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RESUMO

Os estabelecimentos de abate de bovinos no Brasil que realizam comércio
internacional ainda encontram dificuldades quanto controle microbiolégico da
carne. Dentre elas, destaca-se o estufamento da embalagem da carne embalada a
vacuo refrigerada, devido a contaminacdo por clostridios psicotréficos e
psicrofilicos deteriorantes como o Clostridium estertheticum e Clostridium
gasigenes. Além dos prejuizos econdmicos, a contaminagdo causa forte impacto
negativo as marcas comerciais dos produtos. Os objetivos deste trabalho foram
avaliar a presenca de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras ambientais e
de carnes embaladas a vacuo, resfriadas, provenientes diretamente de empresas
produtoras, e em carnes bovinas resfriadas embaladas a vacuo comerciais, bem
como avaliar o controle destes microrganismos pela utilizagdo de agentes
sanitizantes. A relevancia desta pesquisa fundamenta-se na caréncia de trabalhos
sobre o tema, associada a particularidade dos microrganismos anaerobios estritos
que exigem para a sua detecgdo, isolamento e caracterizacdo metodologias de
dificil execucdo. A analise dos resultados globais relacionados as diferentes
técnicas utilizadas para detecgcdo e isolamento dos microrganismos revelou que,
embora a técnica de deteccao direta por PCR apresente uma taxa bem maior de
amostras positivas (20-26 amostras) em relacdo as técnicas de isolamento (6-11
amostras), a utilizacdo de ambas pode representar uma importante ferramenta
para o diagnéstico da contaminagdo microbiana ao longo do processamento
destes produtos. A presenca de C. estertheticum e C. gasigenes foi observada em
amostras diversas como superficies de equipamentos, carcacas e outras, além do
proprio produto final, evidenciando um elevado nivel de contaminagao cruzada ao
longo do processamento. Em particular, destaca-se a presenga dos
microrganismos em equipamentos que apresentam configuracao fisica propicia ao
acumulo de sujidades e consequente dificuldade de higienizagdo, como serra
elétrica, rolete para retirada de couro e evaporador de camara fria. A utilizacao da
técnica PCR-RFLP permitiu verificar a existéncia de diferentes gendtipos de
isolados de C. estertheticum como também a constatacao do elevado nivel de
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contaminacgao cruzada da carne exposta ao longo das etapas de processamento
por fontes como equipamentos, carcagas e ambientes diversos. O efetivo controle
dos esporos de C .estertheticum e C. gasigenes por agentes quimicos pbde ser
observado in vitro e os sanitizantes a base de acido peracetico a 500 mg/L e
peroxido de hidrogénio a 200 mg/L apresentaram melhor acdo esporicida para
C .estertheticum e C. gasigenes quando comparado ao hipoclorito de sédio a 100
mg/L por 15 minutos. Os resultados do presente trabalho colocam em evidéncia a
variedade de fontes de contaminacdo cruzada as quais a carne é submetida ao
longo da cadeia produtiva, € a conseqlente necessidade de programas de
higienizacdo mais rigorosos e efetivos para o controle de C. estertheticum e
C. gasigenes nos matadouros-frigorificos.
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SUMMARY

The Brazilian bovine slaughterhouses involved in international commerce
are still having difficulties with the microbiological control of their meat. Amongst
these difficulties, the swelling of refrigerated vacuum packed beef due to
contamination with deteriorative psychrotrophic and psychrophilic clostridia, such
as Clostridium estertheticum and Clostridium gasigenes, stands out. Apart from the
economic damage, such contamination causes a strongly negative impact on the
commercial brands of these products. The objectives of this study were to evaluate
the presence of C. estertheticum and C. gasigenes in beef samples maintained at
room temperature and in chilled vacuum packed beef coming directly from the
manufacturing companies, as well as in commercially produced chilled vacuum
packed beef, and also evaluate the control of these microorganisms using
sanitizing agents. The relevance of this research is based on the lack of studies
about this subject, associated with the particularity of strict anaerobic
microorganisms that require isolation and characterization for detection, since such

methodology is very difficult to carry out. An analysis of the overall results related

XXX1



to the different techniques used in the detection and isolation of these
microorganisms, showed that although the PCR direct detection technique
presented a much higher rate of positive samples (20-26 samples) in relation to the
isolation techniques (6-11 samples), the use of both techniques could represent an
important tool in the diagnosis of microbial contamination throughout the
processing of this product. The presence of C. estertheticum and C. gasigenes
was observed in various samples, such as equipment surfaces, carcasses and
others, apart from in the final products themselves, providing evidence of a high
level of cross contamination throughout processing. In particular, the presence of
these microorganisms on equipment with a physical configuration facilitating
accumulation of dirt with a consequent difficulty for sanitation, such as electric

saws, leather removal drums and the cold chamber evaporator, stood out. The use
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of the PCR-RFLP technique allowed one to verify the existence of different
genotypes of the C. estertheticum isolates, as also to show a high level of cross
contamination by C. estertheticum and C. gasigenes of the beef exposed to
various sources of contamination, such as equipment, carcasses and various other
ambiences, during processing. The effective control of the C. estertheticum and C.
gasigenes spores by chemical agents could be observed in vitro using 100 mg/L
sodium hypochlorite for 15 minutes, and 500 mg/L peracetic acid or 200 mg/L
hydrogen peroxide for 5 minutes. The results of the present work make the variety
of sources of cross contamination to which the meat is submitted throughout
processing, evident, and the consequent need for more rigorous and effective
hygienization programs to control C. estertheticum and C. gasigenes in

slaughterhouses-refrigerated packing houses.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o pais que mais exporta carne bovina. Em dezembro de 2007,
atingiu uma fatura de US$ 3.487 bilhdes, sendo 2.532 milhdes de toneladas de
carnes exportadas (ABIEC, 2007). Apesar dos bons resultados da exportagédo, os
estabelecimentos de abate de bovinos no Brasil que realizam comércio
internacional encontram, ainda, dificuldades de adaptacao estrutural a esta grande
demanda, gerando graves problemas quanto a qualidade da carne. Dentre eles,
destaca-se a deterioracao da carne bovina resfriada embalada a vacuo.

A carne bovina resfriada é um excelente meio para o desenvolvimento de
microrganismos deteriorantes e patogénicos, por apresentar condicbes como:
elevada atividade de agua, pH favoravel ao crescimento e, ainda, elevado
percentual de proteinas, minerais e vitaminas. A deterioragdo € fortemente
determinada pelo crescimento de bactérias na superficie da carne, pois o tecido
interno do musculo é considerado estéril até o momento do corte. Os tipos de
microrganismos deteriorantes que se desenvolvem em carnes resfriadas estéo
relacionados as condicbes de processamento e estocagem. Atualmente, na
América do Norte, cerca de 85% das carnes frescas e da maioria das processadas
sdo embaladas a vacuo ou com a utilizagdo de atmosfera modificada, contendo

um ou mais gases (GILL et al., 2005).

Em 1988, em Langford, Reino Unido, uma espécie de Clostridium
psicrofilico foi isolada de carne bovina estufada embalada a vacuo, importada da
Africa do Sul (DAINTY et al., 1989); posteriormente essa espécie, foi denominada
Clostridium estertheticum (COLLINS et al.,, 1992). Outra espécie, Clostridium
gasigenes (BRODA et al., 2000) também foi isolado de carnes resfriadas
embaladas a vacuo. Esses microrganismos produzem grandes quantidades de
gases que provocam a deterioragcao “blown pack”. Esta é caracterizada por
provocar estufamento da embalagem em fungdo de uma abundante produgéo de

gas, induzindo a completa distensdo da embalagem e a produgdo de odores



atipicos (similar ao odor de queijo) do produto apds 4-6 semanas sob temperatura
de refrigeragéo.

Casos semelhantes foram relatados, na Nova Zelandia (BRODA et al., 1996
ab), com carnes de origem bovina, ovina e cervina, embaladas a vacuo,
constituindo-se este o local onde o primeiro isolamento do microrganismo foi
obtido, a partir de amostras de carne bovina importadas da Africa do Sul. A
confirmagéao foi realizada por meio da técnica PCR (Polimerase Chain Reaction),
utilizando-se como alvo uma seqiéncia da subunidade 16S do rDNA. Na Nova
Zelandia, outras andlises realizadas em carnes bovinas embaladas a vécuo,
originarias da América do Norte, também revelaram a presenca de C.
estertheticum e de C. gasigenes (BRODA et al., 2002).

Atualmente, o problema do estufamento de embalagens de carnes in natura
e cozida tem ocorrido em importacdes de diversos paises europeus, da Africa,
Estados Unidos, Canad4, Nova Zelandia e, também, no Brasil, onde tém sido
relatados casos de estufamento resultante de contaminacao por C. estertheticum
e C. gasigenes, em carnes bovinas embaladas a vacuo refrigeradas e oriundas de
frigorificos das regides Centro-oeste e Sul (RAUCKER et al., 2005; 2006; ROSA et
al., 2007).

Este problema, além dos prejuizos econdémicos, causa forte impacto
negativo as marcas comerciais dos produtos. Dessa forma, torna-se importante
que métodos eficazes de controle desses microrganismos sejam desenvolvidos,
evitando-se que a deterioracdo afete a qualidade da carne brasileira e o
consequente desequilibrio da balanca comercial.

A relevancia desta pesquisa fundamenta-se na caréncia de trabalhos sobre
o tema, associada a particularidade de microrganismos anaerobios estritos que
exigem metodologia de dificil execucdo. Embora algumas técnicas moleculares ja
sejam empregadas, ha a necessidade de estudos mais completos e definitivos a
respeito da propria metodologia, da ocorréncia, do rastreamento das fontes de

contaminagéo, do comportamento e do controle destes microrganismos.



2. OBJETIVOS

2.1 OJETIVO GERAL

Detectar, isolar, rastrear e controlar C. estertheticum e de C. gasigenes em
empresas produtoras de carne bovina resfriada embalada a vacuo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Detectar, pela técnica PCR, e isolar, pela técnica cultural, C. estertheticum
e C. gasigenes em amostras do ambiente e em carnes bovinas resfriadas
embaladas a vacuo - tipo exportagdo -, em dois matadouros-frigorificos
exportadores.

* Rastrear, pela técnica PCR-RFLP, C. estertheticum e C. gasigenes em
amostras do ambiente e em carnes bovinas resfriadas embaladas a vacuo -

tipo exportagéo -, em dois matadouros-frigorificos exportadores.

* Detectar, pela técnica PCR, e isolar, pela técnica cultural de
C. estertheticum e C. gasigenes em carne bovina resfriada embalada a

vacuo adquirida no comércio de Campinas-SP.

* Avaliar a agao esporicida de diferentes sanitizantes sobre C.estertheticum e
C. gasigenes.






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Principais microrganismos na producao de carne bovina embalada a
vacuo

Os principais deterioradores da carne sdao os Gram negativos:
Pseudomonas, Flavobacterium, Acinetobacter, Aeromonas e Moraxellla, e o0s
Gram positivos Corynebacterium, Lactobacillus, Brochothrix thermosphacta,
Micrococcus e Streptococcus (JAY, 1992). Entre as causadoras de toxinfeccoes
alimentares podem ser incluidas Salmonella sp., Clostridium botulinum, C.
perfringens, Campylobacter sp., Escherichia coli enterohemorrdgica, Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus (T SAKATE, 2005; VANDERLINDE et
al., 1998; TECNOLOGIA, 1998).

O projeto das instalagcdes deve seguir as normas preconizadas pelo Sistema
Federal de Fiscalizacdo (SIF) do Ministério da Agricultura e Reforma Agraria
(MARA) ou pelas normas estabelecidas pelas coordenadorias estaduais ou
municipais de inspecado animal. A complexidade de exigéncias € maior em nivel
federal, visto que somente um estabelecimento com SIF € habilitado para
exportacdo de produtos de origem animal. A seguir, estdo descritas as principais
areas e 0s principais microrganismos contaminantes em diferentes etapas do
abate e locais de matadouros-frigorificos de bovinos (CODEX ALIMENTARIUS,
1994).

3.1.1 Criacao

As infec¢des no animal em vida podem levar a contaminacéo dos tecidos
internos, principalmente se o agente de contaminagcdo espalha-se na corrente
sanguinea. Do mesmo modo, além das infec¢des, e determinadas situagdes de
“estresse” e de ma alimentacdo podem provocar migragdo de microrganismos
através da parede intestinal. Isto pode levar a contaminacao dos ganglios linfaticos

e das visceras por um numero reduzido de microrganismos, entre os quais



poderdo estar patdgenos, como a Salmonella e esporos de clostridios (GILL,
1996; PRENDERGAST et al. 2004).

Muitos agentes patogénicos sao transmitidos ao homem através da carne,
por exemplo: Salmonella, Yersinia, Campylobacter, Clostridium, Staphylococcus,
Listeria e Escherichia coli; todos s6 podem ser controlados com préaticas corretas
de producao na origem (SANDS, 1991; FRANSEN et al., 1996).

A pele, o trato gastrintestinal e o trato respiratério sédo os reservatérios dos
microrganismos, sendo que a pele constitui a fonte primaria de contaminacao

através do seu contato direto com as carcacas (CASTILLO, et al., 1998b).

A qualidade e a seguranca microbioldgica de produtos crus dependem do
controle desenvolvido durante a produgdo, preparacdo, armazenamento e
apresentacao para comercializacdo. Produtos de origem animal estdo sujeitos a
contaminagdo microbiana a partir de varias fontes, sendo que o préprio animal
contribui com microrganismos patogénicos ou deteriorantes (BELL, 1997). Outras
fontes de contaminacdo podem ocorrer por meio da agua, instalagées,
equipamentos e manipuladores (CASTILLO, et al., 1998ac). E necessario
conhecimento das provaveis fontes de contaminagao e dos diferentes meios de
transmissdo para que seu controle seja maximizado e 0s microrganismos sejam
excluidos sempre que possivel (BROWN et al., 1997).

Avery et al. (2004) estudaram, em matadouro-frigorifico exportador, 51
(cinquenta e uma) cepas de E. coli O1s7:H; isoladas em criacdo de gado, fezes e
carcacgas. Verificaram que a contaminagao cruzada era um grave problema, pois
através dos bovinos, microrganismos originarios do campo eram conduzidos para
dentro das instalacdes e superficies dos equipamentos da industria. Destacaram,
também, que os principais meios para o controle das contaminagbes
microbiolégicas no campo consistem na aplicacdo das boas praticas

agropecuarias.



3.1.2 Transporte do animal

O transporte dos animais vivos, da propriedade rural ao matadouro-
frigorifico, ainda que de baixo risco para a higiene da carne, exige praticas para
prevenir a transmissdo de doencgas de um animal para outro (REID et al., 2002).
Essas medidas de higiene comegam pela selecdo dos animais sadios, limpos e
com jejum hidrico alimentar. As operacbes de carga e descarga deveram ser
realizadas com cuidado para evitar “estresse” ou contusbées nos animais
(GRANDIN; 1997).

Os transportes dificeis e penosos, em circunstancias especiais, podem
ocasionar “estresse” no animal e, assim, as substancias metabdlicas que se
formam podem atravessar a barreira intestinal, prejudicando as condicbes normais
da carne. Por idéntico mecanismo, microrganismos saproéfitos e patogénicos,
presentes no intestino, ultrapassam as paredes do mesentério e atingem o sangue
e os musculos. A fadiga causada ao animal pelas condi¢cdes inadequadas de
transporte, quando enviado diretamente ao corte, produz ainda alteragdes no ciclo
do glicogénio e a consequente formacdo de &cido lactico, que interfere no
processo de maturacdo da carne (RIEDEL, 1992; BROOM & MOLENTO, 2004).
Outro dado importante consiste no tempo em que os animais permanecem em
transito ou alojados nos matadouros-frigorificos; por exemplo, a prevaléncia de
infeccbes por Salmonella aumenta quando o transporte e a permanéncia em
currais de matadouros-frigorificos ocorrem durante periodos prolongados (SMALL
et al., 2002).

Os veiculos destinados ao transporte de animais devem ser constituidos
para reduzir ao minimo a contaminagdo cruzada, sendo que os matadouros
devem dispor de meios que permitam assegurar sua limpeza e desinfecgcéao
(ROCA & SERRANO, 1994; 1995).

Um amplo estudo avaliou os fatores de risco associados a contaminagéao da
pele e das carcagas de bovinos provenientes de confinamento e de pastagem,

durante o transporte para o abate. Da totalidade de 1050 (mil e cinqlenta)



amostras do reto, pele e ambiente (antes e apds o transporte) e da carcaca (apos
o abate), foram obtidas 281 (duzentos e oitenta e uma) amostras positivas para
Salmonella. Para bovinos em confinamento, Salmonella foi isolada de 19% das
carcagas; sendo 4% das amostras do reto, 37,5% da pele e 47,4% do ambiente.
Para bovinos em pastagens, Salmonella foi isolada de 54,2% das carcagas; sendo
10,9% das amostras do reto, 37,5% da pele e 50% do ambiente. Os bovinos em
pastagens obtiveram amostras com uma percentagem maior de isolamento de
Salmonella em comparagao aos bovinos em confinamento, com excecao da pele,

que apresentou percentagem equivalente (BEACH et al., 2002ab).

3.1.3 Abate

Os métodos usualmente empregados no abate de animais podem favorecer a
inoculagdo de microrganismos nos tecidos; porém, o uso de praticas higiénicas
(higienizacao de facas entre um abate e outro), pode evitar esse risco (ROCA et
al., 2002).

A contaminacdo da carne, durante o abate, podera ocorrer no ato da
introducdo do instrumento perfurante no corpo do animal e na consequente
sangria, operacao importante por seu aspecto higiénico-sanitario e comercial,
devendo ocorrer imediatamente apds o0 processo de insensibilizagdo. A sangria
devera ser executada em animais suspensos por dispositivos aéreos, de modo a
evitar contato com microrganismos do solo. O sangue deve ser removido
completamente o mais rapido possivel, pois se trata de excelente meio de cultura,
oferecendo condicbes favoraveis ao crescimento, a multiplicacdo de
microrganismos (principalmente os responsaveis por processos de deterioracéo) e
a sua distribuicao pela carcaca (LAMBERT et al., 1991; JONES et al., 2004).

A sangria aumenta a capacidade de trabalho do coracdo e torna mais
intensa a circulacao, resultando em fibrilagdo ventricular e parada cardiaca. Com
isso, microrganismos presentes na regiao do local da sangria e no tubo digestivo

do animal s&o transportados por todo o corpo. E também possivel que, durante a



agonia, ocorra contaminacdo da carne devido a maior saida de liquido das
membranas e dos capilares, pois esses ficam com a permeabilidade aumentada,
favorecendo a passagem dos microrganismos para os tecidos. Os principais
microrganismos intestinais que podem atingir os musculos, através do sangue,
sdo: Clostridium perfringens, Salmonella sp, Streptococcus bovi, Enterococcus
faecium e Streptococcus durans (GILL et. al, 1998).

Hakkinen et al. (2007) investigaram a prevaléncia de Campylobacter spp.
em gado finlandés no momento do abate e a contaminagdo da carcaga apés o
abate. Durante todo o ano de 2003, foram examinadas amostras fecais (n = 952) e
superficies de carcacas (n = 948) de 12 (doze) de 15 (quinze) matadouros-
frigorificos finlandeses. No total, Campylobacter sp. foram detectados em 31,1%
das amostras fecais e em 3,5% das carcagas. Campylobacter jejuni foi isolado de
19,5%, Campylobacter coli de 2,2% e Campylobacter hyointestinalis de 10,8% das
amostras fecais.

A incidéncia de quatro bactérias patogénicas foi investigada em gado
bovino de corte, no momento do abate, na Irlanda do Norte. Fezes foram
coletadas post mortem do gado de corte (n = 220) em sete matadouros-frigorificos.
Campylobacter spp. foram encontrados em 52 (cinquenta e duas) amostras
(24,8%), L. monocytogenes em 10 (4,8%), E. coli O157: H7 em 02 (0,9%),
enquanto Salmonella spp. foram isoladas a partir de 06 (seis) de 200 (duzentas)
amostras (3,0%). Campylobacter spp. foram mais freqlientemente isoladas,

apesar de serem relativamente raras na carne (MADDEN, 2007).

3.1.4 Esfola

A esfola € uma etapa de alto risco de contaminagdo devido a elevada
presenca microbiana na superficie da pele, que pode incluir diversos

microrganismos tanto patogénicos como deteriorantes (BACON et al., 2000).

A pele é a maior fonte de contaminagéao das carcacas (SHERIDAN 1998), e

a presenca de fezes na pele € importante fonte de patégenos em carcacas



(ROBERTS, 1992; EUSTACE et al., 2007). A populagdo de microrganismos
localizada na pele é composta de uma flora residente representada pelos géneros
Micrococcus, Staphylococcus, Salmonella, L. monocytogenes e por leveduras
provindas do ambiente (solo, pasto, fezes), ressaltando-se que, em épocas frias,
0s microrganismos psicrotroficos encontram-se em maior propor¢ao (ICMSF,
1997; VAN DONKERSGOED et a., 1997).

A pele apresenta contagens (logio UFC/cm?) de 5,0 a 9,0 de aerdbios
mesofilos, 3,0 a 6,0 de Enterobacteriaceae, 1,0 a 5,0 de E. coli, 5,0 a 6,0 de
esporos de bacilos, 1,0 a 3,0 de fungos e 6,6 de Salmonella dublin. A populagéao
microbiana da pele dos animais, no momento do abate, depende de uma série de
fatores, tais como: local de producdo, método de transporte e condicbes do
estabulo no matadouro-frigorifico (NORTJE, 1990; ROCA e SERRANO, 1994).

A contaminagdo dos animais, em épocas de chuvas, € diferente da que
ocorre em periodos de secas. Newton et al. (1978) observaram, na Nova Zelandia,
onde as menores temperaturas coincidiam com o maior indice pluviométrico, uma
correlagdo positiva da contagem de psicrotréficos com as chuvas e uma negativa
com a temperatura. Assim, a contagem total e a contagem de psicrotréficos da
pele foi maior no inverno (4,6 e 2,5 log UFC/cm?, respectivamente) e menor no
verdo (3,8 e <1,0 log UFC/cm?). Segundo os mesmos autores, a ocorréncia de

Brochothrix thermosphacta foi maior no outono e menor no verao.

Ridell e Korkeala (1993) relataram que a presenca de material fecal sobre a
pele do animal vivo € uma importante indicacdo dos niveis de contaminacao de
carcagas, permitindo que E. coli O157:H7 e outros microrganismos entéricos
passem das fezes para a pele, podendo ser transferidos para a carcaga durante o
abate.

Reid et al. (2002) determinaram a presenca de patdgenos entéricos em 90
(noventa) amostras de pele bovina, através da técnica de esponja. E. coli 01s7:H
foi encontrada nas regides da alcatra e do peito, respectivamente, em 3,3% e
22,2% das amostras; Salmonella spp. foi detectada nas regides da alcatra e do
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peito, respectivamente, em 2,2%, e 10,0% das amostras. A contaminagéo da pele
de bovinos por material fecal leva a contaminacdo de carcagas por patdogenos
entéricos durante o processo de esfola.

3.1.5 Evisceracao

O trato intestinal é a segunda maior fonte de patégenos e deteriorantes
durante o processo de abate. Assim, a evisceracado deve ser cuidadosa, com 0
objetivo de minimizar a contaminagcdo da carcaca, evitando-se perfuragdes no
trato gastrintestinal (GILL, 1994; BELL, 1997).

No momento do abate, o rumen pode conter (log UFC/g) 6,0 a 8,0 de
aerobios mesofilos; 2,0 a 5,0 de psicrotréficos; 3,0 a 7,0 de E. coli e
Enterobacteriaceae e 3,0 de Salmonella. As fezes podem conter (log UFC/g) 7,0 a
9,0 de aerbbios; 2,0 a 5,0 de psicrotréficos; 6,0 a 9,0 de E.coli e
Enterobacteriaceae; em torno de 6,0 de C. perfringens e 4,0 a 5,0 de Salmonella
(ROCA & SERRANO, 1995).

Bailey et al. (2003) realizaram um estudo em fezes de 475 (quatrocentos e
setenta e cinco) bovinos e ovinos e encontraram espécies de Campylobacter
(C. jejuni e C. coli); sendo isolados 6% para gado leiteiro, 24% para gado de corte
confinado, 58% para bovinos de pasto e 22% para carneiros e ovinos. Listeria
ivanovii foi isolada a partir de uma vaca leiteira.

3.1.6 Lavagem

A etapa de lavagem pode disseminar a contaminacao e contribuir para a
formacgéo de aerossois, sendo comum o uso de substancias bactericidas. Segundo
JERICHO et al. (1993), é muito pequena a eficiéncia da lavagem das carcacgas;
nao significando, portanto, um maior periodo seguro de estocagem. Além disso, a

lavagem excessiva das carcagas podera resultar em excesso de umidade,
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dificultando a sua desidratacao superficial durante a estocagem e aumentando os
riscos de deterioracao pela microbiota remanescente.

Varios métodos para melhorar a eficiéncia antibacteriana da lavagem foram
sugeridos; inclusive, uso de agua quente, nebulizacbes de cloro, acido acético e
acido lactico. Dorsa et al. (1998) verificaram, durante 21 dias, o efeito de 2% (v/v)
em acido lactico, 2% (v/v) em acido acético, 12% (p/v) em fosfato trissddico, em
agua a 72°C e em agua a 32°C na lavagem de cortes bovinos embalados a vacuo.
Os cortes foram inoculados com (< 2 log UFC/qg) de Listeria innocua, Salmonella
typhimurium, E. coli O1s7:H; e Clostridium sporogenes. Em geral, o crescimento
das quatro bactérias foi suprimido ou ndo observado nos tratamentos com &cido
lactico ou acido acético. A agua quente proporcionou pouco crescimento durante o

armazenamento subsequente.

Vasconcelos et al. (2002) concluiram que o tratamento da carcaga ovina
com acido acético a 1%, seguido de embalagem a vacuo, de maturacao da carne
por 48 dias e de temperatura de armazenamento de 1°C, ndo afetou o pH e inibiu
o crescimento de bactérias mesdfilas, bolores e leveduras por duas semanas e o
de bactérias de grupo coliformes por seis semanas.

Silva (1999) verificou que o tratamento com solugdes de acidos organicos
reduziu em, aproximadamente, dois ciclos logaritmicos a contagem total de
bactérias psicrotréficas na superficie de carcacas de animais recém abatidos e
armazenados a 7+2°C, mantendo-se essa redugao durante 15 dias de estocagem.

3.1.7 Resfriamento

Ap6s a lavagem as carcagas, sao conduzidas para a camara fria. Os
operadores, usualmente, empurram-nas manualmente, gerando contaminacdes
adicionais sobre elas, devido ao contato manual e através das superficies de
outras carcagas (YALCIN et al., 2001).
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No transcorrer do processo de resfriamento da carcaca, podem ocorrer
variagbes nas espécies microbianas contaminantes. Inicialmente, ha
predominancia de bactérias mesoéfilas e, durante o armazenamento sob
refrigeragcéo, ha inversao para psicrotroficas.

A carga microbiana da superficie de carcagcas aumenta em funcao do
tempo. Assim, informagdes para se manter a qualidade a uma dada temperatura
podem ser obtidas através de medidas de contagens de bactérias nas superficies
(NISKANEN e POHJA, 1977). Microrganismos sao introduzidos no interior das
carnes como resultado da transferéncia de bactérias da superficie das carcacgas. A
microbiota inicial é diversa no momento do abate; entretanto, a refrigeracao
seleciona grupos limitados de espécies aerdbias psicrotroficas, particularmente:
Pseudomonas, Moraxella e Acinetobacter \WHYTE et al., 2004; NACMCF, 1993).

Embora o desenvolvimento microbiano, de um modo geral, torne-se
progressivamente mais lento a medida que a temperatura diminui, a sensibilidade
a temperatura de alguns tipos de microrganismos varia consideravelmente (BUYS
et al., 2000). E. coli multiplica-se lentamente abaixo dos 14°C, mais rapidamente
entre os 30 e 44°C. Contudo, no caso das Pseudomonas sp., ndo ocorre
crescimento acima dos 32°C, apresentando limites ideais de temperatura entre os
25 e 30°C e desenvolvimento possivel abaixo do ponto de congelamento (GILL,
1996; DOYLE, 2002).

O grupo mais importante para a carne refrigerada é o dos microrganismos,
com um limite de crescimento que se estende até o ponto de congelacao e, por
vezes, até mesmo abaixo dele. Dentre eles destacam-se: Staphylococcus aureus,
Salmonella spp., Bacillus cereus, Aeromonas spp., Clostridium botulinum E, B, F,
Yersinia enterocolitica, L. monocytogenes; Micrococci Lactobacilli, Leuconostoc
sp., B. thermospacta, Enterobacter sp., Hafnia sp., Klebsiella sp., Enterococcus,
Penicillium, Pseudomonas  sp., Acinetobacter  sp., Flavobacterium
sp.,Psychrobacter sp, Alcaligenes sp., Botyris sp., Cladosporium sp., Sporotrichum
sp., Penicillium sp. e Fusarium (AHMED et al., 2002; DESMARCHELIER et al.,
1999; INSAUST et al., 2001; LEE, 2001; SKANDAMIS, 2002).
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3.1.8 Corte e desossa

Superficies e equipamentos inadequadamente limpos, usados no corte e na
desossa, podem representar fonte de microrganismos deteriorantes psicrotroéficos.
O processo favorece a disseminagao e a multiplicacdo microbiana. Isto € crucial
para a vida de prateleira da carne. Projeto, manutencédo e higiene da instalacao,
utensilios e equipamentos sao importantes. A temperatura da sala de corte deve
ser mantida a 10°C ou menos. Deve ser evitado o uso de panos de esfregar,
tabuas de corte em madeira e correias transportadoras absorventes (MANTIS et
al., 2007).

Brightwell et al. (2006) analisaram uma comunidade bacteriana numa
correia transportadora Intralox™ presente no interior de uma sala de desossa.
Foram detectadas bactérias como: Serratia sp., Alcaligenes sp., Microbacterium
sp. e Pseudomonas spp.

