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Resumo 

 

BIER, D. Salmonella spp. e Escherichia coli verotoxigênica (VTEC) em carcaças de 
bovinos durante o processamento em abatedouros-frigoríficos. 2016. 113 f./Tese 
(Doutorado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade Federal 
de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2016. 
 

Inicialmente, apresenta-se uma breve revisão sobre a cadeia produtiva e 
microbiológica da carne bovina abordando as características gerais de Salmonella 
spp. e E. coli verotoxigênica e a presença dessas bactérias em carcaças bovinas, 
bem como os métodos de detecção desses patógenos em alimentos. Em seguida, 
relatam-se três trabalhos realizados com 270 amostras provenientes de 90 carcaças 
de bovinos, coletadas em três pontos da linha de abate (após a esfola, lavagem e 
refrigeração), em três abatedouros-frigoríficos exportadores no Estado de Mato 
Grosso do Sul. No primeiro estudo (artigo 1) foi realizada a pesquisa de Salmonella 
spp. nessas carcaças bovinas e avaliação do perfil de sensibilidade das cepas 
isoladas frente aos antimicrobianos. As contaminações das carcaças (n = 90) e 
amostras de carcaças (n = 270) por Salmonella spp. foram 6 (6,7%) e 7 (2,6%), 
respectivamente, e foi detectada em apenas um abatedouro-frigorífico. Todos os 
isolados foram confirmados por PCR e qPCR. A sorologia identificou três sorotipos 
diferentes: Heidelberg, Give e Typhimurium. No entanto, PFGE mostrou um único 
perfil: Typhimurium. As cepas apresentaram 100% de sensibilidade à ampicilina e 
tetraciclina. No segundo estudo (artigo 2), é apresentada a investigação de E. coli 
genérica e verotoxigênica e enumeração dos coliformes termotolerantes, além da 
avaliação do perfil de sensibilidade dos isolados frente aos antimicrobianos. Das 
amostras de carcaças analisadas, 25 (9,3%) foram positivas após a esfola, 14 
(5,2%) após a lavagem e 9 (3,3%) após a refrigeração. Em relação à enumeração de 
coliformes, 145 (53,7%) foram negativas (<3 NMP/mL) para a presença de 
coliformes termotolerantes, e 125 (46,3%) foram positivas, que variaram entre 4 e 
>1100 NMP/mL de coliformes termotolerantes. Os isolados de E. coli apresentaram 
alta sensibilidade a gentamicina e a ciprofloxacina. Nenhuma cepa de E. coli 
apresentou quaisquer um dos genes stx1 e stx2, indicando não serem 
verotoxigênicas. O terceiro estudo (artigo 3) descreve a identificação dos isolados de 
Salmonella spp. e Escherichia coli por espectrometria de massa MALDI-TOF, com o 
objetivo de introduzir essa técnica para incrementar o método tradicional 
microbiológico. Sete isolados bioquimicamente positivos para Salmonella spp. foram 
também classificados como pertencentes ao gênero Salmonella pelo MALDI, e, além 
disso, foram identificados como S. enterica. Quatro isolados apresentaram 
resultados inconclusivos nos testes bioquímicos para Salmonella, por apresentarem 
características fenotípicas não usuais e, foram identificados como pertencentes aos 
gêneros Citrobacter e Proteus. Em relação aos isolados de Escherichia coli, 37 
foram positivos pelos testes bioquímicos para a espécie. A análise por MALDI 
Biotyper mostrou que, conforme esperado, todos os isolados foram classificados no 
gênero Escherichia, enquanto que para a identificação de espécie 30 dos 37 
isolados foram confirmados, ou seja 81,1% dos casos.  
 
Palavras-chave: carne, enterobactéria, matadouro, PCR, PFGE, MALDI-TOF. 



Abstract 

 

BIER, D. Salmonella spp. and Verotoxin-producing Escherichia coli (VTEC) in beef 
carcasses during processing slaughterhouses. 2016. 113 f./Thesis (Doctorate) – 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade Federal de Mato 
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2016. 
 

Initially, we present a brief review of the production and microbiological beef chain 
addressing the general characteristics of Salmonella and verotoxin-producing E. coli 
and the presence of these bacteria in beef carcasses, as well as the methods of 
detection of these pathogens in food. Then three studies are reported, conducted 
with 270 samples from 90 beef carcasses, collected in three slaughter line points 
(after skinning, after washing and after refrigeration) in three slaughterhouses 
exporters in the State of Mato Grosso do Sul. In the first study (Article 1) was 
performed of Salmonella spp. these beef carcasses and evaluation of the profile of 
sensitivity of strains isolated front to antimicrobials. The contamination of carcasses 
(n = 90) and meat samples (n = 270) for Salmonella spp. they were 6 (6.7%) and 7 
(2.6%), respectively, and was only detected in an slaughterhouse. All isolates were 
confirmed by PCR and qPCR. Serology identified three different serotypes: 
Heidelberg, Give and Typhimurium. However, PFGE showed a single profile: 
Typhimurium. The strains showed 100% sensitivity to ampicillin and tetracycline. In 
the second study (Article 2), is presented research of generic and verotoxin-
producing E. coli and enumeration of fecal coliforms, besides the evaluation of the 
sensitivity profile of the isolated front to antimicrobials. Of the samples, 25 (9.3%) 
were positive after skinning, 14 (5.2%) after washing and 9 (3.3%) after cooling. 
Regarding the enumeration of coliforms, 145 (53.7%) were negative (<3 NMP/mL) for 
the presence of fecal coliform, and 125 (46.3%) were positive, ranging from 4 to 
≥1100 NMP/mL of fecal coliforms. The E. coli isolates showed high sensitivity to 
gentamicin and ciprofloxacin. No strain of E. coli showed any one of stx1 and stx2 
genes, indicating not be verotoxigenic. The third study (Article 3) describe the 
identification of Salmonella and E. coli strains by MALDI-TOF to introduce this 
technique for incrementing the traditional microbiological method. Seven isolated 
biochemically positive for Salmonella spp. were also classified as belonging to the 
genus Salmonella by MALDI and, moreover, were identified as S. enterica. Four 
isolates showed inconclusive results in biochemical tests for Salmonella, with 
unusual phenotypic characteristics and were identified as belonging to Citrobacter 
and Proteus genera. Regarding E. coli isolates, 37 were positive by biochemical 
testing for species. Analysis by MALDI Biotyper showed that, as expected, all isolates 
were classified in the genus Escherichia while the species identification for 30 of the 
37 isolates were confirmed, 81.1% of cases. 
 
Keywords: meat, enterobacteria, slaughterhouse, PCR, PFGE, MALDI-TOF. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A carne é um dos alimentos mais importantes da dieta da população e possui 

importância fundamental para a economia do Brasil, que é um grande produtor 

mundial de proteína animal e o maior exportador de carne bovina do mundo (BRASIL, 

2016a). Porém, a carne e seus derivados são considerados um dos principais 

responsáveis pela veiculação de patógenos ao homem (BORCH; ARINDER, 2002; 

RHOADES et al., 2009), ocasionando as chamadas doenças transmitidas por 

alimentos (DTAs).  

No Brasil, segundo dados da Unidade de Vigilância das Doenças de 

Transmissão Hídrica e Alimentar, no período de janeiro de 2007 a junho de 2016, 

foram notificados 6.632 surtos de DTAs, com 118.104 doentes e 109 óbitos. Desses 

surtos, apenas 29,7% tiveram o agente etiológico elucidado, sendo a grande maioria 

causada por bactérias, das quais Salmonella sp. foi o principal agente responsável 

dos surtos, seguido de Escherichia coli e Staphylococcus aureus (BRASIL, 2016b).  

A contaminação dos alimentos promove um enorme impacto social e 

econômico nos países. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), as 

doenças causadas por essa contaminação geram prejuízos estimados de US$ 35 

bilhões por ano nos Estados Unidos, considerando gastos diretos e perda de 

produtividade (WHO, 2007). Segundo dados do Ministério da Saúde, no Brasil, 

durante o período de 1999 a 2004, aproximadamente 3,4 milhões de pessoas foram 

internadas em decorrência das DTAs, gerando um gasto médio anual de 46 milhões 

de reais. As infecções causadas apenas pela bactéria Salmonella spp. provocam 

despesas que chegam a US$ 1 bilhão com custos diretos e indiretos (BRASIL, 

2005). 

A contaminação microbiológica das carcaças bovinas ocorre, principalmente, 

durante o processamento e manipulação, como esfola, evisceração, cortes, 

embalagem, estocagem e distribuição (BORCH; ARINDER, 2002; JAY et al., 2005). 

A esfola é considerada um ponto crítico do abate, devido à possibilidade de 

contaminação da superfície da carcaça com microrganismos presentes na pele, 

pelos e cascos dos animais (LAMBERT et al., 1991). As fezes são consideradas 

uma das principais fontes de contaminação da carcaça, por deposição direta pela 

pele ou por contato indireto (BORCH; ARINDER, 2002). A contaminação cruzada de 
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bactérias patogênicas, por meio de utensílios utilizados na manipulação dos 

alimentos, é também reconhecida como veículo de contaminação ao longo da 

cadeia produtiva da carne e fator importante para o desenvolvimento das doenças 

de origem alimentar (CHEN et al., 2001; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2010). Estudos 

demonstram a contaminação sequencial dos produtos cárneos, por meio da 

transferência de bactérias patogênicas, após a contaminação inicial com diferentes 

níveis de inóculos bacterianos entre diferentes utensílios e equipamentos de 

processamento (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2010; PAPADOPOULOU et al., 2012).  

Segundo a OMS, Salmonella sp. é um dos microrganismos patogênicos de 

maior relevância na carne bovina, sendo sua presença indicativa de risco ao 

consumidor (WHO, 2005). De acordo com a Autoridade Europeia para a Segurança 

dos Alimentos, Salmonella ser. Typhimurium foi o sorovar mais frequentemente 

associado ao consumo de carne de aves, suínos e bovinos contaminados (EFSA, 

2006). Da mesma forma, E. coli O157 verotoxigênica tem sido associada com surtos 

graves e é amplamente reconhecida como um importante patógeno ameaçador 

desde a década de 1980 (DUFFY et al., 2006). Escherichia coli O157 é uma das 

principais bactérias que podem contaminar a carne, e podem ser potencialmente 

transferidos do intestino do animal ou do couro durante o abate (DUFFY et al., 

2006). Além disso, E. coli O157 pode sobreviver por horas ou dias em mãos, panos 

ou utensílios, conduzindo a uma potencial contaminação cruzada em casos de 

incorretas práticas de higiene (CHEN et al., 2001; KUSUMANINGRUM et al., 2003).  

Preocupados com a segurança dos alimentos e considerando o próprio 

animal como principal fonte de contaminação da carne, as empresas implementaram 

programas de qualidade durante os processos de abate como Boas Práticas de 

Fabricação (BPF), Programa de Redução de Patógenos - PRP e o sistema de 

Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle - APPCC (HACCP - Hazard 

Analysis of Critical Control Points) (ALMEIDA, 2001). Porém, mesmo com a 

implantação desses programas de qualidade, é difícil correlacionar os limites de 

contaminação com os impactos possíveis à saúde pública, principalmente em países 

com escassos dados epidemiológicos. 

Visando auxiliar nessa situação, a Organização Mundial do Comércio - OMC, 

por meio do Acordo Sanitário e Fitossanitário, e a OMS, recomendaram a aplicação 

de uma nova ferramenta para avaliar o impacto dos microrganismos contaminantes 
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de alimentos na saúde da população, chamada de Análise de Risco (CODEX 

ALIMENTARIUS, 1999). 

Entretanto, segundo Sant’ana e Franco (2009), na maioria dos países, 

inclusive o Brasil, é difícil realizar a avaliação de risco microbiológico devido às 

inúmeras lacunas existentes, principalmente devido à escassez de dados 

quantitativos e qualitativos dos pontos de contaminação e prevalência dos 

microrganismos patogênicos relevantes na cadeia de produção de carnes. Além 

disso, a baixa prevalência da contaminação do gado por cepas de E. coli produtoras 

de verotoxinas (VTEC), do sorogrupo O157:H7 encontrada em diversos trabalhos 

pode ser devida a amostragens e métodos de detecção inadequados (BROSETA et 

al., 2001). 

Nesse contexto, o monitoramento de microrganismos patogênicos no abate e 

processamento dos produtos de origem animal é necessário para fornecer 

informações quanto às condições sanitárias desse item da cadeia alimentar. Para 

produção e exportação de produtos cárneos de qualidade, é fundamental o 

desenvolvimento de estudos quantitativos e qualitativos relacionados à segurança 

microbiológica. A identificação da presença de microrganismos potencialmente 

patogênicos, como Salmonella e E. coli, nas carcaças de bovino durante as 

operações de abate e nos produtos cárneos, pode contribuir, de forma significativa, 

com a implantação de programas de monitoramento da qualidade e de medidas 

preventivas e, consequentemente, com a redução de riscos à saúde do consumidor. 

 

 

1.1  CADEIA PRODUTIVA E QUALIDADE DA CARNE BOVINA  

 

 

Atualmente, o Brasil é o maior exportador de carne bovina do mundo e está 

nessa liderança desde 2008 (BRASIL, 2016a), somando o volume de exportação, no 

ano de 2015, de 1,4 milhão de tonelada e receita bruta de US$ 5,93 bilhões, valores 

que representam uma participação de 28% do comércio internacional, exportando 

para mais de 170 países em diversas regiões do mundo como América Latina, 

Oriente Médio, Rússia, União Europeia e África (ABIEC, 2016). 



13 

 

 

O aumento das exportações da carne bovina brasileira está diretamente 

relacionado ao desenvolvimento de novas tecnologias para o setor, como 

melhoramento genético, inseminação artificial e sistemas produtivos mais saudáveis 

e sustentáveis, aliado ao rigoroso monitoramento das condições higiênico-sanitárias 

do rebanho.  

Diante desse contexto de crescimento das exportações da carne bovina 

brasileira, Mato Grosso do Sul apresenta participação expressiva. O Estado tem o 

quarto maior rebanho de bovinos do País e está em segundo lugar no número de 

bovinos abatidos, com um abate anual de 3,9 milhões e um peso acumulado das 

carcaças de 849 mil toneladas. No cenário das exportações de carne do país, o 

Estado representa 9,4% do total da carne bovina brasileira, exportando 

principalmente para Hong Kong, China, Egito, Rússia, Irã, Venezuela, Chile, Itália, 

Vietnã e Holanda (BRASIL, 2016a). 

 Nessa significativa participação de Mato Grosso do Sul na produção de carne 

bovina, o Estado conta com um número relevante de plantas frigoríficas, 

cadastradas na categoria matadouro-frigorífico sob o Serviço de Inspeção Federal 

(SIF). De acordo com os dados cadastrados no Sistema de Informações Gerenciais 

do Serviço de Inspeção Federal (SIGSIF), o MS conta com 30 unidades frigoríficas 

para abate de bovinos (SIF) que se distribuem por 22 municípios do Estado. Na 

capital, Campo Grande, encontram-se duas unidades em atividade, sendo uma 

considerada de modelo e referência, estando as demais distribuídas pelo interior 

(SIGSIF, 2016). 

Apesar da expressividade do país na produção e exportação da carne, as 

análises do governo para este segmento referem as demandas sanitárias como os 

principais condicionantes no desenvolvimento da pecuária no Brasil devido a 

diversidade de doenças e dos prejuízos e desdobramentos que elas podem causar e 

pela possibilidade da presença de patógenos na carne bovina. Um exemplo disso foi 

a restrição norte-americana à carne brasileira nos últimos 17 anos, que era focada 

na saúde animal e estava relacionada às questões sanitárias do Brasil (BRASIL, 

2016c). 

A grande variação de mercados importadores estabelece diferentes padrões 

de qualidade e higiene que devem ser atingidos. De maneira geral, a carne 

destinada ao mercado externo deve ser analisada quanto à presença de 

microrganismos deteriorantes e patogênicos, podendo-se limitar a comercialização 
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desses produtos quando não atingidos os critérios microbiológicos estabelecidos 

pelos países importadores. Os sistemas de controle de qualidade utilizam diversos 

microrganismos indicadores, como os aeróbios mesófilos e coliformes, por meio de 

diferentes parâmetros microbiológicos, a fim de verificar a qualidade e inocuidade 

final dos produtos obtidos na produção de carne bovina. Os Estados Unidos, por 

exemplo, determinam a realização diária de testes microbiológicos para pesquisa de 

E. coli e Salmonella spp., enquanto a União Europeia exige a enumeração de 

microrganismos aeróbios mesófilos e enterobactérias, além da pesquisa de 

Salmonella spp. (COMMISSION REGULATION – EU, 2007).  No Brasil, os padrões 

microbiológicos são estabelecidos de acordo com a RDC nº. 12 de 02 de janeiro de 

2001 da Agencia Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) para o comércio interno 

e são seguidos de acordo com o mercado importador para o comércio internacional 

(BRASIL, 2001). Segundo os padrões microbiológicos da ANVISA, a exigência é 

apenas para carnes resfriadas, ou congeladas, in natura, de bovinos (carcaça 

inteiras ou fracionadas, quartos ou cortes), devendo apresentar ausência de 

Salmonella spp. (BRASIL, 2001), não sendo exigido à enumeração de 

microrganismos indicadores de higiene, como E. coli nem coliformes 

termotolerantes. 

Neste ano de 2016, o Brasil assinou um acordo de reciprocidade para 

exportar carne bovina in natura (fresca e congelada) para os Estados Unidos, que 

era esperado desde 1999. Os frigoríficos interessados podem pedir a habilitação ao 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), desde que já atuem 

sob o SIF, sendo o aval dado para o estabelecimento pelos EUA (BRASIL, 2016c). 

Os embarques começaram em setembro desse ano e, até o momento, cinco 

indústrias brasileiras foram habilitadas, sendo dois frigoríficos de Mato Grosso do 

Sul. Até agora, dois contêineres com o produto saíram com destino ao país, sendo 

os dois do Estado. O primeiro deles, foi embarcado no município de Bataguassu, e o 

outro, da capital, Campo Grande (BRASIL, 2016c).  

