IDENTIFICACAO DE PONTOS DE CONTAMINACAO POR Clostridium
estertheticum EM AMBIENTES MATADOUROS FRIGORIFICOS °

Luciano Pereira Paes' Wesdras Martins dos Santos?, Renan de Souza Soares3,
Marcus Vinicius Forzani Aradjo®, Aysha Jussara Ivonilde Carrim®

1, 2 Graduado em Biologia, Universidade Estadual de Goias, Anapolis. Especialista
em Microbiologia aplicada: industria e meio ambiente, UniEvangélica Centro
Universitario, Anapolis/Goias
3, 4 Mestre do Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Ambientais,Pro-reitora de
Pesquisa, Universidade Federal de Goias
5 Doutoranda do Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Ambientais,Pré-reitora
de Pesquisa, Universidade Federal de Goias (acarrim@gmail.com). Goiania, Brasil
6 este trabalho é resultado do trabalho de concluséo de curso realizado na
UniEvangélica.

Recebido em: 08/04/2016 — Aprovado em: 30/05/2016 — Publicado em: 20/06/2016
DOI: 10.18677/Enciclopedia_Biosfera 2016 132

RESUMO

Considerando a expressiva ocorréncia do problema de deterioragdo que prejudica a
exportacdo brasileira de carne bovina “in natura”, aliado ao enorme prejuizo
econdmico e dificuldade de cultivo e isolamento do agente causal, fez-se necessario
a utilizacdo da técnica de Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) para a deteccéo
em tempo habil do Clostridium estertheticum. Foram analisadas 3.938 amostras
provenientes de matadouros-frigorificos, em sete provaveis focos de contaminacao.
A extracdo do DNA foi realizada com o Kit comercial (Roche Applied Science®). Os
“primers” utilizados: “Forward e Reverse”, que amplificam um fragmento génico de
641 pares de base. Os resultados indicaram uma positividade de 3,12%, que apesar
de baixa, confirma que o C. estertheticum encontra-se disseminado no ambiente dos
matadouros-frigorificos destacando que a sua presenca relativamente maior nos
pontos: camaras frigorificas, superficie de corte carneo e sala de matanca, que
estdo relacionados ao género o qual o C. estertheticum pertence e seu modo de
sobrevivéncia. Os pontos de coleta foram significativos que de acordo com os
resultados obtidos levam a uma necessidade de revisdo dos procedimentos
operacionais padrfes relacionados principalmente com as etapas de esfola,
desossa, embalagem e estocagem dos cortes carneos.

PALAVRAS—-CHAVE : carne embalada a vacuo, contaminante, PCR.

IDENTIFICATION OF CONTAMINATION SPOTS BY Clostridium estertheticum IN
SLAUGHTERHOUSES REFRIGERATED ENVIRONMENTS

ABSTRACT
Considering the significant incidence of the problem of deterioration that affects
Brazilian beef"in natura” exportation, allied with the huge economic loss and the
difficulty in culturing and isolation of the causative agent, it was necessary to use the
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technique of Polymerase Chain Reaction (PCR) for nimble detection of Clostridium
estertheticum. It was analyzed 3938 samples from slaughterhouses refrigerated,
collected in seven probable sources of contamination. DNA extraction was performed
using the commercial kit (Roche Applied Science ®). The "primer" uses "Forward and
Reverse," which amplify a gene fragment of 641 base pairs. The results showed a
positivity of 3.12%, although low, it confirms that C. estertheticumis widespread in the
refrigerated environment of slaughterhouses highlighting their presence in the
relatively larger point: cold rooms, meaty cut surface and room killing, which are
related to the genus to which C. estertheticum belongs and their way of survival. The
sampling sites were significant according to the results, suggesting the needed to
revise the standard operating procedures relating mainly to the stages of skinning,
boning, packaging and storage of meat cuts.

KEYWORDS: contaminant, PCR, vacuum-packaged meat.

