTT et alii (1968) e SUGIYAMA et alii (1970]) en-
dendem gue esse microrganismo se.encontra, de preferéncia, em
sedimentos profundoé; mais do gue na superficie e, nas amostras
do litoral, acha“S@.nas ribeiras e nao nas praias. © GRAIEOSKI
et alii (1970) demonstraram gue a freguéncia de (lostridium bo-
tulinum em plancton e em sedimentos profundos € bem maior dogue
nog invertebrados na Agua.

PACE ot alii (1967) demonsitraram gue 13 a 14% dos
peixes frescos evisserados, do lago Michigan, tém Clogtridium
botulinum tipo E.

Solos com cultive de feijdo tém alta porcentagen
de C.hotulinuwm, em r@lagéo a oubtras culturas (PARRY, 1956). O
tipoc E tem sido demonstrade em agua e em operlano (Umerus morax)
e =m "black bass" (Micropterus dolomign) em New York {(CHAPMAR &
NAYLOR, 1966).

No Canadé, a presenca de C.botulinum estd relacio
nada a peixes e a amostras de solo, sendo que os tipos &, B e E

foram isolades dos solos de Nova Escbeia, Quebeg, Ontario e ou-
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tras rpidades. O tipo B, em peixes do Lago Martin, em Manitoba
{DOLMAN, 1961). |

B Na América do Sul, Clostridiwm botulinum tipos F
¢ G foram encontxaﬁos na Argentina, em amostra de solo, (GIMENEZ
& CICARELLI, 1868, 1970).

WARD et alii (19%67a) demonstraram (lestridium botu
Iinum no golfo do México; de 1414 amostras, 3 apresentaram (.bo-
tulinum tipo A; 3, tipo B: 9, tipo C; 6, tipo I; 36, tipo E e 1 tipo F.

Na Venezuela foram achados os tipos A, B, C e E,
em camario (Pagnaeus azterus} e em intestinos de peixes, no gol-
fo de Darien (CARROLL et alii, 1966}.

No Brasil, foram isolados, no Ceari, os tipos A,
B, C e ¥, en sedimentos marinhos, (WARD et alii, 1967b). Ho Plauf,
TOKARNIA et alii (1970) isolaram os tipos C e D de bovinos.
JEFEMAN (1960) inform@u a presenca ae C.hotulinum tipo A em pedl
*e enlatado.

Na Nicaragua e em Honduras, foram demonstrados os
tipos A, B, C e F, em.amagtras de agua, sedimentos & peixes
{WARD et alii, 1867h).

No Alaska hé noticias da presenga de (. Dbotulinum
principalmente dos tipos A, B ¢ E em Bqua e nas guelrras de pei
xe (HOUGHTBY & KAYSNER, 1969). Foram isclados também em peixes
ﬁe&té regido, C.botulinum do tipo F (CRAIG & PILCHER, 1966).

Na Inglaterra, os tipos mals comuns 520 0 A e O B.
HAINES {1942) encontrou 37 amostras de solo positivas em 106 a-
mostras examinadas. Nas amostras de 3guas costeiras, a freguén
cia do tipo B fol de 3,5% (CANN et alii, 1968).

Na Peninsula Fscandinava, FAHARAEUS (1949} demons
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trou a presenca dos tipos A e B, em 4,5% das amostras do solo sub
metidas a anhlise. HNas costas da Dinamarca, PEDERSEN (1955) de
monstrou o tipo E em sedimentos e em peixes. Em uma investigagao
de 650 amostras foram encontradeos, alem do tipo E, o tipoc B em
4 amostras e o tipo C em 1 delas; o tipe A nado foi detectado,en
guanto que ¢ tipo E fol demonstrado em 388 amostras.

Na Noruega, NIELSEN & PEDERSEN (1%67) demonstraram
os tipos B e E.

Na Alemanha, WENTZELL et alii (1971} e BAUMGART (1872)
isolaram C.beotulinum tipo T em amostras de lama e em truta.

Ma Franga, o tipo E foi isclado de peixe, {Perca
fluviatilis) perto de Paris (PREVOT & HUVET, 1951).

Ka Russia, um extenso trabalho foil realizado por
KRAVCHENKD & SHISHULINA (1967), gue examinaram mais de 4.200 a-
mostras na pesqguisa de Clostridium botulinum e (lostridium totg
ni, COMm OS5 seguinﬁes regultados:

Clostridium botulinum tipo A em 27 amostras; tipo B, em 125
amostras, tipo C, em 9 amostras; tipo D, em 1 amostra; tipo B;
em 277 amostras e Clostridium tetant, em 787 amostras. O tipo
¥ foi demonstrado por BULATOVA et alii {1973}, depois da anali-
se de 1949 amostras de solo, sedimento, intestinces de peixe e
fezes de veados. Segundo esses autores, 6 amostras pertenclam
a0 tipo A, 20 ac B, e 2 ac C, 10 aos tipos A e C, 27 ao tipo E
e 67 ao tipo F.

No Japdo, a maior frequéncia & de Clostridium bo-
tulinum tipo E. KANAZAWA et alii (1970) acharam em Hobbaido, ©

tipo E em 13,1% de 900 amcstras, tomadas ao largo das costas e
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em 18,8% de 900 amostras coletadas de rios e lagos. KODAMA (1970}
investigou 6.883 amostras de solo da zona costeira, rios e lagos, na re-
giago de akita, isolando o tipo E de 20 amostrag e o tipo A, de 4.
Na mesma regiao (YAMAMOTO et alii, 1970}, estudando 110 peixes
isplaram 3 amostras de C.botulinum do tipo B g 2 do tipo F.

Na Austrélia,foi isolado o tipo A, e o D, especial
mente em solos virgens memtanhosgos, o tipo B em silagem & carni
ca de coelho, mas ndao no solo {(EALES & TURNER, 1952).

Na Africa, nas regideg sul & suldoeste, a presenga
do Clostvridium botulinum tipo B fol detectada em 3% das anos-~
tras de solo (KNOCK, 1852). O tipe D estd presente no sul da
Africa, onde causa consider8vels terrvas de gado. A andlise da
lama dos lagos ﬁo_Parque "Zululand Game Parks” revelou uwma o~
corréncia de 2,5% (MASON, 1968). SCHEUBER {1929} nao conseguiu
isolar (.botulinum de 100 amostras de sclo; mas demosntrou o ti
po I, no trato digestivo de gado sadio ou com “"lamsekte"” (botu-
lismo do gado).

Na Tndica, em Calcutd, o C.botulinum tipo A foi de
monstrado em 4 de 8 amostras de solo de Jardim (PASRICHA § PAN-
JA, 1840).

A ocorréncia de Clostridium botulinum em aguas da
Indondsia fol investigada por MORTIUDO et alii (1973), em 186 a
nostras de lama, areia, conteldo intestinal de peixe e de o
troé animais marinhos. De 10 amostras tdxicas de lama ¢ areia ,
foram isolados os tipo A, em 3 e oz tipos B ¢ C em 1. De 10 a-

mostras tOxicas de peixe e outros animais, 1 continha tipo A; 7
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tipo C; 1 o tipo D e 1 ¢ tipo F.

3 - Caracteristicas dos espores

A grande importéncia de Clostridium botulinum nos
alimentos,deve~se & sua capacidade de produzir espoxos,os guals
lhe permitem sobreviver aos proéessas de conservacac utilizados,
normalmente, para destruir a flora microbiana nao esporulante.
0 esporo bacterianc & o mecanismo mais eficaz de sobrevivéncia
na natureza.

Os esporos de algumas especies de Clostridium bo-
tulinum estac entre o0s esporos bacterianos mails resistentes, ten
do sobrevivido mals dé 30 anos em meio Liguido (HOFER & DAVIS ,
18723, e diminuido sua populacao somente de 1,7 X 106 para 2,9x
105, depois de 10 meses sob uma atmosfera simulada do meio am-
biente de Marte, com temperaturas alternadas entre -25%C e ZBOC_
{HAWRYLEWICZ et alii, 1962}).

A produgao de esporos varia muito de um tipo a
outro. Um dos meios recomendados para esporulagao & o de SUZU-
RKI & GRECZ (1872} composto de: 5% de trypticase, (0,5 de peptona,
0,1% de tioglicolato de sbdio e incubagio a 30°C.

A maior parte dos estudos sobre resisténcia tem
sido efetuada com o tipos A, B e £, por serem 08 mais freguén-
tes nos casos de envenenamento. A avaliagao da destruigaoc tér—
mica & normalmente expressa como valor *D* (tempo de vedugao de

cimal}, ou seja o nimero de minutes necessirics, a uma dada tem
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peratura, para reduzir a contagem viavel de uma suspensac de es
poros para um décimo do valor original. Uma sintese de alguns

valores "DV fornecidos pela literatura pode ser vista mne Ouadro 1.

QUADRO 1 - Resisténcia térmica de Clostridium botulinuwn tipos A,

B, € e E,
TIros _ C VALOR D, EM MIN. . REFERBNCIAS
a
62 A | Di12.8 = 1.23 ITO et alii (1967)
12885 2 Di12.8 = 1.09 ITO et alii (1967)
62 A P115,5 = 0,74 SCHMIDT (1964)
B
213 B P112.8 = 1.32 ITO et alii (1967)
32 B Diiz.8 = 0,15 ITO et alii (1967)
c
468 C P04 = 0,90 SEGNER ‘& SCHMIDT (1971)
571 C D104 = 0,40 SEGIER & SCHMIDT (1971)
6814 C Dyo4 = 0,02 SEGNER & SCHMIDT (1971)
B
Saratoga E D?? = 1,95 ITC et alii (1967
Minnesota E D?? = 31,55 IO et aliil (1967)
8 B P97 = 0,77  IT0 et alii (1967)

x» P112.8 = b a 112,58%.

Como & possivel observar pelos dades do Quadro 1,

hd grande variagio de um tipo para outro o mesmo dentro destes ,
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Na destruicfo dos esporos nio ha, aparentemente, nada mais 4o
que inativagao enzimdtica (SEBALD & IONESCO, 1972).

A resisténeoia dos esporos de Cioéﬁrédium botuli-
num ao calor & afetada, principalmente, pela temperatura na qual:
as culturas cresceram; & resisténcia € maior se as culturas cresg
ceram a uma temperatura um pouco menor do gue a otima {EMIDT,
1977). Entretanto, SUGIYAMA (1951} achou esporos de (lostridium
botulinum dos tipos A e B, formados a B?QC, mais resistentes -
gue 0s formados a 24,29 e 41%.

Cutro fator gue afeta a reslsténcla térmica & a
presenca de acidos graxos no meio. Quanto maior a cadeia de car
boneos do &cido graxo maior a resisténcia do esporo (MOLIN & SNYGE,
1267) .

O pH tanbém influe ZEZONES & HUTCHINGS (1965) determina
ram a resisténcia térmica de esporos do tipo A em meios com pH
4, 5, 6 & 7 ¢ acharam valores de DllS“BGC iguais, respectivamen
te a 0,128; 2,6; 4,81 e 5,15, |

0s estudos sobre a destruigac dos esporos pelo ca
lor demonstraram gue o esporos dos tipos A e B sao particular-
mente resistentes e sobrevivem na Sgua fervente por varias ho-
ras. Possuem um tempo de redugac decimal a 121%¢ de, aproxima-
damente, 0,2 minutos. No entanto, os esporos de (lostridium bo
tulinuwn tipo E sao mais sensiveis ac calor, sendo destruidms,r@
pidamente a BGOC, com um tempo de redugdo decimal, a esta tem-
peratura, de cerca de 1,0 minuto (ROBERT'S & INGRAM, 1968; 8TUMZO

et alii, 1950). O Clostridium botulinum tipo F ocupa uma posi



cac intermedidria entre os tipos A, B e €, com alta resisténcia
térmica (DOLMAN & MURAKAMI, 1361).