Nell et al. (2004) verificaram a contaminacao por B. cereus., S. aureus.,
Pseudomonas sp., L. monocytogenes, E. coli e Salmonella spp. em carnes de uma
sala de desossa do matadouro-frigorifico. A média para a contagem de B. cereus
foi de 8,32 x 10° UFC/g; para o S. aureus e o Pseudomonas sp. foi de 1,72 x 10° e
1,7 x 10° UFC/g, respectivamente; e para a E. coli foi de 3,4 x 10° UFC/g.
Sessenta por cento das amostras foram positivas para Salmonella sp., enquanto
que cinquenta e dois por cento das amostras testadas foram positivas para L.
monocytogenes.

3.2 Microbiota da carne bovina embalada a vacuo

A vida util de carne bovina in natura esta diretamente relacionada a sua
qualidade inicial, com a eficiéncia do sistema de embalagem e com a adequagao
da cadeia frigorifica nas etapas de comercializacdo. A extensdo da vida util dos
produtos carneos se observa através de propriedades de cor, estabilidade
oxidativa e crescimento microbiano; sendo, também, influenciada pelas condi¢coes
do meio ambiente em que sao estocados (LEISNER, et al., 1995; KENNEDY et al.,
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2004). Quanto mais adequados forem estes fatores, melhor sera a qualidade do
produto que chegara a mesa dos consumidores (NISHI, 2006).

A temperatura € um dos mais importantes fatores que influenciam o
crescimento microbiano na carne, pois a taxa de desenvolvimento e a fase lag séo
altamente dependentes desse fator (WIJTZES et al., 1995: DEVLIEGHERE et al.,
1998). A proporcdo de bactérias presentes na superficie da carcaca também
depende do oxigénio disponivel e da atividade de agua, os quais determinam,
além da quantidade, o tipo de microrganismo que cresce na carne (LABADIE,
1999; LEITAO, 1995 e 2003).

O ponto a partir do qual a deterioragdo microbiana torna-se evidente
depende da natureza do substrato e do tipo de organismo presente. O
crescimento de microrganismos aerdbios € prevenido através dos seguintes
procedimentos: embalagem a vacuo, remocado do oxigénio e producdo do gés
carbonico (JEREMIAH, 2001a). Contudo, a deterioragdo, eventualmente,
desenvolve-se como consequéncia do crescimento de microrganismos capazes de
tolerar condi¢des anaerébias. (JEREMIAH, 2001b).

Na carne embalada a vacuo, a microbiota presente é selecionada conforme
as condi¢cbes ambientais expostas (temperatura, umidade relativa, pressao parcial
de oxigénio e diéxido de carbono), sendo que microrganismos anaerobios estritos
e facultativos adquirem alto potencial de crescimento nestas condigdes. A
competicao entre a microbiota inerente ao produto atua favorecendo ou inibindo
certas espécies de microrganismos (KORKEALA & BJORKROTH, 1997; DYKES,
et al., 2001).

Na microbiota na carne bovina embalada a vacuo podemos encontrar
diversos microrganismos entre 0s quais estdo Brochothrix thermosphacta,
Carnobacterium divergens, Carnobacterium piscicola, Lactobacillus algidus,
Lactobacillus sp., Lactococcus piscium, Leuconostoc gelidum, Acinetobacter,
Aeromonas, Bacillus, Corynebacterium, Enterobacteriaceae, Pseudomonas,
Psychrobacterem (SAKALA et al. 2002) e L. acidophilus , L. plantarum e L.
fermentum (OLIVEIRA et al. 2008)
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A microbiota normalmente encontrada na carne em condi¢cdes aerbbias é
formada por Pseudomonas (GILL & NEWTON, 1978). Em um ambiente aerébio, a
degradacao microbiana de carne bovina resfriada produz uma gradual elevacao
no pH devido a liberacao de aménia apds um ataque microbiano aos aminoacidos.
A deterioracao aerdbia torna-se evidente quando as bactérias ainda estdo na fase
logaritmica de crescimento, ou seja, antes que haja qualquer degradacdo de

moléculas complexas presentes na carne (JONES, 2004).

Em condicbes de anaerobiose, cepas anaerobias ou anaerdbias
facultativas, tais como Lactobacillus, B. thermosphacta e Enterobacteriaceae,
constituem a microbiota dominante. Entretanto, em muitos casos, bactérias
lacticas tornam-se dominantes em embalagens a vacuo de carne bovina sob
refrigeracdo (CAYRE et al., 2005).

Varias bactérias anaerébias facultativas indesejaveis podem crescer e
causar deterioracdo da carne fresca refrigerada embalada a vacuo. Isto pode ser
causado pela bactéria Brochothrix thermosphacta, microrganismo anaerébio
facultativo, ndo esporogénico, responsavel por alteracées na carne, tais como:
presenca de limosidade, odor putrido, descoloracao de pigmento, ocorréncia ou
nao de estufamento (PIN et al., 2002).

Em temperaturas acima de 6<C, as bactérias da famil ia Enterobacteriaceae
podem ser um problema, visto que descarboxilam aminoacidos, produzindo
aminas organicas, as quais tém odores e sabores putridos. Shewanella
putrefaciens, que preferencialmente utiliza cisteina para produzir sulfeto de
hidrogénio e sulfetos organicos, pode crescer sob estas condigdes e contribuir
para a deterioracdo. Os sulfetos produzidos causam odores muitos desagradaveis
e podem também reagir com a mioglobina e produzir coloragdo verde na carne.
Aeromonas spp., que sao anaerbbias facultativas, podem produzir H>S e tém sido
responsabilizadas pela deterioracdo de carne suina de elevado pH embalada a
vacuo e armazenada a -1,5C (SAKALA et al., 2002; HOLLEY et al., 2004).
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Em geral, a deterioracdo da carne resfriada acondicionada a vacuo pode
ser relacionada a elevacdo da temperatura durante o armazenamento, podendo
ou nao ser observado estufamento da embalagem. Espécies da familia
Enterobacteriaceae, como Serratia liquefaciens, Enterobacter aerogenes e Hafnia
alvei, tém sido, em numeros significativos, isoladas de carnes embaladas a vacuo
com estufamento, apos ter sido constatado o abuso da temperatura de estocagem
(NISSEN et al., 1996; SERDENGECTI et al., 2006).

A ocorréncia de estufamento em carnes embaladas a vacuo, sem a
constatacdo do aumento da temperatura de condicionamento, pode estar
associada a presenca de Clostridium sp. psicrotréficos e psicrofilos (DAINTY et
al.,1989). Os microrganismos psicréfilos tém temperatura de multiplicacao entre
0C e 20C, com um étimo entre 10C e 15C; ja os p sicrotroficos tém a
capacidade de se desenvolver entre 0C e 7C(FRANCO & LANDGRAF, 2001).
Dentre as espécies constituintes deste grupo de microrganismo, destacam-se: C.
estertheticum (COLLINS et al., 1992), C. gasigenes, C. laramie (KALCHAYANAD,
1993) e C. algidicarnis (LAWSON et al., 1994).

A maioria dos patégenos psicrotréficos associados a carne (L.
monocytogenes, Aeromonas hydrophila e Yersinia enterocolitica) sao inibidos pelo
CO2 no pH normal de carne fresca (GILL, 2005). Em valores mais altos de pH, tais
como em tecido muscular DFD (Dark, Firm and Dry), algum crescimento de
patégenos psicrotréficos pode ocorrer, a nao ser que seja usada atmosfera
controlada com CO, em alta concentragéo.

Um perigo que esta associado as carnes sob atmosfera modificada é em
relagdo a producao de toxina pelos C. botulinum tipo E, F e B ndo-proteolitico, que
podem crescer a 3C (RAVEENDRAN et al., 1993; CHURC H e PARSONS, 1995).

Plaatjies et al. (2004) observaram que todas as amostras de carnes bovinas
embaladas a vacuo, coletadas na sala de desossa de um matadouro-frigorifico,
armazenadas a temperatura de 18C apresentavam sinais precoces (48 horas) de
proliferacdo  microbiana. Foram identificadas  Staphylococcus  aureus,
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S. epidermidis; S. hominis; S. lugdunensis; S. intermedius e S. xylosus, espécies
estas normalmente associadas a pele humana e ao ambiente oral, bem como S.
cohnii associada as infecgbes urindrias. Os resultados indicaram a falta de higiene
dos manipuladores do matadouro-frigorifico.

Nissen et al. (1996) pesquisaram o comportamento da microbiota de carnes
embaladas a vacuo, sob diferentes condi¢gdes de atmosfera (O,, CO. e Ny) e
temperatura (-1, -2, 2 e 6C) e observaram a inibi¢ &0 do crescimento bacteriano,
especialmente de Pseudomonas e de Brochothrix thermosphacta, tanto a elevada

concentracdo de CO», como a baixa temperatura de armazenamento.

3.3 Clostridium estertheticum e Clostridium gasigenes

3.3.1 Caracterizacao de C. estertheticum e C.gasigenes

Os clostridios psicrofilicos e psicrotréficos, Clostridium estertheticum e
Clostridium gasigenes tém sido identificados como agentes causadores de
deterioracao “blown-pack” em carne resfriada embalada a vacuo durante
estocagem a temperaturas de —1,5 a 2°C (DAINTY et al., 1989, BRODA et al.,
2000).

Clostridium estertheticum é caracterizado como um microrganismo
anaerdbio, gram-positivo, formador de esporos, psicrofilico e isolado de carne
embalada a véacuo refrigerada (COLLINS et al., 1992). As suas células possuem o
formato de bacilos e ocorrem isoladamente, em pares ou em pequenas cadeias
(Figuras 1 e 2). Sao mébveis e apresentam flagelos peritriqueos. Os endosporos
sdo elipscoidais e localizados, geralmente, na posi¢cdo subterminal; porém,
algumas vezes podem estar na posicdo central ou terminal, sendo que os
esporangios sao ligeiramente estumecidos. As colénias em agar sangue possuem
1-2 mm de didmetro, sdo redondas, lisas, ligeiramente elevadas; sua coloragao
varia de creme-branco para acinzentado e de semi-transparente para opaco. O pH

para o desenvolvimento 6timo € em torno de 6,5.
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Esta espécie é capaz de utilizar os seguintes carboidratos: arabinose,
celobiose, frutose, galactose, glicose, inositol, inulina, maltose, manitol, manose,
melobiose, rafinose, raminose, sorbitol, amido, sacarose e xilose. Os produtos da
fermentacdo sdo: butarato, acetato, lactato, formatato, 1-butanol, etanol,
hidrogénio e di6xido de carbono. A maioria dos acidos graxos produzidos sao
C14:0, C16:1 € C16:1. O contetdo G + C ( guanina e citosina) do DNA, de cada célula,
é de 32.4-33.9 mol% (HPLC). O C. estertheticum pode ser classificado em duas
subespécies: C. estertheticum subsp. laramiense e C. estertheticum subsp.
estertheticum (SPRING et al., 2003).

A descricao original de Clostridium estertheticum subsp. laramiense foi
realizada por Kalchayanand et al. (1993). Sua morfologia consiste em bacilos,
ocorrendo isoladamente ou em pequenas cadeias. Os esporos sdao ovais e
terminais (Figura 1). As coldénias em agar sangue sao lisas, convexas, de cor
creme-branco para acinzentadas. Crescem em pH 4.5 a 7.5, sendo que o 6timo
constitui-se em torno de 6.5. A temperatura de crescimento € de -3 a 21<C, com
6timo em 15°C. Sao capazes de fermentar carboidratos, tais como: glicose,
frutose, galactose, maltose, melobiose, raminose, rafinose, manitol, inositol e
gluconato. Entretanto, ndo fermentam lactose, celobiose, arabinose, ribose, trilose,
xilose e inulina. Ao contrario da descri¢ao original, Spring et al. (2003) verificaram
que o C. estertheticum subsp. laramiense € capaz de fermentar arabinose,
celobiose e xilose, distinguindo-se da subespécie C. estertheticum subsp.
estertheticum pelas seguintes caracteristicas: sao B-hemoliticas, a temperatura
6tima de crescimento € de 15°C, com limite maximo de 21°C, o pH para
crescimento € de 4,5 a 7,5 com 6timo a 6,5, o glicogénio é utilizado em caldo
PYG, a fermentagdo ndo gasosa tem como produtos finais o butirato, 1-butanol e
lactato, sendo que o conteudo de G+C de cada cepa € de 32,4 mol% (HPLC).
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Figura 1. Fotomicrografia de contraste de fases de células vegetativas (esquerda)
e esporos (direita) de Clostridium estertheticum subsp. laramiense
Fonte: SPRING et al., 2003.

Em relacdo ao C. estertheticum subsp. estertheticum (Figura 2), tem-se
que as principais caracteristicas que o tornam distinto de C. estertheticum subsp.
laramiense sao: auséncia de hemolise; temperatura 6tima de crescimento de
6-8°C, com limite maximo de 13°C; o intervalo de pH para desenvolvimento é de
5,5 -7,8 (6timo 6,5-7,2); o glicogénio nao pode ser utilizado; em caldo PYG, a
mais abundante fermentagdo ndo gasosa tem como produtos finais acidos graxos
volateis, sendo que o conteudo de G+C de cada cepa é 33,9 mol% (HPLC)
(SPRING et al., 2003).

Figura 2. Fotomicrografia de contraste de fases de células vegetativas (esquerda)
e esporos (direita) de Clostridium estertheticum subsp. estertheticum
Fonte: SPRING et al., 2003.
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Clostridium gasigenes € um microrganismo psicrotrofico isolado de carne
embalada a vacuo que cresce na faixa de —1,5 a 26<C (6timo: 20-22<C) ( Figura 3).
As colénias em agar sangue possuem 0.7-3.0 mm de didmetro e sado circulares,
brancas para cinzas, convexas, brilhantes e B-hemoliticas, méveis, produzindo
esporos elipticos subterminais durante a fase estacionaria (Figura 3). A faixa de
pH fica entre 5.4-8.9, com 6étimo de crescimento entre 6,2 e 8,6, hidrolisam
gelatina e amido, fermentam celobiose, frutose, glicose, inositol, maltose, manose,
salicina e trelose. Os produtos formados na fermentagcdo em caldo PYGS séo:
etanol, acetato, butirato, lactato, butanol, diéxido de carbono e hidrogénio. O
conteudo de G+C de cada cepa é de 28.3-29.4 mol% (HPLC) (BRODA et al.,
2000).

Pode-se observar, nas Tabelas 1 e 2, a comparagdo entre algumas
caracteristicas bioquimicas e os fatores intrinsecos e extrinsecos do C.
estertheticum subsp. estertheticum, C. estertheticum subsp. Laramiense e dos C.
botulinium B, E, F.

Tabela 1. Principais fatores intrinsecos e extrinsecos que afetam o
desenvolvimento de C. estertheticum e C. gasigenes

Caracteristicas C.estertheticum C.estertheticum C. gasigenes
subsp. estertheticum  subsp. laramiense

pH:

minimo 5,5 4,5 4,5
6timo 6,5-7,2 6,5 5,4-8,6
maximo 7,8 7,5 8,9

Temperatura (2C)

minima -3 -3 -1,5
6tima 6—8 15 20-22
maxima 13 21 26
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Figura 3. Fotomicrografia de contraste de fases de células vegetativas (a) e
esporos (b) de C. gasigenes
Fonte: SPRING et al., 2003.
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Tabela 2. Algumas caracteristicas bioquimicas de clostridios psicrofilicos e
psicrotréficos

Caracteristicas

C. estertheticum

subsp. estertheticum

C. estertheticum subsp.
laramiense

C. gasigenes

C. botulinium
tipos E,Be F
nao proteoliticos

Hidrdlise de gelatina

Fermentacao de:

e Arabinose

* Glicose
 Manose
» Frutose

» Sacarose
» Lactose

» Melobiose
e Xilose

+ Galactose

* Inositol
* Maltose
e Manitol
* Manose

 Raminose

«  Sorbitol
 Xilose
 Trelose

Producao de:
«  Acido acético
«  Acido butirico
«  Acido férmico

« Acido latico

+ Etanol
e Butanol
B-hemolitico

+

+

Adaptado de SPRING et al. (2003)
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3.3.2 Deterioracao “blown- pack”

A deterioracao “blown-pack” é caracterizada por provocar estufamento em
embalagens de carnes refrigeradas embaladas a vacuo, pela abundante producao
de gas, induzindo completa distensdo da embalagem durante o processo de
estocagem sob refrigeracao. Ao abrir-se a embalagem, um odor atipico do produto
(similar ao odor de queijo) € liberado. O gas presente na embalagem € composto
por dioxido de enxofre e hidrogénio, além de varios compostos butiricos do
metabolismo fermentativo (JONES & WOODS, 1986; BRODA et al., 1997).

Em 1989, Dainty et al. realizaram um estudo com carnes embaladas a
vacuo, sob refrigeracdo, que apresentavam deterioracdo e embalagens
distendidas. A andlise da composicdo gasosa no headspace das embalagens
deterioradas acusou a presenga, em maior concentracao, dos gases hidrogénio e
diéxido de carbono. Outros componentes também foram detectados, como:
metametiol, sulfeto dimetil, trimetil e trissulfeto, metiltioacetato, 1-butanol, &cidos
butandico e acético e éster 1 buitil.

Os grandes causadores da deterioracdo “blown-pack” sdo os clostridios,
especialmente os C. estertheticum e C.gasigenes, que vém ocasionando graves
problemas na qualidade de carne in natura (tipo exportacao) e, também, de carne
cozida, em diversos paises europeus, Africa, Estados Unidos, Canada, Nova
Zelandia e, inclusive, no Brasil. Na Figura 4 esta representada uma foto de
deterioracao “blown-pack” em carne bovina embalada a vacuo, onde foi detectado
C. estertheticum.

Na Nova Zelandia, recentes investigacdes de deterioracao “blown-pack” em
carnes a vacuo refrigeradas tém encontrado, na microbiota, nimero moderado a
elevado de Enterobacteriaceae; porém, ndo tém encontrado clostridios, como
C. estertheticum e C. gasigenes, que sado normalmente associados ao
estufamento das embalagens.
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Brightwell et al. (2007) mostraram que Enterobacteriaceae psicotolerantes
em carne de cordeiro em condigdes anaerobias produzem gas, podendo causar
“blown-pack” em carnes refrigeradas embaladas a vacuo a 4°C durante 21 dias.
Uma significativa producdo de gés foi observada com a maioria das linhagens de
Enterobacteriaceae psicotolerantes, incluindo espécies de Enterobacter, Serratia,
Hafnia e Rahnella. No entanto, ndo houve a producdo de gas em carnes

inoculadas com espécies de Ewingella americana ou de Yersinia enterocolitica.

Figura 4. Carne bovina embalada a vacuo com deterioracdo “Blown—pack”,
ocasionada por C. estertheticum
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3.3.3 Isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes

O reconhecimento de clostridios psicrotolerantes como causadores de
deterioracao no interior de tecidos musculares e na superficie de equipamentos e
de utensilios tem sido insuficiente. Dentre diversos fatores, destaca-se a
dificuldade no isolamento de cepas a partir de amostras contaminadas, em
numero que indique proliferacdo e metabolismo ativo. Além disso, em meios
convencionais de subcultura podem ocorrer baixa recuperagdo ou completa
inibicao de clostridios psicrotréficos e psicrofilicos (KALCHAYANAND et al., 1993;
BRODA et al., 1996b).

A grande diversidade de espécies existentes de clostridios psicrofilicos e
psicrotréficos relacionados a deterioragéo de carne resfriada e embalada a vacuo,
assim como a escassez de estudos sobre essa problematica, acabam tornando-se
fatores que dificultam a assimilacdo do melhor meio ou tecnologia de identificagcéo,

isolamento e quantificagdo desses microrganismos.

Broda et al. (1996a) obtiveram isolamento de Clostridium sp.
psicrotolerantes de carne de carneiro embalada a vacuo através da metodologia
de enumeracdo de microrganismos formadores de esporos em meio SPF
(Tryptone Sulfite Polymyxin Agar) incubados a 15°C por trés semanas com
aplicacao de choque térmico nas dilui¢des.

Broda et al. (1996 b) obtiveram isolamento de clostridios causadores da
deterioracao "blown-pack” em carnes bovina e ovina embalados a vacuo sob
refrigeracdo através de duas metodologias na primeira, diluiram o exsudado em
agua salina pré-reduzida; posteriormente, plaguearam em agar RCM (Reinforced
Clostridial Medium ) pré-reduzido e incubaram por trés semanas a 15°C. Na
segunda metodologia, realizaram um pré-enriquecimento em caldo RCM por cinco
dias a 15°C e, posteriormente, plaguearam em agar RCM pré-reduzido e
incubaram por trés semanas a 15°C.

Em 1998, Broda et al. verificaram que, para os clostridios com crescimento
otimo entre 15 e 20°C, o melhor meio nao seletivo era PYGS (peptone, yeast,
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glucose, starch) e agar com lisozima e que o desenvolvimento dos esporos - apos
tratamento térmico (80° por 10 minutos) — teve como melhor meio o tratamento
com tioglicolato (10 minutos a 45°C) seguido por plagueamento em meio contendo
lisozima ou gema de ovo. Para o crescimento dos clostridios com 6timo entre 25 e
30°C, o melhor meio seletivo era o agar Shaidi Ferguson Perfringens (SFP) e o
desenvolvimento dos esporos foi melhor em agar amido glicose, sem adicédo de
lisozima. Em outro trabalho Broda et al (1998) observaram que, para 0s esporos
com alta resisténcia térmica, o tratamento de 60 minutos com etanol foi 0 maximo
suportado por este tipo de esporos, enquanto que o melhor método de

recuperagao foi o tratamento a 80°C por 10 minutos.

Posteriormente os mesmos autores (BRODA et al. 2003) obtiveram o
isolamento de C. estertheticum e de C. gasigenes em amostras de piso,
superficies de equipamentos, couro e fezes provenientes de diferentes
matadouros-frigorificos, utilizando, como metodologia, a inoculagdo da amostra
em caldo PYGS pré-reduzido a 4°C, por trés semanas, em anaerobiose. Apos, 0
caldo enriquecido foi estriado em CBA, com sangue e incubado em anaerobiose

por mais trés semanas a 10°C.

3.3.4 Métodos moleculares para identificacao e caracterizacao de
C. estertheticum e C. gasigenes

A aplicacdo de técnicas moleculares tem se mostrado uma alternativa
rapida e especifica para deteccao de C. estertheticum e de C. gasigenes, sem a
necessidade de métodos convencionais de isolamento. Neste sentido, técnicas
como PCR (Polymerase chain reaction) e RFLP (Restriction fragment length
polymorphism) tém se apresentado como importantes ferramentas na identificagao
desses microrganismos (BRODA et al., 2003).

Em 1999, Helps et al. verificaram métodos de PCR para detectar
C. estherteticum em matadouros-frigorificos, com o objetivo de usa-los como

medida de controle de contaminacdo dos mesmos. O melhor resultado obtido foi
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utilizando os primers revised forward e revised reverse com uma temperatura de

anelamento de 60°C, produzindo um produto de 641 pb.

Broda et al. (2000 b) aplicaram a técnica RFLP, de andlise gendmica de
DNA (DNA-RFLP) e de reagdo em cadeia da polimerase com amplificagdo do
gene 16S rDNA (PCR-RFLP), para diferenciacao entre cepas (de referéncia e
isoladas de carne) de clostridios psicrofilicos e psicrotréficos. A partir de 22 cepas
de carne, foi possivel a producdo de 8 gendétipos distintos. Através do RFLP,
observou-se que 15, das cepas isoladas da carne, foram similares a 1 ou 2 das
sete cepas de referéncia usadas. Assim a analise de RFLP permitiu a
diferenciacdo das espécies de clostridios psicrotréficos e psicrofilicos. Em 2002,
Broda et al. (2002b) utilizaram novamente a técnica RFLP e de andlise do gene
16S rDNA (PCR-RFLP) com o objetivo de diferenciar clostridios psicrotroficos e
psicrofilicos causadores de “blown-pack” em carne bovina resfriada embalada a
vacuo, isolados a partir de couros, fezes, amigdalas e ambientes da planta de
processamento de matadouros-frigorificos. Através do PCR-RFLP, foi possivel a
divisdo dos isolados em dois grupos. Os clostridios do Grupo | apresentavam
similaridade com o padrao de C. gasigenes, sendo que a producédo de gas em
embalagens inoculadas com células vegetativas foi evidente, pela primeira vez,
apds 14 dias a 2 °C. Neste grupo, as cepas foram encontradas nos pordes dos
matadouros-frigorificos e nas amostras fecai; porém, estes microrganismos
estavam ausentes nas amigdalas e nas amostras ambientais da planta de
processamento. No grupo Il observou-se similaridade com padréao
C. estertheticum isolados das cepas de carne. A maioria dos clostridios deste
grupo foram encontrados nas fezes; no entanto, ndo produziram gas em

embalagens a vacuo armazenadas a 2° C durante 84 dias.

Broda et al. (2003a) desenvolveram um método de deteccdo por PCR
diretamente na amostra, sem necessidade do isolamento de C. estertheticum e
C. gasigenes. A sensibilidade de deteccao foi avaliada em meio ndo-enriquecido,

sob baixas temperaturas de incubacdo e em carnes embaladas a vacuo
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inoculadas intencionalmente com diferentes populagdes de culturas puras de
C. estertheticum e C. gasigenes. Foi possivel detectar uma populagdo minima
10* UFC/g para o meio ndo-enriquecido e de 10° UFC/g para as amostras de
carne inoculadas com C. estertheticum e C. gasigenes.

Broda et al. (2003b) realizaram um estudo sobre a diferenciacdo molecular
de clostridios psicrofilicos e psicrotroficos, através da técnica ITS (internal
transcribed spacer) e verificaram que os isolados apresentaram varias bandas e
que o numero e a dimensao dos produtos de ITS ndo poderiam ser utilizados para
a diferenciacdo de C. laramiense, C. estertheticum, C. putrefaciens, C.
algidicarnis, C. frigidicarnis e cepas nao-proteoliticos de C. botulinium tipo B.
Assim nao foi possivel a utilizacao desta técnica na discriminagao e identificacao
dos clostridios psicrofilicos e psicrotréficos associados a carne com deterioragao

“blown-pack”.

3.3.5 Ocorréncia de C. estertheticum e C. gasigenes

Em Langford, Reino Unido, uma espécie de Clostridium psicrofilico foi
isolada de um pacote — importado da Africa do Sul - de carne bovina estufada
embalada a vacuo, vindo a ser denominada Clostridium estertheticum. Casos
semelhantes foram relatados, em Nova Zelandia, com carnes bovina, ovina e
cervina embaladas a vacuo (BRODA et al., 1996ab); ocorrendo, ulteriormente, a
confirmacdo do isolamento de C. estertheticum (BRODA et al.,, 2000a) e de
C.gasigenes (BRODA et al., 2000b).

Em 2001, Brambilla et al. isolaram e constataram que a espécie dominante
de anaerdbios, em amostras de lagos, lagoas e sedimentos da regido de Lake
Frykell, McMundo Dry Valleys (Antartica), foi a de Clostridium estertheticum. A
presenga deste microrganismo, como microbiota dominante de anaerdbios, na
comunidade do ecossistema microbiano da Antartica ja havia sido constatada por
Bowman et al. (1999).
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Boerema et. al. (2003) realizaram rastreamento C. estertheticum e
C. gasigenes nos locais de abate e de processamento de carne embalada a vacuo
resfriadas. Estes microrganismos foram detectados em pordes dos matadouros-
friogrificos, solos e amostras fecais, bem como em amostras recolhidas, no
momento do abate, de locais associados a movimentagcdo de animais e de
carcagas, antes da remoc¢ao do couro. Os dados indicam que o couro, por Si, ou
as particulas do solo/material fecal sdo os mais provaveis reservatorios de

clostridios causadores de “blown-pack” em frigorificos.

Raucker et al. (2006) analisaram 935 amostras provenientes de
matadouros-frigorificos localizados em Goids, Sado Paulo, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Rondénia, Pard, Minas Gerais e Bahia e obtiveram 149 amostras
positivas para C. estertheticum, sendo que 27 de 230 amostras foram encontradas
em meias-carcagas e que 27 de 193 amostras de cortes comerciais. Para
amostras de ambientes de desossa, os autores verificaram a presenca de C.
estertheticum em 24 de 131 amostras de ralos de desossa, em 12 de 63 amostras
do rolete da esteira da desossa, em 9 de 75 amostras da superficie da esteira de
desossa e em 50 de 243 amostras de ambiente e de equipamentos de camara

fria.

Ponde et al. (2006) investigaram a microbiota intestinal normal de trutas
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e verificaram, por meio da técnica RFLP, que

Clostridium gasigenes mostrou-se dominante.

Rosa et al. (2007) detectaram os locais de contaminagdo por C.
estertheticum e C. gasigenes, através da técnica PCR, na linha de processamento
de carne bovina embalada a vacuo em matadouros-frigorificos exportadores do
Brasil, localizados no estado de Sao Paulo (A) e de Mato Grosso (B). Constataram
a presenca de C. estertheticum no ralo da camara fria e no ralo da sala de
desossa do matadouro-frigorifico “A”, e nas fezes coletadas do curral e na
superficie da serra de corte das carcacas no matadouro-frigorifico “B”. O C.
gasigenes nao foi detectado.
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Oliveira (2007) detectaram a presenca de C. estertheticum em 11/32
(34,4%) das amostras de leite cru e em 17/95 (17,9%) em queijos parmesédo e
provolone prevenientes de diferentes regides do Brasil. Quando se considerou o
estado de conservacdo, o queijo parmesdao normal apresentou 3/18 (16,7%)
amostras positivas, enquanto que no queijo com sinal de deterioracao observou-se
apenas 1/11 (9,1%) positiva. Por outro lado, em queijo provolone normal foram
observadas 2/31 (6,4%) amostras positivas e no queijo com sinal de deterioragéo
apenas 1/4 (25,0%) positiva. Em queijos parmesao e provolone ralados normais
foram verificadas 8/27 (29,6%) amostras positivas e nos dois tipos de queijos

ralados com sinais de deterioracao 2/4 (50,0%) positivas.

3.3.6 Controle de C. estertheticum e C. gasigenes

Existem poucas referéncias em relacdo ao controle de C. estertheticume C.
gasigenes, uma vez que existem poucos estudos em relacdo ao isolamento e
esporulacdo destes microrganismo, além disso o processo de esporulacdo dos
mesmos € muito lento sendo necessario no minimo seis meses de incubacao para

producéo de esporos.

