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RESUMO

FREITAS, Caio Fialho de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2022.
Populacoes de Clostridium spp. em carne bovina embalada a vacuo
associadas a blown pack. Orientador: Luis Augusto Nero.

A carne bovina € uma das variedades de carne mais consumidas no mundo e tem
relevante importancia para e economia. A embalagem a vacuo é comumente
utilizada para estender a vida util deste produto, impedindo a multiplicacdo de
microrganismos aerébios. No entanto, o ambiente de anaerobiose gerado permite a
multiplicagdo de microrganismos anaerdbios, como Clostridium spp., que podem
causar prejuizos consideraveis as industrias de alimentos, como a deterioracdo
blown pack. O objetivo do estudo foi associar a presenca e contagens de Clostridium
sulfito redutor e Clostridium perfringens em carne bovina embalada a vacuo com a
deterioragcdo blown pack, considerando diferentes temperaturas de conservacao.
Amostras de carne bovina embalada a vacuo (n = 10) foram armazenadas a 4 °C e
15 °C durante o periodo de 28 dias, com monitoramento semanal das contagens de
Clostridium sulfito redutor e C. perfringens e verificacao da presenca da deterioracao
blown pack. A presenca de clostridios sulfito redutores e C. perfringens foi
constatada em 70% das amostras. Dos isolados caracteristicos obtidos, 100% foram
confirmados como Clostridium sulfito redutores e 79,8% foram identificados como C.
perfringens. A contagem maxima de Clostridium sulfito redutor a 4 °C e 15 °C foi de
0,39 log10 UFC/g e 2,08 log10 UFC/g, respectivamente. A contagem maxima de C.
perfringens a 4 °C e 15 °C foi de 0,18 log10 UFC/g e 1,74 log10 UFC/qg,
respectivamente. Alternativamente, observamos o surgimento da deterioragdo blown
pack em 90% das amostras armazenadas a 15 °C. Através dos resultados obtidos,
podemos concluir que a temperatura de refrigeracao a 4 °C controlou a multiplicacéo
desses microrganismos quando comparado com a temperatura inadequada de
armazenamento, a 15 °C, durante o periodo de 28 dias. Além disso, concluimos que
a carne bovina embalada a vacuo, quando armazenada em temperatura inadequada
de 15 °C, em um periodo aproximado de 7 a 21 dias, pode apresentar o surgimento

da deterioracédo blown pack.

Palavras-chave: Carne bovina. Clostridium spp. Clostridium perfringens. Blown pack.



ABSTRACT

FREITAS, Caio Fialho de, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, July, 2022.
Clostridium spp. populations in vacuum-packed beef associated with blown
pack. Adviser: Luis Augusto Nero.

Beef is one of the most consumed varieties of meat in the world and is of great
importance for the economy. Vacuum packaging is commonly used to extend the
shelf life of this product, preventing the multiplication of aerobic microorganisms.
However, the generated anaerobic environment allows the multiplication of anaerobic
microorganisms, such as Clostridium spp., which can cause considerable damage to
the food industry, such as blown pack spoilage. The objective of the study was to
associate the presence and counts of Clostridium sulfite reducer and Clostridium
perfringens in vacuum-packed beef with blown pack spoilage, considering different
storage temperatures. Vacuum packed beef samples (n = 10) were stored at 4 °C
and 15 °C for a period of 28 days, with weekly monitoring of Clostridium sulphite
reducing and C. perfringens counts and verification of the presence of blown pack
spoilage. The presence of sulfite-reducing clostridia and C. perfringens was found in
70% of the samples. Of the characteristic isolates obtained, 100% were confirmed as
Clostridium sulfite reducers and 79.8% were identified as C. perfringens. The
maximum count of Clostridium reducing sulfite at 4 °C and 15 °C was 0.39 log10
CFU/g and 2.03 log10 CFU/q, respectively. The maximum count of C. perfringens at
4 °C and 15 °C was 0.18 log10 CFU/g and 1.74 log10 CFU/g, respectively.
Alternatively, we observed the appearance of blown pack spoilage in 90% of samples
stored at 15 °C. Through the results obtained, we can conclude that the refrigeration
temperature at 4 °C controlled the multiplication of these microorganisms when
compared to the inadequate storage temperature, at 15 °C, during the period of 28
days. In addition, we concluded that vacuum-packed beef, when stored at an
inappropriate temperature of 15 °C, for an approximate period of 7 to 21 days, may

present the appearance of blown pack deterioration.

Keywords: Beef. Clostridium spp. Clostridium perfringens. Blown pack.
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1. INTRODUCAO GERAL

A carne bovina € uma das variedades de carne mais consumidas em todo o
mundo, sendo de suma importancia para a nutricdo de toda a populagdo mundial. O
Brasil tem posicao de destaque entre os mais importantes produtores e exportadores
de carne bovina. Por isso, € essencial garantir a seguranca e qualidade do produto,
visando o bem-estar e satisfacdo do consumidor.

Por ser um alimento rico em nutrientes, a carne bovina é muito perecivel e
fornece condigbes muito favoraveis para a multiplicagdo de microrganismos
patogénicos e deteriorantes. O sistema de embalagem a vacuo é uma forma de
conservacao do alimento muito utilizada na distribuigdo da carne bovina. Esse
sistema reduz a concentragdo de oxigénio no produto, impedindo o desenvolvimento
de microrganismos aerdbios. No entanto, o ambiente de anaerobiose gerado por si
s6 nao garante a interrupcao da multiplicacdo de microrganismos anaerobios e
consequentemente a garantia de seguranca e qualidade do alimento.

Clostridium perfringens € um dos microrganismos de maior preocupacao
mundial, considerado um importante agente de doencas de origem alimentar e
envolvido em diversos surtos por toxinfecgdo alimentar nas ultimas décadas. Além
disso, a presenca de espécies de Clostridium psicrotréficos na carne bovina
embalada a vacuo pode permitir o surgimento da deterioracdo blown pack, trazendo
prejuizos consideraveis as industrias do setor.

A deteccado de Clostridium spp. em carne bovina embalada a vacuo tem
relevante importancia, tanto do ponto de vista econémico quanto do epidemioldgico,
visto que a deterioracdo pode trazer consideraveis perdas econdmicas as industrias
e as espécies patogénicas desse género podem trazer problemas a saude publica.

Considerando isso, 0 objetivo do estudo foi associar a presencga e contagens
de Clostridium sulfito redutor e Clostridium perfringens em carne bovina embalada a
vacuo com a deterioragdo blown pack, considerando diferentes temperaturas de

conservagao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos gerais

O consumo de carne bovina no mundo atingiu mais de 59 milhdes de
toneladas em 2020 (USDA, 2020). Esse produto € um alimento que traz varios
beneficios a saude humana, rico em proteinas e outros nutrientes, como as
vitaminas do complexo B e alguns sais minerais (fonte de ferro, potassio, zinco,
fésforo, magnésio e selénio).

O Brasil € um dos mais importantes produtores e exportadores de carne
bovina do mundo, utilizando de tecnologia avancada e alto investimento em todos os
setores da producdo, resultando em elevada produtividade e exceléncia na
qualidade do produto acabado, seguindo os mais rigorosos padrdes de qualidade.
Dados de 2019 mostram o Brasil com o maior rebanho de bovinos do mundo, com
cerca de 213,68 milhdes de cabecas. Neste mesmo ano a pecuaria brasileira
registrou o abate de 43,3 milhées de cabecas, onde 10,4 milhdes (24%) destes
abates ndo foram fiscalizados e 32,9 milhdes (76%) receberam fiscalizacdo de
algum érgéao, sendo 24,2 milhdes (55,90%) pelo Servico de Inspecao Federal (SIF),
6,5 milhdes (14,96%) pelo Servico de Inspecao Estadual (SIE) e 2,2 milhdes (5,19%)
pelo Servigo de Inspecdao Municipal (SIM) (ABIEC, 2019). Além disso, a produgao de
carne bovina (incluindo a produgdo de carne bubalina) foi de 10,5 milhdes de
toneladas no ano de 2019, representando 14,8% da producao de carne bovina do
mundo, sendo que aproximadamente 8 milhdes (76,2%) de toneladas sé&o
destinadas ao consumo no proprio Brasil (terceiro maior consumidor de carne bovina
do mundo), gerando um consumo “per capita” de 38,38 kg/hab/ano (segundo maior
consumo “per capita” de carne bovina do mundo); e cerca 2,5 milhdes (23,8%) de
toneladas séo destinadas a exportacdo, tornando o Brasil o maior exportador de
carne bovina do mundo, exportando para mais de 150 paises. Neste ano, a
exportacdo de carne bovina ja apresentava uma representatividade de 3,9% das
exportacoes brasileiras, com expressiva importancia na economia do pais (ABIEC,
2019).

Um ponto muito importante na cadeia produtiva da carne bovina é a qualidade
final do produto, com énfase para as caracteristicas sensoriais (frescor, textura e
palatabilidade), caracteristicas fisicas (cor, maciez e capacidade de retencdo de
agua) e garantia de seguranga do alimento. Ha diversos fatores intrinsecos e
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extrinsecos que podem influenciar na qualidade da carne, como a idade, araga e 0
sexo do animal, os fatores nutricionais, o estresse, o transporte dos animais, a
insensibilizacdo e a sangria, dentre outros diversos fatores (Felicio, 1999; Melo et
al., 2016).

A seguranca alimentar e a qualidade do alimento tem ligagdes contundentes.
A qualidade do alimento abrange todos os atributos sensoriais necessarios para
satisfazer as expectativas do consumidor e por isso pode ser considerada
principalmente uma questdo econdmica decidida por esses consumidores. A
seguranca alimentar pode ser considerada como 0s procedimentos e acdes tomadas
pelas industrias de alimentos a fim de reduzir o risco de contaminacao e garantir a
seguranca final do produto para o consumo (Akkerman et al., 2010; Aung e Chang,
2014; Chen et al., 2014; Blagojevic et al., 2014; Rodrigues et al., 2019).

Os aspectos relativos a seguranga da carne passam por todo o sistema de
producdo, desde o alimento fornecido para os animais até a carne embalada
presente no comércio varejista. Por isso, é essencial o desenvolvimento de
tecnologias associadas a seguranca do alimento em toda a cadeia produtiva,
visando a prevencado, deteccdo e adocdao de medidas de controle, além da
erradicacdo de doencas nos rebanhos produtores relacionados a carne bovina
(EMPRAPA, 2017).

Os programas de sanidade animal, a inspecao industrial e os programas de
autocontrole das industrias de alimentos foram desenvolvidos para garantir a
qualidade e inocuidade dos produtos e estdo sendo constantemente aprimorados.

Um dos pontos mais importantes relacionados a seguranga alimentar da
cadeia produtiva da carne bovina € a fiscalizagdo e a inspecéo oficial de todo o
sistema de producao, além dos programas responsaveis para o controle de perigos
e riscos a saude humana e a higiene dos processos em todo o setor produtivo
(Blagojevic et al., 2014). H& diversos programas utilizados para o controle de perigos
visando garantir a seguranca e a qualidade do alimento, como Boas Praticas de
Producédo (BPP), Boas Praticas de Fabricagdo (BPF), Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC), Procedimento Padrdo de Higiene Operacional
(PPHO) e Procedimento Operacional Padrao (POP).

A atuacdo das agéncias reguladoras governamentais de inspecdo de
produtos de origem animal € de extrema importancia no controle da qualidade e da

seguranca alimentar, reduzindo potenciais riscos com a aplicacdo de normas e



17

deteccao de problemas na producdo que ajudam a prevenir e identificar casos de
contaminacao dos alimentos (Rodrigues et al., 2019). No Brasil, essa fiscalizacéao e
inspegdo de produtos de origem animal € realizada por médicos veterinarios que
atuam como fiscais agropecuarios em instituicbes publicas de ambito nacional,
estadual ou municipal. A legislacao brasileira relativa a inspec¢do de produtos de
origem animal esta descrita no Regulamento da Inspecédo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA).