Os esporos de Clostridium botulinum sdo relativa
mente resistentes & luz ultravicleta e tambef & agao de dlcoois,
composteos fendlicos e mercurais orgidnicos (LECHQWICH,19?O}.Eles
sio destruldos, ainda gue lentamente, por Oxzido de etileno e for-
maldeido, con a nesma eficiénecla gue pox acidos e bases fortes
(WINARNO & STUMBO, 1271). Acido ascdrbico e dihidro ascdHrbico
neutralizado sac letais para esporos de (lostridium  Dbotulinum,

tanto guanto para outros Clostridium({ELLER et alii, 1968).

4 ~ Toxinas botulinicas e sua acio

Todos os tipos de Clostridium botulinum (A-B-C-D-E-
F-G) produzem toxinas de ag3o neuroparalltica, sendo proteinas soro
18gicamente especificas. Elas s&0 sintetizadas dentro da célula
bacteriana durante o crescimento e sac liberadss durante sua 1i
ses {(BONVENTRE & KEMPE, 1960). Observar Quadros 2 e 3,

A toxina botulinica & um dos venenos neurcparall-
ticos mais poderosos. Na forma purificada, 1 ug desta substdn-
cia contém cerca de 200.000 doses letais minimas (DLM) para ca-
mundongos de 20g. Embora a DLM para o homem ngo seja conhecida,
suspeita-se de que nao mais do que 1 Lg de £oxina sedja fatal para o
homem (MORTON, 1961).

Devido & grande porcentagem de mortes entre as vi

timas, a doenga torna-se mails trigica pelo sibito comego e pelo
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fato de gue O sistema nervoso central parege nao ser afetado,
e a vitima permanece congciente até o Gltimo momento. Ainda gue
os sintomas definitivos do botulismo existam (dificuldade para
engolir e respirar, incapacidade de focalizar com un olho e pa-
ralisia das extremidades) a doenca & de diagndstico difieil, ja
gue, no inicio, os sintomas Sa0 facilm@nte confundidos com 08
de outras doencas. Depois de um determinado periodo a natureza
da enfermidade torna-se aparente, mas j& & demasiado tarde para
sua terapia. FEm casos de botulismo, © inico remédio conheclido

8 a administracgaoc rapida de antitoxina especifica. O gue signi-
fica que ndo sb & necessiric conhecer logo no inlcio a natureza
da doenga, como o tipo da toxina ( BOROFF & DASGUPTA, 1971). 0s

sintomas mais comuns de botulismo aparecem no Quadro 4.

QUADRO 2 - Relacao das toxinas produzidas por Clostridium botu~-
Iinum (SMITH, 1877}. '

DESIGNACAO

] A B C alfa C beta D E ¥ G
TOXICA

A bt - - - - - - -

B - S ~ - - - - -

Cz - - ot - + - - -

Cz - - + e - -~ - -
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QUADRO 3 - Tipos de toxina botulinica ¢ espécic suceptivel {SMITH

1877) .
TIPO TOXINA _ ESPECIES SUCEPTIVEIS
A homen,
B homem, -cavalo
C alfa passaro, tartaruga
C beta bovino, ovino, cavalo
I3 hovino, ovino
B homen, passaro
¥ | homemn
G nao existem dados de surtos

5 = Igolamento

A demonstragaoc de Clostridium botulinwn realiza-
se principalmente pela detecgao de sua toxina, depols do gue pro
cede~se a0 isolamento. Este & um processo lento, J& que exis-
tem também alguns tipes nao tdxicos ou microrganismos, <como o
Ulostridium sporogenes, que possﬁem caracteristicas culturais e
soroldgicas muito similares as de Clostridium bofultinum, sendo
a presenga da toxina essencial para a id@ntifiaagéa {EAUTTER,
1970; HOBBS, 19767.

Identifica¢ao da toxina em alimentos, solo ou ou-
tras amostras inoculando camundongos protegidos com antitoxinas

especificas, & o mais usual. O isolamento de Clostridium botu~
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QUADRO 4 - Freguéncia dos

nais sintomas de botulis

a

DT & STORCH,1875) .
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Linum & feito depois da detecgao da toxina e todo  pesquisador
enfrenta os mesmos problemas. Dever-ge—-ia ou nao aguecey a amos
tra para matar microrganismos nao esporulados? Que meio usar?
{(KAUTTER, 1970}.

BOIT et alii (1968) demonstraram que um chogue
térmico tao suave guanto 60°¢ 3 reduz a contagem de Clostri—
dium botulinum; JOHNSON et zlii (1964) optaram pelo uso de uma
solucdo de etanol a 50%, em substituigao ao aguecimento, para
obter contagens mais altas de esporos vidveis, mas WARD et alii
(1967a) verificaram que o Alcool também diminue o nimero das con
tagens.

puando oS esporos sac aguecidos, SMITH (1977) en-
tende que a adicdo de 0,1% de amido solivel ac melo de germina-
¢ao, aumenta as contagens. Isto tamb@m ja& fol testado por. WYNN
& FOSTER (1948).

KRAVCHENEO & SHISHULINA (1967) testaram contagen
de Clostridium, utilizando ambas as técnicas, a do alcool e a
do aguecimento, e obtiveram um aumento de 29,7% na detecgao  do
tipo A, e de 14,4%, no tipo B, gquando usaram culturas nac ague-~
cidas.

HOBBS {1976) recomenda o aguecimento para o iscla
mento dos Clostridium A-B-{-D-F e o &lcool, para o tipo E.

0 meio preferido de enriguecimento para isolamen-
to & a infuséo_de carne cozida com particulas de carne {(SMITH ,
1977) . Entretanto, BOLT et alii {1968} acharam que ainfusaoc de

miolos e coracdao, mais carne cozida, de JOHANSEN (1963), permi-
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tia obter 10 vezes mals toxiné do gue protease peptona-tryptica
se, Outro meio ainda e o agar Clostridia reforgado {(HOBRS,
1876},

A temperatura de 30 por 3 dias & favordvel para
todos og tipos de Clostridium.

As coldnias que demonstram reacao de lipase em a-
gar gema de ovo (HOBBS et alii, 1971) devem ser repicadas para
tubos com meic de carne cozida e incubada, por varios dias, a
3DOC, sendo novamente testadas para a presenca de toxidez (SMITH,

1977: TANASUCARN, 1979; HOBBS, 1%78).

&, Surtos de botulisnmo

6.1. Botulismoe no homem

Os casos de botulismo\sﬁa ainda frequentes, espe-
cialmente em paises cujos hibitos alimentares incluem o consumo
de peixes salgados e defumados, carnes defumadas e, principelmen
te,derivades cirneocs enlatados ou emnbalados.

Na Russia ocorreram muitos surtos: em 1933,230 pes
soas foram afetadas com C.botulinum tipo A. Em 1934~1936, houve
40 surtos, devido ao consumo de pelxe gsalgado ou defumado, ocom
350 casos (MATVEEN, 1959; DOLMAN, 1964). Atualmente, 2 situagdo
& similar 3 dos Estados Unidos, com aproximadanmente 15 a 20 sur

tos ao ano {(MATVEEN, 1967).
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Na Franga, no periodo 1940-~1944, houve cerca de
500 casos, 93%, devido ao consume de carne de porco (presunto ,
salsicha) LEGROUX et alii, 1%47). EBm 1%47, 40 surtos acontece
ram, depols di;sc o nimero de surtos caiu, porém 1956 a 1970, 66
surtos com 131 casos foram reportados poy SEBALD (1970} .

Na Inglaterra, de 1922 até 1935, foram registrados 36
casos de botulismo, a maioria devido z produtos de carne e pei
¥es salgados (MEYER, 13858},

Na Encandinébia, sabe-se que pelo menos 17 surtos, fo
ram devidos ao consumo de carnes & paixes salgados (SKULBERG; -
19645,

Na Alemanha, VERGE (15951} pesguisou 05 casos OCOY
vidos de 1923 a 1948, em nimero de 357 surtos, envolvendo 350
casog. Carnes e predutos carneos foram responsaveis por 86% dos
surtos e o tipo predominante fol o B. {Quadro 5).

C.botulinum tipo B foi também reconhecido na »Alema
nha (BAUMGART, 1970) em filés de truta. aléem disgso, ocorreram
3 cazos em pesguisadores gue necropsiaram animais de laboratd—
rio, que tinham morrido pela administragao da toxina A {von HOL

ZER, 19%62}).

Na Poldnia, em 1959-196%, foram verificados 3430 ca
sos de botulismo, 76% devide ao consumo de carnes, contendo a

toxina de tipo B {ANUSZ, 1871).

Na Noruega, aconteceram 7 surtos, de 1964 a 1870 (HAU
GE, 1970). Dois desses, pelo Clogstridium botulinun tipo B em
presunto, 4 pelo tipo E em peixe e 1 pelo tipo F, devido a sal-

sicha.
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QUADRO & = Botulismo humano na Republica Federal da - Alemanha
{1962-~1973) Segundo BERNDT g STORCH, 1975).

ANO CAS0S
1961 - B6
1963 52
1964 82
1365 77
1966 63
1967 73
1968 53
1969 59
1870 44
1971 63
1972 ‘ 47

1973 25

Na Suécia, de 1933 a 1872, 8 zurtos ocorraram, & na
Tugoslavia, de 1919 -~ 1960, 4 surtos (RALOVICH et alii,1966).
Na Groenlandia, se conhece 1 surte, devido a (Clos-
tridium botulinum tipo E, envelvendo 25 pessoas, pelo CONSsUmo
.&e carne de bhaleia {(MULLER & THONSEN, 1958).
Na Suica, KAUF et alii (1874) descreveram um sSurto com
48 pesscas afetadas com botulismo tipe B, pelo consumo de quei

jo tipo brie.
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No Canada, os casos de botulismo registrados en-
tre 1961 a 1973, elevarammse a %4, sendo 66 desses provocados
pelo tipo E (DOLMAN, 1974).

Nos Estados Unidos, 3o infineros og casos de boﬁg
lismo. No perlodo 1899-1873 ocorreram 688 surtos reconhecidos,
envolvendo 1784 pessoas, com 978 mortes {(SMITH, 1877). 355 em
1863, bouve 17 casés de botulismo (ANON, 1964).

O Clostridium botulinum tipo A tem sido © mais fre
quente nos casos de intowicagao humana, representando, nos Esta
dos Unidos, 70% dos casos registrados: o tipo B representa -19%
o tipo E, 9,7% e o tipo P, 0,44% (SMITH, 1977).

Segundo DOLMAN (1964), no periodo de 1945 - 1982,
ocorreram 18 surtos entre oz esguimds do Alaska, devido a inges
tdo de mamiferos marinbos. Dados mails recentes revelaram gue de
pois disso, de 1963 a 1273, houve mais 47 surtos no Alaska.

Atualmente,nos Estadog Unidos, a me&dia anual & de
15 a 20 casos de botulismo registradog. Bm 1978 ocorreram 20 ca
sos e em 1979, até o més de agosto, 15 (MMWR, l979ﬁ .

0O Quadro 6 representa uma relagao dos alimentos en
volvidos em casos de botulismo no homen.