Broda et al. (2007) pesquisaram o efeito de tratamentos quimicos e fisicos
sobre a sobrevivéncia dos esporos de Clostridium estertheticum, através da
utilizagdo de quatro tratamentos, os quais incluem: calor, raios ultra-som seguido
por tratamento térmico e acido peracético seguido por tratamento térmico. Nos
dois tratamentos realizados com o sanitizante observou-se reducéo de 4 a 5 log
UFC/mL .Quando foram utilizados calor e raios ultra-som, seguido por tratamento

térmico, ndo ocorreu a completa inativagéo dos esporos.

Borema et al. (2007) examinaram a influéncia do &cido peracético no
enxagle de carcagas em carne refrigerada embalada e artificialmente inoculada
com esporos de C. estertheticum. O tratamento com &cido peracetico na agua de
enxague gerou o retardamento do estufamento das embalagens que continham
um elevado numero de esporos C. estertheticum. A presenca de, no minimo 4
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esporos por cm? de superficie, diminuiu dois tercos da vida Gtil em carne
refrigerada embalada a vacuo. O aumento do indculo para 40 esporos por cm?
resultou na aceleracao do aparecimento de estufamento da embalagem. O inicio
da producgao de gés foi retardada devido ao armazenamento do produto embalado
a -1,5°C em vez de a 0°C. Os resultados desse estudo indicam que o acido
peraceético, usado no enxagle, ndo elimina o estufamento causado pelos esporos

C. estertheticum, mas que pode ser usado para minimizar o problema.

3.4 Principais sanitizantes utilizados em matadouros-frigorificos

Diversos sanitizantes estdo disponiveis no mercado, sendo que 0s mais
utilizados em matadouros-frigorificos sdo os compostos de hipoclorito de sddio,
acido peracético e peroxido de hidrogénio. Estes sanitizantes apresentam uma
comprovada eficiéncia sobre as formas vegetativas bacterianas nas condicoes
recomendadas para uso nas industrias de alimentos (MORAES et al., 1997). No
entanto, em muitos procedimentos usados nas industrias de alimentos, essas
solugdes sanitizantes ndo reduzem, até niveis considerados seguros, esporos
bacterianos (MCDONNELL, G. & RUSSEL, 1999).

Os hipocloritos sdo os mais usados na forma de hipoclorito de sédio, o que
se tem maior aplicacdo (TORDER, 1993). E um produto quimico muito utilizado
para sanificacdo de superficies, equipamentos, frutas e hortalicas, agua, entre
outros. Sua utilizacdo em larga escala é devido ao seu vasto espectro de atividade
biocida contra bactérias, fungos e virus, além do fato de ser um produto
relativamente barato (TSAI et al., 1998; EMMANUEL et al., 2004). O hipoclorito de
sbédio causa alteragdes biossintéticas no metabolismo celular e a destruicdo de
fosfolipidios, formando cloraminas que interferem no metabolismo celular. Gera
reacdes oxidativas com inativagdo enzimatica irreversivel em bactérias e a
degradacao de lipidios e &acidos graxos (ROSSONI & GAYLARDE, 2000;
ESTRELA et al., 2002).
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Os esporos bacterianos sdo mais resistentes do que as células vegetativas,
o tempo requerido para reduzir 90% da populagdo microbiana pode variar de 7
segundos a mais de 20 minutos. A quantidade de cloro livre necesséria para
inativar esporos de bactérias (1000 mg/L) € de 10 a 1000 vezes mais elevada do

que a requerida para células vegetativas (0,6 a 13 mg/L) (MARIOTT, 1999).

Farah (2004) avaliou a eficacia de sanitizantes frente a bactérias acido-
termorresistentes isoladas do processamento de suco de laranja e verificou que a
concentragdo minima inibitéria de hipoclorito de cloro para células vegetativas e

esporos de Alicyclobacillus foi entre 500 e 1000 mg/L.

ODLAUG e PFLUG (1976) mostraram que solugdes contendo 100 mg/L de
cloro residual, em pH 8,0, a partir do hipoclorito de sédio, causou uma reducao
decimal na populagdo de esporos de Bacillus subtilis em 60 minutos. Por outro
lado, ALVARENGA et al (1991), ANDRADE e SERRANO (1993), utilizaram 105
mg/L de cloro residual, a partir do hipoclorito de sédio, em pH 8,0 a 30C e
concluiram que para obter 5 redugdes logaritmicas na populagdo dos esporos B.

subtilis sob avaliagéo foi necessario um tempo de 5 minutos.

Formulagdes que tem acido peracético como principio ativo sao constituidas
de uma mistura estabilizada de acido peracético, contendo ainda peréxido de
hidrogénio e acido acético, além de um veiculo estabilizante em equilibrio (KITIS,
2004). Este composto é instavel, sofrendo perda de 1 a 2% dos ingredientes ativos
por més, na solugdo a 40% e mais da metade em 6 dias, na solugcao a 1%
(NASCIMENTO et al., 2003)

O acido peracético é um forte sanitizante, com largo espectro de atividade
antimicrobiana e usado em varias industrias incluindo a de processamento de
alimentos, bebidas, médica, farmacéutica, téxtil, de polpa e de papel. Devido as
suas propriedades bactericidas, fungicidas e esporicidas, seu uso como
sanitizante vem recebendo cada vez mais atencédo (ALASRI et al., 1992; RAJALA-
MUSTONEN et al., 1997).
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O acido peracético apresenta varias vantagens como desinfetante, com
facilidade de implementacédo de tratamento; largo espectro de atividade, mesmo
na presenga de matéria organica heterogénea, auséncia de residual ou
subprodutos téxicos e, ou, mutagénicos; baixa dependéncia do pH; curto tempo de
contato; baixo impacto ambiental e tem sido o0 mais ativo contra biofilmes (SOUZA
& DANIEL, 2005). Por outro lado, as maiores desvantagens associadas ao uso
desse desinfetante sdo o aumento de contetudo organico em efluentes e a baixa
eficiéncia contra alguns virus e parasitas (KITIS, 2004).

O provavel mecanismo de acado desse sanificante pode estar relacionado
com a desnaturacdo de proteinas e enzimas e o aumento da permeabilidade
celular pela ruptura das ligacbes dissulfeto e sulfidrilas (McDONNELL, G. &
RUSSEL, 1999)

Esporos de bactérias necessitam de 500 a 30.000 mg/L (0,05 a 3%) para
uma inativacdo de 15 minutos a 15 segundos respectivamente, em temperatura
ambiente. Assim como o peréxido de hidrogénio, o acido peracético tem sua acao
biocida influenciada pela concentragdo, temperatura e tipo de microrganismo
(BLOCK, 1991; SAGRIPANTI e BONIFACINO, 1996).

O peréxido de hidrogénio é considerado forte oxidante, devido a sua
capacidade de produzir radicais livres que atacam componentes celulares
essenciais, incluindo proteinas, lipidios e DNA (KITIS, 2004). Além de agente
oxidante, o peréxido de hidrogénio pode também ser empregado como agente
redutor (MATTOS et al., 2003).

Por ser bastante versatil, o peréxido de hidrogénio é utilizado para as mais
variadas finalidades. Entre as aplicacdes envolvidas com o uso do perdxido de
hidrogénio, tem-se controle de odores, destruicdo de cloro residual e componentes
reduzidos, tais como tiossulfato, sulfetos e sulfitos; reducdo da demanda quimica e
bioquimica de oxigénio; oxida¢cdo de componentes inorganicos - cianetos, nitritos,
hidrazinas, etc.; oxidacdo de componentes organicos- hidrélise de formaldeido,

carboidratos, componentes nitrogenados etc., destruicdo de fendis, pesticidas,
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solventes, plastificantes, entre outros; controle de bio-processos - desinfeccéo,
inibicdo de crescimento de bactérias etc (MATTOS et al., 2003)

Dentre as desvantagens em relagdo ao uso desse sanificante podem-se
destacar: apresenta poder corrosivo sobre o cobre, zinco e bronze, necessita de
longo tempo de contato para baixas temperaturas, demanda precaug¢des no
manuseio de dosagem e controle do oxigénio ativo na utilizagcdo. Em
contrapartida, tem baixa toxicidade residual, e ndao requer enxagie (RESENDE,
2005).

Como ja foi descrito na revisdo, a contaminacao por C. estertheticum e
C. gasigenes ocasiona estufamento da embalagem da carne embalada a vacuo
refrigerada causando prejuizos econdmicos e impacto negativo para o pais nas
exportagdes do produto. Sendo assim, uma das formas para controlar esta
contaminagdo seria avaliar a presenca de C. estertheticum e C. gasigenes em
amostras ambientais e de carnes embaladas a vacuo, resfriadas, provenientes
diretamente de empresas produtoras e exportadoras no Brasil e em carnes
bovinas resfriadas embaladas a vacuo comerciais. Além disso, estudos referentes
a deteccao e isolamentos destes microrganismos sdo de grande importancia uma
vez que sdo excassos trabalhos cientificos nesta &rea devido ao fato destes
microrganismos seram anaerdbios estritos o que dificulta a excecugdo de
experimentos. Outra forma de controle muito importante € a avaliagdo do efeito
esporicida de diferentes sanitizantes sobre esporos de C. estertheticum e
C. gasigenes, o que teria grande relevancia em programas de higienizacao da

industria de carnes.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado em cinco etapas. Na primeira, foram realizados
testes de avaliagdo de diferentes métodos de extracdo de DNA utilizados na
deteccdo de C. estertheticum e C. gasigenes inoculados em meio de
enriquecimento (caldo PYGS) e em carne bovina embalada a vacuo para verificar
a sensibilidade dos métodos.

Na segunda, fez-se detecgdo, pela técnica da PCR direta (sem
enriquecimento) de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras de ambientes,
superficies, equipamentos e carnes bovinas resfriadas embaladas a vacuo
provenientes de duas empresas produtoras e exportadoras de carne bovina
embalada a vacuo, durante um ano, totalizando 10 coletas, sendo cinco em cada
empresa. Nestas mesmas amostras testou-se duas metodologias que utilizavam
um longo periodo de enriquecimento (aproximadamente 2 meses) e posterior
comfirmagéao por PCR com objetivos de isolar estes microrganismos.

Na terceira etapa, foi feito rastreamento, pela técnica PCR-RFLP, nos
isolados de C. estertheticum e C. gasigenes obtidos na segunda etapa para
verficar a contaminagdo cruzada no processamento de carne bovina resfriada
embalada a vacuo.

Na quarta etapa, foi realizada a detecgéo e isolamento de C. estertheticum
e C. gasigenes em amostras de carnes bovinas resfriadas embaladas a vacuo
provenientes de trés empresas adquiridas no comeércio.

Na quinta etapa, foram realizados estudos referentes a producdo de
esporos C. estertheticum e C. gasigenes e testes esporicidas em relacdo a

diferentes sanitizantes utilizados na indUstria de carnes.

Todas as etapas de cultivo, inoculagdo e isolamento de C. estetheticum e
C. gasigenes foram realizadas por meio do sistema de anaerobiose Glove bag™

b™ modelo Bactron I

modelo X-37-27 (Figura 5) ou da camara anaerdbia Shell la
Chamber (Figura 6), devido a alta sensibilidade destes microrganismos ao

oxigénio. As lavagens dos sistemas foram realizadas com gas nitrogénio pureza

37



99,99% (White Martins, Sao Paulo, BR) e a atmosfera final era composta por uma
mistura gasosa de 5% Hidrogénio +5% Didxido de Carbono + 90% Nitrogénio
(White Martins). Para verificar o sistema eram utilizados indicadores de
anaerobiose (Gaspak Anaerobic Indicator, BBL, USA). A etapa de incubacao era
realizada em jarras de anaerobiose com geradores de anaerobiose. Todos o0s
meios de culturas, diluentes e reagentes eram pré-reduzidos em anaerobiose
durante 48 horas antes da realizacao de etapas de repicagem, cultivo, inoculagéo,

isolamento, provas de identificagdo e esporulagao.
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Figura 5. Sistema de anaerobiose Glove bag™ modelo X-37-27

\/

Figura 6. Camara de anaerobiose Shell lab'™ modelo Bactron Il Chamber
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4.1 Avaliacao de diferentes métodos de extracao de DNA para deteccao de
C. estertheticum e C. gasigenes em amostras de carne
Abaixo (Figura 7) esta representado o fluxograma dos experimentos
realizados para a avaliacdo de diferentes métodos de extracdo de DNA, para
deteccao de C. estertheticum e C. gasigenes, em amostras de carne. Nesta etapa,
foram realizados seis experimentos, separadamente, com triplicata para cada

microrganismo.

PREPARO DA SUSPENSAO DE OBTENCAO E PREPARO DAS
C. estertheticum E C. gasigenes AMOSTRAS DE CARNE

. ESTOCAGEM A 4°C/ 24 HORAS
SUSPENSAO DE ¢
C.estertheticum E =
C.gasigenes |  INOCULACAO DAS
AMOSTRAS DE CARNE
v COM 10" ATE 10 *UFC/g
EXTRACAO DO DNA
PELOS METODOS A, B, C e i
D NAS SUSPENSOES (10' a
10 SUFC/ml) ESTOCAGEM A 4°C/24 h.
EXTRACAO DO DNA CONTAGEM DE
PELOS METODOS A, B, C e C. estertheticum ou
D NAS AMOSTRAS DE C.gasigenes NAS
CARNE AMOSTRAS DE
¢ CARNE
DETECCAO POR PCR E
L 5 VERIFICACAO DO
NIVEL DE DETECCAO

Figura 7. Fluxograma do experimento utilizado para a avaliacdo de diferentes
métodos de extragdo de DNA, para deteccdo de C. gasigenes e
C.estertheticum em carne.
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4.1.1 Microrganismos

A cepa padrdo de Clostridium estertheticum DSM 8809" (T= cepa padrao)
foi obtida da Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig, Alemanha. Esta cepa foi reativada em meio PYGS [peptona (Difco,
Detroit Michigan, USA) levedura (Difco), glicose (Difco) e amido (Merck, Rio de
Janeiro, Brasil)] (Lund et al., 1990) com carne cozida e em meio Reinforced
Clostridial — RCM (Difco) suplementado com 1% glicose (Difco) e 0,2%
bicarbonato de sodio (Ecibra, Sdo Paulo, Brasil), com carne cozida, ambos pré-

reduzidos. A cepa foi incubada a 4C, por 14-21 dia's, em anaerobiose.

A cepa padrio de Clostridium gasigenes DSM 122727 também foi obtida da
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig,
Alemanha. Esta cepa foi reativada nos caldos CMM (Chopped meat médium) e
PYGS com carne cozida, ambos pré-reduzidos. A cepa foi incubada a 15<C, por 7
dias, em anaerobiose (CLAROS et al., 1995).

4.1.2 Preparo da suspensao de C. estertheticum e C. gasigenes

Para o preparo da suspenséo da cultura de C. estertheticum, uma algada
do microrganismo foi transferida para o caldo PYGS pré-reduzido e incubado a
10C, por 72 horas, em anaerobiose (LUND et al. 199 0). A cultura foi diluida até
108 e as diluicées foram inoculadas em PYGS e incubadas, anaerobiamente, a
10C, por 72 horas. Apos, foram realizadas as contagens das colénias para
posterior padronizacéo do indculo (BRODA et al., 2000).

O preparo e a padronizacao da suspensao da cultura de C. gasigenes foi
realizado da mesma maneira que o C. estertheticum, porém as condicbes de
cultivo foram de 15°C durante 48 horas (BRODA et al., 2000).
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4.1.3 Obtencao e preparo das amostras de carne

As pecas de carne (miolo de alcatra) resfriadas foram adquiridas dos
matadouros-frigorificos para a realizacao deste experimento. As pecas foram
imersas em agua fervente durante dois minutos e, em seguida, a camada externa
foi removida, assepticamente, (PASSOS, 2000) com o objetivo de diminuir a
contaminacdo microbiana superficial. Com a parte interna, foram preparados
cubos de carne bovina de, aproximadamente, 25 g nas seguintes medidas: 2 cm
de espessura, 3 cm de comprimento e 4 cm de largura. As amostras foram
embaladas a vacuo em filme coextrusado de acetato de vinila/ cloreto de
polivinilideno/acetato de vinila (EVA/PVDC/EVA), individualmente. No centro das
embalagens, por meio de uma bisnaga de vedante de silicone comercial de base
aceética, foram confeccionados septos, de acordo com Saiki, 2002. As amostras
ficaram estocadas a 4C durante 24 horas para, em seguida, serem inoculadas
com C. estertheticum ou C. gasigenes.

4.1. 4 Inoculacao

A inoculagdo de 1 mL da suspensdo padronizada com 10" até 10® UFC/mL
em diluicbes seriadas de 1 a 8 de C. estertheticum ou C. gasigenes foi realizada
através do septo de silicone, sem perda de vacuo, em cada amostra. As amostras
foram incubadas a 4<C por 24 horas.

A extracdo do DNA e a contagem microbiana de C. estertheticum e
C. gasigenes, nas diferentes diluigbes, foram realizadas no mesmo dia da
inoculacao e, apds 24 horas, foram realizadas contagens nas amostras de carne

inoculadas. Posteriormente, houve a realizagao da técnica PCR.

4.1.5 Contagem de Clostridium gasigenes e Clostridium estertheticum

As contagens de C. estertheticum e C. gasigenes nas amostras de carne

foram realizadas, apés 24h a 4TC. Para as amostras de carne, foram feitas
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diluicbes seriadas em solucao salina (0,85% de NaCl) a partir de 1 mL do liquido
liberado das amostras de carne. O volume de 0,1 ml das diluicbes foi inoculado
em agar PYGS pré-reduzido. As placas foram incubadas em anaerobiose, a 10°C
durante 72h para C.estertheticum e a 15C durante 48h para C. gasigenes
(BRODA et al., 1996b e 1998). Apés, foram realizadas as contagens das col6nias,
sendo que os resultados foram expressos em UFC/mL.

4.1.6 Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada por quatro métodos distintos com objetivo
de avaliar métodos mais economicos e rapidos em relagdo ou “kit” comercial. Os

métodos estdo descritos abaixo:

Método A: A extracdo do DNA foi realizada a partir de 200 pL do liquido
liberado da amostra de carne e do caldo PYGS, com a utilizagdo de “High Pure
DNA Kit” (Roche). O procedimento foi 0 mesmo recomendado pelo fabricante. As
células foram suspensas em 200 uL de lisozima (Sigma, St. Louis, USA) a 10
mg/mL e incubadas a 37C por 60 minutos. A partir d este passo, recomendado
pelo protocolo do kit, houve a incorporacdo de proteinase K (Invitrogen, Carlsba,
CA) a 10 mg/mL na lise e a subsequente precipitacdo com isopropanol e lavagem
com etanol. Apds, o DNA foi estocado em tampao TE (LCG, Sao Paulo, Brasil) a -
20T, para posterior amplificacdo do DNA (BRODA et al., 2003).

Método B: 250 pL do liquido liberado da amostra e do caldo PYGS foram
centrifugados a 13.000xg durante 10 minutos. Apos retirada do sobrenadante,
foram adicionados 95 pL de tampao PCR 1 X com 100 mM TrisHCI e 500 mM de
KCl (LCG, BR) e de 4 pL de lisozima (Sigma) a 20 mg/mL deixando-se por 15
minutos. No préximo momento, foi adicionado 1 pL de proteinase K (Invitrogen) a
50 mg/mL e incubado a 55-60C por 60 minutos e a 95<C por 8 minutos. Foi
realizada, ainda, a centrifugacdo de 13.000xg durante 5 segundos, guardando-se
o DNA obtido em tampéao TE a —20°C (FURRER et al. 1991).
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Método C: 250 pL do liquido liberado da amostra e do caldo PYGS foram
centrifugados (5.000 x g, por 15 min), lavados, uma vez, com agua de Milli-Q
(Millipore) e re-suspendidas em 1,5 mL da solu¢cdo TE com 10 mM de Tris (Sigma)
e 1 mM EDTA (Sigma). Desta suspensao bacteriana, foram tomados 100 pL e
adicionados, a igual volume, de tampé&o de lise contendo 20 pL de proteinase K
(20 mg/mL, Invitrogen), 20 uL dodecilsulfato de s6dio a 10% (sigma) e 40 pL de
tampao (100 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM EDTA, 250 mM de NaCl, LCG),
mantidos a 56C por 90min e apds centrifugacdo o DN A (precipitado) foi
armazenado em em tampao TE (AUSUBEL et al., 1999).

Método D: 250 pL do liquido liberado da amostra e do caldo PYGS foram
centrifugados a 13.000xg durante 10 minutos. Apds o desprezo do sobrenadante,
foram adicionados 100 pL de tampao TE (LCG) com 10mM de Tris e imM EDTA e
submetidos a 100C durante 10 minutos. Depois, foi realizada a centrifugagao
(13000xg/ 3 minutos) e o DNA foi armazenado em tampao TE a -20C (KABUKI et.
al., 2005).

4.1.7 Técnica de PCR

Para a detecgéo do C. estertheticum foram utilizados os primers 16 SEF e
16 SER. A sequéncia dos primers é: 16 SEF (forward) 5- TCG GAA TTT CAC
TTT GAG-3'(Invitrogen) e 16SER (reverse) 5- AAG GAC TTC ACT CAT CTC TG
- 3" (Invitrogen). O anelamento destes primers tem posigdes 207-223 e 996-997,
respectivamente, na seqiéncia 16S rDNA do C. estertheticum (GenBank acesso
S46734). O tamanho exato do produto da PCR obtido é de 790 bp (BRODA et al.,
2003).

Para a deteccdo do C. gasigenes foram usados os primers 16 SDBF e 16
SDBR. A sequéncia dos primers é: 16 SDBF (forward) 5- GAG AGG AGT TCT
TCG GAA GGA-3’(Invitrogen) e 16 SDBR (reverse) 5- AAG CSA CTT CCC CAA

TTA C - 3'(Invitrogen). O anelamento destes primers tem posi¢des 61-81 e 995-
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977, respectivamente, na sequéncia 16S rDNA do C. gasigenes (GenBank
acessos AF092548 e AF143692). O tamanho exato do produto do PCR obtido
com estes primers é de 935 bp (BRODA et al., 2003).

A reagdo de amplificagcdo foi preparada em 25 pL do volume total,
contendo: 10 pL tampao de PCR 10x (LCG) contendo 100 mM de TrisHCI e 500
mM de KCI pH 8,5; 1uL dNTP a 10 mM (Invitrogen); 0,25 uL Tag-polimerase
(1U/ul, LCG); 0,5 yL de cada um dos primers a 100 mM (Invitrogen); 2,5 uL do
DNA extraido e agua esterilizada.

A amplificacdo do DNA com os primers 16 SEF e 16 SER, 16 SDBF e 16
SDBR foi realizada em termociclador, utilizando-se um ciclo inicial a 93C/3min, 30
ciclos de desnaturacao a 92C/1min, anelamento a 55 C/1min, extensdo a
72<C/2min e ciclo final a 72C/3min (BRODA et al., 20083).

Cada produto de PCR foi separado por eletroforese horizontal, em gel de
agarose a 1,5% (Invitrogen), corado com SYBER Safe™ (Invitrogen Molecular
Probes, Oregon, USA), visualizado em transluminador por luz ultravioloeta e
fotodocumentado. Marcadores de peso molecular foram adicionados a cada gel
(BRODA et al., 2003).
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4.2 Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes no ambiente
de empresa de abate bovino e de processamento de carne resfriada

embalada a vacuo

Pode-se observar, na Figura 8, um esquema referente ao experimento de
deteccédo e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em ambientes na

planta de abate de bovinos e carne bovina embalada a vacuo.

PCR DIRETO DA
> AMOSTRA
COLETA DAS ) PCR DOS
AMOSTRAS DE ISOLAMENTO A > ISOLADOS
AMBIENTES DO
MATADOURO-
FRIGORIFICO —>» ISOLAMENTOB [—P PCR DOS
ISOLADOS
PCR DIRETO
COLETA DAS DA AMOSTRA
AMOSTRAS DE | | ARMAZENAMENTO
CARNE 1°C/30 DIAS
EMBALADA A ISOLAMENTO C
VACUO E PCR DOS
ISOLADOS

Figura 8. Esquema para detecgdao e isolamento de C. estertheticum e
C. gasigenes na planta de abate de bovinos e em carne bovina
embalada a vacuo
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4.2.1 Empresas

As amostras foram coletadas em 2 matadouros-frigorificos exportadores

de carne bovina embalada a vacuo.

A empresa “A” era um matadouro-frigorifico localizado no Estado de Séo
Paulo, com abate de, aproximadamente, 800 cabecas por dia. Setenta por cento
(70%) da producao destinava-se a exportacao para paises do Oriente médio e
Russia, entre outros. Os produtos de exportacao eram cortes do traseiro resfriados

embalados a vacuo e cortes do musculo dianteiro congelados.

A empresa “B” era um matadouro-frigorifico localizado no Estado de
Goias, com abate de, aproximadamente, 1100 cabecas por dia. Oitenta por cento
(80%) da producado era destinada a exportagdo para paises da Unido Européia,
Oriente médio e Russia, entre outros. Os produtos de exportacao eram: cortes do
traseiro resfriados embalados a vacuo (principalmente para paises da Unido
Européia) e cortes do dianteiro congelados (para paises do Oriente Médio).

4.2.2 Coleta das amostras

As coletas das amostras foram realizadas em cinco épocas diferentes,
durante o periodo de um ano, totalizando 10 coletas, sendo cinco em cada
matadouro-frigorifico.

Na empresa “A” foram coletadas 52 amostras na planta de abate e 16
amostras de carne embalada a vécuo totalizando 68 amostras, em cada coleta.
Nesta emprea o total global foi de 340 amostras, sendo 260 amostras de ambiente
da planta de abate e 80 de carne embalada a vacuo.

Ja na empresa “B”, foram coletadas 60 amostras na planta de abate e 16
amostras de carne embalada a vacuo totalizando 76 amostras, em cada coleta.
Nesta empresa o total global foi de 380 amostras sendo 300 da planta de abate e
80 de carne embalada a vacuo. Assim, foram coletadas 720 amostras nas
empresas A e B.
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4.2.2.1 Piso e paredes

Amostras de piso foram coletadas em diferentes locais: no curral, no box de
atordoamento, na sala de abate, na sala de desossa e em diferentes camaras
frias. Amostras de parede foram coletas na sala de abate. Para amsotras de piso e
parede utilizou-se a técnica de coleta por esponja (Nasco, Wisconsin, USA) pré -
umedecida em 20 mL de agua salina (0,85%). Com o auxilio de luvas estéreis, a
esponja foi esfregada numa superficie de, aproximadamente, 900 cm?.

4.2.2.2 Fezes e intestino
Amostra de fezes e intestinos (em torno de 500 gramas) foram coletas nos
currais de espera e na sala de triparia, respectivamente, com o auxilio de luvas e

sacos de coleta (Nasco, Wisconsin, USA) estéreis.

4.2.2.3 Ralo

As amostras de ralo foram coletadas no box de atordoamento, na sala de
abate, na sala de desossa e em diferentes camaras frias. Utilizou-se a técnica de
coleta por esponja pré-umedecida em 20 mL de agua salina (0,85%). Com o
auxilio de luvas estéreis, foi realizado esfregaco na superficie e no interior dos

ralos.

4.2.2.4 Canaleta de sangria
A técnica de esponjas também foi utilizada na canaleta de sangria, por
esfregago nas laterais da canaleta.

4.2.2.5 Pele e pata do animal
Apoés a sangria, foram coletadas amostras da superficie da pele proxima a
area do pescoco e das patas dianteiras do animal, através da técnica de esponja.
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4.2.2.6 Equipamentos

As amostras de equipamentos (rolete de retirada do couro, embaladora a
vacuo, serra elétrica) foram coletadas através do método de esponja, por

esfregaco em toda a superficie dos equipamentos, inclusive na parte interna.

4.2.2.7 Superficie de carcacas

As coletas nas amostras de superficies de carcacas (apds a retirada do couro)
e meia carcagas (nas camaras frias) foram realizadas, por meio da técnica de
esfregaco, com esponjas (Nasco, Wisconsin, USA) pré-umedecidas em 20mL de
agua salina (0,85%) nos pontos representados na Figura 9, correspondendo a
area de 100 cm? em cada ponto .

Figura 9. Pontos de coleta de amostras de superficie de meia carcaga de bovino.
Fonte: ABNT, 1988.
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4.2.2.8 Mesas e esteiras

Amostras foram coletas nas superficies de mesas e de esteiras
pertencentes a sala de abate (mesa de visceras) e a sala de desossa. Utilizou-se
a técnica de esponjas, pré-umedecida em 20 mL de agua salina (0,85%), sobre

uma superficie de, aproximadamente, 1600cm?.

4.2.2.9 Evaporadores

Amostras de evaporadores foram coletadas na sala de abate, na sala de
desossa e em diferentes camaras frias, por meio da técnica de esponja, pré-
umedecida em 20 mL de agua salina (0,85%), nas partes frontal e posterior,
inclusive entre as caneletas. No frigorifico “B”, a coleta nos evaporadores foram

realizadas através do telhado, na saida de ar do evaporador.

4.2.2.10 Carnes embaladas a vacuo

Na sala de embalagem e pesagem foram coletadas, apds o resfriamento,
amostras dos seguintes cortes bovinos embalados a vacuo: contrafilé (longissimus
dorsi), miolo de alcatra (gluteus medius), ponta de contrafilé (longissimus dorsi) e
filé-mignon (psoas major).

4.2.3 Transporte e armazenamento das amostras

As amostras, apos as coletas, foram armazenadas em caixa de isopor
contendo gelo e transportadas até o Laboratério de Higiene DTA/UNICAMP,
para realizagdo das andlises de C. gasigenes e C. estertheticum, pela técnica

de PCR e de isolamento dos microrganismos.

As amostras de carne foram armazenadas sob refrigeracdo (1)
durante 30 dias, para posterior andlise.
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4.2.4 Deteccao de C. gasigenes e C. estertheticum pela técnica da PCR

direto das amostras ambientais e de carne embalada a vacuo
4.2.4.1 Extracao do DNA

Ap6s homogeneizagdo das esponjas em “Stomacher” por 1 minuto, foram
retirados 200 pl para a extracdo do DNA, utilizando-se “High Pure DNA Kit”
(Roche). Também foram submetidos a extracdo de DNA pelo “kit”, conforme
descrito no item 4.1.6., 200 pl do extrato liquido exsudado das amostras de carne.
Vinte e cinco gramas (25g) de amostra de fezes e intestinos foram
homogeneizados com 225 mL de solugcdo salina (0,85%), em “Stomacher”,

durante 1 minuto e, ap6s, 200 pl foram submetidos a extracdo de DNA com o “kit”.