Os EUA já importavam carne bovina brasileira, porém, apenas industrializada, 

e lideravam o ranking de importação dessa categoria. Apenas de janeiro a junho 

desse ano, foram enviadas mais de 15 mil toneladas, resultando em um faturamento 

de US$ 130 milhões (ABIEC, 2016). Como os Estados Unidos são exigentes e 

servem de referência para o mercado externo, o acordo deve abrir novas portas para 

o produto brasileiro, como o Canadá, o mercado do Japão e o mercado da Coreia.  
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Dessa forma, pesquisas em análises de risco e avaliação dos possíveis 

microrganismos patogênicos que podem ser isolados no abate e no processamento 

da carne são fundamentais para o fornecimento de informações úteis para garantir a 

qualidade e segurança microbiológica da carne, cumprir os padrões internacionais, 

garantir a posição do Brasil como maior exportador de carne bovina do mundo, além 

de assegurar um produto inócuo para o consumidor. 

A qualidade dos produtos cárneos pode ser estimada por meio da pesquisa 

de diversos indicadores, como os aeróbios mesófilos e os coliformes. A enumeração 

desses indicadores fornece uma estimativa da população geral de microrganismos 

que estão presentes nos alimentos, e altos níveis de contaminação estão associados 

à baixa qualidade (GILL et al., 1998; JAY et al., 2005), e à maiores chances de 

contaminação por patógenos como Salmonella e E. coli (FRANCO; LANDGRAF, 

2008). A pesquisa desses patógenos frequentemente associados à carne bovina é 

fundamental para garantia da segurança microbiológica de produtos cárneos e para 

evidenciar os riscos que estes produtos podem representar para os consumidores.  

O modo mais eficiente de se reduzir a contaminação e o desenvolvimento 

microbiano é o estabelecimento de programas preventivos de controle de qualidade 

como BPF e APPCC, que são validados por meio da pesquisa de microrganismos 

indicadores de higiene, que verificam as práticas inadequadas de processamento e a 

presença de patógenos e microrganismos causadores de deterioração (JAY et al., 

2005). 

 

 

1.2 CARACTERÍSTICAS GERAIS DE Salmonella spp. 

 

 

O gênero Salmonella pertence à família Enterobacteriaceae e é composto por 

bacilos Gram-negativos, que medem de 0,7 a 1,5 µm de largura por 2 a 5 µm de 

comprimento. Apresenta uma taxonomia complexa com vários sistemas empregados 

para seu estudo. A nomenclatura e classificação do gênero sofreram várias 

modificações durante o decorrer dos anos, sendo mais aceita a classificação 

baseada nos estudos de hibridação do DNA, dividindo o gênero em duas espécies: 

S. enterica e S. bongori (LE MINOR; POPOFF, 1987; POPOFF; LE MINOR, 2005). 
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Salmonella enterica é dividida em seis subespécies, definidas por suas 

características bioquímicas e antigênicas, expressas por nomes e algarismos 

romanos: enterica (I), salamae (II), arizonae (IIIa), diarizonae (IIIb), houtenae (IV) e 

indica (VI) (POPOFF; LE MINOR, 2005, GRIMONT; WEILL, 2007).  

O gênero contém atualmente 2579 sorovares, identificados com base na 

caracterização dos antígenos somáticos (O) e flagelares (H), segundo esquema 

descrito por Kauffmann-White (GRIMONT; WEILL, 2007). De cinco em cinco anos, 

este esquema é revisado pelo Centro Colaborador para Referência e Pesquisa em 

Salmonella da Organização Mundial da Saúde (Instituto Pasteur, Paris, França) 

(POPOFF; LE MINOR, 1997; GRIMONT; WEILL, 2007). 

A patogenicidade de Salmonella spp. depende de vários fatores de virulência, 

como plasmídeos, toxinas, fimbrias e flagelos. Os fenômenos envolvidos na 

virulência desse microrganismo ainda não são totalmente esclarecidos, mas sabe-se 

que a maioria dos genes de virulência está agrupada em regiões específicas do 

cromossomo da bactéria, designadas de ilhas de patogenicidade ou, em inglês, de 

Salmonella Pathogenicity Island – SPI. Sugere-se que esses genes tenham sido 

adquiridos de outros gêneros bacterianos por transferência horizontal (OHL; 

MILLER, 2001, VAN ASTEN; VAN DIJK, 2005), podendo ter levado ao aumento da 

patogenicidade da Salmonella. Um total de doze ilhas de patogenicidade diferentes 

(denominadas SPI-1 a SPI-12) já foram descritas, associados com a capacidade de 

invasão da célula hospedeira e patogênese intracelular (PLYM-FORSHELL; 

WIERUP, 2006).  

A ocorrência de surtos associados a Salmonella spp. aumenta 

consideravelmente com o decorrer dos anos, tanto em países desenvolvidos como 

nos países em desenvolvimento. Espécies desse gênero são os patógenos mais 

frequentemente associados às doenças de origem alimentar, em países como: 

Áustria (MUCH et al., 2009); Brasil (JAKABI et al., 1999; TAVECHIO et al., 2002; 

GEIMBA et al., 2004; NADVORNY et al., 2004; VAN AMSON et al., 2006); Estados 

Unidos (GERNER-SMIDT; WHICHARD, 2007); Espanha (DOMÍNGUEZ et al., 2007); 

Inglaterra e Gales (HUGHES et al., 2007); Japão (KUBOTA et al., 2008), e outros 

(GREIG; RAVEL, 2009). 

As espécies de Salmonella infectam os hospedeiros por contaminação fecal-

oral. Elas resistem a ambientes com baixo pH, como o estômago e, podem invadir 

vários sítios do epitélio intestinal. A disseminação do patógeno no organismo é 
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facilitada por sua capacidade de multiplicação dentro dos macrófagos, pelo 

transporte por meio do sistema retículo-endotelial (FOLEY; LYNNE, 2008).   

Os sintomas associados às salmoneloses incluem dor abdominal, diarreia, 

vômito e febre (D’AOUST; MAURER, 2007), ocorrendo, em média, 12 a 36 horas 

após o consumo do alimento contaminado. A dose infectante e o período de 

incubação podem variar, principalmente, em relação ao sorovar envolvido, oscilando 

entre 105 a 108 células bacterianas, entretanto, em pacientes imunocomprometidos, a 

dose pode ser ≤ 103 células (BRASIL, 2011). Salmonella multiplica-se em 

temperatura que varia de 5 ºC à 45 ºC, e apresentam a temperatura ótima de 

crescimento em torno de 37 ºC e o pH ótimo de 7,5, com variação de 4,5 a 9,0 

(VARNAM, 1991). 

Na maioria das vezes, o quadro diarreico é moderado e sem a presença de 

sangue, mas, em alguns casos, pode ocorrer tenesmo e sangue nas fezes (FOLEY; 

LYNNE, 2008). Infecções por Salmonella spp. podem ser graves, sobretudo em 

crianças, idosos e imunossuprimidos, que podem apresentar infecções extra 

intestinais como septicemia, osteomielite, pneumonia, além de outras enfermidades 

(D’AOUST; MAURER, 2007). A doença é autolimitada na maioria dos casos, porém 

o tratamento com antibióticos pode ser indispensável em casos graves (FOLEY; 

LYNNE, 2008).  

 

 

1.3 Salmonella spp. E A CONTAMINAÇÃO DA CADEIA DE PRODUÇÃO DA 

CARNE  

 

 

A contaminação da cadeia de produção de animais com Salmonella spp. pode 

ocorrer por meio da água, ração, entrada de outros animais infectados no rebanho e 

até mesmo por animais silvestres. Durante o abate, pode ocorrer a contaminação de 

carcaças pelo contato com microrganismos presentes na pele, pelos e cascos dos 

animais ou com material do trato intestinal durante a esfola, evisceração, cortes, 

embalagem, estocagem e distribuição da carne (LAMBERT et al., 1991; BORCH; 

ARINDER, 2002; JAY et al., 2005). A contaminação de carcaças é a principal causa 

de infecções humanas de origem alimentar (PLYM-FORSHELL; WIERUP, 2006). Em 

alguns países, a carne suína e seus derivados são considerados as principais fontes 
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de Salmonella spp., superados apenas pelos produtos de origem avícola. A 

contaminação de aves e suínos com a bactéria pode ocorrer antes do 

processamento e também pela contaminação cruzada durante o processamento (LO 

FO WONG et al., 2002).  

A prevalência de Salmonella spp. na carne bovina é bastante variável e 

depende de inúmeros fatores, como: condições climáticas, tipo de manejo, 

condições de abate e de armazenamento e transporte das carcaças. A ocorrência do 

microrganismo nas fezes de bovinos pode ser baixa (0,2% a 5,5%), porém, amostras 

da pele desses animais já demonstraram prevalências de até 91% (BOSILEVAC et 

al., 2009; RHOADES et al., 2009). Na carne moída de bovinos, as ocorrências de 

espécies de Salmonella variam de 0,4 a 4% (RHOADES et al., 2009). Contaminação 

cruzada e práticas incorretas de higiene alimentar estão frequentemente associadas 

a contaminação pelo agente em carne bovina, dificultando principalmente a 

identificação da fonte primária de infecção (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2010).  

Inúmeros estudos demonstraram a presença de Salmonella na carne bovina, 

com diferentes resultados encontrados. Diversos trabalhos mostram baixa 

prevalência da bactéria na carne, como o estudo realizado na Austrália sobre a 

qualidade da carcaça e da carne desossada que avaliou 1.275 amostras coletadas 

de estabelecimentos exportadores e que forneciam carne para o mercado interno, 

sendo detectada a presença de Salmonella em 0,2% das carcaças e em 0,1% das 

carnes desossadas. (PHILLIPS et al., 2001). Em um trabalho realizado na Irlanda do 

Norte com 200 carcaças de bovinos, foram encontradas apenas três amostras 

positivas para a enterobactéria (MADDEN et al., 2001). Ao analisarem 1002 

amostras de carne moída de bovinos abatidos no Canadá, Sorensen et al. (2002) 

encontraram 13 (1,3%) positivas para Salmonella spp. 

 Porém, alguns trabalhos demonstram uma prevalência bastante aumentada. 

Avaliando dois abatedouros em Botsuana, na África, Motsoela et al. (2002) 

encontraram prevalência de Salmonella spp. de 28% em 250 amostras e 23% em 

300 amostras. Na pesquisa realizada por Brichta-Harhay et al. (2007) em 

abatedouros - frigoríficos nos Estados Unidos para verificar a eficácia dos métodos 

de detecção e enumeração de Salmonella, tanto em carcaças quanto em pele 

bovina, foram encontradas pelo método de detecção, prevalência de Salmonella de 

49,8% (757) para carcaças e de 89,6% (2721) para o couro dos animais. 
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A União Europeia constatou que salmonelose foi a segunda mais importante 

zoonose em 2005, com uma incidência de 38,2 casos por 100.000 habitantes. 

Carnes e produtos cárneos foram importantes fontes dessa contaminação 

(NORRUNG; BUNCIC, 2008). Os sorovares de Salmonella responsáveis pelas 

enfermidades são na sua maioria pertencentes à espécie S. enterica subsp. enterica. 

Os sorovares mais comuns associados às infecções humanas são S. Enteritidis e S. 

Typhimurium (GALANIS et al., 2006), porém, variam de acordo com a região 

estudada. Em alimentos, o sorovar mais frequentemente isolado é S. Enteritidis 

(TAVECHIO et al., 1996; MÜRMANN et al., 2009).  

Dados do isolamento de cepas de Salmonella spp, no período de 2000 a 

2004, compilados de diversos países participantes do programa da OMS para 

reduzir a gravidade de enfermidades transmitidas por alimentos, o WHO Global 

Salm-Surv, demonstraram que o sorovar mais comum isolados de humanos foi S. 

Enteritidis e em amostras não humanas, S. Typhimurium (GALANIS et al., 2006). 

 

 

1.4 CARACTERÍSTICAS GERAIS DE Escherichia coli  

 

 

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa, não esporulada, pertencente 

à família Enterobacteriaceae. Faz parte da microbiota do trato digestivo de 

mamíferos e aves. Porém, algumas cepas dessa espécie possuem potencial 

patogênico e causam distintas síndromes diarreicas, sendo divididas em diferentes 

grupos com base nas características clínicas e epidemiológicas distintas, 

propriedades virulentas específicas e associações com certos sorotipos. Os grupos 

virulentos reconhecidos são: E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli 

enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterohemorrágica 

(EHEC) ou verotoxigênica (VTEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli 

difusamente aderente (DAEC) (SCALETSKY et al., 1984; NATARO; KAPER, 1998; 

TENG et al., 2004; VIDAL et al., 2005). Há também sorotipos não diarreiogênicos, 

que causam infecções extra intestinais (ExPEC) (RUSSO; JOHNSON, 2000), 

septicemia e meningite (MNEC) e infecções extra-intestinais em unidades de 

tratamento intensivo (UPEC) (KAPER et al., 2004; CAPRIOLI et al., 2005). 
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Desses diferentes tipos de E. coli patogênicas, a cepa verotoxigênica (VTEC) 

ou enterohemorrágica (EHEC) é considerada um dos patógenos mais importantes, 

por serem encontradas no trato digestivo de bovinos e causarem enfermidades 

graves em seres humanos. E. coli verotoxigência, particularmente dos sorogrupos 

O157:H7, responde por milhares de casos de diarreia aquosa sanguinolenta com 

desenvolvimento da colite hemorrágica e Síndrome Hemolítica Urêmica (SHU), 

principalmente nos Estados Unidos, Canadá, Reino Unido, Europa e Japão 

(HOLFINGER et al., 1998; MORABITO et al., 1998; SILVA et al., 2001; IRINO et al., 

2002; GUTH et al., 2003).   

A linhagem enterohemorrágica de E. coli produz duas enterotoxinas 

responsáveis pelas manifestações clínicas, denominadas SLT-I e SLT-II (Toxina 

Shiga Like), também conhecidas como Verotoxinas (VT-1 e VT-2) e toxina de Shiga 

(Stx-1 e Stx-2), que são toxinas potentes, codificados pelos genes stx1 e stx2, 

semelhante à toxina Shiga produzida pela Shigella dysenteriae (STROCKBINE et al., 

1988; JAY et al., 2005). Essas shigatoxinas (Stx) são os fatores de virulência 

essenciais na patogênese de EHEC. Além dessas duas toxinas, outros fatores de 

virulência importantes são: a adesina intimina, codificada pelo gene cromossomal 

eaeA (E. coli attachment effacement), essencial para adesão da bactéria às células 

intestinais e colonização do organismo hospedeiro (KAPER et al., 1998; JAY et al., 

2005), a enterotoxina EAST codificada pelo gene cromossomal ast e uma 

enterohemolisina (EHEC-Hly ou Ehx), codificada pelo gene hly, também denominado 

por alguns autores de gene ehxA, causadora de hemólise, produzida pela maioria 

das EHEC isoladas de casos de colite hemorrágica e SHU (LEVINE, 1987; 

NATARO; KAPER, 1998; COOKSON et al., 2002). Apesar dessa forte associação 

entre a produção de enterohemolisina e de Stx com a colite hemorrágica e a SHU 

(SCHMIDT et al., 1995), o papel da enterohemolisina na patogenicidade das cepas 

portadoras ainda não está elucidado (MAINIL; DAUBE, 2005; SAITOH et al., 2008). 

Diversos estudos demonstram que E. coli O157 é o principal agente etiológico 

em casos de diarreia associada à síndrome urêmica hemolítica, uma das principais 

causas de insuficiência renal aguda em crianças (CHANG et al.; 2004) e que esse é 

o principal sorotipo produtor de toxinas Shiga, causando aproximadamente 73.480 

casos de infecção e 61 mortes a cada ano nos EUA (RAZZAQ, 2006).  

VTEC é isolada nas fezes de muitos animais, incluindo ruminantes (bovinos, 

ovinos e bubalinos) e não ruminantes (equinos, caninos e suínos) (RIVAS et al., 
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2008). A maioria dos casos e dos surtos causados por essa linhagem de E. coli tem 

sido atribuída ao consumo de carne bovina e suína (STEPHAN; SCHUMACHER, 

2001; IRINO et al., 2004).  

Vários alimentos já foram incriminados em surtos de VTEC, como leite cru, 

produtos cárneos fermentados, queijos, sucos não pasteurizados, frutas e vegetais 

(GYLES, 2007; KARMALI et al., 2009), entretanto o maior risco está associado ao 

consumo de carne bovina (NATARO; KAPER, 1998; KARMALI et al., 2009).  

Os bovinos são considerados os principais transmissores e veiculadores de 

VTEC, pois, dificilmente apresentam sintomas, e eliminam os microrganismos 

continuamente pelas fezes, contaminando o ambiente e os alimentos produzidos 

(PHILLIPS, 1999). A transmissão para seres humanos pode ocorrer por contato 

direto com bovinos infectados, ou por consumo de alimentos e água contaminados, 

sendo esta última a forma mais comum associada aos casos e surtos de infecções 

(SYNGE, 2000; JAY et al., 2005).  

Diferentes quadros clínicos são observados em seres humanos decorrentes 

da infecção por VTEC: quadros de diarreia, sem ou com presença de sangue (colite 

hemorrágica), cujo período de incubação é de 3 a 4 dias podendo durar 5 a 10 dias, 

e serem acompanhados de dores abdominais, febre baixa e vômito. A Síndrome 

Hemolítica Urêmica, caracterizada por manifestações de insuficiência renal aguda, 

trombocitopenia e anemia hemolítica (LÓPEZ et al., 2000), apresenta uma taxa de 

mortalidade entre crianças de 5% (RIVAS et al., 2006).  

No Brasil, a frequência de infecções humanas causadas por VTEC é baixa, 

porém, as cepas de E. coli verotoxigênicas têm sido detectadas, principalmente, em 

amostras de fezes de bovinos (CERQUEIRA et al., 1999; LEOMIL et al., 2003; 

AIDAR-UGRINOVICH et al., 2007; FARAH et al., 2007; TIMM et al., 2007) e 

carcaças de bovinos (RIGOBELO et al., 2008).  