INTRODUCAO

A producgdo de carne bovina € uma importante area econdémica geradora de
renda no Brasil. O setor atingiu um aumento de 417% no volume de exportacdes de
1995 a 2015, com isso possui significante peso no PIB nacional e consolidou o Brasil
como um dos maiores exportadores de carne bovina do mundo, consequéncia de
investimentos em pesquisas na area de producdo e preservacdo de alimentos
(MACHADO et al. 2015). Dentre o desenvolvimento de técnicas de conservacao,
uma das mais modernas e eficientes tecnologias de conservacdo e comercializagao
da carne € o uso de embalagens a vacuo, que permite uma vida de prateleira de até
45 dias, sendo entdo um dos tipos mais utilizados para exportacdo. Entretanto,
contaminagcbes nesse tipo de acondicionamento por  micro-organismos
psicrotolerantes estdo relacionadas a deterioracdo da carne e consequente perda
econbmica, avaria promovida principalmente por bactérias do tipo psicrofilicas
pertencentes ao género Clostridium, normalmente Clostridium estertheticum (ADAM
et al., 2013; MILLS et al., 2014, YANG et al., 2014).

As vias de acesso de espécies de Clostridium ao ambiente de matadouro €,
principalmente, o contato com solo, fezes e couro contaminados (BOLTON et al.,
2015). Normalmente, grande parte destes problemas esta relacionada aos
ambientes voltados ao processamento da carne, (equipamentos e manipuladores)
além de itens como a agua, transporte inadequado aliado a condicdes precarias de
refrigeracdo, seccionamento, descongelamento e outras condicbes técnicas e
higiénicas que, quando inadequadamente limpos ou manipulados, favorecem a
colonizag&o por micro-organismos deteriorantes, podendo inclusive favorecer a uma
contaminagdo cruzada (HERNANDEZ- MACEDO et al., 2011; SILVA et al., 2012).
Durante a deterioracdo ocorre a distensdo da embalagem a vacuo (Figura 1) por
conta dos compostos liberados pela carne, em especial gas hidrogénio e gas
carbonico (MOSCHONAS et al., 2011)
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FIGURA 1 — Embalagens a vacuo tufadas envolvendo cortes
carneos.

Fonte: Elaborada pelos autores

O micro-organismo C. estertheticum classificado por Collins no ano de 1992,
consiste em bactérias na forma de bastonetes gram-positivas, mdveis, ocorrem
isoladamente ou em pares, formam enddsporos ovais, subterminais, terminais ou
centrais, crescem a uma temperatura entre 1 a 15°C, com nenhum crescimento em
22°C, é estritamente anaerdbico e beta-hemolitico, com a capacidade de sobreviver
a uma temperatura de 80°C durante 10 minutos devido a sua forma esporulada. O C.
estertheticum ao contrario de outras bactérias do mesmo género, nao produz toxinas
sendo, porém, seus esporos encontrados em embalagens a vacuo resistindo ao pH
normal da carne durante quatro semanas (COLLINS et al. 1992, HELPS et al. 1999,
BRODA et al. 2002, ADAM et al., 2013). Devido a dificuldades de isolamento e
cultivo de C. estertheticum em meio de cultura, a forma mais segura de deteccéao do
agente caracteriza-se pela extracdo do DNA seguido pelo uso de técnicas
moleculares (BONKE et al., 2016).

Detectar a bactéria C. estertheticum torna-se de fundamental importancia,
uma vez que o prejuizo financeiro ocasionado por sua acdo € bem significativo.
Diante desta importante realidade para a economia brasileira o presente trabalho
possui 0 objetivo de detectar C. estertheticum, por meio da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), a fim de identificar diferentes pontos de contaminacdo em
ambientes de matadouros frigorificos.

