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1. INTRODUCAO

Em 1988, uma espécie de Clostridium psicrofilico foi isolada em Langford, Reino
Unido, de um pacote estufado de carne bovina embalada a vacuo importado da
Africa do Sul (DAINTY et al., 1989). Posteriormente, ele foi denominado Clostridium
estertheticum (COLLINS et al.,, 1992). Desde entdo deterioracdes semelhantes
foram relatadas em carne bovina, ovina e de cervo, embaladas a vacuo na Nova
Zelandia (BRODA et al.,, 1996). Para se pesquisar a origem do problema
desenvolveu-se o0 sistema de deteccdo por PCR. Casos de estufamento de
embalagens de carne bovina refrigerada foram observados em produtos de
frigorificos das regides Centro-Oeste e Sul do pais, levantando a suspeita de
contaminacdo pelo Clostridium estertheticum e Clostridium gasigenes. Faz-se
necessario, portanto, o desenvolvimento de pesquisa objetivando o isolamento e a
identificacdo do agente e, consequentemente, apontar possiveis medidas de
controle que visem redugdo do microrganismo no ambiente do estabelecimento de
abate.

2. METODOLOGIA

2.1Amostragem

Para a escolha dos estabelecimentos de abate, foram adotados os seguintes
critérios: ser habilitado para realizar comércio internacional, estar incluido na lista
geral de exportacdo e ter experimentado um incidente de estufamento de
embalagem de carne bovina refrigerada embalada a vacuo. Foram colhidas 423
amostras de carnes bovinas, sendo 230 de superficie de meias carcacas e 193 de
cortes carneos resfriados embalados a vacuo, obtidos de matadouros-frigorificos
localizados em Goias, S&o Paulo e Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rondbnia,
Para, Minas Gerais e Bahia. Para a colheita das amostras de superficies e cortes
carneos foram utilizados “swabs” umedecidos em solucdo salina 0,85%. As
amostras foram identificadas com etiquetas adesivas, acondicionadas em caixas
isotérmicas contendo gelo em escamas e encaminhadas ao laboratério. As carnes
embaladas a vacuo foram igualmente encaminhadas em caixas isotérmicas,
observando-se a integridade fisica das embalagens e a manutencdo de baixas
temperaturas dos cortes.

2.2Técnica de PCR

Os “swabs” foram embebidos em 5 mL de solugédo salina a 0,85%. As amostras
foram submetidas a extracdo direta, sem pré-enriquecimento, apds choque térmico a
80°C/10min, antes de se iniciar as extracdes, a fim de se induzir a germinagédo dos




esporos. Apos serem homogeneizadas em vortex, foram retirados 3 mL para a
extracdo de DNA gendmico. Foi utilizado o par de iniciadores “Revised forward
primer (5 TGATCGCATGATCTTAACATCAAAG 3') e Revised reverse primer (5
TCGACCCCCGACACCTAGTATT 3", para o Clostridium estertheticum (HELPS et al.,
1999), que fornece um produto de amplificacdo de 641 pares de base. Os reagentes
utilizados nas misturas das reacdes de PCR e concentragfes finais dos reagentes
foram tamp&o 10x (5ul), Solucdo de DNA (100 ng/5ul), Iniciador 0,3mM, DNTP
0,2mM, MGCI, 1,5mM, Taq DNA polimerase 1U totalizando um volume final de 50pl.
As condicdes da reacdo de PCR seguiram 0s seguintes parametros: desnaturacéo
inicial 94°C/5min, 40 ciclos (Desnaturacdo 94°C/1min, Anelamento 60°C/1min,
Extensdo 72°C/1min), extensao final (72°C/10min). Em seguida, foi realizada a
eletroforese em gel de agarose 1% em tampao TBE 0,5X (pH 8,0) a uma voltagem
de 110V.

2.2.1 Extracdo do DNA gendmico

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com a metodologia proposta por van
SOOLINGEN et al. (1991).

2.2.2 Verificacdo da pureza e determinacdo da concentracdo do DNA

A eletroforese em gel de agarose a 0,8% em tampao TBE 0,5X (pH 8,0) foi utilizada
para o monitoramento e avaliacdo da técnica de extracdo de DNA, verificando se o
DNA esta integro ou desnaturado, sua pureza e também para a sua concentragao,
comparando as amostras com um DNA de concentragdo previamente
conhecida(lambda DNA integro). Somente as amostras de DNA que se mostraram
como bandas compactas na parte superior do gel, a altura da primeira banda do
padrdo de peso molecular, foram considerados como de qualidade desejavel. Apos
a verificacao da eficiéncia do processo de extracédo e da qualidade do DNA obtido,
realizava-se a quantificacdo do mesmo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram processadas 423 amostras de carnes, sendo 193 de cortes comerciais
embalados a vacuo e 230 de superficie de meias-carcacas resfriadas, procedentes
de Matadouros-Frigorificos que realizam comércio internacional localizados em oito
Estados da Federacéo.