Mesmo com a atuacao dos servigos de fiscalizacdo e inspecao de produtos
de origem animal sendo intensificadas e ficando mais rigorosas nos ultimos anos, o
Brasil ainda enfrenta diversos problemas em todo o setor da cadeia produtiva da
carne bovina. A seguranca e qualidade do alimento pode ser prejudicada por perigos
biolégicos, quimicos e fisicos. Entre esses perigos, os bioldégicos estdo envolvidos
em problemas representativos a saude publica e perdas econémicas. Em economias
em desenvolvimento, como no Brasil, ainda existem fraquezas no monitoramento
adequado de todos os estabelecimentos e esse déficit acaba interferindo na
deteccdo de possiveis contaminacdées por microrganismos deteriorantes e
patogénicos, afetando a qualidade e inocuidade dos alimentos (Blagojevic et al.,
2014; Rodrigues et al., 2019).

A contaminacao da carne bovina por microrganismos pode ocorrer durante a
cadeia produtiva de diversas maneiras e em distintas etapas, incluindo o abate,
corte, processamento, armazenamento e distribuicdo das carnes. As fontes de
contaminagao podem incluir agua, instalagdes, equipamentos e os manipuladores. A
etapa de esfola é particularmente importante, devido a alta carga microbiana que
existe na superficie do couro do animal (Hedrick et al., 1993; Caranova, 2008;
Hernandez-Macedo et al., 2011; Obara et al., 2011).

As principais fontes de contaminag&o da carne bovina dentro do abatedouro
séo as fezes e o0 couro dos proprios animais. A entrada dos microrganismos nas
plantas de processamento de carne bovina ocorre provavelmente através das
particulas do solo ou material fecal ligados a pele dos animais (Broda et al., 2002;
Boerema et al., 2003; Broda, 2007). O solo, em particular, € um reservatério de
esporos de Clostridium spp. Esses esporos conseguem sobreviver nesse ambiente
em condi¢des adversas incluindo exposicao ao oxigénio, produtos quimicos e altas

temperaturas por um longo periodo e sao transferidos para a carne bovina através
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do contato entre o couro e a carcaca durante a esfola ou das fezes dos animais
(Boerema et al., 2003; Brightwell et al., 2009; Moschonas et al., 2009; Moschonas et
al., 2011). Acredita-se que a frequéncia e a gravidade dos incidentes comerciais em
carne bovina embalada a vacuo poderia ser minimizada pela remocao ou limitacéo
da transferéncia dos clostridios das principais fontes de contaminacéao (particulas de
solo e material fecal) para as carcagas dos animais durante o abate (Boerema et al.,
2003; Moschonas et al., 2009).

Como a carne bovina € um alimento suscetivel a contaminacdo por
microrganismos patogénicos e deteriorantes, algumas técnicas de conservacao sao
aplicadas aos produtos carneos. Temperaturas de armazenamento, embalagem a
vacuo, embalagem com atmosfera modificada, embalagem com atmosfera
controlada, entre outras estratégias foram encontradas para controlar a associacao
microbiana no produto carneo (Nychas et al., 2008; Ercolini et al., 2011; Pennacchia
et al., 2011; Doulgeraki et al., 2012; Duran e Kahve, 2020).

A manutencdo da carne em temperaturas de refrigeracdo é particularmente
importante a fim de controlar os microrganismos (psicrotréficos, psicrotolerantes e
psicréfilos). Bell et al. (2001) relatou que um aumento na temperatura de 1,5 °C para
4 °C encurtou significativamente o tempo para a producao inicial de gas em carnes
embaladas a vacuo produzidos por espécies de Clostridium spp. A temperatura de
refrigeracao deve ser aplicada na cadeia produtiva da carne bovina para garantir que
o produto mantenha uma temperatura uniforme. A carne € considerada resfriada
quando é mantida entre —1,5 °C e 7 °C durante todo o tempo ap6s o processo de
post mortem. A temperatura ideal de armazenamento e transporte para a carne
refrigerada € a menor temperatura possivel na qual ndo ocorra o congelamento da
carne. A carne geralmente comega a congelar a —1,5 °C e a carne embalada a
vacuo a -2 °C, dependendo do tipo de carne e o pH (Luchiari, 2006; Hernandez-
Macedo et al., 2011).

A embalagem a vacuo € um método de conservagdo comumente utilizado na
industria de carne, especialmente para preservar a qualidade e estender o prazo de
validade do produto. Essa técnica visa proteger o produto carneo do contato com o
oxigénio do ar. O oxigénio promove condicdes para a multiplicacdo de
microrganismos aerdbicos, que podem mudar o odor, cor e a aparéncia dos
produtos. Essa estratégia tem se mostrado eficiente para garantir a extensao da vida

util do produto, preservando as suas caracteristicas sensoriais. Dentre os sistemas
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de embalagem de carne estabelecidos, a embalagem a vacuo é o mais utilizado no
mercado para a distribuicao de pecas inteiras (Jeremiah, 2001; Sarantépoulos, 2001;
Hernandez-Macedo et al., 2011).

Geralmente, dois indicadores microbianos sao utilizados para avaliar a
qualidade do produto carneo em relacdo as bactérias formadoras de esporos:
clostridios sulfito-redutores e Clostridium perfringens. Ambos sdo amplamente
utilizados como indicadores de contaminagao clostridial em alimentos (Prevost et al.,
2013).

Os clostridios sulfito redutores sado bactérias do género Clostridium que
reduzem o sulfito a sulfeto de hidrogénio (H,S) e sua aplicacdo na analise de
alimentos consiste em oferecer uma indicagdo simples e rapida da potencial
presencga de C. perfringens (sulfito redutor) (Silva et al., 2017). Dentre as espécies
patogénicas, podemos destacar C. perfringens como um importante agente de
doencas de origem alimentar envolvido em diversos surtos por toxinfeccéao
alimentar. Essas toxinfecgdes resultam da ingestao de alimentos contaminados com
a enterotoxina produzida por este agente (Rood and Cole, 1991; Rood et al., 2018).

Dentre os cortes carneos, o acém bovino (também conhecido como agulha) é
um corte derivado da parte dianteira do animal (regido do pescoco). Esse corte
bovino é uma peca relativamente magra e considerada a mais macia do dianteiro.
No Brasil, 0 acém bovino € um corte carneo muito comercializado e que gera boas
margens de lucro para as industrias de alimentos. Por ficar localizado na regido do
pescogo, 0 acém é um corte bem propicio de sofrer contaminagdes no processo de
abate do animal no frigorifico, principalmente nas etapas de sangria e esfola do
animal. Portanto, devido a esse conjunto de caracteristicas, pode ser considerado
um bom corte carneo para a deteccdo de microrganismos deteriorantes e
patogénicos.

A deterioracdo da carne é caracterizada pela interagcdo das modificagdes
fisico-quimicas e biolégicas causadas por bactérias deteriorantes. A carne bovina,
quando fora do prazo de validade, contaminada ou armazenada, transportada e
comercializada fora dos padrdes exigidos pela legislagdo vao apresentar
caracteristicas indesejaveis ao consumidor, como alteragéo de cor, produ¢do de um
forte odor, producdo de limosidade, entre outras (Doulgeraki et al., 2013;
Neoprospecta, 2019; Duran e Kahve, 2020; Silva et al., 2020).



20

Um dos principais problemas relatados em diversos lugares do mundo em
carne bovina embalada a vacuo é a deterioracdo blown pack. Esse tipo de
deterioracdo € causado por microrganismos anaerdbicos e caracterizado
principalmente pela distensdo da embalagem a vacuo. Essa distensdo ocorre pela
abundante producdo de gases (principalmente dioxido de carbono) durante o
processo de estocagem do produto, ocasionada principalmente por microrganismos
do género Clostridium, além das enterobactérias e bactérias laticas. Ainda, o odor
desagradavel, a alteracdo da cor da carne e outras caracteristicas indesejaveis
tornam o produto inapropriado ao consumo humano, trazendo consideraveis perdas
econbmicas as industrias de alimentos (Broda et al., 1996; Broda et al., 2000).

As espécies psicrotréficas de Clostridium spp. sdo usualmente consideradas
0s principais agentes responsaveis pela deterioracdo blown pack. Essas espécies
psicrotréficas sdo caracterizadas por se desenvolverem em baixas temperaturas. Ha
relatos desses microrganismos se desenvolvendo e causando deterioragdo em
produtos carneos em temperaturas de refrigeracdo. Clostridium estertheticum e
Clostridium gasigenes sao as espécies mais frequentemente identificados como os
agentes causadores deste tipo de deterioracdo; outras espécies, como Clostridium
algidicarnis, Clostridium frigoris, Clostridium bowmanii e Clostridium frigidicarnis,
também j& foram associadas com a producdo de gas e consequente deterioracao
blown pack (Collins et al. 1992; Kalchayanand et al. 1993; Broda et al., 1998;
Clemens et al., 2010). Apesar da importancia desses microrganismos deteriorantes
para as industrias, os estudos sdo desafiadores pela falta de meios diferenciais ou
métodos discriminatérios diretos para a identificacdo especifica dessas espécies
psicrotréficas. As ferramentas moleculares atualmente disponiveis, como o 16S
rRNA Sequencing, tem auxiliado nessa identificagao.

As preocupagdes com o0s aspectos microbiolégicos da carne bovina tem
aumentado ao longo dos Ultimos anos devido ao aumento da produgéo,
comercializacao e exportacdo dos produtos carneos em todo o mundo (Hernandez-
Macedo et al., 2011).

2.2. Deterioracao em carne bovina

A carne bovina é reconhecida como um dos alimentos mais pereciveis devido

a sua composicao, que é rica em nutrientes, tem pH entre 5,5 e 6,5 e possui uma
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alta atividade de agua. A multiplicacdo de microrganismos indesejaveis que
contaminam a superficie da carne a niveis inaceitaveis causando a degradacao dos
nutrientes (carboidratos, proteinas e lipidios) e contribuem significativamente para a
deterioragdo da carne, tornando o produto inadequado para o consumo humano.
Essa atividade microbiana é de extrema preocupacdo para as industrias de
alimentos e € o fator que mais interfere na deterioracdo. Os principais grupos de
microrganismos responsaveis pela deterioracdo da carne em diferentes condicoes
de armazenamento incluem espécies da Familia Enterobacteriaceae, bactérias
laticas (BAL), Pseudomonas spp., Clostridium spp. e Brochothrix thermosphacta
(Collins et al., 1992; Nychas et al., 2008; Adam et al., 2010; Hernandez-Macedo et
al., 2011; Doulgeraki et al., 2012).

O processo de deterioracéo da carne depende do tipo de microrganismo e do
indculo inicial, além das condigbes especificas de armazenamento. A carga
microbiana inicial depende do estado fisioldgico do animal no abate e da propagacao
da contaminacdo dentro do abatedouro e durante o processamento da carne. A
temperatura e outras condicdes de armazenamento durante a distribuicao também
podem influenciar no processo da deterioracdo (Nychas et al., 2008; Doulgeraki et
al., 2012). A maioria dos estudos sobre a deterioragdo de cortes de carne bovina
embalados a vacuo e resfriados sdo dedicados ao isolamento ou identificacdo de
espécies psicrotréficas de Clostridium spp. (Adam et al., 2010).

O primeiro relato cientifico relacionado a deterioracdo blown pack em carne
refrigerada embalada a vacuo ocorreu em 1989 (Dainty et al., 1989). A deterioragéo
blown pack é caracterizada pela distensdo da embalagem a vacuo do produto
carneo. Essa distensdo ocorre pelo acumulo exacerbado de alguns gases, como
diéxido de carbono, hidrogénio, nitrogénio e gas sulfidrico. A deterioracdo blown
pack geralmente inclui a producdo de volateis indesejaveis como butanol, acido
butanoico, etanol, acido acético e ésteres derivados desses compostos; além de
uma série de compostos sulfurados (possuem um ou mais atomos de enxofre
ligados a cadeia carbénica) associados a um cheiro putrido e um brilho metélico na
carne deteriorada. Pode ocorrer durante 0 armazenamento prolongado do produto
apresentando apenas uma distensdo modesta da embalagem a vacuo; ou também
pode ocorrer bem antes do final da vida util esperada, com consideravel distensao
da embalagem. Dentre os microrganismos causadores da deterioracao blown pack,
€ geralmente relatado que as espécies psicrotroficas, psicrotolerantes e psicrofilicas
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de Clostridium spp. séo os principais agentes deteriorantes (Dainty e Mackey, 1992;
Broda et al., 1998; Brightwell et al., 2007; Byrne et al., 2009; Hernandez-Macedo et
al., 2011).