MATERIAL E METODOS

Coleta e Condicionamento das Amostras

Para a elaboracdo de um levantamento dos principais pontos de
contaminacdo por Clostridium estertheticum foram coletadas de forma randémica
3.938 amostras oriundas de sete provaveis pontos de contaminacao pelo referido
agente em ambientes de matadouros frigorificos no periodo de outubro de 2009 a
outubro de 2010. As amostragens dos pontos de coleta advieram de 32 unidades
matadouros-frigorificos pertencentes a cinco grupos industriais habilitados a realizar
comércio internacional de carnes e derivados, localizados em nove estados
brasileiros. A distribuicdo das unidades frigorificas e porcentagem total das amostras
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analisadas por estado, bem como a classificacdo e quantidade dos pontos coletados
estao representados na Tabela 1 e na Figura 2, respectivamente.

TABELA 1 — Distribuicdo das unidades frigorificas e porcentagem do total das
amostras por estado.

Estados GO MT MS PA RO SP MG BA TO Total
Unidades frigorificas 5 6 4 2 1 9 2 1 2 32
(%) 16 19 13 6 3 28 6 3 6 100

Estas amostras foram coletadas por funcionarios dos proprios frigorificos e
encaminhadas ao Laboratério de Biologia Molecular do Centro de Pesquisas em
Alimentos da Escola de Veterindaria da Universidade Federal de Goias.
(CPA/EV/UFG). Visando caracterizar as empresas, sem identifica-las, foram
adotadas letras e numeros representando cada Grupo e Unidade frigorifica
respectivamente. Cada grupo frigorifico foi composto por unidades e em cada
unidade o numero de amostras analisadas.
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FIGURA 2 — Locais e quantidade de amostras de ambientes de processamentos de
produtos carneos de acordo com os pontos de coleta oriundos de diversas
unidade frigorificas dos Estados brasileiros. Goiania (GO) 2010

A coleta foi procedida com a utilizacado de swabs ou esponjas umedecidas em
solucéo conservadora esterilizada (solucao salina a 0,85% e pH 7,0), realizando-se
esfregacos em areas correspondentes a 100 cm? ou 10 cm?, e acondicionada em
tubos ou sacos plasticos préprios esterilizados. No laboratério, as amostras foram
homogeneizadas dentro da camara de fluxo laminar utilizando vértex, retirando-se,
em seguida, 1,5mL da amostra que foram acondicionadas em tubos previamente
esterilizados e identificados.

Identificagéo Molecular
ApoOs a sedimentacdo da amostra por centrifugacdo a 10.000 rpm/15min em
tubos eppendorf, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em
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450uL de tampéao Tris-EDTA (TE, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, PH 8,0). Para a lise da
parede celular foram adicionados 50uL de solucdo de lisozima com a seguida
homogeneizacdo das amostras em vortex e deposicédo dos tubos em banho-maria a
37°C, por 12 horas.

A extracdo de acidos nucléicos foi realizada por meio da utilizagcdo do High
Pure PCR Template Preparation Kit (Roche®). Para avaliar a qualidade do DNA
extraido foi realizada observacdo em gel de eletroforese (agarose a 0,8%), amostras
com concentracdo superior a 100ng/uL de DNA foram diluidas com tampéao TE (Tris-
EDTA) até a obtencdo da concentracdo ideal. A estimativa de concentracdo das
amostras foi obtida tendo como referéncia o marcador de massa molecular High
DNA Mass Ladder (Invitrogen™), que forma bandas contendo: 400ng, 240ng, 160ng,
120ng, 80ng e 40ng de DNA.

Como controles positivos das reacfes de PCR foram utilizadas amostras de
DNA genbmico extraido a partir de cepas de referéncias adquiridas junto a DSMZ
(Colecdo Alema@ de Micro-organismos e Culturas Celulares, Braunschweig,
Alemanha). Para C. estertheticum utilizou-se a cepa de referéncia DSM 8809 e
como controle negativo da reacéo foi utilizada agua Mili-Q esterilizada. O processo
de amplificacdo foi realizado em termociclador Programmable Thermal Controller
(MJ Research Inc®), seguindo o programa referente ao protocolo sugerido por
HELPS et al. (1999) com a utilizacdo do “Revised forward (RFP) e Revised reverse
primer (RRP)” desenvolvidos por Helps (1999), que anelam as posi¢cdes 173-197 e
813-792, respectivamente, da subunidade 16S rDNA de C. estertheticum, n°® de
acesso no GenBank S46734, fornecendo um produto de 641 pares de base (pb).

