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Vi

ASSOCIACAO DE BACTERIAS DA fAMiLIA Enterobacteriaceae E Clostridium
estertheticum COM A DETERIORACAO “BLOWN PACK” EM CORTES CARNEOS
EMBALADOS A VACUO

RESUMO- A deterioragdo “blown pack” é caracterizada por abundante produgédo de
gas, induzindo a completa distensdo da embalagem durante o processo de estocagem
sob refrigeracdo. Quando a embalagem é aberta, ha um odor desagradavel, levemente
fecal. O gas presente na embalagem é composto por didxido de carbono e hidrogénio e
por varios tipos butiricos do metabolismo fermentativo. O objetivo deste experimento foi
determinar possiveis causadores deste tipo de deterioragdo, quantificando as
populagbes de bactérias da familia Enterobacteriaceae, e caracterizando-as nos
principais géneros e espécies encontradas, o numero de bactérias acido-lacticas, a
freqUéncia de Clostridium estertheticum e do Clostridium gasigenes, em carnes proprias
para 0 consumo e em carnes que apresentaram a deterioracdo “blown pack”. Para
contagem e identificagdo dos membros da familia Enterobacteriaceae e contagem de
bactérias acido-lacticas utilizou-se de técnicas microbiolégicas classicas. Ja para
pesquisa do C. estertheticum e C. gasigenes fez-se uso de técnicas de biologia
molecular. Os microrganismos da familia Enterobacteriaceae e bactérias acido-laticas
estavam presentes em populagbes elevadas e em maior numero nas carnes com
deterioracdo “blown pack”. A espécie mais freqlentemente encontrada foi a Hafnia
alvei. As amostras com deterioracéo “blown pack’ apresentaram maior positividade para
o C. estertethicum que amostras nao deterioradas. Nao houve diferenca estatistica de
positividade para a presenca do C. gasigenes entre amostras com deterioragdo “blown
pack” e carnes nao deterioradas. A principal forma de controle desta deterioracdo é a
prevencao da contaminacg&o da carne por material fecal.

Palavras-Chaves: carne embalada vacuo, clostridios psicrofilicos, deterioracdo “blown

pack”, enterobactérias
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ASSOCIATION OF BACTERIA OF THE FAMILY Enterobacteriaceae AND
Clostridium estertheticum WITH " BLOWN PACK " SPOILAGE IN VACUUM-
PACKED CUTS OF MEATS.

ABSTRACT- The "blown pack" spoilage is characterised by abundant gas production,
leading to complete gross distention pack during refrigerated storage. When the
packaging is opened, there is an unpleasant smell, lightly fecal. The gas present in the
package is composed of carbon dioxide and hydrogen and also of several butyric types
of metabolism fermentation. The purpose of this experiment was to determine possible
causes of this spoilage type, quantifying the populations of bacteria of the family
Enterobacteriaceae, and characterizing them in the major genera and species found, the
number of lactic acid bacteria, the frequency of Clostridium estertheticum and
Clostridium gasigenes in meat proper for consumption and meat which showed the
"blown pack" spoilage. In order to enumerate and identify the members of the
Enterobacteriaceae family, and to enumerate the lactic acid bacteria the procedure was
classical microbiological techniques. However to search the C. estertheticum and C.
gasigenes the procedure was molecular biology techniques. The microorganisms of the
family Enterobacteriaceae and lactic acid bacteria were present in large populations and
in greater numbers in meat with "blown pack" spoilage. The species which were found
more often was the Hafnia alvei. Samples of "blown pack® spoilage had greater positive
features for C. estertethicum than samples not damaged. There was no statistical
difference of positive features for the presence of C. gasigenes between samples of
"blown pack" spoilage and not damaged meat. The main way to control this spoilage is
the prevention of contamination of meat by fecal material.

Key words: vacuum packed meat, psychrophilic clostridial, "blown pack" spoilage,
enteric bacteria.



1. INTRODUCAO

A bovinocultura brasileira conta com um rebanho aproximado de 170,2 milhdes de
cabecas de gado e destes, 46,9 milhdes (27,6% do rebanho) s&o abatidos anualmente,
s6 perdendo para a China com 49,9 milhées (35,9% do rebanho) abatidos/ano
(ANUALPEC, 2005).

Em 2004 o Brasil exportou 1.202.170 toneladas equivalente-carcaga* de carne
bovina “in natura” resfriada para paises como o Chile, Alemanha, Italia, Suécia, paises
do Reino Unido e Paises Baixos, Russia, Egito, Espanha, Arabia Saudita e outros, o
equivalente a 1.963,0 milhées de dolares. As expectativas sdo que as exportagdes
aumentem para os proximos anos. Também em 2004, o Brasil ndo somente se tornou o
maior exportador mundial de carnes (aves, suinos e bovinos) como abriu uma
vantagem de mais de um milhdo de toneladas sobre os Estados Unidos, historicamente
o lider nesse comércio. A competitividade do segmento de carnes no Brasil esta
solidamente estabelecida no tripé disponibilidade de matérias-primas (competitividade
em custos) X estrutura produtiva X ambiente (ANUALPEC, 2005).

O Brasil de fato conquista com méritos o destaque no mercado de proteinas
animais do mundo, mas manter-se na posi¢cao nao é tarefa facil, uma maior expanséo
neste segmento de mercado tem sido dificultada pela redug&o da vida util decorrente de
alteracgdes fisiologicas, bioquimicas e microbiolégicas dos produtos de origem animal
(BORGES & FREITAS, 2002).

Muitos s&o os problemas enfrentados pelas industrias frigorificas para manter
estes mercados, logo as perdas devido a deterioragdo microbiana dos alimentos devem
ser consideradas. A exata configuracdo das perdas econbmicas totais com a
deterioracdo dos alimentos é desconhecida, mas as raras figuragbes avaliadas indicam
que constitui em uma enorme perda financeira. Estima-se que um quarto da oferta de
alimento do mundo & perdido somente por atividade microbiana (ANONYMOUS, 1985).

A deterioragdo dos alimentos é um problema econémico em todo o mundo, e
ainda n&o esta controlada a despeito das modernas tecnologias e amplas técnicas de

preservacao disponiveis, como as embalagens a vacuo.

*Equivalente carcagca= Carne sem 0sso x 1,3 + Carne com 0SS0
Fonte : Instituto FNP/SECEX/DECEX



Muitos microrganismos deteriorantes sao também patogénicos para o ser
humano, ou indicam a presenca destes, como no caso de microrganismos da familia
Enterobacteriaceae, deixando de ser apenas um problema de carater econémico e
tornando-se também um problema de saude publica. Patégenos de importancia, como
Salmonella, Escherichia coli O157H7 e Shigella, pertencem a familia
Enterobacteriaceae. Alguns géneros considerados ndo patogénicos podem
eventualmente atuar como patdogenos oportunistas como Klebsiella, Citrobacter,
Enterobacter, Proteus, Serratia entre outros. Grande parte destes microrganismos,
patogénicos ou ndo, causam deterioracdo em carnes refrigeradas embaladas a vacuo,

por serem mesofilos com caracteristicas psicrotroficas e anaerobios facultativos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Deterioragao da carne bovina fresca embalada a vacuo

A deterioragao dos alimentos pode ser considerada como a mudanga que gera um
produto inaceitavel para o consumo humano (HAYES, 1985; GRAM et al., 2002). A
deterioracdo pode ser evidente, por exemplo, um dano fisico, desenvolvimento visivel
de microrganismos, com formacao de limosidade ou danos causados por insetos. Da
mesma forma a deterioragdo pode ocorrer devido a mudangas na textura ou
desenvolvimento de odores indesejaveis causados por reagdes bioquimicas ou ag¢des
microbianas (HUIS IN'T VELD, 1996; JACKSON et al., 2001; HILARIO et al., 2004).
Podem ocorrer alteragcdes da cor, odor e aumento da exsudagédo, embora muitas vezes
imperceptiveis aos consumidores (GILL, 2000).

As provas microbiologicas classicas, especialmente para alimentos pereciveis,
tém valor limitado quando trata-se da obtencéo de resultados rapidos que garantam a
qualidade dos produtos, pois estes alimentos acabam sendo vendidos ou até
consumidos antes dos resultados serem avaliados. Novos métodos microbioldgicos

altamente sensiveis e especificos baseados em técnicas imunolégicas e moleculares ja



foram desenvolvidos para a deteccdo de microrganismos patogénicos (van der
VOSSEN & HOFSTRA, 1996; HUIS IN'T VELD et al., 1994; FUNG, 1994).

Essas técnicas também podem ser aplicadas para a facil detecgdo de organismos
deteriorantes especificos. Entretanto, devem-se conhecer a fundo as populacdes
predominantes e sua atuagcado em cada tipo especifico de deterioracdo antes que estas
técnicas possam ser usadas (HUIS IN'T VELD et al., 1996).

A microbiota que coloniza cada alimento em particular depende das
caracteristicas do produto e de como este € processado e estocado. Os parametros que
afetam a proliferagdo dos microrganismos nos alimentos podem ser categorizados em
quatro grupos: (1) parametros intrinsecos; (2) parametros extrinsecos; (3) modo de
processamento e preservacao, e (4) parametros implicitos. A combinacgéo de todos os
efeitos dos parametros geralmente € maior que o efeito percebido de cada parametro
individual (MOSSEL et al.,1995).

Os parametros intrinsecos sé&o fisicos, quimicos e propriedades estruturais
inerentes ao proprio alimento. Os mais importantes sao atividade de agua, acidez,
potencial de oxi-reducdo, disponibilidade de nutrientes e a presenca de substancias
antimicrobianas naturais. Ja os parametros extrinsecos s&o fatores ambientais
inerentes aos locais onde os alimentos sdo estocados, notavelmente temperatura,
umidade e composi¢cao atmosférica. Quanto ao modo de processamento e estocagem
consideram-se o uso de tratamentos quimicos e fisicos que geralmente resultam em
mudancas nas caracteristicas dos produtos, além de determinar a microbiota associada
a ele (HUIS IN'T VELD et al., 1996).

Ja os pardmetros implicitos s&o resultantes do desenvolvimento de
microrganismos, que podem ter efeito sinérgico, por exemplo, produgédo ou
disponibilidade de nutrientes essenciais para o desenvolvimento de certos grupos de
microrganismos, ou antagonico, como mudancgas de pH, potencial de oxi-reducdo e
atividade de agua que podem inabilitar o desenvolvimento de organismos menos
tolerantes a esses fatores inibitérios (STILES & HASTINGS, 1991; KIM, 1993; MOSSEL
et al., 1995; HUIS IN'T VELD, 1996; ABEE et al., 1996).



A deterioragdo € mais rapida e evidente em alimentos proteinaceos como a carne
bovina, de frango, peixe, frutos do mar, leite e alguns produtos de laticinio. Estes
alimentos sdo altamente nutritivos, possuem pH neutro ou levemente acido e uma
elevada umidade que permite o desenvolvimento de uma ampla gama de
microrganismos (HUIS IN'T VELD,1996; CARVALHO, 2001; BORGES & FREITAS,
2002).

Ap6s o abate e evisceragdo, muitas carcagas continuam com suas
caracteristicas microbiolégicas inalteradas (ANDERSEN, 1995). E esperado que um
animal saudavel tenha a parte interna do musculo livre de contaminacgéo. Para,
NOTTINGHAM, 1982, bem como, DICKSON & ANDERSON (1992), o tecido muscular
bovino, logo depois do abate, é praticamente estéril. Entretanto os microrganismos
podem migrar da superficie da carcagca para os musculos internos como o perimisio
(GUERRERO & TAYLOR, 1994).

GILL & NEWTON (1978), verificaram que a maior parte da microbiota da carne in
natura encontra-se na superficie da carcaga. Muitos autores afirmam que a
contaminag&o da carne ocorre, inevitavelmente, durante os processos que conduzem a
sua obtencao e este é o principal determinante da deterioragdo (DAINTY & MACKEY,
1992; HOLLEY & GILL, 2005; ERCOLINE et al., 2006).

TOMPKIN et al. (2001), relatam que a microbiota superficial de carcacas recém
abatidas encontra-se entre 10% a 10 bactéria/cm?, sendo encontrada preferencialmente,
bactérias mesdfilas, originarias do trato gastrointestinal e da superficie externa (pele)
dos animais.

Segundo FLISS et al. (1991), muitas enfermidades de origem alimentar s&o
atribuidas ao consumo de carne contaminada por microrganismos patogénicos. A
microbiota da carne crua € muito heterogénea, originaria do préprio animal, solo, agua,
manipuladores e equipamentos durante o processamento.

Muitos sdo os microrganismos que podem ser encontrados na carne bovina
como a Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli, Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Pseudomonas spp., Achoromobacter spp., entre outros (NORTJE &
NAUDE, 1981; PARDI et al., 2001).