A deterioracado blown pack em carne bovina embalada a vacuo causada pelas
espécies psicrotroficas, psicrotolerantes ou psicréfilas de Clostridium  spp.
geralmente ocorre dentro de 4 a 6 semanas e torna o produto inaceitavel, com
caracteristicas sensoriais repugnantes, resultando em expressivas perdas
financeiras as industrias de alimentos e na redugcdo da confianca por parte do
consumidor (Broda et al., 1996; Adam et al., 2010; Brightwell et al., 2018).

Esses episddios de deterioracdo blown pack geralmente ocorrem devido ao
armazenamento dos produtos carneos em temperaturas inadequadas, que permitem
a multiplicacado desses microrganismos deteriorantes e podem ocorrer por uma série
de fatores, incluindo o nivel inicial de inéculo, pH da carne, nivel de vacuo dentro
das embalagens e a disponibilidade de substrato adequada para o crescimento da
bactéria (Broda et al., 1996; Adam et al., 2010; Clemens et al., 2010; Silva et al.,
2012).

A deterioracdo blown pack em carne bovina embalada a vacuo causada por
Clostridium spp. é de ocorréncia mundial e hd décadas tem sido relatada em
diversos paises, como nos EUA (Kalchayanand et al., 1989), Reino Unido (Dainty et
al., 1989; Lawson et al., 1994), Nova Zelandia (Broda et al., 1996), Africa do Sul
(Helps et al., 1999), Alemanha (Pichner et al., 2012), Irlanda (Bolton et al., 2015) e
Europa (Helps et al.,, 1999; Byrne et al., 2009). No Brasil, a ocorréncia da
deterioracao blown pack causada por clostridios em carne bovina embalada a vacuo
foi comprovada em alguns estudos (Rauecker et al., 2006; Felipe, 2008; Rosa, 2009;
Hernandez-Macedo et al., 2009; Silva et al., 2011).

A deterioracdo blown pack pode ocorrer mesmo na auséncia do abuso de
temperatura, durante o armazenamento refrigerado da carne bovina embalada a
vacuo. Por isso, as industrias de carne precisam ser mais cautelosas e preocupadas
em relacdo a contaminagcdo do ambiente e da carne, principalmente por espécies de
Clostridium spp. psicrotréficos (Brightwell et al., 2009; Jones et al., 2009; Silva et al.,
2011). Diversas especies bacterianas pertencentes ao género Clostridium foram
associadas como agentes causadores da deterioracao blown pack em produtos
carneos embalados a vacuo, incluindo: Clostridium estertheticum (Collins et al.,

1992); Clostridium estertheticum subsp. laramiense (Kalchayanand et al., 1993);
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Clostridium algidicarnis (Lawson et al., 1994); Clostridium frigidicarnis (Broda et al.,
1999); Clostridium gasigenes (Broda et al., 2000); Clostridium bowmanii (Spring et
al., 2003); Clostridium frigoris (Spring et al., 2003) e Clostridium tagluense (Suetin et
al., 2009).

2.3. Clostridium spp.

2.3.1. Clostridium sulfito redutores e Clostridium perfringens

Clostridium spp. € um género bacteriano amplamente distribuido na natureza,
pertencente ao Reino Monera, Classe Clostridia, Ordem Clostridiales, Familia
Clostridiaceae e Filo Firmicutes. Sao bacilos Gram-positivos, formadores de esporos,
anaerdbios estritos e aerotolerantes. Segundo a List of Prokaryotic names with
Standing in Nomenclature (LPSN), criada pelo pesquisador Jean P. Euséby,
atualmente (2022) ha citacées de 357 espécies e 12 subespécies de Clostridium,
apresentando diversas caracteristicas distintas (Silva et al., 2017; LPSN, 2022).

Clostridium sulfito redutores sdo considerados indicadores de contaminacao
em produtos carneos. As analises relacionadas a esses microrganismos devem
ocorrer de forma periédica e sao definidas a fim de monitorar os niveis de
contaminagcdo nos alimentos. Clostridium sulfito redutores ndo possuem uma
classificacao taxonémica, sendo classificados apenas por caracteristicas fenotipicas
em comum (Prevost et al., 2013).

Clostridium perfringens é uma das bactérias patogénicas mais prevalentes de
rapido crescimento no mundo; € uma bactéria anaerobica, Gram-positiva, em
formato de bastonetes, imodvel, sulfito-redutora e formadora de esporos. Essa
capacidade de formar esporos protege a célula bacteriana contra condicbes de
estresse, como exposicao ao calor e oxigénio, permitindo que sobrevivam em
ambientes variados e através de processos térmicos. C. perfringens € amplamente
encontrado na natureza, podendo ser isolado do solo, superficies de vegetais,
poeira, sistema gastrointestinal de humanos e animais, além de alimentos crus e
processados. Embora possam ser isolados de diferentes tipos de alimentos, é
frequentemente encontrado em carnes e produtos carneos, sendo que estes
produtos sao fonte de aminodcidos que ndo podem ser produzidos por C.
perfringens e que sao necessarios para a multiplicacdo deste patdégeno. C.
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perfringens € um microrganismo que pode se multiplicar em temperaturas de 15 °C a
50 °C, com temperatura 6tima de multiplicacdo em torno de 45 °C. Além disso, este
patdgeno € capaz de multiplicar em temperaturas de refrigeracéo. Devido a todas
essas caracteristicas, C. perfringens tem sido considerado um importante patdégeno
que pode ser veiculado por alimentos contaminados (Juneja et al., 1994; Andersson
et al., 1995; Brynestad e Granum, 2002; Juneja et al., 2010; Aras e Hadimli, 2015;
Garcia et al., 2019; Khan et al., 2019; Cosansu e Ers6z 2021; Hassani et al., 2022).

Clostridium perfringens € responsavel por causar doencgas toxinfecciosas.
Algumas dessas doencas sao associadas aos seres humanos, como gastroenterite
e diarreia aguda, em que as toxinas produzidas por este patbégeno desempenham
um papel importante. A toxinfeccdo alimentar associada a C. perfringens ocorre
devido ao manuseio e preparo inadequado dos alimentos. Este microrganismo
também estd associado a infecgdes entéricas causadas em varias espécies animais
(Aras e Hadimli, 2015; Navarro et al., 2018; Cosansu e Ers6z 2021).

A presenca dos esporos de C. perfringens em alimentos é um potencial risco
para a saude publica, visto que sdo altamente resistentes a muitos procedimentos
de preservacao dos alimentos, como o aquecimento e a refrigeracdo. A infecgao
alimentar ocorre devido a ingestéo de niveis potencialmente perigosos (cerca de 10°
UFC/g) de ceélulas viaveis do patégeno em alimentos contaminados que foram
inadequadamente resfriados ou mantidos em temperatura ambiente por um tempo
consideravel depois do cozimento. Logo, 0s esporos ativados pelo calor podem
germinar e multiplicar se os produtos forem posteriormente resfriados incorretamente
ou sofrerem um abuso de temperatura (Juneja et al., 1996; Novak e Yuan, 2003;
Juneja et al., 2006; Juneja et al.; 2013).

Este patégeno pode produzir e secretar até 16 toxinas em diferentes
combinagdes. Entretanto, alfa, beta, épsilon, iota, enterotoxina e NetB sédo as seis
principais toxinas extracelulares produzidas e secretadas. De acordo com as toxinas
produzidas, C. perfringens pode ser subdivido em sete sorotipos: A, B, C, D, E, F e
G. As toxinas alfa, beta, épsilon, iota, enterotoxina e NetB sédo codificadas pelos
genes cpa, cpb, etx, iot, cpe e netB, respectivamente. A maioria das doencgas
causadas por cepas deste patdgeno sdo mediadas pela combinacdo de uma ou
mais dessas toxinas (Hunter et al., 1993; Petit et al., 1999; Gkiourtzidis et al., 2001;
Uzal e Songer, 2008; Rood et al., 2018; Duracova et al., 2019).
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Todos os sorotipos de C. perfringens produzem a toxina alfa, codificada pelo
gene cpa. Geralmente, as cepas deste patdgeno tem uma copia do gene cpa
presente no cromossomo; enquanto 0s genes das outras toxinas (cpb, etx, iot e
netB) estdao sempre localizadas nos plasmideos, com excecao do gene cpe, que
pode estar localizado tanto no cromossomo quanto nos plasmideos (Brynestad e
Granum, 2002; Rood et al., 2018; Jang et al., 2020).

As estirpes do tipo A sdo comumente encontradas como parte da microbiota
intestinal normal dos animais e tem sido associadas com a gangrena gasosa,
septicemia e a intoxicacao alimentar em humanos. As estirpes do tipo C podem
causar a enterite necrética e as estirpes do tipo D causam disenteria e doencas
renais em animais (Petit et al., 1999; Brown, 2000; McClane et al., 2012; Aras e
Hadimli, 2015).

Algum dos sintomas provocados pelas toxinfecgdes alimentares causadas por
C. perfringens sao dor abdominal, dor de cabecga, febre e diarreia cerca de 6 a 24
horas apdés a ingestdo dos alimentos contaminados. Os sintomas geralmente
persistem por um dia ou menos e sdo na maioria das vezes considerados leves;
entretanto, a doenca pode ser responsavel pela morte de pessoas vulneraveis
(Mead et al., 1999).

Surtos associados a contaminagéo de alimentos por C. perfringens ocorrem
regularmente e muitas vezes podem causar uma morbidade substancial. Entretanto,
sdo evitaveis se a contaminagdo do alimento for prevenida. De qualquer forma,
esses produtos também devem ser manuseados e preparados adequadamente
(Bennett et al., 2013; Grass et al., 2013).

Em 2006, na Inglaterra, um estudo estimou que a contaminagdo por C.
perfringens foi a segunda causa mais comum de doencas de origem alimentar (atras
apenas de Campylobacter spp.) e a segunda causa de morte mais frequente
associada as essas doencas (atras apenas de Salmonella spp.) (Lindstrém et al.,
2006). Na Uniao Europeia, C. perfringens causou 124 dos 160 surtos alimentares
totais ocorridos em 2014 (EFSA-ECDC, 2015). Este patégeno também esta
relacionado as principais causas de surtos associados a contaminagao de alimentos
ocorridos em outros paises, incluindo Australia, Japao, Inglaterra e Pais de Gales
(Dalton et al., 2004; Gormley et al., 2011; Komatsu et al., 2012). Nos Estados
Unidos, as doencas de origem alimentar causadas por C. perfringens causam cerca

de um milhdo de casos a cada ano, tornando-se a segunda causa mais comum. De
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1998 a 2010, foram confirmados 289 surtos causados por C. perfringens envolvendo
o0 consumo de alimentos contaminados, sendo relatados 15.208 casos da doencga,
com 83 internagbes e 8 Obitos. A carne bovina foi o alimento mais comum
relacionada aos surtos (Scallan et al., 2011; Grass et al., 2013).

Estima-se que a toxinfeccao alimentar causada por C. perfringens do tipo A é
mais comum, uma vez que 0s casos leves ndo sao notificados. Os sintomas
causados por essa afeccdo sdao geralmente indistinguiveis de outras formas de
enterites. Por isso, acredita-se que o0s surtos alimentares causados por este
patdgeno sado subestimados e o numero real seja expressivamente maior. Poucos
laboratérios de saude publica tem recursos suficientes para caracterizar cepas de C.
perfringens isoladas em surtos de doencas de origem alimentar; além disso, nem
todos os focos sdo detectados e mesmo entre os detectados, nem todos sao
investigados ou notificados. Esta dindmica de detecgéao dos surtos combinada com o
fato de que a busca por cuidados médicos € muito baixa confirmam a hip6tese de
que os pequenos surtos sdo menos propensos a serem detectados. Desta forma,
tanto do ponto de vista epidemiol6gico quanto do econémico, este microrganismo é
considerado um dos patégenos de maior preocupacado mundial (Sabah et al., 2003;
Juneja et al., 2010; Grass, et al., 2013).

Atualmente, existem poucos estudos sobre a contagem e a prevaléncia de
clostridios sulfito redutores e C. perfringens em alimentos, mais especificamente em
carne bovina. O método de cultura é considerado como o método padrao para a
deteccao de clostridios sulfito redutores e C. perfringens em amostras de alimentos.
No entanto, o desempenho de detec¢cdo desse método pode ser bem afetado pela
presenca de outros microrganismos concorrentes nos alimentos (Chon et al., 2012;
Jeong et al., 2017).