 

 

1.5 Escherichia coli verotoxigênica (VTEC) EM CARCAÇAS BOVINAS 

 

 

Diversos estudos demonstram a presença de EHEC O157:H7 em produtos 

cárneos bovinos, com grande variação de prevalências. Em um estudo realizado ao 

longo de um ano na Inglaterra, os autores isolaram E. coli O157 em 12,9% dos 
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bovinos, 1,4% das carcaças e em 0,44% dos produtos cárneos (CHAPMAN et al., 

2001).  Na Suíça, no estudo realizado por Fantelli e Stephan (2001), isolou-se cepas 

de E. coli, que apresentavam os genes produtores de Shiga toxina, stx1 e stx2, em 

2,3% de amostras de carne picada. Carney et al. (2006), relatam o isolamento de 

VTEC, apresentando importantes genes associados à patogenicidade, em 2,4% das 

amostras de cortes bovinos analisadas. Em estudo realizado no Brasil e Argentina, a 

maioria dos isolados de E. coli verotoxigênicas apresentaram o gene stx2 (GUTH et 

al., 2003). Na Itália, um estudo realizado por Alonso et al. (2007), detectou 24% de 

positividade para E. coli O157:H7 em amostras de fezes de bovinos abatidos e 11% 

nas carcaças durante o abate.  

Em alguns estudos, porém, não se isolou E. coli O157:H7 em nenhuma das 

carcaças bovinas e produtos cárneos analisados, como aqueles conduzidos por 

Madden et al. (2001), na Irlanda do Norte, e por Silva et al. (2001), no Brasil. Essas 

baixas prevalências ou ausência de isolamento são explicadas por vários autores, 

que analisaram criticamente os resultados de 26 estudos epidemiológicos publicados 

sobre a prevalência da contaminação do gado por cepas de E. coli produtoras de 

verotoxinas (VTEC), do sorogrupo O157:H7, argumentado que a prevalência dos 

valores inferidos foi, provavelmente, subestimada devido a amostragens e métodos 

de detecção inadequados (BROSETA et al.,2001). 

 

 

1.6 MÉTODOS DE DETECÇÃO DE Salmonella e Escherichia coli verotoxigênica 

 

 

1.6.1 Métodos de detecção de Salmonella spp. 

 

Os métodos convencionais de detecção de Salmonella em alimentos são 

ainda considerados como oficiais em diversos países (APHA, 1992; ISO, 2002; FDA, 

2014) e no Brasil (BRASIL, 2003). A metodologia oficial disponível para detecção de 

Salmonella em carcaças de bovinos pelo método microbiológico tradicional envolve 

etapas de cultura onerosas e bastante trabalhosas, e necessitam de até sete dias 

para a confirmação dos resultados. Além disso, esses métodos tradicionais são 

propensos a erros.  
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Nessa metodologia tradicional, são necessárias as etapas de pré-

enriquecimento, enriquecimento seletivo, plaqueamento seletivo diferencial e 

confirmação bioquímica e sorológica. Essas etapas servem para aumentar a 

recuperação das células nos alimentos que possuem microbiota competitiva, células 

em número reduzido ou injuriadas (BAGER; PETERSEN, 1991; RALL et al., 2005).  

Os testes bioquímicos permitem a identificação a partir do perfil metabólico do 

isolado. Porém, de acordo com Marin et al. (2006), as propriedades fenotípicas pelas 

quais as salmonelas são identificadas podem não ser expressas, e quando são, 

podem ser de difícil interpretação e classificação. Além disso, existe possibilidade de 

reações falso-negativas, devido à ação de fatores ambientais sobre a expressão 

gênica, além do risco de interpretações errôneas, quando se utiliza um número 

limitado de testes. E, se aumentar o número desses testes bioquímicos, haverá um 

acréscimo no custo da análise (FARBER et al., 2001; MARIN et al., 2006; 

SETTANNI; CORSETTI, 2007). 

Métodos de diagnóstico rápidos são necessários em indústria de alimentos, 

principalmente de origem animal, que geralmente contém uma vida de prateleira 

curta, visando diminuir a perda econômica com alimentos retidos e recolhidos.  

 Diversos métodos rápidos para detecção de Salmonella são comercialmente 

disponíveis e podem ser divididos em várias categorias, como procedimentos 

convencionais adaptados ou modificados, ensaios baseados em imunologia, e 

ensaios baseados em ácidos nucleicos. Destes métodos, ELISA (do inglês, Enzyme 

Linked Immuno Sorbent Assay) e PCR (do inglês, Polymerase Chain Reaction) 

mostram especificidade e sensibilidade comparável aos métodos convencionais. A 

sensibilidade e especificidade destes métodos dependem, em grande parte, da 

microflora do produto, matriz da amostra, presença de células não cultiváveis, e 

substâncias inibidoras como gorduras, proteínas, polissacarídeos, metais pesados, 

antibióticos e compostos orgânicos (LEE et al., 2015). 

 A aplicação da PCR na detecção de Salmonella em alimentos contaminados 

pode ser uma estratégia eficiente, rápida e precisa (HASSAN et al., 2004). As 

vantagens desta técnica se dão pela rapidez dos resultados, precisão e 

sensibilidade do teste (BENNETT, 1998). Diversos trabalhos demonstram que a 

PCR é mais sensível que o método convencional (BENNETT et al., 1998, 

LÕFSTROM, 2004; MYNT et al., 2006), e não é vulnerável a reações atípicas e não 
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depende de variações fenotípicas, evitando, assim, as interpretações falso-negativas 

na técnica microbiológica (HOORFAR et al. 1999). 

A utilização de PCR na detecção direta de bactérias em alimentos é bastante 

descrita (AGARWAL et al., 2002; MYINT et al., 2006; CHEN et al., 2012) e sua 

introdução nesse contexto forneceu uma alternativa viável aos métodos 

convencionais de cultura (MALORNY et al., 2003a). 

Ensaios de PCR e os métodos de cultura padrão na detecção de Salmonella 

em alimentos foram demonstrados como equivalentes (CROCI et al., 2004; 

LÖFSTRÖM et al., 2008). A PCR mostrou uma capacidade de detecção dessa 

bactéria em baixa concentração, após tempos de enriquecimento mais curtos do que 

outros ensaios (LEE et al., 2015). Porém, a maioria dos trabalhos que determinam 

sensibilidade e especificidade da PCR para detecção de Salmonella utilizam 

amostras artificialmente contaminadas (AABO et al., 1993; AGARWAL et al., 2002; 

WANG & YEH, 2002; UYTTENDAELE et al., 2003). As bactérias nessas condições 

diferem das naturalmente contaminadas, pois, essas últimas são expostas a 

diversas condições, como microbiota competidora e injúrias decorrentes de 

transporte, estocagem e processamento (D’AOUST et al., 1992). 

Existem, porém, diversos estudos que mostram a melhor capacidade de 

detecção dos métodos convencionais de cultivos quando comparados à PCR em 

amostras de campo. Num estudo realizado por Gouvêa et al. (2012), tanto o método 

convencional quanto a PCR foram capazes de detectar Salmonella spp. em 

amostras contaminadas artificialmente, porém, nas amostras de campo somente 

pelo método convencional foi possível a detecção de Salmonella spp. Dessa mesma 

forma, Dickel (2005) comparando as técnicas de PCR e ELISA com o método 

convencional para detecção de S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Gallinarum e S. 

Pullorum em carne de frango, obteve melhor resultado com a PCR, quando as 

amostras foram contaminadas artificialmente. Porém, quando testadas a campo, em 

três tipos de matadouros, o método convencional obteve melhor desempenho, 

seguido de ELISA e da PCR, com menor percentual de recuperação.  

Nas amostras a campo, pode ocorrer número superior de bactérias 

competitivas comparadas a amostras artificialmente contaminadas. Além disso, pode 

ocorrer uma extração de DNA menos efetiva devido a agregamentos ou sequestro 

celulares. E, também, a presença de agente inibidores de PCR, como sais biliares, 
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bilirrubina, hemoglobina, ureia, polissacarídeos e fezes, podem comprometer os 

resultados (D’AOUST et al.,1992; LEE et al., 2015)  

Outros estudos, porém, demostram que a frequência de detecção de 

Salmonella spp. pela PCR é equiparada a frequência obtida pelo método 

convencional. Esta relação pode ser influenciada pelo uso de amostras pré-

enriquecidas na PCR (OLIVEIRA et al., 2003; CROCI et al., 2004). Entretanto, 

quando se comparara o método convencional com a PCR a partir de amostras pré-

enriquecidas e amostras enriquecidas, a PCR só tem resultados melhores do que a 

metodologia convencional quando realizada de amostras enriquecidas (OLIVEIRA et 

al., 2003; MYINT et al., 2006). 

 Conforme descrito por Lee et al. (2015), os limites de sensibilidade e de 

detecção dos métodos podem ser melhorados por técnicas de preparação de 

amostras e de purificação adicionais, como por exemplo, o pré-enriquecimento e 

enriquecimento da amostra. Esses autores descrevem que o enriquecimento usando 

água peptonada tamponada (APT) para os métodos baseados em PCR oferece uma 

alternativa rápida ao método de cultura padrão para a identificação de Salmonella 

spp. (LEE et al., 2015). 

Porém, muitas desvantagens são pontuadas para utilização da PCR como 

rotina laboratorial: incapacidade em diferenciar células vivas e mortas, presença de 

inibidores da reação, complexidade do método, alto custo de investimento inicial, em 

equipamentos e reagentes, e a falta de legislação por parte dos órgãos oficiais que 

padronize e valide essa técnica (FARBER et al., 2001; MALORNY et al., 2003b; 

MARIN et al., 2006).  

A IN 62 de 26 de agosto de 2003 do MAPA, que determina os métodos 

oficiais para análise microbiológica de alimentos de origem animal e água, refere que 

métodos moleculares podem ser utilizados para identificação de Salmonella spp., 

porém, não descreve esses métodos e indicam apenas quando os testes 

convencionais apresentarem resultados duvidosos (BRASIL, 2003).  No Brasil, a IN 

41, de 7 de junho de 2004 do MAPA oficializou um ensaio de PCR para detecção de 

Salmonella spp. em amostras de alimentos como método alternativo (BRASIL, 

2004).  

Além da PCR, nos últimos anos, a validação e padronização de protocolos de 

PCR em tempo real (qPCR) têm sido relatados, a fim de facilitar a aplicação de 
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métodos mais rápidos para a detecção de patógenos de origem alimentar 

(DELIBATO et al., 2014). 

A utilização da reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) para a 

pesquisa de microrganismos em alimentos tem obtido muito sucesso na identificação 

rápida e de vários patógenos simultaneamente (CHEN et al., 2012). O uso de qPCR 

oferece vantagens, quando comparada com a bacteriologia clássica, em termos de 

acurácia, velocidade, limite de detecção, automatização e, algumas vezes, custo. 

Entretanto, da mesma forma que a PCR convencional, existem desafios associados 

com o uso da qPCR, como a detecção de baixos níveis de patógenos 

contaminantes, a baixa habilidade para diferenciar células mortas de viáveis e a 

ocorrência de componentes inibitórios da reação (IBRAHIM et al., 2014). Esses 

desafios podem ser superados utilizando caldos de enriquecimentos (CHEN et al., 

2012). 

A utilização de sequências características dos microrganismos alvos revela a 

alta especificidade desses testes. Os genes mais frequentemente utilizados para a 

detecção específica de Salmonella incluem: invA (gene da invasão proteica), fimA 

(gene que codifica a maior subunidade fimbrial), spv (gene da virulência), stn (gene 

da enterotoxina), fliC (gene da flagelina) e hilA (ativador transcricional do gene da 

invasão) (IBRAHIM et al., 2014).  

Outro grande avanço na detecção de patógenos em alimentos pode ser o uso 

de estudos proteômicos para diagnóstico rápido, por meio da utilização da 

espectrometria de massa para caracterização de microrganismos. Esse método vem 

se tornando uma ferramenta importante para identificação bacteriana (FUJITA et al., 

2005; TERAMOTO et al., 2007; ILINA et al, 2009; SCHULTHESS et al., 2016). A 

técnica de espectrometria de massas (Mass Spectrometry - MS) com fonte de 

ionização e dessorção a laser assistida por matriz (Matrix Assisted Laser Desorption/ 

Ionization - MALDI) e analisador de massas do tipo tempo-de-voo (Time of Flight - 

TOF) permite a reprodutibilidade de espectros, podendo comparar o espectro de 

massas, obtido em poucos segundos, com os de referência de cepas conhecidas, 

podendo proporcionar a detecção do patógeno com mais rapidez do que os métodos 

convencionais (SIUZDAK, 2006).  

A espectrometria pode ser outro método alternativo aos métodos 

convencionais. Nagy et al. (2009), trabalhando com espécies de Bacterioides, 

relataram que o poder de discriminação e identificação por MALDI-TOF MS foi 
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superior aos testes bioquímicos. Além disso, a identificação por MALDI-TOF 

apresenta resultados bastante semelhantes aos que se baseiam no sequenciamento 

de DNA (TERAMOTO et al., 2007). 

Por ser um patógeno frequentemente associado a toxinfecções alimentares, a 

tipificação de Salmonella é uma ferramenta epidemiológica que permite a 

caracterização dos isolados, sendo capaz de agrupar as cepas com resultados 

idênticos (OLSEN et al., 1993; LIU et al., 2011). Isso é importante para se 

estabelecer a relação clonal entre os isolados, identificando, assim, a possível fonte 

do patógeno ao longo da cadeia produtiva e, permitindo o estabelecimento de 

medidas de controle e prevenção de doenças.  

A sorotipagem analisa as expressões do genótipo em um determinado 

momento, porém, os marcadores fenotípicos podem não ser expressos de forma 

estável em qualquer condição (FARBER, 1996). Dessa forma, a aplicação de outras 

técnicas de tipificação torna-se fundamental para melhorar a diferenciação das 

cepas analisadas, como os métodos genotípicos, que minimizam as desvantagens 

da sorologia por meio da análise da genética microbiana.  

Uma técnica bastante utilizada para a subtipificação é a eletroforese em 

campo pulsado, do inglês, Pulsed-field gel electrophoresis – PFGE, que é baseada 

no genótipo do microrganismo, minimizando as desvantagens da sorologia. Diversos 

trabalhos que utilizaram PFGE em isolados de Salmonella demonstraram o alto 

poder discriminatório da técnica em detectar a diversidade das cepas (PERRON et 

al., 2007; XIA et al., 2009). Em um estudo realizado por Mürmann et al. (2008) com 

cepas de Salmonella de diferentes surtos alimentares, estes encontraram um único 

padrão no PFGE e demonstraram a relação clonal entre as cepas, auxiliando na 

elucidação da origem dos casos. As bactérias isoladas de um mesmo surto ou 

epidemia devem apresentar padrões idênticos na análise por PFGE, enquanto que 

as bactérias sem relação epidemiológica devem apresentar baixa similaridade de 

perfis gerados pela técnica (TENOVER et al., 1995). 

 

1.6.2 Métodos de detecção de Escherichia coli verotoxigênica 

 

Os métodos convencionais de detecção de E. coli verotoxigênica diferem da 

detecção de E. coli genérica, pois as cepas produtoras de verotoxinas não 

fermentam o sorbitol em ágar McConckey Sorbitol (SMAC) (ADAMS; MOSS, 2008). 
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Além disso, necessitam de enriquecimento inicial para alcançar uma concentração 

mínima para a detecção e o isolamento deve ser feito com meios seletivos. Da 

mesma forma que para a detecção de Salmonella, os métodos convencionais são 

bastante trabalhosos e demorados, levando de 5 a 7 dias para a obtenção dos 

resultados, uma vez que, após o isolamento de colônias típicas, deve ser realizado 

vários testes bioquímicos, além de sorológicos, para identificação e confirmação de 

E. coli verotoxigênica (SILVA et al., 2006). Além disso, essa metodologia está sujeita 

a ocorrência de falsos positivos, principalmente com E. hermanni que pode ser 

isolada de fezes e alimentos e também é sorbitol negativa em SMAC, podendo 

causar erros de interpretação (BORCZYK et al., 1987). 

Uma alternativa para isso seria a adição de cefixime e telurito de potássio no 

SMAC (SMAC-CT), que auxiliaria a inibir parcialmente ou completamente o 

crescimento de outras cepas de Escherichia e todas ou muitas outras espécies de 

microrganismos sorbitol negativos, como Proteus (STROCKBINE et al., 1998; 

DUFFY et al., 2001). Entretanto, o SMAC-CT pode perder a sensibilidade de 

detecção de E. coli O157:H7 em condições de estresse bacteriano, como ocorre em 

alimentos, onde as células sofrem estresse sob a ação de calor, frio, acidez ou sal, 

e, apesar de estarem viáveis, são sensíveis ao cefixime e ao telurito (MENG; 

DOYLE, 1998; DUFFY et al., 2001). 

Uma técnica bastante utilizada na etapa inicial de detecção de VTEC em 

amostras de alimentos é a Separação Imunomagnética (IMS), pois, reduz o tempo 

de análise e melhora a sensibilidade da detecção (WRIGHT et al., 1994; ISLAM et 

al., 2006; WANG et al., 2011). Essa técnica é descrita pela ISO 16654/2001 e 

consiste na formação de imunocomplexos por meio da utilização de partículas 

magnéticas revestidas com anticorpos que concentram as bactérias num volume 

menor e separadas da matriz, por meio da exposição a um campo magnético (ISO, 

2001).  

Métodos alternativos com o objetivo de melhorar a eficiência da detecção de 

patógenos em alimentos são constantemente desenvolvidos e validados, como o 

método baseado em ELISA, o Sistema VIDAS® (BioMérieux S.A.), que é um ensaio 

automatizado que detecta VTEC por meio de uma reação antígeno-anticorpo. 

