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RESUMO 

DECOL, L. T. Ocorrência e caracterização fenotípica e molecular de Salmonella 
spp. isoladas em frigoríficos-matadouros no sul do Rio Grande do Sul, Brasil. 
2013.  72 f. Dissertação (Mestrado em Ciência e Tecnologia de Alimentos) – 
Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia de Alimentos. Universidade 
Federal de Pelotas, Pelotas. 
 

No Brasil a pecuária de corte possui grande importância na economia, tanto interna, 
quanto em nível de exportação. A qualidade e a segurança dos produtos cárneos 
são essenciais para que o Brasil permaneça como exportador competitivo no 
mercado internacional. Atualmente, critérios microbiológicos são usados para avaliar 
produtos cárneos, e Salmonella spp. tem sido usada como importante indicador de 
seguridade de alimentos em diversos países. O presente estudo objetivou verificar a 
ocorrência de Salmonella spp. em dois frigoríficos-matadouros com diferentes níveis 
de inspeção (Estadual e Federal) do sul do Rio Grande do Sul e, a partir dos 
isolados, avaliar sua sensibilidade a antimicrobianos, e realizar a caracterização 
genotípica, através da verificação de genes de virulência e da macrorestrição por 
PFGE.Foram avaliadas 200 carcaças bovinas em quatro pontos críticos da linha de 
abate (após a sangria, após a esfola, após a evisceração e após a lavagem pré-
resfriamento), totalizando 800 amostras, e 10 amostras de mix de lavagem das 
mãos dos manipuladores (antes e durante o abate), estas apenas no frigorífico com 
Inspeção Estadual. A ocorrência de Salmonella spp. nas carcaças foi de 8%, a qual 
foi detectada somente no ponto após a sangria, onde a coleta era realizada no couro 
do animal, e em uma amostra (10%) das mãos dos manipuladores durante as 
atividades da sala de cortes cárneos. Foram obtidos 17 isolados de Salmonella spp., 
os quais foram confirmados em nível de gênero através de PCR, utilizando os genes 
invA e hilA. Houve a prevalência do sorovar S. Senftenberg (41,17%). Os 17 
isolados foram avaliados quanto a sensibilidade a 15 antimicrobianos, dos quais, 
23,53% apresentaram resistência a mais de um antimicrobiano (tetraciclina, 
sulfonamida, ampilicilina, cefoxitina, cefalotina) e um apresentou resistência 
intermediária a estreptomicina. Com relação aos genes de virulência sefA, pefA e 
spvC observou-se que nenhum isolado carreava esses genes. O perfil de 
macrorestrição por PFGE, utilizando a endonuclease XbaI, demonstrou oito perfis 
genéticos distintos, sendo a maioria constituída por apenas um isolado. Esse 
resultado demonstra a grande diversidade genética de isolados de Salmonella spp. 
que são carreados pelo couro de bovinos e que podem entrar na planta de 
processamento, podendo persistir no ambiente de abate e de processamento.  

Palavras-chave: Salmonella spp.. carcaça bovina. manipulador. susceptibilidade 
antimicrobiana. genes de virulência. PFGE. 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 
 

DECOL, L. T. Occurrence and phenotypic and molecular characterization of 

Salmonella spp. isolated from refrigerated slaughterhouses in southern Rio 

Grande do Sul, Brazil. 2013. 72 f. Dissertação (Mestrado em Ciência e Tecnologia 

de Alimentos) – Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia de 

Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 

 
In Brazil beef cattle has an economical importance, since it’s consumed by intern 

market and exported. Brazil is the world leader in beef exports, and the quality and 

safety of meat products are essential for the country to remain competitive as an 

exporter in the international market. Currently, microbiological criteria are used to 

evaluate meat products, and Salmonella spp. has been used as an important 

indicator of food safety in many countries. This study aimed to verify the occurrence 

of Salmonella spp. in two slaughterhouses with different inspection levels (state and 

federal) in southern Rio Grande do Sul, and through  the isolates, asses their 

sensibility to antimicrobials and make their phenotypical characterization by checking 

virulence genes and by PFGE macrorestriction. Two-hundred cattle carcasses were 

evaluated in four critical points of the slaughter line (after bleeding, after skinning, 

after evisceration and after washing pre-cooling), resulting in 800 samples. Ten 

samples of hand washing mix of operators (before and during slaughter) from the 

state inspection level slaughterhouse were also evaluated. Salmonella spp. occured 

in 8% of the samples, detected after bleeding at the point where the collect was held 

in the leather of the animal, and also in one sample (10%) of employees' hands 

during the slaughter process. Seventeen Salmonella spp. isolates were obtained, 

and the confirmation of the genus was performed by PCR using the invA gene and 

hilA. There was a prevalence of serovar S. Senftenberg (41.17%). These 17 isolates 

were analyzed for susceptibility to 15 antimicrobials recommended by the CLSI. Of 

these, 23.53% were resistant to more than one antimicrobial, namely, tetracycline, 

sulfonamide, ampilicilina, cefoxitin, cephalothin and showed intermediate resistance 

to streptomycin. The presence of virulence genes sefA, pefA and spvC was 

evaluated by PCR, and the presence of these genes was not detected in the isolates. 

The macrorestriction using the endonuclease XbaI PFGE showed that the isolates 

express eight different genetic profiles, and the majority of profiles is from a single 

isolated. This fact shows a large genetic diversity of Salmonella spp. isolates from 

cattle leather in southern Rio Grande do Sul that can enter the processing chain and 

so persist in the slaughter and processing environment. 

Keywords: Salmonella spp.. cattle carcass. operators’ hands. antimicrobial 
susceptibility. virulence genes. PFGE. 
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Canaletas 1 e 22: marcador de peso molecular 100pb; canaleta 
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1 INTRODUÇÃO 

A bovinocultura de corte é um dos principais destaques do agronegócio 

brasileiro no cenário mundial. O Brasil possui o segundo maior rebanho bovino do 

mundo, com cerca de 200 milhões de cabeças, e é responsável por um quinto da 

carne comercializada internacionalmente (MAPA, 2013; ASPNP, 2013). Um rápido 

crescimento neste mercado vem ocorrendo nos últimos anos e, no ano de 2012, 

houve um recorde histórico nas exportações de carne bovina brasileira. Mesmo com 

uma conjuntura macroeconômica desfavorável, o Brasil conseguiu aumentar o 

volume de carne exportado em 12,25%, de janeiro a novembro de 2012, comparado 

ao mesmo período do ano anterior (ABIEC, 2013). 

Em face da importância da carne como alimento, e para garantir a 

competitividade nas exportações para mercados mais exigentes, é indispensável a 

garantia de atributos intrínsecos de qualidade do alimento, como maciez, sabor e 

quantidade de gordura. Entretanto, características de ordem ou natureza voltadas 

para as formas de produção do alimento, utilização do meio ambiente, 

processamento e comercialização que garantem a vida útil destes produtos no 

mercado através da manutenção da qualidade microbiológica, também têm grande 

importância (ASPNP, 2013).  

A carne, por suas características intrínsecas, como composição química, 

elevada atividade de água e pH próximo a neutralidade, é um excelente substrato 

para a multiplicação de inúmeros micro-organismos, tanto patogênicos como 

deteriorantes (NADVORNY et al., 2004). Outrossim, está exposta à contaminações 

de natureza microbiana em todas as fases do seu processamento tecnológico, 

particularmente nas operações onde ocorre maior manipulação e sempre que não 

são tomados cuidados especiais em relação às Boas Práticas de Higiene (PARDI et 

al., 2001; SOFOS, 2008). 

A presença de Salmonella spp. em alimentos causa grande preocupação, 

pois além de estarem amplamente distribuídas na natureza, tendo como principal 

habitat o trato intestinal do homem e animais de sangue quente, se enquadram no 

grupo dos micro-organismos patogênicos causadores de infecções alimentares 

(TARWATE et al., 1993; ALLERBERGER et al., 2002; JAY, 2005). 
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Em humanos, Salmonella spp. é uma das causas mais comuns de 

gastrenterites bacterianas (MEAD et al., 1999; WHO, 2013) e tem sido associada ao 

consumo de diversos alimentos, incluindo a carne bovina (FONTAINE et al., 1978). 

Os animais carreiam um vasto e variado número de micro-organismos 

provenientes do ambiente de criação, da alimentação, do solo e da água para o 

ambiente de abate e processamento (SABA, 2006). A identificação de pontos 

favoráveis à contaminação por micro-organismos potencialmente patogênicos, como 

Salmonella spp., nas operações de abate de bovinos e processamento da carne 

bovina vem a contribuir de forma significativa com a implementação de medidas 

preventivas e de monitoramento em programas de qualidade e, consequentemente, 

com a redução de riscos à saúde do consumidor. 

Desta forma, para consolidação do país como produtor e exportador de 

carne e de produtos cárneos, faz-se necessária a implementação de estudos para 

traçar um perfil epidemiológico dos micro-organismos patogênicos que podem estar 

presentes no ambiente de abate e na carne bovina brasileira.  

Neste contexto, este estudo foi realizado para verificar a qualidade 

microbiológica, através da pesquisa de Salmonella spp., em carcaças bovinas 

abatidas em dois frigoríficos-matadouros, sendo um com Inspeção Sanitária Federal 

e, outro, com Inspeção Sanitária Estadual, e em mãos de manipuladores na linha de 

processamento de cortes cárneos no frigorífico com Inspeção Estadual. Avaliou-se o 

perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de uso em terapêutica veterinária e 

humana. Além disso, estudou-se a presença de genes de virulência e o perfil 

genotípico, pelo emprego da técnica de PFGE, nos isolados de Salmonella spp. 
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2  REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Bovinocultura brasileira 

No Brasil, a bovinocultura, especialmente de corte, fez-se presente desde os 

primórdios da colonização, estabelecendo marcas no processo de ocupação e 

desenvolvimento do País. Entretanto, inicialmente a carne era produzida voltada ao 

mercado interno, sendo exportada apenas em poucas exceções ou momentos de 

crise internacional. A partir dos anos 90 ocorreu uma ampliação da demanda externa 

pela carne bovina brasileira e a sua consolidação no mercado internacional 

(ALMEIDA; MICHELS, 2012). 

Atualmente, o Brasil, consolidou-se como principal produtor e exportador de 

proteína de origem animal e, desde 2004, assumiu a liderança nas exportações, com 

um quinto da carne comercializada internacionalmente e venda em mais de 180 

países (MAPA, 2013). Em 2011, foram exportados 16,5% da produção nacional, dos 

quais, 71% foram comercializados in natura, 17% na forma industrializada e 11% em 

miúdos e outros (ABIEC, 2011).  

No ano de 2012, o Brasil obteve um recorde histórico nas exportações de 

carne bovina, e mesmo com uma conjuntura macroeconômica desfavorável, 

conseguiu aumentar o volume exportado de janeiro a novembro de 2012 em 

12,25%, comparado ao mesmo período do ano anterior (ABIEC, 2013). 