A prevaléncia de C. perfringens em amostras de alimentos foi relatada na
Argentina em 24,46% (126 das 515 amostras de carne testadas foram positivas)
(Stagnitta et al., 2002); Coreia em 3,3% (30 de 925 amostras de carcacas bovinas)
(Chae et al., 2006); Japdo em 71,0% (143 das 200 amostras de produtos carneos)
(Miki et al., 2008); Costa do Marfim em 12,4% (49 das 395 amostras de alimentos)
(Kouassi et al., 2014); Nigéria em 3,5% (14 de 400 amostras de carne bovina) (Tizhe
et al., 2015); Nigéria em 13,18% (126 das 515 amostras de alimentos) (Chukwu et
al., 2016); Cazaquistdo em 9% (18 das 197 amostras de alimentos) (Maikanov et al.,
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2019); Coreia em 19% (38 de 200 amostras de frango, carne bovina e carne suina)
(Jang et al., 2020).

2.3.2. Clostridios psicrotroficos, psicrotolerantes e psicrofilos

Os clostridios psicrotréficos, psicrotolerantes e psicréfilos sdo microrganismos
estritamente anaerébicos e constituem um grupo microbiano bastante heterogéneo,
com muitas cepas intimamente relacionadas. Ainda se sabe pouco sobre eles, mas
€ conhecido que pertencem a um grupo de clostridios associados a carne, nao
produtores de toxinas que deterioram a carne refrigerada embalada a vacuo em
aproximadamente quatro semanas (Broda et al., 1998; Stackebrandt et al., 1999;
Stackebrandt e Hipe, 2005; Moschonas e Bolton, 2013).

A presenca de qualquer Clostridium psicrotréfico em carne bovina embalada a
vacuo deve ser considerada um risco para a estabilidade microbiana do produto
durante a sua vida util. A capacidade dessas espécies em causar a deterioracao
blown pack é uma questao importante para reconhecer seu papel neste tipo de
deterioracao, devido a diversificada populagcdo microbiana encontrada neste produto
(Brightwell et al., 2007; Pennacchia, et al., 2011; Silva et al., 2011).

Essas espécies de Clostridium spp. contaminam os frigorificos principalmente
por meio de particulas do solo ligadas a pele e as fezes dos animais, contaminando
a carne por meio do contato direto ou indireto com as carcagas durante o abate e
processamento. Além disso, sdo mais provaveis de serem encontradas em
superficies da carne, equipamentos e utensilios usados no processo de abate dos
animais como células vegetativas (Broda et al., 2002; Boerema et al., 20083.
Brightwell et al., 2009; Moschonas et al., 2009; Moschonas et al., 2011).

As espécies psicrotréficas de Clostridium podem se multiplicar e produzir gas
antes e depois da estocagem em temperaturas inadequadas de armazenamento
(15°C) e de refrigeracéo (1,5°C a 2°C). Essas espécies podem causar distensdo das
embalagens a vacuo em 14 dias em temperaturas de até 2°C (Broda et al., 1997;
Broda et al.,, 2000). De acordo com Adam et al. (2010) essas espécies podem
deteriorar a carne bovina embalada a vacuo em até -1,5 °C.

Esses clostridios associados ao blown pack codificam um grande e
diversificado espectro de enzimas degradativas resistentes aos carboidratos
(CAZymes) que lhes permitem utilizar os estoques de carboidratos intramusculares e
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facilitar a esporulacdo. Essas informagdes sugerem que esses microrganismos
ocupam nichos ambientais semelhantes, mas utilizam de diferentes estratégias de
metabolismo para serem capazes de coexistir e causar a deterioracdo na carne
(Palevich et al., 2021).

A producédo de odores desagradaveis e alteracdes na cor da carne tem sido
descritas como as principais caracteristicas vistas na deterioragdo blown pack em
carne embalada a vacuo causada por Clostridium algidicarnis (Boerema et al., 2002;
Lawson et al., 1994; Silva et al., 2011). Enquanto a producao de gas responsavel
pela distensdo das embalagens a vacuo e a producdo de odores desagradaveis
causados pela liberagdo dos acidos butanol, butirico e acético sdo vistos na
deterioracdo blown pack em carne embalada a vacuo causada por Clostridium
gasigenes, que possui temperatura de crescimento na faixa de - 1,5 °C a 22 °C
(Broda et al., 2000).

Clostridium estertheticum € uma bactéria Gram-positiva, formadora de
esporos e psicrotréfica, que foi inicialmente isolada de carne bovina embalada a
vacuo com deterioragdo blown pack e foi considerada como o principal agente
causador dessa deterioracdo. Além disso, blown pack de inicio mais precoce em
carne bovina embalada a vacuo pode ser causada por C. estertheticum. Esse
microrganismo esta presente na pele e nas fezes dos animais e pode ser encontrado
no solo. C. estertheticum se multiplica a temperatura minima de 1 °C e maxima de
18 °C (Dainty et al., 1989; Helps et al., 1999; Bolton et al., 2015).

C. estertheticum utiliza a glicose durante sua multiplicacdo no produto carneo
e quando a glicose € esgotada, a sua multiplicacdo cessa. Entdo, como alternativa, o
microrganismo fermenta o &cido latico, produzindo uma alta quantidade de gases,
principalmente dioxido de carbono e hidrogénio. Essa fermentacdo exacerbada de
acido latico em carnes embaladas a vacuo exemplifica a distensdo das embalagens
(Dainty et al., 1989; Spring et al., 2003; Yang et al., 2009).

Moschonas et al. (2011) demonstrou que C. estertheticum foi capaz de causar
a deterioracao blown pack em menor tempo de armazenamento quando comparado
com outros microrganismos. O fato desta cepa ser uma verdadeira bactéria
psicrofilica pode explicar sua capacidade de deteriorar a carne embalada a vacuo
armazenada em baixas temperaturas em tempo mais agil do que outras bactérias.

O isolamento e a deteccao das espécies psicrotréficas, psicrotolerantes e
psicréfilas de Clostridium spp. sdo desafiadores, visto que essas espécies nao
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apresentam multiplicacdo uniforme nos meios de cultura disponiveis. Em alguns
casos, para se obter uma cultura viavel sdo necesséarias varias semanas ou, em
alguns casos, até meses. Consequentemente, as informagdes sobre estes
microrganismos deteriorantes sdo limitadas e ainda ndo ha disponivel nenhum
controle efetivo para detectar e controlar esse potencial risco para as industrias de
alimentos (Yu et al., 2016; Wambui et al., 2019).

Desta forma, mesmo os protocolos laboratoriais mais rotineiros podem ser
frustrantes para serem implementados e solucionar possiveis problemas. Devido as
dificuldades encontradas na recuperacdo desses microrganismos, muitos estudos
tem usados métodos moleculares para detectar os clostridios psicrotréficos, seja no
ambiente do matadouro ou em carnes embalada a vacuo. Embora essa abordagem
leve a altas taxas de ocorréncia de Clostridium psicrotréfico em comparacdo com as
taxas de recuperagdo das analises microbioldgicas tradicionais, a maior limitagdo
dos métodos moleculares é que a capacidade de isolar os agentes da deterioracao
blown pack nao podem ser avaliados, uma vez que as células viaveis nao sao
recuperadas (Broda et al., 2000; Broda et al., 2002; Broda et al., 2003; Cavill et al.,
2011; Silva et al., 2012; Yu et al., 2016).

3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

3.1. Justificativas

O Brasil € um dos maiores produtores e o maior exportador de carne bovina
do mundo, e a manutencdo dessa posicdo demanda um monitoramento continuo
para garantir a qualidade dos produtos comercializados, a seguranca do alimento e
a manutencdo dos acordos comerciais envolvendo os produtos carneos. C.
perfringens esta associado a diversos casos e surtos de doencas de origem
alimentar em todo o mundo e por isso é considerado um patdégeno relevante no
contexto mundial. Sua incidéncia em produtos de origem animal € notavel e a carne
bovina é um dos alimentos com a maior ocorréncia. Por isso, a pesquisa e 0
rastreamento deste patégeno em produtos carneos € de grande importancia para a
saude publica e para a economia. A deterioracdo blown pack da carne bovina
embalada a vacuo € um outro problema para as industrias de alimentos e é

responsavel por grandes prejuizos financeiros. Espécies psicrotroficas de
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Clostridium spp. estdo relacionadas a este tipo de deterioracdo. Logo, a pesquisa e
deteccao desses possiveis microrganismos na carne bovina embalada a vacuo € de
suma importancia. Além disso, ha pouco conhecimento cientifico relacionado a

esses problemas no Brasil, o que justifica o presente estudo.

3.2. Objetivo Geral

Associar a presenca e contagens de Clostridium sulfito redutor e Clostridium
perfringens em carne bovina embalada a vacuo com a deterioragdo blown pack,

considerando diferentes temperaturas de conservacao.

3.3. Objetivos Especificos

v' Detectar a presenga de Clostridium sulfito redutor e Clostridium perfringens
em carne bovina embalada a vacuo.

v' Comparar a populacao de Clostridium sulfito redutor e Clostridium perfringens
em carne bovina embalada a vacuo em temperatura de refrigeragédo (4 °C) e
temperatura inadequada de armazenamento (15 °C) durante o periodo de 28

dias.

v' Associar a deterioracao blown pack em carne bovina refrigerada embalada a
vacuo em temperatura de refrigeracdo (4 °C) e temperatura inadequada de
armazenamento (15 °C) durante o periodo de 28 dias com clostridios sulfito

redutores.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Coleta de amostras

De setembro a novembro de 2021 foram obtidas 10 amostras de carne bovina
(acém bovino) refrigeradas e embaladas a vacuo, provenientes de um frigorifico
localizado no estado de Minas Gerais, Brasil. As informag¢des sobre cada amostra

coletada estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Amostras de carne bovina resfriada sem osso embaladas a vacuo

analisadas.
Amostra | Peso Fabricacao Validade Lote Analise Origem
(Kqg) (Data) (Data) (Data)

1 6,500 09\09\2021 08\11\2021 090921 16\09\2021 Minas
Gerais

2 8,425 11\10\2021 10\12\2021 111021 18\10\2021 Minas
Gerais

3 8,425 11\10\2021 10\12\2021 111021 18\10\2021 Minas
Gerais

4 8,425 08\10\2021 07\12\2021 081021 18\10\2021 Minas
Gerais

5 8,425 08\10\2021 07\12\2021 081021 18\10\2021 Minas
Gerais

6 8,820 16\11\2021 16\02\2022 161121 22\11\2021 Minas
Gerais

7 8,820 16\11\2021 16\02\2022 161121 22\11\2021 Minas
Gerais

8 8,820 16\11\2021 16\02\2022 161121 22\11\2021 Minas
Gerais

9 8,820 16\11\2021 16\02\2022 161121 22\11\2021 Minas
Gerais

10 8,820 16\11\2021 16\02\2022 161121 22\11\2021 Minas
Gerais

4.2. Local do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Inspeg¢do de Produtos de
Origem Animal (InsPOA) e no Laboratério de Biologia Molecular (Biomol) do
Departamento de Veterinaria (DVT) e no Laboratorio de Embalagens de Alimentos
do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA), todos localizados na
Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Minas Gerais.

4.3. Processamento das amostras

As amostras foram transportadas em caixa isotérmica até o InsPOA. Apds
assepsia com alcool 70%, cada amostra foi fracionada em nove bags estéreis (400 g
cada), as quais foram novamente embaladas a vacuo.

Essas amostras foram submetidas a duas temperaturas de armazenamento
(4 °C e 15 °C) por 28 dias, com analise nos dias 7, 14, 21 e 28. Para controle, uma

fracdo de cada amostra era analisada no primeiro dia (dia 0).
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4.4. Analise das amostras
4.4.1. Preparacao das amostras

25 gramas de cada bag foi pesada assepticamente e homogeneizada com
225 mL de Buffered Peptone Water (BPW) (Merck Millipore, Burlington,
Massachusetts, USA) em Seward Stomacher® 400 Circulator (Seward™ Ltd., USA)
durante dois minutos. Em seguida foi realizada a diluicdo seriada em tubos contendo
9 mL de BPW.

4.4.2. Inoculacao, incubacao, contagem e isolamento de clostridios sulfito
redutores e Clostridium perfringens

Para a contagem e isolamento de clostridios sulfito redutores foi utilizado o
Método de plagueamento APHA 33.72:2015, da American Public Health Association,
utilizado para contagem de clostridios sulfito redutores em alimentos destinados ao
consumo humano, descrito na 52 Edicdo do Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (Labbe, 2015).