Porém, para confirmar o resultado, deve ser realizado o isolamento da bactéria pelo 

método convencional (ZHU et al., 2011). 
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Métodos moleculares são também bastante utilizados para complementar as 

técnicas clássicas de isolamento bacteriano. A PCR na detecção de VTEC 

apresenta como vantagem a possibilidade de investigar simultaneamente vários 

genes e a possibilidade de detecção dos sorotipos virulentos, como a O157:H7. A 

utilização de sequências características dos microrganismos alvos revela a alta 

especificidade desse teste. Genes das toxinas stx1 e stx2, rfbE (gene que codifica o 

antígeno somático do sorotipo O157), hlyA (gene que codifica o antígeno somático 

do sorotipo pO157), eaeA (gene da intimina), uidA (gene da ß-glicuronidase) e fliC 

(gene que codifica o antígeno flagelar do sorotipo H7) são alguns dos exemplos de 

sequências usadas para detecção de E. coli O157:H7 (SON et al., 2014).  

A utilização de PCR em tempo real também é descrita na detecção de VTEC 

em alimentos (FRATAMICO; DEBROY, 2010; CHEN et al., 2012; MISZCZYCHA et 

al., 2012), até mesmo com ensaios comercialmente disponíveis, como o Bax 

System® (DUPONT, 2012-13) e o GeneDiscPlates® (PALL, 2014), que detecta a 

presença e E. coli O157:H7 em 25g de amostra, em um tempo menor do que duas 

horas. 

Entretanto, as desvantagens das técnicas de PCR e qPCR descritas na 

detecção de Salmonella também são validas para E. coli, como a incapacidade de 

distinguir células viáveis e não viáveis (VERSALOVICK et al., 1994; MALORNY et 

al., 2003b), podendo ser estimado valores superiores de células vivas do que 

realmente existe na amostra (JUSTÉ et al., 2008) e presença de inibidores da 

reação, além da complexidade e do alto custo de implementação do método 

(FARBER et al., 2001; MALORNY et al., 2003b; MARIN et al., 2006). Ademais, 

existe a necessidade do enriquecimento da amostra com incubação prévia de, no 

mínimo, 18h no caso da E. coli O157:H7 (DUFFY et al., 2001).  
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1.7 OBJETIVOS 

 

 

1.7.1 Objetivo Geral 

 

 

Investigar a presença de Salmonella spp. e Escherichia coli verotoxigênica 

(VTEC) em carcaças de bovinos durante o processamento em abatedouros-

frigoríficos exportadores de Mato Grosso do Sul. 

 

 

1.7.2 Objetivos Específicos 

 

 

 Investigar a presença de Salmonella spp. e Escherichia coli genérica e 

verotoxigênica em carcaças de bovinos, em três pontos diferentes do 

processo de abate (após esfola, após lavagem e após refrigeração), de três 

frigoríficos do Estado de Mato Grosso do Sul, 

 padronizar PCR em tempo real para detecção de Salmonella spp. e 

Escherichia coli verotoxigênica (VTEC) em carcaças bovinas, 

 caracterizar genotipicamente as amostras bacterianas isoladas, 

 introduzir a técnica de espectrometria de massas MALDI-TOF para 

incrementar o método tradicional microbiológico na detecção de Salmonella 

spp. e E. coli, 

 determinar o nível de contaminação por coliformes termotolerantes nos 

pontos amostrados, e 

 verificar o perfil de sensibilidade dos isolados aos antimicrobianos. 
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 20 

RESUMO 21 

O objetivo deste trabalho foi investigar a presença de Salmonella spp. em amostras 22 

coletadas de carcaças de bovinos, em três pontos da linha de abate (após a esfola, lavagem e 23 

refrigeração) de três frigoríficos exportadores no Brasil. A detecção foi realizada pela ISO 24 

6579:2002, e confirmada por PCR e qPCR. Os isolados foram tipificados por testes de 25 

soroaglutinação e PFGE e avaliado o perfil de sensibilidade aos antibióticos pelo método de 26 

difusão em disco. A contaminação foi detectada em apenas um abatedouro-frigorífico. As 27 

contaminações das carcaças (n = 90) e amostras de carne (n = 270) por Salmonella spp. foram 28 

6 (6,7%) e 7 (2,6%), respectivamente. Todos os isolados foram confirmados por PCR e qPCR. 29 

A sorologia identificou 3 sorotipos diferentes: Heidelberg, Give e Typhimurium. No entanto, 30 

PFGE mostrou um único perfil: Typhimurium. As cepas apresentaram 100% de sensibilidade 31 

à ampicilina e tetraciclina. As carcaças positivas após a refrigeração apresentam um risco 32 

direto para o consumidor, uma vez que, após este processo, a carne está pronta para ser 33 

comercializada. 34 
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Palavras-chave: Sorotipo; Resistência a antibióticos; Salmonelose; Indústria de carne bovina; 35 

Esfola; Resfriamento 36 

 37 

1. Introdução 38 

 39 

A carne bovina é um dos alimentos mais importantes da dieta da população e possui 40 

alto impacto na economia do Brasil. Atualmente, o país é o maior exportador de carne bovina 41 

do mundo e está nessa liderança desde 2008. Em 2015, o volume de exportação alcançou 1,4 42 

milhão de tonelada e receita bruta na ordem de US$ 5,9 bilhões, valores que representam uma 43 

participação de 28% do comércio internacional, exportando para mais de 170 países em 44 

diversas regiões do mundo como América Latina, Oriente Médio, Rússia, União Europeia e 45 

África (ABIEC, 2016). 46 

O Estado de Mato Grosso do Sul tem o quarto maior rebanho de bovinos do País e está 47 

em segundo lugar no número de bovinos abatidos, com um abate anual de 3,9 milhões e um 48 

peso acumulado das carcaças de 849 mil toneladas. No cenário das exportações de carne do 49 

país, o Estado representa 9,4% do total da carne bovina brasileira, exportando principalmente 50 

para Hong Kong, China, Egito, Rússia, Irã, Venezuela, Chile, Itália, Vietnã e Holanda (Brasil, 51 

2016). 52 

Apesar de ser um dos itens mais importantes da dieta alimentar da população e 53 

apresentar um dos maiores potenciais de crescimento, a carne e seus derivados são 54 

considerados um dos principais responsáveis pela veiculação de patógenos aos seres humanos 55 

(Rhoades, Duffy & Koutsoumanis, 2009), ocasionando as chamadas doenças transmitidas por 56 

alimentos (DTAs).  57 

A contaminação microbiológica das carcaças bovinas ocorre, principalmente, durante 58 

o processamento e manipulação, como esfola, evisceração, cortes, embalagem, estocagem e 59 

distribuição (Borch & Arinder, 2002; Jay, 2000; Madden, Murray & Gilmour, 2004). A 60 

contaminação cruzada de bactérias patogênicas, por meio de utensílios utilizados na 61 

manipulação dos alimentos, é reconhecida como importante veículo de contaminação ao 62 

longo do processamento da carne e fator importante para o desenvolvimento das doenças de 63 

origem alimentar (Papadopoulou et al., 2012; Perez-Rodriguez et al., 2010).  64 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, Salmonella sp. é um dos microrganismos 65 

patogênicos de maior relevância na carne bovina, sendo sua presença indicativa de risco ao 66 

consumidor (WHO, 2005). De acordo com a Autoridade Europeia para a Segurança dos 67 
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Alimentos, Salmonella ser. Typhimurium foi o sorovar mais frequentemente associado ao 68 

consumo de carne de aves, suínos e bovinos contaminados (EFSA, 2006).  69 

O mercado importador estabelece diferentes padrões de qualidade e higiene que 70 

devem ser atingidos pelos países produtores. De maneira geral, a carne destinada ao mercado 71 

externo deve ser analisada quanto à presença de microrganismos deteriorantes e patogênicos, 72 

podendo ocorrer limitação à comercialização desses produtos quando não atingidos os 73 

critérios microbiológicos estabelecidos pelos países importadores. O Sistema de Alerta 74 

Rápido para Alimentos da União Europeia (Rapid Alert System for Food and Feed - RASFF) 75 

foi criado para regulamentação da alimentação humana e animal, e, nos casos em que for 76 

identificado um risco para a saúde humana, são estabelecidas as medidas necessárias, tais 77 

como retenção na fonte, notificação de informação, apreensão ou rejeição desses produtos 78 

perigosos. Por meio desse sistema de alerta, autoridades sanitárias na União Europeia (UE) 79 

vêm retendo cargas de carnes do Brasil, Argentina, Austrália e Estados Unidos, como 80 

resultado da rigidez no controle de patógenos, como Salmonella, e ampliando as incertezas 81 

entre exportadores e importadores. Somente de maio de 2014 a maio de 2016, duas cargas de 82 

carne bovina brasileira foram retidas e notificadas pela presença de Salmonella spp. (RASFF, 83 

2016).  84 

Os Estados Unidos exigem a realização diária de testes microbiológicos para pesquisa 85 

de Escherichia coli e Salmonella spp., enquanto a União Europeia exige a enumeração de 86 

microrganismos mesófilos aeróbios e enterobactérias, além da pesquisa de Salmonella spp. 87 

(Commission Regulation – EU, 2007). No Brasil, segundo os padrões microbiológicos atuais 88 

da ANVISA, a exigência é apenas para carnes resfriadas, ou congeladas, in natura, de 89 

bovinos (carcaça inteiras ou fracionadas, quartos ou cortes), devendo apresentar ausência de 90 

Salmonella spp. (Brasil, 2001), não sendo exigido à enumeração de microrganismos 91 

indicadores de higiene, como E. coli. 92 

O aumento de cepas de Salmonella multirresistentes, isoladas a partir de seres 93 

humanos, tem sido associado com a utilização generalizada de agentes antimicrobianos na 94 

produção de alimentos para animais. A propagação da resistência antimicrobiana através da 95 

cadeia alimentar é considerada um importante problema de saúde pública (Raufu et al., 2014). 96 

Assim, a análise da susceptibilidade antimicrobiana é fundamental no contexto clínico e 97 

epidemiológico (Silley, 2012). 98 

Nesse sentido, para produção e exportação de produtos cárneos de qualidade, é 99 

fundamental o desenvolvimento de estudos quantitativos e qualitativos relacionados à 100 

segurança microbiológica. A identificação da presença de microrganismos potencialmente 101 
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patogênicos, como Salmonella, nas carcaças de bovinos durante as operações de abate, 102 

contribuem de forma significativa com a implantação de programas de monitoramento da 103 

qualidade e de medidas preventivas e consequentemente, com a redução de riscos à saúde do 104 

consumidor. 105 

O objetivo deste trabalho foi investigar, em diferentes pontos do processo de abate, a 106 

presença de Salmonella spp. em carcaças bovinas em abatedouros-frigoríficos exportadores de 107 

Mato Grosso do Sul, por meio de diferentes técnicas de diagnóstico, e avaliar o perfil de 108 

sensibilidade das cepas isoladas frente aos antimicrobianos. 109 

 110 

2. Material e Métodos 111 

 112 

Foram coletadas amostras de carcaças de bovinos em três abatedouros-frigoríficos 113 

exportadores, no Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, que funcionam sob Inspeção Federal. 114 

Em cada estabelecimento foram amostradas cinco carcaças por semana durante seis 115 

semanas consecutivas, conforme estabelecido pela União Europeia para testes 116 

microbiológicos em carcaças (Commission Regulation – EU, 2007) e previstos na Circular 117 

n°463 da Divisão de Controle do Comercio Internacional – DCI, do Departamento de 118 

Inspeção de Produtos de Origem Animal – DIPOA, que estabelece os programas de 119 

autocontroles de estabelecimento habilitados para os Estados Unidos (EUA) e para Estados-120 

Membros da União Europeia (UE) (Brasil, 2004). As carcaças amostradas eram de bovinos da 121 

raça Nelore, sem distinção de sexo e idade, oriundos de diversos lotes de diferentes 122 

propriedades de Mato Grosso do Sul. 123 

Foram coletadas, pelo método não destrutivo, amostras da carcaça de um mesmo 124 

animal, e mesma meia carcaça, em três pontos diferentes da linha de abate: após a esfola, logo 125 

após a lavagem e após a refrigeração de aproximadamente 24 horas. Para a coleta das 126 

amostras foram utilizadas esponjas de 11,5 x 23,0 cm desidratadas e esterilizadas (Speci-127 

Sponge® - Nasco, EUA) acondicionadas individualmente em sacos plásticos estéreis (Whirl 128 

Pak® - Nasco, EUA). As esponjas foram hidratadas com 10 mL de Agua Peptonada 129 

Tamponada 1% (APT 1%) e friccionadas com o auxílio de luvas em uma área de 100 cm2 no 130 

peito do animal, 100 cm2 no vazio e 200 cm2 na região próxima ao lagarto, na alcatra (onde é 131 

realizado o procedimento de oclusão do reto durante o abate)  utilizando o mesmo molde e a 132 

mesma esponja, tomando o cuidado de fazer a colheita dos pontos de menor contaminação 133 

seguido pelos pontos de maior contaminação, teoricamente, nessa ordem: vazio, peito e 134 

alcatra. Os pontos de amostragem selecionados são aqueles descritos nos regulamentos da 135 



57 

 

 

Comissão Europeia (Commission Regulation – EU, 2007) como as áreas mais susceptíveis à 136 

contaminação durante o abate, devendo a área total cobrir no mínimo 400 cm2. A coleta foi 137 

realizada utilizando um molde de aço inox esterilizado, com 10 x 10 cm, abrangendo pelo 138 

menos 100 cm2 por ponto de amostragem, totalizando 400 cm2 de superfície amostrada. Este 139 

procedimento foi adotado para a coleta dos três pontos amostrados. As esponjas foram 140 

transferidas para a bolsa plástica, e transportadas ao laboratório em caixas isotérmicas 141 

contendo gelo reciclável.  142 

Cepas da Coleção de Microrganismos de Referência em Vigilância Sanitária-CRMVS, 143 

FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro, RJ, foram utilizadas como controles negativos e positivos 144 

para todas as técnicas: Escherichia coli INCQS 00033 (ATCC 25922), Citrobacter freundii 145 

INCQS 00576 (ATCC 43864), Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis INCQS 146 

00258 (ATCC 13076) e Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium INCQS 147 

00150 (ATCC 14028). 148 

 149 

2.1 Isolamento bacteriano 150 

 151 

A cada bolsa plástica contendo as esponjas foram adicionados 200 mL de APT 1%, e a 152 

mistura homogeneizada em stomacher por 60 segundos e colocadas em frascos de 153 

Erlenmeyer, sendo esta a amostra inicial. Esses frascos foram incubados a 37 ± 1º C por 18 ± 154 

2 h.    155 

Para detecção de Salmonella spp., foi utilizada a metodologia descrita no International 156 

Organization for Standardization (ISO 6579:2002) com modificações. Após as etapas de 157 

enriquecimento, seleção e diferenciação, conforme estabelecido pela ISO 6579, as colônias 158 

suspeitas isoladas dos meios de cultivos padrão foram submetidas às provas bioquímicas 159 

complementares, compostas pelas provas de indol, ureia, motilidade, descarboxilação de 160 

lisina, produção de H2S, vermelho de metila, Voges-Proskauer, fermentação de carboidratos 161 

(Triple Sugar Iron), citrato e β-galactosidase.  162 

 163 

2.2 Extração de DNA 164 

 165 

A extração do DNA bacteriano, para as técnicas de PCR e qPCR, foi realizada 166 

utilizando o kit comercial DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN, Valencia, CA, EUA), 167 

seguindo as instruções do fabricante. As amostras submetidas à extração foram as colônias 168 

que estavam em ágar Salmonella-Shigella (SS) e/ou Ágar de desoxicolato-lisina-xilose (XLD) 169 
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e em caldo tríptico de soja (TSB). Os isolados das seguintes amostras foram submetidos à 170 

extração de DNA: 171 

 Isolados com características bioquímicas positivas para Salmonella spp. 172 

 Isolados com identificação bioquímica inconclusiva para Salmonella spp. 173 

(resultados duvidosos no teste de β-galactosidase)  174 

 Isolados aleatórios (n=85) selecionadas de um total de 259 amostras 175 

bioquimicamente incompatíveis para Salmonella spp. 176 

 177 

2.3 PCR Convencional 178 

 179 

A PCR convencional para confirmação de Salmonella spp. foi realizada segundo 180 

Myint, Johnson, Tablante & Heckert (2006), utilizando-se oligonucleotídeos iniciadores para 181 

verificar a presença do gene invA (Skyberg, Logue & Kolan, 2006).  182 

Os produtos da amplificação foram corados com GelRedTM (Biotium, Hayward, CA, 183 

EUA), separados em gel de agarose 1,5% em tampão Tris-Acetato EDTA – pH 8,2 (TAE 1x) 184 

e realizada a eletroforese. Após, a imagem foi registrada em um fotodocumentador L-PIX  185 

Image  EX  (Loccus  Biotecnologia - Loccus do Brasil, Cotia, SP, Brasil). 186 

 187 

2.4 PCR tempo real 188 

 189 

Para a qPCR, iniciadores e sondas de DNA para sistema TaqMan MGB foram 190 

desenhados com o programa Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e a 191 

detecção de DNA foi realizada em aparelho StepOne Plus (Applied Biosystems, Foster City, 192 

CA, EUA). Os primers e sonda desenhados para o sistema TaqMan MGB para pesquisa do 193 

gene de virulência InvA foram: foward 5’GCGAGCAGCCGCTCAGT3’, reverse 194 

5’CGAGATCGCCAATCAGTCCTA3’ e probe NEDTGAGGAAAAAGAAGGGTC 195 

GTMGBNFQ. O tamanho do fragmento amplificado é de 63pb.  196 

 197 

2.5 Sorotipificação 198 

 199 

Os isolados de Salmonella spp. confirmados pela PCR e qPCR foram enviados ao 200 

Laboratório de Enterobactérias do Centro de Referência Nacional de Cólera e outras 201 

Enteroinfecções Bacterianas da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro – RJ, 202 
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para sorotipificação de acordo com o esquema Kauffmann–White usando os antisoros O 203 

(contra antígenos somáticos) e H (contra antígenos flagelares). 204 

 205 

2.6 Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) 206 

 207 

Os isolados de Salmonella spp. identificados pelos métodos bioquímicos, PCR e qPCR 208 

foram analisados por PFGE (Ribot et al., 2006), seguindo os procedimentos do protocolo 209 