4.2.4.2 Técnica da PCR

Para a detecgao do C. estertheticum foram utilizados os primers 16 SEF e
16 SER. Na deteccdo do C. gasigenes foram usados os primers 16 SDBF e 16

SDBR, segundo a metodologia descrita em 4.1.7.

4.2.5 Isolamento do C. estertheticum e C. gasigenes

Para as amostras de superficies coletadas com esponja (piso, ralo,
canaleta, pele e pata do animal, equipamentos, carcagas, mesas, esteiras e
evaporadores) de plantas de processamento de carne bovina embalada a
vacuo foram utilizadas duas metodologias de isolamento (Figuras 10 e 11).

Para amostras de corte bovino embalado a vacuo foi utilizada
metodologia em conformidade ao fluxograma apresentado na Figura 12.

4.2.5.1 Técnica de isolamento A (isolamento A)

Inicialmente, realizou-se a homogeneizacdo das amostras de superficies e

ambientes (esponjas pré-umedecidas em 20 mL de solugcdo salina), em

52



“Stomacher” (Lab-Blender 400), durante 1 minuto. Nas amostras de fezes e
intestino grosso, foi feita a homogeneizacao de 25 g em 225 mL de solugao salina

em “Stomacher” durante 1 minuto.

Apdés a homogeneizagdo, foi aplicado em 5 mL da amostra, um choque
térmico a 80°C durante 10 minutos, com objetivo de eliminar as células
vegetativas e promover a esporulacao. Apds, foi inoculado 2 mL da amostra em
caldo PYGS com carne cozida, ambos pré-reduzido, e incubado em anaerobiose a
4°C durante 21 dias. Apds essa incubacao, foi realizado estrias em placas de agar
CBA [Columbia Blood Agar base, (Difco) com 5% de sangue de carneiro
desfibrinado] pré-reduzido em anaerobiose durante 48 horas, a seguir, as placas
foram incubadas a 10°C por 21 dias. Apds a incubacéao, foram selecionadas cinco
colénias isoladas nas placas. A verificagdo da pureza da cultura foi realizada em
CBA (Difco) incubada a 10°C por 10 dias e entdo, as colbnias foram inoculadas
em caldo PYGS com carne cozida pré-reduzido e foram incubadas a 10°C por 7

dias, para posterior caracterizagao.

As colbnias foram caracterizadas como Clostridium sp. através de
coloragao de Gram, teste de catalase e crescimento em aerobiose. As col6nias
caracterizadas como Clostridium sp. foram submetidas a técnica PCR para
identificacao de C. estertheticum e C. gasigenes.

O método de extracdo de DNA para realizagao da técnica da PCR utilizado
foi o descrito por Furrer et al. (1991) e a metodologia da PCR, de acordo com o
item 4.2.7.

4.2.5.2 Técnica de isolamento B (isolamento B)

As amostras (esponjas ou 25g - no caso de fezes e intestino) foram
inoculadas em 225 mL de caldo PYGS com carne cozida pré-reduzidos. Nesta
metodologia nao foi realizado o choque térmico, sendo que a amostra foi levada
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diretamente a incubacgao a 4°C por 21 dias. Apds este passo, a seqliiéncia se deu
de forma igual a técnica de isolamento “A”.

4.2.5.3 Técnica de isolamento C (isolamento C)

Apo6s armazenamento a 1C por 30 dias, as amostras de carne bovina
embalada a vacuo foram submetidas a técnica de isolamento C (Figura 12).
Inicialmente, foi realizada a desinfeccdo das amostras com élcool 70%.
Posteriormente, foram retirados 2 mL do liquido exsudado com uma seringa estéril
e auxilio de um septo de silicone, com o objetivo de evitar a entrada de oxigénio
na amostra durante a retirada do liquido. Em seguida, foram retirados 2 mL da
amostra e inoculados em tubos com 18 mL de caldo PYGS com carne cozida,
sendo incubados a 4°C durante 21 dias. O procedimento de isolamento e

identificacao foi realizado conforme descrito no item 4.2.5.1 (isolamento“A”).
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Homogeneizagéo das
amostras (1 minuto em
“stomacher”)

v

Choque térmico em 5 ml da
amostra (80°C/10 min)

v

Inoculagédo de 2 mL da amostra
em PYGS com carne cozida

v

Incubacédo a 4°C/21 dias

v

Inoculagcao em agar CBA com
sangue reduzido

v

Incubacao a 10°C/21 dias

v

Inoculagao de 5 colbnias isoladas
para caldo PYGS com carne
cozida

'

Incubacédo a 10°C/7 dias

'

Caracterizacao de género
Clostridium sp.

'

Extracao de DNA e PCR

Figura 10. Fluxograma da técnica de isolamento de C. estertheticum e
C. gasigenes com aplicacdo de choque térmico — isolamento A,
amostras ambientais
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Homogeneizacao da
esponja (1 minuto em
“Stomacher’)

v

Inoculagéo da esponja ou 25¢g da
amostra em 225 mL de PYGS
com carne cozida pré-reduzida

v

Incubacao a 4°C/21 dias

v

Inoculagdo em CBA com
sangue pré-reduzido

v

Incubacéao a 10°C/21 dias

v

Inoculacéo de 5 colbnias para
PYGS com carne pré-reduzido

v

Incubacao a 10°C/7 dias

'

Caracteriazacao do género
Clostridium sp.

v

Extracdo de DNA e PCR

Figura 11. Fluxograma da técnica de isolamento de C. estertheticum e
C. gasigenes — isolamento B, amostras ambientais
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Sanitizacdo das amostras de carne
embalada a vacuo com alcool 70%

v

Retirada do liquido exsudado com
seringa pelo septo de silicone

v

Inoculagédo de 2 mL da amostra em
caldo PYGS com carne cozida pré-
reduzida

v

Incubacao a 4°C/ 21 dias

:

Inoculagcao para CBA com sangue
pré-reduzido

v

Incubacao a 10°C/ 21 dias

v

Inoculacéo de 5 colbnias
isoladas para PYGS com

carne pré-reduzido
]

Incubacéo a 10°C/ 21 dias

v

Caracterizagao de género
Clostridium sp.

d

Extracdo de DNA e
PCR

Figura 12. Fluxograma da técnica de isolamento de C. estertheticum e
C. gasigenes de carne bovina embalada a vacuo — isolamento C
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4.3 Rastreamento de C. estertheticum e C. gasigenes em cepas isoladas da
planta de abate de bovinos, utilizando-se a téchica PCR-RFLP

4.3.1 Cepas padrao e isolados

As cepas padrao de Clostridium estertheticum DSM 8809" (T= cepa padr&o)
e Clostridium gasigenes DSM 12272" foram obtidas da Deutsche Sammiung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig. Também foram
utilizadas todas as culturas isoladas das superficies dos equipamentos dos dois
frigorificos anteriormente mencionados e das amostras de carne bovina embalada

a vacuo.

4.3.2 Extracao do DNA

As culturas foram inoculadas em caldo PYGS e incubadas a 10°C por 7
dias. Para a extracao do DNA, 250 uL da cultura foram submetidos a metodologia
descrita anteriormente (FURRER et al. 1991).

4.3.3 Técnica da PCR- RFLP

A técnica da PCR-RFLP foi realizada para a amplificagdo do gene 16S
rDNA e, foram utilizados os seguintes primers universais: pA (forward) 5-AGA
GTT TGA TCC TGG CTC AG-3 (Prodimol) e pH (reverse) 5 AAG GAG GTG ATC
CAG CCG CA-3 (Prodimol), segundo a metodologia descrita por Hutson et al.,
20083.

A mistura da PCR, foi preparada de acordo com protocolo recomendado
por Boehringer Mannheim GmbH (Broda et al., 2000b), contendo 10 pl tampao
PCR 10X (LCG) com 100 mM TrisHCI e 500 mM KCI; 2 uL de DNTPs a 10 Mmol
(Invitrogen); 6 uL de MgCl, a 25 mM (Invitrogen); 1pl de cada primer a 100 mM
(Promega, Madison, USA), 0,5 ul unidades de Taq polimerase a 1 U/ul (LCG) e
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10 pl de DNA (100ng) em um volume total de 100 pl. A amplificacdo do DNA foi
realizada em termociclador e com a utilizacao de um ciclo inicial a 42°C/3min, 30
ciclos de desnaturacao a 92 °C durante 1 min, anelamento a 55 °C durante 1min,
extensao a 72°C durante 2 min e ciclo final a 72°C/3min (BRODA et al., 2000). Os
tubos de PCR contendo os fragmentos 16S rDNA amplificados foram
armazenados a — 20°C até analises posteriores.

Os produtos amplificados da PCR do gene 16S rDNA amplificado dos
isoladas de amostras de carne, ambientes e equipamentos dos matadouros-
frigorificos foram digeridos com 4 diferentes enzimas de restricao: Alul, Haelll,
Taqgl e Cfol (Promega). A digestao de restricao continha 10 pl do produto do PCR,
2 pl do tampé&o de cada enzima e 10 U da enzima - com um volume total de 20 pl.
A digestao realizada com Alul, Haelll e Cfol foi incubada durante 2 horas a 37°C e
a digestao com Tagql foi incubada durante 2 horas a 65°C. Os produtos de digestao
foram separados por gel de agarose (Invitrogen) a 2,0%, a 90V, durante 2 horas.
Utilizou-se marcador molecular 1Kb DNA ladder (LCG), sendo corados com

SYBER Safe™, visualizados por luz ultravioleta e fotodocumentados.

4.4 Ocorréncia de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras de carnes
resfriadas embaladas a vacuo obtidas do comércio

A ocorréncia de C.estertheticum e C.gasigenes em cortes de carnes
embaladas a vacuo e resfriadas foi realizada por meio da técnica de PCR e,

também, do método convencional de cultivo e isolamento em meio de cultura.

4.4.1 Amostras

Um total de 60 amostras de contrafilé (longissimus dorsi), alcatra (gluteus
medius) e ponta de contrafilé (longissimus dorsi) de quatro diferentes marcas foi
analisado, com data de produgédo superior a 30 dias, adquiridas no comércio

varejista da regidao de Campinas-SP.
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4.4.2 Amostragem

A superficie da embalagem foi sanitizada com éalcool 70%. Entdo, com o
auxilio de uma seringa estéril, foi retirado uma aliquota do liquido exsudado, para
posterior realizacao da técnica PCR e de isolamento.

4.4.3 Deteccao de C. gasigenes e C. estertheticum pela técnica da PCR

A deteccao de C. gasigenes e C. estertheticum, através da técnica PCR, foi
realizada a partir de 200 ul do liquido exsudado e de acordo com a metodologia
descrita em 4.2.4.

4.4.4 Isolamento do C. estertheticum e C. gasigenes

O isolamento foi realizado a partir de 2 mL do liquido exsudado das
amostras de carne e através da metodologia de isolamento descrita no item
4.2.5.3 (Figura 12), a mesma realizada nas amostras de carne embalada a vacuo

coletadas nos matadouros-frigorificos.

4.4.5 Tipagem genética dos isolados

Foi realizado a tipagem genética dos isoladas pela técnica PCR-RFLP
segundo metodologia descrita nos itens 4.4.2 e 4.4.3.

4.5 Analise da composicao de gases em amostras estufadas
4.5.1 Amostras

Foram utilizadas trés amostras estufadas para a determinagdo da
composicao dos gases. A primeira amostra foi contrafilé (longissimus dorsi) com a
embagem estufada, adquirido no comércio de Campinas — SP, onde foi detectado
C. estertheticum. Nas segunda e terceira amostras foram utilizadas carnes
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embaladas a vacuo, intencionalmente contaminadas com C. estertheticum e C.

gasigenes, respectivamente.

4.5.2 Analise quantitativa de gases por cromatografia gasosa

Foram retiradas com seringa aliquotas de 300 pyL de gas do espaco livre
(headspace), para quantificagdo do gas de nitrogénio, gas carbbnico e oxigénio
em cromatégrafo a gas, marca “Shimadzu”, modelo 14A. Os resultados de
cromatografia foram analisados por um integrador, com base em curva padrao

feita com gas de calibragédo. Os resultados foram expressos em porcentagem.

4.5.3 Analise qualitativa por cromatografia gasosa com espectrometro de
massas e headspace

Utilizou-se um cromatografo gasoso, com as seguintes caracteristicas:
marca “Shimadzu”, modelo QP 5000, com injetor split/splitless, coluna capilar—
“‘HP5-MS” — 30m (comprimento) x 0,25mm (didmetro interno) x 0,25um
(espessurado filme) nominal e detector FID (detector de ionizagdo por chama).

O injetor operou no modo splitless, com temperatura do bloco a 200°C. O
forno estava programado para uma temperatura inicial de 40°C, mantendo-se
assim durante 02 minutos. Apds, a 10°C/min até 40°C e a 15°C/min até 250°C,
mantendo-se assim durante 21 minutos. A temperatura do detector era de 180°C e
0 gas de arraste N, era mantido ao fluxo constante de 1mL/min.
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4.6 Atividade de diferentes sanitizantes sobre os esporos de
C. estertheticum e C. gasigenes

4.6.1 Preparo da suspensao de esporos de C. estertheticum e C. gasigenes

Para o preparo da suspensdo de C. estertheticum e C. gasigenes uma
alcada da cultura foi transferida para caldo PYGS (peptona, extrato de levedura,
glicose amido) (LUND et al. 1990) pré-reduzido e incubada em anaerobiose a
10T por 96 horas (BRODA et al. 2006). Apds 96 horas, 1 mL foi inoculados em

trés diferentes meios:

(a) meio contendo duas fases onde a fase sélida constituiu-se 30g carne cozida,
0,5g de glicose e 4,5g de agar em 350 mL de agua e uma fase liquida constituida
de 50 mL agua destilada estéril, pré-reduzida (BELL et al., 2001);

(b) meio contendo 350 mL de agar PYGS com 30g carne cozida e uma fase
liquida constituida de 50 mL 4gua destilada estéril, pré-reduzida;

(c) meio contendo 350 mL de agar RCM com 30g carne cozida e uma fase liquida
constituida de 50 mL 4gua destilada estéril, pre-reduzida.

Apoés as inoculagdes, os meios foram incubados em anaerobiose a 10°C,
para o C. estertheticum, e a 15°C para o C. gasigenes. A producao de esporos foi
verificada mensalmente através de microscopia de contraste de fase segundo Bell
et al. (2001). Apos, foi realizado lavagem em centrifuga segundo Broda et al.
(2007) e a suspensao de esporos ficou armazenada a -18°C.

4.6.2 Contagem de esporos de C. estertheticum e C. gasigenes

Para a contagem dos esporos de C. gasigenes foram testadas, em
triplicata, as seguintes metodologias:

(a) diluigdo em solugéo salina e posterior choque térmico a 80°C por 10 minutos,
plagueamento em CBA e incubacado a 15°C por trés semanas (BRODA et al,
1998).
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(b) diluicdo em solugéo salina e posterior choque térmico a 60C por 30 minutos,
plaqueamento em CBA e incubacdo a 15°C por trés semanas (BRODA et al,
2007).
(c) diluicao em solucao salina e posterior choque térmico a 60T por 10 minutos,
plagueamento em CBA e incubacado a 15°C por trés semanas (BRODA et al,
1998).
(d) diluigdo em solugéo salina e posterior choque térmico a 80°C por 10 minutos,
plagueamento em agar PYGS e incubacao a 15°C por trés semanas.
(e) diluigdo em solugéo salina e posterior choque térmico a 80°C por 10 minutos,
plaqueamento em agar PYGS com lisozima e incubacgéo a 15°C por trés semanas.
(f) diluicdo em tampao fosfato (NapHPO4 0.67M pH 7,00; Merck, Rio de Janeiro,
BR) e posterior choque térmico a 80°C por 10 minutos, plaqueamento em CBA e
incubacédo a 15°C por trés semanas.
(9) diluicdo em tampao fosfato e posterior choque térmico a 80°C por 10 minutos,
plaqueamento em PYGS e incubacao a 15°C por trés semanas.
(h) diluicao em tampao fosfato e posterior choque térmico a 60T por 30 minutos,
plaqueamento em CBA e incubagéo a 15°C por trés semanas.

Para a contagem dos esporos de C.estertheticum foram testadas, em
triplicata, as seguintes metodologias:
(i) diluicdo em solucao salina e posterior choque térmico a 80°C por 10 minutos,
plagueamento em CBA e incubagao a 10°C por trés semanas(BRODA et al, 1998).
(j) diluicdo em tampéo fosfato e posterior choque térmico a 80°C por 10 minutos,
plaqueamento em CBA e incubagéo a 10°C por trés semanas.
(k) diluicdo tampao fosfato e posterior choque térmico a 80°C por 10 minutos,
plaqueamento em agar PYGS e incubagéo a 10°C por trés semanas.
(I) diluicdo em tampao fosfato e posterior choque térmico a 60C por 30 minutos,
plaqueamento em CBA e incubagao a 10°C por trés semanas.
(m) diluicdo em tampao fosfato e posterior choque térmico a 80°C por 10 minutos

plagueamento em CBA e incubacéao a 4°C por trés semanas.
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4.6.3 Sanitizantes

Os sanitizantes testados foram Divoson Forte® 100 mg/L e 500 mg/L ( a
base de acido peracético JohnsonDiversey); Divoson Hypochlorite® 100 mg/L (a
base de hipoclorito de soédio, JohnsonDiversey) e Virox® 200 mg/L (a base de
peroxido de hidrogénio, acido dodecilbenzasulfénico e &cido fosforico,
JohnsonDiversey).

4.6.4 Teste esporicida

Foi utilizado o método da Unido Européia prEN14347, sendo utilizado
0,2 mL da suspenséao de esporos com 0,8 mL do sanitizante. A supensao ficou em
contato com o sanitizante por 5, 15 e 30 minutos e em seguida 0,1 mL foi
netralizada em caldo triptona de soja com 0,5% de tiossulfato de sodio para
sanitizantes a base de acido peracetico e hipoclorito de sédio e com 0,5 mg/mL da
enzima catalase para sanitizantes base de peroxido de hidrogénio. Apds cinco
minutos de contato com a solugdo neutralizante, foram realizados as diluicoes e
plaqueamento em CBA e posterior incubacao a 10°C por 3 semanas. As colbdnias
em CBA foram contadas e o efeito esporicida do sanitizante foi avaliado pelo fator
de inativacao (IF), o qual foi calculado pela reducédo de logio UFC da contagem
inicial em relacao ao inéculo final (WULLT et al.,2003). Este teste foi realizado em
triplicata para cada sanitizante testado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacao de diferentes métodos de extracao de DNA para deteccao de
C. estertheticum e C. gasigenes em amostras de carne

Nas Figuras 13 a 21, estdo apresentados os perfis da eletroforese dos
produtos da PCR do gene 16S rDNA gendémico que foram obtidos a partir de
diferentes métodos (A, B, C, e D) de extracdo, apds diluicbes seriadas do caldo
PYGS e carne bovina embalada a vacuo inoculados com C. estertheticum e
C. gasigenes.

O método A, que utiliza o “kit HighPure DNA”, tem sido o mais usado em
trabalhos publicados sobre clostridios psicrotolerantes, sendo também utilizado
para deteccdo direta de C. estertheticum e C. gasigenes em carne bovina
embalada a vacuo (BRODA et al., 2000; BRODA et al., 2003). O método B foi
utilizado, devido a sua similaridade com o método A, na lise celular com lisozima e
proteinase K. O método C foi escolhido a partir da sua utilizacdo, por outros
autores, em extracao de DNA de cepas do género Clostridium sp. (CHOMKZYNKI,
1993; PENHA et al., 1995), usando-se apenas proteinase K. O método D, sem

enzimas por sua vez, foi escolhido por ser econémico, facil e pratico.

Pelos resultados pode-se observar a deteccédo de 10°, 10°, 10° UFC/mL em
caldo PYGS inoculado com C. estertheticum para as metodologias A, B e C
respectivamente (Figura 13 a 15). Em caldo PYGS inoculado com C. gasigenes
foi possivel verificar uma sensibilidade de detecgdo de 10%, 10°, 10* UFC/mL para
os métodos A, B e C respectivamente (Figura 17 a 19). Através do método D nao
foi possivel detectar a presenca de C. estertheticum e C. gasigenes.
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a) Perfis dos géis de agarose do produtos da PCR do gene 16 S rDNA de
C. estertheticum em caldo PYGS

872 bp

603 bp

Figura 13. Perfis dos géis de agarose dos produtos da PCR do gene 16S rDNA de
C. estertheticum, obtidos através do método de extracdo A. A
contagem de bactérias, por reacao de PCR, esta representada nas
colunas a seguir: M: marcador de peso molecular, 1: 10%; 2: 107; 3: 105,
4:10°% 5: 10%; 6: 10% 7: 10, 8: 10" e C: controle positivo.

800 bp

Figura 14. Perfis dos géis de agarose dos produtos da PCR do gene 16S rDNA de
C. estertheticum, através do método de extracdo B. A contagem de
bactérias, por reacdo de PCR, esta representada nas colunas a seguir:
M: marcador de peso moleclar, 1: 10°%; 2: 107; 3: 10° 4: 10°; 5: 10%; 6:
10% 7:10%8: 10" e C: controle positivo.
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800 BP

Figura 15. Perfis dos géis de agarose dos produtos da PCR do gene 16S rDNA de
C. estertheticum, através do método de extragdo C. A contagem de
bactérias, por reacdo de PCR, esta representada nas colunas a seguir:
M: marcador peso molecular, 1: 10%; 2: 107; 3: 10°% 4: 10°; 5: 10°%; 6:
10% 7: 10% 8: 10" e C: controle positivo.

b) Perfis dos géis de agarose dos produtos da PCR do gene 16 S rDNA de
C. estertheticum em carne embalada a vacuo

M1 2 3 4 5 6 7 8C¢C

800bp —P»|

Figura 16. Perfis dos géis de agarose dos produtos da PCR do gene 16S rDNA de
C. estertheticum, através do método de extracdo A. A contagem de
bactérias, por reacdo de PCR, esta representada nas colunas a sequir:
M: marcador de peso molecular, 1: 10%; 2: 107; 3: 10°; 4: 10°; 5: 10%; 6:
10% 7: 102, 8: 10" e C: controle positivo.
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Kongmuang et al.(1994) afirmam que o custo € considerado um fator
importante na escolha da metodologia. Os métodos B e C, além de serem

econdmicos, apresentam similaridade nos resultados.

Dickinson et al. (1995) também verificaram, em diferentes amostras, a
similaridade entre dois métodos de extracdo de DNA. No primeiro, para lisar as
células e solubilizar as amostras, utilizava-se um tampao com proteinase K. No
segundo, utilizavam-se tolueno e mutanolisina para a lise celular e tiocinato de
guanidina para a solubilizacdo. Em ambos os métodos, o DNA era extraido com
isopropanol. Os resultados, entre os dois métodos de extragdo mostraram-se

semelhantes.

Lagatolla et al. (1996), ao realizarem PCR para a deteccao de salmonelas,
provenientes de diferentes materiais clinicos e conservadas em meio de Luria-
Bertani, compararam dois métodos de extragdo de DNA. O primeiro, com fenol-
cloroférmio; o segundo, com tratamento por meio de calor a 95°C/10min. Apos
uma primeira etapa idéntica, com a utilizagdo de lisozima, duodecil sulfato e

proteinase K, da mesma forma, ndo observaram diferengas entre as metodologias.

Florés et al. (2001) compararam extracdo, por tratamento térmico e por
fenol-cloroférmio, em amostras de 100 ovos de galinhas contaminados com
Salmonella enterica sorovar typhimurium, em fase estacionaria. Concluiram que a
metodologia de extracdo de DNA pelo fenol-cloroféormio foi mais efetiva na
recuperagao de salmonelas em ovos tanto com casca (72%) quanto sem casca
(86%). Nesse trabalho também foi observado que método de extragao, através de

tratamento térmico, n&o era eficiente para extragédo de DNA.

Observa-se, na Figura 16, que a deteccao do C. estertheticum, inoculado
em carne embalada a vacuo e armazenada a 4°C, foi possivel pelo método de
extracdo A com uma populagdo minima de até 10° UFC/g de carne. Assim,
verificou-se que o método de extracado pelo “High Pure DNA kit” foi o Unico a

detectar Clostridium estertheticum em carne.
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Helps et al. (1999) fizeram um trabalho similar, inoculando popula¢ées de
10" a 10’ UFC/g de C. estertheticum em carne bovina embalada a vacuo e
utilizaram “High Pure DNA kit” de extracdo para deteccao pela PCR. Verificaram
que a sensibilidade de deteccao foi de 10-1000 UFC/g, 0 mesmo encontrado no

presente trabalho.

Broda et al. (2003) averiguaram a sensibilidade da técnica PCR em relagao
a deteccado de C. estertheticum em carnes embaladas a vacuo, utilizando “Kit
HighPure DNA”. Determinaram o limite de 10* UFC/g para amostras nio

enriquecidas e de 10? UFC/g para amostras enriquecidas.

Observa-se, nas Figuras 20 e 21, que C. gasigenes inoculados em carne
embalada a vacuo e armazenada a 4°C foi possivel detectar uma populagao
minima entre 10° e 10° UFC/g de carne pelos métodos de extracdes A e B,
respectivamente. Nao foi possivel a deteccao, através dos métodos C e D. Notou-
se similaridade nos resultados obtidos por Broda et al. (2003), os quais detectaram
10* UFC/g de C. gasigenes em carnes embaladas a vacuo utilizando, também, o
“High Pure DNA kit”.

A aplicagao da técnica da PCR diretamente em alimentos, material clinico
ou cultivos tem sido possivel, mas determinados procedimentos de extracao
incrementam seu desempenho, uma vez que diferentes substancias presentes nas
amostras clinicas, tais como: concentracdes elevadas de proteinas, ions calcio ou
componentes de meios de cultivo, podem inibir a técnica (ROSSEN et al., 1992).
Esses compostos, presentes na carne, sao constituintes que poderiam causar
interferéncias na extracdo de DNA. Estas, por sua vez, poderiam ocasionar a
ineficacia dos métodos de extracdo direta em carne bovina embalada a vacuo
(métodos B, C e D). Dessa forma, indica-se a utilizagdo do método A para
deteccao, pela técnica PCR, de C. estertheticum e C. gasigenes em carne bovina

embalada a véacuo.

A utilizagédo do “High Pure DNA kit” mostrou o melhor resultado na detecg¢ao
de C. estertheticum e C. gasigenes tanto para caldo PYGS quanto em carne
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embalada a vacuo; fato que pode estar relacionado a utilizagao de filtros e as
etapas de lavagem removedoras de particulas interferentes, além do uso de
lisozima e proteinase K para a lise celular.

Os métodos de extracao B e C apresentaram bons resultados com culturas
de C. estertheticum e C. gasigenes em caldo de enriquecimento onde se encontra
uma populacdo em torno 10”® UFC/mL. Nessas condigdes, os métodos B e C
apresentam vantagens econémicas em relacdo ao método A.

a) Perfis dos géis de agarose do produtos da PCR do gene 16 S rDNA de
C. gasigenes em caldo PYGS

1000 bp

Figura 17. Perfis dos géis de agarose dos produtos da PCR do gene 16S rDNA de
C. gasigenes, através do método de extracdo A. A contagem de
bactérias, por reacdo de PCR, esta representada nas colunas a sequir:
M: marcador de peso molecular, 1: 107; 2: 10%; 3: 10°; 4: 10*; 5: 10°; 6:
10% 7: 10" e C: controle positivo.
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1000 bp

Figura 18. Perfis dos géis de agarose dos produtos da PCR do gene 16S rDNA de
C. gasigenes, através do método de extracdo B. A contagem de
bactérias, por reacdo de PCR, esta representada nas colunas a sequir:
M: marcador de peso molecular, 1: 10”; 2: 10°%; 3: 10°; 4: 10*; 5: 10°; 6:
10% 7: 10" e C: controle positivo.

1000 bp —p»

Figura 19. Perfis dos géis de agarose dos produtos da PCR do gene 16S rDNA de
C. gasigenes, através do método de extracdo C. A contagem de
bactérias, por reacdo de PCR, esta representada nas colunas a sequir:
M: marcador de peso molecular, 1: 10; 2: 10%; 3: 10°. 4: 10%; 5: 10°; 6:
10% 7: 10" e C: controle positivo.

71



b) Perfis dos géis de agarose dos produtos da PCR do gene 16 S rDNA de
C. gasigenes em carne bovina embalada a vacuo

1000 bp

Figura 20. Perfis dos géis de agarose dos produtos da PCR do gene 16S rDNA de
C. gasigenes, através do método de extracdo A. A contagem de
bactérias, por reacdo de PCR, esta representada nas colunas a seguir:
M: marcador peso molecular, 1: 107; 2: 105 3: 10° 4: 10% 5: 10°; 6:
10% 7: 10" e C: controle positivo.

1000 bp
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Figura 21. Perfis dos géis de agarose dos produtos da PCR do gene 16S de
C. gasigenes, através do método de extracdo B. A contagem de
bactérias, por reacdo de PCR, esta representada nas colunas a sequir:
M: marcador de peso molecular, 1: 10”; 2: 10°%; 3: 10°. 4: 10%; 5: 10°; 6:
10% 7: 10" e C: controle positivo.

72



5.2 Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes no ambiente
de empresa de abate bovino e de processamento de carne resfriada
embalada a vacuo

5.2.1 Empresa A
5.2.1.1. Coleta 1

Nas Tabelas 3 e 4, sdo apresentados os resultados obtidos a partir dos
ensaios de deteccao pela técnica da PCR e do isolamento de C. esterthetifcum e
C. gasigenes em amostras de ambientes e de carnes embaladas a vacuo
provenientes da primeira coleta de amostras da Empresa A, localizada no interior

do estado de Sao Paulo.

Em todas as amostras avaliadas utilizando-se a técnica PCR direta (sem
enriquecimento) para deteccado da presenca de C. estertheticum e C. gasigenes,

os resultados foram negativos.

Através da técnica de isolamento A (item 4.2.5.1), foi possivel o isolamento
de Clostridium sp. psicrotolerantes em 28,85% (15/52) das amostras. O
isolamento ocorreu em amostras de piso e fezes do curral, piso e ralo do box de
atordoamento, canaleta de sangria, pele e pata de animal (apds a sangria), piso e
ralo da sala de abate, rolete da retirada do couro, carcaca (apds a retirada do
couro), serra elétrica divisora da carcaga, intestino, ralo e piso do corredor da

camara fria, evaporador da camara fria e embaladora a vacuo.