Para a contagem e isolamento de C. perfringens foi utilizado o Método de
plaqueamento ISO 7937:2004, da International Organization for Standardization,
utilizado para contagem de C. perfringens em alimentos destinados ao consumo
humano, descrito na 52 Edicao do Manual de Métodos de Analise Microbioldgica de
Alimentos e Agua (Silva et al., 2017).

Cinco diluicées (1 mL) adequadas de cada amostra (bag) foram inoculadas
em agar Tryptose Sulfite Cycloserine (TSC): Agar Clostridium perfringens (Oxoid
Ltd., Basingstoke, Hampshire, England) adicionado de Suplemento para Clostridium
(D-cycloserine na concentragdo de 0,04%) (Oxoid Ltd.), seguidos por plagueamento
em profundidade (pour plate) e subsequente aplicagdo de uma sobrecamada.
Depois da completa solidificagdo, as placas foram armazenadas em jarras de
anaerobiose sem inverté-las e incubadas a 37 °C por 18-24 horas. Para obtencao da
anaerobiose foram utilizados geradores de anaerobiose (BD GasPak™ EZ) (Becton,
Dickinson and Company, Sparks, Maryland, USA). O método ISO 7932:2004 para
contagem de C. perfringens em alimentos especifica o plagueamento em duplicata,
mas a ISO 7218:2007/Amd 1:2013 dispensa o plagueamento em duplicata quando é

feito a inoculagédo de pelo menos duas diluicbes.
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Apés o periodo de incubagédo foram realizadas as contagens das colbnias
presuntivas de clostridios sulfito redutores e C. perfringens. Foram selecionadas as
placas contendo até 200 col6nias e realizadas as contagens das col6nias tipicas,
que sao caracterizadas por serem pretas. Os resultados foram expressos em logio
UFC/g. Paralelamente a contagem, foram selecionadas até dez colbnias tipicas de
cada placa selecionada. As coldnias foram inicialmente estriadas em agar TSC para
purificagcdo (incubacdo a 37 °C/18-24 horas). Apdés o periodo de incubacao, as
colénias tipicas isoladas foram transferidas para tubos contendo Thioglycollate
Medium U.S.P (TGM) (Oxoid Ltd.), incubados a 37 °C por 18-20 horas para posterior

confirmagéo bioquimica.
4.4.3. Confirmacao de clostridios sulfito redutores

Para confirmagdo dos clostridios sulfito redutores foi determinado a
morfologia e a coloracdo de Gram dos isolados. O método utilizado para a coloracao
de Gram consistiu no tratamento por imersao do esfregaco bacteriano em Violeta
Fenicada Seg.Gram (cristal violeta) (Exodo Cientifica, Sumaré, Sdo Paulo, Brasil)
por dois minutos seguido de lavagem da lamina em agua corrente, tratamento por
imersdo em Lugol Seg.Gram (Exodo Cientifica) por um minuto seguido de lavagem
da lamina em &gua corrente, retirada do excesso do primeiro reagente com Alcool
Acetona Seg Gram (Exodo Cientifica) seguido de lavagem da lamina em &gua
corrente e tratamento final por imersdo em Solugdo Fucsina Fenicada de Gram
(Exodo Cientifica) por 30 segundos seguido de lavagem da lamina em &gua
corrente.

Os isolados determinados como bastonetes Gram positivos foram
confirmatorios para clostridios sulfito redutores. O calculo dos resultados foi baseado
em funcdo do numero de coldnias tipicas, diluicdo inoculada e percentagem de
coldnias confirmadas, sendo expresso em logio UFC/g.

4.4.4. Confirmacao de Clostridium perfringens
Para confirmagdo de C. perfringens foram realizados os testes de

fermentagcdo da lactose, hidrdlise da gelatina, reducdo do nitrato a nitrito e
motilidade. Cada isolado foi inoculado nos seguintes meios previamente preparados:
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Motility Nitrate Medium (Merck Millipore) adicionado de Glicerol (Exodo Cientifica) na
concentragdo de 0,5% e Lactose Gelatin Medium (Base) (Merck Mellipore)
adicionado de gelatine 180 Bloom (Gelatin from porcine skin) (Merck Mellipore) na

concentracao de 12%.
4.4.4.1. Teste de fermentacao da lactose e hidrdlise da gelatina

Com uma alca bacterioldgica, cada isolado foi inoculado em tubos contendo
Lactose Gelatin Medium e incubados a 37 °C por 24 horas. Apds o periodo de
incubacado, para o teste de fermentacdo da lactose foi observado se houve a
formacao de bolhas no tubo e a viragem acida do indicador (vermelho de fenol). Em
caso da alteragao da cor do meio de vermelho para amarelo, foi considerado positivo
e quando a cor do meio permaneceu inalterada, negativo. J4 para o teste de
hidrélise da gelatina, os tubos foram transferidos para uma geladeira (5 °C) e
mantidos sob refrigeracdo por 1 hora. Logo apods, foi observado se o meio
permaneceu liquido, sendo considerado positivo e quando o meio adquiriu uma

consisténcia firme, negativo.
4.4.4.2. Teste de reducao de nitrato a nitrito e teste de motilidade

Com uma agulha de inoculacdo, cada isolado foi inoculado por picada no
centro dos tubos contendo Motility Nitrate Medium até uma profundidade distante 1
cm do fundo do tubo e incubados a 37 °C por 24 horas.

Apos o periodo de incubacdo, para o teste de motilidade foi observado se
houve migracdo do isolado para regides fora da linha de inoculagdo, sendo
considerado positivo e quando o crescimento do isolado restringiu-se a regido da
picada da agulha de inoculagéo, negativo.

Para o teste de reducéo de nitrato a nitrito, foram adicionados aos tubos os
seguintes reagentes de nitrato: Nitrate Reagent A (solugdo 0,5% de alfa-naftol)
(Merck Mellipore) e Nitrate Reagent B (solucdo 0,8% de acido sulfanilico) (Merck
Mellipore). Foi observado imediatamente se houve um desenvolvimento de uma cor
vermelha no meio de cultura, sendo considerado positivo e quando nao houve
alteracdo da cor, negativo. No caso de teste negativo, foi adicionado uma pitada de
pd de zinco ao tubo e observado se houve alteracdo da cor, sendo que, quando o
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meio permaneceu com a cor inalterada (indicativo de nitrato ausente) o teste foi
considerado positivo e quando o meio adquiriu uma cor vermelha (indicativo de

nitrato presente), negativo.

4.4.4.3. Calculo dos resultados

Foram considerados como C. perfringens todos os isolados com as seguintes
caracteristicas: teste de fermentagdo da lactose (+), hidrélise da gelatina (+),
reducao de nitrato a nitrito (+) e motilidade (-). O calculo dos resultados foi baseado
em funcdo do numero de coldnias tipicas, diluicdo inoculada e percentagem de
colénias confirmadas, sendo expresso em log1o UFC/g.

4.4.5. Analise estatistica

Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) utilizando o teste F para
comparacao de médias a 5% de probabilidade com o intuito de avaliar se existe
diferencga significativa entre a contagem presuntiva de clostridios sufito redutores e
C. perfringens, contagem de clostridios sulfito redutores e contagem de C.
perfringens em relacao as temperaturas de armazenamento (4 °C e 15 °C); além de
avaliar se existe diferenca significativa entre a contagem presuntiva de clostridios
sulfito redutores em relagdo ao tempo de contagem das placas (24 e 72 horas). Para
todas as anadlises estatisticas foi utilizado o pacote estatistico R [R versao 4.0.3
(2020-10- 10)].

4.4.6. Estocagem dos isolados

Ap6s a confirmagdo como clostridios sulfito redutores e C. perfringens, 0s
isolados foram estocados a — 20 °C em caldo TGM adicionado de glicerol a 15%.
4.4.7. ldentificacao molecular dos isolados
4.4.7.1. Extracao do DNA

Isolados identificados como clostridios sulfito redutores e C. perfringens nas
etapas anteriores foram submetidos a extragcdo do DNA gendémico. O método de
extracao por fervura foi adotado, considerando as seguintes etapas: 1 - aliquota de
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500 pI do isolado incubado em TGM (37 °C / 24 horas) foi transferido para um
eppendorf (1,5 mL), seguiu para centrifugacédo a 10.000 RPM por cinco minutos € o
sobrenadante foi descartado; 2 - adigdo e homogeneizacao de 500 ul de Phosphate
Buffered Saline (PBS) (pH 7.2), seguido de centrifugacdo a 10.000 RPM por cinco
minutos e descarte do sobrenadante; 3 - adicdo e homogeneizacdo de 100 pul de
agua MilliQ (Ultrapura) e 100 ul de BT Chelex® 100 Resin (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Califérnia, USA) a 5%, seguido de fervura a 100 °C por 20 minutos e
centrifugagédo a 10.000 RPM por sete minutos; 4 - o sobrenadante foi transferido
para outro eppendorf (1,5 mL) e estocado em freezer a — 20 °C.

4.4.7.2. Identificacao molecular de Clostridium spp.

A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi utilizada para a
identificacdo de Clostridium spp. do Grupo I (Clostridium cluster 1), seguindo
protocolo descrito por Song et al. (2004). As reacdes de amplificacdo foram
realizadas em um volume total de 25 pl, sendo 12,5 yl da GoTag® Green Master Mix
(2X Green GoTaq® Reaction Buffer (pH 8.5), 400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM
dCTP, 400uM dTTP and 3mM MgCl,) (Promega Corporation, Madison, USA), 0,75 pl
de cada primer: CL-F1 (Forward Primer. TACCAAAGGAGGAAGCCAC) (Invitrogen,
Waltham, 38  Massachussets, USA) e CL-R2 (Reverse  Primer:
GTTCTTCCTAATCTCTACGCAT) (Invitrogen) (300 nM), 6,5 pl de Nuclease-Free
Water (Promega Corporation) € 5 ul do DNA gendémico extraido.

As amplificagbes foram realizadas em termociclador modelo Veriti 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems) seguindo a seguinte programagao: um ciclo a
95 °C por dois minutos (desnaturacgao inicial), seguidos por 45 ciclos a 95 °C por 20
segundos (desnaturagao), 63 °C por 30 segundos (anelamento) e 72 °C por 45
segundos (extensdo); além de um ciclo a 72 °C por sete minutos (extensao final).

Posteriormente, os produtos das reacdes seguiram para a eletroforese em gel
de agarose 1,5% (p/v) contendo 0,2 pl/10 mL de intercalante, utilizando um
marcador de 100 pb (100 pb DNA Ladder) (Promega Corporation), com uma
voltagem de 80 V durante cerca de 50 minutos. Por fim, foram submetidas a luz
ultravioleta e as imagens visualizadas e captadas em Transiluminator L — PIX

(Loccus).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Contagem de clostridios sulfito redutores e Clostridium perfringens

As informacbes sobre as contagens de clostridios sulfito redutores e C.
perfringens estao apresentadas nas Tabelas 2, 3 e 4, e nos Graficos 1 e 2. Nas
amostras armazenadas a 4 °C visualizamos o0 pico da contagem presuntiva de
clostridios sulfito redutores e C. perfringens com 21 dias de estocagem e decaindo
apos esse periodo (Tabela 2 e Grafico 1). Apds o isolamento das col6nias tipicas e
confirmacao por testes bioquimicos, foi identificado que a populacdo de clostridios
sulfito redutores nas amostras armazenadas a 4 °C foram mais elevadas no dia 0
(0,4 logto UFC/g), apés 7 dias de armazenamento houve uma reducao e nos demais
tempos estudados nao foi detectada a presenca de clostridios sulfito redutores
(Tabela 3 e Grafico 1). Uma tendéncia similar foi observada para C. perfringens nas

amostras armazenadas a 4 °C (Tabela 4 e Gréfico 1).

Grafico 1: Contagens de clostridios sulfito redutores e Clostridium perfringens das

amostras armazenadas a 4 °C durante 28 dias de estocagem.
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Ja as amostras armazenadas a 15 °C apresentaram contagem presuntiva de
clostridios sulfito redutores e C. perfringens crescente durante 0 armazenamento, no
dia 21 foi obtida a maior contagem, em seguida uma reducdo significativa foi
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constatada no dia 28 (Tabela 2 e Grafico 2). Ap6s o isolamento das colbnias tipicas

e confirmacao por testes bioquimicos, as contagens de clostridios sulfito redutores a

15 °C foram mais elevadas nos dias 7 e 14, uma reducao significativa foi observada
em seguida (Tabela 3 e Grafico 2). Em relacdo a C. perfringens a 15 °C, foi
identificado um aumento da contagem entre o dia 0 e o dia 7, em seguida foi
observada uma tendéncia de reducdo da populacdo, que se manteve similar ao
observado no tempo 0 apds 28 dias de armazenamento (Tabela 4 e Grafico 2).