Os maiores mercados importadores da carne bovina brasileira em 

faturamento no ano de 2012 foram Rússia (19%), Hong Kong (14%), União Europeia 

(14%), Egito (10%); Venezuela (8%), Chile (7%), Irã (6%), Estados Unidos (3%), 

Arábia Saudita (3%) e Líbano (1%) (ABIEC, 2013). 

O consumo da carne bovina é um hábito consolidado no Brasil e vem 

aumentando a cada ano. O mercado interno é responsável pelo consumo de 83,5% 

da produção e o consumo per capita é de 40kg/ano (ABIEC, 2013), o que torna o 

Brasil o quarto maior consumidor per capita de carne bovina, atrás somente dos 

Estado Unidos, Argentina e Uruguai. Este mercado consumidor apresenta um dos 

maiores potenciais de crescimento na atualidade, decorrente principalmente, da 

melhoria do potencial de compra dos brasileiros e do aumento da capacidade da 

cadeia produtiva para se adequar ao consumo crescente (ZEN, 2011). 
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O Brasil apresenta vocação para continuar liderando o mercado mundial de 

carne bovina. Contudo, se faz necessário lutar pela abertura de novos mercados, 

notadamente daqueles dispostos a remunerar a qualidade, como Estados Unidos, 

Japão, Coréia do Sul, entre outros. Nesse sentido, é importante que o Brasil retome 

a exportação para União Europeia.  

 

2.2 Microbiologia da carne 

A carne, por suas características intrínsecas, como composição química, 

elevada atividade de água e pH próximo a neutralidade, é um excelente substrato 

para a multiplicação de inúmeros micro-organismos, tanto patogênicos como 

deteriorantes (NADVORNY et al., 2004). Até o momento do abate, os tecidos dos 

animais sadios podem ser considerados estéreis, com exceção da superfície 

externa, mucosas e vísceras, porém, após, inicia-se a contaminação (PARDI et al., 

2001). 

Para reduzir a contaminação na linha de abate a partir dos animais abatidos, 

é importante que haja a denominada “abordagem logística de abate'', ou seja, 

transportar animais livres de patógenos, antes de chegarem ao abatedouro. 

(SWANENBURG et al., 2001). Dessa maneira, o manejo higiênico-sanitário dos 

animais inicia-se nas fazendas, e não somente no momento do abate. No abate e 

processamento de produtos de origem animal, como a carne bovina, os animais 

carreiam um vasto e variado número de micro-organismos provenientes do ambiente 

de criação, da alimentação, do solo e da água (SABA, 2006).  

Durante o abate as etapas de esfola, evisceração e pré-resfriamento são os 

principais pontos de contaminação microbiana a serem controlados. A esfola é uma 

das etapas mais críticas, pois a superfície do couro, pêlos, patas e úbere dos 

animais estão impregnados de sujidades que podem veicular grande quantidade de 

micro-organismos para a superfície da carcaça, as quais podem ser evitadas 

tomando-se medidas preventivas durante o abate (PARDI et al., 2001). 

Dessa forma, considerando que a principal fonte de contaminação da carne 

com micro-organismos deteriorantes e patogênicos é o próprio animal, a maneira 

mais eficiente de reduzir a carga microbiana nos produtos cárneos é a 

implementação de programas de qualidade como os Programas de Auto-Controle, 

Programa de Redução de Patógenos (PRP) e o sistema de Análise de Perigos e 
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Pontos Críticos de Controle (APPCC), durante os processos de abate, os quais 

podem minimizar os riscos de contaminação cruzada e disseminação dos micro-

organismos na planta de processamento. 

O controle e o monitoramento estrito de todas as operações, além de 

minimizar a contaminação microbiana das carcaças, pode evitar sérios danos à 

saúde do consumidor, garantir maior vida útil aos produtos, além de novos mercados 

consumidores aos produtos brasileiros (ROÇA; SERRANO, 1994; SABA, 2006).  

Entre os micro-organismos patogênicos encontrados na carne bovina 

merecem destaque: Salmonella spp., Escherichia coli produtora de toxina de Shiga, 

Listeria monocytogenes e Campylobacter spp.(FRANCO et al., 2010). 

Em 1994, a Organização Mundial de Saúde (OMC) assinou um Acordo de 

Medidas Sanitárias e Fitossanitárias, cuja principal consequência foi a compreensão 

da necessidade de utilização de uma nova ferramenta para se avaliar o impacto dos 

micro-organismos contaminantes de alimentos na saúde da população, chamada 

Análise de Risco, e o Codex Alimentarius seria o fórum encarregado de fornecer os 

subsídios técnico-científicos para sua implementação (CODEX ALIMENTARIUS, 

1999). 

De acordo com o Codex Alimentarius (1999), a avaliação de risco 

microbiológico se inicia com a determinação da combinação patógeno-alimento a ser 

considerada e é constituído das seguintes etapas: (i) identificação do perigo 

microbiológico; (ii) caracterização deste perigo; (iii) avaliação da exposição e (iv) 

caracterização do risco. 

Na maioria dos países, inclusive no Brasil, avaliações de risco microbiológico 

são difíceis de serem realizadas devido às inúmeras lacunas, com destaque para a 

fragilidade dos dados quantitativos a respeito da prevalência dos micro-organismos 

patogênicos de relevância na cadeia produtiva de carnes, bem como dados sobre o 

seu comportamento durante as etapas do abate e sua disseminação nas plantas de 

processamento (SANT’ANA;  FRANCO, 2009). 

Cabe ao MAPA, por intermédio da Secretaria de Defesa Agropecuária, 

regulamentar e controlar alimentos de origem animal a serem exportados, atestando 

sua qualidade e segurança. Além disso, o MAPA, com as Secretarias de Agricultura 

Estaduais, promove ampla fiscalização, visando à conformidade entre a legislação 



 
 

 
 

16 

de inspeção industrial e sanitária brasileira e as normas de sanidade exigidas pelo 

país importador (MAPA, 2013). 

Em face da importância como alimento e para garantir a competitividade nas 

exportações da carne bovina brasileira in natura e seus derivados para mercados 

mais exigentes, é indispensável a garantia das normas exigidas pelo país 

importador. Os Estados Unidos exigem execução diária de testes microbiológicos 

para E. coli e Salmonella spp., e  para o mercado Europeu,  são exigidas 

informações sobre indicadores de qualidade e de segurança microbiológica, como a 

enumeração total de micro-organismos aeróbios e de Enterobacteriaceae, além da 

pesquisa de Salmonella spp. (COMMISSION REGULATION, 2005). 

Para o mercado interno, os padrões microbiológicos atuais da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA (BRASIL, 2001) não fazem referência à 

enumeração de micro-organismos indicadores de higiene, porém, exigem para 

carnes resfriadas ou congeladas e, in natura, de bovinos, ausência de Salmonella 

spp. em 25 gramas de produto. 

Assim sendo, cada país prioriza alguns aspectos do ponto de vista técnico e 

sanitário, mas de maneira geral, todos buscam alimentos seguros. 

 

2.3 Salmonella spp. 

2.3.1 Características gerais  

O gênero Salmonella, pertencente à família Enterobactericeae, possui uma 

classificação taxonômica complexa, sendo dividido em duas espécies: S. enterica e 

S. bongori. Porém, a partir de 2004, foi proposta a inclusão de uma terceira espécie, 

S. subterranea, que foi isolada de sedimento coletado de região aquífera em Oak 

Ridge, nos Estados Unidos (SHELOBOLINA et al., 2004; BAILEY et al., 2010). 

Como esta espécie apresenta 96,4% de similaridade com S. bongori, não há um 

consenso entre a comunidade científica se é uma nova espécie ou não (BAILEY et 

al, 2010). As espécies e subespécies podem ser distinguidas com base em 

características bioquímicas e genéticas. 

Salmonella enterica é subdividida em 6 subespécies designadas por nomes 

ou algarismos romanos, que são diferenciados por reações bioquímicas e 

genômicas entre si, S. enterica subespécie enterica (I), S. enterica subespécie 



 
 

 
 

17 

salamae (II), S. enterica subespécie arizonae (IIIa), S. enterica subespécie 

diarizonae (IIIb), S. enterica subespécie houtenae (IV), S. enterica subespécie indica 

(VI). Enquanto que S. bongori apresenta uma subespécie bongori (V) (POPOFF, 

2001, GUIBOURDENCHE et al., 2010).  

O gênero Salmonella contém muitos sorovares, os quais são determinados 

de acordo com os antígenos somático (O), flagelar (H) e capsular (Vi) presentes. 

Atualmente, são conhecidos mais de 2.500 sorovares diferentes, dos quais o maior 

número é formado pela espécie S. enterica subsp. enterica, a qual também possui o 

maior número de sorovares responsáveis por enfermidades em humanos e animais 

(POPOFF; LE MINOR, 2005; BAILEY et al., 2010; CDC, 2013a; TAVECHIO et al., 

2002). 

Quanto a nomenclatura do gênero Salmonella, o código Internacional de 

Nomenclatura Bacteriana adotada pelo Center of Disease Control and Prevention – 

CDC, descreve gênero, espécie, subspécie e sorovar, como por exemplo: 

Salmonella enterica (gênero e espécie), subspécie enterica (subspécie I) sorovar 

Typhimurium ou, apenas, Salmonella Typhimurium. Os sorovares das outras 

subspécies (II a VI) ou da espécie bongori (V) são designados unicamente pelas 

fórmulas anfigênicas, por exemplo: Salmonella II 17: b: z 26; Salmonella IIIa 42: I, v: 

z (GUIBOURDENCHE et al., 2010). 

Dentre as características fenotípicas o gênero Salmonella se apresenta 

como: bacilos Gram negativos, anaeróbios facultativos, não formadores de esporos 

e móveis pela produção de flagelos peritríquios, exceção feita aos sorovares 

Pullorum e Gallinarum. Como outros membros da família Enterobacteriaceae, 

fermentam glicose, são capazes de utilizar o citrato como única fonte de carbono, 

produzem H2S, reduzem nitratos a nitritos, não hidrolisam ureia e não produzem 

citocromo oxidase (BOPP, 1999; FORBES; SAHM; WEISSFELD, 2002; 

MACFADDIN, 2000). São micro-organismos mesófilos, com crescimento ótimo na 

faixa de 35oC a 40oC, sendo sua temperatura ótima 37oC, pH ótimo na faixa entre 

6,5 e 7,5 e atividade de água com valores entre 0,94 e 0,99 (JAY, 2005). 

Salmonella spp. se encontram distribuídas na natureza, mas seu habitat 

natural é o trato intestinal do homem e dos animais de sangue quente e frio.  Os 

humanos e os animais representam, na cadeia epidemiológica, os papéis de 
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reservatório, portador assintomático e enfermo (ALLERBERGER et al., 2002; JAY, 

2005). 