Pela técnica de isolamento B com a utilizacdo da esponja como amostra,
sem choque térmico (item 4.2.5.2) isolou-se apenas em 7,69% (4/52) das
amostras (fezes do curral, canaleta de sangria, piso da sala de abate e intestino
do animal) Clostridium sp. psicrotolerantes.

Dos clostridios isolados, através das técnicas A e B, apenas um isolado
(proveniente da amostra da serra elétrica divisora da carcaga) foi identificada
como C. estertheticum. Nesta amostra, nao foi detectado a presenca de

C. estertheticum pela técnica de PCR direta, mas obteve-se isolamento do mesmo
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através da técnica de isolamento A, podendo ser atribuido a baixa populagdo do
microrganismo na amostra direta, uma vez que a sensibilidade da técnica de PCR
direta é em torno de 10% UFC/mL.

No ambiente de um matadouro-frigorifico, clostridios podem ser
encontrados em baixas populagdes, podendo ocorrer tanto na forma vegetaiva
como na esporulada. Apesar das etapas enriquecimento e isolamento
prolongarem o tempo necessario para a deteccao, a introducao de cada uma
delas permite um aumento da sensibilidade na técnica de PCR. Além disso, a
utilizacdo da etapa de enriquecimento promove a germinacdo dos esporos e,
consequiientemente, a melhoria no rendimento da extracdo do DNA (SCHEU et al.,
1998).

Ao contrario da técnica de isolamento A, nao foi isolado C. estertheticum da
amostra de meia carcaca pela técnica de isolamento B. Como nesta técnica nao
se aplica choque térmico, o crescimento de outros microrganismos nao
esporulados, presentes na amostras, pode ser esperado. Dessa forma, houve o
favorecimento de uma competicdo microbiana, o que pode ter dificultado o
crescimento de C. estertheticum. Sathish & Swaminathan (2008) também
utilizaram choque térmico (80°C/10min), no isolamento de C. chauvoei em
amostras coletadas em matadouros-frigorificos de abate bovino e também

conseguiram obter isolamento de clostridios.

Em relacdo as fontes de contaminacdo ambiental, deve-se destacar a
importante participacao da serra elétrica utilizada no corte e na obtencao da meia
carcaga. A ocorréncia de C. estertheticum revela o alto risco de contaminagao
cruzada nessa etapa, devida a grande quantidade de carcagas que € processada
ao longo do dia e a baixa freqtiéncia da higienizacdo do equipamento, que ocorre
apenas no final do dia. A contaminagao do equipamento pelo acumulo de residuos
(gordura, sangue, carne, 0sso), pode favorecer a formagdo de biofilmes
microbiano (JOHNSEN et al., 2006).
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Nas 52 amostras coletadas e avaliadas pela técnica de PCR direta e
também pelas técnicas de isolamento A e B, ndo foi verificada a ocorréncia de

C. gasigenes.

Nos resultados apresentados na Tabela 4, observa-se que
C. estertherticum e C. gasigenes nao foram detectados em amostras de carne
bovina resfriada embalada a vacuo utilizando-se a técnica de deteccao direta por
PCR, bem como a técnica de isolamento com enriquecimento. No entanto, foram
isolados Clostridium sp. psicrotolerantes em 37,5% (6/16) das amostras (2 de
contrafilé, 1 de miolo da alcatra, 2 de filé-mignon e 1 de ponta de contrafilé).
Dentre Clostridium sp. psicrotolerantes isolados podem serem detectados C.
frigidicarnis, C. algidixylanolyticum, C. botulinum tipo E e cepas nao proteoliticas
do tipo B e F, entre outros (LAWSON et al., 1994; PHILIPS, 1996; BRODA et al.,
2000).
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Tabela 3. Detecgcao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa A — Coleta 1.

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expressao) C.e C.g. C. C.e C.g C. C.e. C.g.
Piso (900 cm®) Curral - - -
Piso (900 cm?) Curral + - -
Fezes (25 g) Curral - - -
Fezes (25 q) Curral + + -

Piso e ralo Box de atordoamento + - -

Piso e ralo Box de atordoamento - - -
Canaleta de sangria Sala de abate + + -
Canaleta de sangria Sala de abate - - -

Pele e pata do animal Sala de abate - - -
(ap6s sangria)
Pele e pata do animal Sala de abate + - -
(apbs sangria)
Pele e pata do animal Sala de abate - - -
(apbs sangria)
Parede (900 cm?) Sala de abate - - -
Piso ( 900 cm?) Sala de abate - - -
Piso (900 cm?) Sala de abate + + -
Ralo Sala de abate + - -
Ralo Sala de abate - - -
Ralo Sala de abate - - -
Rolete de retirada do couro Sala de abate - - - - - - - -
Rolete de retirada do couro Sala de abate - - + - - - - -
Carcaca apos retirada do couro Sala de abate - - + - - - - -

(500 cm?)

Carcaca apos retirada do couro Sala de abate - - + - - - - -

(500 cm?)

Mesa de visceras (1600 cm2) Sala de abate - - - - - - - -

Mesa de visceras (1600 cm?) Sala de abate - - - - - - - -

Evaporador Sala de abate - - - - - - - -
(continua)
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Tabela 3. Detecgcao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne

bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa A — Coleta 1 (continuagao).

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expresséo) C.e Cg. C.e. C.g. C. Ce Cg
Evaporador Sala de abate - - - - - - -
Serra elétrica divisora da carcaca Sala de abate - - - - -
Serra elétrica divisora da carcaca Sala de abate - - + - -
Ralo Cémara fria A - - - - -
Piso (900 cm?) Camara fria A - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm2) Cémara fria A - - - - -
Superficie da carcaca (500 cm?) Cémara fria A - - - - -
Ralo Cémara fria B - - - - -
Piso (900 cm?) Camara fria B - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm2) Cémara fria B - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm2) Cémara fria B - - - - -
Ralo e piso Corredor camara fria - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm2) Corredor camara fria - - - - -
Evaporador Corredor camara fria - - - - -
Evaporador Corredor camara fria - - - - -
Superficie esteira de corte Sala de desossa - - - - -
(1600 cm?)
Superficie esteira de corte Sala de desossa - - - - -
(1600 cm?)
Pool superficie de cortes Sala de desossa - - - - -
Pool superficie de cortes Sala de desossa - - - - -
Ralo e piso Sala de desossa - - - - -
Ralo e piso Sala de desossa - - - - -
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - - - -
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - - - -
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - - - -
Evaporador Sala de desossa - - - - -
Evaporador Sala de desossa - - - - -
Intestino (25 g) Sala de triparia - - - - -
Intestino (25 g) Sala de triparia - - - + -

C.= Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente

PCR = técnica PCR direta, sem enriqguecimento da amostra; Isolamento A = utilizagdo de 2 mL amostra com choque térmico e enriquecimento em PYGS
com carne (Figura 10); Isolamento B = utilizagdo da esponja como amostra, sem choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne (Figura 11).
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Tabela 4. Detecgdo e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras
de cortes de carne bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa A —
Coleta 1.

PCR Isolamento C
Ce Cg. C. C.e C.g.
Contrafilé - - - - -
Contrafilé - -
Contrafilé - -
Contrafilé - -
Miolo de alcatra - -
Miolo de alcatra - -
Miolo de alcatra - -
Miolo de alcatra - - - - -
Filé-mignon - - - - -
Filé-mignon - -
Filé-mignon - -
Filé-mignon - -
Ponta de contrafilé - - - - -
Ponta de contrafilé - - + - -
Ponta de contrafilé - - - - -
Ponta de contrafilé - - - - -
C.=Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente

PCR = técnica PCR direta, sem enriquecimento da amostra; Isolamento = utilizagdo de 2 mL amostra, sem
choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne (Figura 12).

5.2.1.2. Coleta 2

Amostra

+
1
1

Vot
1
1

+
1
1

o+ 4+
1
1

Na segunda coleta da Empresa A (Tabela 5), encontrou-se
C. estertheticum, pela técnica de PCR direta, em 3,85% (2/52) das seguintes
amostras: piso do curral e carcaca (apds a retirada do couro). Boerema et al.
(2003) detectaram-no, também, em piso do curral, por meio de PCR direto. No
Brasil, MESQUITA et al. (2006), encontraram, pela técnica de PCR direto,
C. estertheticum em 11% (27/230) de superficies de meias-carcagas resfriadas,
provenientes de matadouros-frigorificos localizados em oito Estados da
Federacdo. De modo semelhante a coleta anterior, nesta também nao foi
observada presenca de C. gasigenes nas 52 amostras coletadas, pela técnica de
PCR direta e, ainda, pelas técnicas de isolamento A e B.

A partir da técnica de isolamento A, que utiliza choque térmico, isolaram-se
clostridios psicrotolerantes em 38,46% (20/52) das amostras coletadas; enquanto
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que, pela metodologia B, isolaram-se apenas em 11,53% (6/52). Nessa segunda
coleta, por meio da técnica de isolamento A, obteve-se um indice maior (38,46%)
de amostras de Clostridium sp. positivas do que em relacdo a coleta 1, que atingiu
28,85%.

C. estertheticum foi isolado, pela técnica de isolamento A, em duas
amostras (3,85%): carcaca (ap6s a retirada do couro) e rolete de retirada do
couro. Nessas duas amostras, através da técnica de PCR direta, n&o foi detectado
o microrganismo. Esse fato pode estar associado a baixa populacédo (e, portanto, a
pouca sensibilidade a deteccdo por PCR) ou, mesmo, a presenga, no
equipamento, de residuos (sangue, gordura, areia, pélos) prejudiciais a técnica de
PCR (SCHEU et al., 1998). Ja nas amostras onde foram detectados C.
estertheticum pela PCR direta, sem enriquecimento (fezes do curral e carcacga
depois de retirada do couro), ndo houve isolamento pelas técnicas A e B; isso
pode ter ocorrido provavelmente devido a morte das células, a interferéncia de
sujidades ou a presenca de microbiota contaminante competitiva associada a falta
de seletividade do meio de cultura utilizado (SMALLA et al., 1993).

Em relagdo as fontes de contaminagdo ambiental, também se deve
destacar a participacao do rolete na retirada do couro. A ocorréncia positiva de C.
estertheticum, nesse ponto, revela o alto risco de contaminacdo cruzada nessa
etapa, pois uma grande quantidade de carcagas é processada ao longo do dia e a
higienizagdo do equipamento acaba sendo realizada apenas no seu final, tal como
acontece com a serra elétrica. Ainda ha, no rolete de retirada do couro, acumulo
de residuos (gordura, sangue, carne, 0Ss0), 0s quais propiciam a formacédo de
biofilmes microbiano, assim como acontece na serra elétrica (RODE et al., 2007).

Nas amostras de cortes de carne embalada a vacuo, analisadas nessa
segunda coleta (Tabela 6), nao foram detectados e isolados C. estertheticum e C.
gasigenes. No entanto, foram isolados Clostridium sp. psicrotolerantes em
contrafilé, filé-mignon e ponta de contrafilé, de modo semelhante ao ocorrido na

primeira coleta.
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Tabela 5. Detecgcédo e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa A — Coleta 2.

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expressao) C.e C.g. C. C.e. C.g. C. C.e. C.g.

Piso (900 cm®) Curral - ; - - - - - -

Piso (900 cm?) Curral + - + - ; + . .

Fezes (25 g) Curral - - - . . . . _

Fezes (25 g) Curral - - - . . . . ]

Piso e ralo Box de atordoamento - - + - - - - .

Piso e ralo Box de atordoamento - - + - - - - .

Canaleta de sangria Sala de abate - - + - - - - .

Canaleta de sangria Sala de abate - - + - - - - .

Pele e pata do animal Sala de abate - - - - - - - -
(apbs sangria)

Pele e pata do animal Sala de abate - - - - - - - .
(ap6s sangria)

Pele e pata do animal Sala de abate - - - - - - - -
(ap6s sangria)

Parede (900 sz) Sala de abate - - - - - - - -

Piso ( 900 cm?) Sala de abate - - . . . . . )

Piso (900 cm?) Sala de abate - - - . . . . .

Ralo Sala de abate - - - - - - - .

Ralo Sala de abate - - - - - - - -

Ralo Sala de abate - - - - - - - -

Rolete de retirada do couro Sala de abate - - + - + - -

Rolete de retirada do couro Sala de abate - - + + - - -

Carcaca apos retirada do couro Sala de abate - - + + - + - -

(500 cm?)
Carcaca apos retirada do couro Sala de abate + - - - - - - -
(500 cm?)

Mesa de visceras (1600 cm2) Sala de abate - - - - - - - .

Mesa de visceras (1600 cm2) Sala de abate - - - - - - - -

Evaporador Sala de abate - - - - - - - -

(continua)
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Tabela 5. Detecgcao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne

bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa A — Coleta 2 (continuagao).

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expressao) C.e C.g. C. Ce C.g. C. Ce Cg.
Evaporador Sala de abate - - - - - - - _
Serra elétrica divisora da carcaga Sala de abate - - + - - - -
Serra elétrica divisora da carcaca Sala de abate - - + - - - -
Ralo Camara fria A - - - . . - .
Piso (900 cm?) Camara fria A - - + . . . .
Superficie da carcaca (500 cm?) Cémara fria A - - + - - - -
Superficie da carcaga (500 cm?) Cémara fria A - - - - - - -
Ralo Camara fria B - - . . . .
Piso (900 cm?) Camara fria B - - + - . + .
Superficie da carcaga (500 cm?) Cémara fria B - - + - - - -
Superficie da carcaca (500 cm?) Cémara fria B - - + - - - -
Ralo e piso Corredor camara fria - - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm?) Corredor camara fria - - + - - - -
Evaporador Corredor camara fria - - - - - -
Evaporador Corredor camara fria - - + - - - -
Superficie esteira de corte Sala de desossa - - - - - - -
(1600 cm?)
Superficie esteira de corte Sala de desossa - - - - - - -
(1600 cm?)
Pool superficie de cortes Sala de desossa - - + - - - -
Pool superficie de cortes Sala de desossa - - - - - - -
Ralo e piso Sala de desossa - - - - - - -
Ralo e piso Sala de desossa - - . . . . )
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - - - - - -
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - - - - - -
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - - - - - -
Evaporador Sala de desossa - - - - - - -
Evaporador Sala de desossa - - - . . .
Intestino (25 g) Sala de triparia - - + - - + -
Intestino (25 g) Sala de triparia - - + - - + -

C.= Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente

PCR = técnica PCR direta, sem enriqguecimento da amostra; Isolamento A = utilizagdo de 2 mL amostra, com choque térmico e enriquecimento em PYGS
com carne (Figura 10); Isolamento B = utilizagdo da esponja como amostra, sem choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne (Figura 11).
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Tabela 6. Deteccdo e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras
de cortes de carne bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa A —
Coleta 2.

PCR Isolamento C
Ce C.ug. C.e C.g.

Amostra C.
Contrafilé - + -
+
+

Contrafilé - -
Contrafilé - -
Contrafilé - - - - -
Miolo de alcatra - - - - -
Miolo de alcatra - - - - -
Miolo de alcatra - - + - -
Miolo de alcatra - - - - -
Filé-mignon - - + - -
Filé-mignon - - - - -
Filé-mignon - - - - -
Filé-mignon - - - - -
Ponta de contrafilé - - +
Ponta de contrafilé - - + - -
Ponta de contrafilé - - +
Ponta de contrafilé - - - - -

C.=Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente
PCR = técnica PCR direta, sem enriquecimento da amostra, Isolamento = utilizagdo de 2 mL amostra, sem
choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne (Figura 12).

5.2.1.3. Coleta 3

Na terceira coleta (Tabela 7), encontrou-se, pela técnica da PCR direta, um
maior numero (5/52) de amostras positivas para C. estertheticum em relacao as
coleta anteriores. Isso ocorreram em amostras de fezes, rolete, serra elétrica

divisora da carcaca e evaporador da sala de desossa.

Assim como nas coletas anteriores, ndo houve detecgdo de C. gasigenes

em todas as amostras.

Pela técnica de isolamento A, detectaram-se clostridios psicrotolerantes em
42,31% (22/52) das amostras; enquanto que, pela técnica B, detectaram-se em
9,61% (5/52). O grande numero de Clostridium sp. isolados indica falhas no
programa de higienizacdo da linha de processamento de carne bovina. Essa falha
ja havia sido observada por Macedo e Sands (2005), que identificaram a
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predominancia de bactérias relacionadas a contaminacdo fecal e de bactérias

originarias do pélo dos animais, em ambientes frigorificos de bovinos no Brasil.

Dentre os Clostridium sp. psicrotolerantes isolados pela técnica A, duas
cepas foram identificadas (através da técnica de PCR) como C. estertheticum,
sendo originarios do rolete da retirada do couro e da serra elétrica divisora da
carcaca. Nesses dois pontos, em coletas anteriores, ja havia sido isolado o
microrganismo: serra do corte de carcacga, na primeira coleta; rolete da retirada do
couro, na segunda coleta.

A contaminagéo repetida, nesses itens, pode indicar falhas na higienizagao
dos equipamentos, uma vez que as configuracdes destes facilitam o acumulo de
sujidades e a formacao de biofilmes, sendo necessaria uma maior freqiiéncia de
higienizacdo; o que nao ocorre na pratica, pois a velocidade de producédo nao
permite paradas para este procedimento.

Observa-se, na Tabela 7, que o C. estertheticum foi isolado, pela técnica A,
no rolete da retirada do couro; entretanto, ndo foi detectado por meio da técnica da
PCR direta. Isso provavelmente ocorreu devido a baixa populacdo do
microrganismo em relacdo ao nivel de deteccao pela técnica de PCR direta. Na
amostra da serra elétrica divisora da carcaca, obteve-se concordancia nos
resultados, tanto pela técnica de PCR direta quanto pela técnica de isolamento A,

indicando populagcdo mais elevadas nestes equipamentos.

C. estertheticum foi detectado nas fezes, o que indica possivel fonte de
contaminacao e, consequientemente, propagacao para dentro da industria através
das patas e couro do animal, atingindo o rolete de retirada do couro e,
posteriormente, a serra elétrica divisora da carcaca. Roca (2004) afirma que a
contaminagdo da carne ocorre por contato com a pele, pélos, patas, conteudo
gastrintestinal, leite do Ubere dos animais e, ainda, equipamentos, maos e roupas
de operarios, agua utilizada para lavagem das carcacas, equipamentos e ar dos

locais de abate e armazenamento
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C. estertheticum foi detectado, por PCR direta, na amostra de evaporador
da sala de desossa; porém, nao foi isolado utilizando as técnicas A e B, com
enriquecimento. Esse resultado é relevante, pois evidencia a potencial
contaminagdo desse ambiente pela circulagdo do ar através do evaporador,
alcancando os cortes e as carcagas expostas nas esteiras. Em particular, esse
equipamento (evaporador), no momento da coleta, apresentava-se com muito
acumulo de sujeira (poeira, terra, gordura), o que pode ter contribuido para a

presenca do microrganismo e da possivel formacao de biofilme.

Na Tabela 8, observa-se a deteccdo e o isolamento de C. estertheticum em
uma amostra de contrafilé embalada a vacuo. Essa concordancia nos resultados
pode estar relacionada a presenga do microrganismo na forma vegetativa, devido
as condicoes de anaerobiose na embalagem. A contaminagéo desta amostra pode
ser proveniente do rolete da retirada do couro e da serra elétrica divisora da
carcaga, nos quais também foram isolados C. estertheticum ou, até mesmo, do

evaporador da sala de desossa.

Mesquita et al. (2006) detectaram, pela técnica da PCR, a presenca de
C. estertheticum em 14% (27/193) das amostras de carne bovina embalada a
vacuo, sendo que 13 amostras eram provenientes do Estado de Sao Paulo, 5 de

Goias, 5 do Mato Grosso, 1 do Mato Grosso do Sul e 1 da Bahia.

Nesta coleta, verificou-se que 62,5% (10/16) das amostras de carne
embalada a vacuo continham Clostridium sp. O alto indice pode revelar risco
microbiolégico no produto final, ja que dentro do género Clostridium sp., podem-se
encontrar microrganismos patogénicos, como C. botulinium. O grande numero de
amostras de carne contaminadas reflete a alta porcentagem de amostras

ambientais que continham Clostridium sp.
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Tabela 7. Detecgcédo e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa A — Coleta 3

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expressao) C.e C.g. C. C.e. C.g. C. C.e. C.g.

Piso (900 cm®) Curral + - ; - - -

Piso (900 cm?) Curral + - - - - -

Fezes (25 @) Curral + - - + - -

Fezes (25 @) Curral + - - + - -

Piso e ralo Box de atordoamento - - - - -

Piso e ralo Box de atordoamento + - - - - -

Canaleta de sangria Sala de abate - - - - - -

Canaleta de sangria Sala de abate - - - - - -

Pele e pata do animal Sala de abate + - - - - -
(apos sangria)

Pele e pata do animal Sala de abate - - ; . _ .
(apbs sangria)

Pele e pata do animal Sala de abate - - - - - -
(ap6s sangria)

Parede (900 sz) Sala de abate - - - - - -

Piso ( 900 cm?) Sala de abate - - ) . . .

Piso (900 cm?) Sala de abate - . ] . . .

Ralo Sala de abate - - - - - -

Ralo Sala de abate - - - - - -

Ralo Sala de abate - - - - - -

Rolete de retirada do couro Sala de abate + - + - - - -

Rolete de retirada do couro Sala de abate - - + + - - - -

Carcaca apos retirada do couro Sala de abate - - + - - - - -

(500 cm?)
Carcaca apos retirada do couro Sala de abate - - - - - - - -
(500 cm?)

Mesa de visceras (1600 cm2) Sala de abate - - + - - + - -

Mesa de visceras (1600 cm2) Sala de abate - - + - - - - -

Evaporador Sala de abate - - + - - - - -

(continua)
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Tabela 7. Detecgcao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa A — Coleta 3 (continuagao).

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expressao) C.e C.g. C. Ce C.g. C. Ce Cg.
Evaporador Sala de abate - - - - - - - _
Serra elétrica divisora da carcaga Sala de abate + - + + - -
Serra elétrica divisora da carcaca Sala de abate + - + - - -
Ralo Camara fria A - - - . . - .
Piso (900 cm?) Camara fria A - - + . . . .
Superficie da carcaca (500 cm?) Cémara fria A - - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm?) Cémara fria A - - - - - - -
Ralo Camara fria B - - + - - - -
Piso (900 cm?) Camara fria B - - - - . . .
Superficie da carcaga (500 cm?) Cémara fria B - - - - - - -
Superficie da carcaca (500 cm?) Cémara fria B - - + - - - -
Ralo e piso Corredor camara fria - - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm?) Corredor camara fria - - - - - - -
Evaporador Corredor camara fria - - - - - - -
Evaporador Corredor camara fria - - - - - - .
Superficie esteira de corte Sala de desossa - - - - -
(1600 cm?)
Superficie esteira de corte Sala de desossa - - - - - - -
(1600 cm?)
Pool superficie de cortes Sala de desossa - - - - - - -
Pool superficie de cortes Sala de desossa - - - - - - -
Ralo e piso Sala de desossa - - - - - R .
Ralo e piso Sala de desossa - - . . . . )
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - - - - - -
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - + - - - -
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - - - - - -
Evaporador Sala de desossa + - + . . . .
Evaporador Sala de desossa - - + . . .
Intestino (25 g) Sala de triparia - - + - - + -
Intestino (25 g) Sala de triparia - - + - - + -

C.= Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente

PCR = técnica PCR direta, sem enriqguecimento da amostra; Isolamento A = utilizagdo de 2 mL amostra, com choque térmico e enriquecimento em PYGS
com carne (Figura 10); Isolamento B = utilizagdo da esponja como amostra, sem choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne (Figura 11).
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Tabela 8. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras
de cortes de carne bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa A —
Coleta 3.

PCR Isolamento C
Ce Cug. Ce. C.g.

Amostra C g
Contrafilé - - + - -
+
+
+

Contrafilé + - + -
Contrafilé - - - -
Contrafilé - -
Miolo de alcatra - - - - -
Miolo de alcatra - - - - -
Miolo de alcatra - -
Miolo de alcatra - -
Filé-mignon - - - - -
Filé-mignon - -
Filé-mignon - -
Filé-mignon - - - - -
Ponta de contrafilé - -
Ponta de contrafilé - -
Ponta de contrafilé - - - - -
Ponta de contrafilé - - - - -

C.=Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente
PCR = técnica PCR direta, sem enriquecimento da amostra, Isolamento = utilizagdo de 2 mL amostra, sem
choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne (Figura 12).

+ 4+ 0+ +

+ +

5.2.1.4. Coleta 4

Na Tabela 9, verifica-se que foi detectado, pela técnica de PCR direta,
C. estertheticum em 11,54% (6/52) das amostras da quarta coleta — Empresa A;
sendo duas amostras do rolete de retirada do couro, duas da serra elétrica
divisora da carcaga, ralo da camara fria B e evaporador do corredor. Nas amostras
analisadas, ndo foram detectados e isolados C. gasigenes em nenhuma das

amostras analisadas.

Por meio das técnicas de isolamento A e B, observou-se a ocorréncia de
Clostridium sp. psicrotolerantes em 44,23 (24/52) e em 15,38% (8/52) das
amostras, respectivamente. Das 24 amostras positivas para Clostridium sp., pela
técnica de isolamento A, C. estertheticum foi identificado em duas amostras no

piso da camara fria B e na superficie de carcaca dessa camara fria.
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Nessa coleta, também foi detectado C. estertheticum no rolete de retirada
do couro e na serra elétrica divisora da carcaga, através da técnica de PCR direta.
Fato importante a destacar refere-se a modificacdo dos procedimentos de
higienizacdo apds a coleta, pois esta se tornou mais rigorosa devido a utilizagao
de acido peracetico a 500mg/L, agente sanitizante que é bastante efetivo na
destruicado de esporos de microrganismos (KUNIGK et al., 2001).

No evaporador localizado no corredor da cémara fria foi detectado C.
estertheticum, pela técnica da PCR direta. Esse evaporador, assim como aquele
da sala de desossa da terceira coleta, apresentava sujidades (poeira, gordura)
que, provavelmente, contribuiram para a retengcéo de esporos do microrganismo e,
mais remotamente, de células vegetativas viaveis, em funcdo do reduzido
potencial de oxi-redu¢do do ambiente formado e da baixa temperatura no local. A
presenca de C. estertheticum, na superficie da meia carcaga (localizada na
camara fria B) e no piso desta camara, pode estar associada a contaminagao
cruzada devido ao rolete utilizado na retirada do couro, a serra elétrica divisora da
carcagca ou do evaporador do corredor da camara fria, locais estes onde as
carcagas ficaram expostas por algum tempo antes do ingresso nas camaras frias.
Para o piso da camara fria B, obteve-se concordancia nos resultados,
encontrando-se C. estertheticum tanto pela técnica da PCR direta como pelo

isolamento através da metodologia A.

Nesta coleta, detectou-se, por meio da técnica de PCR direta, C. estertheticum
em trés amostras de carne bovina embalada a vacuo tipo exportacdo (duas de
contrafilé e uma de filé-mignon). O isolamento do microrganismo ocorreu apenas
para a amostra de contrafilé (Tabela 10). A presenca do microrganismo, no
produto final, revela a falta de controle dentro da industria. A contaminacao de C.
estertheticum, na peca de contrafilé, pode ter sido proveniente de contaminagao
cruzada do rolete de retirada do couro ou da serra elétrica utilizada para dividir as
carcagas.
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Tabela 9. Detecgcao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa A — Coleta 4.

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expresséo) C.e Cg. C. Ce C.g C. Ce Cg
Piso (900 cm®) Curral - - + - - + - -
Piso (900 cm?) Curral - - + - - + - -
Fezes (25 g) Curral - - + - - - - -
Fezes (25 q) Curral - - + - - - - -

Piso e ralo Box de atordoamento + - -
Piso e ralo Box de atordoamento + - -

Canaleta de sangria
Canaleta de sangria
Pele e pata do animal
(apbs sangria)
Pele e pata do animal
(ap6s sangria)
Pele e pata do animal
(apbs sangria)
Parede (900 cm?)
Piso ( 900 cm?)
Piso (900 cm?)

Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate

Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate

Sala de abate
Sala de abate

Ralo Sala de abate - - -
Ralo Sala de abate + - -
Ralo Sala de abate - - - -
Rolete de retirada do couro Sala de abate + - + - - + - -
Rolete de retirada do couro Sala de abate + - + - - - - -
Carcaca ap6s retirada do couro Sala de abate - - + - - - - -
(500 cm?)
Carcaca ap6s retirada do couro Sala de abate - - + - - - - -
(500 cm?)
Mesa de visceras (1600 cm?) Sala de abate - - - - - - -
Mesa de visceras (1600 cm2) Sala de abate - - + - - + - -
Evaporador Sala de abate - - - - - - - -
(continua)
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Tabela 9. Detecgcao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne

bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa A — Coleta 4 (continuagao).

Amostra Local Isolamento A Isolamento B
(unidade de expressao) C.e C.g. C. Ce C.g C. Ce C.ug

Evaporador Sala de abate - B - - - N - .

Serra elétrica divisora da carcaca Sala de abate + - + - - + - -

Serra elétrica divisora da carcaca Sala de abate + - + - - + - -

Ralo Camara fria A - - - - - - - -

Piso (900 cm?) Camara fria A - - + - - - - .

Superficie da carcaga (500 cm?) Cémara fria A - - - - - - - -

Superficie da carcaca (500 cm?) Cémara fria A - - - - - - - -

Ralo Camara fria B - - - - - - - -

Piso (900 cm?) Camara fria B + - + + - - - -

Superficie da carcaca (500 cm?) Cémara fria B - - + + - - - -

Superficie da carcaga (500 cm?) Cémara fria B - - + - - - - -

Ralo e piso Corredor camara fria - - - . . . . .

Superficie da carcaca (500 cm?) Corredor camara fria - - - - - - - -

Evaporador Corredor camara fria + - + - - - - -

Evaporador Corredor camara fria - - - - - - . .

Superficie esteira de corte Sala de desossa - - - - - - - -
(1600 cm?)

Superficie esteira de corte Sala de desossa - - - - - - - -
(1600 cm?)