PulseNet (Centros de Controle e Prevenção de Doenças, Atlanta, GA; 210 

http://www.cdc.gov/pulsenet/protocols.htm). No mínimo dois isolados de cada amostra foram 211 

submetidos à digestão pela XbaI e BlnI (Thermo Scientific Fermentas, Leicestershire, Reino 212 

Unido). A eletroforese foi realizada em um gel de agarose a 1% utilizando 0,5x tampão Tris-213 

borato-EDTA (TBE) em um sistema CHEF DR-II (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) a 6 214 

V/cm durante 19 horas a 14 °C, com um pulso inicial de 2 min e 16 s e pulso final de 63,8 s. 215 

Salmonella Braenderup (ATCC BAA-664) foi utilizada como cepa de referência. Depois da 216 

PFGE, o gel foi corado com brometo de etidio (2 mg/mL; Sigma, St. Louis, MO) e 217 

fotografados num transiluminador UV, e a imagem foi digitalmente processada em um 218 

sistema Kodak 2200 (Kodak, Rochester, Nova Iorque) e os perfis eletroforéticos (pulsotipos) 219 

foram analisados utilizando-se o software Bionumerics (Applied Maths BVBA, Saint-220 

Martens-Latem, Bélgica). Uma tolerância de posição migração da banda de 1,7% foi usada 221 

para a análise dos padrões do PFGE (Carriço et al., 2005). Os isolados com pelo menos uma 222 

diferença de banda foram considerados de pulsotipos distintos. Os dendrogramas foram 223 

construídos com o método de agrupamento pelas médias aritméticas não ponderadas 224 

(UPGMA) e o coeficiente de similaridade Dice (Hunter; Gaston, 1988). 225 

 226 

2.7 Perfil de susceptibilidade antimicrobiana  227 

 228 

O perfil de susceptibilidade antimicrobiana das cepas de Salmonella spp. isoladas foi 229 

determinado de acordo com The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), por 230 

meio da técnica de disco-difusão (CLSI, 2011), empregando-se os antimicrobianos: 231 

ampicilina, cefotaxima, ciprofloxacina, gentamicina, imipenem e tetraciclina, de acordo com a 232 

a indicação da United States Food and Drug Administration (U.S. FDA) para membros da 233 

família Enterobacteriaceae (FDA, 2009). 234 

 235 

236 
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2.8 Análises estatísticas 237 

 238 

Os números de amostras positivas apresentadas em cada período de avaliação, após a 239 

esfola, após a lavagem e após o resfriamento, foram comparados entre si com o software 240 

OpenEpi (Dean, Sullivan & Soe, 2013). Para avaliar se existe alguma associação entre cada 241 

dois períodos de avaliação e a presença ou ausência de Salmonella, foi utilizado o teste Exato 242 

de Fisher com método mid-P para amostras pareadas.  243 

 244 

3. Resultados  245 

 246 

Das 90 amostras, provenientes de 30 carcaças analisadas no frigorífico I, sete amostras 247 

(7,7%) de seis carcaças foram bioquimicamente compatíveis com Salmonella spp., sendo três 248 

carcaças positivas após a refrigeração, uma após a esfola, uma após a lavagem, e uma carcaça 249 

apresentou duas amostras positivas (após a esfola e após a refrigeração). Todas as carcaças 250 

analisadas nos abatedouros-frigoríficos II e III foram negativas para Salmonella spp. (Tabela 251 

1).  252 

 253 

Tabela 1  254 

Amostras de carcaças bovinas contaminadas com Salmonella encontradas após a esfola, 255 

lavagem e refrigeração, em três abatedouros-frigoríficos destinados à exportação, Mato 256 

Grosso do Sul, Brasil. 257 

Origem 
Número de 

carcaças 

Carcaças 

Positivas 

Amostras 

positivas 

após a 

esfola (%) 

Amostras 

positivas 

após a 

lavagem 

(%) 

Amostras 

positivas após a 

refrigeração 

(%) 

Abatedouro-

Frigorífico I 
30 6 (20%) 2 (6,6%) 1 (3,3%) 4 (13,3%) 

Abatedouro-

Frigorífico II 
30 0% (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

Abatedouro-

Frigorífico III 
30 0% (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

Total 90 6 (6,7%) 2 (2,2%) 1 (1,1%) 4 (4,4%) 

 258 

O teste Exato de Fisher com método mid-P para amostras pareadas não encontrou 259 

significância estatística (p≥0,05) entre cada dois períodos de avaliação e a presença ou 260 

ausência de Salmonella spp.. No entanto, foi observada uma tendência de aumento das 261 
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diferenças de positividade para as comparações após a esfola/após a lavagem, após a 262 

esfola/após o resfriamento, após a lavagem/ após o resfriamento, a qual foi evidenciada pela 263 

redução dos valores de P, respectivamente (Tabela 2). 264 

 265 

Tabela 2 266 

Comparação dos períodos de processamento do abate e a presença ou ausência de Salmonella 267 

usando amostras pareadas das mesmas carcaças. 268 

Comparações pareadas 
Valor de P do teste Exato de Fisher com 

método mid-P 

Par 1 (% de positivas) Par 2 (% de positivas) 1-cauda 2-caudas 

Após esfola (2,2) Após lavagem (1,1) 0,3125 0,6250 

Após esfola (2,2) Após refrigeração (4,4) 0,1875 0,3750 

Após lavagem (1,1) Após refrigeração (4,4) 0,1094 0,2188 

 269 

Das 270 amostras coletadas nos três abatedouros, sete isolados com características 270 

bioquímicas compatíveis, quatro inconclusivas e 85 bioquimicamente incompatíveis com 271 

Salmonella foram testadas pelas técnicas de PCR convencional e qPCR. 272 

Os quatro isolados que apresentaram resultados inconclusivos e as 85 cepas negativas 273 

nos testes bioquímicos também foram negativas nas técnicas de PCR e qPCR.  274 

As sete amostras bioquimicamente positivas para Salmonella spp. foram também 275 

confirmadas por PCR e qPCR, e mostraram três diferentes perfis após a sorotipificação.  276 

As carcaças positivas, os pontos de contaminação e os sorotipos de Salmonella spp. 277 

são apresentados na Tabela 3. 278 

 279 

280 
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Tabela 3 281 

Sorotipagem das 7 amostras de Salmonella isolados de 270 amostras de carcaças bovinas em 282 

três pontos diferentes da linha de abate do abatedouro-frigorífico I, destinado à exportação, 283 

Mato Grosso do Sul, Brasil. 284 

Amostra Esfola Lavagem Refrigeração Sorotipagem 

Carcaça 37 Negativo Positiva Negativo  Typhimurium 

Carcaça 44 Positiva Negativo Positiva  Typhimurium 

Carcaça 48 Positiva Negativo Negativo Heidelberg 

Carcaça 57 Negativo Negativo Positiva Give 

Carcaça 60 Negativo Negativo Positiva Typhimurium 

Carcaça 64 Negativo Negativo Positiva  Typhimurium 

  285 

Em relação aos perfis gerados por PFGE para as sete amostras de Salmonella, houve 286 

100% de similaridade entre as amostras (Figura 1). 287 

 288 

Figura 1. Perfil de macrorrestrição do DNA genômico por PFGE de amostras de Salmonella 289 

spp., isoladas de 90 carcaças de bovinos no abatedouro-frigorífico I, destinado à exportação, 290 

Mato Grosso do Sul, Brasil. 291 

*E -Esfola, L- Lavagem, R-Refrigeração. 292 

 293 

Em relação ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, as cepas de Salmonella spp. 294 

isoladas das carcaças dos bovinos apresentaram sensibilidade de 100% a gentamicina, a 295 
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ampicilina, a ciprofloxacina e a tetraciclina, 71,4% a cefotaxima e 28,6% a imipenem (Tabela 296 

4). 297 

 298 

Tabela 4  299 

Perfil de sensibilidade da Salmonella aos antimicrobianos das amostras isoladas de carcaças 300 

de bovinos no abatedouro-frigorífico I, destinado à exportação, Mato Grosso do Sul, Brasil. 301 

Amostras* Ampicilina Gentamicina Imipenem Ciprofloxacina Cefotaxima Tetraciclina 

37L S S I S R S 

44E S S R S S S 

44R S S R S S S 

48E S S I S R S 

57R S S S S S S 

60R S S I S S S 

64R S S S S S S 

S. Typhimurium S S I S R S 

S- sensível I- intermediário R- resistente. 302 

*S. Typhimurium INCQS 00150 (ATCC 14028); E -Esfola, L- Lavagem, R-Refrigeração. 303 

 304 

 305 

4. Discussão 306 

 307 

O presente estudo recuperou sete isolados de Salmonella spp. das carcaças bovina 308 

avaliadas. Dois isolados (2,2%) foram encontrados após a esfola do animal, sendo esta etapa 309 

considerada um ponto crítico do abate, devido à possibilidade de contaminação da superfície 310 

da carcaça com microrganismo presentes na pele, pelos e cascos dos animais (Lambert, Smith 311 

& Dodds, 1991; Penney et al., 2007). Após o processo de lavagem, apenas uma carcaça 312 

apresentou isolamento de Salmonella spp., o que corrobora com a finalidade desse 313 

procedimento, que serve para reduzir a carga microbiana superficial da carcaça (Dickson, 314 

1988). Entretanto, nos resultados encontrados no presente trabalho, o maior isolamento de 315 

Salmonella spp., ocorreu após a refrigeração, o que pode ter ocorrido devido à contaminação 316 

durante a manipulação dessas carcaças para dentro da câmara de resfriamento. As baixas 317 

temperaturas reduzem o número de microrganismos, mas não provocam a destruição 318 

completa (Michener & Elliott, 1964). Essa contaminação pode ter ocorrido indiretamente, por 319 

meio de utensílios utilizados no abate, roupas dos operários (Podpečan, Pengov & Vadnjal, 320 

2007; Pordesimo, Wilkerson, Womac & Cutter, 2002; Prasai et al., 1995; Rahkio & Korkeala, 321 
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1996) e, principalmente as mãos dos manipuladores, que apresentam ampla distribuição de 322 

microrganismos (Bell, 1997; Gill & McGinnis, 2003). Além disso, os pisos podem ser uma 323 

importante fonte de contaminação, por meio da transferência de contaminação para os sapatos 324 

dos trabalhadores ou por meio da limpeza com água sob alta pressão, podendo espalhar 325 

microrganismos em suspensão no ar, por meio das gotículas de água (Barros, Nero, Monteiro 326 

& Beloti, 2007).  327 

 Essas carcaças com presença de Salmonella após a refrigeração implicam diretamente 328 

em risco ao consumidor, uma vez que, após esse processo, a carne está pronta para ser 329 

comercializada. Uma elevada porcentagem de doenças transmitidas por alimentos é causada 330 

por falha dos consumidores no preparo desses de forma higiênica. Uma prática bastante 331 

comum no preparo doméstico é usar o mesmo equipamento de cozinha, tanto para carne crua 332 

como para saladas cruas e frutas. Tal prática pode levar à contaminação cruzada com 333 

microrganismos patogênicos presentes na carne crua para frutas e legumes, que são 334 

consumidos, principalmente, sem nenhum processamento ou cozimento. Além disso, a 335 

lavagem ou a desinfecção dos equipamentos de cozinha pode não ser suficiente para evitar a 336 

contaminação cruzada com S. Typhimurium para os alimentos prontos para serem 337 

consumidos (Gkana, Lianou & Nychas, 2016). 338 

Nesse estudo, das sete cepas sorotipadas, cinco foram classificadas como 339 

Typhimurium, uma como Give e uma como Heidelberg. Entretanto, quando submetidas à 340 

técnica de PFGE, as sete amostras de Salmonella apresentaram um único padrão, 341 

demonstrando a relação clonal entre essas cepas, indicando ser o mesmo sorovar, 342 

possivelmente Typhimurium, e provavelmente o mesmo clone, sugerindo uma contaminação 343 

da sala de abate ou de um manipulador.  344 

Como a sorotipagem analisa as expressões do genótipo em um determinado momento, 345 

e os marcadores fenotípicos podem não ser expressos de forma estável em qualquer condição 346 

(Farber, 1996), resultados imcompatíveis podem ocorrer. Os sorovares Typhimurium e 347 

Heidelberg pertencem ao mesmo sorogrupo (B) e possuem fórmulas antigênicas muito 348 

parecidas o que pode explicar uma inconsistência na sorotipificação, o mesmo não ocorre com 349 

sorovar Give (E1) que pertence a outro sorogrupo bastante diferente. Dessa forma, a aplicação 350 

de outras técnicas de tipificação torna-se fundamental para melhorar a diferenciação das cepas 351 

analisadas, como a subtipificação com a eletroforese em campo pulsado, do inglês Pulsed-352 

field gel electrophoresis – PFGE, que é baseada no genótipo do microrganismo, minimizando 353 

as desvantagens da sorologia. 354 
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No presente estudo, algumas cepas foram inconclusivas na identificação bioquímica, 355 

após as etapas do cultivo tradicional, de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo e 356 

plaqueamento diferencial, sendo confirmadas como negativas para Salmonella após os testes 357 

moleculares. Os testes bioquímicos identificam as salmonelas por seus perfis fenotípicos, 358 

porém, essas propriedades fenotípicas podem não ser expressas ou apresentar variabilidade 359 

devido à ação de fatores ambientais sobre a expressão gênica, podendo levar a reações falso-360 

negativas, ou ser de difícil ou errônea interpretação (Farber et al., 2001; Malorny et al., 2003; 361 

Settanni & Corsetti, 2007). 362 

Devido à vida curta dos produtos cárneos, métodos mais rápidos de diagnóstico são 363 

necessários. Existem muitas discussões sobre a aplicabilidade da PCR para detecção de 364 

Salmonella, uma vez que os resultados obtidos por meio dessa técnica podem não ser válidos, 365 

já que a técnica detecta bactérias viáveis ou não (Ibrahim, Abd El-Ghany, Nasef & Hatem, 366 

2014; Malorny et al., 2003). O método de PCR pode, algumas vezes, detectar bactérias mortas 367 

ou injuriadas, que não teriam o impacto de causar uma infecção no hospedeiro. Por isso, a 368 

complementação do diagnóstico é muitas vezes necessária, seja pela possibilidade de falso-369 

negativos devido a substâncias inibitórias, bem como falso-positivos, pela detecção da 370 

bactéria morta, não cultivável ou degradada (Wilson, 1997). Dessa forma, a PCR realizada a 371 

partir das colônias minimizaria esse erro, podendo aumentar a sensibilidade da técnica, pois, a 372 

associação de dois ou mais caldos de enriquecimento, com meios de plaqueamento, permite 373 

maior número de isolamentos de Salmonella, por aumentar a possibilidade de recuperação 374 

(Busse, 1995; Rall, Rall, Aragon & Silva, 2005). Além disso, a PCR a partir das colônias 375 

isoladas no plaqueamento seletivo economizaria dois dias no método tradicional de cultivo e 376 

minimizaria o trabalho despendido e os erros de interpretação dos testes bioquímicos. 377 

 O perfil de sensibilidade a antimicrobianos permite a rastreabilidade da propagação de 378 

cepas multirresistentes (Olsen, Brown, Skov & Christensen, 1993; Oueslati et al., 2016). No 379 

caso das salmonelas, Hur, Jawale & Lee (2012) relatam o aumento de sorotipos 380 

multirresistentes, como Typhimurium e Newport. O sorotipo Typhimurium fagotipo DT 381 

apresenta um gene codificado para resistência a cinco antibióticos: ampicilina, cloranfenicol, 382 

estreptomicina, sulfonamida e tetraciclina – ACSSuT (Hur, Jawale & Lee, 2012), e já foi 383 

isolado de humanos e de amostras de carne suína, sugerindo a transferência da resistência aos 384 

humanos por meio do consumo da carne (Boxstael et al., 2012). 385 

Os isolados Typhimurium do presente estudo, apresentaram 100% de susceptibilidade 386 

à ampicilina e à tetraciclina, sugerindo que esses isolados não possuem a ilha genômica penta-387 

resistente.  388 
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Por fim, a prevalência de Salmonella spp. na carne bovina é bastante variável e 389 

depende de inúmeros fatores, como condições climáticas, tipo de manejo, condições de abate 390 

e de armazenamento e transporte das carcaças. A contaminação cruzada e as práticas 391 

incorretas de manipulação estão frequentemente associadas à contaminação da carne bovina, 392 

dificultando principalmente a identificação da fonte primária de infecção (Perez-Rodriguez et 393 

al., 2010). 394 

 395 

5. Conclusão 396 

 397 

Salmonella foi encontrada em apenas um dos abatedouros-frigoríficos investigados, no 398 

qual mostrou uma baixa prevalência. Porém, na técnica de PFGE as amostras de Salmonella 399 

apresentaram um único padrão, demonstrando a relação clonal entre essas cepas, indicando 400 

ser o mesmo sorovar, Typhimurium, e provavelmente o mesmo clone, sugerindo uma 401 

contaminação da sala de abate ou de um manipulador.  402 

Além disso, a ocorrência de carcaças bovinas contaminadas com Salmonella spp. foi 403 

observada após a refrigeração, o que pode ser um risco direto para o consumidor, uma vez 404 

que, após esse processo, o produto já está pronto para a desossa e comercialização.  405 
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Relevância do trabalho: A investigação de E. coli genérica e enumeração de coliformes 1 

termotolerantes em carcaças bovinas pode fornecer informações úteis para prever a 2 

possibilidade de contaminação por patógenos durante o processamento de abate, e pode 3 

contribuir para a verificação das condições higiênicas do estabelecimento e da eficácia dos 4 

processos utilizados na prevenção de contaminações. Além disso, a identificação da presença 5 

de microrganismos potencialmente patogênicos, como E. coli verotoxigênica, possibilita a 6 

implantação de programas de monitoramento da qualidade e de medidas preventivas e, 7 

consequentemente, reduz os riscos à saúde do consumidor.  8 
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 29 