Alguns sorovares de Salmonella são adaptados a hospedeiros específicos, 

como S. Typhi para humanos, S. Choleraesuis para suínos e S. Dublin para bovinos 

(SCHWARTZ, 2000), enquanto outros como S. Typhimurium, Anatum e Newport, 

entre outros, afetam um grande número de hospedeiros, desempenhando 

importante papel na disseminação da infecção entre as diferentes espécies (HIRSH, 

1990) 

 

2.3.2 Doenças causadas por Salmonella spp. 

 

As doenças causadas por Salmonella spp. podem ser subdivididas em três 

grupos: 

A) Febre tifóide: doença bacteriana aguda causada por S. Typhi. É 

transmitida através da ingestão de alimentos ou bebidas contaminados pelas fezes 

ou urina de pessoas infectadas. Seus sintomas geralmente se desenvolvem 1-3 

semanas após a exposição e podem ser de leves à graves. Eles incluem febre alta, 

letargia, cefaléia, constipação ou diarréia, erupções cutâneas com coloração rosa, e 

aumento do baço e do fígado. Seu tratamento é realizado com antibióticos, contudo, 

a resistência aos antimicrobianos comuns é generalizada. Alguns indivíduos podem 

se tornar portadores assintomáticos do micro-organismo por meses e sua taxa de 

letalidade é em torno de 10%; 

B) Febre paratifóide: doença semelhante à febre tifóide, mas é causada por 

S. Paratyphi A e C e possui uma sintomatologia mais branda.  Geralmente cursa 

com septicemia, febre e diarreia com duração máxima de 3 semanas; 

C) Salmonelose (gastroenterite ou enterocolite): é a forma clinica mais 

comum causada pelos sorovares não tifóides. A maioria das pessoas infectadas 

desenvolvem diarreia, febre, cólicas abdominais e vômito, e os sintomas podem 

aparecer de 12 a 72 horas após a infecção. Na maioria dos casos, com a duração 

dos sintomas é de 4-7 dias, não sendo necessária hospitalização. Em casos mais 

severos pode ser necessária hospitalização e  antibióticoterapia e, em casos raros, a 

infecção por Salmonella pode desenvolver condições clínicas crônicas como artrites 
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e Síndrome de Reiter (WHO, 2013; GIANNELLA, 2006; PEQUES; MILLER, 2009; 

CDC, 2013a). 

Segundo Jay (2005) a dose infectante de Salmonella spp.  pode variar de 

107 a 109 célula.g-1, dependendo do estado imunológico do hospedeiro, da virulência 

do sorovar e da composição química do alimento carreador. 

 

2.4 Patogenicidade e genes de virulência 

Patogenicidade é definida como a capacidade de um micro-organismo de 

causar doença. Os micro-organismos patogênicos se distinguem de outros não 

patogênicos, pelo fato de possuírem e expressarem genes que codificam fatores de 

virulência, isto é, fatores que propiciam a colonização e ocorrência de diversos 

eventos que subvertem a fisiologia hospedeira, ocasionando o aparecimento de 

sinais e sintomas anormais, que irão, finalmente, definir o estado de doença 

(VIEIRA, 2009). 

As salmonelas entram no hospedeiro via fecal-oral, e são capazes de 

sobreviver a passagem pelo estômago, apesar do baixo pH, e de colonizar o epitélio 

intestinal. Para o patógeno sobreviver a todas estas condições hostis, ele utiliza uma 

série de fatores de virulência, e assim tem capacidade de resistir as barreiras de 

defesa do hospedeiro (FERREIRA; CAMPOS, 2008; PARDI et al., 2001). 

A virulência da Salmonella spp. é altamente complexa, necessitando a 

expressão de numerosos genes, os quais codificam para toxinas, adesinas, 

invasinas e outros fatores de virulência. Estes fatores estão localizados em regiões 

específicas no cromossoma bacteriano, chamadas de Ilhas de Patogenicidade de 

Salmonella (SPI – Salmonella Pathogenicity Island). Estas ilhas estão presentes no 

genoma de sorovares patogênicos de determinadas espécies, mas ausentes ou 

presentes, não sendo expressas, em variantes não patogênicas da mesma espécie 

(HACKER et al., 1997). 

As Ilhas de Patogenicidade são segmentos de DNA inseridos no 

cromossomo bacteriano, que atribuem uma variedade de características de 

virulência aos micro-organismos que as possuem (GROISMAN; OCHMAN, 1996; 

MARCUS et al., 2000). Atualmente, sabe-se que Salmonella spp. conta com 17 ilhas 

de Patogenicidade que codificam os mais importantes fenótipos de virulência 

(SAROJ et al., 2008). A grande quantidade de Ilhas de Patogenicidade identificadas 
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é uma indicação da capacidade de adaptação desta bactéria. Acredita-se que estes 

genes tenham sido adquiridos de outras espécies bacterianas através da 

transferência horizontal (MAUER, 2007). 

A Ilha de Patogenicidade 1 de Salmonella (SPI-1) contém genes que 

codificam o sistema de secreção tipo III que é constituído por um complexo de 

proteínas responsáveis pela adesão e invasão celular, assim como os genes 

relacionados com a produção de toxinas. 

Os genes presentes nas regiões SPI-2, SPI-3 e SPI-4 são necessários para 

a sobrevivência e multiplicação do patógeno no hospedeiro. A SPI-5 está 

relacionada com a resposta inflamatória e secreção de íons cloreto, caracterizando a 

fase entérica da doença (MARCUS et al., 2000). Outras SPI foram relatadas em S. 

Typhi e estão relacionadas com a codificação de fimbrias, resistência à bacteriocinas 

e produção de toxinas (PARHILL et al., 2001). 

O sistema de secreção tipo III é um dispositivo molecular que permite às 

bactérias exportar para o interior das células hospedeiras, proteínas denominadas 

“efetoras”. Estas proteínas são introduzidas na célula hospedeira por meio de uma 

“seringa molecular”, denominada injectisoma. Uma vez no interior da célula, as 

proteínas efetoras interagem com domínios de proteínas do hospedeiro, por meio da 

fosforilação ou transferência de resíduos, que, em geral, resulta em uma cascata de 

reações que promovem modificações no citoesqueleto celular, que permitem a 

invasão celular por parte do patógeno (MOTA; SORG; CORNELIS, 2005). 

 

2.4.1 Gene invA 

 

O mecanismo pelo qual Salmonella spp. invade as células hospedeiras é 

bastante complexo, sendo que a bactéria promove sua internalização através da 

estimulação de células não fagocíticas. Este processo de internalização envolve o 

gene invA, que está localizado em um operon, presente na SPI-1 (OLIVEIRA et al., 

2003). 

Gálan e Curtis (1989) identificaram o primeiro operon de genes 

invABCDEFGH, para Salmonella Typhimurium considerado-o essêncial para a 

patogênese da doença. Em 1992, Gálan et al., confirmaram que a função do gene 

invA é aumentar a capacidade de invasão de Salmonella Typhimurium em células 
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epiteliais e observaram que mutantes deste gene foram deficientes na invasão 

celular. 

O operon do gene invA está presente nos sorovares de Salmonella  e sendo 

reconhecido internacionalmente como padrão para identificação de Salmonella spp. 

através da técnica de PCR (AMINI et al., 2010; MALORNY et al., 2004). 

 

2.4.2 Gene hilA 

 

O gene hilA (Hiper Invasibility) está localizado em uma região altamente 

conservada do genoma e faz parte da SPI-1. É regulador de uma das fases mais 

importantes da patogênese de Salmonella spp., a invasão celular e apoptose dos 

macrófagos (BODDICKER et al., 2003). Ainda não se conhece exatamente o que 

promove sua ativação, no entanto, sabe-se que ele liga-se diretamente aos 

promotores invF e prgH, ativando o sistema de secreção tipo III e os genes que 

regulam a atividade da SPI-4 (KEERSMAECKER et al., 2005), os quais são 

necessários para a sobrevivência e multiplicação do patógeno no hospedeiro. 

Por estar localizado em uma região altamente conservada do genoma 

bacteriano, este gene vem sendo utilizado para identificação do gênero Salmonella.  

Pathmanathan et al. (2003) e Craciunas et al. (2012) utilizaram este gene para 

identificação de diferentes sorovares de Salmonella e encontraram 100% de 

amplificação nos isolados analisados. 

2.4.3 Gene spvC 

Diferentes sorovares de Salmonella possuem plasmídios de virulência que 

apresentam, em geral, entre 50 e 90kb (FIERER; GUINEY, 2001), mas todos 

compartilham uma região altamente conservada de 8kb, formada por um operon spv 

(Salmonella Plasmid Virulence) que possui 5 genes (R, A, B,C e D) (HONG et al., 

2008; PAESOLD et al., 2002). O gene spvR é o regulador da sua expressão, 

juntamente com RPOs, sendo que esta expressão é induzida pelo ambiente 

intracelular da célula hospedeira (FIERER et al., 1993; CHEN et al., 1996). 

A região spv, tem como função principal potencializar a disseminação 

sistêmica do patógeno nas células do hospedeiro (Heithoff et al., 2008). Apesar 
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disto, este gene não parece exercer um papel fundamental no estabelecimento da 

infecção gastrointestinal típica provocada por Salmonella spp. (SWAMY et al., 1996). 

Estes genes estão associados com os sorovares mais invasivos de 

Salmonella como, S. Typhimurium, S. Dublin, S. Enteritidis, S. Gallinarum e S. 

Cholerasuis (WOODWARD et al., 1989). 

 

2.4.4 Gene sefA 

 

As fimbrias bacterianas desempenham um papel importante na adesão de 

Salmonella spp. à superfície da célula-alvo, portanto, na patogênese. Já foram 

identificados pelo menos 20 operons distintos no genoma de Salmonella spp. 

relacionados com a produção de fímbrias (COLLIGHAN e WOODWARD, 2001; 

EDWARDS et al., 2002). 

Dentre estes, destaca-se o operon sef que contém quatro genes (sefABCD) 

necessários para a translocação e formação da fímbria SEF14 (EDWARDS et al., 

2000), uma das principais do gênero Salmonella (MURUGKAR et al., 2003). A 

SEF14 contém quatro subunidades protéicas:  SefA, SefB, SefC e SefD, que estão 

distribuídas em sequência na fímbria (MURUGKAR et al., 2003). 

O gene sefA codifica a maior subunidade da proteína SefA, que compõe a 

fímbria SEF14 (MIRMOMENI et al., 2008). O sefB codifica uma proteína da 

membrana externa, sefC codifica o maior componente da fímbria (MURUGKAR et 

al., 2003),e sefD uma adesina (EDWARDS et al., 2000).  