Grafico 2: Contagens de clostridios sulfito redutores e Clostridium perfringens das

amostras armazenadas a 15 °C durante 28 dias de estocagem.
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Tabela 2: Influéncia da temperatura de armazenamento nas médias das contagens

presuntivas de clostridios sulfito redutores e C. perfringens.

Temperatura de Contagem (log1o — UFC\g)
incubacao
DO D7 D14 D21 D28
4°C 0,72 0,34 0,64 0,84 0,06
15°C 0,72 1,94 2,74 4,28 2,84

Valores sédo significativamente diferentes (p < 0.05) por ANOVA ( F = 56.740, p =

0.0000).
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Tabela 3: Influéncia da temperatura de armazenamento nas médias das contagens

de clostridios sulfito redutores.

Temperatura de Contagem (logio — UFC\g)
incubacao
DO D7 D14 D21 D28
4°C 0,39 0,06 0 0 0
15 °C 0,39 1,77 2,03 0 0,62

Valores séo significativamente diferentes (p < 0.05) por ANOVA ( F = 14.292, p =
0.00026906).

Tabela 4: Influéncia da temperatura de armazenamento nas médias das contagens
de C. perfringens.

Temperatura de Contagem (log1o — UFC\g)
incubacao
DO D7 D14 D21 D28
4°C 0,18 0,06 0 0 0
15°C 0,18 1,74 1,37 0 0,44

Valores sao significativamente diferentes (p < 0.05) por ANOVA ( F = 11.948, p =
0.0008104).

Portanto, em relagdo a contagem de Clostridium sulfito redutor, observamos
que a 4 °C obtivemos uma contagem média maxima de 0,39 logio UFC/g e a 15 °C
uma contagem média maxima de 2,03 logio UFC/g em todo o periodo analisado,
além de constatar que a temperatura de armazenamento influenciou
significativamente (p < 0.05) na populagéo de clostridios sulfito redutores. Furlanetto
et al. (2020) analisam a contagem de Clostridium sulfito redutor em carne bovina
(acém) resfriada embalada a vacuo durante 120 dias em temperatura controlada a
0°C e demonstram que todas as anadlises tiveram um resultado inferior a 1,0 x 10
UFC/g (1 logio UFC/g) em todos os periodos avaliados. Logo, podemos concluir que
os resultados do nosso estudo estdo de acordo quando comparado com as analises
em temperatura de refrigeracdo; ja em relagdo a temperatura inadequada de
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armazenamento, ndo encontramos parametros comparativos, mas a contagem
superior € esperada devido ao aumento da temperatura. Lembrando que para
contagem de clostridios sulfito redutores ndo ha padrdes estabelecidos na legislacao
nacional em vigor para estes microrganismos e essa analise serve como indicativo
da presenca de C. perfringens no alimento.

Em relacado a contagem de C. perfringens, observamos que a 4 °C obtivemos
uma contagem média maxima de 0,18 log1io UFC/g e a 15 °C uma contagem média
maxima de 1,74 logio UFC/g em todo o periodo analisado, além de constatar que a
temperatura de armazenamento influenciou significativamente (p < 0.05) na
populacao de C. perfringens. Para método de comparagao, Cosansu et al. (2021)
demonstrou que os niveis médios de contaminacao por C. perfringens nos grupos
amostrais que analisou variou de 1,5 a 8,3 x 102 UFC/g (1,92 a 2,18 log1o UFC/g),
sendo que a maior contagem foi em um corte carneo derivado de carne bovina.
Logo, podemos concluir que a refrigeracdo adequada impedira a multiplicacao
exacerbada desses microrganismos, ou que a populacdo estabiliza ou diminui
lentamente, como também ja foi observado por Juneja et al. (1994).

Com 21 dias de estocagem, ambas as temperaturas apresentaram contagem
de 0 logio UFC/g, embora as contagens presuntivas apresentassem valores
consideraveis, sendo a 4 °C: 0,84 logio UFC/g e 15 °C: 4,28 log1o UFC/g. Isso deve-
se pelo fato de que nenhum isolado foi obtido no 21¢ dia de estocagem para
posterior confirmagao bioquimica.

Os microrganismos psicrotroficos, como Clostridium spp., parecem ser o
maior desafio para a estabilidade microbiologica de carnes resfriadas embaladas a
vacuo; este fato pode estar relacionado a capacidade de producéo de esporos por
esses microrganismos (Mesquita, 2014). A esporulacdo desses microrganismos
podem ocorrer devido as condicbes ndo favoraveis para sua multiplicagdo. Além
disso, a contagem de microrganismos anaerdbicos pode ser enganosa € nhao
representar Clostridium spp. em carnes deterioradas (Broda et al., 1996), como pode
ter ocorrido nas amostras do presente estudo, onde varias apresentaram a
deterioracao blown pack durante o periodo analisado.

Outro ponto a ser abordado sdo as dificuldades com a enumeragdo e o
isolamento de microrganismos psicrotréficos utilizando métodos de cultura, que
podem ser devido a um possivel efeito antagdnico das bactérias laticas. Esse efeito

também pode ocorrer naturalmente na carne durante 0 armazenamento a baixas
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temperaturas, causando inibicdo das espécies de Clostridium spp. por bactérias
laticas produtoras de bacteriocinas (Crandall e Montville, 1993; Broda et al., 1996).

A supressao desses microrganismos também podem ocorrer pelo efeito da
toxicidade do butanol. Quando a fonte de carbono se torna limitante apds o
armazenamento prolongado da carne, alguns clostridios podem mostrar uma
sensibilidade aumentada ao butanol em concentragdes que normalmente n&o sao
toxicas (Cortinas et al., 1994). A competicdo € um bom indicativo, visto que foi
observado uma quantidade exacerbada de col6nias nao tipicas aos 21 dias nas
placas. Potencial de oxirreducao e acidez também sao fatores que podem influenciar
na queda da populacao durante o periodo analisado. A contagem constatada no 28°
de estocagem pode ser explicada pela possivel adaptacao desses microrganismos
as condigdes em que foram submetidos.

Dentre as 10 amostras, apenas das amostras 1, 2 e 5 ndo foi possivel o
isolamento e identificagcdo bioquimica de clostridios sulfito redutores e C.
perfringens. 1sso deve-se pelo fato de que as colbnias caracteristicas foram isoladas
seguindo os protocolos da APHA 33.72:2015 (clostridios sulfito redutores) e da ISO
7937:2004 (C. perfringens), somente das placas com até 200 colbnias
caracteristicas; e como essas amostras apresentaram contagens de 0 log10 UFC/g
em todos os dias analisados nas primeiras 24 horas de incubagédo das placas, néo
foi possivel o isolamento. Esses resultados foram consistentes em todo o periodo de
estocagem das amostras, com exceg¢ao do dia 21, que embora tenha apresentado
contagem em todas as amostras, nenhuma col6nia caracteristica foi isolada e
confirmada como Clostridium spp.

Cosansu et al. (2021) realizam um estudo em que foram analisadas 101
amostras de carne originadas da Turquia em relacdo a incidéncia e contaminagéao
por C. perfringens; 48 amostras (47,5%) estavam contaminadas e a maior incidéncia
deste patdgeno foi determinada em amostras de dois cortes carneos derivados de
carne bovina, ground beef (61,3%) e meatball (72,2%). Bagkaya et al. (2004)
determinam a presenca de microrganismos anaerdbicos redutores de sulfito em 20
das 27 amostras (74%) de carne bovina analisadas. De acordo com as informagdes
apresentadas no estudo de Guran et al. (2014), 92% das amostras de carne bovina
analisadas estavam contaminadas por C. perfringens. Em um estudo conduzido por
Jiang et al. (2021), no qual analisam 221 amostras de carne bovina coletadas na
China quanto a presenca de C. perfringens, utilizando métodos de cultura
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bacteriana, foi constatado a presenca deste patégeno em 53 amostras (23,98%).
Ghoneim e Hamza, (2017) indicam a presenca de C. perfringens isolados de carne
bovina adquirida de frigorificos em 52,9% das amostras analisadas. Conforme
apresentado por Kamber et al. (2007), 18% das 96 amostras de carne bovina
analisadas para ocorréncia de C. perfringens estavam contaminadas. Hassani et al.
(2022) obteve uma taxa de prevaléncia de C. perfringens, isolados usando métodos
baseados em cultura, em amostras de carne bovina de 13,53% (18 de 133). Outros
estudos com menor prevaléncia também detectaram C. perfringens em amostras de
carne bovina na Corea (10%) utilizando métodos baseados em cultura (Jang et al.,
2020), carne bovina na Nigéria (3,5%) (Tizhe et al., 2015) e carcacas bovinas na
Corea (3,3%) (Chae et al., 2006).

No Brasil, Poty, et al. (2018) realizam a pesquisa de C. perfringens em carnes
bovinas embalada a vacuo comercializadas no Distrito Federal e detectam a
presenga deste microrganismo em todas as amostras (54) analisadas; neste estudo,
foi utilizada uma etapa de pré-enriquecimento e posteriormente utilizou-se 0 método
de cultura em agar TSC. Essas diferencas de prevaléncia podem ser decorrentes de
fortes variacdes nas condicoes higiénicas e sanitarias do manuseio, processamento
e distribuicao dos produtos. A inspecao de frigorificos e toda a cadeia produtiva da
carne bovina, a educagao do consumidor e a ado¢do de medidas de controle e
prevencdo por parte das industrias alimenticias sdo medidas que oferecem
oportunidades para melhorar o manuseio dos alimentos e minimizar a contaminagéo
em toda a cadeia produtiva. Identificar os focos e os fatores associados a
contaminagdo podem levar a medidas de controle que diminuiriam a contaminacao
desses produtos. Portanto, consideramos que os estudos dessa pesquisa podem
proporcionar uma melhor compreensdo do risco que este patdgeno pode causar,
visto que esta associado a diversos surtos de doencgas transmitidas por alimentos.

5.2. Isolamento e confirmacao bioquimica de clostridios sulfito redutores e
Clostridium perfringens

Dos 213 isolados tipicos, 213 (100%) foram confirmados como clostridios
sulfito redutores e 170 (79,8%) foram confirmados como C. perfringens. Em relacéo
as colénias confirmadas bioquimicamente como clostridios sulfito redutores

podemos considerar como um ponto positivo da metodologia aplicada, visto que
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100% das colbnias presuntivas foram confirmadas. Ja em relacdo as colbnias
confirmadas bioquimicamente como C. perfringens, observamos que 79,8% das
colénias presuntivas foram confirmadas.

Cosansu et al., (2021) realizou um estudo em que as colbnias tipicas de C.
perfringens foram cultivadas anaerobicamente em agar TSC, como no nosso estudo,
e confirmadas por testes bioquimicos; 13 das 101 amostras (12,9%) produziram
colbnias tipicas no agar TSC, mas nao foram confirmadas como C. perfringens nos
testes bioquimicos. Como visto, € um resultado similar ao identificado no presente
estudo, onde 20,2% das col6nias presuntivas também nao foram confirmadas nos
testes bioquimicos. Este resultado nao surpreende, considerando que a
especificidade do meio de cultura utilizado no estudo (TSC) ja foi estimado em
74,5% e outras espécies de Clostridium spp. foram isoladas com frequéncia (Fischer
et al., 2002).

Além disso, a eletividade desse meio de cultura baseia-se na reducédo do
sulfito, que precipita o sulfeto de ferro, resultando em colénias pretas; entretanto,
essa reacao nao se limita aos clostridios e outras bactérias como Salmonella spp.,
Proteus spp., Eschericia freundii, Paracolobactrum spp. e certas espécies dos
géneros Erwinia, Flavobacterium, e Achromobacter também podem reduzir o sulfito,
resultando em colénias negras (Angelotti et al., 1962).