No Japio, de 1951 até 1%68, foram registrados 57
surtos, envolvendo 321 pessoas, devido ac consumo de peixes fer
mentados ou salgados; envolvendo o (.botulinum tipo E (WARKAMURA,
1963; MURATA, 1970).

A verdadeira incidéncia do botulismo ndo & conhe-

*
Morbidity and Mortality Weekly Report
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QUADRO € —~ Alimentos responsaveis por surtos de botulismo no ho
mem. {(1950-1973) (Segundoe CENTER FOR DIBEASE CONTROL,

1974) .

TIPO DE ALIMENTO N ‘NE DE SURTOR
vVagens verdes, feiijao 17
Pimenta vermelha 10
Cogume los 8
Beterraba 7
éarn@ de baleia e foca 7
Peixe defumado 5
ovos de salmao 5
Duitros vegetais (folhas) 4
Milho verde 3
Atum 2
Carne &e boi com pimenta : 2
Salmac defumado -

cida com exatidic, j& gue depende muito da prgciséo do diagndsti
co dos casos individuais. Em paises onde o botulismo nao & co-
mum, esta doenga &, em geral, mal diagnosticada, passando despei
cebida, 33 que ndo @ considerada como uma possibilidade, até que
um nimero grande de pessoas estejam envolvidas num surto. ATém
disso, As vezes & simplesmente associada a casos fatals de into-
xicacbes alimentares inesplicaveis. © botulismo é reconhecido

em wn pals, somente guando a c¢lasse médica & alertada sobre apos
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sibilidade desta doenga pouco comum.
0 botulisme nunca foi reconhecido no Japao, ateé
1951, guando 40 casos de botuvlisme foram constatados pela ingeg
tFio de um mesmo alimento 3 base de peixe, denominado de "izushi'.:
Egse produto tem sido preparado do mesmo modo, durante anos, e
cagos de botulismo devem ter ocorrido sempre, sem serem detecta

dos como tals (NARKANO & KODAMA, 1870).

§.2, Botulismo em animais

Ainda gue a maioria dos animais seja suscetivel a
acdo letal da toxina botulinica, elas s tem importancia econdmi
ca em ovelhas, cavalos, bols e martas.

Os primeirog Casos descritos referem-se ao botulis
mo de muares e equinos, denominado por BUCKEY & SHIPPEN (1917)
de "Forage poisoning” (Envenenamento das forragens) .

O botulismo em gado foi inicialmente descrito por
GRAHAM & SCHWARZE (1921} e por SEDDON (1%22a), principalmente na
Australia.

Em ovelhas, os estudos foram realizados por BEN-
NETTS (1928), no Oeste da Austrilia. No Sul da Africa, BEKKER
& ROSSOUW (1930), demonstraram ser o botullsmd a doenga conhecida
como "Damziekt". O botulismo foi encontrado também em carnivo-
ros (martas) por HALL & STILES (1938), em raposas (PYLE & BROWN
1939) e em cachorros (LEGROUX et alii, 13847 .

Em aves, o botulismo & conhecido nos Estados Uni-
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dos, h& varias décadas, também acontecendo no Canadd e Austra-
lia. 9Trabalhos mails recentes indicam sua presenga pelo mundo
todo: na Suécia (NILEHM & JOHANNSEN, 1965); na Dinamarca, {(MUL-
LER, 1867); na Cra Bretanha (ROBERTS et alii, 1272); na HNova Ze
1andia (MARTINOVICH et alii, 1972); na Africa do Sul (HAY et
alii, 1973}.

Em gado, os tipos de (. botulinwm responsaveis pe
las intoxicagoes sao normalmente os dos tipos C ¢ D, Esses animais
contraem botulismo comendo carcagas, ossos ou feno que foram con-
taminados com a toxina. Na Africa do Sul, o nome do botulismo &
"jamsiekte”; na Austrilia, "paralisia bulbar"; no Sul dos Egsta-
dos Unidos, "loindisease” € no Senegal, como "Gniedo"; guando &
contraida pelo feno ou silagem & chamada de "Forrage poisoning’.

Ccorre principalmente, nas regioes onde o  solo
& deficienté em fosfato. Nesses lugares & comum gue peguencs a
nimais selvagens sejam portadores e gue, no s0lo, estejam - pre-
sentes esporos dos tipeos C e D, Nesgsas condig&es, 03 anlmais a
presentam deficiencia de fédsforo, adguirindo o habito alimentar
de comeyr ossos e carcacgas de peguencs animals (Osteofagia) (JAN-

SEN, 1963). Isto foi verificado em Cuba por ARENAS et alii (1357

Y]

no Senegal por CALVET et alii (1965): nos Estados Unidos por GRE -

BIEY & FRANKLIN (1967) e no Brasil por TOKARMIA et alii (1970},
os guais.isolaram, de fezes e visceras, de animais mortos pela
doenca denominada "mac dura", Clostridiwn botulinwn dos tipos C
e D. Nag regides onde o "lamsiekte" & frequente, o©s criadores

protegem os animais com vacinaj; mais de 5.000.000 de dosaes sao
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aplicadas anualmente no Sul da Africa (JANSEN, 19713.

Na intoxicagao por feno ou silagens “forage poiso
ning”, a fonte de toxina & usualmente o corpo de algum pegueno
‘animal {rato, passarc, sapo) gue é acidentalmente morto e incox
porado ao feno (PREVOT & SILLIOC, 1955). Esses animais sao por
tadores de esporos e, com sua morte e decamposigao, 0S ReSporos
germinam e produzem toxina, tornando-se contaminantes de alimen
to {(MOLLER, 1963; FJOLSTAND & ERLUND, 1969%).

Quande a carcaga de um animal, na gual se desen
volve O.botulinum, contamina uma fonte de Agua, a agua torna~se
téxica, podendo permanecer assim por varias semanas (DOUTRE, 1969}

0 botulismo em ovelhas & igual ac caso de bovinos,
Grandes perdas de animais tém ocorrido na Austrélié e Africa pe
la deficiéncia de fosforo (CALVET et alii, 1965). O tipo de
Clostridium botulinum C & mals comun em ovelhas.

Botulismoe em cavalos e mulas tem acontecido na
Austrilia, Bélgica, Dinamarca, Inglaterra, Franga, Holanda, Iu-
goslavia, Espanha, Estados Unidos e, na Africa do 8ul (WILLEMS,
1954), Em todos os casos de botulismo em eguinos, o tipo envol
vido foi © €. botulinum tipos C e D. Estes animais sio suceti-
veis também ao tipo A (LEGROUN et alii, 1946} e ao tipo E (LE-
MAYTER et alii, 1853), mas se desconhecem Casos de bhotulismo
causado por estes tipos.

A fonte de toxina, nestes (ltimos casos, se deve
principalmente, as carcagas de roedores ou de outros animais nas

ragoes. Essas carcagas podem transformar-se em meios altamen~
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te tOxicos, come por exemplo 5.000.000 DL para camandongos pox
grama, sendo gue 20 lg deste material pode ser letal para cava-
ios (MULLER, 1963}).

Uns poucos casos de . botulinum tipo B, em cava-
los, foi demonstrado em Israel, devide ac conswmo de batatas es
tragadas junto & racao (KRUMHOLZ, 1862).

BOTIJA {1954} sugeriu qus as fezoes de gatos e ca-
mundongos sao, frequentemente, fonte de 5. botulinum e de sua
toxina nas ragoes e silagens, & gue, para os gatos, a toxina
de . botulinum tipo C beta & indcua por via oral devido a sua
alta resisténcia. Um gato resiste a 2.000.000 DL para camurndon
go {PREVOT & SILLIOC, 1955); além disso, gatos sdo  portadores
naoc so do microrganismo como de sua toxina, sendo considerados
come a principal causa do botulismo eguine na Espanha.

Os sintomas sao similares ac do botulismo em  ou~
tros animais, sendo a paralisia posterior © primeiro sintoma,se
guido por dificuldade para engolir e mastigar, respiragao difi-
cultada e morte por asfixia. Como nos outros animais, a andli-
se apds a morte nao revela nenhuma caracteristica.

Botulismo em martas € um problema comum para 08
criadores, produzindo enormes perdas econdmicas, polis estes ani
mais recebem grandes quantidades de carne e peixe na sua alimen
tagao. O primeiro surto foi causado por (. botulinum tipo A
{HALL & STILLES, 1938), mas sao mais freguentes os surtos pelos
tipés C & E {SKULBERG, 1961). AVERY et alii {(1%59) iscolaram o

tipo C de um surto produzido pela ingestac de figado de porco.
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Ainda que a maioria dos animais seja sucetivel as
toxinas botulinicas, existem poucos casos conhecidos para outros
animais. Nestes casos, o tipo B fol © respongvel, no Senegal ;
na Austrilia os casos demonstrados foram do tipe C (DOUTRE,1967;
BEIFRS & SIMONS, 1967). Em raposas (BORIZOV & VAKUEY, 1869), os
tipos conhecidos tém sido A e B. Em tartarugas, na India, o
botulizmo & conhecido como "Floppy Flipper™ (REBELL, 1974).

Em aves, ¢ botulismo ataca principalmente Aas sel
vagens, como patos e outras aves aquiticas. © principal respon
shvel & o . botulinum tipo C, mas existem outros surtos pelo
tipo A {GENEROSO & SAN ACUSTIN, 1940} e pelo tipo E (FLAY et
alii, 1965).

Fm um- surto, no lage Michigan, moryreram 7.000 a-
ves, entre gaivotas e melros (FLAY et alii, 1965).

Na parte Ocidental dos Estados Unidos, og surtos
pelo tipo C mataram 10,000 patos selvagens, razao pela gual &
intoxicacdo recebeu o nome de "Western duck disease®. Essas a
ves disseminam esporoes em outras regi&es} guando migram. O O,
botulinuwm se desenvolveria nas carcacas de pequencs invertebrados,
sendo depois ingeridos pelas aves migratdrias, junto com a toxi-
na (JENSEN & ALLEN, 1960; HUNTER et alii, 1870).

Botulismo em faisdes, pela ingestao de vermes com
toxinas do tipo C, foi demonstrado por ROSEN (1959). Bm fran-
gos, HAAGSMA (1974} relatou um surto, com 30.000 mortes, pelo
€;Ibotulinum tipo C. Outros surtos foram relatados por BLAND-
FORD & ROBERTS (1970) e ROBERTS et alii (1873). No Bragsil, SA-
RATVA (1976) isolow C.beotulinum tipo € de galinhas intoxicadas

pelo consumo de ragac contaminada.



HMATERTAL E METODOS



MATERIAL B METODOS

1 =~ Material

1.1. Culturas padroes

FPoram usadas culturas de Clestridium 34 tipifica-
das, fornecidas pelo Dr.G.K.York, da Gniv@rsidade da California,
U.8.A., e que formam parte da colegac do Laboratdrioc de Micro-
bioclogia da Faculdade de Engenharia de Alimentos e Agricola da

. *
Universidade Estadual de Campinas. (Quadro 7).

1. 2. Meios de cultura

Foram utilizados meios de culturas das marcas Difco e Oxwoid

L3
Fornecidos gentiimente pelo Dr. Funio Yokoya - UNICAMP.
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QUADRO 7 - Culturas Tipificadas (colegao F.E.A.A, UNICAMP].