Este gene está restrito ao sorovar S. Enteritidis e outros sorovares, tais 

como S. Blegdam, S.Gallinarum, S. Pullorum, S. Rostock, S. Seremban e S. Typhi 

(TURCOTTE; WOODWARD, 1993; EDWARDS et al., 2000; RANK et al., 2009). 

 

2.4.5 Gene pefA 

 

Friedrich et al. (1993) descreveram um plasmídio de 90kb, encontrado em S. 

Typhimurium, que conferiu aumento da virulência em camundongos promovendo a 

disseminação e infecção após invasão intestinal. Além disso, identificaram um 

segmento desse mesmo plasmídio, de 13,9kb, que codifica proteínas de membrana 

externa envolvidas na biossíntese fimbrial de bactérias entéricas. Nesta região 
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encontra-se o operon pef (Plasmid encoded fimbriae), que é composto por quatro 

genes: A, B, C e D. 

Estas estruturas extracelulares, as fímbrias, auxiliam o patógeno na 

colonização das células intestinais através da sua ligação a regiões específicas do 

enterócito (CHU et al., 2006) e também contribuem para o acúmulo de fluidos 

intestinais que vão ocasionar a diarreia líquida característica da enterocolite 

(BAÜMLER et al., 1996). 

 

2.5  Ocorrência de Salmonella spp. na indústria de produtos de origem animal  

 

Salmonella spp. é o micro-organismo patogênico de maior relevância em 

alimentos e, a salmonelose, uma das principais doenças veiculadas por alimentos, 

sendo transmitida aos seres humanos através do consumo de alimentos 

contaminados, principalmente de origem animal como carnes, aves, ovos e leite 

(WHO, 2013). 

A principal fonte de Salmonella spp. é o intestino de animais e humanos, 

podendo ser encontrada em matéria-prima animal (carnes e aves), ingredientes de 

rações animais (farinha de ossos, farinha de sangue e farinha de peixe), gema de 

ovo e hortaliças plantadas em ambientes contendo dejetos animais ou humanos 

(PARDI et al., 2001). 

A ocorrência de Salmonella spp. em produtos cárneos brasileiros é bastante 

variada. Estudos realizados em diferentes regiões do país, que avaliaram carcaças 

de frango, encontraram uma frequência entre 6% e 50% (SANTOS et al., 2000; 

FUZIHARA et al., 2000; VESSONI, 2004; CARVALHO e CORTEZ, 2005; TIROLLI e 

COSTA, 2006; RISTORI et al., 2008). Em trabalhos realizados em cortes comerciais 

de frango, foi encontrada uma prevalência entre 10,48% e 39,3% (COSTA, 1996; 

CARVALHO e CORTEZ, 2005; RIBEIRO et al., 2007), e em linguiças entre 7,5% e 

24,8% (CORTEZ, 2003; CARVALHO e    TE ,     ; S  I I   et al.,     ; 

    ANN et al., 2009). Já em estudos que avaliaram a presença de Salmonella 

spp. em carne bovina in natura vendidas em estabelecimentos comerciais de 

diferentes regiões do Brasil, foi detectada frequências entre 3,3% e 69,5% 

(ALMEIDA et al ., 2002; XAVIER ; JOELE,  2004; FRITZEN et al ., 2006; DIAS et al., 

2008). Estudos realizados no Brasil, que avaliaram carcaças bovinas em frigoríficos-
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matadouros, detectaram uma prevalência de Salmonella spp. no couro do animal de 

3,3% a 15,5%, na etapa de abate após a esfola de 2,5% a 3,5% e, após a lavagem 

pré-resfriamento, de 2% a 3% (AZEVEDO, 2009; LOPES, 2011; SILVA, 2011). 

 

2.6 Sensibilidade a antimicrobianos  

 

A manifestação clínica na maioria dos casos de salmonelose é moderada e 

auto-limitante, durando em torno de 2 a 7 dias, não sendo necessário, na maioria 

dos casos, antibioticoterapia. Entretanto, em indivíduos imunocomprometidos, 

crianças e idosos, assim como em casos mais severos ou sistêmicos, a terapia com 

antimicrobianos é indicada (CDC, 2013). 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (2012), resistência 

antimicrobiana é a capacidade do micro-organismo de interromper um determinado 

agente antimicrobiano de atuar sobre ele, resultando assim em tratamentos 

ineficazes, infecções persistentes e a possibilidade de transmitir essa característica 

a outros micro-organismos. 

Cepas de Salmonella spp. resistentes aos antimicrobianos, particularmente 

aquelas resistentes à múltiplas drogas representam, atualmente, um dos maiores 

problemas de saúde pública. Desde o início dos anos 90, tem ocorrido um aumento 

drástico na resistência de Salmonella enterica aos antimicrobianos, o que tem sido 

atribuído a utilização indiscriminada de antimicrobianos como agentes terapêuticos 

ou profiláticos na medicina humana e veterinária (HUR et al., 2012; THRELFALL et 

al., 2000). 

Dessa forma, o uso indiscriminado de antimicrobianos pode conduzir à 

seleção de linhagens resistentes que chegam à população através dos alimentos de 

origem animal (MOTA et al., 2005; CARAMINÃNA et al., 2004). 

As populações bacterianas sensíveis à ação de drogas antimicrobianas 

podem se tornar resistentes basicamente por dois processos, mutação espontânea e 

seleção, em que as bactérias que transportam mutação no material genético que 

confere resistência sobrevivem ao uso da droga e as sensíveis são eliminadas. 

Assim, as células resistentes transferem essa característica às células-filhas, 

caracterizando a evolução ou transmissão vertical. Além disso, pode ocorrer a 



 
 

 
 

25 

aquisição de genes transportados por bactérias que são resistentes, caracterizando 

também uma evolução ou transferência horizontal (TENOVER, 2006). 

Infecções causadas por cepas resistentes aos antimicrobianos são de 

tratamento difícil, pois são necessárias medidas terapêuticas alternativas, além de 

causarem aumento na taxa de hospitalizações, morbidade e mortalidade. Na área 

médica a resistência aos antimicrobianos, como à ceftriaxona e cefalosporina, que 

são utilizados para o tratamento de salmonelose pediátrica, e a ácido nalidíxico e 

ciprofloxacina, que são utilizados para o tratamento de adultos, provocam uma maior 

preocupação (GUERRANT et al, 2001). 

Devido a emergência cada vez mais frequente de cepas multirresistentes de 

Salmonella spp., programas nacionais e internacionais de vigilância epidemiológica 

foram criados no intuito de estudar a epidemiologia e identificar padrões de 

resistência aos antimicrobianos das cepas ao longo do tempo, contribuindo assim 

para a identificação de fatores de risco e suas implicações em saúde pública (YAN 

et al., 2003).  

No Brasil, no ano de 2004, a ANVISA implantou o Programa Nacional de 

Monitoramento da Prevalência e da Resistência Bacteriana em Frangos (PREBAF), 

cuja abordagem envolve diversos aspectos na análise de risco da disseminação de 

resistência microbiana em Salmonella spp. e Enterococcus spp. (BRASIL, 2008). Já 

nos Estados Unidos, foi criado o Sistema Nacional de Monitoramento de Resistência 

Antimicrobiana (NARMS), cujo objetivo principal é monitorar a resistência aos 

antimicrobianos das bactérias entéricas isoladas de humanos, animais e alimentos. 

O NARMS é uma parceria entre a Food and Drug Administration (FDA), Centers for 

Disease Control and Prevention (CDC) e U.S. Department of Agriculture (USDA), 

onde anualmente são elaborados relatórios com dados sobre o rastreamento e 

caracterização dos principais patógenos entéricos: Salmonella, Campylobacter, 

Escherichia coli, e Enterococcus. 
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2.7 Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) 

 

A investigação epidemiológica, assim como o rastreamento de contaminação 

na cadeia de produção de alimentos e a investigação de possível relação genética 

entre diferentes isolados, pode ser realizada através da tipificação molecular de 

micro-organismos (WOO; LEE, 2006; KÉROUANTON et al., 2007; STEVENS et al., 

2008; CDC, 2013). 

A tipificação molecular pode ser realizada através da técnica de PFGE 

(eletroforese em gel de campo pulsado), que é considerada uma técnica padrão 

ouro para esta finalidade, uma vez que os fragmentos resultantes são estáveis, de 

boa resolução e representam todo o genoma do micro-organismo analisado (OLIVE; 

BEAN, 1999). Além disso, os resultados podem ser reproduzidos entre laboratórios 

(PETERS et al, 2003). 

A PFGE é uma variação da eletroforese em gel, desenvolvida por Schwartz 

e Cantor (1984) que, originalmente, foi usada para separação de cromossomos da 

levedura Saccharomyces cerevisae. Esses pesquisadores, com base nos 

experimentos realizados no início dos anos 70, relataram que as moléculas de DNA 

que foram estiradas pela ação de um campo elétrico demandavam um maior ou 

menor tempo para o relaxamento, e que era proporcional ao tamanho da molécula, 

depois de cessada a ação do campo de força (KLOTZ; ZIMM, 1972). 

O princípio da PFGE é a utilização de endonucleases de restrição que 

realizam o corte em regiões específicas do genoma, gerando fragmentos 

cromossômicos grandes e de alto peso molecular, que só podem ser analisados 

através da utilização de uma eletroforese em campo pulsado (MAGALHÃES et al., 

2005). 

Recentemente, a PFGE com a enzima de restrição XbaI, tem sido 

amplamente utilizada e reconhecida como uma técnica sensível para tipificação de 

diferentes sorovares de Salmonella se tornando  padrão ouro (HARBOTTLE et al., 

2006; HERRERO et al., 2006; MICHAEL et al., 2006). 

Os dados gerados pela técnica de PFGE são compilados em uma rede 

internacional, denominada PulseNet, sendo compilados por diferentes laboratórios, 

para que possam ser analisados e comparados pelo banco de dados. Assim, o CDC 
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padronizou um protocolo de procedimento laboratorial, denominado protocolo 

PulseNet (CDC, 2013b). 

O PulseNet desempenha um papel vital na vigilância e investigação de 

surtos de doenças transmitidas por alimentos que antes eram difíceis de detectar. 