Em relacdo ao dia de estocagem das amostras, desses 213 isolados, 9 foram
isolados das amostras do dia 0, 89 foram isolados das amostras do dia 7, 72 foram
isolados das amostras do dia 14, nenhum isolado foi obtido das amostras do dia 21
e 43 foram isolados das amostras do dia 28 (Grafico 3). Em relagdo a temperatura
de armazenamento das amostras, 9 foram isolados das amostras do dia 0, 2 foram
isolados das amostras armazenadas a 4 °C e 202 foram isolados das amostras
armazenadas a 15 °C (Grafico 4).
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Grafico 3: Numero de isolados em relagdo ao dia de incubacao das amostras.
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Grafico 4: Numero de isolados em relagdo a temperatura de armazenamento das
amostras.
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5.3. Deterioracao blown pack

Paralelamente ao estudo abordado anteriormente, obtivemos o surgimento da
deterioracdo blown pack em amostras de carne bovina embalada a vacuo
armazenadas a temperatura inadequada de 15 °C. Geralmente essa deterioracédo
estda associada a microrganismos da Familia Enterobacteriacea, das bactérias
laticas e principalmente dos clostridios psicrotroficos, psicrotolerantes e psicrofilos.
Considerando isso, as contagens presuntivas de clostridios sulfito redutores obtidas
no atual estudo (com 24 horas de incubagéo) foram relacionadas com o surgimento
da deterioracdo blown pack. Alternativamente, as contagens presuntivas de
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clostridios sulfito redutores foram mantidas até as 72 horas de incubacéao (Grafico 6),
como o objetivo de aprofundar mais o estudo. As informacdes sobre as contagens
presuntivas de clostridios sulfito redutores estdo apresentadas na Tabela 5 e
Gréficos 5,6, 7 e 8.

Em relacdo a contagem presuntiva de clostridios sulfito redutores das placas
incubadas por 24 horas e amostras armazenadas a 4 °C visualizamos o pico da
contagem presuntiva com 21 dias de incubagédo e decaindo apds esse periodo. Ja
as amostras incubadas a 15 °C apresentaram contagem crescente durante o
armazenamento, no dia 21 foi obtida a maior contagem, em seguida uma reducao
significativa foi constatada no dia 28 (Tabela 5 e Grafico 5).

Em relagdo a contagem presuntiva de clostridios sulfito redutores das placas
incubadas por 72 horas (Gréfico 6), tanto das amostras armazenadas a 4 °C quanto
a 15 °C, observamos um padrdao similar a contagem de 24 horas. Entretanto,
observamos um aumento consideravel das contagens presuntivas de clostridios
sulfito redutores das placas apds 72 horas de incubacao (Tabela 5 e Grafico 6),
apresentando uma média de 2,14 logio UFC/g a mais na contagem das amostras
incubadas a 4 °C e uma média de 1,66 logio UFC/g a mais na contagem das
amostras incubadas a 15 °C quando comparado com as contagens presuntivas de
clostridios sulfito redutores das placas ap6s 24 horas de incubagéo (Tabela 5 e
Graficos 7 e 8).

De acordo com analise estatistica realizada para avaliar a influéncia do tempo
de incubacdo das placas (24 e 72 horas) e a influéncia da temperatura de
armazenamento das amostras (4 °C e 15 °C) nas contagens presuntivas de
clostridios sulfito redutores, constatamos que ambas as analises das contagens
foram significativamente diferentes (p < 0.05) (Tabela 5).
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Grafico 5: Contagem presuntiva de clostridios sulfito redutores realizada com 24

horas de incubacéo.
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Grafico 6: Contagem presuntiva de clostridios sulfito redutores realizada com 72

horas de incubacao.
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Tabela 5: Influéncia do tempo de incubagdo das placas (24 e 72 horas) e da
temperatura de armazenamento das amostras (4 °C e 15 °C) nas médias das

contagens presuntivas de clostridios sulfito redutores.

Incubacao | Temperatura de Contagem (log10 — UFC\g)
| enamento

das placas | armaz Do | D7 | Di4 | D21 | D28
4 °C

24 h 0,72 0,34 0,64 0,84 0,06
15°C

0,72 1,94 2,74 4,28 2,84
4 °C

72h 2,07 2,48 2,28 3,06 2,43
15°C

2,07 3,15 4,4 6,15 5,41

Influéncia do tempo de incubagcdo das placas (24 e 72 horas): valores sao
significativamente diferentes (p < 0.05) por ANOVA ( F = 54.620, p = 0.0000).
Influéncia na temperatura de armazenamento das amostras (4 °C e 15 °C): valores
sao significativamente diferentes (p < 0.05) por ANOVA ( F = 56.740, p = 0.0000).

Grafico 7: Comparagao das contagens presuntivas de clostridios sulfito redutores

(24 e 72 horas) das amostras armazenadas a 4 °C.

Contagem presuntiva de clostridios sulfito redutores (4 °C)
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Grafico 8: Comparacao das contagens presuntivas de clostridios sulfito redutores

(24 e 72 horas) das amostras armazenadas a 15 °C.

Contagem presuntiva de clostridios sulfito redutores (15 °C)

No dia da aquisicdo e processamento das amostras, todas elas estavam
dentro do prazo de validade e ndo mostravam sinais de deterioragdo. Das 10
amostras analisadas, nenhuma das armazenadas a 4 °C desenvolveu a deterioracao
blown pack durante os 28 dias de estocagem (Figuras 1 e 2). Em relagdo as
amostras armazenadas a 15 °C, 9 (90%) desenvolveram a deterioracao blown pack
(Figuras 3, 4 e 5) em algum momento dos 28 dias de estocagem, sendo que as
amostras 2, 3, 4, 5 e 9 desenvolveram entre 0 15° e 28° dia e as amostras 6, 7, 8 e
10 desenvolveram entre o 8° e 28° dia.

Dentre os resultados obtidos podemos concluir que o abuso da temperatura
(15 °C) no armazenamento das carnes foi crucial para o surgimento da deterioracao
blown pack, visto que as amostras armazenadas na temperatura de refrigeracéo
(4°C) nédo causaram a distensdo das embalagens até o 28° dia, embora
apresentassem uma média na contagem presuntiva de clostridios sulfito redutores
de 3,06 logio UFC/g no pico das contagens, com 21 dias de estocagem. No entanto,
considerando o0s resultados obtidos, analisamos que as amostras com a
deterioracdo blown pack tiveram uma média de 6,19 logio UFC/g na contagem
presuntiva de clostridios sulfito redutores quando foi constatado o surgimento da
deterioracdo. Nesse caso, observamos que ha diferenga significativa (p < 0.05) entre
essas contagens (Tabela 5).
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As contagens obtidas nas amostras armazenadas a 4 °C nao foram
suficientes para causar a deterioracdo blown pack durante o periodo analisado no
estudo. Desta forma, podemos definir que a temperatura de refrigeracdo, mesmo
que nao impeca a multiplicagdo de microrganismos deteriorantes, pode retardar o
aparecimento da deterioracdo blown pack. Considerando os estudos cientificos
consultados, ndo foram identificadas pesquisas onde amostiras de carne bovina
embalada a vacuo nao inoculadas com microrganismos deteriorantes causadores da
deterioracao blown pack foram estocadas a temperatura de refrigeracéo (4 °C) e
temperatura inadequada de armazenamento (15 °C). No entanto, foram identificados
alguns estudos em que amostras de carne bovina embalada a vacuo foram
inoculadas com espécies de Clostridium psicotréficos para avalicdo do surgimento
da deterioragao blown pack.

Kalchayanand et al. (1989) demonstram que as amostras inoculadas com
espécies de Clostridium psicrotréficos acumularam gas em uma semana
armazenadas entre 1 °C e 3 °C, enquanto as amostras de controle nao
apresentaram producdo de gas mesmo apos o periodo de 12 semanas. Silva et al.
(2012) demonstram a capacidade de algumas cepas de clostridos psicrotréficos,
isoladas de carnes embaladas a vacuo e ambientes de abatedouro, em causar a
deterioragdo blown pack em carne bovina embalada a vacuo armazenadas em
temperatura inadequada de armazenamento (15 °C) e temperatura de refrigeracao
(2 °C). O tempo dos primeiros sinais de distensdo das embalagens variou,
dependendo da cepa bacteriana inoculada. A deterioragdo ocorreu dentro de 3 a 8
semanas em quase todos o0s casos nas amostras armazenadas a 15 °C. Nas
amostras armazenadas a 2 °C, a taxa de deterioragcdo foi reduzida
consideravelmente. Nas amostras inoculadas com C. estertheticum subsp.
estertheteticum, por exemplo, 0os primeiros sinais de distensdo das embalagens
foram observados apdés 4 e 15 dias de armazenamento a 15 °C e 2 °C,
respectivamente. Além disso, a deterioracdo blown pack nao foi observada nas
embalagens de controle negativo armazenadas a 2 °C. Por outro lado, foram
observados sinais de deterioragdo nas amostras de controle negativo armazenadas
a 15 °C apbs 6 semanas. Nesse ponto, o controle utilizado neste trabalho, sem
inoculagédo de microrganismos deteriorantes, é similar ao presente estudo, com agéo

apenas da microbiota natural. Porém, a deterioracdo surgiu em tempo
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consideravelmente maior, visto que no presente estudo foi observada entre 7 e 21
dias de armazenamento a 15 °C.

Em relacado a contagem de clostridios sulfito redutores em amostras de carne
bovina embalada a vacuo com a deterioracédo blown pack nao temos estudos para
método de comparagdo. No entanto, Silva et al. (2011) analisam cortes de carne
bovina embalada a vacuo com e sem a deterioracdo blown pack, originados do
estado de Sao Paulo (Brasil), em relagdo a contagem de microrganismos
psicrotroficos anaerdbicos. Nas amostras contendo a deterioragdo blown pack
obteve contagens de até 10,74 logio UFC/g e nas amostras sem deterioracao obteve
contagens de até 4,60 logio UFC/g. Com esses resultados, foi demonstrado que
Clostridium psicrotréfico pode representar um risco para a estabilidade da carne
bovina embalada a vacuo produzida em paises tropicais, mesmo durante a vida Util
do produto (Silva et al., 2011). Em nosso estudo, as contagens presuntivas de
clostridios sulfito redutores atingiram até 5,05 logio UFC/g em uma das amostras
sem o surgimento da deterioragao blown pack. Por outro lado, obteve contagens de
até 8,26 logio UFC/g em uma das amostras com o surgimento da deterioracao,
sendo significativamente diferente (p < 0.05) (Tabela 5). Reid et al.,, (2016)
demonstram que Clostridium spp. multiplicou-se bem em carne bovina embalada a
vacuo, atingindo contagens de 5,67 logio UFC/cm? a uma temperatura de
armazenamento de 2 °C durante o periodo de 100 dias analisados.

Em relacdo as caracteristicas sensoriais, todas as amostras com a
deterioracdo blown pack apresentaram caracteristicas repugnantes, como cor
esverdeada, formacédo de limosidade e odor muito forte (fétido). Além disso, todas
essas amostras tiveram uma consideravel distensdo das embalagens (Figuras 3, 4 e
5). Essas caracteristicas repugnantes estdo de acordo com diversos estudos em que
demonstraram o odor fétido e putrido, a produgéo de limo e a cor esverdeada como
caracteristicas da deterioracdo blown pack em carne bovina embalada a vacuo
(Dainty et al., 1989 Kalchayanand et al., 1989; Broda et al., 1996; Clemens et al.,
2010; Silva et al., 2011). Além da acentuada distensdo das embalagens,
considerada a principal caracteristica da deterioragdo blown pack, com a alta
producdo de gases, principalmente dioxido de carbono e hidrogénio (Dainty et al.,
1989; Kalchayanand et al., 1989; Silva et al., 2011).

Dentre as amostras que desenvolveram a deterioracdo blown pack, apenas
das amostras 2 e 5 nao foi possivel o isolamento e a consequente identificacdo
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bioguimica de clostridios sulfito redutores, embora tenha tido uma alta contagem
presuntiva nessas amostras com 72 horas de incubacao das placas. Isso deve-se
pelo fato de que as colbnias caracteristicas foram isoladas seguindo o protocolo da
APHA 33.72:2015, somente das placas com até 200 coldnias caracteristicas
incubadas por 24 horas; e como essas amostras apresentaram contagens de 0 log1o
UFC/g em todos os dias analisados nas primeiras 24 horas de incubacao das
placas, nao foi possivel o isolamento; com excecdo para o dia 21, que embora tenha
tido contagem em todas as amostras, nenhuma colénia caracteristica foi isolada em
todo o estudo.