Para leitura dos resultados as amostras testadas, assim como, o controle
positivo da reacao, foram comparadas visualmente a um padrdo de peso molecular
gue contém bandas de 100 em 100 pares de base (100bp DNA Ladder -
Invitrogen®). As amostras foram consideradas como positivas quando a banda
amplificada correspondia a 641pb, como o demonstrado na Figura 3.

FIGURA 3- Gel de eletroforese de produtos de PCR de 641 pb do 16S rDNA
de Clostridium estertheticum. Canaletas 1 e 11: marcador
molecular 100pb. Canaletas 2, 3, 4 e 5: amostras positivas;
Canaletas 6, 7 e 8: amostras negativas; Canaleta 9: controle
positivo da reacdo e Canaleta 10: controle negativo da reacao.

Fonte: Elaborada pelos autores
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Observando os dados contidos na Tabela 2 verifica-se uma baixa positividade
geral (3,12%) com alta negatividade (96,88%) para a presenca do DNA de
Clostridium estertheticum nos diferentes pontos de coleta analisados. Entretanto,
observa-se, que a positividade dos resultados foi relativa e subsequentemente maior
nos pontos de coleta: camaras frigorificas, superficies de cortes carneos e sala de
matanca, seguidos em menor proporcdo por superficies mistas, superficies de
carcacgas e sala de desossa. Estes resultados confirmam a hip6tese da ocorréncia
de contaminacdo cruzada dentro da industria frigorifica como relatado por MOURA
et al. (2015) e BOLTON et al. (2015). De acordo com os autores, 0S micro-
organismos presentes na pele do animal e nos equipamentos utilizados na sala de
matanca, sdo disseminados para os diversos setores da industria frigorifica devido
as falhas operacionais, além da possibilidade de propagacdo por meio de
contaminagao ambiental no fluxograma de producéo. O procedimento de retirada do
couro, atraves da utilizacdo do rolete, € considerado por BRODA et al. (2002) como
a principal fonte de contaminacao da carcaca.

TABELA 2. Distribuicdo dos resultados de Reacdo em Cadeia da Polimerase
para deteccdo do DNA de Clostridium estertheticum de acordo
com 0s pontos de coleta de amostras.

Resultados da PCR

Pontos de Coleta

Valores Absolutos Valores Relativos (%)
Positivos Negativos Total Positivos Negativos  Total
(%) (%) (%)

Sala de matanca 12 425 437 2,75 97,25 100
Camaras 67 660 726 923 90,77 100
Frigorificas
Sala de Desossa 21 1595 1616 1,30 98,70 100
Transporte 0 159 159 0,00 100,00 100
Superficie de 9 585 504 1,52 9848 100
Carcaca
Superficie de 12 310 322 373 9627 100
Corte Carneo
Superficies 2 82 84 238 97,62 100
Mistas
TOTAL 123 3816 3938 3,12 96,88 100

Os resultados de maior positividade obtidos neste estudo para os pontos de
coleta classificados como “Céamaras Frigorificas” e “Sala de Desossa”, estdo de
acordo com os resultados obtidos por BRODA et al. (2002) e podem ser
relacionados ao fato do C. estertheticum ser um micro-organismo tellrico e, ao
mesmo tempo psicrofilico, estando, portanto, vinculado ao meio onde € naturalmente
encontrado, evidenciando sua presenca em superficies com maior possibilidade de
contaminacgao pelo solo e fezes e que apresentam maior grau de dificuldade para a
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realizacdo das operacdes de limpeza e sanitizacdo. Ressalta-se, entretanto, que a
falta de controle da temperatura ideal nas salas de desossa (<15C) e camaras
frigorificas (<5C) como verificado por ADAM et al. (2013), associadas a condicéo de
anaerobiose dos cortes carneos embalados a vacuo, propiciam condi¢fes ideais
para que 0 micro-organismo assuma a forma vegetativa e se multiplique (ADAM et
al., 2011).