Hoje, os pesquisadores podem determinar se um surto está ocorrendo, mesmo que 

as pessoas afetadas estejam geograficamente distantes, sendo que o foco e as suas 

causas podem ser identificadas em questão de horas, ao invés de dias (CDC, 

2013b). 
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RESUMO 

No Brasil a pecuária de corte tem grande importância na economia, tanto interna, 
quanto em nível de exportação. A qualidade e a segurança dos produtos cárneos 
são essenciais para que o Brasil permaneça como exportador competitivo no 
mercado internacional. Atualmente, critérios microbiológicos são usados para avaliar 
produtos cárneos, e Salmonella spp. tem sido usada como importante indicador de 
seguridade de alimentos em diversos países. O presente estudo objetivou verificar a 
ocorrência de Salmonella spp. em dois frigoríficos-matadouros com diferentes níveis 
de inspeção (Estadual e Federal) do sul do Rio Grande do Sul e, a partir dos 
isolados, avaliar sua sensibilidade a antimicrobianos e realizar a caracterização 
genotípica, através da verificação de genes de virulência e da macrorestrição por 
PFGE.. Foram avaliadas 200 carcaças bovinas em quatro pontos críticos da linha de 
abate (após a sangria, após a esfola, após a evisceração e após a lavagem pré-
resfriamento), totalizando 800 amostras, e 10 amostras de mix de lavagem das 
mãos dos manipuladores (antes e durante o abate), estas apenas no frigorífico com 
Inspeção Estadual. A ocorrência de Salmonella spp. nas carcaças foi de 8%, a qual 
foi detectada somente no ponto após a sangria, onde a coleta era realizada no couro 
do animal, e em uma amostra (10%) das mãos dos manipuladores durante as 
atividades da sala de corte. Foram obtidos 17 isolados de Salmonella spp., os quais 
foram confirmados em nível de gênero através de PCR, utilizando os genes invA e 
hilA. Houve a prevalência do sorovar S. Senftenberg (41,17%). Os 17 isolados foram 
avaliados quanto a sensibilidade a 15 antimicrobianos, dos quais, 23,53%  
apresentaram resistência a mais de um antimicrobiano (tetraciclina, sulfonamida, 
ampilicilina, cefoxitina, cefalotina) e um apresentou resistência intermediária a 
estreptomicina. Com relação aos genes de virulência sefA, pefA e spvC observou-se 
que nenhum isolado carreava esses genes. O perfil de macrorestrição por PFGE, 
utilizando a endonuclease XbaI, demonstrou oito perfis genéticos distintos, sendo a 
maioria constituída por apenas um isolado. Esse resultado demonstra a grande 
diversidade genética de isolados de Salmonella spp. que são carreados pelo couro 
de bovinos e que podem entrar na planta de processamento, podendo persistir no 
ambiente de abate e de processamento.  

Palavras-chave: Salmonella spp., carcaça bovina, manipulador, susceptibilidade 
antimicrobiana, genes de virulência, PFGE. 
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1. Introdução 

Salmonella spp. é o micro-organismo patogênico de maior relevância em 

alimentos e, a salmonelose, uma das principais doenças veiculadas por alimentos 

(WHO, 2013), é transmitida aos seres humanos através do consumo de alimentos 

contaminados, principalmente de origem animal como carnes, aves, ovos e leite 

(WHO, 2013). Dessa forma, assim como em outros alimentos de origem animal, a 

presença de Salmonella spp. em carne bovina indica risco ao consumidor (Stevens 

et al., 2008; Gallegos-Robles et al., 2009). Embora a cocção da carne possa eliminar 

este micro-organismo, a ingestão da carne bovina contaminada mal cozida, assim 

como a contaminação cruzada por manipuladores e/ou ambiente podem causar uma 

salmonelose (Wagner, 2010). 

Além dos prejuízos à saúde, a presença de Salmonella spp. pode causar 

uma série de problemas para a indústria de processamento de alimentos, em 

especial para a indústria de produtos de origem animal, como da carne bovina 

(Saba, 2006). A contaminação da carne bovina pode ocorrer por falhas durante 

várias etapas, desde o pré-abate (manejo e transporte), abate, processamento e, até 

a chegada ao consumidor (Li; Mustapha, 2005). 

O Brasil, possuindo o segundo maior rebanho bovino efetivo do mundo, com 

cerca de 200 milhões de cabeças, é líder nas exportações com um quinto da carne 

bovina comercializada internacionalmente (MAPA, 2013). Dessa forma, deve 

estabelecer medidas de controle sanitário cada vez mais rígidas, para reduzir 

prejuízos devido às perdas indiretas, através de embargos econômicos impostos 

pelos países importadores e garantir a competitividade nas exportações. 

Desta maneira, objetivou-se verificar a ocorrência de Salmonella spp. em 

dois frigoríficos-matadouros com diferentes níveis de inspeção (Estadual e Federal) 
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do sul do Rio Grande do Sul e, a partir dos isolados, avaliar sua sensibilidade a 

antimicrobianos e realizar a caracterização genotípica, através da verificação de 

genes de virulência e da macrorestrição por PFGE.  

 

2. Material e métodos 

2.1 Isolamento 

Foram coletadas amostras de 200 carcaças bovinas em quatro pontos da 

linha de abate (1o Ponto – após sangria; 2o Ponto – após a esfola; 3o Ponto – após a 

evisceração e; 4o Ponto – após a lavagem pré-resfriamento), em dois frigoríficos-

matadouros, totalizando 800 amostras. Destas, 452 foram coletadas no Frigorífico A 

(com inspeção sanitária estadual) e 348 no Frigorífico B (com inspeção sanitária 

federal). Também foram coletadas 10 amostras das mãos de manipuladores na sala 

de cortes cárneos do Frigorífico A (5 amostras antes e 5 amostras durante as 

operações de corte). As amostras foram coletadas no período de abril de 2010 a 

março de 2012 (Anexo 1). 

A amostragem das carcaças foi realizada de acordo com as recomendações 

vigentes na Comunidade Européia - Commission Regulation – CE (2007), utilizando-

se a técnica de esfregaço em superfície (couro – 1º Ponto de Coleta, e carcaças – 

2º, 3º e 4º Pontos de Coleta). Cada carcaça foi amostrada com um conjunto de 

quatro Esponjas 3 ™, previamente umedecidas, cada esponja foi aplicada em uma 

área de 100 cm2, totalizando 400 cm2, segundo Andrews e Hammack (1998). O 

esfregaço foi realizado na região do peito do animal, nas respectivas carcaças (1º e 

2º Pontos de Coleta) e meias-carcaças (3º e 4º Pontos de Coleta), conforme 

representado na Figura 1.  
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Figura 1. Esquema representativo indicando os pontos (*) onde se realizou o esfregaço em superfície 
na carcaça inteira e após a divisão da meia-carcaça 

Fonte: Silva, 2010. 

 

 Após, cada conjunto de esponjas foi adicionado 200 mL de APS (Água 

Peptonada 0,1 % (Oxoid®) Salina 0,85 % (Synth®). 

As mãos dos manipuladores foram amostradas através da técnica de 

lavagem superficial com 200 mL de APS em sacos estéreis, de acordo com Silva 

(2010). 

Uma alíquota de 40 mL de cada amostra das superfícies das carcaças e das 

mãos de manipuladores foi transferida para tubos tipo Falcon, que foram 

centrifugados a uma velocidade de 1000 xg por 15 min a 5 ºC. Após a centrifugação, 

o sobrenadante foi descartado e pellets foram ressuspensos em 10 mL de Água 

Peptonada Tamponada – APT (Oxoid®) e homogeneizadas em vórtex, seguido de 

incubação a 37 ºC por 18 h para um pré-enriquecimento.  

2.3 Pesquisa de Salmonella spp. 
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A pesquisa de Salmonella spp. nas amostras foi realizada seguindo a 

metodologia descrita na International Organization for Standardization (ISO 

6579:2002) (2002), com modificações. Realizou-se um enriquecimento seletivo com 

Caldo Tetrationato Muller-Kauffmann com novobiocina (Oxoid®) e Caldo Rappaport-

Vassiliadis com soja (Oxoid®). Os tubos foram incubados por 24 h a 37 ºC e 41,5 ºC, 

respectivamente. Após, foram utilizados dois meios seletivos diferenciais: ágar 

Xilose Lisina Desoxicolato (Oxoid®) e ágar Manitol Lisina Cristal Violeta Verde 

Brilhante (Oxoid®), os quais foram incubados a 37 ºC por 24 h. As colônias que 

apresentaram características típicas de Salmonella spp. foram submetidas à 

confirmação bioquímica utilizando o ágar Tríplice Açúcar Ferro (Acumedia®) 

inclinado, ágar Lisina Ferro (Acumedia®) inclinado e caldo Uréia (Synth®) com 

incubação à 37 ºC por 24 h. 

Os isolados que apresentaram reações bioquímicas características para 

Salmonella spp. foram submetidos à sorologia com o Soro Polivalente Anti-

Salmonella Somático (Probac®) e com o Soro Polivalente Anti-Salmonella Flagelar 

(Probac®) (Brasil, 2003). Em todas as análises foi utilizada, como controle positivo, a 

cepa Salmonella Typhimurium ATCC 14028. 

 

2.4 Sorotipificação 

A sorotipificação dos isolados de Salmonella spp. foi realizada no 

Laboratório de Enterobactérias do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro. 
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2.5 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos 

A análise de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizada pelo método de 

difusão em ágar, de acordo com as normas do Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI, 2005). Foram testados 15 antimicrobianos: ampicilina 10 µg (AP) 

(Laborclin®), cefoxitina 30 µg (CFX) (Laborclin®), cefalotina 30 µg (CFA) 

(Laborclin®), cefotaxima 30 µg (CFM) (Laborclin®), imipenem 10 µg (IMI) 

(Laborclin®), cloranfenicol 30 µg (CLO) (Laborclin®), amicacina 30 µg (AMI) 

(Laborclin®), gentamicina 10 µg (GEN) (Laborclin®), canamicina 30 µg (CAN) 

(Oxoid®), estreptomicina 10 µg (EST) (Laborclin®), ácido nalidíxico 30 µg (ACN) 

(Laborclin®), ciprofloxacina 5 µg (CIP) (Laborclin®), tetraciclina 30 µg (TET) 

(Laborclin®), trimetoprim-sulfametoxazol 25 µg (TPS) (Sensifar®)  e sulfonamida 300 

µg (SLF) (Laborclin®). 

Em todas as análises foi utilizado, como controle, Escherichia coli ATCC 

25922. 

2.7 Reação em cadeia polimerase (PCR) 

A extração do DNA bacteriano foi realizada de acordo com protocolo 

adaptado de Sambrook e Russell (2001). Para a PCR foram utilizadas as 

sequências de oligonucleotídeos iniciadores apresentados na Tabela 1. 
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Tabela 1 

Sequência de oligonucleotídeos iniciadores utilizados na pesquisa de genes nos isolados de 

Salmonella spp.  

Genes Seqüência (5’-3’) pb* Referência 

hilA-1 GCG AGA TTG TGA GTA AAA ACA CC 
413 

Craciunas et 

al., 2012 
hilA-2 CTG CCC GGA GAT ATA ATA ATC G 

invA-1 TTG TTA CGG CTA TTT TGA CCA 
521 

Swamy et 

al., 1996 
invA-2 CTG ACT GCT ACC TTG CTG ATG 

sefA-1 GCA GCG GTT ACT ATT GCA GC 

330 

Woodward e 

Kirwan, 

1996 sefA-2 TGT GAC AGG GAC ATT TAG CG 

spvC-1 CGG AAA TAC CAT CTA CAA ATA 
669 

Swamy et 

al., 1996 
spvC-2 CCC AAA CCC ATA CTT ACT CTG 

pefA-1 TTC CAT TAT TGC ACT GGG TG 

497 
Haneda et 

al, 2001 
pefA-2 AAG CCA CTG CGA AAG ATG CC 

*pb: número de pares de bases do gene analisado. 