Muitos membros da familia Enterobacteriaceae, como o género Serratia,
Enterobacter, Pantoea, Proteus e Hafnia, frequentemente contribuem para a
deterioracdo da carne (BORCH et al., 1996; LABADIE, 1999; NYCHAS et al., 1999;
GRAM et al., 2002; JAY et al., 2003).

Por conveniéncia, os microrganismos deteriorantes podem ser divididos dentro
das seguintes categorias: bactérias Gram positivas formadoras de esporos (Clostridium
spp), bactérias acido-laticas (Lactobacillus spp., Streptococcus spp.), outras bactérias
Gram-positivas (Brochotrix thermosphacta), bactérias em forma de bacilos Gram-
negativos (Pseudomonas, enterobactérias), bolores e leveduras (HUIS IN'T VELD,
1996; PARDI et al., 2001).

Inicialmente, os microrganismos deteriorantes estdo presentes em pequenas
quantidades e constituem somente a menor parte da microbiota natural. Durante a
estocagem, os microrganismos deteriorantes geralmente se multiplicam mais
rapidamente que a microbiota remanescente e produzem os metabdlitos responsaveis
por odores, limo e finalmente a rejeicdo sensorial (DALGAARD, 1993). Mudangas nas
condicbes extrinsecas (ex. refrigeracdo, embalagem com atmosfera modificada)
somente retardam a deterioragdo. Por esta razdo, baixas temperaturas de estocagem
nao prevenirdo a deterioragdo, mas predisporao a deterioracdo causada por
microrganismos psicrotroficos (LEE & YOON, 2001). Da mesma forma quando
restringe-se o0 oxigénio da carne por meio da embalagem a vacuo, o desenvolvimento
microbiano é alterado dando lugar para a proliferacdo de novos géneros mais aptos
aquele ambiente (JONES, 2004).

A vida de prateleira e a qualidade do produto podem ser estendidas por
modificagcdo da atmosfera gasosa que envolve a carne. A embalagem a vacuo e
embalagem com atmosfera modificada (MAP) s&o dois métodos usados
comercialmente para modificar o gas da atmosfera que envolve a carne (HOOD &
MEAD, 1993). A carne bovina embalada a vacuo normalmente apresenta vida de
prateleira em torno de 9 a 12 semanas, quando em temperaturas menores que 1,5°C
(HOLLEY & GILL, 2005).



Atualmente na América do Norte cerca de 85% de carnes frescas e a maioria das
carnes processadas sdo embaladas sob vacuo ou distribuidas embaladas utilizando
embalagens de atmosfera modificada contendo um ou mais gases (JAY et al., 2005).

A embalagem a vacuo é o método de escolha para estocar e distribuir grandes
pedacos de carne resfriada ou cortes comerciais. Nas embalagens a vacuo, o oxigénio
residual & rapidamente consumido (a niveis abaixo de 1%) pelo tecido ou respiracao
microbiana, e aumenta a taxa de CO; para até 20%. Condigbes completamente
anaerobicas séo raras de se conseguir, todos os filmes comercialmente utilizados
apresentam uma taxa de permeabilidade. A propor¢ao relativa de didéxido de carbono e
hidrogénio varia de acordo com sua produgdo ou como resultado da difusdo do
hidrogénio através do filme da embalagem e absor¢éo de didxido de carbono da carne.
Durante a estocagem, bactérias aerdbicas Gram negativas sdo substituidas por
bactérias Gram positivas de multiplicacédo lenta (DAINTY et al.,, 1983; DAINTY &
MACKEY, 1992).

O exemplo disto sdo as bactérias acido-laticas, que tém sido identificadas como
microrganismos deteriorantes de carne bovina e de frango embalados a vacuo, tendo
sido frequentemente isoladas destes tipos de produto por serem tolerantes ao CO; e a
baixas temperaturas (DAINTY et al., 1983; BORCH et al., 1996).

A microbiota tipica da carne bovina embalada a vacuo consiste em bactérias
acido-laticas e enterobactérias em niveis de 10% e 10° UFC/g, respectivamente (BEEBE
et al., 1976; NEWTON et al., 1978; SCHILLINGER et al.,1987; SUTHERLAND et al.,
1975; YOST & NATTRESS, 2002). Segundo NOTTINGHAM (1982) nos Estados Unidos
da América os supermercados tém particular importancia na deterioracdo da carne por
acao microbiana, devido a aplicagdo adequada da cadeia do frio.

A deterioragdo caracterizada por formagéo de gas no interior da embalagem e
alteracéo no odor que se torna azedo e levemente putrido, normalmente é detectada
quando estdo presentes microrganismos deteriorantes em niveis de 10°UFC a
10°UFC/g do alimento (BORCH et al., 1996).



Varias espécies de enterobactérias, lactobacilos e estreptococos demonstraram
capacidade em descarboxilar aminoacidos produzindo aminas biogénicas como,
histamina, tyramina, putrescina e cadaverina (STRATTON et al., 1991).

Durante o tempo de vida de prateleira dos produtos carneos embalados a vacuo
pode ocorrer o acumulo de aminas biogénicas produzidas tanto por microrganismos
patogénicos como por deteriorantes (SMITH et al., 1993).

MCCABE (1986), SULLIVAN & SHULMAN (1984) verificaram que a excessiva
ingestdo de histamina e tyramina s&o responsaveis por causar disturbios fisiologicos em
humanos, mais notadamente dores de cabeca, vermelhidao e hipertensao aguda.

Individuos com problemas respiratorios, coronarianos e estomacais, hipertensos
ou com deficiéncia de vitamina B12 s&o particularmente pessoas de risco, por serem
sensiveis a doses bem menores de aminas biogénicas (BARDOCZ, 1995).

SMITH et al. (1993) e DAINTY et al. (1986) mostraram que a producdo das
aminas biogénicas inicia-se quando a populacdo bacteriana atinge niveis de 6 Log1o
UFC/cm? e que enterobactérias e principalmente Hafnia alvei e Serratia liquefaciens sdo

as bactérias que mais acumulam diaminas em carne embalada a vacuo refrigeradas.
2.1.1 Deterioracéo “blown pack”

A deterioracao por tufamento da embalagem de carnes refrigeradas embaladas a
vacuo, mais conhecida como deterioracéo “blown pack”, é caracterizada por abundante
producao de gas, induzindo a completa distensdo da embalagem durante o processo de
estocagem sob refrigeracdo como mostra a figura 1. Quando a embalagem é aberta, ha
um odor desagradavel de queijo/queijaria com ou sem coloragao sulfurosa aparente. O
gas presente na embalagem é composto por didoxido de carbono e hidrogénio e por
varios tipos butiricos do metabolismo fermentativo (JONES & WOODS, 1986).

A presenca de ésteres butiricos, acido butirico e butanol na composi¢do gasosa
de todas as amostras é o que caracteriza o odor de queijo neste tipo de deterioragéo
(DAINTY et al., 1989). Entretanto, um outro odor encontrado em embalagens tufadas
examinadas por DAINTY et al. (1989) foi um odor “levemente fecal”.



Desde 1989, quando a relacao entre deterioragcao por tufamento de embalagens a
vacuo e clostridios psicrofilicos foi primeiramente estabelecida (DAINTY et al., 1989;
KALCHAYANAND et al., 1989), vém sendo realizadas pesquisas no sentido de reduzir
a deterioracdo causada por membros do género Clostridium apontados como os
principais agentes causadores deste tipo de deterioracédo (GILL, 1979; ROBERTS &
MEAD, 1986; BRODA et al., 1996; KALINOWSKI & TOMPKIN, 1999; LAWSON et al.,
1994). Entretanto, trabalhos realizados na tentativa de estabelecer a prevaléncia destes
clostridios tolerantes ao frio em carnes refrigeradas, sugeriram a possibilidade de o
agente causal ser um microrganismo da familia Enterobacteriaceae, ja que estes foram
observados em todas as amostras que apresentavam este tipo de deterioragéo, tanto
em amostras positivas para clostridios tolerantes ao frio como para as negativas
(BRODA et al., 1997).

Em um trabalho realizado por HANNA et al. (1979) inoculou-se
experimentalmente em carnes embaladas a vacuo culturas de Lactobacillus spp. e
Hafnia alvei e comparou-se os resultados com carnes que iriam para o comércio, e em
ambas constatou-se a predominancia de Lactobacillus quando estocadas por 3
semanas a temperatura de 1-3°C. Houve producao de gas nas carnes inoculadas com
Lactobacillus spp. heterofermentativos (mais fracamente) e com Hafnia alvei (mais
fortemente). O gas produzido era composto basicamente da mistura de CO, gerado por
Lactobacillus heterofermentativos e H,S gerado por H. alvei.

A populacdo de enterobactérias na carne embalada a vacuo pode chegar entre
10° e 10" UFC/g, entretanto, sua contribuicio para o processo de deterioracdo parece
ser especulativa (BORCH et al., 1996; RIDDEL & KORKEALA. 1997). BOEREMA et al.
(2002) isolaram de carnes com a deterioragao “blown pack” microrganismos da familia
Enterobacteriaceae como Serratia liquefaciens, Enterobacter aerogenes e Hafnia alvei.

Na industria de carne a poeira, a agua e as fezes de animais que ficam aderidas a
pele sdo consideradas fontes de contaminagédo primaria da contaminacao direta das
carcagas tanto por microrganismos do grupo dos clostridios como do grupo das
enterobactérias (BELL, 1997; MCEVOY et al, 2000).



Figura 1. Carne bovina resfriada embalada a vacuo apresentando a deterioragédo
“blown pack” com grande produgédo de gas e exsudagéao.
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2.2 Enterobactérias

Sao caracteristicas dos membros da familia Enterobacteriaceae se apresentarem
em forma de bacilos Gram-negativos, medindo em geral 0,3-1,8um. Estes
microrganismos podem ser imoéveis ou moveis. Deste ultimo s&o por meio de flagelos
peritriquios, ou sdo imoveis. S&o anaerdbios facultativos e quimioorganotréficos, tendo
tanto o metabolismo aerdbico como o fermentativo. A maioria das espécies se
desenvolve bem a temperatura de 37°C, entretanto algumas tém temperatura 6tima
entre 25 e 30°C e sdo frequentemente mais ativas metabolicamente a estas
temperaturas. Existem géneros psicrotréficos frequentemente encontrados no solo,
agua e trato gastrointestinal dos seres humanos e animais (ICMSF, 2000; HOLT et al.
1994).

As enterobactérias catabolizam D-glicose e outros carboidratos com producgao de
acido, muitas espécies com producao de gas também. Sao oxidase negativo e catalase
positivo, exceto Shigella dysenteriae O Grupo 1 e espécies de Xenorhabdus. Sao
amplamente distribuidas podendo também ser encontradas no solo, agua, frutas,
vegetais, animais e nos seres humanos. Ha uma grande heterogeneidade na ecologia e
hospedeiros, sendo potencialmente patogénicas para os seres humanos, animais e
insetos. Inumeras espécies causam doengas diarréicas incluindo febre tifoide e
disenteria bacilar. Muitas espécies que n&o estdo associadas com doengas diarréicas
sdo frequentemente referenciadas como patdgenos oportunistas. Muitas destas
espécies assim como as que causam doencgas diarréicas podem causar uma variedade
de infec¢des extraintestinais incluindo bacteremia, meningite, feridas e infecgbes do
trato respiratério e urinario. As enterobactérias sao responsaveis por 50% de infec¢des
nosocomiais, mais frequentemente causadas por Escherichia coli, Klebsiella,
Enterobacter, Proteus, Providencia e Serratia. (HOLT et al. 1994).

A definicao individual de cada género da familia Enterobacteriaceae € quase que
impossivel. Para o diagnostico laboratorial de identificacdo em espécie desta familia,
faz-se uso de algumas baterias de provas bioquimicas para cada um dos mais de 115

nomes de espécies e subespécies ja identificadas. Se um organismo nao € identificado
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com certeza, testes adicionais sao disponiveis para diferenciar estas espécies,
subespécies ou géneros (HOLT et al., 1994).

Escherichia coli biotipo | € a mais predominante enterobactéria encontrada na
carne (COX & MERCURI, 1978; NG & STILES, 1978). A contaminagdo por esta
bactéria normalmente advém da pele do animal durante o processamento (HESS, 1973)
e possivelmente representa uma contaminacao fecal (NEWTON et al., 1977).

A fonte de enterobactérias na carne freqientemente esta associada com a
manipulacdo da carne e superficies de trabalho. Um total de 2.343 cepas de
Enterobacteriaceae foram isoladas e identificadas em amostras de carne e superficies
de trabalho com facilidade. E. coli biotipo | e Serratia liquefaciens foram isoladas de
todos os estagios de manipulagéo da carne, indicando que elas podem estar presentes
na carne e em toda parte do sistema de manipulagdo. Enterobacter agglomerans e S.
liquefaciens foram as enterobactérias predominantes. Klebsiella pneumoniae também
foi isolada com freqiiéncia (STILES & NG, 1981).