Alternativamente ao protocolo, testamos o isolamento de colbnias
caracteristicas em 48 e 72 horas de incubacdo das placas, porém sem sucesso,
visto que nao houve a multiplicagcdo de colénias caracteristicas quando estriadas no
agar TSC para purificagdo. Assim, a identificacdo bioguimica de clostridios sulfito
redutores foi confirmada em 77,8% das amostras de carne bovina embalada a vacuo
com deterioracdo blown pack. Hernandez-Macedo et al. (2012) identificam
Clostridium spp. em 10 das 15 amostras (66%) analisadas com a deterioracao blown
pack em carne bovina embalada a vacuo originada do Brasil. Em um estudo
conduzido por Mang et al. (2021), onde foram analisadas 60 amostras de carne
bovina embaladas a vacuo no varejo, 32 (53%) foram identificadas como positivas
para a ocorréncia de Clostridium spp. De acordo com Bonke et al. (2016), a
presenca de clostridios psicrotolerantes e psicrofilicos utilizando diferentes tipos de
PCR foi constatada em 33 das 96 amostras (34,4%) de carne bovina da Alemanha,
Irlanda, EUA, Argentina, Australia e Nova Zelandia. Broda et al. (1997) determinou a
prevaléncia de clostridios psicrotréficos antes e depois da estocagem em
temperatura inadequada de armazenamento (15 °C) e refrigeracédo (- 1,5 °C). No
total, apenas 3 amostras (6,7%) foram positivas para a presenca desses
microrganismos antes da estocagem. Apds o armazenamento a 15 °C durante 8
semanas, clostridios psicrotréficos foram encontrados em 51,1% das amostras,
todas apresentando a deterioragéo blown pack.

Portanto, os resultados de nossa pesquisa demonstram que esses
microrganismos estdo envolvidos no surgimento da deterioragdo blown pack. Porém,
testes complementares para avaliacdo da capacidade dos isolados obtidos em
produzirem gas e outros compostos envolvidos na deterioracdo blown pack ainda
sd0 necessarios. Além disso, outros grupos de microrganismos sdo capazes de se
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multiplicar a 15 °C e causar este tipo de deterioracdo, como bactérias da Familia
Enterobacteriaceae e as bactérias laticas (Broda et al., 1997; Brightwell et al., 2007;
Pennacchia et al.,, 2011). O potencial de alguns microrganismos em causar a
deterioracdo blown pack em carne bovina embalada a vacuo armazenada em
temperatura refrigerada (4 °C) e temperatura inadequada de armazenamento (15 °C)
foi avaliado. Hafnia alvei e Lactobacillus pentosus foram capazes de provocar a
deterioracao blown pack (Chaves et al., 2012).

Apesar do recente interesse, ainda ha dados limitados sobre a prevaléncia e
os fatores-chave que influenciam na incidéncia dos clostridios associada a
deterioracao blown pack em carne bovina embalada a vacuo. A ma recuperacao de
clostridios psicrotréficos, psicrotolerantes e psicrofilicos associados a deterioragao
blown pack foi relatada anteriormente, demonstrando dificuldades com o isolamento
convencional desses microrganismos (Dainty et al., 1989; Kalchayanand et al., 1989;
Broda et al., 1996). A diversidade desses clostridios associados com a deterioracao
blown pack impede a identificagdo através de um Unico método ou técnica de
recuperacao e consequentemente outras técnicas complementares seletivas devem
ser usadas para que a recuperacao abrangente seja garantida (Broda et al.,1998).

Varias limitacbes podem ser atribuidas aos métodos convencionais para
identificacdo dos isolados de Clostridium spp. associados a deterioracao blown pack.
O longo tempo de incubagédo e os procedimentos adotados para o cultivo celular
(temperatura, meios de cultura, tempo e geragcdo de anaerobiose) exigem um
conhecimento prévio das espécies potencialmente presentes e podem nao permitir a
recuperacdo de todas as espécies de Clostridium spp., particularmente daquelas
com potencial de deterioracdo (Hungaro et al., 2016). Atualmente, tem sido bastante
utilizado técnicas moleculares para identificacdo de espécies de Clostridium spp.
envolvidos na deterioracdo blown pack.

Boerema et al. (2003) demonstram que as maiores incidéncias de clostridios
psicrotroficos foram detectados usando métodos moleculares, sugerindo que a
deteccao molecular de fragmentos especificos do gene 16S rRNA € o0 método mais
sensivel. No entanto, deve-se ter cuidado na interpretacdo desses dados, uma vez
que esses métodos apenas detectam a presenca de DNA alvo na amostra, néo
sendo possivel confirmar se os microrganismos estao viaveis. Um resultado positivo
da PCR na auséncia de células viaveis tem pouco ou nenhum significado em relacao
a possivel ocorréncia da deterioracdo blown pack, visto que as células néo viaveis
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ou os fragmentos de DNA nao podem proliferar e deteriorar a carne embalada a
vacuo. Por isso, € essencial a detec¢do e confirmacdo da presenca de clostridios
viaveis na carne embalada a vacuo com a deterioracao blown pack para um melhor
entendimento e solugdo deste problema.

Portanto, melhorias nos métodos de detecgdo, isolamento e identificacdo
molecular dessas bactérias sdo necessarias para realizar estudos de rastreamento
da origem e distribuicado desses microrganismos desde a fazenda até o momento do
processamento dos produtos, visando melhorar a compreensdo quanto ao potencial
dessas bactérias em causar este tipo de deterioracdo em carne bovina. O 16S rRNA
Gene Sequencing tem sido amplamente utilizado para a identificacao de espécies de
Clostridium spp. em casos da deterioracdo blown pack (Boerema et al., 2003; Byrne
et al., 2009; Hernandez-Macedo et al., 2012; Silva et al., 2011; Brightwell et al.,
2018). Além disso, 0 uso da metagenb6mica associada a metabolémica pode
constituir uma estratégia interessante para entender o papel desses microrganismos,
as interagdes destes com a microbiota da carne e seus impactos na ocorréncia da
deterioragao blown pack.

A temperatura de armazenamento é o fator mais importante na prevencao e
no ato de retardar a deterioracdo blown pack em carne bovina embalada a vacuo.
Manter baixas temperaturas é especialmente importante quando ha a presenca de
microrganismos deteriorantes psicrotroficos. Portanto, o controle da temperatura em
que a carne embalada a vacuo € armazenada pode limitar a multiplicacdo de
bactérias, prolongar a vida util do produto e retardar o inicio da deterioragdo blown
pack. A composicdo da microbiota competitiva, o vacuo aplicado dentro das
embalagens e a aplicagdo de tratamentos utilizados para descontaminagéao da carne
séo outros fatores que podem afetar o surgimento da deterioracdo blown pack. Além
disso, a carga microbiana inicial (numero de esporos/células vegetativas) interfere
no tempo de inicio em que a esta deterioragdo ocorre (Hungaro et al., 2016).

Algumas outras estratégias podem ser adotadas para prevenir € minimizar a
ocorréncia da deterioragdo blown pack em carne bovina embalada a vacuo. Os
cuidados com a criagdo e limpeza dos animais sdo essenciais para diminuir a
contaminag¢ao do gado, uma vez que as particulas do solo e as fezes dos préprios
animais sdo os principais focos de contaminagdo. A limpeza das instalagcbes e
equipamentos, os cuidados com a higiene dos manipuladores de alimentos também

sdo técnicas recomendadas para reduzir a contaminagéo da carne.



54

5.4. Identificacao molecular de Clostridium spp.

A identificagdo de Clostridium spp. do Grupo I (Clostridium cluster 1) pelo
método da PCR foi realizada com o objetivo de identificar o género dos 213 isolados
confirmados como clostridios sulfito redutores e Clostridium perfringens nos testes
bioguimicos, avaliando a confiabilidade da metodologia utilizada no estudo e a
possivel relagcdo desses microrganismos com a deterioracao blown pack em carne
bovina embalada a vacuo. Os primers utilizados sdo capazes de identificar espécies
como Clostridium tyrobutyricum, Clostridium sporogenes, Clostridium beijerinckii,
Clostridium  butyricum, Clostridium pasteurianum, Clostridium paraputrificum,
Clostridium perfringens, Clostridium subterminale, Clostridium tertium e Clostridium
tetanomorphum (Song et al., 2004; Le Bourhis et al., 2005).

Foi realizada a identificacdo molecular do Grupo I de Clostridium de 193
isolados (90,6%), devido a etapa de purificacdo, visto que alguns nao foram
recuperados. Destes, 158 (81,9%) foram identificados molecularmente como
Clostridium spp. do grupo I (Clostridium cluster 1) (Figuras 6 e 7).

Detalhadamente, 142 (91%) dos 156 isolados confirmados bioquimicamente
como C. perfringens foram confirmados como Clostridium spp. do grupo I.
Enquanto 158 (81,9%) dos 193 isolados confirmados bioquimicamente como
Clostridium sulfito redutor foram confirmados como Clostridium spp. do grupo 1

Alguns isolados (n = 45 e 18) classificados bioquimicamente como clostridios
sulfito redutores e Clostridium perfringens, respectivamente, ndo foram confirmados
como Clostridium spp. do grupo I pela técnica de PCR. Esse resultado pode estar
relacionado a especificidade do 4gar TSC em relagdo ao isolamento de clostridios
sulfito redutores e Clostridium perfringens, além da capacidade de outros
microrganismos reduzirem o sulfito, resultando no desenvolvimento de colbnias

similares.
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6. CONCLUSOES

v Através dos resultados obtidos, podemos concluir que as amostras de carne
bovina embalada a vacuo analisadas tem significativa presenca de clostridios

sulfito redutores e Clostridium perfringens.

v' Carne bovina embalada a vacuo armazenada em temperatura de refrigeracao
(4 °C) controla a multiplicacdo exacerbada de clostridios sulfito redutores e
Clostridium perfringens quando comparado com carne bovina embalada a
vacuo armazenada em temperatura inadequada de armazenamento (15 °C)

durante 28 dias de estocagem.

v' A carne bovina embalada a vacuo, quando armazenada em temperatura
inadequada de armazenamento (15 °C) a partir de 7 dias pode apresentar o
surgimento da deterioragdao blown pack.

v' Testes complementares sdo necessarios para identificagdo adequada das
espécies de Clostridium spp. do grupo I. Além disso, a avaliacdo do
potencial deteriorante dos isolados obtidos e a determinagdo do potencial
patogénico dos isolados confirmados como Clostridium perfringens sao
etapas relevantes para melhor caracterizagdo e compreensao dos fatores
relacionados a deterioracdo blown pack em carne bovina embalada a vacuo e
riscos associados ao consumo de carnes contaminadas por esse grupo de

microrganismos.
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ANEXOS

Figura 1: Amostra armazenada a 4 °C analisada no dia 0, sem distensdo da
embalagem.

Figura 2: Amostra armazenada a 4 °C analisada ap6s 28 dias de incubagao, sem
distensdo da embalagem.
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Figura 3: Amostra armazenada a 15 °C analisada apds 14 dias de incubacéo, com

consideravel distensdo da embalagem e caracteristicas repugnantes.

Figura 4: Amostra armazenada a 15 °C analisada apds 21 dias de incubacao, com
consideravel distensao da embalagem e caracteristicas repugnantes.
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Figura 5: Amostra armazenada a 15 °C analisada apds 28 dias de incubacéo, com

consideravel distensdo da embalagem e caracteristicas repugnantes.

Figura 6: Reacdo em cadeia da polimerase.

1 (Marker 100 pb); 2 (Controle positivo); 3 (Controle negativo); 4 (Reagéo negativa);
5 (Isolados caracteristicos purificados: produtos amplificados — 232 pb, confirmados

como Clostridium cluster 1).
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Figura 7: Reacao em cadeia da polimerase.

M (Marker 100 pb); C+ (Controle positivo); C - (Controle negativo); RN (Reacgao
negativa); 65, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 82, 86, 87, 89, 92, 93, 95
e 96 (lsolados caracteristicos purificados: produtos amplificados — 232 pb,
confirmados como Clostridium cluster 1); 79, 83, 90, 91 e 94 (lsolados

caracteristicos purificados: sem formagao de bandas).
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ANEXO A - Normas

Texto ou documento nao elaborado pelo autor, que serve de

fundamentacéo, comprovacao e ilustracao.
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