 

A PCR foi realizada utilizando-se Go Taq® Green Master Mix (Promega®), 

de acordo com instruções do fabricante, contendo um volume final da reação de 25 

L de solução. Foram adicionados aos microtubos 12,5 L de Go Taq® Green 

Master Mix (2X), 2 L da suspensão com o DNA, 1 L de cada  oligonucleotídio 

iniciador forward e reverse (10 M) e 8,5 L de água ultra pura. Os microtubos 

contendo a solução foram levados ao termociclador (Bioer®) para a amplificação, 

empregando-se os seguintes programas: para o gene hilA foi utilizado 94 C por 2 

min (desnaturação), seguido de 35 ciclos de 94 C por 30 seg (alongamento), 63 C 

por 45 seg (extensão) e 72 C por 1 min, com um alongamento final a 72C por 7 

min. Já para os genes pefA, invA, sefA e spvC foram utilizados 94 C por 2 min, 
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seguido de 35 ciclos de 94 C por 30 seg, 53 C por 45 seg e 72 C por 1 min e 

alongamento final a 72 C por 7 min. 

Foi utilizado como marcador de peso molecular DNA Ladder 100pb 

(Invitrogem). Utilizou-se, como controle positivo para os genes hilA, pefA, invA e 

spvC, a cepa Salmonella Typhimurium ATCC 14028. Para o gene sefA, foi utilizado 

como controle positivo, a cepa Salmonella Enteritidis ATCC 13076. Como controle 

negativo foi utilizada a cepa Listeria monocytogenes ATCC 7644.  

Os produtos gerados na PCR foram submetidos à eletroforese, em gel de 

agarose a 1,5 %. A visualização do produto amplificado foi realizada por solução de 

coloração com Brometo de Etídio (10 mg.mL-1) por 20 min e observado em 

fotodocumentador acoplado a um computador. 

 

2.7 Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) 

  

Para o estudo da relação clonal entre os isolados analisados foi utilizada a 

técnica de PFGE, que foi realizada de acordo com o protocolo preconizado pelo 

PulseNet (Ribot et al., 2006), com adaptações. 

 Os isolados de Salmonella spp. foram cultivados em placas de ágar Soja 

Triptose – TSA (Oxoid®) para obter crescimento confluente após 24 h de incubação 

a 37 ºC. Uma porção deste crescimento foi transferido para 2 mL de tampão de 

suspensão de células - TSC (100 mM Tris, 100 mM EDTA, pH 8.0) e, após ajuste da 

suspensão a uma concentração celular de aproximadamente 7 (21x108 UFC. mL-1) 

na Escala de MacFarland, uma alíquota de 300 μL desta suspensão foi transferida 

para um tubo de reação contendo 3   μL de agarose para PFGE a 1% em tampão 

TE (10 mM Tris, 1mM EDTA, pH 8.0) e 1  μL de proteinase K. Após 
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homogeneização, o volume total foi distribuído nos moldes para formação dos 

blocos de agarose.  

Após a solidificação, os blocos de agarose contendo o DNA cromossomal 

foram transferidos para tubos contendo 4 mL de solução de lise celular (50 mM Tris, 

50 mM EDTA, pH 8.0, 1% sarcosyl) e proteinase K (0,1 mg/mL) e incubados a 55°C 

por 1,5 h, sob agitação (175rpm). Em seguida, os blocos de agarose foram lavados 

por três vezes com água bidestilada pré-aquecida a 55 °C; e outras três vezes com 

tampão TE (10 mM Tris, 1mM EDTA, pH 8.0), também pré-aquecido a 50°C. As 

etapas de lavagem foram de 10 minutos cada e realizadas a 55°C, sob agitação de 

175 rpm. Uma fatia de 2 mm de cada bloco de agarose foi submetida à restrição 

pela enzima XbaI (Promega®) com uma concentração de 25 U.L-1 a 37oC, por 18 h. 

Os produtos da digestão pela endonuclease foram aplicados em gel de 

agarose para PFGE 1% em tampão 0,5 x TBE (54 g Tris, 27,5 g ácido bórico e 20 

mL EDTA, pH 8.0). A corrida eletroforética foi realizada em sistema de eletroforese 

do tipo CHEF- DR III (Bio-Rad®). A eletroforese ocorreu por um período de 20 h a 

6.0 V, com pulso inicial de 2 seg e final de 63,8 seg em tampão de corrida TBE 0,5 x. 

Foi utilizada Salmonella Braenderup H9812 como marcador de peso molecular. 

Os perfis eletroforéticos (pulsotipos) gerados por PFGE foram analisados 

utilizando-se o software GelCompar II (Applied Maths, Fairport) e a similaridade 

entre esses perfis foi avaliada com base no coeficiente de similaridade Dice (Hunter 

& Gaston 1988). 
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3 Resultados 

3.1 Isolamento 

Observou-se que das 200 carcaças avaliadas, 16 (8%) apresentaram 

Salmonella spp., sendo todos os isolados provenientes do Ponto 1 (após a sangria). 

Embora se tenha avaliado 4 pontos (após sangria, após a esfola, após a evisceração 

e após a lavagem pré-resfriamento), nos demais pontos não foi detectada a 

presença de Salmonella spp. Já em relação as 10 amostras das mãos dos 

manipuladores da sala de corte, uma (10%) amostra apresentou Salmonella spp., 

conforme descrito na Tabela 2. 

 Tabela 2 

 Identificação, origem e sorovares dos isolados de Salmonella spp. provenientes de carcaças bovinas 

e mão de manipuladores em frigoríficos-matadouros da região sul do Rio Grande do Sul. 

Amostra Frig.
*
 Coleta 

Ponto de coleta/ 

Carcaça 
Origem 

Propriedade 

**
 

Sorovar 

287 A
 

7
a
 Sala de corte  Manipulador - S. Diarizonae 

307 B 8ª 1/43 Carcaça bovina II S. Derby 

338 A 9ª 1/53 Carcaça bovina III S. Enterica (O:6,7) 

340 A 9ª 1/53 Carcaça bovina III S. Livingstone 

359 A 9ª 1/58 Carcaça bovina III S. Ohio 

360 A 9ª 1/58 Carcaça bovina III S. Enterica (O:6,7) 

560 A 14
a
 1/151 Carcaça bovina IV S. Senftenberg 

566 A 14
a
 1/152 Carcaça bovina IV S. Senftenberg 

572 A 14
a
 1/154 Carcaça bovina IV S. Senftenberg 

575 A 14
a
 1/157 Carcaça bovina IV S. Senftenberg 

577 A 14
a
 1/159 Carcaça bovina IV S. Senftenberg 

582 A 14
a
 1/162 Carcaça bovina IV S. Senftenberg 

612 B 19
a
 1/176 Carcaça bovina V S. Senftenberg 

618 B 19
a
 1/179 Carcaça bovina V S. Muenster 

639 B 19
a
 1/177 Carcaça bovina V S. Anatum 

644 B 19
a
 1/181 Carcaça bovina V S. Muenster 

654 B 19
a
 1/186 Carcaça bovina V S. Anatum 

*Frigorífico: A (Inspeção Estadual), B (Inspeção Federal).; **Propriedade: origem dos animais; Ponto 

1: após a sangria 
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Em relação aos sorovares obtidos verificou-se prevalência de S. Senftenberg 

(41,17%), seguida de S. Muenster (11,77%), S. Anatum (11,77%), S. Enterica 

(O:6,7) (11,77%), S. Ohio (5,88%), S. Derby (5,88%), S. Livingstone (5,88%) e S. 

Diarizonae (5,88%) (Tabela 1). 

 

3.2 Sensibilidade aos antimicrobianos 

 

Todos os isolados de Salmonella spp. foram sensíveis aos antimicrobianos 

cefotaxima, imipenem, cloranfenicol, amicacina, gentamicina, ácido nalidíxico, 

ciprofloxacina, trimetropim-sulfametoxazol e canamicina (Tabela 3).  

Dos 17 isolados, 23,53% apresentaram resistência a mais de um 

antimicrobiano, sendo que S. Derby apresentou resistência aos antimicrobianos 

tetraciclina e sulfonamida, enquanto um isolado de S. Enterica (O:6,7) e todos os 

isolados de S. Anatum apresentaram resistência à ampilicilina, cefoxitina, cefalotina. 

Apenas um isolado de S. Anatum apresentou resistência intermediária a 

estreptomicina (Tabela 3). 

 

3.3 Presença dos genes hilA, invA, sefA, pefA e spvC 

Os fragmentos esperados dos genes hilA e invA, utilizados para confirmação 

em nível de gênero, foram amplificados em 100% dos isolados, conforme 

demonstrado nas Figuras 2 e 3. Já os genes spvC, sefA e pefA não foram 

amplificados nos isolados analisados de acordo com as Figuras 4, 5 e 6. 
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Figura 2. Imagem do gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídio mostrando os produtos da 

amplificação do gene hilA (413pb). Canaletas 1 e 22: marcador de peso molecular 100pb; canaleta 2 

S. Typhimurium ATCC 14028, controle positivo; canaleta 3: S. Diarizonae; canaleta 4: S. Derby; 

canaletas 5 e 8: S. Enterica (O:6,7); canaleta 6: S. Livingstone; canaleta 7: S. Ohio; canaletas de 9 a 

15: S. Senftenberg; canaletas 16 e 18: S. Muenster; canaletas 17 e 19: S. Anatum; canaleta 20: 

controle da reação; canaleta 21: L. monocytogenes ATCC 7644, controle negativo. 

 

 

 

 

 

Figura 3. Imagem do gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídio mostrando os produtos da 

amplificação do gene invA (521 pb). Canaletas 1 e 22: marcador de peso molecular 100pb; canaleta 2 

S. Typhimurium ATCC 14028, controle positivo; canaleta 3: S. Diarizonae; canaleta 4: S. Derby; 

canaletas 5 e 8: S. Enterica (O:6,7); canaleta 6: S. Livingstone; canaleta 7: S. Ohio; canaletas de 9 a 

15: S. Senftenberg; canaletas 16 e 18: S. Muenster; canaletas 17 e 19: S. Anatum; canaleta 20: 

controle da reação; canaleta 21: L. monocytogenes ATCC 7644, controle negativo. 
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Figura 4. Imagem do gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídio mostrando os produtos da 

amplificação do gene spvC (669 pb). Canaletas 1 e 22: marcador de peso molecular 100pb; canaleta 

2 S. Typhimurium ATCC 14028, controle positivo; canaleta 3: S. Diarizonae; canaleta 4: S. Derby; 

canaletas 5 e 8: S. Enterica (O:6,7); canaleta 6: S. Livingstone; canaleta 7: S. Ohio; canaletas de 9 a 

15: S. Senftenberg; canaletas 16 e 18: S. Muenster; canaletas 17 e 19: S. Anatum; canaleta 20: 

controle da reação; canaleta 21: L. monocytogenes ATCC 7644, controle negativo. 