CULTURA

ESPECIE
He

1 Clostridium botulinum Tipo & 69
2 Clostridium botulitnum Tipo A 109
3 Clostridium botulinum Tipo A 204
4 Clostridium botulitrnum Tipo A 68
5 Clostridium betulinum Tipo B &
6 Clostridium Dotulinum Tipo B 16%
7 Clestridium botulinum Tipo B 34
8 Clostridium botuldnum Tipo E Minnesota
9 Anaerdhioc putrefativo P.A. 3679

que sio:
- Infusio de miolos e coragao, Difco, mails 10% de pedagos de
figado fresco (TANASUGARN, 1979).
- Meio de carne cozida, Difco, (HOLMAN, 1953: ROBERTS,19267;
BOTT et alii,b 1968; JOHANNSEN, 1963), mais adigao de 0,3% de ami-
do solivel (WYNN & FOSTER, 1848).
- Agar gema de ovo, Difco, sem glicose (HOBES, 1376; TANASU
GARN, 1879} .
. | ~ Agar de Clostridios reforgado, oxoid (ANGELOTTI et alii,
1962; BARES et alii, 1963},
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1.3, Amostras

As amostras utilizadas neste trabalho foram pro
dutos chrneos embalados a vacuo (sistema criovac): salsichas

presuntos e “"bacons” de diversas marcas, adguirides na regiao.

1.4. Solucoes € reagentes

- Solugho salina a 0,85% (SHARF, 1972).

- VAS=PAR, secundo WEISS (1857), gue & uma mistura de vase
lina e parafina p.a. em partes iguals,

~ Solucido tampao fosfato de gelatina (SMITH, 1977) constd
tuida por volumes iguais de solugao de gelatina a 0,4%, pB 6,5
misturada com volumes iguais de NaHPOQ 0,2M e KH2P04 0,2M,

~ Solugae de tripsina (Difco, i9?2): lg tripsina Difco 1:

250 diluida em 100 ml de Agua destilada e ajustada a pH 6,2,

- Solucdo de tampdc fosfate pH 7,0 (FIELDS, 1875).

~ Solugdes de antitoxinag especificas para os Cleostridium
botulinum dos tipos A, B, C, D e E diluidos de acordo com as
recomendacgbes do Instituto Pasteur (1978}, de modo que cada

0,1 mi contenha 1 Unidade Internacional.

-~ Gram: todas as solugbes necessdrias foram preparadas se-
gundo a técnica de HUCRKER, (SOCIETY OF AMERICAN BACTERIOLOGIST,

1857) .

- Solucgdo de antitoxina tetadnica, Syntex.



- Soro antitetdnico 1500 UI, Syntex

- Ag solugaes e reagenhbes necessarios para a realizagﬁocﬁw
anfilises {determinacgido de nitritos, nitratos, cloreto de sddio,

matéria graxa, teor de proteina, pH ¢ unidade das amostras).

1.5, Baguipamentos e vidraria

~ Banho Ternostétiéo,.ﬁtica {sP).

-~ Microscdpio, Wikon de contraste de fase.
- Estufa Bacteriolbgica, Olidef CZ.

- Fetufa Incubadora B.0.D., Fanem Ltda.

-~ Autoclave, Fabbe Ltda, mod.104.

- Bomba de Vacuo, 0lidef Ac-45,

~ Jarras Anaerdbicas, (BBL) mod.&6C465 Gas Pak -

~ Estufa de 1009C Cenco Instruments CorporatiOﬁ.
- Microscdpio Estereoscdpico, Nikon mod.SMI-6

- Balanca, Bosch 82000

- Homogeneizador

-~ pHmetro, Horiba mod.H-5.

- Geladeiras, Gelomatic 5.5L.

- Centrifuga refrigerada, IEC, mod.B-2Z0A .

- Manta aguecedora, Fisaton‘moa.§02?

- Espectofotfmetro, Baush & Lomb mod.Spectronic 88
- Miguina para selar plasticos, Harvamura H-Mini -

- Caixas de isopor.



- Termonetros,

- Gaiolas para camundongos .

-~ Seringas, Ibras_CBO.

- Tubos de ensaio com tampa rosgueavel, pyrex .

- Dessecador, Pyrobras .

- Extrator Soxhlet, Coring,

- Micro Kjeldahl, Buchi Steam Generatorxr 1500,

-~ @ materials comuns 08 laboratfrios de Microblologia <o
mo: pipetas, placas de Petri, beckers, bastonetes, tubos de epn
saio, filtros, funis, tubos de centrifuga, pinga, bandeijas,fa

cas, tubog de latex, tesouras.

1.6. Animais de laboratdrio

~ camundongos, Mus musculue albino pesando entre 22 e 2b5g.



2 - Métodos

2.1. Coleta e preparo das amostyras

Negte estudo foram utilizadas amostras comgrcials
de produtos carneos embalados a vacuo, & venda em supermercados
e armazéns do interior do Estado de Sao Paule, Estes produtos foram esco
1hidos por apresentarem caracteristicas gue poderiam favorecer
o crescimento de Clostridiuwm botulinwm, 38 que sao alimentos com
alto teor de proteina, pH perto da neutralidade e embalados sob
condicOes de anaerobiose. -Além disso, grande parte dos casos
de botulismo no mundo tem sido produzide pela ingestao deste tipo
de alimento (KERNER, 1820, 1822; van ERMERGEN, 1897; TANNER &
DACK, 1922:; LEGROUX et alii, 1847; VERGE, 1951 ; JANUSZKIEWICA et
alii, 1964; MULLER & THONSEN, 1968).

As amostras foram transportadas em caixas de i-
sopor com gele e analisadas uma hora depois, no Laboratdrio de
Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
"Canpus " dé Jaboticabal -~ UNESPE.

Na hora da aguisicdo, media-se a temperatura de
armazenamento dos produtos adquiridos, j& que este parametro &
importante, pois a temperatura facilita o desenvolvimento des-
tas bactérias.

'No laboratdrie, Procedia-se a divisio das amostras, na
cBmara asséptica, com material previamente esterilizado. 0 ma-
terial era submetido a homogeneizacao durante 3 minutos, a 2300

r.p.m. com soluglo salina estéril, a 0,85% previamente refrigérada.
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As quantidades de amostras e sml&gﬁm salina fo
ram de 300g e 500ml, respectivamente, formando uma pasta semi-

1iquida segundo recomendacdes da A.0.A.C., (1965) e KAUIER (1964).

2.2. Técnica de enriguecimento

Das amostras homogeneizada, liml foram coloca-
dos, .com uma pipeta adaptada {cortou-se a ponta e colocou-se um
tube de latex no outro extremo}, em tubcs de ensalo conm tampa
rosquedvel, contendo 80ml dos meios de enriguecimento - {infusao

de miolo e coracgao mais figado e caldo com carne cozidaj.

2.3, Prepar¢o dos meios

Oz meiog de cultura foram todos preparados 24
horas antes das inoculacoes, sendavestes ajustados para pH 7,0~
7.2, com NaOH 1 N (ZEZONES & HUTCHINGS, 1965; SEGNER et alli,
1971 (a); 1971{(b); ROBOHM, 1974). Todos os melos foram esterili
zados a 1219C, durante 20 minutos, e armazenados & temperatura
anmbiente, 1a gue as haixas temperaturas aumentam a solubilidade
de gases, como oxigénio (MERCK, 1978).

Os meios para o crescimento en superficie, para
estudo de caracteristicas culturais e contagen de esporos Via
veis {(em placas de Petri) foram utilizadas logo apds, seu preparo.

Quando foram utilizados meios liquidOS, adicio

3 ‘s
nou~ge uma camada de 0,7 a 1 cm” de vas-par esterilizado sobre



a superficie para auxiliar a anaercblose (SOCIETY of AMERICAN

BACTERIOLOGIST, 1957].

2.4, Chogues térmicos

Os tubos, j& selados com vaSWPar,.foram submeti
dos a chogue térmico em banho maria, a B0-829C, durante 10 minu
tog e, logo apds, resfriados a 28-309C, com agua gelada, com a
finalidade de eliminar microrganismos contaminantes nao esporu-
lados, e, além disso ativar o processo de germinagdo (ANDD,1973)
e eliminar possivel oxigénio dos meics. Esgsa temperatura pode
destruir esporos de (lostridiwm botwulinum tipo E [ANDO & IIDA,
1970; ANDO, 1871; HOBBS et alii, 1971), mas a incidéncia deste
patd relacionada, principalmente, a peixes e frutos do mar, e

nidc a produtos cirneos.

2.5, Temperaturas e tempos de incubdagao

0s tuboeg com as ancstras foram incubados a 309C
* 1, Qurante 12 a 15 dias, em estufa B.O.D. (OHYE et alii, 1953;
AJMAL, 1968; BRYAN et alii, 1971). A incubagdo das placas de

Petri para o estudo das caracteristicas culturais foi por perio

do de 48 a 68 horas (SALETH & ORDAL, 1955; ROBERT'S & HOBES 1968},

2.6. Constatacac de crescimento

A constatagdo de crescimento fol apreciada, nos
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tubos, per uma marcada turbidez, mudanca da cor original, produ
cao de gases, fato facilmente visualizado pela subida do  selo
de vas~par, digestio das particulas de proteina (carne moida ou
pedagos de figado), produgiac de H,8 e odor caracteristico.

0 material dos tubos com crescimento foi dividi
do em duas porgdes, A e B, e armazenado a 49C (8MITH, 1977). A
porcgdo A fol utilizada para a realizagao de testes de - toxidez
“in vive" e a porgio B, para a demonstragio de cultivo do Clos

tridium.

2.7. Teste de toxidez “in vive"

0 liquido sobrenadante da porgac A foli submetido d centri
fugagao, a 12.000 x g, a 4@0, durante 20 minutos, em centrifuga
refrigerada. O sobrenadante fol removido com seringa esterili~
sada e submetido a uma segunda centrifugacdo, para obter um lg
gquido bem clarificado. Este liquido fol armazenado 12 horas, a
temperatura de 400, e tubos de ensaic previamente esterilizados,
com a finalidade de ndo danificar as possivels toxinas, se pre-
gentes, e também para reduzir as mortes dos camundorngos, por caud
sas nao especificas (BOTT et alii, 1468; SEGNER & SCHMIDT, 1968
TANASUGARN, 1979).

A rotina recomenda utilizar diluigdes de 1:5 do
fiuido, com tampdo fosfato de gelatina, para reduzir as mortes

ndo especificas dos camundongos.

Uma quantidade de 0,5ml da diluigao obtida foil



SCE

injetada intraperitonealmente em camundongos de 22 a 25g {dois
camundongos por amostral. Os animais injetados foram observados,
durante 4 dias, para detectar a presenga de sintomas de botulis

mo (SMITH, 1977).

2.8, Teste de tripsinizacdo
o 5

Como a toxidez de alguns tipos de toxina botuli~
nica, como os E, B e T, & aumentada pela agao da tripsina ({(GOR
DON et alii, 1957; 'IOCK et alii;lﬁﬁl;KD&M)@t&ﬂi@Jﬁ?@, subneteu
se uma parte do sobrenadante diluido, & tripsinizagao, misturan
do ¢ partes do £luldo com uma parte de solugae de tripsina,o pH
desta soluglo foi ajustado para 6,2 com HCL 1 N, e ela fol incu
bada, a 379C, durante 45 minutos (EKLUND & POYSKY, 1972) . Dee-
pois disto, 0,5ml foram inoculados, identicamente & ocasiao an
terior em camundongos, eckenmx;obsérvados durante 4 dias, para
detectar sintomas de botulismo. Para ¢ conhecimento exato das
reagﬁes e gintomas de botulismo, uma experiencia piloto foi fel
t5 com um grupo de 32 camundongos {3 para cada tipo de Cloatri-
dium e uma amostra aquecida de cada tipo), submetidos a inocula

cao com toxinas botulinicas e postericrmente necropsiados.