Microrganismos deteriorantes da familia Enterobacteriaceae podem multiplicar-se
em proporg¢des significativas na carne embalada a vacuo ou em atmosfera modificada
quando estocada em temperaturas maiores que 10°C (PENNEY et al., 1993).

Certas espécies de enterobactérias psicrotréficas comumente ocorrem na carne
refrigerada. Estes microrganismos, que sao capazes de se multiplicar aerobicamente no
tecido adiposo e tecido muscular com pH maior que 6.0 aparecem mais
prevalentemente na carne de suino e ovino (GRAU, 1981; DAINTY & MACKEY, 1992).
Seu desenvolvimento é favorecido em temperaturas maiores ou igual a 4°C
(BLICKSTAD & MOLIN, 1983).

Em temperaturas acima de 5° C, enterobactérias geralmente predominam sobre
as Pseudomonas spp. € sédo responsaveis pela deterioracdo. Os principais géneros da
familia Enterobacteriaceae apontados como deteriorantes de carne e produtos carneos
sdo Citrobacter, Enterobacter, Hafnia, Klebsiella, Kluyvera, Proteus, Providéncia,
Serratia, Escherichia e Yersinia (BRENNER, 1992). Trés espécies da familia

Enterobacteriaceae - Serratia liquefaciens, Enterobacter aerogenes e Hafnia alvei,
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foram identificadas como deteriorantes de carnes refrigeradas embaladas a vacuo com
a deterioracao “blown pack” (HANNA et al., 1979).

A presenca de enterobactérias € frequentemente usada como indicador para
possivel contaminacdo fecal decorrente de inadequado processamento ou
contaminacgéao pos-processamento (TORNADIJO et al., 2001).

Muitos microrganismos desta familia sdo de importancia para a saude publica.
Dentre estes, destaca-se os tipicamente enteropatogénicos ao homem (Salmonella e
Shigella) e outros que apresentam apenas alguns sorotipos enteropatogénicos como é
o caso do género Escherichia, Edwardsiella, Klebsiella, Proteus e Yersinia (HOLT et
al.,1994).

LEE & YOON (2001) estudando carne embalada a vacuo observaram que a
populagdo de enterobactérias aumentou de 4,62 Logi, UFC/cm? para 5,62 Logio
UFC/cm? ap6s 14 dias de estocagem sob refrigeracdo. Apoés 38 dias a populagao
estabilizou-se. A multiplicacao de enterobactérias foi inibida quando a populagcéo de
bactérias acido-laticas excedeu 6 Logio UFC/cm? . Resultado semelhante ocorreu com
a curva de pseudomonas. As populagdes de enterobactérias e Pseudomonas né&o
excederam 6 Logo UFC/cm? mesmo apds 76 dias de estocagem sob refrigeragao. Isto
indica que a multiplicacdo de enterobactérias e Pseudomonas foi inibida pelas baixas
concentragdes de oxigénio e/ou altas concentragdes de didxido de carbono formado na
embalagem a vacuo, além do acido e substancias antimicrobianas produzidas pelas
bactérias acido-laticas (BAL) (FU et al., 1992; NEWTON & GILL, 1978).

2.2.1 Principais géneros da familia Enterobacteriaceae

Citrobacter spp.

Ocorrem nas fezes de humanos e animais, provavelmente como habitantes
anormais. Frequentemente isolado de espécimes clinicas como patégenos oportunistas.
Citrobacter diversus pode causar meningite neonatal. Também encontrado no solo,

agua, esgoto e alimentos (HOLT et al.,1994).
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Edwardsiella spp.

Sao bastonetes pequenos, medindo em média 1uym de didmetro x 2-6 ym e sado
Gram-negativos. Geralmente sdo moveis por flagelos peritriquios (E. ictaluri € mével a
25°C, mas nao a 37°C). Apresentam temperatura 6tima de crescimento de 37°C, exceto
E. ictaluri que tem preferéncia por temperaturas mais baixas. Ocorrem mais
freqientemente no intestino de animais de sangue frio como peixes e répteis e no
ambiente destes, particularmente em aguas doces, mas também ocorre em animais de
sangue quente e seres humanos. Patogénico para enguias, catfish e outros animais,
raramente € patdgeno para seres humanos (HOLT et al.,1994).

Edwardsiella tarda é considerada como bactéria emergente para enfermidades

transmitidas através de alimentos (DOYLE, 1994).

Enterobacter spp.

Séao espécies amplamente distribuidas na natureza, ocorrendo em agua doce,
solo, esgoto, plantas, vegetais, animais e fezes de seres humanos. Varias espécies,
mais notavelmente E. cloacae, E. sakazakii, E. aerogenes, E. agglomerans e E.
gergoviae sao patdégenos oportunistas de queimaduras e feridas, causam também
infeccbes do trato urinario e ocasionalmente septicemias e meningite (HOLT et
al.,1994).

Escherichia spp.

Sao bacilos Gram-negativos, apresentam de 1,1- 1,5 ym x 2,0-6,0 ym podendo
ocorrer em formas isoladas ou aos pares. Muitas cepas possuem capsulas ou
microcapsulas. Geralmente s&do moveis por flagelos peritriquios ou entédo, sdo imoveis.
Sao anaerdbicos facultativos. Ocorrem na microbiota normal de animais de sangue
quente, e no caso de E. blattae, no intestino de baratas (HOLT et al.,1994).

As cepas de Escherichia coli que produzem enterotoxinas e outros fatores de
viruléncia, incluindo as invasivas e fatores de colonizagcéo, causam doencas diarréicas.
E. coli é também a maior causa de infecgdes urinarias e nosocomiais incluindo

septcemia e meningite. Outras espécies, exceto E. blattae, sdo raramente identificadas
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como patodgenos oportunistas, usualmente associados com infecgdes de feridas (HOLT
et al.,1994).

Hafnia spp.

Ocorrem nas fezes de humanos e animais incluindo passaros, agua de esgoto,
solo, agua e produtos de origem animal (FARMER, 2003). Sdo patdégenos oportunistas
para o0 homem, usualmente no sangue, urina ou feridas infeccionadas em pacientes
com estado de saude debilitado ou imunodeprimidos (HOLT et al., 1994; JANDA &
ABBOTT, 2006).

Os produtos alimentares comumente encontrados contaminados por este género
incluem recortes de carne, carne bovina embalada a vacuo e produtos de suinos.
Estudos mostram que 50% dos isolados entéricos de carne refrigerada séo da espécie
Hafnia alvei (LINDBERG et al.,, 1998; RIDELL & KORKEALA, 1997). Um estudo
subsequente identificou esta espécie em 34% de amostras de carne, 14% de amostras
de leite e produtos do creme e 12% de peixes de agua doce (GAMAGE et al., 1998). As
populagdes de Hafnia alvei nestas amostras foram maiores que 7,5x10' UFCI/g
(LINDBERG et al., 1998).

Klebsiella spp.

Ocorrem nas fezes de seres humanos e espécimes clinicas, solo, agua, graos,
frutas e vegetais. K. pneumoniae, K. oxytoca e ocasionalmente outras espécies sao
patdgenos oportunistas que podem causar bacteremia, pneumonia, infec¢des do trato
urinario e outras infecgdes ao homem. Freqlientemente causam infecgcdes nosocomiais
urolégicas, neonatais, em pacientes geriatricos ou em tratamento intensivo (HOLT et
al.,1994).

Proteus spp.
Ocorrem no intestino dos seres humanos e em um grande numero de animais,
em dejetos, solo e aguas poluidas. Ha relatos do isolamento de P. myxofaciens em

larvas de insetos. Patégenos de humanos causam infecgdes no trato urinario, invasdes
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secundarias, lesbes septicémicas, frequentemente em queimaduras de pacientes
(HOLT et al., 1994).

Providencia spp.
Isolados de casos de diarréias em seres humanos, infecgbes do trato urinario,
feridas, queimaduras e bacteremias e também foram isolados de pinglins. S&o

patogénicos para os seres humanos (HOLT et al., 1994).

Salmonella spp.

As espécies de Salmonella spp. sado agentes freqlentes de surtos de
enfermidades transmitidas por alimentos. Por serem microrganismos entéricos, podem
estar presentes no intestino de animais de sangue quente e, mais raramente, também
nos de sangue frio (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Resistem bem as temperaturas de refrigeragdo, no entanto, o congelamento
provoca uma reducgdo significativa da populagdo, mas nunca a destruicdo completa
(GLEDEL, 1994; SILVA, 2000).

Em funcdo de sua capacidade de disseminagdo no meio ambiente, podem ser
isoladas de locais variados e diferentes (aguas doces superficiais, costa maritima,
carnes de animais, pescados, verduras, ovos, etc.) e, consequlientemente, de diversas
matérias primas alimentares. Podem ainda ser veiculadas pelo préprio ser humano,
neste caso na condigéo de portador assintomatico (JAKABI et al., 1999).

Salmonelas sdo causa de febre tifoide, infeccbes entéricas, gastroenterites e
septicemias (HOLT et al.,1994).

Serratia spp.

Ocorrem em espécimes clinicas do ser humano, solo, agua, superficies de
plantas e outros ambientes, trato digestivo de ratos e insetos. S. marcescens € um
proeminente patogeno oportunista hospitalar, causa septicemia e doencas do trato

urinario. Varias outras espécies podem estar envolvidas em bacteremias e podem ser
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isoladas de escarros sem significado clinico. Causam mastite em vacas e outras
infeccdes animais (HOLT et al., 1994).

Shigella spp.
Patégeno intestinal do homem e de outros primatas, causa de disenteria bacilar
(HOLT et al., 1994).

Yersinia spp.

A espécie Yersinia pseudotuberculosis € patogénica para muitos animais,
causando adenite mesentérica, diarréia cronica e septicemias. A Y. enterocolitica causa
infeccbes similares aos animais e ao homem. Outras espécies sao patogenos
oportunistas ou ndo causam patologias ao homem (HOLT et al., 1994).

A Y. enterocolitica tem sua importancia em alimentos por tratar-se de um
microrganismo patogénico e que tem sua presenga associada a alimentos e agua
contaminados. A capacidade deste microrganismo de multiplicacédo a temperaturas de
refrigeracéo (4-7°C) faz com que sua presenga em alimentos represente risco potencial
para a saude publica. (BHADURI et al., 1995).

A manifestagdo clinica da infeccao € distinta nas diferentes faixas etarias,
predominando a enterocolite com diarréia (MURRAY et al., 1994). Segundo JAY (1992),
os sorotipos de Y. enterocolitica que se apresentam mais freqientemente nas infec¢des
humanas séo: O:3, 0:5,27, O:8 e O:9.

2.3 Bactérias acido-laticas

As BAL pertencem ao grupo das bactérias Gram-positivas, ndo formadoras de
esporos, estritamente fermentativas produzindo acido lactico como principal produto
final. Elas s&o destituidas de citocromo e sao anaerdbicos naturais, mas toleram o
oxigénio, chamadas de microaerofilas. BAL s&o catalase negativas, embora amostras
catalase positivas possam ser encontradas em muitos casos. Filogeneticamente, elas

sdo um grupo muito variado de microrganismos (LYHS, 2002).
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MOGENSEN et al. (2003) estabeleceram que o grupo das bactérias acido-laticas
(BAL) é constituido por 11 géneros sendo estes: Carnobacterium, Enterococcus,
Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Vagococcus e Weissella

As BAL estdo amplamente distribuidas na natureza, particularmente no leite.
Elas sao também habitantes dos tratos digestivo, respiratério superior e urogenital
inferior dos animais (HOVE et al., 1999).

Bactérias lacticas sdo amplamente utilizadas na industria de alimentos
fermentados, mas ocasionalmente elas tém impacto negativo em produtos como a
cerveja e produtos carneos (SIMPSON & FERNANDEZ, 1992; BORCH et al., 1996;
KORKEALA & BJORKROTH, 1997; SAMELIS & GEORGIADOU, 2000; SAKAMOTO et
al., 2001).

Algumas bactérias deteriorantes produzem como deterioragdo tipica, gas,
limosidade e/ou liquido esbranquicado (BJORKROTH et al., 1998).