 

 

 

Figura 5. Imagem do gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídio mostrando os produtos da 

amplificação do gene sefA (330 pb). Canaletas 1 e 22: marcador de peso molecular 100pb; canaleta 2 

S. Enteritidis ATCC 13076, controle positivo; canaleta 3: S. Diarizonae; canaleta 4: S. Derby; 

canaletas 5 e 8: S. Enterica (O:6,7); canaleta 6: S. Livingstone; canaleta 7: S. Ohio; canaletas de 9 a 

15: S. Senftenberg; canaletas 16 e 18: S. Muenster; canaletas 17 e 19: S. Anatum; canaleta 20: 

controle da reação; canaleta 21: L. monocytogenes ATCC 7644, controle negativo. 
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Figura 6. Imagem do gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídio mostrando os produtos da 

amplificação do gene pefA (497 pb). Canaletas 1 e 22: marcador de peso molecular 100pb; canaleta 

2 S. Typhimurium ATCC 14028, controle positivo; canaleta 3: S. Diarizonae; canaleta 4: S. Derby; 

canaletas 5 e 8: S. Enterica (O:6,7); canaleta 6: S. Livingstone; canaleta 7: S. Ohio; canaletas de 9 a 

15: S. Senftenberg; canaletas 16 e 18: S. Muenster; canaletas 17 e 19: S. Anatum; canaleta 20: 

controle da reação; canaleta 21: L. monocytogenes ATCC 7644, controle negativo. 
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Tabela 3 

 Perfil de sensibilidade a antimicrobianos em isolados de Salmonella spp. provenientes de carcaças bovinas e mão de manipuladores em frigoríficos-matadouros no sul do Rio 

Grande do Sul 

Origem da 
amostra 

Sorovar 

Número 
de 

isolados 
(n:17) 

Percentual de sensibilidade
*
 (%) 

AMP CFX CFL CTX IMP CLO AMI GEN EST NAL CIP TET TRI SUL CAN 

Manipulador S. Diarizonae 1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

Carcaça 
bovina 

S. Derby 1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0 100 0 100 
S. Enterica (O:6,7) 2 50 50 50 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
S. Livingstone 1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
S. Ohio 1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
S.  Senftenberg 7 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
S.  Muenster 2 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
S.  Anatum 2 0 0 0 100 100 100 100 100 50

** 
100 100 100 100 100 100 

*AMP: ampilicilina (10 µg), CFX: cefoxitina (30 µg), CFL: cefalotina (30 µg), CTX: cefotaxima (30 µg), IMP: imipenem (10 µg), CLO: cloranfenicol (30 µg), AMI: amicacina (30 µg), 
GEN: gentamicina (10 µg), EST: estreptomicina (10 µg), NAL: ácido nalidíxico (30 µg), CIP: ciprofloxacina (5 µg), TET: tetraciclina (30 µg), TRI: trimetropim-sulfametoxazol (25 
µg), SUL: sulfanamida (300 µg), CAN: canamicina (30 µg). 
**Resistência intermediária
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3.4 PFGE 

Todos os isolados (17) foram submetidos a genotipagem por PFGE, 

entretanto, em quatro isolados ocorreu a degradação do DNA durante a análise. Dos 

13 isolados analisados, obtiveram-se 8 pulsotipos, aos quais foram atribuídos 

letras/números de P1 a P8. O número de bandas variou entre 10 e 16, com peso 

molecular entre 54,7 kb e 1.135 kb, sendo P1 o pulsotipo com maior predominância, 

onde se agruparam 38,46% dos isolados. Quando se relacionam os pulsotipos com 

os frigoríficos de origem dos isolados, identificam-se três pulsotipos (P1, P2 e P3) 

para o frigorífico A e 5 (P4, P5, P6, P7 e P8) para o frigorífico B (Figura 7). Os 

pulsotipos foram agrupados em 3 grupos, de acordo com o percentual de 

similaridade, e identificados pelas letras A, B e C. No grupo A se encontram 61,54% 

dos isolados e 4 pulsotipos (P1, P2, P3 e P5); no grupo B estão 30,77% dos isolados 

e 3 pulsotipos distintos (P6, P7 e P8); e, no grupo C, se encontra apenas um isolado 

(7,69%) e o pulsotipo P4. O poder discriminatório para a PFGE utilizando a 

endonuclease XbaI foi D=0,86. 
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Figura 7. Dendrograma obtido através da técnida de PFGE indicando a relação genética entre 13 isolados de Salmonella spp. obtidos de carcaças bovinas e mão de 

manipuladores em dois frigoríficos-matadouros da região sul do Rio Grande do Sul. Legenda: Grupo A (P1, P2, P3, P5), Grupo B (P6, P7, P8), Grupo C (P4). PC: ponto 

de coleta, AM: numeração de identificação da amostra, CAR: numeração da carcaça de origem do isolado.  
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4. Discussão 

Foram avaliados 16 isolados de Salmonella spp. provenientes de carcaças 

bovinas em dois frigoríficos matadouros de bovinos da região sul do Rio Grande do 

Sul, Brasil. A amostragem, foi realizada em quatro pontos na linha de abate: após a 

sangria (Ponto 1), após a esfola (Ponto 2), após a evisceração (Ponto 3), e após a 

lavagem pré-resfriamento (Ponto 4), entretanto, apenas no Ponto 1, onde a coleta foi 

realizada no couro do animal, houve presença de Salmonella spp.. Além desses, 

avaliou-se um isolado proveniente das mãos dos manipuladores que exerciam 

atividades na sala de cortes cárneos do Frigorífico com Inspeção Estadual. 

A presença desse micro-organismo imediatamente após o processo de 

sangria demonstra que o couro do animal é um grande veículo deste patógeno para 

dentro da linha de abate. Apesar disso, foi possível verificar que os processos 

realizados durante a esfola, nos dois frigoríficos analisados, estão sendo eficientes 

para o controle da disseminação desse patógeno, tendo em vista que Salmonella 

spp. só foi detectada no Ponto 1. Apenas o frigorífico A estava com a sala de cortes 

cárneos em atividade, na qual foi isolada S. Diarizonae da mão de manipuladores. 

Esse resultado é preocupante por que pode ocasionar contaminação cruzada dos 

produtos finais, causando risco à saúde do consumidor. 

Os 17 isolados de Salmonella spp. identificados pela metodologia 

convencional, foram confirmados por PCR, em nível de gênero. Para tanto, 

utilizaram-se regiões definidas dos genes hilA e invA, verificando-se que todos os 

isolados amplificaram os fragmentos esperados para ambos os genes. O gene hilA 

tem sido muito utilizado na identificação do gênero Salmonella. Resultados similares 

aos deste trabalho foram encontrados por Crᾰciunas et al. (2012), Marathe et al. 

(2012) e Pathmanathan et al. (2003) que utilizaram esta mesma região do gene para 
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a identificação de isolados de Salmonella spp. de diferentes fontes e sorovares e 

obtiveram amplificação em 100% das amostras, confirmando sua especificidade. Da 

mesma forma, o gene invA tem sido utilizado como padrão para identificação de 

Salmonella spp. através da técnica de PCR (Amini et al., 2010; Malorny et al., 2004). 

Resultados semelhantes aos deste estudo foram encontrados por Favier et al. 

(2013), Tafida et al. (2013), Lopes (2011) e Rowlands (2008), que utilizaram este 

mesmo gene na identificação de isolados de Salmonella spp. 

A sorotipificação de salmonelas é uma técnica muito utilizada para a 

discriminação de isolados desse micro-organismo. S. Senftenberg foi o sorovar mais 

prevalente (41,17%), seguido de S. Muenster, S. Anatum e S. Enterica (cada um 

com 11,77%) e, os menos prevalentes foram S. Ohio, S. Derby, S. Livingstone e S. 

Diarizonae, cada um com 5,88%. Esta alta diversidade de sorovares presentes no 

couro dos animais avaliados reflete a diversidade desse micro-organismo presente 

nas propriedades localizadas na região sul do Rio Grande do Sul. 

S. Senftenberg foi o sorovar de maior prevalência, resultado que difere de 

outros estudos. No Brasil, Lopes (2011) e Silva (2011) encontraram, 

respectivamente, S. Infantis e S. Newport como sorovares predominantes ao 

analisarem carcaças bovinas em três pontos da linha de abate. Já estudos 

realizados em outros países, como os de Stevens et al. (2008) e Ghafir et al. (2005), 

detectaram como sorovares prevalentes em carcaça e carne bovina, S. Muenster e 

S. Enteritidis, respectivamente. 

Uma das características importantes que vem sendo estudada em 

patógenos alimentares é a resistência a diferentes antimicrobianos presentes no 

mercado e utilizados na terapêutica veterinária e humana (Graziani et al., 2008; 

Skov et al., 2007). A resistência dos isolados aos antimicrobianos testados foi baixa, 
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pois apenas 4 (23,53%) dos 17 isolados apresentaram resistência. Porém, os 

sorovares S. Anatum, S. Derby e S. Enterica apresentaram resistência a mais de um 

antimicrobiano, o que tem sido descrito em diversos trabalhos realizados com 

Salmonella spp. provenientes de produtos de origem animal (Favier et al., 2013; 

Alemu et al., 2012; Brichta-Harhay et al., 2011; Yan et al., 2010), representando um 

grande problema de saúde pública. Os antimicrobianos mais relacionados a esta 

múltipla resistência pertencem ao grupo dos β-lactâmicos, aminoglicosídeos e 

tetraciclinas que possuem espectros de ação diferentes, mas que são usualmente 

utilizados em tratamentos veterinários e em humanos.  

Outro aspecto de grande relevância na avaliação dos isolados é a 

identificação de suas características e capacidade de virulência. Para tanto, alguns 

genes têm sido utilizados como marcadores de virulência, dos quais, selecionaram-

se os genes sefA, pefA e spvC. sefA está envolvido na expressão de fimbrias 

(Porwolik e McClelland, 2003); pefA é localizado num plasmídio codificando fimbrias 

que auxiliam a adesão celular (Knodler et al., 2009); e  spvC, localiza-se em um 

plasmídio de virulência, sendo envolvido na infecção sistêmica (Paesold et al., 

2002). Em nenhum dos isolados foi possível amplificar os genes testados, o que, 

possivelmente, se deve aos sorovares encontrados neste estudo. Crᾰciunas et al. 