A presenca do DNA do C. estertheticum obtida para amostras coletadas nos
pontos como superficie de carcaca, superficie de corte carneo e em outros pontos
de coleta permeaveis ao oxigénio, tais como superficies mistas, deve-se a
capacidade do C. estertheticum esporular, o que lhe permite sobreviver em
condi¢cGes de aerobiose e anaerobiose facultativa em temperaturas baixas, conforme
descrito por MILLS et al. (2014). Além disso, conforme relata BOLTON e
colaboradores (2015), a esterilizacdo dos maquinarios e instalagdes frigorificos é
feita geralmente apenas com &cido peracético. Desta forma, a ndo implementagéo
de novos procedimentos alternativos que combinem outras estratégias de inativacao
de esporos de micro-organismos pode contribuir para uma disseminacdo do C.
estertheticum por contaminagéo cruzada nas industrias frigorificas, como ressaltado
por HEYNDRICKX (2011). Verifica-se, em relacdo ao grupo de amostras
denominado “Transporte” que o DNA do C. estertheticum n&do foi detectado,
demonstrando que a higienizacdo dos veiculos € realizada de forma satisfatoria.

Os resultados obtidos no presente estudo, em relacdo aos focos de
contaminacgdo: sala de matanca, sala de desossa, superficie de carcaca e superficie
de corte carneo revelaram em sua totalidade um grau de positividade meédia (2,26%)
€ equivalente aos resultados encontrados por BOLTON et al. (2015), cuja
positividade foi de 1,77%. Entretanto, difere bastante com o resultado encontrado
por BONKE et al. (2016), 34,4%. A diferenca na positividade entre os resultados
comparados é devida, provavelmente, & melhoria dos procedimentos no processo de
higienizacdo, os chamados sistemas de: “Boas Praticas de Fabricacdo” (BPF) e
“Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle” (APPCC) que foram incorporados
a rotina de limpeza e sanitizagdo ap0s a obtencéo dos primeiros resultados.

Apesar de o C. estertheticum ser considerado como o principal agente
deteriorante de carnes bovinas, faz-se necessario um estudo mais detalhado para
outros agentes relacionados, como por exemplo, as espécies Carnobacterium,
Lactobacillus, Leuconostoc, como também géneros da familia Enterobacteriaceae,
gue estdo relacionados ao tufamento de embalagem a vacuo (PATHAKOS et al.,
2015).

Apesar da frequéncia de positividade relativamente baixa em relacdo a alguns
estudos, os resultados obtidos demonstram a necessidade de melhorias nos
procedimentos de higienizacdo para impedir a contaminagdo cruzada, conforme
discorre HEYNDRICKX (2011). Esta forma de resistir as condi¢cdes adversas do
meio permite ao agente permanecer nos setores industriais, mesmo que em baixos
percentuais, tornando ativos os focos de contaminacdo e mantendo a possibilidade
de deterioracédo dos produtos carneos (YANG et al., 2014).

CONCLUSOES
Com base nos dados obtidos foi possivel concluir que apesar de todas as
medidas adotadas pelos programas rotineiros de limpeza e sanitizagdo, a
positividade apresentada indica a disseminacdo do Clostridium estertheticum no
ambiente dos matadouros-frigorificos, considerando que os pontos de controle
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analisados foram efetivos para o monitoramento, haja vista que o0s resultados
justificam a revisdo dos procedimentos operacionais padrdo, relacionado
principalmente com as operacdes de esfola, desossa, embalagem e estocagem dos
cortes carneos.

Outro ponto a ser observado é em relacdo a correta manipulacéo,
higienizacdo e manutencgéo dos equipamentos por parte dos manipuladores, que vao
desde o0 uso com vestimentas adequadas a limpeza e armazenamento de utensilios
portateis como facas, serra elétrica ou outros objetos que tenham contato direto com
a carne a fim de evitar sérios prejuizos econémicos ao empresario, o que reflete
diretamente no setor de economia mundial alterando significativamente o PIB
brasileiro.
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