O grupo de BAL inclui bastonetes e cocos nao esporulados, aerbbios,
microaerofilos ou anaerdbios facultativos. A maioria das BAL s&o inativadas a
temperaturas superiores a 70°C. Baseados nas caracteristicas fermentativas, os
lactobacilos podem ser divididos em trés grupos: homofermentativos obrigatérios,
heterofermentativos  obrigatérios e facultativamente heterofermentativos. Os
homofermentativos obrigatérios sdo aqueles que tém como produto final resultante da
glicélise (ciclo de Embden-Meyer) exclusivamente acido lactico, mas ndo fermentam
pentose ou gluconato. Ambos os heterofermentativos utiizam a via 6-
phosphogluconato/phosphoketolase. Os  heterofermentativos  obrigatérios  s&o
lactobacilos que degradam hexoses para formacgéo de acido lactico e outros produtos
adicionais como acido acético, etanol e CO, e pentoses para acido lactico e acético. Os
heterofermentativos facultativos sado lactobacilos que fermentam hexoses para
producao de acido lactico e podem produzir CO; a partir do gluconato, mas nao a partir
da glicose. Eles também fermentam pentoses para producgéo de acido lactico e acético
(LYHS, 2002).
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As BAL de importancia como deteriorantes de alimentos s&o do género
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Paralactobacillus, Pediococcus, Streptococcus e Weissela (AXELSON, 1993; LEISNER
et al., 2000; JONES, 2004). Dentre esses géneros, Carnobacterium, Lactobacillus e
Leuconostoc sdo importantes deteriorantes da carne crua refrigerada (LABADIE, 1999).
S&o considerados importantes competidores de outros microrganismos deteriorantes
sob determinadas condi¢cbées (BORCH et al., 1996; GILL, 1996).

Estudando a dindmica populacional de bactérias acido-laticas em carne bovina
embalada a vacuo JONES (2004) observou que durante a estocagem das carnes em
temperaturas de até -1,5°C por até quatro semanas, ocorria uma mudanca da
populagdo dominante de BAL. Consequentemente, uma populagéo pode substituir outra
sem que haja um declinio no numero de BAL, como observado por JONES & PHILLIPS
(1997) em que houve um aumento na populagédo de BAL com o armazenamento.

Segundo BORCH et al. (1996) uma ampla variedade de microrganismos Gram
negativos pode ser isolada da carne fresca, porém estes séo incapazes de competir
com as bactérias acido-laticas no vacuo e em embalagens com atmosfera modificada,
quando estocados sob refrigeracdo. Em produtos carneos embalados a vacuo acredita-
se que a deterioracao eleva-se quando ha interagdo metabidtica entre bactérias acido-
laticas e enterobactérias.

Muitos conservantes quimicos objetivam estender o tempo de vida de prateleira
da carne controlando o desenvolvimento de microrganismos deteriorantes, mas muitas
vezes tornam o produto inaceitavel para muitos consumidores (HUGAS, 1998).

O uso de BAL é uma alternativa como bioprotetores da carne porque elas estao
aptas a proliferar em substratos da carne e controlar o desenvolvimento de patégenos
como Escherichia coli (DIXON et al., 1991), Campylobacter jejuni (CUDJOE &
KAPPERUD, 1991), Clostridium botulinum (MAAS et al., 1989), Listeria monocytogenes
(YOUNG & FOEGEDING, 1993) e Salmonella spp. (DIXON et al., 1991), além de
microrganismos deteriorantes. Seu modo de agéo inclui a competi¢gdo por nutrientes,

adesao ao substrato e producdo de compostos antibacterianos como acidos organicos,
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diacetil, peréxido de hidrogénio e bacteriocinas (STILES, 1996; AYMERIC & HUGAS,
1998).

As BAL heterofermentativas metabolizam a glicose e produzem com isso acido
lactico, isobutandico, isopentdico, acido acético, entre outros. Estes, além de
acidificarem a carne, podem também provocar mudancas no sabor e no odor. Os
produtos da fermentacéo de BAL geralmente ndo causam nenhum tipo de modificagcéo
detectavel na carne embalada a vacuo, no entanto se suas populacdes estiverem em
niveis muito altos podem acumular os produtos da fermentacéo a niveis organolépticos
detectaveis e indesejaveis (BAILEY et al., 1992). As BAL que produzem etanol, sulfetos
e acidos organicos nao butiricos de cadeia curta, como o lactato e o acetato, podem ser
usados como exemplo, ja que esses produtos hora s&o benéficos por inibirem o
desenvolvimento de outros organismos, como Brochothrix thermosphacta e
Enterobacter (NEWTON & GILL, 1978), outrora séo prejudiciais quando presentes em
altas concentragdes (DAINTY, 1996; LEISNER et al., 1996).

No entanto, algumas BAL mesmo em populagdes menores tém como produto
final compostos mais prejudiciais, como o caso das BAL produtoras de acido butirico,
que rancificam a gordura causando odores e sabores desagradaveis (KOCHHAR, 1996)
estando mais aptas a deteriorar a carne do que cepas que n&do produzem o acido
butirico.

TSIGARIDA & NYCHAS (2001) demonstraram que o tipo de filme utilizados nas
embalagens influencia no desenvolvimento de diferentes grupos microbianos, além de
influenciar nos tipos de metabdlitos produzidos e suas concentracdes.

Durante toda a estocagem em embalagem com atmosfera modificada (MAP), as
mudangas na composi¢cao da mistura gasosa € determinada pela respiragéo da carne,
atividade microbioldégica e taxa de transmissédo do oxigénio através do filme da
embalagem, variando assim de filme para filme (BORCH et al., 1996; GILL, 1996).

Cada mudancga sera refletida nas diferentes taxas de deterioracdo (EGAN &
SHAY, 1982) ou diferentes taxas de desenvolvimento de bactérias deteriorantes
(TSIGARIDA et al., 2000).
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EUSTACE (1989) comprovou que a taxa de transmissao do oxigénio a 0°C pode
ser até 10% menor que a 25°C. Por tanto, mesmo em filmes de baixa permeabilidade o
abuso de temperatura pode rapidamente modificar a composi¢céo inicial de gases
injetada em embalagens com atmosfera modificada, da mesma forma sob baixas
temperaturas essa composi¢gao pode ser mantida por maiores periodos. Populacdes
semelhantes de anaerébios facultativos, como os Lactobacillus e as enterobactérias,
podem ser encontradas em filmes de permeabilidade diferentes quando associadas a
diferentes temperaturas. E fato que a transmissao de oxigénio aumenta com o aumento
da temperatura (ZAGORY, 1995).

TSIGARIDA & NYCHAS (2001) constataram que as populagdes finais de
Pseudomonas spp. aumentaram significativamente em amostras que apresentavam
altas taxas de permeabilidade do filme, mas que n&o teve efeito significativo para o
desenvolvimento de Lactobacillus spp.. Semelhantes observacdes foram relatadas em
carnes embaladas a vacuo sob temperaturas de refrigeragcdo por KOTZEKIDOU &
BLOUKAS (1996).

Todos os materiais disponiveis para uso em embalagens permitem uma
penetracao do oxigénio; a taxa de penetracdo do oxigénio deveria ser considerada
como um fator extrinseco importante, entre outros. E fato que, a mudanga ambiental
(grau de aeragéo, pH, disponibilidade de nutrientes) pode causar um desequilibrio entre
o metabolismo de homofermentativas e heterofermentativas, aumentando o potencial
de deterioracdo devido a produgdo de outros produtos finais que ndao o acido lactico
(NYCHAS, 1998).

2.4 Clostridios psicrofilicos

Historicamente acreditava-se que as espécies de clostridios tinham um papel
menor na deterioragdo da carne (GILL, 1979; ROBERTS & MEAD, 1986). Autores como
ROSS (1965) relatou a participagéo de clostridios mesofilicos e Clostridium putrefaciens
como os agentes causais de deterioracdo em tecidos profundos, “bone taint”, de carnes

e presuntos curados. A deterioragdo causada por estes microrganismos foi solucionada
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com o advento de modernas tecnologias de embalagens associadas a temperaturas de
refrigeracdo (ROBERTS & MEAD,1986). Entretanto, mais recentemente, as espécies de
Clostridium psicrotolerantes (psicrofilicos) tém sido relatadas como causadoras de
deterioracdo “blown pack” em carnes embaladas a vacuo (DAINTY et al., 1989;
KALCHAYANAND et al., 1989; BRODA et al., 1996; LAWSON et al., 1994).

Quatro importantes espécies de clostridios psicrotolerantes foram descritas:
Clostridium estertheticum (COLLINS et al., 1992), Clostridium laramiense
(KALCHAYANAND et al., 1993; TRUPER & DE' CLARI, 1997), Clostridium algidicarnis
(LAWSON et al., 1994) e Clostridium gasigenes (BRODA et al., 2000).

Os clostridios psicrofilicos sdo bastonetes geralmente méveis, Gram-positivos,
formadores de esporos, e possuem o metabolismo anaerdbico. Possuem esporos
elipticos, terminais ou subterminais (Clostridium estertheticum subsp. laramiense);
subterminais ou centrais como na espécie C. estertheticum subsp. estertheticum.
Geralmente estao envolvidos com a deterioracdo da carne bovina fresca refrigerada
embalada a vacuo (KALCHAYANAND et al., 1989). Em agar sangue de carneiro 5%
podem ser beta-hemoliticos ou ndo hemoliticos. Estes clostridios psicrofilicos séo
sacaroliticos, capazes de fermentar frutose, glicose, sucrose, xylose e inulina,
produzindo em grandes quantidades acido butirico, 1-butanol, acido acético, acido
latico, acido formico e etanol (SPRING et al., 2003).

Durante o processo de deterioragédo “blown pack” o gas que se forma no interior
da embalagem é constituido principalmente por didéxido de carbono, nitrogénio e
hidrogénio e por compostos butiricos resultantes do metabolismo fermentativo, além da
descarboxilacdo de aminoacidos que geram como produtos finais compostos sulfurados
volateis, aménia e diaminas caracterizando o odor desagradavel das carnes com
deterioracao “blown pack” (BRODA et al., 1997;BRODA et al., 2000).

Os clostridios podem ser encontrados no solo, tubo digestivo de animais e fezes
(HELPS et al.,, 1999). Seus esporos sao bastante resistentes a dessecacéao,
desinfetantes e calor, mantendo-se no ambiente por muito tempo (CORREA &
CORREA, 1992). A pesquisa de clostridios psicrofilicos em abatedouros incluem a

presenca destes em material fecal, pele, tonsilas, embalagens e em varios pontos da
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planta como ralo da sala de abate, paredes, rolete da esfola e outros (BRODA et al.,
1996). Em um trabalho realizado no Brasil, RAUECKER (2007) mostrou que as fontes
de deteccao com maiores indices de positividade para o C.estertheticum e C. gasigenes
foram fezes bovina, boxe de atordoamento, carcacas antes da esfola, meias carcagas
refrigeradas e cortes carneos deteriorados.

Trabalhos realizados por DAINTY et al.(1989), KALCHAYANAND et al. (1989),
COLLINS et al. (1992) e BRODA et al.(2000) identificaram clostridios psicrofilicos como
Clostridium estertheticum e Clostridium gasigenes como agentes causadores de
deterioracdo em cortes primarios de carnes resfriadas embaladas a vacuo, causando
tufamento durante a estocagem sob temperaturas entre -1,5 e 2° C . BRODA et al.
(2000) identificou a presenca de C. gasigenes em carnes de carneiro embaladas a
vacuo com intensa produgao de gas.

Estudos tém demonstrado que a principal fonte de contaminacéo por clostridios
psicrofilicos na carne sao os préprios animais abatidos, particulas do solo e/ou material
fecal aderido a pele do animal (BRODA et al., 2002; BOEREMA et al., 2003).

Os microrganismos psicrofilicos e anaerdbios obrigatérios presentes em animais
de sangue quente comumente espalham-se no ambiente sob a forma de esporos.
Nenhum agente fisico ou quimico havia sido efetivo na destruicdo de esporos de
clostridios causadores de “blown pack” (NOVAK & YUAN, 2004). Porém, em 2007,
BRODA realizou um trabalho para testar a destruigcéo in vitro de esporos do Clostridium
estertheticum e concluiu que o sanitizante acido peracético usado com ou sem calor &
capaz de inativar até 10* UFC/mL de esporos deste microrganismo.O &cido peracético
tem sido o método de escolha das industrias frigorificas para controlar a deterioragao

“blown pack” nos ultimos anos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a presenga e o numero de bactérias da familia Enterobacteriaceae,
deteriorantes e/ou patogénicas aos seres humanos, o numero de bactérias acido-
lacticas, a frequéncia de Clostridium estertheticum e do Clostridium gasigenes em
carnes proprias para 0 consumo e carnes que apresentaram a deterioracdo “blown

pack”.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar se ha diferenga entre amostras de carne refrigeradas embaladas a vacuo
que apresentaram a deterioragéo “blown pack” e amostras néo deterioradas quanto aos
seguintes parametros microbiologicos:

- Populagao de enterobactérias (UFC/mL do exsudato carneo);

- Populagao de bactérias acido-laticas (BAL) (UFC/mL do exsudato carneo);

- Presenca ou auséncia do Clostridium estertheticum;

- Presenca ou auséncia do Clostridium gasigenes.