Resumo 30 

Investigou-se E. coli genérica e verotoxigênica e enumerou-se os coliformes termotolerantes 31 

em carcaças bovinas em três abatedouros-frigoríficos exportadores de Mato Grosso do Sul, 32 

em diferentes pontos do processo de abate (esfola, lavagem e refrigeração), e avaliou-se o 33 

perfil de sensibilidade dos isolados frente aos antimicrobianos. Do total de carcaças analisadas 34 

(n=90), 39 (43,3%) apresentaram E. coli genérica. Com relação à positividade por ponto de 35 

coleta, das 270 amostras, 25 (9,3%) foram positivas após a esfola, 14 (5,2%) após a lavagem e 36 

9 (3,3%) após a refrigeração. O maior isolamento de E. coli foi nas amostras coletadas após a 37 

esfola, que é considerado um ponto crítico com relação a contaminação microbiana das 38 

carcaças. Porém, após a etapa de lavagem foram encontradas as maiores concentrações de 39 

coliformes termotolerantes. A etapa da refrigeração se mostrou uma importante etapa para 40 

diminuir a quantidade de microrganismos indicadores de higiene durante as etapas do abate. 41 

Os isolados de E. coli apresentaram alta sensibilidade a gentamicina e a ciprofloxacina, e 42 

maiores índices de resistência a imipenem e ampicilina. Nenhuma cepa de E. coli apresentou 43 

quaisquer um dos genes stx1 e stx2, associado à virulência dessa bactéria. 44 

 45 

Palavras-chave: carne, enterobactéria, matadouro, resistência bacteriana. 46 

 47 

Practical Application: Coliformes termotolerantes e Escherichia coli verotoxigênica (VTEC) 48 

em carcaças bovinas. 49 

 50 

51 
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1 Introdução 52 

O grupo de coliformes totais é utilizado para indicar as condições higiênico-sanitárias 53 

dos alimentos, e é composto pelos gêneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella e 54 

Citrobacter, pertencentes à família Enterobacteriaceae. O grupo dos coliformes fecais, 55 

também denominados termotolerantes ou coliformes a 45 °C, é formado por bactérias 56 

pertencentes ao grupo dos coliformes totais que apresentam a capacidade de continuar 57 

fermentando lactose com produção de gás, em temperaturas de 45 °C, sendo o principal 58 

representante o gênero Escherichia (Evangelista, 2001). As contagens de coliformes 59 

termotolerantes ou E. coli podem estimar falhas na higiene e indicar contaminação de origem 60 

fecal, sendo que elevadas contagens destes grupos de microrganismos podem estar 61 

relacionadas a níveis significativos de enteropatógenos, como Salmonella spp. e E. coli 62 

enterohemorrágica (Jay, 2000; Gill et al., 1996).  63 

 Escherichia coli enterohemorrágica (EHEC), verotoxigênica (VTEC) ou produtora de 64 

toxina de Shiga (STEC), tem sido associada a surtos graves e é amplamente reconhecida 65 

como um importante patógeno ameaçador desde a década de 1980 (Davis & Brogan, 1995; 66 

Duffy et al., 2006). Essa linhagem de E. coli produtora de shigatoxinas pode ser isolada nas 67 

fezes de muitos animais, incluindo ruminantes (bovinos, ovinos e bubalinos) e não ruminantes 68 

(equinos, caninos e suínos) (Rivas et al., 2006).  69 

 Vários alimentos já foram incriminados em surtos de VTEC, como leite cru, produtos 70 

cárneos fermentados, queijos, sucos não pasteurizados, frutas e vegetais (Gyles, 2007; 71 

Karmali et al., 2010), entretanto, o maior risco está associado ao consumo de carne bovina 72 

(Karmali et al., 2010; Nataro & Kaper, 1998). Esse sorotipo é um dos principais que podem 73 

contaminar a carne, e pode ser potencialmente transferido do intestino ou da pele durante o 74 

abate (Duffy et al., 2006). Além disso, essa bactéria pode sobreviver por horas ou dias em 75 
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mãos, panos ou utensílios, ocasionando uma contaminação cruzada em casos de incorretas 76 

práticas de higiene (Chen et al., 2001; Kusumaningrum et al., 2003). 77 

Os mercados importadores dos produtos cárneos brasileiros são bastante exigentes 78 

quanto à qualidade e a segurança microbiológica dos produtos, estabelecendo, de forma geral, 79 

a análise da presença de microrganismos deteriorantes e patogênicos. Por meio do Sistema de 80 

Alerta Rápido para Alimentos da União Europeia (Rapid Alert System for Food and Feed - 81 

RASFF), quando ocorre a identificação de um alimento que seja um risco para a saúde 82 

humana, medidas são estabelecidas para retenção, notificação, apreensão ou rejeição desses 83 

produtos perigosos. Somente de maio de 2015 a maio de 2016, nove cargas de carne bovina 84 

brasileira foram retidas e notificadas pela presença da bactéria E. coli produtora de Shiga 85 

toxina (RASFF, 2016).  86 

A análise de microrganismos indicadores da qualidade higiênico-sanitária em 87 

alimentos, como os coliformes termotolerantes, pode fornecer informações úteis para prever a 88 

possibilidade de contaminação por patógenos. Em abatedouros-frigoríficos de bovinos, essa 89 

análise pode ser de grande valia para verificar as condições higiênicas do estabelecimento e a 90 

eficácia dos processos utilizados para evitar a contaminação por patógeno. Além disso, a 91 

identificação da presença de microrganismos potencialmente patogênicos, como E. coli 92 

verotoxigênica, nas carcaças de bovino durante as operações de abate podem contribuir de 93 

forma significativa com a implantação de programas de monitoramento da qualidade e de 94 

medidas preventivas e, consequentemente, reduz os riscos à saúde do consumidor.  95 

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar, em três pontos diferentes do 96 

processo de abate (esfola, lavagem e refrigeração), a presença de E. coli genérica e 97 

verotoxigênica em carcaças bovinas em abatedouros-frigoríficos exportadores de Mato 98 

Grosso do Sul, enumerar os coliformes termotolerantes nas amostras coletadas, e avaliar o 99 

perfil de sensibilidade dos isolados frente aos antimicrobianos. 100 
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2 Material e Métodos 101 

Foram coletadas amostras de carcaças de bovinos em três abatedouros-frigoríficos 102 

exportadores, localizados no Estado de Mato Grosso do Sul, que funcionam sob Inspeção 103 

Federal. Em cada estabelecimento foram amostradas cinco carcaças por semana durante seis 104 

semanas consecutivas, conforme estabelecido pela União Europeia para testes 105 

microbiológicos em carcaças (Commission Regulation – EU, 2007). As carcaças amostradas 106 

eram de bovinos da raça Nelore, sem distinção de sexo e idade, oriundos de lotes diversos de 107 

diferentes propriedades de Mato Grosso do Sul. 108 

Foram coletadas, pelo método não destrutivo, amostras da carcaça de um mesmo 109 

animal, e mesma meia carcaça, em três pontos diferentes da linha de abate: depois da esfola, 110 

imediatamente depois da lavagem e após a refrigeração de aproximadamente 24 horas.  111 

Para a detecção de Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC) nas amostras 112 

colhidas das carcaças bovinas a metodologia utilizada foi a descrita no Compendium of 113 

Methods for the Microbiological Examination of Foods, 2001 (Meng et al., 2001).  114 

Para coleta das amostras foram utilizadas esponjas de 11,5 x 23,0 cm desidratadas e 115 

esterilizadas (Speci-Sponge® - Nasco, EUA). As esponjas foram hidratadas adicionando-se 116 

10 mL de Agua Peptonada Tamponada 1% (APT 1%) esterilizada ao saco plástico de 117 

acondicionamento das esponjas (Whirl Pak® - Nasco, EUA). Com o uso de luvas, as esponjas 118 

foram friccionadas em uma área de 100 cm2 no peito do animal, 100 cm2 no vazio e 200 cm2 119 

na região próxima ao lagarto (onde é realizado o procedimento de oclusão do reto durante o 120 

abate), utilizando o mesmo molde e a mesma esponja, tomando o cuidado de fazer a colheita 121 

dos pontos de menor contaminação seguido pelos pontos de maior contaminação, 122 

teoricamente, nessa ordem: vazio, peito e lagarto. Os pontos de amostragem selecionados são 123 

aqueles descritos nos regulamentos da Comissão Europeia (Commission Regulation – EU, 124 

2007) como as áreas mais susceptíveis de serem contaminadas durante o abate, devendo a 125 
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área total cobrir no mínimo 400 cm2. A coleta foi realizada utilizando um molde de aço inox 126 

esterilizado, com 10 x 10 cm, abrangendo pelo menos 100 cm2 por ponto de amostragem, 127 

totalizando 400 cm2 de superfície amostrada. Este procedimento foi adotado para a coleta dos 128 

três pontos do abate amostrados. As esponjas foram transferidas para a bolsa plástica e 129 

transportadas ao laboratório em caixas isotérmicas contendo gelo reciclável.  130 

Em cada bolsa plástica contendo a esponja foram adicionados 200 mL de APT, e a 131 

mistura homogeneizada em stomacher por 60 segundos.  Uma alíquota de 25 mL da amostra 132 

homogeneizada do stomacher foi adicionada em 225 mL de caldo Escherichia coli (EC), 133 

seguido de incubação a 37 ± 1º C por 18 ± 2 h.  134 

O caldo foi estriado em placas de Petri contendo ágar MacConkey Sorbitol (SMAC) e 135 

ágar MacConkey Sorbitol com suplemento Cefixime-Telurito (SMAC-CT). Após a incubação 136 

das placas a 35 ± 1º C por 18 a 24 h, cinco a dez colônias, sorbitol positivas e negativas, 137 

foram selecionadas e transferidas com auxílio de agulha de níquel cromo para o meio Extrato 138 

de Levedura Triptona Soja (TSAye) e incubadas a 35 ± 1º C por 18 a 24 h.  139 

As colônias suspeitas de E. coli foram isoladas em ágar nutriente, incubadas a 35 ± 1 140 

ºC por 18 a 24 h, e submetidas às provas bioquímicas complementares, composto pelas provas 141 

de indol, ureia, motilidade, produção de H2S, vermelho de metila, Voges-Proskauer, 142 

fermentação de carboidratos (Triple Sugar Iron) e citrato. 143 

A quantificação dos coliformes termotolerantes nas amostras foi realizada pela técnica 144 

do Número Mais Provável (NMP), conforme Kornacki & Johnson (2001), realizada em 145 

triplicata. Da amostra homogeneizada em APT do stomacher, após o período de incubação, 146 

foi transferido 1 mL de cada homogeneizado para tubos contendo 10 mL de APT (diluição 10-147 

1) e submetida às diluições decimais seriadas até 10-3, em APT. Um mL de cada uma das 148 

diluições foi transferido para três séries de tubos, contendo caldo Lauril Sulfato Triptose 149 

(LST) e um tubo de Durhan invertido, seguido de incubação a 35 ± 1º C por 48 ± 3 h. Os 150 
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caldos que apresentaram turvação e gás nos tubos de Durhan, considerados positivos para 151 

coliformes totais, foram transferidos para tubos contendo o caldo EC, seguido de incubação a 152 

45 ± 0,5º C por 48 ± 3 h. 153 

Novamente, os tubos que apresentarem turvação e gás nos tubos de Durhan foram 154 

considerados positivos para coliformes termotolerantes. De acordo com o número de tubos 155 

positivos para cada diluição testada, foi determinado o NMP de coliformes conforme tabela 156 

publicada pelo BAM (2010). O valor obtido na tabela foi o equivalente ao NMP por mililitro 157 

de amostra. Como a amostra foi composta por 200 mL de APT, o qual foi suspenso o material 158 

colhido pela esponja friccionada numa área de 400cm2 de carcaça, cada mililitro da amostra 159 

foi o equivalente a uma área de 2 cm2 da mesma (Silva, 2010). 160 

O perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados de E. coli foi determinado de 161 

acordo com The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), por meio da técnica de 162 

disco-difusão (CLSI, 2011), empregando-se os antimicrobianos: ampicilina, cefotaxima, 163 

ciprofloxacina, gentamicina, imipenem e tetraciclina, de acordo com a indicação da United 164 

States Food and Drug Administration (U.S. FDA) para membros da família 165 

Enterobacteriaceae (FDA, 2009). 166 

Para a realização da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e PCR em tempo real 167 

(qPCR), as amostras das bactérias em suspensão em caldo triptona de soja (TSB) foram 168 

utilizadas para a extração de DNA, utilizando o kit comercial DNeasy Blood & Tissue Kit 169 

(QIAGEN, Valencia, CA, EUA), seguindo as instruções do fabricante. 170 

Os isolados bioquimicamente confirmados como E. coli foram submetidas a técnica de 171 

PCR para pesquisa dos genes stx1 e stx2 (Paton & Paton, 1998).  172 

Os produtos da amplificação foram corados com GelRedTM (Biotium, Hayward, CA, 173 

EUA), separados em gel de agarose 1,5% em tampão Tris-Acetato EDTA – pH 8,2 (TAE 1x) 174 
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e realizada a eletroforese. Após, a imagem foi registrada em um fotodocumentador L-PIX  175 

Image  EX  (Loccus  Biotecnologia - Loccus do Brasil, Cotia, SP, Brasil). 176 

Para a qPCR, iniciadores e sondas de DNA para sistema TaqMan MGB foram 177 

desenhados com o programa Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e a 178 

detecção de DNA foi realizada em aparelho StepOne Plus (Applied Biosystems, Foster City, 179 

CA, EUA). Os primers e sondas desenhados para sistema TaqMan MGB para pesquisa do 180 

gene de virulência stx1, com fragmento de 59 pb foram: Foward 181 

5’ACCCCACCGGGCAGTTA3’, Reverse 5’CGCGCCTGATAGACATCAAG3’ e Probe 182 

6FAMTTTGCTGTGGATATACGMGBNFQ. Para o gene stx2, com fragmento de 56 pb 183 

foram: Foward 5’TTCGCGCCGTGAATGAA3’, Reverse 184 

5’GGGCCTGTCGCCAGTTATC3’ e Probe VICAGAGTCACCCAGAATGTMGBNFQ. 185 

Cepas da Coleção de Microrganismos de Referência em Vigilância Sanitária-CRMVS, 186 

FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro, RJ, foram utilizadas como controles positivos e negativos 187 

para todas as técnicas: Escherichia coli INCQS 00033 (ATCC 25922), Escherichia coli 188 

INCQS 00171 (CDC EDL-933), Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis 189 

INCQS 00258 (ATCC 13076) e Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium 190 

INCQS 00150 (ATCC 14028). 191 

Para a análise estatística, os valores de amostras positivas apresentadas em cada 192 

período de avaliação, depois da esfola, após a lavagem e após a refrigeração, foram 193 

comparados entre si com o software OpenEpi (Dean et al., 2013). Para avaliar se existia 194 

alguma associação entre cada dois períodos de avaliação e a presença ou ausência de E. coli 195 

foi utilizado o teste Exato de Fisher com método mid-P para amostras pareadas. 196 

 197 

 198 

 199 
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3 Resultados e Discussão 200 

Em relação à presença de Escherichia coli genérica em carcaças bovinas, 11/30 201 

(36,7%) foram positivas no abatedouro-frigorífico I, 21/30 (70%) no abatedouro-frigorífico II, 202 

e 7/30 (23,3%) no frigorífico III (Tabela 1).  203 

Do total de carcaças analisadas nos três abatedouros (n=90), 39 (43,3%) apresentaram 204 

E. coli. O estudo de Sumner et al. (2003) na Austrália, avaliando a presença de E. coli 205 

genérica em carcaças bovinas em quatro abatedouros-frigoríficos, encontrou 18,8% de 206 

carcaças positivas. Nesse estudo, porém, os autores utilizaram uma área de amostragem 207 

menor, 200 cm2 por carcaça, diferentemente do presente estudo que trabalhou com 400 cm2, o 208 

que pode ter possibilitado uma maior recuperação de bactérias e uma maior porcentagem de 209 

carcaças contaminadas. De forma parecida, dados do Serviço de Inspeção e Segurança 210 

Alimentar do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA-FSIS) demonstraram 211 

a ocorrência da bactéria em 16,6% dos estabelecimentos sob inspeção federal (Eblen et al., 212 

2005). O USDA-FSIS considera que E. coli genérica (ou não-patogênica) é o melhor 213 

indicador microbiológico de contaminação fecal em carcaças de bovinos, pois, a principal 214 

forma de contaminação por bactérias patogênicas, como E. coli enterohemorrágica, é por 215 

meio das fezes (USDA-FSIS, 1996). O nível de contaminação por E. coli nas carcaças 216 

bovinas pode sofrer grande variação, relacionado não apenas à contaminação fecal, mas por 217 

meio de outros fatores, como a esfola e a evisceração do animal, ou prática de higiene 218 

inadequadas (Rigobelo et al., 2006). 219 

Na tabela 1 são apresentadas as taxas de contaminação por ponto de coleta em cada 220 

abatedouro-frigorífico analisado.  221 

 222 
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Tabela 1 – Amostras de carcaças bovinas contaminadas por Escherichia coli encontradas após 223 

a esfola, lavagem e refrigeração, em três abatedouros-frigoríficos destinados à exportação de 224 

carne, Mato Grosso do Sul, Brasil. 225 

Abatedouro-

Frigorífico 

Número de 

carcaças 

Carcaças 

positivas 
Esfola  Lavagem  Refrigeração  

I 30 11 (36,7%) 5 (16,6%) 2 (6,6%) 5 (16,6%) 

II 30 21 (70%) 14 (46,6%) 9 (30%) 3 (10%) 

III 30 7 (23,3%) 6 (20%) 3 (10%) 1 (3,3%) 

Total 90 39 (43,3%) 25 (27,8%) 14 (15,5%) 9 (10%) 