Pool superficie de cortes Sala de desossa - - - - - - - -

Pool superficie de cortes Sala de desossa - - - - - - - -

Ralo e piso Sala de desossa - - - - - - - -

Ralo e piso Sala de desossa - - - - - - - -

Embaladora a vacuo Sala de desossa - - - - - - - -

Embaladora a vacuo Sala de desossa - - - - - - - -

Embaladora a vacuo Sala de desossa - - - - - - - -

Evaporador Sala de desossa - - - . - . . 3

Evaporador Sala de desossa - - - - . . - )

Intestino (25 g) Sala de triparia - - + - - + - -

Intestino (25 g) Sala de triparia - - + - - + - -

C.= Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente
PCR = técnica PCR direta, sem enriqguecimento da amostra; Isolamento A = utilizagdo de 2 mL amostra, com choque térmico e enriquecimento em PYGS
com carne (Figura 10); Isolamento B = utilizagdo da esponja como amostra, sem choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne (Figura 11).
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Tabela 10. Deteccdo e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em
amostras de cortes de carne bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa A —
Coleta 4.

PCR Isolamento C
Ce Cug. C.e. C.g.
Contrafilé - -
Contrafilé + -
Contrafilé - -
Contrafilé + -
Miolo de alcatra - - - - -
Miolo de alcatra - -
Miolo de alcatra - -
Miolo de alcatra - - - - -
Filé-mignon - - - - -
Filé-mignon - -
Filé-mignon - -
Filé-mignon + - - - -
Ponta de contrafilé - - + - -
Ponta de contrafilé - - - - -
Ponta de contrafilé - - - - -
Ponta de contrafilé - - + - -

C.=Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente
PCR = técnica PCR direta, sem enriquecimento da amostra, Isolamento = utilizagdo de 2 mL amostra, sem
choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne (Figura 12).

Amostra

+ + + +|O
|
|

+ +
1 1
1 1

5.2.1.5. Coleta 5

Na quinta coleta (Tabela 11) foi detectado, pela técnica da PCR,
C. estertheticum nas amostras do rolete utilizado na retirada do couro, da mesa de

visceras e do piso da camara fria A.

Nesta coleta, assim como nas anteriores, em nenhuma amostra foi

detectado e isolado C. gasigenes.

A sala de abate pode ser considerado um local potencial para presenca de
C. estertheticum, o que foi encontrado em equipamentos (serra elétrica, rolete de

retirada do couro) e superficie de carcagas em diferentes coletas nesta empresa.

Na mesa de visceras foi detectada, pela primeira vez nessa empresa, a
presenca de C. estertheticum. Orgdos do animal que contém material fecal
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potencialmente contaminado (intestino grosso, delagado), entram em contato com

essa superficie provocando sua contaminagéo.

As carcagas podem ser contaminadas por material fecal, conteudo
abdominal e sujidades do couro durante o proceso de abate. Outras fontes
adicionais de contaminacao cruzada sao as seguintes: equipamentos, utensilios,
superficies, contato humano e contato carcaga-carcaga (HUFFMAN, 2002).

A utilizacdo da técnica de isolamento A, permitiu a obtencédo de 32,69%
(17/52) de amostras positivas para Clostridium sp. psicrotrolerantes; enquanto

que, pela técnica de isolamento B, apenas 5,76% foram positivas.

Em duas amostras foram isolados, pela técnica de isolamento A,
C. estertheticum - no rolete de retirada do couro e na serra elétrica divisora da
carcaca. Esses resultados sdo semelhantes aos que foram encontrados na
primeira, segunda e terceira coletas. Assim, fica em evidéncia o aspecto negativo
da utilizacdo de equipamentos cuja configuracao fisica facilita a deposicao de
sujidades de dificil remocao, levando a consequiente adogcdo de programas de
higienizacao diferenciados (maior freqiiéncia e controle).

A ocorréncia C. estertheticum nos equipamentos e nos utensilios utilizados
para o processamento de carne bovina embalada a vacuo demonstram que a
empresa estudada necessita maior rigor na aplicacao de praticas de higienizacao
de equipamentos e de utensilios, bem como do fortalecimento das boas praticas
de fabricacao (BPF).
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Tabela 11. Deteccado e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa A — Coleta 5.

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expressao) C.e C.g. C. C.e. C.g. C. C.e. C.g.
Piso (900 cm®) Curral - R _ - - -
Piso (900 cm?) Curral + . . . . )
Fezes (25 @) Curral + - - - - -
Fezes (25 g) Curral - - - - - -
Piso e ralo Box de atordoamento - - - - - -
Piso e ralo Box de atordoamento - - - - - -
Canaleta de sangria Sala de abate - - - - - -
Canaleta de sangria Sala de abate - - - - - -
Pele e pata do animal Sala de abate - - - - - -
(apos sangria)
Pele e pata do animal Sala de abate + - - - - -
(apbs sangria)
Pele e pata do animal Sala de abate - - - - - -
(apbs sangria)

Parede (900 sz) Sala de abate - - - - - -
Piso (900 cm?) Sala de abate - - - - - -
Piso (900 cm?) Sala de abate - - . . . .

Ralo Sala de abate - - - - - -
Ralo Sala de abate - - - - - -
Ralo Sala de abate - - - - - -
Rolete de retirada do couro Sala de abate - - - - - - . _
Rolete de retirada do couro Sala de abate + - + + - - - -

Carcaca apos retirada do couro Sala de abate - - - - - - - -
(500 cm?)
Carcaca apos retirada do couro
(500 cm?)
Mesa de visceras (1600 cm?)
Mesa de visceras (1600 cm2)

Evaporador

Sala de abate - - - - - - - -

Sala de abate + - - - - - - -
Sala de abate - - - - - - - -
Sala de abate - - - - - - - -

(continua)
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Tabela 11. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne

bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa A — Coleta 5 (continuagao).

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expressao) C.e C.g. C. Ce C.g. C. Ce Cg.
Evaporador Sala de abate - - - - - - - _
Serra elétrica divisora da carcaga Sala de abate - - + + - -
Serra elétrica divisora da carcaca Sala de abate - - + - - -
Ralo Camara fria A - - - . . - .
Piso (900 cm?) Camara fria A ¥ - + . . . .
Superficie da carcaca (500 cm?) Cémara fria A - - + - - + -
Superficie da carcaga (500 cm?) Cémara fria A - - + - - - -
Ralo Camara fria B - - + - - - -
Piso (900 cm?) Camara fria B - - + - . . .
Superficie da carcaga (500 cm?) Cémara fria B - - - - - - -
Superficie da carcaca (500 cm?) Cémara fria B - - - - - - -
Ralo e piso Corredor camara fria - - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm?) Corredor camara fria - - - - - - -
Evaporador Corredor camara fria - - + - - - -
Evaporador Corredor camara fria - - - - - - .
Superficie esteira de corte Sala de desossa - - - - - - -
(1600 cm?)
Superficie esteira de corte Sala de desossa - - - - - - -
(1600 cm?)
Pool superficie de cortes Sala de desossa - - - - - - -
Pool superficie de cortes Sala de desossa - - - - - - -
Ralo e piso Sala de desossa - - - - - R .
Ralo e piso Sala de desossa - - . . . . )
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - + - - - -
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - + - - - -
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - - - - - -
Evaporador Sala de desossa - - - - - - -
Evaporador Sala de desossa - - + . . .
Intestino (25 g) Sala de triparia - - + - - + -
Intestino (25 g) Sala de triparia - - + - - + -

C.= Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente; PCR = técnica PCR direta, sem enriquecimento
da amostra; Isolamento A = utilizagcdo de 2 mL amostra, com choque térmico e enriqguecimento em PYGS com carne (Figura 10); Isolamento B = utilizagao
da esponja como amostra, sem choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne (Figura 11).
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Nesta coleta ndo foi verificada a presenca de C. estertheticum e C.
gasigenes por deteccao por PCR, apesar do isolamento do microrganismo em
dois equipamentos e nas amostras de carne embalada a vacuo. Porém, 50% das
amostras de carne bovina embalada a vacuo (duas amostras de contra-filé, uma
de miolo de alcatra, trés de filé-mignon e duas de ponta de contrafilé) continham
Clostridium sp. psicrotolerantes (Tabela 12).

Tabela 12. Detecgdo e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em
amostras de cortes de carne bovina resfriada embalada a vacuo.
Empresa A — Coleta 5.

PCR Isolamento C
Ce Cg. C. C.e C.g.

Contrafilé - - - - -
Contrafilé - -
Contrafilé - -
Contrafilé - - - - -
Miolo de alcatra - - - - -
Miolo de alcatra - - + - -
Miolo de alcatra - - - - -
Miolo de alcatra - - - - -
Filé-mignon - - - - -
Filé-mignon - - +
Filé-mignon - - + - -

Filé-mignon - - +

Ponta de contrafilé - - - - -
Ponta de contrafilé - -
Ponta de contrafilé - -
Ponta de contrafilé - - - - -

Amostra

C.=Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente
PCR = técnica PCR direta, sem enriquecimento da amostra; Isolamento = utilizagdo de 2 mL amostra, sem
choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne (Figura 12).
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5.2.1.6 Comparacao dos resultados positivos para deteccao e isolamento de
C. estertheticum e C. gasigenes, em funcao das técnicas analiticas
empregadas nas amostras da empresa A

Esta representado, na Figura 22, o grafico da porcentagem de amostras
positivas, por meio das técnicas de deteccdo e isolamento de C. estertheticum e
isolamento de Clostridium sp., em ambientes de plantas de abates de bovinos e
de processamento em carne bovina resfriada embalada a vacuo, na Empresa A,

relativo as cinco coletas.

Nessa empresa, foram isolados C. estertheticum em todas as coletas.
Apesar da baixa porcentagem de isolamento de C. estertheticum (maximo de
5,7%), a presencga do microrganismo nos ambientes da Empresa A proporcionou a
contaminacdo do produto final na terceira e quarta coletas, como pode ser
observado na Figura 23. Essa disseminacao, ao longo da linha de processamento
e no produto final, evidencia a dificuldade de controle e aplicagcdo de programas,
relacionados a higienizacdo, que devem ser rigorosos com a implantacdo de
procedimentos operacionais padronizados.

Na Figura 22, observa-se que, pela técnica de isolamento A, houve uma
porcentagem (entre 28,85 e 44,23%) superior de isolados de Clostridium sp.
psicrotolerantes em relagéo a porcentagem (entre 1,92 e 15,38%) obtida por meio

da técnica de isolamento B, em todas as coletas.

Além disso, obteve-se isolamento de C. estertheticum apenas pela técnica
de isolamento A, fato este talvez relacionado a utilizacdo do choque térmico,
selecionando (no indculo inicial) apenas microrganismos esporulados. Durante a
inoculagao, sob baixas temperaturas e anaerobiose por longo tempo (52 dias), ha
o favorecimento do crescimento do clostridios psicrotolerantes anaerdbios estritos.
Por sua vez, a técnica de isolamento B (sem choque térmico) pode permitir o
crescimento de outros microrganismos ndo esporulados presentes nas amostras,
favorecendo a competicdo microbiana contraria ao crescimento de Clostridium sp.

psicrotolerantes - inclusive de C. estertheticum.
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Na Figura 23, pode-se observar que houve isolamento de C. estertheticum
de duas amostras de carne bovina embalada a vacuo, sendo uma na terceira
coleta e a outra na quarta. Ambas as amostras eram de contrafilé. Apesar do
namero de amostras positivas serem reduzidos, pode haver risco quanto a
qualidade do produto e, também, perdas econdémicas para a industria, uma vez
que a presenca de um produto com deterioragdo “blown-pack” produz uma

imagem negativa em relagao a qualidade e segurancga do produto final.

Esta representado, na Figura 24, o grafico da distribuicdo da presenca de
C. estertheticum em ambientes e equipamentos, pelas técnicas de deteccao direta
por PCR e isolamento A, em amostras da empresa A, nas cinco coletas. Os locais
que apresentaram contaminacao foram: serra elétrica divisora da carcaca, piso do
curral, rolete utilizado para retirada do couro, carcaga (apds retirada do couro),
fezes do curral, evaporador da sala de desossa e corredor da camara fria, piso e
superficie e meia carcaca da camara fria. O isolamento do C. estertheticum foi
obtido em 60% (3/5) das coletas realizadas, sendo observado em serra elétrica
divisora da carcaga, rolete da retirada do couro; e em 20% (1/5) das coletas

realizadas no piso e superficie de carcaga da camara fria.
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B amostras positivas Clostridium sp. pela técnica de isolamento A
B amostras positivas C. estertheticum pela técnica de isolamento A
[0 amostras positivas Clostridium sp. pela técnica de isolamento B

Figura 22. Distribuicdo de amostras positivas, pela detecgédo direta por PCR e
isolamento A e B de C. estertheticum, em ambientes do abatedouro
e processamento de carne bovina resfriada embalada a vacuo, da
Empresa A, nas cinco coletas.

70% 1
60% 1
50% 1
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30% -
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B amostras positivas C. estertheticum pela técnica de PCR direto

Amostras Positivas

B amostras positivas Clostridium sp. pela técnica de isolamento
B amostras positivas C. estertheticum pela técnica de isolamento C

Figura 23. Distribuicdo de amostras positivas, pela deteccao direta por PCR e
isolamento C de C. estertheticum, em carne bovina resfriada embalada
a vacuo, da Empresa A, nas cinco coletas.
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Figura 24. Distribuicdo da frequéncia C. estertheticum, pelas técnicas de detecgao
direta e isolamento A, em amostras de ambientes da Empresa A, nas
cinco coletas.
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5.2.2 Empresa B
5.2.2.1 Coleta 1

Na Tabela 13, estdo os resultados obtidos da deteccao (pela técnica de
PCR direta) e do isolamento (pelas técnicas A e B) de C. estertheticum e
C. gasigenes. Na primeira coleta da Empresa B, a presencga desses clostridios ndo

foi constata em nenhuma das amostras.

A utilizacdo da técnica de isolamento A, permitiu isolar Clostridium sp.
psicrotolerantes em 33,33% (20/60) das amostras coletadas, sendo obtidos
resultados positivos para amostras de: fezes do curral, canaleta de sangria da sala
de abate, piso da sala de abate, pele e pata do animal (ap6s sangria), rolete de
retirada do couro, evaporador na sala de abate, serra elétrica divisora da carcaca,
piso da camara fria pulmao, embaladora a vacuo, evaporador da sala de desossa
e, ainda, intestino. A utilizagdo da técnica de isolamento B, permitiu isolar
Clostridium sp. psicrotolerantes em 20% das amostras (12/60), que também

haviam sido obtido utilizando-se a técnica A.

Na Tabela 14, estdo os resultados obtidos da deteccao, pela técnica de
PCR direta, e do isolamento dos microrganismos nas amostras de carne
embalada a vacuo tipo exportagdo. Nao foram detectados, por nenhuma das
técnicas, C. estertheticum e C. gasigenes. Entretanto, foram isolados Clostridium
sp. psicrotolerantes em 31,25% (5/16) das amostras de carne bovina embalada a

VAacuo.

Apesar de nao haver isolados de C. estertheticum e C. gasigenes, obteve-
se muitos isolados de Clostridium sp., dentre os quais podem estar cepas
patogénicas, como as de C. botulinum nao proteoliticos (Grupo Il) (HIELM, et al.,
1998; HYYTIA, et al., 1999; DAVIS, et al., 2000; LINDSTRON et al., 2001). Alguns
trabalhos ja isolaram Clostridium sp. de matadouros-frigorificos, entre eles
destaca-se C. perfringens (FRANSEN, et al., 1996; LOVLAND e KALDHUSDAL,
2001)
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Tabela 13. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 1.

Amostra
(unidade de expressao)
Piso (900 cm?)

Piso (900 cm?)
Fezes (25 g)

Fezes (25 g)

Piso e ralo
Piso e ralo
Canaleta de sangria
Canaleta de sangria
Pele e pata do animal
(apbs sangria)

Pele e pata do animal
(apbs sangria)

Pele e pata do animal
(ap6s sangria)

Piso e ralo
Piso (900 cm?)

Piso (900 cm?)

Ralo
Ralo
Rolete de retirada do couro
Rolete de retirada do couro
Carcacga apos retirada do couro
(500 cm?)
Carcaga ap0s retirada do couro
(500 cm?)

Mesa de visceras (1600 cm?)
Mesa de visceras (1600 cm?)
Evaporador
Evaporador

Local

Curral
Curral
Curral
Curral
Box de atordoamento
Box de atordoamento
Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate

Sala de abate
Sala de abate

Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate

Sala de abate

Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate

PCR Isolamento A Isolamento B
C.e C.g. C. C.e. C.g C. C.e. C.g
- - + - - + -
- - + - - + -
- - + - - - -
- - + - - - -
- - + - - + -
- - + - - + -
- - + - - - -
- - + - - + -
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bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 1(continuagao).

Tabela 13. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expressao) C.e C.g. C. C.e. C.g. C. C.e. C.g.
Serra elétrica divisora da carcaca Sala de abate - - + - - + - -
Serra elétrica divisora da carcaga Sala de abate - - + - - + - -
Ralo Céamara fria A - - - - - - - -
Piso (900 cm?) Camara fria A - - + - - + . .
Superficie da carcaga (500 sz) Camara fria A - - + - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm?) Camara fria A - - - - - . . .
Ralo Cémara fria B - - - - - - - -
Piso (900 cm?) Camara fria B - - - - - - . .
Superficie da carcaga (500 sz) Céamara fria B - - - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm?) Camara fria B - - - - - - - -
Ralo Céamara fria C - - - - - - - -
Piso (900 cm2) Céamara fria C - - - - - - - -
Superficie da carcaga (500 sz) Céamara fria C - - - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm?) Camara fria C - - - - - - - -
Piso (900 cm2) Camara fria pulmao - - + - - + - -
Piso (900 cm?) Camara fria pulmao - - + - - + - .
Superficie da carcaga (500 cm?) Cémara fria pulmao - - - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm?) Cémara fria pulmao - - - - - - - -
Superficie esteira de corte (1600 cm2) Sala de desossa - - - - - - - -
Superficie esteira de corte (1600 cm2) Sala de desossa - - - - - - - -
Superficie esteira de corte (1600 cm?) Sala de desossa - - - - - - - -
Superficie esteira de corte (1600 cm?) Sala de desossa - - - - - - - -
Pool superficie de cortes Sala de desossa - - - - - - - -
Pool superficie de cortes Sala de desossa - - - - - - - -
Ralo Sala de desossa - - - - - - - B,
Ralo Sala de desossa - - - - - - - .
Ralo Sala de desossa - - - - - - - B,
Piso (900 cm?) Sala de desossa - - - - - . . )
Piso (900 cm2) Sala de desossa - - - - - - - B,
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - + - - + - R
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - - - - - - -
(continua)
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Tabela 13. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 1(continuagao).

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expressao) C.e C.g. C. Ce C.g C. Ce C.g
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - + - - _ N N
Evaporador Sala de desossa - - - . . . . i
Evaporador Sala de desossa - - + . . . . i
Intestino (25 g) Sala de bucharia - - - - - - - }
Intestino (25 g) Sala de bucharia - - + - - + - .

C.= Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente

PCR = técnica PCR direta, sem enriqguecimento da amostra; Isolamento A = utilizagdo de 2 mL amostra, com choque térmico e enriquecimento em PYGS

com carne (Figura 10); Isolamento B = utilizagdo da esponja como amostra, sem choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne (Figura 11).

Tabela 14. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras de cortes de carne bovina
resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 1.

Amostra PCR Isolamento C

C.e C.g. C. C.e. C. g._
Contrafilé - - + - -
Contrafilé - - + - -
Contrafilé - - - - -
Contrafilé - - - - -

Miolo de alcatra - - - - -
Miolo de alcatra - - - - -
Miolo de alcatra - - - - -
Miolo de alcatra
Filé-mignon - - + - -
Filé-mignon - - - - -
Filé-mignon - - - - -
Filé-mignon - - - - -
Ponta de contrafilé - - +
Ponta de contrafilé - - + - -
Ponta de contrafilé - - -
Ponta de contrafilé - - - - -

C.=Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente; PCR = técnica PCR direta, sem
enriquecimento da amostra; Isolamento = utilizagdo de 2 mL amostra, sem choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne Figura 12.
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5.2.2.2 Coleta 2

Na segunda coleta da Empresa B (Tabela 15), a presenca de C.
estertheticum, pela técnica de PCR direta, foi observada em 11,66% (7/60) das
amostras, a saber: serra elétrica divisora da carcaga, ralo da camara fria B, piso e

carcaga da camara fria pulmao, esteira de corte e embaladora a vacuo.

Clostridium sp. psicrotolerantes foram isolados em 35% (21/60) das
amostras, pela técnica de isolamento A: piso e fezes do curral, piso e ralo do box
de atordoamento, pele e pata do animal (apds sangria), rolete da retirada do
couro, mesa de visceras, serra elétrica divisora da carcaca, ralo e piso da camara
fria B, piso da camara fria pulméo, embaladora a vacuo e intestino. Por meio da
técnica de isolamento B, foram isolados Clostridium sp. psicrotolerantes em 15%
(9/60) das amostras, sendo elas: fezes do curral, piso e ralo do box de
atordoamento, pele e pata (ap6s sangria), mesa de visceras e ralo e, ainda, piso
da camara fria B.

Clostridium estertheticum foram isolados da serra elétrica divisora da carcaca
e da embaladora a vacuo através da técnica de isolamento A. A contaminacao da
serra elétrica divisora da carcaga também ocorreu, com freqiiéncia, na Empresa A
(primeira, segunda, terceira e quinta coletas). Esses resultados confirmam a
elevada participacdo dos equipamentos mencionados na contaminagao cruzada,
devido ao seu uso continuo no corte das carcagas e a configuragao fisica propicia
ao acumulo de sujidades (gordura, sangue, carne, 0Sso).

A embaladora a vacuo também, pela elevada utilizagdo, possibilita a
contaminagao cruzada dentro da industria. A contaminagao do equipamento por C.
estertheticum pode ter origem na propria carne, uma vez que a contaminacao foi
observada em amostras coletadas nesse dia, da superficie de carcacas e do piso
da camara fria pulmao (local onde todas as carcagas permanecem antes da
desossa).
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Além disso, foram encontradas amostras positivas na esteira da sala de
desossa, pela técnica de PCR direta; contaminada, provavelmente, por pecas
provenientes da camara fria pulmao. Raucker et al. (2006) detectaram a presenca
de C. estertheticum, pela técnica PCR, em 12% (9/75) de amostras de esteiras da
sala de desossa.

Na Tabela 16, observa-se a ndo detecg¢do, por nenhuma das técnicas, da
presenca de C. gasigenes em amostras de carne embalada a véacuo, tipo
exportacdo. No entanto, a deteccdo de C. estertheticum, pela técnica da PCR
direta, ocorreu em 12,5% (2/16) das amostras.

Dentre as amostras de carne bovina embalada a vacuo avaliadas,
Clostridium sp. psicrotolerantes estavam presentes em 31,25% (5/16). Nessa 22
coleta, obteve-se isolamento de C. estertheticum em uma amostra de contrafilé,

destacando-se que a sua presenca pode ter como origem a embaladora a vacuo.

A presenca de C. estertheticum em contrafilé j& havia sido detectada,
também, na terceira e quarta coletas da empresa A, sendo tal corte o Unico até o

momento em que se obteve o isolamento do microrganismo.

A presenca de C. estertheticum, pela técnica da PCR direta, indica que a
populagcao é, no minimo, na ordem de 2,0 log UFC/g. Segundo Bell et al. (2001),
em cortes carneos embalados a vacuo, com uma populacao inicial de 3,0 log

UFC/cm? de C. estertheticum, o estufamento ocorre em 49 dias.

Nao houve deteccdo e isolamento de C. gasigenes em amostras de
ambientes, equipamentos e cortes carneos, nessa coleta. Rosa et al. (2007)
também nado detectaram C. gasigenes em 50 amostras de ambientes e
equipamentos analisados de dois matadouros-frigorificos, localizados no Estado
de Sao Paulo e Mato Grosso do Sul.
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Tabela 15. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 2.

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expressao) C.e C.g C. C.e C.g C. C.e C
Piso (900 cm®) Curral - - + - - R - N
Piso (900 cm?) Curral - ; . - . . . .
Fezes (25 g) Curral - - - - - - - -
Fezes (25 g) Curral - - + - - + - -
Piso e ralo Box de atordoamento - - + - - + - -
Piso e ralo Box de atordoamento - - - - - - - -
Canaleta de sangria Sala de abate - - - - - - - -
Canaleta de sangria Sala de abate - - - - - - - -
Pele e pata do animal Sala de abate - - + - - + - -
(apéds sangria)
Pele e pata do animal Sala de abate - - + - - + - -
(ap6s sangria)
Pele e pata do animal Sala de abate - - + - + - -
(ap6s sangria)
Piso e ralo Sala de abate - - - - - - -
Piso (900 cm?) Sala de abate - - - - . . .
Piso (900 cm?) Sala de abate - - - - - . .
Ralo Sala de abate - - - - - - .
Ralo Sala de abate - - - - - - .
Rolete de retirada do couro Sala de abate - - + - - - -
Rolete de retirada do couro Sala de abate - - + - - - -
Carcacga apos retirada do couro Sala de abate - - + - - - -
(500 cm?)
Carcaga ap0s retirada do couro Sala de abate - - - - - - -
(500 cm?)
Mesa de visceras (1600 cm?) Sala de abate - - + - + - -
Mesa de visceras (1600 cm?) Sala de abate - - + - + - -
Evaporador Sala de abate - - - . . . .
Evaporador Sala de abate - - - . . . .
(continua)
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Tabela 15. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 2 (continuagéo).

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B

(unidade de expressao) C.e C.g. C C.e. C.g. C. C.e. C.g.
Serra elétrica divisora da carcaca Sala de abate + + + - - - -
Serra elétrica divisora da carcaca Sala de abate + + - - - - -
Ralo Camara fria A - - - - - - -
Piso (900 cm?) Camara fria A - - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Cémara fria A - - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm?) Cémara fria A - - - - - - -
Ralo Céamara fria B + + - - + - -
Piso (900 cm ) Camara fria B - + - - + - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Céamara fria B - - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm?) Cémara fria B - - - - - - -
Ralo Camara fria C - - - - - - -
Piso (900 cm ) Camara fria C - - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Cémara fria C - - - - - - -
Superficie da carcaga §500 cm?) Cémara fria C - - - - - - -
Piso (900 cm Camara fria pulmao + + - - - - -
Piso (900 cm?) Camara fria pulméo - + - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Céamara fria pulméo + - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Céamara fria pulméo - - - - - - -
Superficie esteira de corte (1600 sz) Sala de desossa - - - - - - -
Superficie esteira de corte (1600 cm?) Sala de desossa + - - - - - - -
Superficie esteira de corte (1600 cm?) Sala de desossa - - - - - - - -
Superficie esteira de corte (1600 cmz) Sala de desossa - - - - - - - -
Pool superficie de cortes Sala de desossa - - - - - - - -
Pool superficie de cortes Sala de desossa - - - - - - - -
Ralo Sala de desossa - - - - - - - .
Ralo Sala de desossa - - - - - - - -
Ralo Sala de desossa - - - - - - - .
Piso (900 sz) Sala de desossa - - - - - - - -
Piso (900 sz) Sala de desossa - - - - - - - -
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - + - - - -
Embaladora a vacuo Sala de desossa + - + + - - - -

(continua)
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Tabela 15. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 2 (continuagao).

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expressao) C.e C.g. C. Ce C.g C. Ce C.g
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - - - - - - }
Evaporador Sala de desossa - - - . . . . i
Evaporador Sala de desossa - - - . . . . i
Intestino (25 g) Sala de bucharia - - + - - - . }
Intestino (25 g) Sala de bucharia - - + - - - . }

C.= Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente

PCR = técnica PCR direta, sem enriqguecimento da amostra; Isolamento A = utilizagdo de 2 mL amostra, com choque térmico e enriquecimento em PYGS

com carne (Figura 10); Isolamento B = utilizagdo da esponja como amostra, sem choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne (Figura 11).

Tabela 16. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras de cortes de carne bovina
resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 2.

PCR Isolamento C
C.e. C. g._

Amostra

Contrafilé - -
Contrafilé +
Contrafilé + -
Contrafilé -
Miolo de alcatra - -
Miolo de alcatra - - - - -
Miolo de alcatra - - - - -
Miolo de alcatra - - - - -
Filé-mignon - - - - -
Filé-mignon - - - - -
Filé-mignon - - - - -
Filé-mignon - - - - -
Ponta de contrafilé - - +
Ponta de contrafilé - - + - -
Ponta de contrafilé - - -
Ponta de contrafilé - - - - -

O
(1)
O
Q
o+ 4+ 0

.

[
\
\

C.=Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente; PCR = técnica PCR direta, sem enriquecimento
da amostra; Isolamento = utilizagdo de 2 mL amostra, sem choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne Figura 12.
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5.2.2.3 Coleta 3

Na terceira coleta da Empresa B (Tabela 17), detectou-se o C. estertheticum
- pela técnica de PCR direta - em 8,33% (5/60) das seguintes amostras: fezes do
curral, rolete da retirada do couro, carcaca (apos retirada do couro), serra elétrica
divisora da carcaca e piso da camara fria C. Nas fezes do curral ja haviam sido
encontrados C. estertheticum na segunda e terceira coletas da Empresa A.
Borema et al. (2003) detectaram, pela técnica de PCR, a presenca de
C. estertheticum em duas amostras de fezes, obtendo o isolamento do
microrganismo em uma delas. A presenga do microrganismo nas fezes, em
industrias de diferentes regides, reforca a importancia das fezes como provavel

origem da contaminacao dos matadouros-frigorificos.