2.9, Teste controle

Como as toxinas botulinicas s@o moleculas protél
cag sensiveis ao calor, um camundongo, por amostra, foi inocula

do com 0,5ml do mesmo material, mas aguecido & temperatura de
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100%C, durante 10 minutos (para despaturar), como controle.

Deste modo, na presenca de toXinas hotulinicas ,
os camundongos incculades com as amosiras normais ou submetidas
a tripsinizacdo deveriam morver, enguanto que og camundongos i-
noculados com as amostras aquecidas, onde a toxina fora previa-
mente desnaturada, sobreviveriam. Se cs animals morriam, proce-
dia-se & tipificagao da toxina, utilizando antitoxinas especifi
cas dos tipos A, B, C, D e E.

OQuando nao se dispde de antitoxina botulinica do
do tipo F, a presenca desta toxina € demonstrada utilizando-se antito-
wina botulinica do tipo E que, normalmente, neutxaiiza a toxina
tipo F, a qual & depois demonstrada pela inoculagio do material
em frangos. Esses animals morrem quando submetidos a toxina bo
tulinica tipo E e, se ndo morrer,a toxina botulinica em guestao

& a do tipo F (GROSS & SMITH, 1971).

2.10., Teste de tipificacac de toxinas

Para a tipificacac das toxinas, utilizam-se antl
toxinas especificas, procedendo como manda a rotina; diluem se
as antitoxinas, de modo gque cada 0,1 ml contenha uma unidade in
ternacional. No teste de neutralizagio, cada camundengo & pro
tegido com uma U.IL. Os animais assim protegidos sao inoculados,
normalmente, com o material a ser analisado,realizando-se tam-
bém desta vez, wma inoculagﬁo com material aguecido, (controle).

Deste modo deveriam morrer todos os camundongos, COmM €XCeGA0 S
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protegidds com a antitoxina homdloga e do camundongo incculado
com © material aguecido . (HORRS,1976; SMITH, 1977).

Os animais mortos eram necropsiados para a verifi
cagao de lesoes internas, tais como: estado do figado, do bago

e presenga de hemorragias,

2.11. Tsolamento de Clostridinm botulinum

A porgdo B foi utilizada para o iscolamento do C.
botulinum. Dog tubos contende melo de enviguecimento com . as
culturas toxicas, foram feiltos plagueamentos em duplicata, erm
agar gema de ovo sem glicose (HOBBS et alii, 1967 TANA~
SUGARN, 1979) e em agar de clostridicos reforgado, Oxoild (ANGE-
LOTTI et alii, 1962; BARNEE et alii, 19263}, recem-prepavades e
incubados em jarras anaerdbicas, com o sistema “GASwPAK'syStem"
da B.B.L., A temperatura de 30°C, durante 48 a 72 horas.

As colbnias foram cobservadas para determinar ca-
racteristicas culturais (bordas, Fforma, pigmentacgac), além de
Gram e observagdo para a presenca de @Sporos e sua posigao na
célula vegetativa. As coldnias isoladas foram repicadas em pla
cas com agar clostridios reforcado, mas incubadas aerobicamente,
& tewmperaturas de 30°C durante 24 a 36 horas, com a finalidade
de provar sua capacidade de crescer na presenga de oxigénio pro
vando uma possivel contaminacgao por Baeillus.

Das placas de agar gema de ovo, as coldnias de-

monstrando reagﬁo de lipasé positiva {(zona opaca) (TANASUGARN,1973)
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foram transferidas para tubos com maic de carne corzida com gli-
r . -~ O
cose e incubadas, durante 6 dias, a temperatura de 307C e, nova

mente testadas para a detecg@o de toxina botulinica.

2.12, Teste para Cloetridium tetunt

Os tubos com extratos thxicos nao jdentificados  fo-
ram testados para a detecgado de toxina tetdnica (Clostridium te
tant) . Prmceééuwse & protegao dos camundongos com vacina antite
ténica, 6 dias antes da inoculagao, ou aplicando 0,5ml de soro
antitetanico por via intraperitoneal, 1500 UI, um dia antes da.

inoculagao de amostras preparadas com a téonica 4 descrita.

3.13. Andlise cuimica das amostras destinadas a inoculacio
%

experimental,

& fim de verificar se o crescimento do . botulz
num & inibido pelas baixés temperaturas de armazenamento, ou pe
la presenga de sais conservadores, ou pelos componentes da com-
posicao centecimal, 21 amostras de cada produto {(presunto, sal-

sicha, "bacon"), foram analisadas para a determinagao des

~ nitrito

-~ nitrate

~ cloreto de sddio

- teor de proteina

- teor de matéria graxa
- teor de umidade

- g pH

Essas determinacgdes foram feitas com base na

A.O0.A.C. (1960, 1965} e LEES {(1971).
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2.14. Inoculacao experimental com Clostridium botulinum.

Culturas de C.botulinum tipos A e B padrdes fo-
ram repicadas nas infusdes de miolo e coragio, descritas ante-
riormente, e incubadas a BOGC, por 36-38 horas. Durante esse pe
riodo acompanhou-se a esporulacdc microscopicamente, e depois ,
foram armazenadas a 4°C para diminuir a germinacio dos esporos
formados (CURRAN & PALANSCH, 1963).

Esse material fol centrifugado a 4.000 x g,duran
te 20 minutos. O material depositado fol ressuspenso em solugio
salina esterilizada e centrifugada novamsnte a 4.000 x g. Os es
poros obtidos foram submetidos & limpesa com lisozima e tripsi-
na, para eliminar restos de células vegetativas e nutrientes do
meico, utilizando-se a metodologia de CGRECZ et alii (1862) .0s es
pOYros limpos foram suspensos em solucio de tampao fosfato pH 7,0.

Para determinar © nﬁmero de esporos viaveis da
suspensio, 1 ml da mesma fol submetido a chogue térmico e semea
do em placas com meio de agar clostridio reforcgado e em agar de
gema de ovo em triplicata e incubadas a BODC, anaerobhicamente
durante 48 horas.

Amostras conhecidas quimicamente de presunto,sal
sicha e "bacon" foram inoculadas, com 2 ml da suspensac estogue,
contendo uma concentracado de 3,2 x 106 esporos po ml., Em sequi-
da, foram embaladas; anaerobicamente, e sacos plasticos (8UGL
YAMA & YANG, 1975) & armazenadas a OOC, ZOC, 4GC, 60C38OC,120C,

+

°c e temperatura ambiente (27% 2 2}, durante 20 ou 30

15%, 20
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dias, depois dos quals foram analisadas para a detecgio de to-
xina botulinica "in vivo™, submetendo-se as amostras & homoye-
neizacao com solugao salina estéril a 0,85% durante 3 . minutos
a 2500 r.p.nm., seguindo-se o mesmo procedimento relatado nos
itens 2.7; 2.8 e 2.9. 0s animais foram observados durante 4
dias, para veriflicar sintomatologia de botulismo,

Como controle, foi também inoculado C.botulinum
em coragao de boi, pois o mesme, era isento de nitrito, nitra-

to e szl e estocados as mesmas temperaturas ja descritas.
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RESULTADOS E DISCUSSAD

1. Temperaturas de armazenamento das amostras.

Nos Quadros 7 e 8 pode-se chservar as freguéncias
e variagoes das temperaturas de armazenamento dos produtos ad-
guiridos na regiao de Jaboticabal, SP. Pela andlise destes qua
dros, verifica~se que 16% (259) das amostras encontravan-se Sob
temnperaturas acima de 4QC; 2,6% (42) das amostras estavam sob
temperaturas superiores a 800, {temperaturas similares as cbti-
das em uma geladeira doméstica) e 1% {16} encontrava-se acima
de 15%C. Estas temperaturas, em multos casos, estavam bem longe
das ideais para o armazenamento de produtos carneos (0 a 400) e

gque poderiam permitir o desenvolvimente de Closiridium, FRAZIER
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ROWLEY et alii {1970) relatam que .botulinum po—
de crescer e produzir toxina a temperaturas de 3 a 4%,

Estas temperaturas,sequndo SCHMIDT et alii (1961a);
ROBERTS & HOBBS (1968) e SMITH (1977, permitiriam o crescimen-
to e a produgac de toxinas de Clostridium botwlinum, tornando-se
eates produtos em alimentos.altamente rocives. Este fato, rele-
varse de importancia pois, como pode ser observado, os produtos
carmazenados sofrem variagoes de temperaturas diariamente. Isto
se deve ao desligamento dos congeladores ("Freezers") durante o
periodo de fechamento dos estabelecimentos para economia dee  e=

nergia.
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QUADRD 7 -~ Temperaturas das amostras de Presunto, Salsicha @
"Bacon™ na hora de sua aguisigao na regiao de Jabo-

ticabal ~ 8P.

TEMPERATURA EM OC Ne DE AMOSTRAS
~2 105
~1 127

0 244
1 183
2 290
3 306
4 ' : ' 100
5 114
6 85
8 18
10 11
11 9
14 6
19 3
23 4

27 t 2 {ambiente) 9
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2. Constatacao de crescimento de anaerdbios do género Clos

tridium nas amostras incubadas.

Foram analisadas 1614 amostras em triplicatas, to
talizande 4.842 anadlises realizadas nos diverscos produtos, como

pode~se observar no Quadro 9.

QUADRO ¢ - Distribuicac das amostras analisadas.

PRODUTO Ne¢ DE AMOSTRAS N© DE ANALISES
PRESUNTO 627 1.881
SALSICHA 504 1.512
"BACON™ 483 1.441
TOTAL 1.614 4.842

Depois da incubacio das amostras {itens 2.1.a 2.6),
pode-se observar a presenga de crescimento bacteriano em 1.540
amostras {(95,41%) demonstrado pela turbidez do meio original,de
gradacac parcial da carne molda, presenga de gés e presenca em
alguns casos de H28. Observacgoes similares de crescimento foram
achados por BRYAN et alii (1871) e TANASBUGARN (1979).

Nog Quadres 10 & 11, apresentam-se a distribuigée
e as caracteristicas bioguimicas e de crescimento das bactérias

anaerdbias, isoladas de presunto, salsicha e "bacon”.
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QUADRO 10 - Nimero e porcentagem de amostras de diferentes pro

dutos gue apresentaram crescimento em anaerchbiose.

PRODUTO N9 DE BMOSTRAS | AMOSTRAS  POSITIVAS
ANALISADAS o T :
PRESUNTO 627 603 96,17
SALSICHA 504 481 95,43
"BACON" 483 456 94,40
T OTAL 1.614 1.540 95,41

A distribuigéo destes resuliados {(Quadro 10} foi:
603 amostras positivas de presuntoe (94,17%), 451 amostras posi
tivas de salsicha (95,43%) e 456 amostras positivas de "bacon”
{94,40%). As 74 amostras restantes (4,58% nao apresentaram al-
teragfes, conservando-se o meio transliicide, sem modificagoes
e sem gis, fato que foi observado facilmente pelo nao desloca-
mento da parafina.

Nestes quadros pode-se verificar gue a contamina
¢ho por bactérias esporuladas anaerdbias & quase lgual de um
produto para outro. Com relacdo as caracteristicas bioquimicas
vemos que nao hi variacgoes entre os produtes, demonstrando gue
a contaminagio destes, por bactérias anaerdbias esporuladas, &

elevado {95,41%).