A Tabela 1 apresenta dos resultados das 423 amostras de carnes bovinas
analisadas, sendo 193 de cortes comerciais embalados a vacuo e 230 de superficies
de meias-carcagas resfriadas, procedentes de alguns Matadouros-Frigorificos sob
Servico de Inspecéo Federal permanente.

TABELA 1. Distribuicdo de C. estertheticum, segundo as fontes de deteccéo

C. estertheticum (PCR)

AMOSTRA
POSITIVAS NEGATIVAS
N. % N. %
Superficie de meias-carcacas 27/230 11,7 203/230 88,3
Cortes comerciais 27/193 14,0 166/193 86,0
Total 54/243 22,2 189/243 77,8

Nas Tabelas 2 e 3 pode ser observada a distribuicdo de C. estertheticum em
amostras de carnes bovinas, segundo sua origem geogréfica.

Na Tabela 3 encontra-se a distribuicdo de C. estertheticum em superficie de meias-
carcacas resfriadas e cortes comerciais refrigerados embalados a vacuo, segundo a
origem geografica.



TABELA-2 Distribuicdo de C. estertheticum em carnes bovinas em alguns Estados
brasileiros

C. estertheticum

ESTADO DE ORIGEM POSITIVAS NEGATIVAS
N. % N. %

SAO PAULO 28/221 12,7 193/221 87,3
MATO GROSSO 12/69 17,4 57/69 82,6
GOIAS 04/47 8,5 43/47 91,5
MATO GROSSO DO SUL 04/41 9,8 37/41 90,2
MINAS GERAIS 02/18 11,1 16/18 88,2
RONDONIA 0/11 0,0 11/11 100,0
PARA 0/09 0,0 09/09 100,0
BAHIA 01/07 14,3 06/07 85,7

TABELA-3 Distribuicdo de C. estertheticum em superficie de meias-carcacgas e cortes
comerciais de bovinos, segundo a procedéncia das amostras
C. estertheticum

ESTADO DE ORIGEM POSITIVAS NEGATIVAS

N. % N. %
SUPERFICIE DE MEIAS-CARCACAS
SAO PAULO 15/112 13,4 97/112 86,6
MATO GROSSO 07/47 14,9 40/47 85,1
MATO GROSSO DO SUL 03/26 11,5 23/26 88,5
GOIAS 0/15 0,0 15/15 100,0
MINAS GERAIS 02/13 15,4 11/13 84,6
RONDONIA o/07 0,0 07/07 100,0
PARA 0/06 0,0 06/06 100,0
BAHIA 0/04 0,0 04/04 100,0
TOTAL 27/230 11,7 203/230 88,3
CORTES COMERCIAIS
SAO PAULO 13/109 11,9 96/109 88,1
GOIAS 07/32 21,8 25/32 78,2
MATO GROSSO 05/22 22,7 17/22 77,3
MATO GROSSO DO SUL 01/15 6,6 14/15 93,4
BAHIA 01/03 33,3 02/03 66,7
MINAS GERAIS 0/05 0,0 05/05 100,0
RONDONIA 0/04 0,0 04/04 100,0
PARA 0/03 0,0 03/03 100,0
TOTAL 27/193 14,0 166/193 86,0

4. CONCLUSOES

e Os cortes carneos resfriados embalados a vacuo apresentaram indices de
positividade para C. estertheticum foram superiores aos verificados em swabs
de superficie de meias-carcacas;

e O aumento da contaminacdo apds o resfriamento das meias-carcacas,
provavelmente seja devido a manipulacdo durante a desossa e embalagem
dos cortes;

e 0s percentuais de amostras de carnes contaminadas por C. estertheticum
podem ser considerados elevados, em especial naquelas procedentes de
Mato Grosso e Séo Paulo;



¢ Nao foram detectadas amostras positivas para C. estertheticum em amostras
de superficie de meias-carcacas procedentes de Goias, Rondonia, Para e
Bahia, enquanto que nas de cortes carneos em Minas Gerais, Rondbdnia e
Para;

e Os resultados obtidos no presente trabalho indicam a disseminacdo de C.
estertheticum nos diferentes Estados brasileiros. Apesar da bactéria ndo ter
sido detectada em amostras procedentes do Parad e Ronddnia, ndo se pode
assegurar sua auséncia nestes dois Estados, sendo necesséria a analise de
um maior niumero de amostras.
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