O rolete de retirada do couro e a serra elétrica divisora da carcaca também
foram positivos em coletas anteriores e no frigorifico A; fato que reforca a
propensao desses equipamentos a contaminacao pelo microrganismo. A presenca
do microrganismo no piso da camara fria também j& havia sido detectada na
coleta anterior e na quarta e quinta coletas da Empresa A. Barros et al. (2007)
identificaram pisos e ralos como o0s principais pontos de contaminagdo por
microrganismos indicadores em plantas de processamento de carnes. Nesta 32
coleta, nao foi isolado C. estertheticum, mas a presenca de Clostridium sp.
psicrotolerantes foi observada em 21,66% (13/60) e em 6,66% (4/60) das
amostras, através das metodologias de isolamento A e B, respectivamente. Esses
microrganismos foram observados nas seguintes amostras: fezes do curral, pele e
pata do animal (ap6s sangria), rolete da retirada do couro, mesa de visceras, piso

da camara fria pulmao, serra elétrica divisora da carcacga e intestino

Verifica-se, na Tabela 18, que C. estertheticum e C. gasigenes nao foram
detectados, pela técnica da PCR, nem isolados pelas diferentes metodologias. No
entanto, a presenga de Clostridium sp. psicrotolerantes foi observada em 37,5%
(6/16) das amostras, sendo duas de contrafilé, uma de miolo de alcatra, duas de
file-mignon e uma de ponta de contrafilé.
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Tabela 17. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 3.

Amostra
(unidade de expressao)
Piso (900 cm?)

Piso (900 cm?)
Fezes (25 g)

Fezes (25 g)

Piso e ralo
Piso e ralo
Canaleta de sangria
Canaleta de sangria
Pele e pata do animal
(ap6s sangria)

Pele e pata do animal
(ap6s sangria)

Pele e pata do animal
(apos sangria)

Piso e ralo
Piso (900 cm?)

Piso (900 cm?)

Ralo
Ralo
Rolete de retirada do couro
Rolete de retirada do couro
Carcaga ap0s retirada do couro
(500 cm?)
Carcacga apos retirada do couro
(500 cm?)

Mesa de visceras (1600 cm2)
Mesa de visceras (1600 cm?)
Evaporador
Evaporador

Local

Curral
Curral
Curral
Curral
Box de atordoamento
Box de atordoamento
Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate

Sala de abate

Sala de abate

Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate

Sala de abate

Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate
Sala de abate

PCR Isolamento A Isolamento B

C.e C.g C. C.e. C.g C. C.e. C.g
+ - + - - -

- - + - - -

+ - + - - -

- - + - - -

- - + - - -

+ - - - - -

- - + - + -

- - + - + -
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Tabela 17. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 3 (continuagéo).

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expressao) C.e C.g. C C.e. C.g. C. C.e. C.g.

Serra elétrica divisora da carcaca Sala de abate + - - + - -
Serra elétrica divisora da carcaca Sala de abate + - - - - -
Ralo Camara fria A - - y - - -

Piso (900 cm?) Camara fria A - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Cémara fria A - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm?) Cémara fria A - - - - - -
Ralo Cémara fria B - - - - - -

Piso (900 cm ) Céamara fria B - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Céamara fria B - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm?) Cémara fria B - - - - - -
Ralo Camara fria C - - y - - -

Piso (900 cm?) Camara fria C - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Cémara fria C - - - - - -
Superficie da carcaga §500 cm?) Cémara fria C - - - - - -
Piso (900 cm Camara fria pulmao + - - - - -

Piso (900 cm?) Camara fria pulméo + - - - - -

Superficie da carcaga (500 cm )

Superficie da carcaga (500 cm ) ,

Céamara fria pulméo
Céamara fria pulméo
Sala de desossa

Superficie esteira de corte (1600 cm
Superficie esteira de corte (1600 cm
Superficie esteira de corte (1600 cm
Superficie esteira de corte (1600 cm
Pool superficie de cortes
Pool superficie de cortes

N

Sala de desossa - - - - - - - -
Sala de desossa - - - - - - - -
Sala de desossa - - - - - - - -
Sala de desossa - - - - - - - -
Sala de desossa - - - - - - - -

)
%)
)

2

Ralo Sala de desossa - - - - - - - .
Ralo Sala de desossa - - - - - - - R
Ralo Sala de desossa - - - - - - - .

Sala de desossa - - - - - - - R
Sala de desossa - - - - - - - R
Sala de desossa - - - - - - - R
Sala de desossa - - - - - - - R

(continua)

Piso (900 cm?)
Piso (900 cm?)
Embaladora a vacuo
Embaladora a vacuo
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Tabela 17. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 3 (continuagao).

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expresséo) C.e C.g. C. C.e. C.g. C. C.e. C.g.
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - - - - - - -

Evaporador Sala de desossa - - - - - - - -
Evaporador Sala de desossa - - - - - - - -
Intestino (25 g) Sala de bucharia - - + - - + - -
Intestino (25 g) Sala de bucharia - - + - - + - -

C.= Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente
PCR = técnica PCR direta, sem enriqguecimento da amostra; Isolamento A = utilizagdo de 2 mL amostra, com choque térmico e enriquecimento em PYGS
com carne (Figura 10); Isolamento B = utilizagdo da esponja como amostra, sem choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne (Figura 11).

Tabela 18. Deteccédo e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras de cortes de carne bovina
resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 3.

PCR Isolamento C
C.e C.g. C. Ce C.g.
+
+

Amostra

Contrafilé - _
Contrafilé - ,
Contrafilé - -
Contrafilé - - ; _ i}
Miolo de alcatra - - - - }
Miolo de alcatra - - + - B
Miolo de alcatra - - , . ;
Miolo de alcatra - - - . ;
Filé-mignon - - +
File-mignon - - + N B}
Filé-mignon - - -
Filé-mignon - - B, .
Ponta de contrafilé - - - - .
Ponta de contrafilé - - + - B
Ponta de contrafilé - - - . }
Ponta de contrafilé - - - R .

C.=Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente; PCR = técnica PCR direta, sem enriquecimento
da amostra; Isolamento = utilizagdo de 2 mL amostra, sem choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne Figura 12.
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5.2.2.4. Coleta 4

Na Tabela 19, sdo apresentados os resultados obtidos dos ensaios de
deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras
ambientais da quarta coleta realizada na Empresa B.

Por meio da técnica de PCR direta (sem enriquecimento), foram detectadas
cinco_amostras positivas para C. estertheticum - serra elétrica divisora da carcaca,
piso da camara fria pulmdo (2 amostras), superficie de carcaga da camara fria
pulmao e evaporador da sala de desossa.

Nessa empresa, esta foi a terceira vez que detectou-se 0 microrganismo na
serra que divide as carcagas. Assim, medidas devem ser tomadas quanto ao
programa de higienizagdo, sendo necessarias alteracdes, principalmente, em
relacdo a sua frequéncia. Outro local, onde deve ser revisto o programa de
higienizacdo, € a camara fria pulmao, pois foi detectado C. estertheticum (no piso
ou superficie da carcaga) na segunda, terceira e quarta coletas,

consecutivamente.

A presenca de C. estertheticum no evaporador da sala de desossa revela um
risco elevado, pois a contaminagdo pode espalhar-se pelo ambiente, atingindo
esteiras e, consequientemente, pecas de carne bovina que serdo embaladas a

VAacuo.

Nesta coleta, foram detectadas, pela PCR, duas amostras positivas para
C. gasigenes - do rolete de retirada do couro e da serra elétrica divisora da
carcaca; fato que havia sido observado nas coletas anteriores e também na
Empresa A. Em trabalho realizado por Borema et al. (2003), C. gasigenes foi

detectado e isolado em pisos do curral, fezes e solo.

Através da técnica de isolamento A, foi detectado Clostridium sp.
psicrotolerantes em 45% (27/60) das amostras; enquanto que, pela metodologia B,
15% (9/60) das amostras foram positivas.
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Nessa coleta, obteve-se o isolamento de ambos os microrganismos nas
amostras do rolete de retirada do couro e da serra elétrica divisora da carcaca,
sendo que o C. gasigenes foi isolado em duas amostras da serra elétrica e em

duas do rolete da retirada do couro.

Na Tabela 20, estdo os resultados obtidos nas andlises das amostras de
carne embalada a vacuo da quarta coleta. Pela técnica da PCR direta, foram
detectadas duas amostras positivas para C. estertheticum (contrafilé) e duas para
C. gasigenes (filé-mignon e ponta de contrafilé). Clostridium sp. psicrotolerantes
foram isolados em 37,5% (6/16) das amostras, sendo que uma continha C.
gasigenes (filé-mignon) e a outra, C. estertheticum (ponta de contrafilé). Essa
contaminacgao, provavelmente, ocorreu via equipamentos (rolete da retirada do
couro e serra elétrica divisora da carcaca), onde também foram isolados os
microrganismos. A contaminagdo do produto final indica falta de controle dos
procedimentos de higiene durante o processo, prejudicando a sua qualidade e

seguranca.
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Tabela 19. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 4.

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expresséao) C.e C.g. C. C.e. C.g. C. C.e. C.g.
Piso (900 cm®) Curral - ; + ] _ - -
Piso (900 cm?) Curral . - . ) ] . .
Fezes (25 g) Curral - - + . i + _
Fezes (25 g) Curral - - + . i + _
Piso e ralo Box de atordoamento - - + - - - -
Piso e ralo Box de atordoamento - - + - - - -
Canaleta de sangria Sala de abate - - - - - - -
Canaleta de sangria Sala de abate - - - - - - -
Pele e pata do animal Sala de abate - - - - - - -
(apéds sangria)
Pele e pata do animal Sala de abate - - + - - - -
(ap6s sangria)
Pele e pata do animal Sala de abate - - - - - - -
(ap6s sangria)
Piso e ralo Sala de abate - - + - -
Piso (900 cm?) Sala de abate - ; . ] ] . .
Piso (900 cm?) Sala de abate - - + ] ] . .
Ralo Sala de abate - - - - - - -
Ralo Sala de abate - - - - - - -
Rolete de retirada do couro Sala de abate - + + + + + -
Rolete de retirada do couro Sala de abate - - + - + - -
Carcaga ap0s retirada do couro Sala de abate - - + - - - -
(500 cm?)
Carcaga ap0ds retirada do couro Sala de abate - - + - - - -
(500 cm?)
Mesa de visceras (1600 cm?) Sala de abate - - + - - + -
Mesa de visceras (1600 cm?) Sala de abate - - + - - + -
Evaporador Sala de abate - - - - - - -
Evaporador Sala de abate - - - - - - -
(continua)
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Tabela 19. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 4 (continuagao).

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B

(unidade de expressao) C.e C.g. C. C.e. C.g. C. C.e. C.g.
Serra elétrica divisora da carcaca Sala de abate + + + - - -
Serra elétrica divisora da carcaca Sala de abate + - + - - -
Ralo Camara fria A - - - - - -
Piso (900 cm?) Camara fria A + - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Cémara fria A - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm?) Cémara fria A - - - - - -
Ralo Céamara fria B - - - - - -
Piso (900 cm ) Céamara fria B - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Céamara fria B - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm?) Cémara fria B - - - - - -
Ralo Camara fria C + - - - - .
Piso (900 cm ) Camara fria C - - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Cémara fria C - - - - - -
Superficie da carcaga §500 cm?) Cémara fria C - - - - - -
Piso (900 cm Camara fria pulmao + - - + - -
Piso (900 cm ) Camara fria pulmao + - - + - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Camara fria pulmao + - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Céamara fria pulméo - - - -
Superficie esteira de corte (1600 sz) Sala de desossa - - - - - -
Superficie esteira de corte (1600 cm?) Sala de desossa - - - - - - - -
Superficie esteira de corte (1600 cm?) Sala de desossa - - - - - - - -
Superficie esteira de corte (1600 cmz) Sala de desossa - - - - - - - -
Pool superficie de cortes Sala de desossa - - + - - - - -
Pool superficie de cortes Sala de desossa - - - - - - - -
Ralo Sala de desossa - - - - - - - -
Ralo Sala de desossa - - - - - - - -
Ralo Sala de desossa - - - - - - - -
Piso (900 sz) Sala de desossa - - - - - - - -
Piso (900 sz) Sala de desossa - - - - - - - -
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - + - - + - -
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - + - - - - R

(continua)
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Tabela 19. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 4 (continuagao).

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expresséo) C.e C.g. C. C.e. C.g. C. C.e. C.g.
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - + - - - - -

Evaporador Sala de desossa + - - - - - - -
Evaporador Sala de desossa - - - - - - - -
Intestino (25 g) Sala de bucharia - - + - - + - -
Intestino (25 g) Sala de bucharia - - + - - - - -

C.= Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente

PCR = técnica PCR direta, sem enriqguecimento da amostra; Isolamento A = utilizagdo de 2 mL amostra, com choque térmico e enriquecimento em PYGS
com carne (Figura 10); Isolamento B = utilizagdo da esponja como amostra, sem choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne (Figura 11).
Tabela 20. Deteccdo e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras de cortes de carne bovina

resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 4.

PCR Isolamento C
C.e Cg. C. Ce C.g.
Contrafilé + - - - -
Contrafilé - - + - -
Contrafilé - - - - -
Contrafilé + - - - -
Miolo de alcatra - - - - -
Miolo de alcatra - - - - -
Miolo de alcatra - - - - -
Miolo de alcatra - - - - -
Filé-mignon - + +
Filé-mignon - - + - -
+

Amostra

Filé-mignon - -

Filé-mignon - -
Ponta de contrafilé - - - - -
Ponta de contrafilé - + +
Ponta de contrafilé - - + - -
Ponta de contrafilé - - -

C.=Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente; PCR = técnica PCR direta, sem enriqguecimento
da amostra; Isolamento = utilizagdo de 2 mL amostra, sem choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne Figura 12.
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5.2.2.5 Coleta 5

Na Tabela 21, verificou-se a detecgdo, pela técnica da PCR direta, de
C. estertheticum em 10% (6/60) das amostras da quinta coleta realizada na
Empresa B, provenientes do processamento de carne bovina resfriada embalada a
vacuo. As amostras positivas foram: rolete de retirada do couro, carcaca (apos
retirada do couro), serra elétrica divisora da carcaca, embaladora a vacuo e
evaporador da sala de desossa. Nao houve amostras positivas para de C.
estertheticum e C. gasigenes utilizando-se as técnicas de isolamento A e B.

Nesta coleta, apesar da Empresa B ter revisto os programas de higienizacéo,
foi detectado C. estertheticum, pela técnica da PCR, nos mesmos pontos
observados em coletas anteriores. Por isso, ressalta-se a importancia de estudos
relacionados aos esporos de C. estertheticum e C. gasigenes visando o controle

da contaminacgéo atraveés de procedimentos padronizados de higiene operacional.

A utilizagdo da metodologia de isolamento A, permitiu o isolamento de
Clostridium sp. psicrotolerantes em 28,33% (17/60) das amostras coletadas; pela

metodologia B, em apenas 8,33% (5/60) das amostras.

Na Tabela 22, estdo os resultados obtidos da analise das amostras de carne
embalada a vacuo, tipo exportacédo. Pela técnica da PCR direta e pelo isolamento
nao foi detectado, a presenca de C. estertheticum e C. gasigenes, no entanto,
Clostridium sp. psicrotolerantes foram isolados em 31,25% (5/16) das amostras.

Uma das formas de controle do “blown-pack” seriam a adocdo de
procedimentos para limitar a transferéncia de esporos de couros e fezes do animal
para o interior da industria. Além disso, deveria ser aperfeicoado o programa de

higienizacdo, com aumento da frequiéncia e eficiéncia dos processos de limpeza.
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Tabela 21. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 5.

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expressao) C.e C.g. C. C.e C.g C. C.e. C
Piso (900 cm®) Curral - 3 - _ - - -
Piso (900 cm?) Curral . ] . ] . . .
Fezes (25 g) Curral - - + - + - -
Fezes (25 g) Curral - - + - + - -
Piso e ralo Box de atordoamento - - - - - -
Piso e ralo Box de atordoamento - - + - - - -
Canaleta de sangria Sala de abate - - - - - -
Canaleta de sangria Sala de abate - - + - - - -
Pele e pata do animal Sala de abate - - - - - - -
(apés sangria)
Pele e pata do animal Sala de abate - - - - - - -
(apbs sangria)
Pele e pata do animal (apés Sala de abate - - - - - - -
sangria)
Piso e ralo Sala de abate - - - - - -
Piso (900 cm?) Sala de abate - - - - - - -
Piso (900 cm?) Sala de abate - - - - - . .
Ralo Sala de abate - - - - - - -
Ralo Sala de abate - - - - - - -
Rolete de retirada do couro Sala de abate + - - - - - - -
Rolete de retirada do couro Sala de abate + - + - - - - -
Carcacga apos retirada do couro Sala de abate + - + - - - -
(500 cm?)
Carcaga ap0s retirada do couro Sala de abate - - + - - - -
(500 cm?)
Mesa de visceras (1600 cm2) Sala de abate - - - - - -
Mesa de visceras (1600 cm2) Sala de abate - - + - - - -
Evaporador Sala de abate - - - ) . . .
Evaporador Sala de abate - - - - - - -
(continua)
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Tabela 21. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 5 (continuagéo).

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B

(unidade de expressao) C.e C.g. C C.e. C.g. C. C.e. C.g.
Serra elétrica divisora da carcaca Sala de abate + - - - -
Serra elétrica divisora da carcaca Sala de abate + - - - -
Ralo Céamara fria A - - - - -
Piso (900 cm?) Camara fria A - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Céamara fria A - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Céamara fria A - - - - -
Ralo Céamara fria B - - - - -
Piso (900 cm ) Céamara fria B + - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Céamara fria B - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Céamara fria B - - - - -
Ralo Céamara fria C - - - - -
Piso (900 cm?) Camara fria C - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Céamara fria C - - - - -
Superficie da carcaga §500 cm ) Céamara fria C - - - - -
Piso (900 Cm Camara fria pulméo + - - - -
Piso (900 cm ) Camara fria pulmao + - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Céamara fria pulméo - - - - -
Superficie da carcaga (500 cm ) Céamara fria pulméo - - - - -
Superficie esteira de corte (1600 sz) Sala de desossa - - - - -
Superficie esteira de corte (1600 cm®) Sala de desossa - - - - - - - -
Superficie esteira de corte (1600 sz) Sala de desossa - - - - - - - -
Superficie esteira de corte (1600 cm?) Sala de desossa - - - - - - - -
Pool superficie de cortes Sala de desossa - - - - - - - -
Pool superficie de cortes Sala de desossa - - - - - - - -
Ralo Sala de desossa - - - - - - - -
Ralo Sala de desossa - - - - - - - -
Ralo Sala de desossa - - - - - - - -
Piso (900 sz) Sala de desossa - - - - - - - -
Piso (900 sz) Sala de desossa - - - - - - - -
Embaladora a vacuo Sala de desossa + - + - - - - -

Sala de desossa - - - - - - - R
(continua)

Embaladora a vacuo
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Tabela 21. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras do processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 5 (continuagéo).

Amostra Local PCR Isolamento A Isolamento B
(unidade de expressao) C.e C.g. C. Ce C.g C. Ce C.g
Embaladora a vacuo Sala de desossa - - - - - - - }
Evaporador Sala de desossa - - + . . . . i
Evaporador Sala de desossa + - - - ) . . i
Intestino (25 g) Sala de bucharia - - + - - - . }
Intestino (25 g) Sala de bucharia - - + - - + - .

C.= Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente
PCR = técnica PCR direta, sem enriqguecimento da amostra; Isolamento A = utilizagdo de 2 mL amostra, com choque térmico e enriquecimento em PYGS
com carne (Figura 10); Isolamento B = utilizagdo da esponja como amostra, sem choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne (Figura 11).

Tabela 22. Deteccao e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras de cortes de carne bovina
resfriada embalada a vacuo. Empresa B — Coleta 5.

Amostra PCR Isolamento C

Ce Cg C_Ce Cg
Contrafilé - _ . - -
Contrafilé - } + i ]
Contrafilé - B} ) ) i
Contrafilé - B 3 i ]

Miolo de alcatra - - - . ;
Miolo de alcatra - - - - }
Miolo de alcatra - - - . ;
Miolo de alcatra - - + N .
Filé-mignon + - - _ .
Filé-mignon - - - . ;
Filé-mignon - - - . .
Filé-mignon - - ; _ }
Ponta de contrafilé - - - i} }
Ponta de contrafilé + - - - _
Ponta de contrafilé - - + ; B
Ponta de contrafilé - - + } B

C.=Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; +: presente; -: ausente; PCR = técnica PCR direta, sem enriquecimento da amostra;
Isolamento = utilizagdo de 2 mL amostra, sem choque térmico e enriquecimento em PYGS com carne Figura 12.
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5.2.2.6 Comparacao dos resultados positivos para deteccao e isolamento de
C. estertheticum e C. gasigenes, em funcao das técnicas analiticas
empregadas nas amostras da empresa B

Na Figura 25, esta representado o grafico da porcentagem de amostras
positivas, pelas técnicas de deteccao e isolamento de C. estertheticum, em
ambientes de abatedouros de bovinos e industrias de processamento em carne
bovina resfriada embalada a vacuo, na Empresa B, nas cinco coletas. Nessa
empresa, foram isolados C. estertheticum na segunda e quarta coletas e C.
gasigenes na quarta coleta. A presenca de C. estertheticum e C. gasigenes, nos
ambientes da empresa, podem ter propiciado a contaminacao do produto final com
C. estertheticum (na terceira coleta) e com C. estertheticum e C. gasigenes (na

quarta coleta), de acordo com a Tabela 26.

Através da Figura 25, observa-se que, pela técnica de isolamento A, houve
uma porcentagem superior de isolados de Clostridium sp. psicrotolerantes em
relacdo a técnica de isolamento B, em todas as coletas. Além disso, obteve-se
isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes, pela técnica A, confirmando ser

essa a metodologia mais adequada para o isolamento dos microrganismos.

Na Figura 26, esta representada a freqléncia da presenca de C.
estertheticum e C. gasigenes, pelas técnicas de deteccdo por PCR direta e
isolamento, em amostras de cortes carneos embalados a vacuo da Empresa B,
durante as cinco coletas. Observou-se a presenca de C. estertheticum, tanto pela
técnica da PCR direta como pelo isolamento através do método B, na segunda e
quarta coletas.

Na quarta coleta, destaca-se a deteccdo, pela técnica da PCR, e o
isolamento, pela técnica A, do C. gasigenes em amostras da industria e, também,
nos cortes carneos embalados a vacuo. Esse microrganismo nao foi encontrado

em nenhuma outra coleta das Empresas A e B. Observa-se, ainda, que em todas
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as coletas houve um grande indice de Clostridium sp., indicando auséncia de
controle da higienizagao por parte da industria (Figura 26).

Na Figura 27, esta representado o grafico da freqiiéncia da presenca de
C. estertheticum, pelas técnicas de deteccao por PCR direta e isolamento B, em
amostras da Empresa B, nas cinco coletas. Os locais onde foram detectados
C. estertheticum, pela técnica da PCR, sdo os seguintes: serra elétrica divisora da
carcaca, ralo e piso da camara fria, superficie da carcaca da camara fria,
superficie da esteira de corte, embaladora a vacuo, fezes do curral, rolete utilizado
para retirada da carcaca do couro, meia carcaca (apds retirada do couro) e
evaporador da sala de desossa.

O isolamento, pela técnica A, do C. estertheticum foi obtido em 40% (2/5)
das coletas realizadas na serra elétrica divisora da carcaca e em 20% (1/5) das
coletas realizadas no rolete utilizado para a retirada do couro.

C. gasigenes foi detectado, pela técnica da PCR direta, e isolado, pela
técnica A, em 20% (1/5) das coletas realizadas na serra elétrica divisora da
carcaca € no rolete utilizado para a retirada do couro (Figura 19). Esses dois
equipamentos foram os Unicos que apresentaram resultados positivos para o
isolamento dos microrganismos, indicando que esporos devem ficar depositados
nas suas estruturas, devido a configuracao fisica que facilita 0 acimulo de matéria

organica e a formacao de biofilmes, o que dificulta a remog¢éo dos mesmos.

Apesar do C. gasigenes ter sido isolado em apenas uma coleta, os
resultados devem ser considerados, uma vez que 0 microrganismo esta presente
no ambiente. Caso ndo ocorra controle adequado, pode haver a disseminagéao do
microrganismo e a geracao de graves problemas na qualidade do produto final.
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Amostras Positivas
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Coletas

W amostras positivas C. estertheticum pela técnica de PCR direto
B amostras positivas Clostridium sp. pela técnica de isolamento A
B amostras positivas C. estertheticum pela técnica de isolamento A
O amostras positivas Clostridium sp. pela técnica de isolamento B

Figura 25. Distribuicao de amostras positivas, pelas técnicas de deteccao por
PCR direta e isolamento A e B de C. estertheticum, em ambientes de
abatedouro de bovinos e processamento de carne bovina resfriada
embalada a vacuo, nas cinco coletas da Empresa B.
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Amostras Positivas

Coletas

BMamostras positivas C. estertheticum pela técnica de PCR direto
W amostras positivas C. gasigenes pela técnica de PCR direto

B amostras positivas Clostridium sp. pela técnica de isolamento
[0 amostras positivas C. estertheticum pela técnica de isolamento
W amostras positivas C.gasigenes pela técnica de isolamento

Figura 26. Distribuicdo da presenca de C. estertheticum e C. gasigenes, pelas
técnicas de deteccao por PCR direta e de isolamento A, em amostras
de cortes carneos embalados a vacuo nas cinco coletas da Empresa
B.
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Figura 27. Distribuicdo da frequéncia de C. estertheticum e C. gasigenes, pelas
técnicas de deteccao por PCR direta e de isolamento A em amostras
de ambientes da Empresa B, nas cinco coletas.
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5.2.3 Comparacao da deteccao e isolamento de C. estertheticum entre as
empresaAe B

Na Figura 28 esta representado o numero total de amostras positivas de
C.estertheticum obtidos pelas técnicas de PCR direta e de isolamento A. Na
empresa B obteve-se o maior nimero (26) de amostras positivas em relagéo a
empresa A (20), mas em relagcdo ao isolamento, a empresa A teve um maior

nuamero de isolados (11) que a empresa B (6 isolados).

Em relagdo ao numero de amostras positivas de C. estertheticum que foram
detectados pela PCR direta e posteriormente também confirmados utilizando-se a
técnica de isolamento A, observaram-se cinco amostras positivas em cada
empresa. Também obteve-se amostras onde foram isolados o microrganismo e o
mesmo nao foi detectado pela técnica PCR direta, este fato pode ter ocorrido
devido técnica de isolamento favorecer o desenvolvimento de células viaveis que
se encontrava na forma de esporos.

Na Figura 29 verifica-se a quantidade de isolados de C. esterheticum por
locais no matadouro-frigorifico. Na empresa A o microrganismo foi isolado em sete
amostras na sala de abate, duas na camara fria e trés no produto final, enquanto
que na empresa B, o C. estertheticum foi isolado de trés amostras da sala de
abate, uma na sala de desossa e em duas amostras do produto final. Assim,
observa-se que a sala de abate é um local comum nas duas Empresas e de
elevado risco de contaminacdo, devendo-se redobrar os cuidados neste local,
sendo necessario a correta higienizagdo dos equipamentos e do local para evitar

contaminagdo cruzada para os outros setores do matadouro-frigorifico.

131



30 -

EMPRESA A EMPRESA B

m n? amostras positivas C.estertheticum apenas pela PCR direta
mn? amostras positivas C.estertheticum pelo isolamento .
W n° amostras positivas C.estertheticum pela PCR direta e pelo isolamento

Figura 28. DistribuicAo de amostras positivas, pelas técnicas de detecgcao e
isolamento de C. estertheticum nas Empresas A e B.

8 -
7
6
E 5
z
2!
E
2
1 [ ] E
0 : ;
Curral Sala de abate Camara Sala de desossa Carne embalada
frigorffica avacuo
| mEMPRESA A mEMPRESA B|

Figura 29. Quantidade de isolados de C. estertheticum por locais nas

Empresas A e B.
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5.3 Rastreamento de C. estertheticum e C. gasignes em cepas isoladas da

planta de abate de bovinos e carne bovina embalada a vacuo, utilizando

a técnica RFLP

Nas Figuras 30 a 33 os géis resultantes da técnica RFLP (andlise do

polimorfismo dos fragmentos de restricdo do gene 16 S rDNA) utilizando as
enzimas Alul, Haelll, Hhal e Tagl podem ser observados. As endonucleases
usadas produziram um bom numero de bandas, facilitando a diferenciagdo da
maioria das cepas utilizadas. A digestdo dos produtos de amplificacdo do 16S
rDNAs com Alul e Hhal dos 23 isolados permitiu diferenciar quatro grupos de
PCR-RFLP, e com a endonucleases Haelll e Taql, foi possivel diferenciar trés
grupos de PCR-RFLP (Tabela 24).