Estes achados, nic estao de acorde com os dados

el

ohtidos por ROBBS & ROBBS (187%), pois pésquisaréo-somente C.
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perfringeﬁs nos mesmos produtos na regiido de Rio de Janeiro.En
tretanto, NARAYAN (1966) estudando (lostridium Sp em carcagas
de animais demonstrou 85,63% de dbntaminagéo; embora HOUBBS ot
alii (1953) tenham constatado a presenga de Clostridium De -
Fringens em 20% das amostras de carne suina e 24% nas de garne
bovina. HALL et alii {(1963) demonstraram que 47,6% das amos-
tras de linguic¢a analisadas, apresentavam (lostridium sp.
ABRAHAMSSON & RIEMANN {1%71) estudando a preva-
iéncia de (lostridium botulinum em produtos carneos semi- pre-
servados, acharam que 5% das amostras de presunto cozido anall

sadas continham toxina botulinica.

3. Teste de touidez in “vivo" pars demonstracac de (.botu

Temum.

Visando detectar a presencga de {.botulinum atra
vag da toxina produzida, foram inoculados os sobrenadantes das
culturas em 2 camundongos por amostras, via intraperitoneal u-
sando a metodologia descrita por SMITH (19771, (item 2.7). Os
resuitados foram surprendente 3& gue loge no inicio, houve uma
alta porcentagem de mortes, 24 horas apds a inoculagao. Inclu
sive, alguns animais morriam 10 a 1% minutos apds a inoculacgao,
com sintomas de paralisia. Por este motivo procedeu~se a reall
zagao de testes de tripsinizagao,controle e de tipificacho (I-
tens 2.8; e 2.10), os quais peérmitem obter maiores caracteris-—

ticas sobre as toxinas em guestaoc.
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Segundo BOROFF & DASGUPTA (1571) nos casos em que
a concentragao de toxina for maicr do gue 1000 DIM/ml oz camun-
éongos morrerao dentro de 2 a 3 horas. Os testes de tipificacgdo
e controle se faz para poder indicar gual o tipo de toxina pre-

sente.

4, Teste de tripsinizacao

Depois de incubar as amostras suspeltas com trip-
sina (ftem 2.8) e inoculd~las novame-te em camundongos, os re-
sultados foram variados. Houve amostras gue apds a tripsinizagao
perderam a toxidez, engquanto que, em cutras ndo houveram altera
¢coes, permanecendo igualmente tdxicas. Nao foi notado nenhum au
mento de toxidez nas amostras gue eram tdxicas antes do proces—
so de tripsinizacgio. Estes testes tem sido muito controvertidos.
Entretanto, MEYER e LAMANNA (1959) testando a agdo de .enzimas
proteoliticas, concluiram que todas as enzimas proteoliticas,com
excegioda pepsina e papaina, inativam as toxinas botulinicas.

SAVIN (1966) demonstrou gue depois de 2 horas de
incubacdo 3 pH 5,0 a atividade da toxina aumenta, porém depois
de 5 horas comega a decrescer. KONDO et alii (31970 ; FIOCK et
alii (1961)e ERKLUND & POYSKY (1972) relatam um aumento da toxi-

dez depois da tripsinizagao.

5. Teste controle

Os resultados obtides com o material utilizade co
mo controle, (uma fragéo das amostras, aquecidas até desnatura

gio, (Item 2,9) permitiram comprovar a presenga de toxinas ter-
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micamente l8beis, j& que depois do aguecimento tornavam~-se ind-
cuas, com excegac de 26 amostras, as guals permaneceran toxicas
apbs © aguecimento a 100°C durante 20 minutos. B relacac destas
amostras aparece no Quadro 12. A realizagao de controles & reco
nendada por HOBBS et alii (1971) e 8SMITH {1977} para  eliminar
falscos resultados positivos de botulismo, fato gue pode aconte-
cer pela presencga de substancias tbxicas preoduzidas por outros
microrganismos ou por substdncias guimicas presentes. Neste ca-
s0 as amostras {Quadrce 12) foram descartadas pelo fato de gue
se fossem toxinas botulinicas tornariam-se inScuas com o agueci
mento. Aé amostras restantes foram inativadas pelo calor podsn-

do portanto ser botulinicas.
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QUADRDO 12 - Amostras de presunto, salsicha e "bacon' gontendo

substancias tOxicas nao desnaturdveis pelo calor,

detectadas através da inoculagac em camundongos.,

N@ AMOSTRA PRODUTO

al 9 PRESUNTO
02 30 PRESUNTO
03 36 EPRESUNTO
04 53 "BACON"Y

05 56 SALSICHA
06 o1 SALSICHA
g7 70 SALSTCHA
08 71 "BACON"

08 81 SALBICHA
10 128 SALSICHA
1 140 PRESUNTO
i2 170 SALSICHA
13 154 SALSICHA
14 216 PRESUNTD
i5 311 PRESUNTO
ib 388 "BACON®

i 894 PRESUNTO
i8 1106 "BACON"

19 1218 “BACON"

20 1391 PRESUNTO
21 1450 PRESUNTO
22 1464 PRESUNTC
23 1472 SATLSICHA
24 1505 "BACON"

25 1519 PRESUNTOC
26 1537 BRESUNTC
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6. Teste de tipificacao para toxinas botulinicas

A realizaclo do teste de protegaoc em camundongos
com soros antibotulimicos especificos {Item 2.10), descartou a
possibilidade da presenga de alguma toxina produzida por (.botu
linum nestas amostras. Pois os camundongos protegidos com as an
titoxinas botulinicas especificas morreram, sobrevivendo somen-—
te os camundongos inoculados com as amostras aguecidas (contro-
les) . Comprovou-se entso, tratar-se de toxinas termolabeis difersntes
das toxinag botulinicas conhecidas. Este fato, parece ser seme-—
lhante ao relatado por SMITH (1977) e RIEMANN (1973) , quando des
creveram morte de camnundongos por causa inespecificas. Entretan
to, sugerem ¢ isolamento do microrganismo, para poder determi-
nar suas caracteristicas e testar sua capacidade de produzir to
wina, motive pelo gual procedeu~se no presente trabalho & tenta

tiva de iscolamento de (lostridium botulinum.

7. Isolamento de Clostridium botulinum

Apds o isolamento {Item 2.11), foram estudadas as
caracteristicas morfoldgicas e biclSgicas das bactérias anaerod-
bias esporuladas isolados de presunto, salsicha e "hacon”, que
apresentaram toxidez gquando inoculados em camundongos {Quadro
13} . As amostras toxicas, capazes de provocar a morte dos camun
dongos, foram testadas em animais protegidos com antitoxinas'bg
tullnicas. Todos os resultados foram negativos, concluindo - se
gue nic se trata de nenhuma das toxinas botulinicas. Isto por-

que, todos os animals protegidos e nac protegidos com antitoxi-

nas morreram, sobrevivendo apenas os animais inoculados com  a-
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mostras aguecidas. 0s resultados do presente trabalho corrobo-
ram aqueles achados por SMITH (1877) e HOBBS (1976), os quais
recomendamn esta téconica como a mais prética e segurd para evi
tar resultados falsos positivos, produzidos por outros Clostri

dium como por exemplo o Clestridium tetani.
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QUARRO 13 = Caractorlsticas morfoldgican e bloldglenn de bactéirles anperdbias esporuladas dasladas e
presunto, salaleha ¢ "bacon” que spresentaram toxidez quande Lnoculadas em camundongoz.

Be DA PMOOTHA THOCANG PO GRIE PRESERGA F BOL  MEATO R CARMTIERTRITO S DAS (OI0HTAG peerelvini

ChO 10 ESptn LIPASE OOMNS FORMA.  PHOPUNENZD  ELEVACAD

3 SHLEWHA  IF + 5T - il CR [ Lx +
12 *EATOH uBe + & - IR fod ] I *
28 SRLSICHA j1iy + by % im LR [ Ay +
3 ERO T + 8T - 133 R [ 4 LI +
&3 SaLsIcHn By + g ~ IR ] o] LT +
45 FRESUNIG BT * §T + bivd R cz 5 #
3 "mOH” BD * T + B cz Ix +
€4 PESEINS BT + T + I R o LY +
. B8 ke Mg RT + o 4 IR TR E2) b4 +
hicy PRESINIG iy + [ ~ IR R M L | +
Ay BRI i + Br - Ir R m fo *
131 PRESUNIG BT * st + B tR ot B +
142 PRESTNTD BT + T - j2¢4 faccs m EC 4+
157 BEhOONT B + T - B R o2 B -
163 ERLSICHA BT - b + 244 CR o= e +.
Y SMLSICHR BT + st + R 2] fars 13 +
182 PRESUNIQ BT + =+ + Rz = ¢z LI +
Isg BALS IO BT + c - B2 R a4 T +
157 FRESUNTG Br + Br - oz LR 2 LI -+
233 SRE" ar + T + il CR % LY +
pat:s PRESTRI0 BT + o + RZ LR F B +
219 PEESWIO BT + ¢ - e o] b 1 +
230 ©OEALSICHR BT + c + Rz R ™ 1L +
25 “EACCH BT + ar - Rz R w L +
31 ERLETTHA BT + 5T + IR ) b LI +
249 | OBESINIO BP + ¢ + m o] ™ B +
25¢ "HACTN B + i + m IR cz £ +
264 "HADOEY BT + b - IR [a24 A B +
45 TRBION” BT + sT - ™ R 2 m +
g PEESINTG | BP + ST - Cm TR e foed +
81 PRESLIG ET + iy - I TR favd Lt +
287 PREFAIC  BY + T - " R oz 11 .
288 "EACTH" 14 + T - in e cz LI +
285 PRESIMTD BT + [od - I# R o] LI +
310 PRESUNTO BT + 87 -+ Bz CH, CE s +
315 S0SIm BT + g - Rz R po ] 70 +
39 : PRESUNID By + T - RZ ER am LY +
aza FRESTG BT + 5T + Rz Ep » I +
38 SATSICHA 8P + sr + B2 CR oA L
32 SALSICHA BT + st - RZ CR [23 bh s +
338 mEACE s + r - 354 O favs h3 +
343 BALSICHR BT + ST + IR CR fa3 " +
352 PRESUNIO  BP + ST + RE CR oz B +
368 mEsado  mr + T + B2 R cz 1 +

oont.
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B DR OBMOSTRA O TRODUTO FOIRR GRAM PRESINGA B ROSY En(RO TR CARACIERISTION DAS COLINTAS T TLE
Gy B4 ESPORDS LIPRSE  BOMPAS  FORMA  PIMENIAGAD  BLEVAAD

kv il Al Br + - - BZ CH [ LI +
390 "BACIN" BY + c + Rz IR a3 LI +
397 SRLSICHA fily + &1 - Rz IR M Ix +
417 PRESUNTS BY £ 5B - = C® Fots LY ¥
430 TR i + 57 - IR CR M b4 =
434 PRESUEID Br + T - IR CR st 13 +
447 "EACH" BE + sp + IR R <z 1X +
459 EROCHT Br + e + IR il {2 1z +
£95 FRESUNIG BT + C - IR R Los fosd +
£33 SALSICHA BT + - - 15 R Lo T %
837 PRESUNIO BT + &1 + B cR o2 b0 +
sa4 FHEACONT ur + sy - Rz I 2 B +
527 EALS IR BT + K - I® IR 2 EC +
550 SMLSTOHE BT * y 4 h&:3 IR ' LT +
%85 PRESIRITG [E518 + i + v IR oA Lr +
570 SALEICHE BT + st + 273 IR vid LI *
£83 SEAOR" BT + T - RE P 7 L +
557 PRESLNIO BY + T - L EE % s +
646 THACLIE" ET + &T - e IR 2 LY +
653 SALSICHA BT + gy - 1R R < I 'Y
655 SATSICHA BY + oy - il R Foc) Lr +
&0 FBACCH® B *- & 4+ IR R 2 I +