 226 

No abatedouro 1 não foram detectadas diferenças significativas na relação 227 

negativação/positivação das carcaças entre cada dois pontos analisados. No abatedouro 2 228 

foram detectadas chances 3 vezes maiores de negativação da contaminação das carcaças entre 229 

lavagem e refrigeração e 6,5 vezes maiores entre esfola e refrigeração (p<0,05). Ou seja, 230 

houve uma tendência significativa de negativação da contaminação da esfola até a 231 

refrigeração e esta tendência de queda da contaminação foi mais acentuada nos pontos entre 232 

lavagem e refrigeração do que entre esfola e lavagem. No abatedouro 3, somente foi detectada 233 

uma chance significativa de negativação comparando esfola e refrigeração, a qual foi de 11 234 

vezes a da positivação (p<0,05). Enfim, foi demonstrada uma tendência de negativação da 235 

contaminação entre a esfola e a refrigeração nos abatedouros 2 e 3, a qual não foi verificada 236 

no abatedouro 1 (Tabela 2). 237 

238 
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Tabela 2 – Comparações pareadas de amostras de carne bovina contaminados com 239 

Escherichia coli em três pontos – após esfola, lavagem e refrigeração - em três frigoríficos 240 

destinados à exportação, Mato Grosso do Sul, Brasil. 241 

 

Abatedouro-

frigorífico 

 

Comparações de 

pares combinados 

Valores de p do teste 

Exato de Fisher com 

método mid-P 

Odds Ratio (IC 

95%) 

I 

Par 1 Par 2 1-cauda 2-caudas  

E L 0,10 0,21 4 (0,50–98,98) 

L R 0,14 0,28 0,4 (0,05-2,02) 

E R 0,50 >0,99 1 (0,26 – 3,71) 

II 

E L 0,10 0,21 2 (0,68-6,47) 

L R 0,046 0,092 3 (0,84-13,74) 

E R 0,002 0,004 6,5 (1,66-42,5) 

III 

E L 0,10 0,21 4 (0,50–98,98) 

L R 0,18 0,37 3 (0,31-78,99) 

E R - 0,041 11* (0,60-198,9) 

* Correção de Haldane; E, após esfola; L, após lavagem; R, após refrigeração 242 

   IC – intervalo de confiança 243 

 244 

A diminuição da contaminação no II e III era o esperado, pois, a esfola do animal é 245 

uma etapa considerada um ponto crítico do abate, devido à possibilidade de contaminação da 246 

superfície da carcaça com microrganismo presentes na pele, pelos e cascos dos animais 247 

(Lambert et al., 1991) e, a lavagem e a refrigeração têm como um dos principais objetivos 248 

diminuir a contaminação microbiana da carcaça (Dickson, 1988; Ordóñez, 2005). Porém, o 249 

aumento da contaminação da lavagem até a refrigeração que aconteceu no abatedouro I pode 250 

ter ocorrido devido à contaminação cruzada durante a manipulação dessas carcaças, por meio 251 

de utensílios, roupas ou mãos dos operários (Roça, 2004; Pardi et al., 2006; Gill & McGinnis, 252 

2003), pois, as baixas temperaturas reduzem o número, mas não provocam a destruição 253 

completa dos microrganismos (Ordóñez, 2005).  254 
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Em relação à enumeração de coliformes, do total das 270 amostras de carcaças 255 

avaliadas nos três abatedouros frigoríficos, 145 (53,7%) foram negativas (<3 NMP/mL) para a 256 

presença de coliformes termotolerantes, e 125 (46,3%) foram positivas, que variaram entre 4 e 257 

>1100 NMP/mL de coliformes termotolerantes. O principal representante do grupo dos 258 

coliformes termotolerantes é Escherichia coli, porém, algumas cepas de Klebsiella e 259 

Enterobacter apresentam a característica de termotolerância.  260 

A Tabela 3 apresenta o número de amostras positivas pela técnica dos tubos múltiplos 261 

das 270 amostras de carcaças bovinas analisadas quanto à presença de coliformes a 45 ºC e E. 262 

coli. Embora 125 amostras (46,3%) apresentaram coliformes termotolerantes, E. coli foi 263 

isolada em 48 (17,8%) amostras. 264 

 265 

Tabela 3 – Número de amostras positivas pela técnica dos tubos múltiplos (NMP) em 266 

amostras de carcaças bovinas quanto à presença de coliformes a 45 °C e Escherichia coli em 267 

três abatedouros- frigoríficos destinados à exportação, Mato Grosso do Sul, Brasil. 268 

Abatedouro-frigorífico 

N° de amostras 

Analisadas 

Positivas para 

coliformes 

termotolerantes  

Positivas para          

E. coli 

I 90 50 12 

II 90 54 26 

III 90 21 10 

Total 270 125 (46,3%) 48 (17,8%) 

 269 

A Resolução RDC no 12 de 2001 da ANVISA, que aprova o Regulamento Técnico 270 

Sobre Padrões Microbiológicos para Alimentos não estabelece o limite de coliformes 271 

termotolerantes para carnes resfriadas, ou congeladas, "in natura", de bovinos (Brasil, 2001). 272 

Porém, de acordo com Florentino et al. (1997) a simples presença de coliformes fecais já é 273 
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considerada indicadora de contaminação por fezes e pode indicar a presença de bactérias 274 

patogênicas, implicando em risco ao consumidor. No estudo realizado por Sofos et al. (1999), 275 

foi demonstrado que o aumento na contagem de coliformes, aumentava a possibilidade de 276 

isolamento de Salmonella, auxiliando como indicador da presença do patógeno. Dessa forma, 277 

a presença de E. coli genérica nas carcaças implica que outros microrganismos de origem 278 

fecal, incluindo E. coli verotoxigênica, possam estar presentes (Jay, 2000). 279 

Das 125 amostras positivas para coliformes termotolerantes, 11 apresentaram 280 

contagem igual ou superior a 1100 NMP/mL. Dessas, nove amostras foram isoladas em um 281 

mesmo abatedouro-frigorífico. A alta contagem de coliformes termotolerantes presentes 282 

nessas amostras sugere que as condições higiênico-sanitárias na produção desse abatedouro 283 

não eram satisfatórias, sendo indicativo de contaminação fecal, sugerindo uma incorreta 284 

manipulação durante as operações de abate. Nos frigoríficos II e III, apenas uma amostra em 285 

cada estabelecimento apresentou níveis de contaminação maior que 1100 NMP/mL. Isso 286 

demonstra que nesses estabelecimentos são mantidas melhores condições de higiene e 287 

executadas adequadamente as boas práticas de fabricação e os programas de qualidade. 288 

Das 11 amostras com contagem de coliformes termotolerantes igual ou maior do que 289 

1100 NMP/mL, 9 eram de amostras coletadas após a lavagem. A lavagem com água clorada 290 

(0,5-1,0 ppm de cloro) é realizada no final do processo de abate com o objetivo de remover 291 

materiais estranhos, como esquírolas ósseas, e reduzir a microbiota que possa estar aderida à 292 

superfície (Roça & Serrano, 1994), porém, a etapa da lavagem das carcaças pode disseminar a 293 

contaminação bacteriana de uma área para outra (Prasai et al., 1995; Yalçin et al., 2001). 294 

Outra explicação para a maior contagem de coliformes após a lavagem é que as etapas 295 

anteriores ao chuveiro, e posteriores à esfola, podem ser fontes importantes de contaminação, 296 

como a evisceração e a serragem da carcaça (Matos et al., 2013). Além disso, outro problema 297 

que pode ocorrer durante a lavagem das carcaças é a qualidade higiênico-sanitária 298 



85 

 

 

insatisfatória da água. Se a água utilizada não for de boa qualidade, essa passa a ser fonte de 299 

contaminação dentro da planta de processamento, pois, pode ser fonte de microrganismos 300 

deteriorantes ou, até mesmo, patogênicos para as carcaças (Amaral et al., 2007).  301 

Além do isolamento e identificação, a análise da sensibilidade antimicrobiana de 302 

patógenos incriminados em graves implicações em saúde pública é fundamental no contexto 303 

clínico e epidemiológico (Mota et al., 2005). Em relação ao perfil de sensibilidade aos 304 

antimicrobianos, os isolados de E. coli das carcaças dos bovinos apresentaram sensibilidade 305 

de 98% a gentamicina e a ciprofloxacina, 73% a cefotaxima e a tetraciclina, 68,8% a 306 

imipenem e 62,5% a ampicilina (Figura 1). 307 

 308 

Figura 1 - Perfil de sensibilidade de seis antimicrobianos frente às amostras contaminadas por 309 

Escherichia coli.  310 

 311 

A sensibilidade de E. coli frente aos antimicrobianos depende do sorotipo da cepa 312 

isolada. Diversos estudos demonstram a variabilidade de resistência antibiótica de cepas de E. 313 

coli isoladas de animais e alimentos (Meng et al., 1998; Oliveira et al., 1999; Schroeder et al., 314 

2002; Silva et al., 2008). Por isso, Campo & Trabulsi (1999) relatam que quando o uso de 315 

antibiótico para infecções por E. coli é necessário, o antimicrobiano deve ser selecionado pelo 316 
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antibiograma. Entretanto, muitos trabalhos ainda demonstram a alta sensibilidade a 317 

gentamicina (Oliveira et al., 1999; Silva et al. 2008; Franco et al., 2010) como encontrado no 318 

presente trabalho (98%). 319 

As 48 amostras bioquimicamente confirmadas como E. coli, isoladas das carcaças, 320 

foram testadas por meio da técnica de PCR para os genes stx1 e stx2, associado à virulência. 321 

Verificou-se que nenhuma amostra apresentou fragmentos específicos para os genes stx, 322 

responsáveis pela síntese da toxina Shiga-like. 323 

A maioria dos casos e dos surtos causados pela E. coli verotoxigênica têm sido 324 

atribuídos ao consumo de carne bovina e suína (Stephan & Schumacher, 2001; Irino et al., 325 

2005). As duas enterotoxinas Shiga (stx1 e stx2), que são produzidas por essa linhagem, são 326 

as responsáveis pelas manifestações clínicas no paciente (Strockbine et al., 1988; Jay et al., 327 

2005) e, são os fatores de virulência essenciais na patogênese da doença. No presente estudo, 328 

nenhum isolado de E. coli apresentou fragmentos específicos para os genes stx. Isso também 329 

foi reportado em outros trabalhos, no quais não houve isolamento de E. coli verotoxigênica 330 

em carcaças bovinas e produtos cárneos analisados (Madden et al., 2001; Silva et al., 2001; 331 

Matos et al., 2013). 332 

Por outro lado, diversos estudos demonstram a presença de EHEC em produtos 333 

cárneos bovinos. Em um estudo realizado ao longo de um ano na Inglaterra, os autores 334 

isolaram E. coli O157 em 1,4% das carcaças (Chapman et al., 2001).  Na Suíça, Fantelli & 335 

Stephan (2001) isolaram cepas de E. coli, que apresentavam os genes produtores de Shiga 336 

toxina, stx1 e stx2, em 2,3% de amostras de carne picada.  337 

A ausência de cepas de E. coli produtoras de verotoxinas (VTEC) em carcaças bovinas 338 

abatidas e as baixas prevalências encontradas em inúmeros trabalhos (Chapman et al., 2001; 339 

Fantelli & Stephan, 2001; Madden et al., 2001; Silva et al., 2001; Matos et al., 2013) são 340 

explicadas por alguns autores que analisaram criticamente os resultados de 26 estudos 341 
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epidemiológicos publicados sobre a prevalência da contaminação de bovinos por cepas de E. 342 

coli produtoras de verotoxinas (VTEC), argumentado que a prevalência dos valores inferidos 343 

são, provavelmente, subestimadas devido às amostragens (Meyer-Broseta et al., 2001).  344 

 345 

4 Conclusão 346 

O maior isolamento de E. coli ocorreu nas amostras coletadas após a esfola, que é 347 

considerado um ponto crítico com relação a contaminação microbiana das carcaças. Porém, 348 

após a etapa de lavagem foram encontradas as maiores concentrações de coliformes 349 

termotolerantes. A etapa da refrigeração se mostrou uma importante etapa para diminuir a 350 

quantidade de microrganismos indicadores de higiene durante as etapas do abate. Os isolados 351 

de E. coli apresentaram variabilidade de sensibilidade aos antimicrobianos, apresentando alta 352 

sensibilidade a gentamicina e a ciprofloxacina, e menores sensibilidade a imipenem e 353 

ampicilina. Nenhuma cepa de E. coli apresentou quaisquer um dos genes stx1 e stx2, 354 

associado à virulência dessa bactéria.  355 

 356 
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Identificação por espectrometria de massas MALDI-TOF de Salmonella spp. e 
Escherichia coli isolados de carcaças bovinas 
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Pasquatti3, Flábio Ribeiro de Araújo4, Newton Valério Verbisck4,* 
 
 
ABSTRACT.- Bier D., Oliveira, T. L., Tutija, J. F., Pasquatti, T. N., Araújo, F. R., 
Verbisck, N. V. 2016. [MALDI–TOF mass spectrometry identification of Salmonella 
spp. and Escherichia coli isolated from beef carcasses.] Identificação por 
espectrometria de massas MALDI-TOF de Salmonella spp. e Escherichia coli isolados de 
carcaças bovinas. Pesquisa Veterinária Brasileira 00(0):00-00. Embrapa Gado de Corte, 
Av. Rádio Maia nº 830, Zona Rural, 79106-550, Campo Grande, MS, Brazil. E-mail: 
flabio.araujo@embrapa.br. 

The aim of this study was to introduce matrix-assisted laser 
desorption/ionization (MALDI) time-of-flight (TOF) mass spectrometry to improve the 
traditional microbiological method for the detection of Salmonella spp. and E. coli in beef 
carcasses from slaughterhouses exporters of Mato Grosso do Sul. 270 samples from 90 
beef carcasses were evaluated in three slaughterhouses located in the State of Mato 
Grosso do Sul. For Salmonella spp. and E. coli isolation, the methodologies described in 
ISO 6579: 2002 and in the Compendium of Methods for the Microbiological Examination 
of Foods (2001) were used, respectively. MALDI-TOF analysis were performed on 
tryptone soya broth suspension isolates or directly from nutrient agar colonies, from the 
positive, inconclusive or negative biochemically tested samples for Salmonella and E. 
coli. Mass profiles were acquired on an Autoflex III SmartBeam MALDI-TOF mass 
spectrometer and the raw spectra were processed using the MALDI Biotyper software 
(Bruker Daltonics). According to the preliminary identification based on colony 
morphology and the biochemical reactions, seven isolates were positive for Salmonella 
spp. By MALDI Biotyper these seven isolates were also classified as belonging to the 
genus Salmonella and further identified as S. enterica. Four isolates showing unusual 
phenotypic characteristics and inconclusive results in biochemical tests for Salmonella 
were identified as belonging to Citrobacter and Proteus genera after MALDI analysis. 
Regarding Escherichia coli, 37 were positive for species biochemical testing which 
MALDI Biotyper confirmed. MALDI-TOF methodology allowed rapid Salmonella spp. and 
E. coli identity confirmation and can be used to detect these microrganisms within 
bacterial isolates from beef carcasses.  
 
INDEX TERMS: beef carcasses, slaughterhouse, enterobacteria, Salmonella, Escherichia 
coli, MALDI-TOF. 
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RESUMO.- O objetivo deste trabalho foi introduzir a técnica de espectrometria de 
massas com fonte de ionização e dessorção a laser assistida por matriz e analisador de 
massas do tipo tempo-de-voo (MALDI-TOF) para incrementar o método tradicional 
microbiológico na detecção de Salmonella spp. e E. coli em carcaças bovinas de 
abatedouros-frigoríficos exportadores de Mato Grosso do Sul. Foram avaliadas 270 
amostras de 90 carcaças de bovinos em três abatedouros-frigoríficos, localizados no 
Estado de Mato Grosso do Sul. Para isolamento de Salmonella spp. e E. coli, foram 
utilizadas, respectivamente, as metodologias descritas no ISO 6579:2002 e no 
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (2001). As análises 
por MALDI-TOF foram realizadas com isolados de suspensões em caldo triptona de soja 
ou diretamente dos cultivos em ágar nutriente, provenientes das amostras com 
características bioquímicas positivas, inconclusivas e negativas para Salmonella spp. e 
bioquímicas positivas e negativas para E. coli. Os perfis de massas foram adquiridos com 
o espectrômetro de massas MALDI-TOF Autoflex III SmartBeam e os espectros brutos 
foram processados usando o programa computacional MALDI Biotyper (Bruker 
Daltonics). De acordo com a identificação preliminar, com base na morfologia das 
colônias e nas reações bioquímicas, sete isolados foram considerados positivos para 
Salmonella spp. Através do MALDI Biotyper, esses sete isolados foram classificados 
como pertencentes ao gênero Salmonella e, além disso, identificados como S. enterica. 
Quatro isolados que apresentaram características fenotípicas não usuais e resultados 
inconclusivos nos testes bioquímicos para Salmonella foram identificados como 
pertencentes aos gêneros Citrobacter e Proteus após análise por MALDI. Para Escherichia 
coli, 37 amostras foram positivas pelos testes bioquímicos da espécie, o que foi 
confirmado por MALDI Biotyper. A metodologia MALDI-TOF permitiu a rápida 
confirmação da identidade de Salmonella spp. e E. coli e pode ser utilizado para detecção 
desses microrganismos em isolados bacterianos de carcaças bovinas. 
 
TERMOS DE INDEXAÇÃO: carcaças bovinas, abatedouro-frigorífico, enterobactérias, 
Salmonella, Escherichia coli, MALDI-TOF. 

 
INTRODUÇÃO 

Atualmente o Brasil é o maior exportador de carne bovina do mundo e está nessa 
liderança desde 2008.  Mesmo com o expressivo consumo de carne bovina no mercado 
interno, 37,4 kg per capita (Brasil 2012), as análises do governo para este segmento 
abordam, principalmente, os problemas a serem enfrentados em relação ao aumento das 
exportações, demonstrando as demandas sanitárias como condicionantes no 
desenvolvimento da pecuária no Brasil. Diversos patógenos podem estar presentes na 
carne bovina e esta ser fonte de enfermidades transmitidas por alimentos (ETAs).  