Empresa A Empresa B
A

A
- N h
2 4 56 7 89 M10 11 12 13 14 15161718 19 20 21 22 23 P

e

600 bp
LB N N N ]

Figura 30. Gel de agarose dos produtos de restrigdo da enzima Alul para cepas isoladas de
C. estertethicum. Amostras: 1: serra elétrica divisora da carcacga, 1° coleta; 2: rolete
da retirada do couro, 2°coleta; 3: rolete da retir ada do couro, 2°coleta; 4: carcaca
(apobs retirada do couro), 22 coleta; 5: serra elétrica divisora da carcacga, 3° coleta; 6:
rolete da retirada do couro, 3°coleta; 7: rolete da retirada do couro, 3° coleta; 8:
contrafilé embalado a vacuo, 3° coleta; 9: piso da camara fria B, 4° coleta; 10:
superficie da carcaca da camara fria B, 4° coleta; 11: contrafilé embalado a vacuo, 4°
coleta; 12: contrafilé embalado a vacuo, 4° coleta; 13: serra elétrica divisora da
carcaga, 5° coleta; 14: rolete da retirada do couro, 5°coleta; 15: rolete da retirada do
couro, 5°coleta; 16: serra elétrica divisora da carcacga, 1° coleta; 17: embaladora a
vacuo, 12 coleta; 18: contrafilé embalado a vacuo, 1° coleta; 19: serra elétrica
divisora da carcaca, 4° coleta; 20: rolete da retirada do couro, 4°coleta; 21: ponta de
contrafilé embalada a vacuo, 4° coleta; 22: contrafilé embalado a vacuo comercial —
marca A; 23: contrafilé embalado a vacuo comercial — marca D; P: cepa padrao de
C. estertheticum.
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Empresa A Empresa B
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Figura 31. Gel de agarose dos produtos de restricdo da enzima Haelll para cepas isoladas de
C. estertethicum. Amostras: 1: serra elétrica divisora da carcacga, 1° coleta; 2: rolete
da retirada do couro, 2°coleta; 3: rolete da retir ada do couro, 2°coleta; 4: carcaca
(apods retirada do couro), 22 coleta; 5: serra elétrica divisora da carcacga, 3° coleta; 6:
rolete da retirada do couro, 3°coleta; 7: rolete da retirada do couro, 3° coleta; 8:
contrafilé embalado a vacuo, 3° coleta; 9: piso da camara fria B, 4° coleta; 10:
superficie da carcaga da camara fria B, 4° coleta; 11: contrafilé embalado a vacuo, 4°
coleta; 12: contrafilé embalado a vacuo, 4° coleta; 13: serra elétrica divisora da
carcaca, 5° coleta; 14: rolete da retirada do couro, 5°coleta; 15: rolete da retirada do
couro, 5°coleta; 16: serra elétrica divisora da carcacga, 1° coleta; 17: embaladora a
vacuo, 1% coleta; 18: contrafilé embalado a vacuo, 1° coleta; 19: serra elétrica
divisora da carcaga, 4° coleta; 20: rolete da retirada do couro, 4°coleta; 21: ponta de
contrafilé embalada a vacuo, 4° coleta; 22: contrafilé embalado a vacuo comercial —
marca A; 23: contrafilé embalado a vacuo comercial — marca D; P: cepa padrao de
C. estertheticum.
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Figura 32. Gel de agarose dos produtos de restricdo da enzima Hhal para cepas isoladas de

C. estertethicum. Amostras: 1: serra elétrica divisora da carcacga, 12 coleta; 2: rolete
da retirada do couro, 2°coleta; 3: rolete da retir ada do couro, 2°coleta; 4: carcaca
(apobs retirada do couro), 2° coleta; 5: serra elétrica divisora da carcaga, 3° coleta; 6:
rolete da retirada do couro, 3°coleta; 7: rolete da retirada do couro, 3° coleta; 8:
contrafilé embalado a vacuo, 3° coleta; 9: piso da camara fria B, 4° coleta; 10:
superficie da carcaca da camara fria B, 4° coleta; 11: contrafilé embalado a vacuo, 4°
coleta; 12: contrafilé embalado a vacuo, 4° coleta; 13: serra elétrica divisora da
carcaga, 5° coleta; 14: rolete da retirada do couro, 5°coleta; 15: rolete da retirada do
couro, 5°coleta; 16: serra elétrica divisora da carcacga, 1° coleta; 17: embaladora a
vacuo, 1° coleta; 18: contrafilé embalado a vacuo, 1° coleta; 19: serra elétrica
divisora da carcaca, 42 coleta; 20: rolete da retirada do couro, 4°coleta; 21: ponta de
contrafilé embalada a vacuo, 4°coleta; 22: contraf ilé embalado a vacuo comercial —
marca A; 23: contrafilé embalado a vacuo comercial — marca D; P: cepa padrao de
C. estertheticum.
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Figura 33. Gel de agarose dos produtos de restricdo da enzima Tagl para cepas isoladas de
C. estertethicum. Amostras: 1: serra elétrica divisora da carcacga, 12 coleta; 2: rolete
da retirada do couro, 2°coleta; 3: rolete da retir ada do couro, 2°coleta; 4: carcaca
(apobs retirada do couro), 2° coleta; 5: serra elétrica divisora da carcaga, 3° coleta; 6:
rolete da retirada do couro, 3°coleta; 7: rolete da retirada do couro, 3° coleta; 8:
contrafilé embalado a vacuo, 3° coleta; 9: piso da camara fria B, 4° coleta; 10:
superficie da carcaca da camara fria B, 4° coleta; 11: contrafilé embalado a vacuo, 4°
coleta; 12: contrafilé embalado a vacuo, 4° coleta; 13: serra elétrica divisora da
carcaga, 5° coleta; 14: rolete da retirada do couro, 5°coleta; 15: rolete da retirada do
couro, 5°coleta; 16: serra elétrica divisora da carcacga, 1° coleta; 17: embaladora a
vacuo, 1% coleta; 18: contrafilé embalado a vacuo, 1° coleta; 19: serra elétrica
divisora da carcaca, 42 coleta; 20: rolete da retirada do couro, 4°coleta; 21: ponta de
contrafilé embalada a vacuo, 4°coleta; 22: contraf ilé embalado a vacuo comercial —
marca A; 23: contrafilé embalado a vacuo comercial — marca D; P: cepa padrao de
C. estertheticum.
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Tabela 23. Grupos de C. esterteheticum obtidos pela técnica RFLP
Grupos PCR-RFLP obtidos durante

Cepa digestao do gene 16S rDNA com Gendtipo
Alu | Hae llI Hha | Taq | PCR-RFLP
1 a e h i A
2 a f h i B
3 a f h i B
4 a f h i B
5 b g [ m C
6 b g [ m C
7 b e i m D
8 b e [ m D
9 b e [ m D
10 b e i m D
11 b e i m D
12 b e i m D
13 b e i m D
14 b e i m D
15 b e i m D
16 b e j m E
17 c e j n F
18 c e i n G
19 c e j n F
20 d e k 0 H
21 d e Kk 0 H
22 b e i m D
23 b e i m D
24 b e i m D

Utilizando as quatro enzimas, foi possivel observar oito gendtipos distintos
nos isolados de amostras ambientais e amostras de carne embalada a vacuo
coletada nas duas empresas (Tabela 23). Broda et al. (2000) também observaram
oito grupos PCR-RFLP distintos fazendo a digestdo da PCR do gene 16S rDNA
com as mesmas enzimas (Alul, Haelll, Hhal e Taqgl), em um total de 22 cepas de

clostridios psicrotroficos e psicrofilicos isolados de carnes.

Na empresa A, podem-se observar quatro grupos de genétipo PCR- RFLP,
sendo isolado o perfil A apenas na primeira coleta e o perfil B apenas na segunda.
Quando se comparam esses dois perfis com a digestdo da PCR do gene 16S
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rDNA com as enzimas Alul, Hhal e Taql, verifica-se similaridade entre eles; ou
seja, se a digestdo fosse realizada com apenas essas trés enzimas, os isolados
apresentariam o mesmo perfil. Na terceira coleta, foram encontrados dois perfis (C
e D) que, quando comparados a digestdo da PCR do gene 16S rDNA com as
enzimas Alul, Hhal e Taql, também apresentam igualdade nas bandas obtidas
pela técnica PCR-RFLP. Nas quarta e quinta coletas, foi identificado apenas um
perfil (D) nos isolados (Tabela 24).

O isolado n®. 1, originario da serra elétrica que divide a carcaga, da primeira
coleta realizada na Empresa A, apresentou perfil diferente dos outros isolados,
sendo caracterizada como gendtipo PCR-RFLP A. Os isolados do rolete da
retirada do couro e da carcaca (ap6s a retirada do couro) provenientes da
segunda coleta da empresa A apresentaram perfil B.

Na terceira coleta da Empresa A, o isolado da serra elétrica divisora da
carcaga apresentou perfil C e os isolados do rolete de retirada do couro
apresentaram os perfis C e D (Tabela 24). Comparando-se a digestdo da PCR do
gene 16S rDNA com as enzimas Alul, Hhal e Taql, pode-se dizer que as bandas
sao idénticas ao grupo PCR-RFLP D.

Na empresa A o perfil D foi predominante, sendo isoladas em diferentes
amostras e em trés ocasides, indicando uma provavel resisténcia e adaptagcao as
condicbes adversas do ambiente do abatedouro. Este perfil foi observado em nove
isolados (Tabela 24), os quais foram provenientes do rolete de retirada do couro e
do contrafilé embalado a véacuo, na terceira coleta; piso da camara fria B,
superficie da carcaga da camara fria B e contrafilé embalado a vacuo, na quarta
coleta; serra divisora da carcaca e rolete de retirada do couro, na quinta coleta
(Tabela 24).
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Tabela 24. Perfis da PCR-RFLP do gene 16S rDNA de
encontrados na empresa A.

C.estertheticum

Empresa Coleta  Amostra Gendtipo
A 12 serra elétrica divisora da carcaca A
22 rolete da retirada do couro B
28 carcaca (apos retirada do couro) B
32 serra elétrica divisora da carcaca C
3 rolete de retirada do couro CeD
ch contrafilé embalado a vacuo D
42 piso da cAmara fria B D
42 superficie da carcaca da camarafriaB D
42 contrafilé embalado a vacuo D
52 serra elétrica divisora da carcaca D
5% rolete de retirada do couro D
B 12 serra elétrica divisora da carcaca E
12 Embaladora a vacuo F
12 contrafilé embalado a vacuo G
42 serra elétrica divisora da carcaca F
42 rolete de retirada do couro H
42 ponta de contrafilé embalado a vacuo H

Pelos resultados (Tabela 24) na Empresa A, o mesmo perfil (B) foi

encontrado em isolados de rolete da retirada do couro e na carcaca bovina apos

retirada do couro durante a segunda coleta. O perfil D foi isolado do rolete e da

carne (contrafilé embalado a vacuo) na terceira coleta, sugerindo uma possivel

contribuicdo do rolete como fonte potencial de contaminacdo da carne. Dessa
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forma, supbe-se que a contaminagao presente no equipamento da sala de abate
esta passando pelas vérias etapas do processo até o produto final. Isso também
pode ser observado na quinta coleta, onde o isolado da carne embalada a vacuo
tem o mesmo perfil (D) dos isolados no piso e na superficie da carcaga da camara
fria. Assim o programa de higienizacdo e o plano APPCC da empresa nao estao
impedindo que a contaminagéo, chegue até o produto final.

O isolado numero 16, isolada da serra elétrica divisora da carcacga, da
primeira coleta realizada na Empresa B, possui perfii PCR-RFLP E. Ao ser
comparado esse perfil a digestdo da PCR do gene 16S rDNA com as enzimas
Alul, Hhelll e Hhal, pode-se dizer que as bandas sao idénticas ao grupos PCR-
RFLP D (Tabela 25).

No grupo de genétipo PCR- RFLP F, encontram-se as cepas isoladas da
embaladora a vacuo e da serra divisora da carcaga, respectivamente, da
primeira e quarta coletas realizadas na Empresa B. Verificando-se apenas a
digestdo da PCR do gene 16S rDNA com as enzimas Alul, Hhelll e Tagl, pode-
se dizer que as bandas séo iguais ao grupo PCR-RFLP G, o qual € constituido
apenas por uma cepa isolada de carne bovina embalada a vacuo (contrafilé), da
quarta coleta na Empresa B (Tabela 25).

Os isolados de numeros 20 e 21, do rolete de retirada do couro e do
contrafilé embalado a vacuo, da quarta coleta na Empresa B, apresentaram o
perfil PCR-RFLP H, ndo havendo similaridade com as demais cepas isoladas

nesse estabelecimento.

Na Empresa B, observam-se quatro perfis de genétipo PCR- RFLP
diferentes da Empresa A (Tabela 24 e 25). Nesta empresa A, obtiveram-se
diferentes perfis de genoétipo PCR- RFLP em uma mesma coleta; sendo isolados,
na primeira coleta, cepas com perfis E, F e G e, na quarta coleta, cepas com
perfis F e H.
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Na Empresa B, verifica-se que o isolado da amostra de contrafilé embalado
a vacuo, da primeira coleta, ndo possue o0 mesmo perfil (G) do isolado da serra
elétrica divisora da carcaca (E) e da embaladora a vacuo (F). Na quarta coleta,
verifica-se que o isolado da amostra de carne embalada a vacuo (ponta de
contrafilé) possue o mesmo perfil da cepa isolada da amostra do rolete de retirada
do couro (Tabela 24), fato este também observado na empresa A.

Os isolados 22 e 23, de contrafilé embalado a vacuo (adquiridos no
comércio de Campinas — SP; marcas A e D, respectivamente), apresentam perfil

D, que é o mesmo da cepa padrao de C. estertheticum DSM 8809.

Os resultados, presentes neste estudo, mostram que a técnica PCR-RFLP
permite a diferenciacdo genotipica de C. estertheticum. Porém, para a obtencao
de resultados mais discriminatérios seriam necessarios analises adicionais, como

seqlUenciamento do gene 16S rDNA.

Na Figura 34, podem-se observar o gel resultante da técnica PCR-RFLP
(andlise do polimorfismo dos fragmentos de restricdo) da digestdo da PCR do
gene 16S rDNA com as enzimas Alul, Haelll, Hhal e Taql, para as culturas de C.
gasigenes isoladas neste trabalho. Pela técnica utilizada, ndo foi possivel observar
diferencas genéticas nos cinco isolados analisados (Tabela 25). Como o
microrganismo foi isolado somente na quarta coleta da empresa B, verifica-se que
os isolados da amostra de carne embalada a vacuo possuem o mesmo perfil do
isolado da serra elétrica divisora da carcaca e do rolete de retirada do couro,
assim, supde-se que a contaminagdo presente nos equipamentos da sala de
abate atingiu o produto final, da mesma forma ocorrida com o C. estertheticum.
Melhorias nos procedimentos de higienizacdo, especialmente da serra elétrica
divisora da carcacga e do rolete de retirada do couro, devem ser realizados pelas

empresas para obtencao de uma boa qualidade do produto final.

No Brasil, dados de pesquisas referentes a estes microrganismos ainda
nao havia sido objeto de nenhuma publicacdo de niveis nacional e internacional.

Pelo fato de os microrganismos citados serem anaerdbios estritos (além de serem
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psicrofilicos e psicrotréficos), ha muitas dificuldades e obstaculos no seu cultivo e

isolamento.

Para o pais, o isolamento destes microrganismos é de extrema
relevancia, pois a partir de cepas isoladas, originarias das fontes de
contaminagdo, as pesquisas direcionadas ao conhecimento das caracteristicas e
do comportamento dos microrganismos poderao ser ampliados visando o seu

controle ao longo da cadeia produtiva.

M1234 56123456 M12345612345¢6

1500 bp

600 bp

Figura 34. Gel de agarose dos produtos de restricdo das enzimas Hhal (a), Haelll (b), Taqgl (c) e
Alul (d) para cepas isoladas de C. gasigenes. Amostras: 1: rolete de retirada do couro,
4° coleta — Empresa B; 2: rolete de retirada do cou ro, 4°coleta — Empresa B; 3: serra
elétrica divisora da carcaga, 4° coleta — Empresa B; 4: serra elétrica divisora da
carcacga, 4° coleta — Empresa B; 5: filé-mignon embalado a vacuo, 4°coleta — Empresa
B; 6: controle cepa padrao de C. gasigenes

Tabela 25. Grupos de C. gasigenes obtidos pela técnica RFLP
Grupos PCR-RFLP obtidos pela digestéao

Cepa do gene 16S rDNA Gendtipo
Alu | Hae llI Hha | Taq | PCR-RFLP
1 a b c d A
2 a b c d A
3 a b c d A
4 a b c d A
5 a b c d A
6 a b C d A
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5.4 Ocorréncia e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em carnes
resfriadas embaladas a vacuo obtidas do comércio

Na Tabela 26, esta apresentada a sintese das analises realizadas em um
total de 60 amostras comerciais de carne bovina resfriada e embalada a vacuo de
quatro marcas diferentes. Os resultados obtidos, utilizando-se a técnica PCR para
deteccéao direta de C. estertheticum e C. gasigenes, mostram uma incidéncia de
10% (6/60) de C. estertheticum na carne bovina embalada a vacuo sob
refrigeracdo, nao sendo detectado C. gasigenes. Tabela 26. Deteccdo e
isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em amostras de carne bovina

resfriada embalada a vacuo adquiridas no comércio de Campinas-SP.

A marca A apresentou o0 maior indice: 20% (3/15) de amostras positivas,
seguido pelas marcas B, com 13,33% (2/15) de amostras positivas e D, com
6,66% (1/15). A marca C nao apresentou nenhuma amostra positiva.

Tabela 26. Deteccdo e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes em
amostras de carne bovina resfriada embalada a vacuo adquiridas no
comércio de Campinas-SP.

Identificacdo da amostra N¢ de amostras positivas

PCR Isolamento C

0
D
0
(1]

OO —-0000CO0O0O—~-0O0

Marca Amostra N2 amostras
Contrafilé
Alcatra
Ponta de contrafilé
Contrafilé
Alcatra
Ponta de contrafilé
Contrafilé
Alcatra
Ponta de contrafilé
Contrafilé
Alcatra
Ponta de contrafilé

C.g.

oo mww > > >
oo aoao oo
COoO—-00O0O0OMNMNO =
oooooooooooog
W2 ap=2—2onpw=~0
eNeYoNolofoRololoNoRaole)

C.=Clostridium sp.; C.e. = Clostridium estertheticum; C.g. = Clostridum gasigenes; PCR = utilizagao da técnica PCR direta,
sem enriquecimento da amostra; Isolamento = utilizagdo de 2 mL amostra, sem choque térmico e enriquecimento em PYGS
com carne (Figura 12)
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Dessa forma, pode-se constatar que o C. estertheticum esta presente em
amostras comercias de carne bovina embalada a vacuo de diferentes marcas e
regides do Brasil (sudeste e centro-oeste). Esta contaminagédo, provavelmente
originaria da planta industrial, constitui uma fonte em potencial, conforme relatado
por Broda et al. (2002) e Rauecker (2007), em ambientes de matadouros-
frigorificos. Além disso, a condi¢cdo de anaerobiose (criada no interior do produto e
nas condicbes de embalagem) e a temperatura de armazenamento e
comercializagdo a que sao submetidos, inferior a 7°C, sao favoraveis a

germinacao dos esporos e multiplicacdo de C. estertheticum.

Dentre os tipos de corte, o uUnico que apresentou contaminagdo pelo
microrganismo foi o contrafilé que, por estar localizado na parte externa da
carcaga, fica sujeito a uma maior exposicdo ao ar atmosférico presente nas
instalagdes do matadouro-frigorifico e ao contato direto com manipuladores e

superficies de equipamentos.

A presenca de C. estertheticum, nestas amostras, pode ter sido favorecida
pelas condicoes de armazenagem da carne embalada a vacuo e sob refrigeracéo,
uma vez que esse microrganismo é anaerébio estrito e psicrotréfico, apresentando

temperatura 6tima para crescimento a 6 - 8° C, com limite a 13°C.

Mesquita et al. (2006) verificaram a presenca de C. estertheticum, pela
técnica de PCR direta, em 14% das amostras de um total de 193 cortes carneos
bovinos embalados a vacuo, obtidos em matadouros-frigorificos localizados em
Goias, Sao Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rondénia, Para, Minas

Gerais e Bahia.

OLIVEIRA (2007) verificou a presencga de C.estertheticum em leite e queijo
(parmesdo e provolone) em 127 amostras, sendo 28 (22,0%) positivas: 11
amostras (34,4%) em 32 de leite cru e 17 amostras (17,9%) em 95 de queijo

(parmeséo e provolone).
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Em nenhuma das amostras analisadas foi detectada presenca de
C. gasigenes pela técnica de PCR direta e pelo método de isolamento. Raucker et.
al (2006) também nao detectaram a presenca de C. gasigenes em 193 amostras
de carne bovina embalada a vacuo de diferentes matadouros-frigorigicos, através
da técnica da PCR.

Neste trabalho, as amostras foram analisadas ap6s 30 dias de fabricagao,
ndo apresentando sinais de deterioracdo, mesmo quando positivas para
C. estertheticum.

Através do enriquecimento da amostra em PYGS, a 4°C, durante 21 dias e
posterior incubacdo em CBA com sangue, a 10°C, por mais 21 dias, foi possivel o
isolamento de Clostridium sp. psicrotolerantes em 33,33% (20/60) amostras,
destacando-se que em 3,33% (2/60) também foram isolados C. estertheticum
(contrafilé da marca D e ponta de contrafilé da marca A). Nessas duas amostras, a
deteccao direta por PCR, através do liquido exsudado, também foi positiva.

Nas amostras positivas para Clostridium sp. e nao para C. estertheticum e
C. gasigenes, poderiam estar envolvidos clostridios psicrotolerantes, como:
C. algidicarnis, que foi isolado de carne suina cozida embalada a vacuo, causando
alteragdo no odor do produto (LAWSON et al., 1994); C. frigidicarnis, também ja
isolado de carne bovina embalada a vacuo, apresentando deterioragédo “blown-
pack” em abuso de temperatura e C. algidixylanolyticum, isolado de carne de
carneiro embalada a vacuo. (BRODA et al., 2000). Outros microrganismos
suspeitos poderiam ser o C. botulinum tipo E e as cepas nao proteoliticas dos
tipos B e F, pois conseguem sobreviver em baixas temperaturas, com minimo de
3,3°C, ndo causando deterioracbes graves - devido a auséncia de enzimas
proteoliticas (PHILIPS, 1996).

Assim, tem-se que o0s resultados obtidos merecem atencdo, pois
independentemente do numero de amostras positivas, a presengca do
microrganismo no produto final - em diferentes industrias - indica que nao esta

havendo controle apropriado em relagdo a sua disseminagdo. O microrganismo
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esta chegando ao produto final, podendo desenvolver-se devido as condicbes de
anaerobiose e de temperatura apropriada, provocando deterioragao “blown-pack”
e ocasionado graves problemas econémicos; além de forte impacto negativo para

os matadouros-frigorificos brasileiros.

5.5 Analise da composicao de gases em amostras estufadas

O diéxido de carbono apresentou concentragdo majoritdria na composicao
gasosa das amostras, sendo a maior concentragdo encontrada na amostra
comercial (53,87%), seguido da amostra inoculada com C. estertheticum (25,28%)
e da amostra inoculada com C.gasigenes (7,04%). A presenca de oxigénio foi
inferior a 1,5% e a de nidrogénio foi inferior a 1%, em todas as amostras. Na

amostra comercial constatou-se a presenca de mercaptana (Tabela 27).

O diéxido de carbono pode ser considerado o gas primario responsavel pela
distensdo da embalagem; enquanto que o metil mercaptana e os hidrocarbonetos,
0s componentes que originaram odores desagradaveis aos produtos. Dainty et al
(1989) também detectaram o diéxido de carbono como gas dominante em carnes
comerciais com deterioragdo “blown-pack”.

Tabela 27: Composicdo quantitativa de alguns componentes da composicao
gasosa em embalagens estufadas de carne bovina embalada a vacuo.

Carne comercial Carne estufada Carne estufada
estufada com inoculada com inoculada com
Componentes deteccédo de C. estertheticum C. gasigenes
C. estertheticum
Diéxido de 53,87% 25,28% 15,12%
carbono
Nitrogénio <1% <1% <1%
Oxigénio 1,2% 1,1% 1,4%
Mercaptana’ + - -

" andlise qualitativa
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5.6 Atividade de diferentes sanitizantes sobre os esporos de C.

estertheticum e C. gasigenes

5.6.1 Producao e contagem de esporos de C.estertheticum e C.gasigenes

A producéo de esporos foi realizada nos trés meios testados RCM, PYGS e

meio de carne contendo carne cozida ap6és 6 meses de incubacdo a 15°C para

C.gasigenes e 8 meses de incubagdo a 10°C para C. estertheticum.

Os melhores resultados para contagem de esporos foram obtidos através
da metodologia que consistia na diluicdo em tampéao fosfato e posterior choque
térmico a 80C por 10 minutos, plaqueamento em CBA e incubacdo a 10°C
(metodologia F) e 15°C (Metodologia J) por trés semanas, respectivamente para C.
estertheticum e C. gasigenes (Tabela 28). Broda et al. (2007) também utilizaram
CBA e incubacdo a 10°C para contagem de C.estertheticum.

Tabela 28. Médias e desvio padrao dos resultados de contagens de esporos para

C. estertheticum e C. gasigenes obtidos com diferentes
metodologias.
Microrganismo Metodologia log UFC/mL

de contagem

(desvio padrao)

C. gasigenes

n.c.
n.c.
n.c.
n.c.
n.c.
8,52 (0,3)
5,43 (0,5)
2,26 (0,5)

C. estertheticum

I —x——|T0TKQ -0 QOO TD

n.c.: ndo foi observado crescimento.

152



5.6.2 Teste esporicida

Nas Tabelas 29 e 30 sdo apresentados as médias do fator de inativacao
sobre esporos de C. estertheticum e C. gasigenes submetidos a diferentes
sanitizantes. Pelo teste da Unido Europeia prEN14347 o sanitizante é considerado
esporicida quando apresenta um fator de inativagdo (FI) de no minimo
4,0 log UFC/mL.

Tabela 29. Médias e desvio padrdo do fator de inativagéo (log de UFC/mL) de
esporos de C. estertheticum em diferentes sanitizantes.

Fator de inativacao dos sanitizantes

Tempo de exposicao

(min) 1 2 3 4

5 2,1(0,5) 3,1(0,3) >7,82 4,51 (0,3)
15 6,2 (0,4) >7,82 >7,82 >7,82
30 >7,82 >7,82 >7,82 >7,82

1: sanitizante a base de Hipoclorito de sédio 100 mg/L (pH 10,8)
2: sanitizante a base de Acido peracetico 100 mg/L (pH 2,9)

3: sanitizante a base de Acido peracetico 500 mg/L (pH 2,4)

4: sanitizante a base de Perdxido de hidrogénio 200 mg/L (pH 1,3)

Tabela 30. Médias e desvio padrao do fator de inativacdo (log de UFC/mL) de
esporos de C. gasigenes em diferentes sanitizantes.

Fator de inativacao dos sanitizantes

Tempo de exposicao

(min) 1 2 3 4
5 2,83 (0,4) 3,6 (0,3) > 8,77 4,6 (0,4)
15 7,57 (0,4) > 8,77 > 8,77 > 8,77
30 > 8,77 > 8,77 > 8,77 > 8,77

1: sanitizante a base de Hipoclorito de sédio 100 mg/L (pH 10,8)
2: sanitizante a base de Acido peracetico 100 mg/L (pH 2,9)

3: sanitizante a base de Acido peracetico 500 mg/L (pH 2,4)

4: sanitizante a base de Perdxido de hidrogénio 200 mg/L (pH 1,3)

O sanitizante a base de hipoclorito de sédio a 100 mg/L (Divosan
Hypochlorite) teve efeito esporicida para C. estertheticum a partir de 15 minutos de
contato com Fl de 6,2 log UFC/mI. Para o C.gasigenes também foi observado o
efeito esporicida do hipoclorito de sddio a partir de 15 minutos de contato com Fl
de 7,57 log UFC/mL. Andrade e Serrano (1993), utilizaram 105 mg/L de cloro
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residual, a partir do hipoclorito de sédio, em pH 8,0 a 30T e obtiveram 5 reducdes
logaritmicas na populacdo dos esporos de Bacillus subtilis em 5 minutos de
contato pelo método de suspenséo.

Em relacdo ao efeito esporicida do acido peracético a 100 mg/L (Divosan
Forte) encontrou-se um efeito esporicida a partir de 15 minutos de contato com
esporos de C. estertheticum e C. gasigenes com fatores de inativagdo superior a
7,82 e 8,77 log UFC/mL, respectivamente. J& com &cido peracético a 500 mg/L
observou-se o efeito esporicida a partir de 5 minutos de contato com esporos de
C.estertheticum e C. gasigenes, ambos com fator de inativacdo superior a
7,0 log UFC/mL. Broda et al. (2007) também verificaram o efeito esporicida do
acido peracético a 180 mg/L em C. estertheticum e observaram redugédo de 4 a
5 log UFC/mL apds 5 minutos de exposicao. Wullt et al.,2003 também utilizaram o
método da Unido Europeia prEN14347 e verificaram uma redugédo superior a 4
log UFC/mL na agéo do acido peracetico em 5 minutos de contato com esporos de

Clostridium difficile.

Utilizando o sanitizante a base de peroxido de hidrogénio a 200 mg/L foi
observado efeito esporicida para C.estertheticum e o C.gasigenes a partir de 5
minutos de contato com Fl de 4,51 e 4,60 log de UFC/ml, respectivamente.

Os sanitizantes que tiveram melhor eficiéncia foram a base de peroxido de
nitrogénio 200 mg/L e acido peracetico 500 ppm pois apresentaram um Fl maior
que 4 log UFC/ml para 5 minutos de exposi¢cédo. Este fato pode ser atribuido ao
peroxido de hidrogénio, que também estd presente no acido peracetico, ser
considerado forte oxidante, devido a sua capacidade de produzir radicais livres
que atacam componentes celulares essenciais, incluindo proteinas, lipidios e DNA
(YUAN et al.,1997; ZHAO et al.,2007)
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6. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos, pode-se concluir:

As fontes de disseminacao de C. estertheticum e C. gasigenes na linha de
processamento de carne bovina embalada a vacuo podem ser originarias
de diversos locais como equipamentos, carcagas € nos ambientes de
frigorificos exportadores.

C. estertheticum ocorrem tanto em cortes de carne bovina embalada a

vacuo, tipo exportagdo como em produtos para 0 consumo no pais.

C. gasigenes ocorrem em amostras de carnes embaladas a véacuo, tipo

exportacao.

A presenca de C. estertheticum e C. gasigenes, em amostras de
equipamentos, carcacas e nos ambientes de matadouros frigorificos
exportadores de carne bovina embalada a vacuo, revelam o elevado grau
de contaminagdo cruzada ao qual a carne estd exposta ao longo do
processamento, afetando a qualidade e a vida util do produto final.

A presenca de C. estertheticum e C. gasigenes em equipamentos, cuja
configuragao fisica propicia maior acumulo de residuos, como o rolete
utilizado para retirar o couro, a serra elétrica que divide as carcacas e
evaporadores de camaras frias, revela a importancia da necessidade de
elaboracdo de procedimentos de higiene operacional padronizados
especificos para os processos de higienizacao destes equipamentos.
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Tanto a técnica PCR direta como o isolamento podem representar uma
ferramenta importante para o diagnéstico da contaminacao microbiana por
C. esterheticum e C. gasigenes.

A utilizagdo da técnica PCR-RFLP, foi uma excelente ferramenta para
avaliacdo dacontaminagao cruzada de C. estertheticum e C. gasigenes
entre as diversas etapas de processamento e produto final.

Os sanitizantes a base de acido peracetico a 500 mg/L e peréxido de
hidrogénio a 200 mg/L apresentaram melhor acao esporicida para
C .estertheticum e C. gasigenes, quando comparado ao hipoclorito de sédio
200 mg/L por 15 min.

As empresas frigorificas de abates de bovinos e processamento de carne
bovina resfriada embalada a vacuo, tanto para o mercado externo quanto
para o interno, necessitam da implantacdo de programas de higienizacéo
padronizados e eficientes, para o controle de C. estertheticum e

C. gasigenes nas unidades processadoras.
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