- &G4 “RRRT Y + - - he:d 3 fors LI +
€75 PRESUNITO BT + T - IR I <z LI +
682 PHESUMTC BT + ST - IR e 2 Eh +
&37 SALEICHA. BT + T * RA b <% i 8 +
£99 PRESUNI BT + sr - 1 o 2 ix +
710 TERHY BT + c - IR CH CzZ B +
v *RAON + &7 - m R fo] B +
T SALSTUHA iy + c - pivd R c2 2o 4
733 BERCLR" BT + s + Rz R o] L +
738 PRESUNTO BT + sT - R7 R Lord i +
45 PRESUNI BT + sr - RE CR cZ 1 +
750 *EACRT B + T + B i [+ LY +
760 SRESICHR BT + ST + k2 m cz LT +
TS PRESUNEO is + ST - IR IR c3 EC +
76 PRESGNIC By + &7 + IR Lo M EC +
B84 "EACTI" BT + Ly + IR R m BC +
2 SALSICHR BT + s + IR CR ™ E3 0 *
89 “pROcH oy + ¢ - IR R T B A +
" B SALSICHA B + e - Rz R CZ LI +
B33 PRESULD BT + 87 - IR R a2 X +
B4z HEAOLI BT ¥ T + Rz CR oA I +

oo,



—f]e

zot.
W DR HYGPRA  PPCOURD FOMMA G PRIGEAG B ROL RERCRD D CraATIIRISEICNG DS COORAS MO IED
CRo 3 LEPORD LITASE FIRIAS M, PIOMAENTACAD B EVAGID

51 BALSICUA BT + k3 - i IR B3 LI >

2458 PRESUNIO BT + 8T - RE ® Le'd i ¢ +
00 SALSICMA BT + sT + Rz e} o7 4 &

€10 MR &T + sr + - B R v B2, *

%39 GALSICHR BT * 7 + iR ] cz [ +

854 itesiig BY + 5T - m #:1 faecd r %
uEs *EACCH™ i + b “ IR R ot X &

76 SRISICHN, P + ST - IR 4] ol L +

o84 PHESIRTED B + T - iR CR cZ ix &

847 SALSIG BT + ST - b:3 oR cz LI 4+
005 SALSICIA BT + T - IR R (a4 L +
w017 PRESURGIO BT * o - b} fu:d Bt Y -
1023 PREGLIIG  ED + P - ® R 2 LI +
103L BATSFCHA BT + oy + m CR et e *
336 SALSICHA BT + T - IR CR 2 Lr +
1040 “ERCCR BT + i - ™ R (e} LI *
1053 FRESUNIG BT + £t - IR eid cz B +
1052 © ERLSICHA BT + i + m CR o1 B +
3060 SAISTCHA BT + » - I o) oz 0 +
1067 “OROOR BT + s® - bivd ca % B +
71 SRR BT * sT + w3 R cz LI +
‘3083 pEESIMITC BT + - + v il Lard 1x +
1050 SALSECHA BT + a7 - ™ o ™ LE +
1ies "EACN" BT + st - RL IR M X *
S - PRESRINO BT & .ST + Foed o] p 3 T +
ns A" BT s R - 1w R ] [ 1
1348 SALEICHA BT + b - 1" R o i +
152 SALSICHA  ET + or - w R o2 Lx +
1162 THMYE" Er + &7 + IR o o B -
1178 SALSHRR BY + c - m o 2 e +
%4 HEROCH" By + o - .3 R oz f2 +
12n1 SARLSTICHA BT + 8P - e ' or oz 7 ed +
1712 TRESTRTIO jzay + 5 + m R o I +
125 EAOCHT BT + st * m IR o 54 +
1223 Gy + g7 + ® ® = Ehs *
1237 FEESUNTO BT + - ~ I 1w v LI +
248 i craniy B + gp - 1" m cz I +
3263 SALSICHA BT + 87 - m ) z Lt +
1751 PRESITD Br . 7 - oy i’ o o *
12a% PRESUNDG BT & a1 & " R e o -
1304 SRLEECHA, BY + o + v fini 3 M Lt <+
a0 BALSICGR. AT + o7 - Rz R Ford ix: +
1330 HRESARTIO BT * &7 - " R cz LY *
1343 SALSICHM BT + s + ] cR CE LI +

gont.
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cont.
N DA MMOSIRA  PRODUTO  FORMA  GIWT PIESINCA B OB REACRO DE CATADTRRICTPIONN DA QUEIYITAS Porcl oY
RO DO ESTONG LIPASE  DOMIAS  FORMA  PIGEMIACRO  ELEVACKO
1362 PRESUNIG idy + er " IR R v 924 +
134 SRLEICHA Br * ST - i3 CR 51 X ¥
1379 FRESIRIO BT + 5T - IR Jud L LI +
1383 PRESLITQ BY + sr - b1} CR Lo 11 +
408 FRESUNDG Br % T + R R a2 54 +
420 PRESUNIO BT + k4 - m R ™ - LI +
1450 FPRESEID BT * &1 - HZ [acd a LI +
1356 SRESICHA BT + T - R4 R I I +
1475 ¥ RO BY + T + Rz m o T +
378 " EACON® BT + 5T + prA b3 o4 ’ +
1477 SBALCH sy +* b + RE bl e A +
1502 PRESINTD et + T - 32 CR &8 LT +
151% PRESUNTO BY + T - ¥ ey £Z LY +
1530 FRESUNTL B + 5T + s LR c LY *
1537 FRESLRIIG BT + s - o R oz 1I +
1547 SHLEICHA BT + & - Livs L] <z LY +
3564 PRESUNTQ BE + ST - IR R a4 &4 +
1582 FPRESUNTO BT + T - In R < b +
iz8g FRESUNTO £ E + e * m CR CE LI +
1586 SHLSTCHA BT + e - m R focd X +
1555 SHLEICIRA BT * ou - IR CRr [ov:A |14 +
" 2605 PRESTINTO BT + ST - m® CR o] LI +

Uhs.z. 4 = rositive:; -~ = Negativor; BT = Bastopnete; 8T = Sab-terminal; T = Terminal; ¢ = Central
IR = Irregolar; BE = Rizoide; LI = Lisag OR = Clrcular; EP = Espalhada; €3 = Clnzentag

M = amarelada; IW = Incolor; BC = Elevadas no Gentre.
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8, Teste para Clostridium tetant

0 fato de ter culturas tbxicas termolaveis produ-~
zidas por bactérias anaerBbias, Gram positivas, esporuladas, ca
pazes de provocar em camundongos convulsoes e mortes, induziu a
realizacao de analises para determinar a presenga de O, tetant
{(ftem 2.12). Este microrganismo pode causar & morte com sinto—
mas parecidos ao botulismo em camundongos, guando em altas con—
centractes (SMITH, 1977). Depois da inoculagao das amostras sus
peitas em animais protegidos contra o tétano, observou-se a o-
corréncia de toxina tetdnica em 17 amostras representando 1,05%
do total analisado. A distribuicao destes resultados & o seguin
te: 11 amostras de presunto,0,681% dos produtos analisadoes, 2 a
mostras de salsicha representando, €,124% e 3 amostras de ‘ba-
con” representando 0,186% deste produto. A ocorréncia de espo-
rulados parece ser comum a estes tipos de produtos, pordque as
matdrias primas entram em contacto com ¢ solo, & Zgua ¢ fomites
contaminados, J4 que o habitat natural do C.tetani & o solo e
fezes de animais. Tal fato foi também descrito por HOBBS (1976)
analisando peixes.

Apds realizado este minucioso levantamento tentan
do o isolamento de Clostridium botulinum sem o conseguly, surgi
ram dhvidas sobre as seguintes questoes: seriam os teores de
cloreto de sodic, nitritos, nitratos e pH inibidores da germina
¢do e crescimento dos esporos de C.botulinum ou seriam a sua
cmmposigéo centesimal e as temperaturas de armazenamento? Lstas
gquestdes motivaram um segundo obijetivo no sentido de realizar u

ma inoculacao experimental em amostras de composicao determina-
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da e com isto tentar comprovar se hd inibiglo do C.botulinum ou

augsBneia destes nos produtos.

9. Analise gquimica de ampstras de presunto, salsicha e "ba

con”.

Para a realizacado de teste de inoculagao experi~
mental destes produtos com Clestridium botulinum, foram previa-
mente analisadas quimicamente 21 amostras de cada produto visan
do determinar a sua composicic centesimal e determinagac de seu
pH. Nos Quadros de 14 a 19,pode-se oObservar os resultados obti
dos. Segundo HOBBS (1976) e RIEMANN {1971} estes fatores in-
fluenciam no crescimento do C.botulinum. As determinagdes de pH

dos produtos estudados estao apresentados no Quadro 14.

QUADRO 14 - Determinacgao do pH nas amostras de presunto, salsi-

cha e “"bacon" de diversas marcas. (1)

pH

PRODUTO ; ; :
Maximo MInimo MEDIA DE pH
PRESUNTO 6,61 6,45 6,53
SALSICHA 5,72 4,74 5,52
"BACON" 6,01 5,63 5,82

{1} 21 amostras por produto.

Pode se verificar neste guadro gue os pH destes
produtos variaram de 6,861 a 6,45 para os presuntos, de 6,01 a

5,63 para o "bacon" e de 53,72 a 4,74 nas salsichas, sendo que
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estas teriam o pH mais baixo. Nestes pH hié crescimento do . bo
tylinum pois a sua inibigdo pelo pH 88 ocorre abaixo de 4,5. Fa
to amplamente comprovado por HOBBS {1976) . No trabalho de RO~
WEY & PEEHERRY (1977) comprovou-se que alguns esporos de C.botu
1inum, como os do tipo A, germinam a pH 5,0, INGRAM & HANDFORD
{(1657) demonstraram que nac ha crescimento em pH 4,5 porém, ija
deve ser prevenido seu crescimento em produtos com pH 4,8. Fato
este comprovado também por TOWNSEND et alii (1954) os quais ob~
tiveram crescimento e producio de toxina a pH 4,8.

No Quadro 15 apresentam-se os resultados obtidos

na determinacgao de proteinas.

QUADRO 15 - MEdias das porcentagens dos teores de proteina de
presunto, salsicha e "bacon” de diversas marcas. (1)

PRODUTO % DE PROTEINA
PRESUNTO 16,50
SALSICHA 13,31
"RACON" 08,70

(1} 21 amostras por produto,

Ainda que,os tecres de proteina nao variam muito
para ¢ mesmo produto, sua presenga & indispensivel para o cres-
cimento de C.betulinum do grupo I e IT {protecliticos) (LANDGRE
BE & WEAVER, 1976; SMITH, 1977). O conhecimento dos teores de
proteina, gordura e &gua «30 tambef necessirios para calcular a

concentragic salina no produto (RIEMANN, 1971).
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Nos Quadros 16 e 17 apresentam-se o0s teores de

gordura e agua das amostras.

QUADRO 16 - MEdias das porcentagens dos teores de gordura obti-
dos das anilises de presunto, salsicha e "bacon" de

diversas marcas. (1},

% DE MATERIA GRAXA

BPRODUTO
PRESUNTO 7,98
SALSICHA 14,53
"BACONY 68,60

(1) 21 amestras por produto.