2) Determinar por meio de provas bioquimicas quais géneros da familia
Enterobacteriaceae predominam nas carnes com a deterioragdo “blown pack” e quais
predominam em carnes nao deterioradas embaladas a vacuo e mantidas sob

refrigeragéo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem

O material utilizado para a realizagao deste experimento constou de 54 pecas de
carne embaladas a vacuo, submetidas a um controle sanitario por meio do Servigco de
Inspecdo Federal. Vinte e sete delas foram cedidas por industrias frigorificas e
utilizadas como objeto principal do estudo, as chamadas carnes com deterioracao
“blown pack”, e as outras vinte e sete foram obtidas no comércio varejista, escolhidas
aleatoriamente desde que apresentassem perfeito estado de conservagéo, caracteres
fisicos e sensoriais tipicos para que representassem o grupo sem a deterioragao
estudada.

Cada amostra foi representada por uma pega do produto, de acordo com sua
apresentacdo para a venda e procediam de industrias pertencentes a diferentes
estados brasileiros, como os estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo,
Minas Gerais, Goias, Para e Parana.

Quanto aos tipos de corte utilizados para o estudo das carnes deterioradas e néo
deterioradas variavam entre: patinho, contra-file, filé-mignon, maminha, picanha,
alcatra, lagarto, filé de costela, fraldinha, coxdo mole, paleta, miolo da alcatra,
bananinha e rabo.

As amostras com a deterioracao “blown pack” apresentavam visivel distensédo da
embalagem, devido ao acumulo de gas no interior da mesma, além de alteragdes
fisicas e sensoriais como coloracao muitas vezes esverdeada, odor acre e sulfidrico,
carne inconsistente devido a grande atividade proteolitica e exsudagéo excessiva, que
tornam o produto inaceitavel para o consumo. Ja as amostras ndo deterioradas
apresentavam o aspecto uniforme, sem manchas escuras ou claras variando do
vermelho rosado ao vermelho pardo, auséncia de limo na superficie, aparéncia
marmorea e brilhante, consisténcia firme, compacta, elastica e ligeiramente umida, odor

suave, agradavel e caracteristico de carnes proprias para o consumo.
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Todas as pegas de carne estudadas estavam dentro do prazo de validade
indicado na embalagem e com periodos de conservagao que variavam de 4 a 120 dias.
Aproximadamente 81,49% (22 amostras) das amostras deterioradas eram resfriadas e
tinham prazo de validade de 60 dias, outros 18,51%(5 amostras) eram amostras
congeladas, mas que chegavam ao laboratério descongeladas, com prazo de validade
de até 6 meses.

Todas as amostras ndo deterioradas eram apenas resfriadas e tinham prazo de
validade de 60 dias.

4.1.1 Colheita das amostras

Tanto na industria frigorifica como nos estabelecimentos varejistas as pecas de
carne foram acondicionadas em caixas de material isotérmico, contendo gelo reciclavel
em igual proporgcéo com as carnes para que fossem transportadas até o Laborat6rio de
Andlise de Alimentos de Origem Animal e Agua do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Reprodugcdo Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Campus Jaboticabal - UNESP e também ao Centro de Pesquisa em
Alimentos (CPA) da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de

Goias - UFG Campus Goiania, para posterior analise.

4.2 Preparo das diluicdes das amostras para as contagens de bactérias da familia

Enterobacteriaceae e bactérias acido-lacticas

Ao chegar ao laboratério a embalagem externa da carne foi higienizada com
alcool 70% e levada ao fluxo laminar previamente esterilizado em lampada UV. A
embalagem entao foi aberta com o auxilio de uma alga de niquel-cromo aquecida para
dar acesso ao exsudato carneo. Este foi retirado com uma pipeta Pasteur e transferido
para tubos de eppendorff esterilizados.

Um mililitro do exsudato foi adicionado a 09 mL de agua peptonada a 0,1%

esterilizada (APHA, 2001), obtendo-se assim uma diluicéo inicial de 10™". A partir desta,
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as demais diluicbes foram preparadas sucessivamente empregando-se 0 mesmo

diluente até a diluicdo 107,

4.3 Contagem e caracterizacdo da familia Enterobacteriaceae (ICMSF, 2000)

Para a contagem em placas, 1mL das diluicdes de 107", 102, 10° e 107 foram
depositados no fundo de placas de Petri esterilizadas. Em seguida foi adicionado de 10
a 15mL do agar cristal violeta vermelho neutro bile glicose (VRBA) fundido e resfriado a
temperatura em torno de 45°C. A composicdo do meio evidéncia a capacidade dos
microrganismos fermentarem a glicose com producdo de acido, reagao indicada pela
viragem do indicador a vermelho e a precipitacdo de sais biliares ao redor das coldnias.
A seletividade é exercida pela presenca de bile e cristal violeta no meio que inibe
bactérias Gram positivas.

Apbés homogeneizacdo do meio com a aliquota diluida e sua solidificacédo
acrescentou-se em cada placa aproximadamente 10mL do mesmo meio, para a
formacao de uma segunda camada. A incubacéo foi realizada a 35-37° C por 24 horas.
Apds a incubagdo foram contadas as colbnias de cor purpura em placas que
apresentavam entre 30 e 300 unidades formadoras de colénia. O numero de unidades
formadoras de colénia de enterobactérias por mililitro do exsudato foi obtido
multiplicando-se o numero contado na placa escolhida pelo fator de diluicdo
correspondente. Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Colbnias
por mililitro do exsudato (UFC/mL) e distribuidos em populagdes de até 10° UFC/mL do

exsudato, populagdes entre 10° e 10" UFC/mL e populacdes maiores que 10" UFC/mL.
4.3.1 Provas confirmatdérias
De cada amostra isolaram-se dez coldnias tipicas que foram submetidas a, no

minimo, duas passagens de purificacdo. Primeiramente foram semeadas por

estriamento novamente em agar seletivo VRBG, incubadas por 24 horas a 37°C. Apos



27

a incubacao as colbnias puras foram repassadas para o agar nutriente e incubadas da
mesma forma. Para a confirmacdo das culturas puras realizaram-se esfregacos
corados pelo método de Gram e a prova da oxidase (MACFADIN, 1976).

Foram considerados como pertencentes a familia Enterobacteriaceae as culturas
que se apresentavam em forma de bacilos Gram-negativos ndo esporulados e oxidase

negativa.

4.3.2 Identificacdo de membros da familia Enterobacteriaceae

Uma vez confirmadas como pertencentes a familia Enterobacteriaceae, as
culturas em &gar inclinado passaram por uma bateria de provas bioquimicas para a
caracterizacao dos principais géneros presentes.

Para facilitar a classificacédo dos principais géneros e espécies neste experimento
foi necessario organizar as provas bioquimicas enquadrando-as em quatro esquemas
classificatorios a partir da prova do triplo agucar e ferro (TSl). Esta prova determina a
capacidade de um microrganismo utilizar um determinado carboidrato (glicose e/ou
lactose e/ou sacarose) como fonte de energia para seu desenvolvimento, com ou sem
producado de gas, podendo ainda produzir sulfeto de hidrogénio (H,S). De acordo com
os resultados obtidos pelo TSI classificou-se os principais géneros ou espécies de
enterobactérias em quatro diferentes grupos:

Grupo | > Superficie alcalina e fundo acido com H,S (SKFA com H,S):

Proteus mirabilis, Salmonella spp., Edwardsiella tarda

Grupo II=> Superficie alcalina e fundo acido sem H,S (SKFA sem H,S):

Escherichia vulneris, Escherichia blattae, Escherichia coli inactive, Shigella sonnei,
Shigella spp., Edwardsiella ictaluri, Providencia, Hafnia alvei

Grupo llI=> Superficie acida e fundo acido com H,S (SAFA com H,S):

Proteus vulgaris, Proteus penneri, Citrobacter freundii
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Grupo IV-> Superficie acida e fundo acido sem H,S (SAFA sem H,S):

Proteus myxofaciens, Citrobacter diversus, Klebsiella oxytoca, Klebsiella spp. Klebsiella
pneumoniae Subsp. rhinoscleromatis, Enterobacter spp., Enterobacter aerogenes,
Serratia liquefaciens, Cedeceae spp., Yersinia enterocolitica, Escherichia coli.

Foram realizadas outras provas bioquimicas necessarias para a caracterizagcéo
dos membros dentro de cada um dos quatro grupos formados como mostram os
Anexos 1,2, 3 e 4.

Os outros testes bioquimicos que ndo estdo nos esquemas também foram
realizados, porém apenas com o intuito confirmatério. Para tal foram utilizadas provas
para identificacdo segundo estabelecido no “Bergey’'s Manual of Systematic

Bacteriology” (HOLT et al., 1994) como mostra a Quadro 1.
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Quadro 1. Perfil bioquimico das espécies e géneros de enterobactérias pesquisados segundo
estabelecido no “Bergey's Manual of Systematic Bacteriology” (HOLT et al., 1994).

Espécies TSI HS | VM VP C U F L M
Cedeceae spp. SAFA - -+ o+ 4+ - - -+
Citrobacter diversus SAFA - + o+ - + + - - +
Citrobacter freundii SAFA + - + - + o+ - - -
Edwardsiella ictaluri SKFA - - - - - - -+ -
Edwardsiella tarda SKFA + + + - - - -+ -
Enterobacter aerogenes SAFA - - - + + - - + 4
Enterobacter spp. SAFA - -+ o+ 4+ - - -+
Escherichia blattae SKFA - - + - + - -+ o+
Escherichia coli SAFA - + + - - - -+ -
Escherichia coli inactive =~ SKFA -+ + - - - -+ -
Escherichia vulneris SKFA - -+ - - - -+ o+
Hafnia alvei SKFA - -+ + - - -+ ¥
Klebsiella oxytoca SAFA - + - + o+ o+ -+ o+
Klebsiella pneumoniae SAFA - e
Klebsiella spp. SAFA - - - - o+ - -+ o+
Proteus mirabilis SKFA + -+ + + + o+ - -
Proteus myxofaciens SAFA - -+ + + + o+ - -
Proteus Penneri SAFA + -+ - - + o+ - -
Proteus vulgaris SAFA + + + - - + o+ - -
Providencia spp. SKFA - + + - - -+ - -
Salmonella spp. SKFA + - + - + T
Serratia liquefaciens SAFA - -+ + + - -+ -
Shigella sonnei SKFA - -+ - - - - - -
Shigella spp. SKFA - + + - - - - - -
Yersinia enterocolitica SAFA - + + - - + - - -
Legenda: TSI-> triplo agucar e ferro; H,.S-> produgéo de sulfeto de hidrogénio no TSI,

[>Teste do Indol; VM—>teste vermelho de metila; VP->teste Voges-Proskauer;
C-> teste do Citrato de Simmons; U->Teste da urease; F-> teste da fenilalanina
desaminase; L-> teste da lisina descarboxilase; M—->teste do malonato; + >
resultado positivo para a maioria das cepas; - >resultado negativo para a maioria
das cepas; +/- > espécies positivas e espécies negativas num mesmo género ou
subspécies positivas e negativas numa mesma espécie.
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4.4 Contagem de bactérias acido-lacticas (ICMSF, 2000)

Para contagem de bactérias acido-laticas as diluicées de 107, 102, 10° e 10”7
foram plaqueadas também em profundidade por sobrecamada em Agar para
Lactobacillus Man, Rogosa & Sharpe (MRS) fundido e resfriado a temperatura em torno
de 45°C e incubadas em jarra de anaerobiose a 30° C por 72 horas. Ap6s a incubagao
realizou-se a contagem das colénias com formato arredondado, cor branca e aspecto
cremoso, com diametro aproximado de dois a trés milimetros, bordas delimitadas e
localizadas sempre na regido interna da dupla camada de MRS-agar. Da mesma forma
que a realizada para as enterobactérias, multiplicou-se o numero contado na placa
escolhida pelo fator de diluicdo correspondente. Desta forma obteve-se o numero total
de unidades formadoras de colénia de bactérias acido-lacticas por mililitro do exsudato

carneo (UFC/mL) e distribuidos conforme ja apresentado no item 4.3.

4.5. Pesquisa do Clostridium estertheticum e Clostridium gasigenes

4.5.1 Preparo das amostras e extracdo do DNA gendmico

De cada amostra foram retirados, assepticamente, com o auxilio de uma pipeta
Pasteur, 2 mL do exsudato os quais foram imediatamente transferidos para um tubo de
ensaio contendo 20mL de caldo infusdo cérebro e coragéo (BHI, Difco), em duplicata.

Os tubos com BHI foram acondicionados em jarras de anaerobiose (Gas Pack™ |,
BD), incubados por 10 dias, sob temperatura de refrigeragdo (10°C). Apos este periodo
as amostras foram processadas para posterior extracdo do DNA.