(2012) avaliaram 39 isolados de diferentes sorovares de Salmonella spp., e apenas 

os isolados de S. Enteritidis amplificaram os genes sefA e spvC. Já Bolton et al. 

(2013), avaliaram 29 isolados de Salmonella spp. provenientes de suínos, quanto a 

presença dos genes spvC e pefA, e encontraram amplificação do spvC em 96,56% 

dos isolados, todos S. Typhimurium, não havendo amplificação do gene pefA nos 

isolados. Tamamura et al. (2011) também utilizaram os genes spvC e sefA em 545 
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isolados de S. Typhimurium oriundos de carne bovina no Japão, encontrando a 

presença do gene spvC em 82,94% dos isolados e nenhuma amplificação para sefA. 

A técnica de PFGE é altamente discriminatória para a subtipificação e 

investigação epidemiológica em patógenos alimentares (Lee et al., 2009). Dessa 

forma, utilizou-se essa técnica para se avaliar a relação clonal entre os isolados, 

com o uso da endonuclease XbaI, apresentaram 8 perfis distintos. Apenas dois 

pulsotipos (P1 e P6) agruparam mais de um isolado, sendo os demais constituídos 

por apenas um isolado (perfis únicos), o que demonstra uma variabilidade genética 

entre os isolados avaliados. 

Os isolados 560, 566, 572, 577 e 582, pertencentes ao sorovar S. 

Senftenberg, que estão agrupados no pulsotipo P1, são provenientes de carcaças 

bovinas, do ponto 1 (couro do animal) no frigorífico A e isoladas na 14a coleta. Estes 

isolados foram obtidos em carcaças distintas, entretanto, é digno de nota que os 

animais eram provenientes da mesma propriedade (propriedade IV), indicando que 

este perfil genotípico pode ser predominante naquela propriedade. Neste mesmo 

lote, portanto da mesma propriedade, também foi encontrado o pulsotipo P2, que é 

composto pelo isolado 575 (S. Senftenberg), demonstrando que embora um grupo 

clonal seja predominante naquela propriedade (P1), há diversidade de isolados de S. 

Senftenberg no ambiente e/ou animais. Os isolados 618 e 644, sorovar S. Muenster, 

foram provenientes de carcaças bovinas do frigorífico B, ponto 1 (couro do animal), 

da 19a coleta, cujos animais pertenciam à propriedade V. Esses isolados 

apresentaram-se com o mesmo perfil genotípico (P6), porém, os demais isolados 

provenientes dessa mesma coleta e mesma propriedade, apresentaram-se como 

pulsotipos distintos e únicos. O isolado 612 (S. Senftenberg) formou o pulsotipo P7, 

enquanto os isolados 639 (S. Anatum) e 654 (S. Anatum) produziram os perfis P8 e 
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P5, respectivamente, demonstrando que nesta propriedade, diferentemente da 

propriedade IV, há maior diversidade genotípica de Salmonella spp. É importante 

ressaltar que os pulsotipos P8 e P5 são compostos por isolados do mesmo sorovar, 

porém, apresentam características genotípicas que as diferenciam entre si. 

Foi observado, ainda, que o isolado 287, S. Diarizonae, proveniente da mão 

de um manipulador que atuava na sala de cortes do frigorífico A, obtido na 7a coleta, 

apresentou um pulsotipo único (P3), não compartilhado com nenhum outro isolado 

proveniente do mesmo frigorífico. Salienta-se que como na mesma coleta não houve 

isolamento de Salmonella spp. nas carcaças bovinas, não há como avaliar uma 

possível dispersão deste isolado no frigorífico avaliado.  

A diversidade genética de Salmonella spp. isoladas em carcaças bovinas 

observada neste estudo, também foi relatada por outros autores. Como exemplos, 

os trabalhos de Lopes (2011), no qual 44 isolados de Salmonella spp., provenientes 

de carcaças bovinas em diferentes pontos da linha de abate e de diferentes 

sorovares apresentaram 29 pulsotipos distintos, sendo a maioria composta por um 

ou dois isolados, bem como de Stevens et al. (2008), que avaliaram 78 isolados de 

S. Enterica, provenientes de abatedouros de bovinos, antes do resfriamento em 

câmara fria, e do comércio de Dakar, encontrando 17 perfis genotípicos diferentes. 

Através da análise do dendrograma pode-se observar a existência de 3 

grupos genéticos (A, B e C), sendo A o grupo predominante, agrupando 4 

pulsotipos, contendo 61,54% dos isolados. O grupo B é formado por 3 pulsotipos e 

30,77% dos isolados e, o grupo C, é formado pelo pulsotipo P4 que apresentou a 

menor relação genética entre os demais isolados. 

 

 



51 

 

5. Conclusões 

Foram avaliados dois frigoríficos-matadouros de bovinos da região sul do 

Rio Grande do Sul, Brasil, sendo um com Inspeção Sanitária Federal e outro com 

Inspeção Sanitária Estadual, verificando-se que a ocorrência de Salmonella spp. nas 

carcaças bovinas avaliadas é baixa. O couro é um veículo importante para carrear 

Salmonella spp. para o interior dos frigoríficos, entretanto, a ausência do patógeno 

nas etapas subsequentes do abate, demonstra que os processos realizados nos 

dois frigoríficos analisados, estão sendo eficientes para o controle da disseminação 

desse patógeno na linha de abate. O índice de resistência dos isolados de 

Salmonella spp. aos antimicrobianos testados é baixo, porém, os isolados 

resistentes apresentaram multirresistência. Distintos sorovares de Salmonella spp. 

foram identificados nas carcaças e o perfil de macrorestrição, realizado por PFGE, 

demonstra que há diversidade genética entre os isolados. Levando-se em 

consideração a origem das carcaças, verifica-se que há propriedades em que um 

determinado grupo clonal é prevalente, pois as salmonelas provenientes dos bovinos 

procedentes daquela propriedade rural apresentavam o mesmo pulsotipo, enquanto 

em outras propriedades, verificou-se uma maior diversidade genética, com 13 

isolados pertencendo a 8 perfis diferentes.  O isolado de Salmonella proveniente das 

mãos de manipuladores na sala de cortes cárneos do frigorífico com Inspeção 

Estadual apresentou sorotipo e pulsotipo diferentes dos demais, entretanto, como 

naquela coleta não houve isolamento do micro-organismo nas carcaças bovinas, 

não há como avaliar uma possível dispersão deste isolado no frigorífico avaliado.  
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3  CONCLUSÕES 

 A avaliação de dois frigoríficos-matadouros de bovinos sendo um com 

Inspeção Sanitária Federal e outro com Inspeção Sanitária Estadual, demonstra 

que a ocorrência de Salmonella spp. em carcaças bovinas na região sul do Rio 

Grande do Sul, Brasil, é baixa.  

 O couro do animal é um veículo importante para carrear Salmonella spp. para 

o interior dos frigoríficos, entretanto, a ausência do patógeno nas etapas 

subsequentes do abate, demonstra que os processos realizados nos dois 

frigoríficos analisados, estão sendo eficientes para o controle da disseminação 

desse patógeno na linha de abate.  

 O índice de resistência dos isolados aos antimicrobianos testados é baixo, 

porém, os isolados resistentes apresentaram multirresistência.  

 Não foi detectada a presença dos genes de virulência pefA, sefA e spvC nos 

isolados de Salmonella spp., em função dos sorovares encontrados. 

 Há grande diversidade genética entre os isolados. Levando-se em 

consideração a origem das carcaças, verifica-se que há propriedades em que 

um determinado grupo clonal é prevalente, pois salmonelas provenientes dos 

bovinos procedentes daquela propriedade rural apresentavam o mesmo 

pulsotipo, enquanto em outras propriedades, verificou-se uma maior diversidade 

genética, com 13 isolados pertencendo a 8 perfis diferentes. A maioria dos 

isolados produziu um perfil genético único.  

 O isolado de Salmonella proveniente da mão de manipulador na sala de 

cortes cárneos do frigorífico com Inspeção Estadual apresentou sorotipo e 

pulsotipo diferentes dos demais, entretanto, como naquela coleta não houve 

isolamento do micro-organismo nas carcaças bovinas, não há como avaliar uma 

possível dispersão deste isolado no frigorífico avaliado.  
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ANEXO 1 
 

Informações dos animais nas coletas com presença de Salmonella spp. 
 

Coleta Data Frigorífico Animal* Sexo 
Tipo de 

criação** 

Procedência 

(município) 

7ª 

 

12/10/2010 A 39 M Criação 

extensiva 

Arroio Grande 

40 M Criação 

extensiva 

Arroio Grande 

41 M Criação 

extensiva 

Arroio Grande 

42 M Criação 

extensiva 

Arroio Grande 

8ª 

 

24/11/2010 B 43 M Criação 

extensiva 

Santa Maria 

44 M Criação 

extensiva 

Santa Maria 

45 M Criação 

extensiva 

Santa Maria 

46 M Criação 

extensiva 

Santa Vitória 

47 M Criação 

extensiva 

Santa Vitória 

48 M Criação 

extensiva 

Santa Vitória 

49 M Criação 

extensiva 

Santa Vitória 

50 M Criação 

extensiva 

Santa Vitória 

51 M Criação 

extensiva 

Santa Vitória 

52 M Criação 

extensiva 

Santa Vitória 

9ª 

 

11/01/2011 A 53 F Criação 

extensiva 

Santa Vitória 

54 F Criação 

extensiva 

Santa Vitória 
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55 F Criação 

extensiva 

Santa Vitória 

56 F Criação 

extensiva 

Santa Vitória 

57 F Criação 

extensiva 

Santa Vitória 

58 F Criação 

extensiva 

Santa Vitória 

59 F Criação 

extensiva 

Santa Vitória 

60 F Criação 

extensiva 

Santa Vitória 

14ª 16/08/2011 A 111 F Criação 

extensiva 
Piratini  

112 F Criação 

extensiva 
Piratini  

113 F Criação 

extensiva 
Piratini  

114 F Criação 

extensiva 
Piratini  

115 F Criação 

extensiva 
Piratini  

116 F Criação 

extensiva 
Piratini  

117 F Criação 

extensiva 
Piratini  

19ª 27/03/2012 B 176 M Criação 

extensiva 

Bagé 

177 M Criação 

extensiva 

Bagé 

178 M Criação 

extensiva 

Bagé 

179 M Criação 

extensiva 

Bagé 

180 M Criação 

extensiva 

Bagé 

181 M Criação Bagé 
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extensiva 

182 M Criação 

extensiva 

Bagé 

183 M Criação 

extensiva 

Bagé 

184 M Criação 

extensiva 

Bagé 

185 M Criação 

extensiva 

Bagé 

186 M Criação 

extensiva 

Bagé 

187 M Criação 

extensiva 

Bagé 

* Identificação do animal para análise no laboratório (sequência: 001 – 200). 

** Animais criados por confinamento ou criação extensiva 

 

 

 
 