~ MBdias das porcentagens dos teores de dgua (umidade)

QUADRC 17
da anflise de presunto, salsicha e "bacon" de diver-
sas marcas.{1l).
PRODUTO % DE UMIDADE
PRESUNTO 70,37
SALSICHA 61,53
"BACON" 18,65

{1) 21 amostras por produto.
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Outros fatores de suma importdncia no crescimento
de (loastridium botulinum sAo os teores de cloreto de sbdio & de

nitrito, que estdo representados nos Quadros 18 e 1%.

OQUADRO 18 -~ M&dias dos teores de nitrito e nitrato obtidos de a
nidlise de amostras de presunto, salsicha ¢ "bacon”
de diversas marcas. (SCHOCKEN et alii, 19279). (1).

TEORES DE NITRITO E NITRATO EM ppm

PRODUTO .
NITRITO NITRATO
Minimo Maximo Média
PRESUNTO 48,57 61,37 54,97 Tracos
SALSICHA 52,84 75,886 64,35 1
TR ACONY 39,19 52,84 52,84 #

{1) 21 amostras de cada produto.

QUADRO 19 - M&dias das porcentagens dos teores de cloreto de sd
dio determinados em amogtras de presunto, salsicha

e "bacon" de diversas marcas (1}.

PORCENTAGEM DE CLORETD DE sObic

PRODUTO Minimo M&ximo M&dia
PRESUNTO 2,6 3,0 2,9
SALSICHA 2,8 3,3 3,0
"BACON" 4,0 5,0 - 4,6

{1) 21 amostras de cada produto.



Como se observa nos Quadros 18 e 19 os teores de
nitrito e cloreto sddio das amostras variam de 32,19 para 75,86
ppm e de 2,6 a 5,0% respectivamente.

STEINKE & FOSTER (1951); ABRAHAMSSON (1964) ; SCHMIDT
(1664) e PIVNICK et alii (1967) demosntraram que estes teores
de nitrito ndoc s3o suficientes para inibig3o dos Clostridium bg
tulinum, mesmo na presenga de 4% de cloreto de sddio.

Oz teores de cloreto de sddio juntamente com 08
teores de proteina, umidade e gordura nos permitem determinar a

concentragado salina presente nas amostras {Quadro 20).

QUADRO 20 = Determinagao da concentragao salina nas amostras de

presunto, salsicha e "hacon" de diversas marcas.{l).

PRODUTO CONCENTRACAO SALINA EM %
PRESUNTO 3,15
SALSTCHA 3,51
"BACON” 14,65

(1) 21 amostras de cada preduto.

Neste guadro, pode-se verificar gque osg produtos a
nalisados possuen uma concentragéo galina de 3,15% no presunto,
3,51% na salsicha e 14,65 no "hacon®., Nos casos do presunto e
da salsicha as concentragoes salinas obtidas, permitem o cresci
mento de C. botulinum, pois, segundo RIEMANN {1871) & necessario

uma cqncentragéo salina de 10% para inibir a germinagao e desen
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volvinento de  esporos de C,botulinum, Somente no caso do "bacon”
a concentracido salina permitird obter atividade de Agua que i-

nibira o crescimento de C.botulinum.

10, Inoculacho experimental de Clostridiwm botulinum em a-

mostras de presunto, salsicha, "hacon e coragao de boi,

ns resultados obtidos das inoculagCes experimen—
tais de presunto, salsicha, "bacon' e coragéo, aparecen nos
guadros de 21 a 24, Pode-se deduzir pelos resultados obtidos gue
os teores de cloreto de s5dio, nitritos e nitratos ndo sdo fato
res gue garantem a inibigao total do crescimento de Cobotulinum
nestes produtos, exceto "bacon". Estes achados encontram apoio
nos trabalhos de BAIRD-PARKER & FREAME {1967); EMODI & LECHO-
WICH {1969);:; CHYE et alii (1967) gue provaram Ser necessirio teo
res da ordem de 5 a 6% de cloreto de s0dic para obter-se inibi-
cdo de C.beotulinum, experimentalmente. Enguanto que para os sais
curantes, especificamente nitrito e nitrato, o5 tenres necessa-
rios para a inibigdo do crescimento de ¢ botulinum deveriam ser
da ordem de 300 a 400 ppm (TARR, 1942; STEINKE & FOSTER, 19351;
ABRAHAMSSON, 1964; SCHMIDT, 1964) . PIVNICK et alii {1%67), txa-~
palhando com produtos carnecs embalados a vAcug  acharam gue
teores da ordem de 450 ppm de nitrite foram insuficientes para
inibir (. botulinum. tipos A e B. CHISTIANSEN et alii {1975} de~
monstraram gue em salsicha com pH 5,2 - 5,9 e niveis de 150 ppm

de nitrito n3c evitaram o crescimento de g, botulinum.



QUADRO 21 ~ Resultados de inoculactes em camundongos, por via 1ntraper1toweal com amostras
de presunto contaminados experimentalmente com 3,2 X 10 egporos de (. botuli=

num (tipos A e B) e armazenados osh diferentes temperaturas.

TEMPERATURAS DE TEMPO Ne DE ANIMAIS  N© DE ANIMAIS % DE ANIMAIS

ARMAZENAMENTO ARMAZENAMENTO
o - TNOCULADOS MORTOS MORTOS
2 30 06 a0 00,0
2 20 06 00 00,0
4 30 24 09 ' 37,5
4 20 12 06 50,0
5 30 18 15 83,3
6 | 30 18 07 38,8
10 20 18 09 | 50,0
12 | 20 14 09 64,3
14 15 06 0o 00,0
16 20 06 01 16,6
18 15 18 05 27,7
27 15 12 | 08 66,6

HOG_



QUADRC 22 ~ Resultados de inoculactes em camundongos, por via intraperiteoneal, com amostras
. N . 6 ‘s
de salsicha contaminadas experimentalmente com 3,2 x 10 esporos de C. botuli-

aum (tipos A e B) e armazenados sob diferentes temperaturas.

TEMPERATURA DE TEMPO No DE ANIMAIS N9 DE ANIMAIS % DE ANIMAIS
ARMAZENAMENTO ARMAZENAMENTO
e EM DIAS INOCULADOS MORTOS MORTOS

0 20 16 00 . 00,0
2 20 06 00 00,0
4 20 12 03 | 25,0
6 30 06 05 83,3
8 20 06 00 00,0
10 20 C6 - 06 : 100,0
12 20 14 06 S 42,8
14 ' 20 06 00 00,0
16 20 06 01 | 16,6
20 20 12 03 25,0
27 20 06 08 100,0

~T&=



QUADRO 23 - Resultados de inoculagdes em camundonges, por via intrapetitoneal, com amosiras

de "Bacon" contaminados experimentalmente com 3,2 x 10

(tipos A e B) e armazenados sob diferentes temperaturas.

6 eagporos, de C.botulinum

TEMPERATURA DE TEMPO N9 DE ANIMAIS Ne DE ANIMAIS % DE ANIMAIS
ARMAZE?AMENTO ARMAZENAMENTO INOCULADOS MORTOS MORTOS
EM “C EM DIAS

2 20 12 00 00,0
2 30 12 00 00,0
4 20 06 00 00,0
6 30 06 01 16,6
8 20 12 01 08,3
10 20 12 01 08,3
12 20 14 06 42,8
14 15 06 00 00,0
16 20 18 00 00,0
20 20 12 06 50,0
27 20 +2 06 50,0

.....26.-.



QUADRO 24 - Resultados de inoculagées em camundongos, por via intraperitoneal, com amostras
de coracio de boi contaminados experimentalmente com 3,2 % 106 esporos de C. be

tulinum (tipos A e B) e armazenados sob diferentes temperaturas.

TEMPERATURA DE TEMPO
ARMAZENAMENTO ARMAZENAMENTO N¢ DE ANIMAIS N® DE ANIMAIS $ DE ANIMAIS
e O EM DIAS INOCULADOS MORTOS MORTOS
2 30 06 00 00,0
4 30 06 04 66,6
6 30 06 01 16,6
10 20 12 12 . 100,0
12 20 10 04 40,0
27 15 08 06 | 75,0
30 15 06 05 83,3

...Es-;
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Pode-se observar nestes quadros que houve cresci-
mento de C. botulinum tanto nas amostras de COragio. CORmO noOS
produtos contendo sals curantes (presunto, salsicha e "bacon"}.

No caso do "bacon" & necessdrio ressaltar que embora na determi

nagho da concentragao salina esta apresentasse uma media de
14,65%, houve crescimento de C.botulinum, sugerindo isto, gue

algumas amostras nao possulam tQOres suficientes para sua inibi
Gao.

O efeito da temperatﬁra parece ser o fator mais
importante na inibigdo de (. botulinum. Nos Quadros de 21 a 24,
pode-se cobservar gue oS produtos armazenados a temperaturas in-
foriores a 4°C ndo tiveram crescimento, sejam estes produtos com
cais de curados ou sem eles, Estes resultados assemelham-se 208
obtidos por ROWLEY & FEEHERRY {1870) que verificaram crescimen-
to a temperatura de 4DC, bem como 0s trabalhos de  ROBERTS &
HOBBS (1968) e SMITH (1977) que observaram crescimento a 3°%c e
3,30C respectivamente. Comprovando-se deste modo gue as baixas
temperaturas impedem a germinagiao e crescimento de esporeos de
C.botulirum, sendo este o melhor método de inibicdo deste  mi-
erorganismo.

Pode~-se ainda observar gue houve um crescimento
mais intenso de . botulinum na faiza de temperatura entre 4 e
14°c. Isto se deva, possivelmente ao fato de gue nestas tempera
turas as bactérias contaminantes nao conseguem proliferar e as~
sim competir com o C.botulinum. Tal fato nao ocorre nas tempera
turas mais elevadas {(de 14 a 18°C) onde os contaminantes se de-
senvolvem mais rapidamente e desta forma competem com © cresci—

mento do . botulinum.



CONCENSOES



CONCLUSTES

Dos resultados obtidos podemos conclulr ques:

1 - As condicgdes de comercializagdo, nao sao satigfatdrias, su-
gerindo um melhor controle e fiscalizacdo na comercializagdo des

tes produtos;

2 — Estes produtoé mal armazenados podem acarretar danos 4 sat-
de. piiblica, devido a alta incidéncia de coptaminantes anaeribios
que poderiam se desenvolver,por exemplo ¢. perfringens, C.teta-
ni;

3 - Atravées da metodologia empregada, ndo pdde-se constatar  a
presenga de esporos de Clostridium botulinum nos produtos exami

nados:

4 ~ Foi detectxda a presenca de dezessete amostras contaminadas com
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esporos de Clostridium tetani, comsubstanciando gue a presenga
de Clostridium botulinum & raro em nosso meio, entretanto, havendo
presenga de esporos de Clostridium botulinum nos produtos, have

r3d crescimento e produgdo de toxina;

5 - O nitrito, nitrato e cloreto de sbdio em concentragdes bai-
xas, como as gue foram determinadas nao sao suficientes para i-

nibir os esporos de Clostridium botulinum;

0 e -
6 — As temperaturas entre 0 e 27C sao as unicas gue possuem e~

feito inibidor sob os esporos de Clostridium botulinum;

. O - R .
7 - Nas temperaturas entre 4 e 127C ha um maior crescimento de
Clestridium botulinum porque o8 microrganismos contaminantes,

nestas condigdes, nio s8o competitiveis;

, 0 . .
8 ~ Em temperaturas superiores a 12°C o crescimento de microrga
nismos contaminantes & mais abundante e desta forma, capaz de

competir com o Clostridium botulinum inibindo-o.
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