A extracdo do DNA gendmico foi realizada segundo a metodologia proposta por
van SOOLINGEM et al. (1991) com modificagdes. Uma aliquota de 4mL do material
incubado foi transferida para tubos de eppendorf e centrifugada a 10.000 rpm durante
10 minutos. Uma vez centrifugado, o sobrenadante foi descartado e o sedimento

ressuspendido em solugédo de tampéo Tris-EDTA (TE) pH 8. Em seguida adicionou-se
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lisozima (10mg/mL) (Gibco Corporation, USA) e incubou-se a 37°C durante 24horas em
banho-maria. A lise foi finalizada com a adicdo do reagente Dodecylsulfato de sédio a
10% (SDS, Invitrigen®).

A purificagdo foi feita com fenol: cloroformio: alcool isoamilico na proporcao
25:24:1 (HPLC, JT Baker). Apés a purificacdo, com o intuito de precipitar o DNA,
adicionou-se etanol absoluto e incubaram-se as amostras em freezer a temperatura de
-10°C por 18horas. Apos este periodo o material foi centrifugado a 10.000 rpm por 1
hora e novamente ressuspendido em etanol absoluto e incubado por mais 18 horas a
-10°C. A solugédo foi entdo centrifugada, o alcool descartado, restando no fundo do
eppendorf o DNA extraido e purificado. O material foi posto para secar a temperatura
ambiente. Apds todo o alcool ter evaporado a amostra foi ressuspendida em 100uL de
tampéo TE (pH8) e estocado a 4°C. Desta solugao retirou-se 2 uL para a avaliagcao da

qualidade e quantificagdo do DNA extraido.

4.5.2 Avaliacdo da qualidade e quantificacdo do DNA extraido

A quantificagdo do DNA foi estimada por meio de eletroforese em gel de agarose
0,8 % em tampao TBE (Tris, acido borico e EDTA, pH 8,3), a 90volts (V) por 40
minutos. Os fragmentos de DNA foram corados em solu¢cdo de brometo de etideo
(0,6ug/mL) e as bandas de DNA observadas em transiluminador de luz ultravioleta.

Estimou-se a concentragdo comparando-se visualmente com diluigbes
conhecidas de A DNA (Invitrigen®). De acordo com a quantidade de DNA obtida fez-se
as diluicdes necessarias para atingir a concentracdo de 100ng/5uL, concentracéo esta
considerada ideal para a amplificag&o.

A integridade do DNA foi avaliada partindo-se do principio de que bandas muito
difusas no gel estariam com seus fragmentos de DNA degradados. Amostras com estas
caracteristicas foram descartadas e uma nova extracdo realizada. J& as bandas
visualizadas como faixas compactas e uUnicas na porgao superior do gel foram dadas

como amostras de boa qualidade e utilizadas para amplificagéao.
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4.5.3 Primers, mistura da reacéo e condi¢cdes de amplificagcéo

O par de iniciadores, ou seja, o primer utilizado para a detecgdo do Clostridium
estertheticum foi delineado por HELPS et al. (1999) e é composto pelos primers forward
RFP (5'TGA TCG CAT GAT CTT AAC ATC AAA G-3°) e reverse RRP (5'TCG ACC
CCC GAC ACC TAG TAT T-3") que se encontram nas posi¢bes 173-197 e 813-792,
respectivamente, da subunidade 16S do RNAr de C.estheteticum (n° acesso no
GenBank® S46734). Esse par amplifica o fragmento de 641 pares de base (pb) do DNA
do Clostridium estertheticum.

Para deteccao do Clostridium gasigenes, utilizou-se o par de primers proposto
por BRODA et al. (2003), composto pelos primers 16SDBF (5°GAG AGG AGT TCT
TCG GAA CGA-3") e 16SDBR (5°'AAG CSA CTT CCC CAA TTA C-3’). Estes primers
encontram-se localizados na regido 61-81 e 995-997, respectivamente, na seqiéncia de
referéncia do microrganismo (GenBank®, n° de acesso AF092548 e AF143692),
amplificando fragmentos de 935pb.

As concentragdes finais das solugbes que fazem parte da mistura das reacdes e
as condi¢des do PCR encontram-se descritas no Quadro 2.

Os programas utilizados para amplificagcdo das amostras foram determinados de
acordo com a temperatura de anelamento de cada par de primer e estdo descritos no
Quadro 3.
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Quadro 2. Composicéo das reagdes de PCR e concentracgdes finais dos reagentes, segundo os pares de
primers utilizados, para detecgao do Clostridium estertheticum e Clostridium gasigenes.

PARES DE PRIMERS
REAGENTES RFP/RRP 16DBF/16DBR
Amplicon 641 pb 935 pb
DNA 100 ng 100 ng
Primer reverse 0,3 mM 0,5 mM
Primer forward 0,3 mM 0,5 mM
dNTP 0,2 mM 0,2 mM
MqgCl, 1,5 mM 1,5 mM
Taq DNA polimerase 2U 25U
Tampao 10X
tris-HC) pHB.3 100mM 100mM
KCI 500mM 500mM
Volume total 50pL 50uL

Quadro 3. Caracteristicas dos programas de amplificagéo para o Clostridium estertheticum
(RFP/RRP) e para o Clostridium gasigenes (16DBF/16DBR).

Caracteristicas da PARES DE PRIMERS
amplificacao RFP/RRP 16DBF/16DBR
Amplicon 641 pb 935 pb
N° de ciclos 40 30
Desnaturacao inicial 95°C/5 min. 93°C/3 min.
Desnaturacgéo 94°C/1min. 92°C/1 min.
Anelamento 60°C/1 min. 55°C/1min.
Extenséo 72°C/1 min. 72°C/2 min.
Extensao final 72°C/10 min. 72°C/3 min.

Apdés as amplificagbes, os amplicons, ou seja, produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, com alinhamento inicial de 115V/15
minutos e corrida a 100V/40 minutos. Utilizou-se um marcador padrdo de peso
molecular de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen®). Os géis foram corados em solucéo de
brometo de etideo (0,6pug/mL), visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e a

documentagcao fotogréafica realizada com sistema digital (BIO RAD®).
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4.5.4 Confirmacéo da identidade molecular dos produtos de PCR

Para confirmar a identidade dos produtos de PCR obtidos com a amplificacéo
foram enviadas 2 amostras positivas para o Clostridium estertheticum (RFP/RRP) e 2
para o Clostridium gasigenes (16DBF/16DBR) ao Laboratério de Biologia Molecular da
Universidade de Brasilia (UNB) para que fosse feito o seqiienciamento.

Primeiramente fez-se a purificagdo dos produtos da amplificagao utilizando-se o
kit comercial (QlAquick PCR Purification Kit, Qiagen) em seguida foram quantificados
estimando-se visualmente a intensidade de luz das bandas e comparando-as com o
Low DNA Mass Ladder (Invitrogen®) em gel de agarose a 2% com brometo de etideo
(0,6ug/mL), em tampédo TBE 0,5X (pH8.0), visualizados em transiluminador de luz
ultravioleta. Uma vez determinada a concentragdo dos amplicons as amostras foram
analisadas em sequienciador automatico (Megabace 1000, Amersham Biotech®).

Para analisar as seqiiéncias obtidas utilizou-se as ferramentas de bioinformatica
Phred, Phrap e CAP3 e foram comparadas com as seqiUéncias de referéncias
registradas no Genbank® (n° de acesso S46734 para o Clostridium estertheticum e n°
de acesso AF092548 e AF143692 para o Clostridium gasigenes).

4.6 Analise estatistica dos resultados

As variaveis numero de enterobactérias e de bactérias acido-laticas, foram
analisadas pelo procedimento GLM (General Liner Model) do SAS utilizando um modelo
matematico que inclui os efeitos dos tratamentos (amostras deterioradas e néo
deterioradas) e a interagéo entre eles. Havendo diferenca estatistica entre os grupos de
amostras a comparacgao entre as médias foi feita pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

Ja o efeito dos tratamentos sobre as variaveis presenca e auséncia de C.

estertheticum e C. gasigenes foi analisado pelo teste de Qui-quadrado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Contagem de enterobactérias

O estudo das populagdes de enterobactérias nas amostras com deterioragao
“blown pack” (deterioradas) e sem deterioracéo “blown pack” (ndo deterioradas) revelou
diferenca estatisticamente significativa (p<0.05) entre os grupos. Ou seja, a média de
1,7x10° UFC/mL para amostras deterioradas foi estatisticamente superior & de 5,5x10°
UFC/mL encontrada nas amostras ndo deterioradas. Do total de 27 amostras
deterioradas, 21 (77,77%) apresentaram populagcbes de enterobactérias maiores que
10°UFC/mL do exsudato. Dentre as ndo deterioradas, 18 (66,66%) apresentaram
populagdes inferiores a 10° UFC/mL do exsudato. Estes dados s&o concordantes com
os obtidos por BORCH et al. (1996), RIDDEL & KORKEALA (1997) e YOST et al.
(2002) quando avaliaram a microbiota de carnes embaladas a vacuo nao alteradas.

Conforme pode ser observado na Tabela 1, das 27 amostras deterioradas
44,45% tiveram populagdes entre 10° e 10’ UFC/mL do exsudato e 33,33% tiveram
populagdes maiores que 10’ UFC/mL do exsudato. Esses resultados reafirmam os
obtidos em estudos anteriores realizados por BORCH et al. (1996), com carnes
embaladas a vacuo com a mesma deterioragdo onde foram encontrados niveis de
108UFC a 10°UFC/g do alimento.

Embora as carnes nao deterioradas tenham apresentado populacdes inferiores
de enterobactérias em relacdo as carnes deterioradas, 9 das 27 amostras né&o
deterioradas, ou seja, 33,34%, provavelmente n&o estariam dentro dos padrées
aceitaveis para carne in natura ndo maturada embalada a vacuo que tolera até 10*
UFC/g de coliformes termotolerantes segundo a RDC n. 12 da Anvisa (BRASIL, 2001).
Podendo estas carnes ndo deterioradas posteriormente sofrer a deterioracao “blown

pack”.
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Tabela 1. Populagbes de enterobactérias (UFC/mL do exsudato carneo) em amostras de carne sem a
deterioragdo “blown pack” (ndo deterioradas) e carnes com a deterioragédo “blown pack” (carnes
deterioradas) e sua distribuicdo em populacdes de até 10° UFC/mL do exsudato, populagdes
entre 10° e 10" UFC/mL e populagdes maiores que 10’ UFC/mL.

Populagdes de enterobactérias (UFC/mL do exsudato)

Tipo de amostra <10° (n°(%))  entre 10°-10" (n°(%))  >10"(n°(%)) (:(f)(gzl))
No deteriorada  18/27 (66,66%) 5127 (18,52%) 4127 (14,82%) 27 (100%)
Deteriorada 6/27 (22,22%) 12 27(44,45%)  9/27(33,33%) 27 (100%)
Total 24/54 (44.45%)  17/54 (31,48%)  13/54 (24,07%) 54 (100%)

5.2 Caracterizacdo dos microrganismos da familia Enterobacteriaceae

Os resultados obtidos a partir das provas bioquimicas realizadas em 270 coldnias
isoladas de amostras deterioradas mostraram que houve uma maior ocorréncia de
Hafnia alvei (18,5%), seguido de Proteus vulgaris (16,7%), Klebsiella spp. (8,5%),
Enterobacter aerogenes (8,5%), Serratia liquefaciens (8,1%) e Edwardsiella ictaluri
(7,7%) como mostra a Tabela 2. Estes resultados estdo em acordo com aqueles
encontrados por HANNA et al., (1979) e BOEREMA et al. (2002) que identificaram trés
espécies da familia Enterobacteriaceae - Serratia liquefaciens, Enterobacter aerogenes
e Hafnia alvei, como possiveis deteriorantes de carnes refrigeradas embaladas a vacuo
com a deterioragéo “blown pack”.

As demais 39,7% das colbnias isoladas de amostras deterioradas foram
caracterizadas como, Escherichia vulneris, Escherichia blattae, Escherichia coli inactive,
Shiguella sonnei, Shigella spp., Providencia spp., Citrobacter freundii, Proteus
myxofaciens, Citrobacter diversus, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae subsp.
rhinoscleromatis, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Proteus
penneri e Edwardsiella tarda .

Salmonella spp. e Cedeceae spp. ndo foram isoladas de amostras deterioradas.

Ja, o estudo de 270 colbnias isoladas de amostras ndo deterioradas mostrou

uma maior ocorréncia dos seguintes microrganismos Hafnia alvei (38,9%) seguido de
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Edwardsiella ictaluri (11,5%), Serratia liquefaciens (10,3%) e Enterobacter spp. (8,6%)
como mostra a Tabela 3.

Os outros 30,7% das colbnias isoladas de amostras nao deterioradas foram
classificadas como: Salmonella spp., Escherichia vulneris, Escherichia blattae,
Escherichia coli inactive, Shiguella sonnei, Shigella spp., Providencia, Proteus vulgaris,
Citrobacter freundii, Proteus myxofaciens, Citrobacter diversus, Klebsiella oxytoca,
Klebsiella spp., Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis, Enterobacter
aerogenes, Yersinia enterocolitica e Escherichia coli.

Cedeceae spp., Proteus mirabilis, Proteus penneri e Edwardsiella tarda n&o
foram isolados de amostras n&o deterioradas.

A espécie predominante tanto nas amostras ndo deterioradas como nas
amostras deterioradas foi a Hafnia alvei identificada em 155 (28,70%) das 540 culturas
estudadas.

HANNA et al. (1979) ao inocularem experimentalmente em carnes embaladas a
vacuo culturas de Lactobacillus spp. e Hafnia alvei notaram que a presenga de gas no
interior da embalagem era mais abundante nas inoculadas com H. alvei que nas
inoculadas com Lactobacillus spp. heterofermentativos. O gas produzido era composto
basicamente da mistura de CO, gerado por Lactobacillus heterofermentativos e H,S
gerado por H. alvei.

Segundo LINDBERG et al., (1998) e RIDELL & KORKEALA (1997), 50% dos
isolados entéricos de carne refrigerada sao da espécie Hafnia alvei. Este dado justifica
sua ampla distribuicdo nas amostras estudadas.

BRENNER (1992) apontou os géneros Citrobacter, Enterobacter, Hafnia,
Klebsiella, Proteus, Providéncia, Serratia, Escherichia e Yersinia como deteriorantes de
carne e produtos carneos, porém, neste experimento, todos estes géneros foram
isolados tanto de carnes deterioradas como de carnes nao deterioradas. Isso significa
que os mesmos podem ser isolados de carne embalada a vacuo esteja ela deteriorada
ou ndo e o que determinara o processo de deterioracao sera o numero em que elas se

encontram e as condigdes que possibilitem seu desenvolvimento ja que as amostras
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deterioradas tiveram populagdes de enterobactérias bem acima das amostras né&o
deterioradas.

Os resultados obtidos sdo um tanto preocupantes ja que, mesmo que em menor
numero, foram isoladas espécies potencialmente patogénicas de interesse em saude
publica como Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp., Klebsiella spp. entre outras.
De acordo com HOLT et al. (1994) as enterobactérias sado responsaveis por 50% de
infeccbes nosocomiais, mais frequentemente causadas por Escherichia coli, Klebsiella,
Enterobacter, Proteus, Providencia e Serratia também isoladas a partir das carnes
estudadas.

Segundo SMITH et al. (1993) e DAINTY et al. (1986) as principais espécies
isoladas em carnes refrigeradas embaladas a vacuo responsaveis pela potencial
producdo de aminas biogénicas sdo Hafnia alvei e Serratia liquefaciens, encontradas
neste trabalho com maior freqiiéncia em amostras que ndo sofreram deterioragao, ou
seja, poderiam ser ingeridas normalmente sem que o consumidor notasse qualquer

alteracéo sensorial, podendo causar consequentes problemas a saude.
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Tabela 2. Resultado da identificagdo de 270 colbnias de enterobactérias isoladas de carne bovina
embaladas a vacuo e mantidas sob refrigeracdo que apresentavam a deterioragdo “blown

pack”.
Espécies Culturas identificadas
n° %
Hafnia alvei 50 18,5%
Proteus vulgaris 45 16,7%
Klebsiella spp. 23 8,5%
Enterobacter aerogenes 23 8,5%
Serratia liquefaciens 22 8,1%
Edwardsiella ictaluri 21 7,7%

Escherichia coli 12 4,4%
Shigella sonnei 10 3,7%
Providencia spp. 9 3,4%
Escherichia blattae 8 2,9%
Citrobacter freundii 7 2,6%
Escherichia vulneris 6 2,3%
Enterobacter spp. 5 1,8%
Proteus myxofaciens 5 1,8%
Proteus mirabilis 4 1,5%
Proteus penneri 4 1,5%
Klebsiella oxytoca 4 1,5%
Yersinia enterocolitica 4 1,5%
Citrobacter diversus 3 1,2%
E.coli inactive 2 0,7%
Edwardsiella tarda 1 0,4%
Shigella spp. 1 0,4%
Klebsiella pneumoniae 1 0,4%
Salmonella spp. 0 0

Cedeceae spp. 0 0
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Tabela 3. Resultado da identificagcdo de 270 coldnias de enterobactérias isoladas de carne bovina
embaladas a vacuo e mantidas sob refrigeracdo sem a deterioragao “blown pack”.

Culturas identificadas

Espécies o %

Hafnia alvei 105 38,9%
Edwardsiella ictaluri 31 11,5%
Serratia liquefaciens 28 10,3%
Enterobacter spp. 23 8,6%
E.coli inactive 13 4,9%
Escherichia coli 12 4,5%
Klebsiella spp. 9 3,3%
Enterobacter aerogenes 6 2,2%
Shigella sonnei 6 2,2%
Proteus vulgaris 5 1,9%
Proteus myxofaciens 5 1,9%
Citrobacter diversus 5 1,9%
Escherichia vulneris 4 1,5%
Yersinia enterocolitica 4 1,5%
Escherichia blattae 3 1,1%
Shigella spp. 3 1,1%
Klebsiella oxytoca 3 1,1%
Citrobacter freundii 2 0,7%
Klebsiella pneumoniae 1 0,3%
Salmonella spp. 1 0,3%
Providencia spp. 1 0,3%
Proteus mirabilis 0% 0%

Proteus penneri 0% 0 %

Edwardsiella tarda 0% 0%

Cedeceae spp. 0% 0%
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5.3 Contagem de bactérias acido-lacticas

Este trabalho evidéncia a alta prevaléncia de bactérias acido-laticas em amostras
com a deterioracao “blown pack”. Comparando-se as populag¢des de BAL constatou-se
que em carnes com deterioragcédo “blown pack” elas s&o significativamente maiores que
em amostras ndo deterioradas (p<0,05). Ou seja, a média de 5,5x10® UFC/mL do
primeiro grupo foi significativamente maior que a média do segundo, que foi de 1,0x10°
UFC/mL. Das 27 amostras deterioradas analisadas, 21 (77,77%) tiveram populagbes
maiores que 10° UFC/mL do exsudato carneo enquanto que nas amostras nao
deterioradas apenas 8 (29,62%) das 27 tiveram popula¢ées maiores que 10" UFC/mL
como demonstra a Tabela 4.

Para BORCH et al. (1996) a deterioragdo com formacao de gas no interior da
embalagem de carnes refrigeradas e a alteragdo de odor normalmente sao detectadas
quando os microrganismos deteriorantes estdo presentes em niveis de 10%UFC a
10°UFC/g do alimento. Este mesmo autor concluiu que a interacdo metabidtica entre
bactérias acido-laticas (microbiota dominante) e enterobactérias intensifica o grau de
deterioragdo do produto.

Entre as amostras n&o deterioradas, das 27 estudadas 13 (48,15%)
apresentaram populacdes de BAL menores que 10° UFC/mL do exsudato, enquanto
que nenhuma amostra deteriorada teve populagées de BAL menores que 10° UFC/mL

do exsudato.

Tabela 4. Populagdes de bactérias acido-laticas (UFC/mL do exsudato carneo) em amostras de carne
sem a deterioracao “blown pack” (ndo deterioradas) e carnes com a deterioracao “blown pack”
(carnes deterioradas) e sua distribuicdo em populagbes de até 10° UFC/mL do exsudato,
populacdes entre 10° e 10’ UFC/mL e populacdes maiores que 10’ UFC/mL.

Populacdes de bactérias 4cido-laticas (UFC/mL do exsudato)
Tipo de amostra < 10° (n°(%))  entre 10°-10 (n°(%)) >107 (n°(%)) Total (n°(%))

N&o deteriorada  13/27 (48,15%) 6/27 (22,23) 8/27 (29,62%) 27 (100%)
Deteriorada 0/27 (0%) 6/27(22,23%) 21/27 (77,77%) 27 (100%)
Total 13/54 (24,08% ) 12/54 (22,22%) 29/54 (53,70%) 54 (100%)




42

HANNA et al. (1979) comprovaram que Lactobacillus spp. heterofermentativos
sdo capazes de produzir gas no interior da embalagem a vacuo quando estocados sob
temperaturas de refrigeragcdo (1 a 3°C) por 3 semanas. Assim, a presenca de
Lactobacillus em populacdes elevadas nas carnes estudadas neste trabalho pode ter
contribuicdo significativa no processo de deterioracao “blown pack”.

Apesar dos Lactobacillus produzirem bacteriocinas e outros compostos que
inibem o desenvolvimento de patéogenos (AYMERIC & HUGAS, 1998) sua populagéo
deve ser controlada por meio de medidas higiénico-sanitarias para evitar que os
mesmos contribuam com a deterioragdo do produto, diminuindo o tempo de vida de
prateleira. Considerando que muitos destes microrganismos sao encontrados no trato
digestivo de ruminantes (HOVE et al., 1999) a contaminagdo direta ou indireta da
carcaca com material de origem fecal deve ser evitada através de medidas preventivas.

Deve-se destacar que nas amostras sem a deterioragdo “blown pack”, 14,82%
(4/27) tiveram populacdes de enterobactérias maiores que 10 UFC/mL e 29,62% (8/27)
das amostras tiveram populagées de bactérias acido-lacticas também maiores que 10’
UFC/mL do exsudato, levantando-se o questionamento sobre o verdadeiro papel destes
grupos de microrganismos neste tipo de deterioracdo. Muitas sdo as variaveis que
levam a culminar na deterioragéo do tipo “blown pack”, ndo apenas o tamanho elevado
da populagcdo microbiana deteriorante, como também fatores que devem ser
questionados como a permeabilidade do filme utilizado na embalagem que pode
permitir a passagem seletiva de alguns gases em diferentes tipos de embalagem. Esta
troca gasosa pode provocar uma mudancga significativa da atmosfera gasosa do interior
da embalagem favorecendo o desenvolvimento de microrganismos deteriorantes
especificos, ou até mesmo o fato de certas embalagens conseguirem reter algumas
moléculas gasosas causando a tipica distensdo em determinadas amostras de carne e
em outras nao.

TSIGARIDA & NYCHAS (2001) demonstraram que o tipo de filme utilizado nas
embalagens influencia no desenvolvimento de diferentes grupos microbianos, além de
influenciar nos tipos de metabdlitos produzidos e suas concentragcbes. Outros fatores

como o pH dos diferentes grupos musculares, a contaminag¢do bacteriana inicial e as
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variacbes de temperatura pelo qual o produto foi submetido durante todo o
processamento devem ser considerados. Cada mudancga sera refletida nas diferentes
taxas de deterioracdo (EGAN & SHAY, 1982) ou diferentes taxas de desenvolvimento
de bactérias deteriorantes (TSIGARIDA et al., 2000).

5.4 Deteccéo do Clostridium estertheticum e Clostridium gasigenes

A Figura 2 demonstra em gel de agarose a 1% os produtos da amplificagéo dos
pares de primers para detecgédo do Clostridium estertheticum e C. gasigenes nos cortes
carneos bovinos resfriados e embalados a vacuo, representados por amplicons de 641
pb e 935 pb, respectivamente.

Os resultados obtidos estdo expostos na Tabela 5 onde observa-se que do total
de 54 amostras estudadas foram obtidas 68,52% de amostras positivas e 31,48%
negativas para o C. estertheticum. Estes dados confirmam a ampla distribuicdo do C.
estertheticum em carnes embaladas a vacuo e mantidas sob refrigeracao.

As amostras deterioradas apresentaram significativamente maior positividade
para o C. estertheticum que amostras ndo deterioradas (p<0,01). Das 27 amostras
estudadas com a deterioragdo “blown pack”, 23 (85,18%) foram positivas para o C.
estertheticum enquanto que as nao deterioradas foram 14 (51,85%) positivas como
mostra a Tabela 6. Este resultado & coincidente ao de RAUECKER (2007), que
encontrou o microrganismo em 85,18% das amostras deterioradas. No entanto, no
mesmo trabalho, ao analisar carnes néo deterioradas, RAUECKER (2007) encontrou o
Clostridium estertheticum em apenas 9,52% das amostras.

Ainda que as amostras nao deterioradas tenham apresentado significativamente
um numero menor de amostras positivas para o C. estertheticum em relagdo as
amostras com deterioragcéo “blown pack”, a presenga do microrganismo em 51,85% das
amostras n&o deterioradas pode ser um indicativo da ampla distribuicdo deste
microrganismo e que apenas sua presenga néo é suficiente para causar a deterioracgéo.
E preciso que haja outros fatores que influenciem no desencadear e na evolucdo da

deterioracdo como a permeabilidade da embalagem a gases como o oxigénio e o
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dioxido de carbono, discutidos anteriormente. Aléem desses, variagdes na temperatura
de conservagao, o uso de sanitizantes na lavagem das carcacgas, a interagcdo que ha
entre diferentes populagdes microbianas presentes na carne contaminada também
podem ser considerados.

A prevaléncia do Clostridium gasigenes em todas as amostras estudadas foi
baixa. Os resultados expostos na Tabela 6 mostram a relacédo total de amostras
positivas, 10/54 (18,52%), e negativas, 44/54 (81,48%), para o C. gasigenes.

O resultado da pesquisa de C. gasigenes em amostras de carne deterioradas
mostrou uma prevaléncia muito baixa de amostras positivas, apenas 8/27 (29,62%), da
mesma forma que nas amostras n&o deterioradas encontrou-se 2/27 (7,40%) para este
microrganismo, nao havendo diferenga estatistica significativa entre elas. Da mesma
forma RAUECKER (2007) encontrou a presenga do C. gasigenes em carnes com
deterioracédo “blown pack® em apenas 18,52% (5/27) das amostras estudadas e
considerou a prevaléncia baixa.

Os resultados do presente estudo estdo em concordancia com estudos
anteriores realizados por DAINTY et al. (1989), COLLINS et al. (1992) e BRODA et al.
(2000) que também identificaram a presenca de C. estertheticum e C. gasigenes em
carnes bovinas embaladas a vacuo mantidas sob refrigeracéo.

HELPS et al. (1999) encontraram estes clostridios no solo, tubo digestivo de
animais e fezes. RAUECKER (2007) os isolou de diversas fontes dentro da industria
frigorifica como roletes de esteiras, ralos, salas de desossa, camaras-frias e outros,
justificando o amplo niumero de amostras de carne positivas. O problema pode ser

atribuido a contaminacéo fecal direta e/ou indireta, e a falhas de higiene operacionais.
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935 pb
641 pb

Legenda: Canaletas 1 e 14, marcador de peso molecular (DNA ladder 100pb)
Canaletas 2 e 3 controle positivo (DSM12272) e amostra positiva para o C. gasigenes
respectivamente.
Canaletas 6 e 7, 8 controle positivo (DSM 8809) e amostras positivas para C.
estertheticum, respectivamente.
Canaletas 5 e 9 controles negativos para C. gasigenes e C. estertheticum,
respectivamente.
Canaletas 4 amostra negativa para C.gasigenes
Canaletas 10, 11, 12, 13 amostra negativa para C. estertheticum

Figura 2. Representacdo em gel de agarose (1%) contendo produtos de PCR para detecgéo
do C. estertheticum (RFP/RRP) e C. gasigenes em cortes carneos bovinos
resfriados e embalados a vacuo, amplicons de 641 pb e 935 pb respectivamente.
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Tabela 5. Numero de amostras de carne refrigeradas embaladas a vacuo positivas e negativas para a
presencga de Clostridium estertheticum a partir do exsudato carneo de amostras de carne sem
a deterioragdo “blown pack” (ndo deterioradas) e carnes com a deterioragdo “blown pack”
(carnes deterioradas).

Clostridium estertheticum
Tipo de amostra  Positivo (n°(%)) Negativo (n°(%)) Total (n°(%))

NZo deteriorada 14727 (51,85%)  13/27 (48,15%) 27 (100%)
Deteriorada 23/27 (85,18%)  4/27 (14,82%) 27 (100%)
Total 37/54 (68,52%)  17/54 (31,48%) 54 (100%)

Tabela 6. Numero de amostras de carne refrigeradas embaladas a vacuo positivas e negativas para a
presencga de Clostridium gasigenes a partir do exsudato carneo de amostras de carne sem a
deterioragdo “blown pack” (n&o deterioradas) e carnes com a deterioracdo “blown pack”
(carnes deterioradas).

Clostridium gasigenes

Tipo de amostra Positivo (n°(%))  Negativo (n°(%))  Total (n°(%))
N&o deterioradas 2/27 (7,40%) 25/27 (92,60%) 27 (100%)
Deteriorada 8/ 27(29,62%) 19/27 (70,38%) 27 (100%)
Total 10/54 (18,52%) 44/ 54 (81,48%) 54 (100%)

5.5 Confirmacéo da identidade dos produtos de amplificagao

Os resultados obtidos a partir da purificacdo dos produtos da amplificagdo das
espécies de C.estertheticum e C. gasigenes estao evidenciados na Figura 3.

Dos produtos da amplificacao obtidos a partir do primer RFP/RRP para o C.
estertheticum apenas 333pb dos 641pb (51,95%) foram seqlenciados. Utilizando-se do
programa BLAST do Genbank © para o alinhamento das seqiiéncias obtidas (Query),
com as sequUéncias de referencia (Sbjct) a fim de se verificar a homologia das bases
sequlenciadas, o resultado obtido foi de 100% de homologia com o C. estertheticum (n°
de acesso S46734) como mostra a Figura 4.

Das amostras enviadas para o seqiienciamento dos produtos da amplificacédo
para o C. gasigenes (par 16DBF/16DBR) apenas 434pb dos 935pb (46,42%) do
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fragmento foram seqlienciados, tendo como resultado 99% de homologia com as
sequéncias de referéncia da subunidade 16S do RNAr do C. gasigenes (n° de acesso
AF092549 e AF143692) como mostra a Figura 5.

Tanto no sequénciamento dos produtos da amplificacdo do C. estertheticum
como o do C. gasigenes foram detectados outros microrganismos com a mesma
similaridade, sendo necessario que o sequénciamento seja complementado para que
seja seqlienciada uma quantidade maior de bases aumentando assim a confiabilidade

dos resultados.

200ng
120ng

80ng

40ng
20ng

10ng

Legenda: Canaleta 1 Low DNA Mass Ladder;
Canaleta 3 e 6 amplicon de 641 pb para o Clostridium estertheticum (primers RFP/RRP);
Canaletas 4 e 7 amplicon de 935 pb para o Clostridium gasigenes (primers 16DBF/DBR);

Figura 3. Representagao em gel de agarose (2%) da concentragdo de amplicons
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S46734 16S rRNA [Clostridium estertheticum, NCIMB 12511, rRNA, 1427
nt]
Length=1427

Score = 608 bits (329), Expect = 4e-171
Identities = 332/333 (99%), Gaps = 1/333 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 1  TACGCATTTCACCGCTACACTAGGAATTCCACTTACCTCTCCTGCACTCTAGACACCCAG 60

EELEEEEL R e e e e e e e el
Sbjct 672 TACGCATTTCACCGCTACACTAGGAATTCCACTTACCTCTCCTGCACTCTAGACACCCAG 613

Query 61 TTTCAAATGCAGCACCCAAGTTAAGCTCGGGTATTTCACATCTGACTTAAATGTCCGCCT 120

EEEEREEL R e e e e e e e e e e e el
Sbjct 612 TTTCAAATGCAGCACCCAAGTTAAGCTCGGGTATTTCACATCTGACTTAAATGTCCGCCT 553

Query 121 ACGCATCCTTTACGCCCAGTAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCT 180

EELEREER R e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 552 ACGCATCCTTTACGCCCAGTAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCT 493

Query 181 GCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTCCTCCTCTGGTACCGTCATTATCGTCCCAGAAGAC 240

LR e e e e e e e et et
Sbhjct 492

GCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTCC-CCTCTGGTACCGTCATTATCGTCCCAGAAGAC 434

Query 241 AGAACTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCATTCACGCGGCGTTGCTGCGTCAGGGTTTCCC 300

EELEEEER R e e e e e e e e e e el
Sbjct 433 AGAACTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCATTCACGCGGCGTTGCTGCGTCAGGGTTTCCC 374

Query 301 CCATTGCGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCG 333

IEELRRE LR et
Sbjct 373 CCATTGCGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCG 341

Figura 4. Alinhamento e comparagéo da seqiiéncia de nucleotideos resultantes do seqlienciamento (Query)
e a seqliéncia de referencia (Sbjct) do programa BLAST (Genbank®) para C. estertheticum (n°
de acesso S46734) onde obteve-se 100% de homologia entre as sequéncias.
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sequence
Length=1483

Score = 780 bits (422), Expect
Identities = 430/434 (99%), Gaps
Strand=Plus/Minus

0.0
0/434 (O%)

Query 1  GAATACTTAATGCGTTAGCGGCGGCACGGAAGTCATGACAACTCCCACACCTAGTATTCA

EELEREEREE e e e et ey Pl
Sbjct 844 GAATACTTAATGCGTTAGCGGCGGCACGGAGGTCATGACAACCCCCACACCTAGTATTCA

Query 61 TCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGTTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCC

FELEREERLE T e e e e e i e e e el
Sbjct 784 TCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCC

Query 121 TCAGTGTCAGTTACAGTCCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCTAATATCTAC

EELEREEREE R e e e e e e e e e e e el
Sbjct 724 TCAGTGTCAGTTACAGTCCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCTAATATCTAC

Query 181 GCATTTCACCGCTACACTAGGAATTCCACTTTCCTCTCCTGCACTCTAGATTTCCAGTTT

FEEEREELEE e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 664 GCATTTCACCGCTACACTAGGAATTCCACTTTCCTCTCCTGCACTCTAGATTTCCAGTTT

Query 241 GAAATGCAGTTCTCGGGTTGAGCCCGAGTATTTCACATCTCACTTAAAAATCCACCTACG

EEELREELEE R e e e e L e el
Sbjct 604 GAAATGCAGTTCTCGGGTTGAGCCCGAGTATTTCACACCTCACTTAAAAATCCACCTACG

Query 301 CTCCCTTTACGCCCAGTAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCT

FELEREEREE e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 544 CTCCCTTTACGCCCAGTAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCT

Query 361 GGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTCCTCCTTGGGTACCGTCATTATCGTCCCCAAAGACAGA

FEEEREERLE e e e e e e e el
Sbjct 484 GGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTCCTCCTTGGGTACCGTCATTATCGTCCCCAAAGACAGA

Query 421 GTTTTACGATCCGA 434

WRRRRNN RN
Shjct 424 GTTTTACGATCCGA 411

AF092548.1 / AF092548 Clostridium gasigenes 16S ribosomal RNA gene, partial

785

120

725

180

665

240

605

300

545

360

485

420

425

Figura 5.

Alinhamento e comparagdo da seqiiéncia de nucleotideos resultantes do sequiienciamento
(Query) e a sequiéncia de referencia (Sbjct) do programa BLAST (Genbank®) C. gasigenes (n°
de acesso AF092549) onde obteve-se 99% de homologia entre as seqliéncias.
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6. Conclusodes

- Os microrganismos da familia Enterobacteriaceae e bactérias acido-laticas estavam
presentes em populagdes elevadas e em maior numero nas carnes com deterioracéo
“blown pack”.

- Dentre os géneros da familia Enterobacteriaceae encontrados predominaram Hafnia,
Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia e Edwardsiella devendo-se destacar a
presenca da espécie Hafnia alvei.

- As amostras com deterioracao “blown pack’ apresentaram maior positividade para o C.
estertethicum que amostras n&o deterioradas.

- Nao houve diferenca estatistica de positividade para a presenca do C. gasigenes entre
amostras com deterioracao “blown pack” e carnes nao deterioradas.

7. Consideracdes finais

Muitos dos problemas enfrentados pela industria de alimentos s&o atribuidos a
falhas operacionais e deficiéncias na higienizacdo. Por tanto, o controle geral dos
microrganismos encontrados nesta pesquisa deve ser realizado por meio de medidas
higiénico-sanitarias que previnam a contaminagcéo das carcagas com material fecal,
quer seja de forma direta ou indireta através de fOmites.

Deve-se realizar a higienizacao de toda a planta e carcagas com produtos que
possam reduzir o desenvolvimento destes microrganismos.

Muitas das variagbes encontradas em amostras com deterioragcdo “blown
pack”, como o tempo necessario para que ocorra a deterioragéo, a intensidade do odor
ao se abrir a embalagem tufada, o nivel de deterioracao, a prevaléncia de um ou outro
microrganismo, podem estar associadas com fatores como a diferenca de pH dos
diferentes grupos musculares, a histéria da amostra, se passou por flutuacdes de
temperatura, a contaminagdo por diferentes populagdes de microrganismos, assim
como a carga bacteriana inicial. Estes, assim como outros fatores, incluindo a
importancia da permeabilidade do filme devem ser objetos de estudo das futuras
pesquisas sobre a deterioragdo “blown pack”, além do estudo de novos métodos de
controle.
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ANEXO 3, GRUPO Il (TSI=> SAFA com H,S)
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