Todos os animais podem ser portadores de bactérias patogênicas em seu trato 
intestinal. Durante o abate, os animais podem ter suas carcaças contaminadas e 
veicularem esses microrganismos nos cortes das carnes ou nos produtos processados 
derivados. A contaminação pode ocorrer a partir de bactérias presentes na carcaça 
externa, a partir do trato intestinal ou linfonodos do animal abatido, durante as etapas 
de abate, transporte, armazenamento e distribuição da carne, além da manipulação 
humana sem condições higiênicas (Jay 2000, Borch & Arinder 2002).  

Enquanto a maioria das bactérias é inofensiva e causa apenas deterioração do 
alimento, bactérias patogênicas como Escherichia coli e Salmonella enterica podem 
também estar presentes. Esses patógenos são associados com surtos relacionados ao 
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consumo de carne, causando doenças humanas e mortes em todo o mundo (Rhoades et 
al. 2009).  

Os métodos convencionais de detecção dessas bactérias em alimentos são ainda 
considerados como oficiais em diversos países (APHA 1992, Meng et al. 2001, ISO 2002, 
FDA 2014) e no Brasil (Brasil 2003). Essas metodologias oficiais pelo método 
microbiológico tradicional envolvem etapas de cultura onerosas e bastante trabalhosas, 
necessitando de até sete dias para a confirmação dos resultados. Além disso, são 
propensas a erros (Marin et al. 2006, Carrique-Mas & Davies 2008). 

Para a detecção de Salmonella e E. coli verotoxigênica pela metodologia 
tradicional, são necessárias as etapas de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, 
plaqueamento seletivo diferencial e confirmação bioquímica e sorológica. Essas etapas 
servem para aumentar a recuperação das células nos alimentos que possuem microbiota 
competitiva, células em número reduzido ou injuriadas (Bager & Petersen 1991, Rall et 
al. 2005).  

Os testes bioquímicos permitem a identificação a partir do perfil metabólico do 
isolado. Porém, de acordo com Marin et al. (2006) as propriedades fenotípicas pelas 
quais as bactérias são identificadas podem não ser expressas, e quando são, podem ser 
de difícil interpretação e classificação. Além disso, existe a possibilidade de reações 
falso-negativas devido à ação de fatores ambientais sobre a expressão gênica, além do 
risco de interpretações errôneas, quando se utiliza um número limitado de testes. Por 
outro lado, o aumento do número de testes bioquímicos implica no acréscimo 
significativo do custo da análise (Farber et al. 2001, Marin et al. 2006, Settanni e Corsetti 
2007). 

Métodos de diagnóstico rápidos são necessários em indústria de alimentos, 
principalmente de origem animal, que geralmente contém uma vida de prateleira curta, 
visando diminuir a perda econômica com alimentos retidos e recolhidos.  

Atualmente, países importadores estão impondo restrições a mercados que não 
realizam controle e diagnóstico efetivo de Salmonella e E. coli verotoxigênica em 
carcaças bovinas. E, por isso, a detecção rápida e direta dessas enterobactérias em 
carcaças bovinas é uma demanda do sistema oficial de defesa, que já vem solicitando, 
com instituições governamentais, novas tecnologias de controle.  
 Diversos métodos rápidos para detecção de Salmonella e E. coli são 
comercialmente disponíveis e podem ser divididos em várias categorias, como 
procedimentos convencionais adaptados ou modificados, ensaios baseados em 
imunologia e ensaios baseados em ácidos nucleicos. Destes métodos, ELISA e PCR 
mostram especificidade e sensibilidade comparável aos métodos convencionais. A 
sensibilidade e especificidade destes métodos dependem em grande parte da microflora 
do fundo, matriz da amostra, presença de células não cultiváveis, e substâncias 
inibidoras como gorduras, proteínas, polissacarideos, metais pesados, antibióticos, e 
compostos orgânicos (Lee et al. 2015). 
  A IN 62 de 26 de agosto de 2003 - MAPA, que determina os métodos oficiais 
para análise microbiológica de alimentos de origem animal e água, refere que métodos 
moleculares podem ser utilizados para identificação de Salmonella spp. Porém, essa IN 
não descreve esses métodos, indicando-os apenas quando os testes convencionais 
apresentarem resultados duvidosos (Brasil 2003).   

Um grande avanço na detecção rápida de patógenos em alimentos pode ser o uso 
de estudos proteômicos, por meio da utilização da espectrometria de massas para 
caracterizar o microrganismo característico. A técnica de espectrometria de massas com 
fonte de ionização e dessorção a laser assistida por matriz – MALDI (Matrix Assisted 
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Laser Desorption/Ionization) e analisador de massas do tipo tempo-de-voo – TOF (Time-
Of-Flight) permite a comparação do espectro de massas de um microrganismo isolado 
com os espectros de referência de cepas conhecidas, podendo proporcionar a 
classificação e identificação do patógeno com mais rapidez do que os métodos 
convencionais (Siuzdak 2006). 

Assim, o objetivo deste trabalho foi introduzir a técnica de espectrometria de 
massas MALDI-TOF para incrementar o método tradicional microbiológico na detecção 
de Salmonella spp. e E. coli em carcaças bovinas de abatedouros-frigoríficos 
exportadores de Mato Grosso do Sul. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

Amostras. Foram coletadas, pelo método não destrutivo, amostras de 90 
carcaças de bovinos em três abatedouros-frigoríficos, localizados no Estado de Mato 
Grosso do Sul, que funcionam sob Inspeção Federal.  Para a coleta das amostras foram 
utilizadas esponjas esterilizadas (Speci-Sponge® - Nasco, EUA) hidratadas com 10 mL de 
Água Peptonada Tamponada 1% (APT 1%). 

Cepas da Coleção de Microrganismos de Referência em Vigilância Sanitária-
CRMVS, FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro, RJ, foram utilizadas como controles negativos e 
positivos: Escherichia coli INCQS 00033 (ATCC 25922 – Biotipo I, genérica), Escherichia 
coli INCQS 00171 (CDC EDL-933 - Verotoxigênica), Escherichia coli NEWPROV® (ATCC 
25922), Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis INCQS 00258 (ATCC 
13076) e Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium NEWPROV® (ATCC 
14028).  

Isolamento bacteriano. A cada bolsa plástica contendo as esponjas foram 
adicionados 200 mL de APT 1%, e a mistura homogeneizada com auxílio de um 
homogeneizador de amostras (tipo Stomacher) por 60 segundos e colocadas em frascos 
de Erlenmeyer, sendo esta a amostra inicial. Esses frascos foram incubados a 37 ± 1 °C 
por 18 ± 2 h. Para detecção de Salmonella spp., foi utilizada a metodologia descrita 
no International Organization for Standardization (ISO 6579:2002), com modificações, 
adicionando as provas bioquímicas de motilidade, produção de H2S, vermelho de metila 
e citrato. 

Para a detecção de E. coli a metodologia utilizada foi a descrita no Compendium of 
Methods for the Microbiological Examination of Foods, 2001 (Meng et al., 2001). As 
colônias suspeitas de E. coli em ágar MacConkey Sorbitol (SMAC) foram isoladas em ágar 
nutriente, incubadas a 35 ± 1 °C por 18 a 24 h, e submetidas às provas bioquímicas 
complementares, composto pelas provas de indol, ureia, motilidade, produção de H2S, 
vermelho de metila, Voges-Proskauer, fermentação de carboidratos (Triple Sugar Iron) e 
citrato.  

Preparação de amostra para MALDI-TOF. As amostras foram preparadas a 
partir das colônias isoladas, pelo protocolo de extração com etanol/ácido fórmico, 
descrito por Sauer et al. (2008) e revisto por Freiwald & Sauer (2009). Foram pipetados 
duzentos microlitros do caldo de cultura, que foram lavados duas vezes, por 
centrifugação a 16000 g durante 1 min, com água Milli-Q (Merck Millipore) estéril. O 
sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi cuidadosamente misturado em 
300 µL de água Milli-Q estéril para ressuspensão das bactérias, que foram inativadas 
com a adição de 900 µL de etanol absoluto (Sigma-Aldrich). Após centrifugação a 16000 
g durante 2 min, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi seco ao ar à 
temperatura ambiente durante 10 min. As proteínas celulares foram extraídas 
adicionando-se ao sedimento o volume de10 µL de ácido fórmico a 70% (Sigma-Aldrich) 
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e, após homogeneização, adição de 10 µL de acetonitrila pura (Sigma-Aldrich) à mistura. 
Após nova centrifugação a 16000 g durante 2 min aplicou-se 1 µL do sobrenadante em 
poço da placa de MALDI (Bruker Daltonics), deixando-se secar ao ar ambiente. Cada 
amostra foi coberta com 1 µL da matriz de MALDI ácido α-ciano-4-hidróxicinâmico 
(Sigma-Aldrich), na concentração de 5mg/mL em solução contendo 50% de acetonitrila 
e 2,5% de ácido trifluoracético  (v/v), e subsequente secagem ao ar. 

MALDI-TOF. As medições foram realizadas em um espectrômetro de massas 
Autoflex III SmartBeam MALDI-TOF (Bruker Daltonics) equipado com um laser de 200 
Hz. Os espectros de massas foram registrados no modo linear positivo na faixa de massa 
de 2.000 a 20.000 Da. Os parâmetros do aparelho utilizados foram: tensão da fonte IS1 
20kV, tensão da fonte IS2 de 18,55 kV, tensão de lentes 8,80 kV e tempo de retardo de 
extração de íons de 240 ns. Para cada espectro 200 disparos de laser foram coletados na 
taxa de amostragem de 0,5 GS/s. Dez espectros, a partir de diferentes posições da 
amostra, foram somados e processados pelo algoritmo de detecção de pico tipo 
centróide. Os espectros foram calibrados externamente utilizando a mistura de 
calibração padrão Bacterial Test Standard (Bruker Daltonics).  

Análises por MALDI Biotyper. Os espectros brutos foram processados usando o 
programa MALDI Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics) com as configurações padrões. O 
programa realiza normalização, suavização, subtração da linha de base e colheita de 
picos, criando uma lista dos picos mais significativos do espectro (valores m/z com uma 
determinada intensidade, com a relação sinal/ruído de 3, o limiar definido para um 
mínimo de 0,1 % do pico mais alto e um máximo de 100 picos). Para identificar bactérias 
desconhecidas, cada lista de picos gerada é comparada diretamente com a biblioteca de 
referência integrada (IVD, In Vitro Diagnostic System - Bruker Daltonics), por meio do 
algoritmo Biotyper, que realiza a correspondência de padrões de picos e atribui os 
escores de classificação usando a posição, as distribuições de intensidade e a frequência 
de pico, sem qualquer intervenção do utilizador. A biblioteca IVD contém informação de 
3.476 espécies, incluindo 16 cepas de Salmonella e 11 de E. coli. As análises por Biotyper 
são classificadas utilizando os valores de escore propostos pelo fabricante: uma 
pontuação entre 2,300 e 3,000 indica a identificação confiável de espécie; uma 
pontuação entre 2,000 e 2,299 indica a identificação confiável de gênero e provável 
identificação de espécie, uma pontuação entre 1,700 e 1,999 indica provável 
identificação de gênero e uma pontuação abaixo de 1,700 indica que não há identificação 
confiável. 

Foram incluídas na biblioteca IVD os espectros de referência (MSP, do inglês: 
Main Spectra Projections) das cinco cepas controle citadas anteriormente, contendo 
informação sobre as médias das massas e médias das intensidades de medições de 32 
replicatas, de modo que um espectro principal exibiu os picos mais reprodutíveis típicos 
para cada uma daquelas cepas bacterianas. Para criar as listas de picos, o programa 
BioTyper foi usado como descrito acima, sendo que os 70 picos independentes com 
frequência de, pelo menos, 50% foram utilizados para a geração dos MSP.  Os 
dendrogramas foram construídos com o programa estatístico Matlab 7.1 (Math-Works 
Inc.) integrado ao programa MALDI Biotyper 3.1 com os parâmetros de medida de 
distância por correlação e ligação por média normalizada entre a distância 0 
(concordância total) e 1000 (sem concordância). 

 
RESULTADOS  

Neste estudo foi possível identificar com precisão todos os controles ATCC 
depositados na biblioteca disponível, constatando a aptidão da técnica de MALDI-TOF 
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em identificar corretamente Salmonella e E. coli. Além disso, foram escolhidas 
aleatoriamente, a partir das 270 amostras, 85 isolados com perfis bioquímicos não 
compatíveis com Salmonella spp. ou E. coli. Esses 85 isolados foram identificados como 
outros gêneros bacterianos (Klebsiella, Pseudomonas, Enterobacter, Morganella, 
Citrobacter, Proteus e Providencia) após análise por MALDI Biotyper. 

Com base na morfologia da colônia e nas reações bioquímicas, das 270 amostras 
coletadas de 90 carcaças em três abatedouros-frigoríficos, 7 isolados foram positivos 
para Salmonella. Além disso, 4 isolados, das 270 amostras, apresentaram reações 
duvidosas em dois testes bioquímicos, sendo consideradas inconclusivas para 
Salmonella. 

Buscando a confirmação do gênero e a eventual identificação de espécie para 
Salmonella, os sete isolados bioquimicamente positivos para Salmonella spp., foram 
confrontados com a biblioteca IVD. Nessa análise foi possível discriminar 3476 espécies 
de bactérias, entre as quais 16 sorotipos de Salmonella, além das duas cepas S. 
Enteritidis e S. Typhimurium da ATCC adicionais, cultivados e isolados em paralelo neste 
trabalho para controle das provas bioquímicas. As análises pelo programa MALDI 
Biotyper, feitas em triplicata, confirmaram a identificação do gênero Salmonella e ainda 
possibilitaram a classificação dos 7 isolados como sendo da espécie S. enterica (Quadro 
1).  Além disso, esses resultados revelaram que 6 dos 7 isolados apresentaram maior 
escore de identificação para a cepa de referência S. Enteritidis, enquanto que apenas o 
isolado 67 apresentou maior similaridade com a cepa de referência S. Choleraesuis. 
Utilizando-se as ferramentas integradas do pacote computacional MALDI Biotyper 3.1, 
construiu-se um dendrograma para ilustrar a semelhança molecular dos isolados frente 
às cepas de referência testadas, indicando uma estreita proximidade entre os isolados e 
a cepa de referência de Salmonella Enteritidis (Fig. 1). 

Os quatro isolados que apresentaram resultados inconclusivos nos testes 
bioquímicos para Salmonella, por apresentarem características fenotípicas não usuais, 
também foram analisados por MALDI Biotyper, tendo sido identificados como 
pertencentes aos gêneros Citrobacter e Proteus (Quadro 2), conforme ilustrado pelos 
espectros de massas na figura 2. No entanto, os escores observados para esses isolados 
ficaram abaixo de 2,300, o que não permitiu identificar a espécie, provavelmente pela 
ausência na biblioteca das cepas de referência correspondentes a esses isolados. É 
possível ainda que esses isolados não tenham sido cultivados nas condições específicas, 
uma vez que o cultivo foi direcionado para o isolamento do gênero Salmonella. 

Em relação à análise para Escherichia coli, das 270 amostras coletadas 
provenientes das 90 carcaças, 37 foram positivas pelos testes bioquímicos para essa 
espécie. A análise por MALDI Biotyper mostrou que, conforme esperado, todos os 
isolados foram classificados no gênero Escherichia, enquanto que, para a identificação de 
espécie, 30 dos 37 isolados foram confirmados, ou seja, 81,1% dos casos (Quadro 3). Nos 
sete isolados de campo em que a espécie não foi confirmada, os dez melhores 
correspondentes apresentaram escores entre 2,000 e 2,299 (dados não mostrados) 
indicando que esses isolados sejam espécies ou sorotipos não presentes na biblioteca 
disponível. 
 

DISCUSSÃO 
A espectrometria de massas MALDI-TOF tem sido utilizada com sucesso para a 

identificação de uma grande variedade de espécies bacterianas (Conway et al. 2001, 
Clark et al., 2013, Schulthess et al. 2016). O espectro de massas gerado fornece um perfil 
proteômico do microrganismo desconhecido, tal como uma "impressão digital". Esses 
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perfis são únicos para cada espécie de microrganismo, sendo possível inclusive 
distinguir picos específicos para os gêneros e espécies. No caso da análise por MALDI 
Biotyper, cada perfil pode ser automaticamente comparado a uma biblioteca de 
espectros de referência, gerando um ranking numérico com a lista dos microrganismos 
mais estreitamente relacionado. Esse ranking indica o nível de confiança na identificação 
e, dependendo de quão elevado é o valor, o organismo é identificado no nível de gênero 
ou espécie (Patel 2013). Quando os espectros adquiridos para uma determinada 
amostra ou isolado não são identificados na biblioteca disponível, é possível gerar os 
correspondentes espectros de referência e incluí-los ao banco de dados, sendo o 
operador responsável pelo fornecimento ao sistema das informações precisas quanto à 
origem e referência daquele microrganismo. Assim, o programa MALDI Biotyper 
permite a inclusão de espectros de referência diferentes daqueles fornecidos pelo 
fabricante (Pignone et al. 2006, El Khéchine et al. 2011). Neste estudo foi possível 
identificar com precisão todos os controles ATCC depositados na biblioteca disponível, 
constatando a aptidão da técnica de MALDI-TOF em identificar corretamente Salmonella 
e E. coli. 

Nas análises realizadas por este trabalho, todos os isolados bioquimicamente 
positivos para Salmonella spp. foram também identificados por MALDI Biotyper como 
pertencentes ao gênero Salmonella, enquanto que os isolados com perfis bioquímicos 
não compatíveis com Salmonella spp. foram identificados como outros gêneros 
bacterianos. De acordo com os valores de escore obtidos, as amostras de Salmonella 
foram 100% correlacionadas ao nível de gênero e identificadas como sendo da espécie S. 
enterica. Diversas investigações também relatam identificação de aproximadamente 
100% de alguns microrganismos, tais como Neisseria spp. (Ilina et al. 2009), Clostridium 
spp. (Grosse-Herrenthey et al. 2008) e Mycobacterium spp. (Pignone et al. 2006). 

Todas os isolados foram classificados como S. enterica, porém, seis dos sete 
isolados apresentaram maior escore de identificação para a cepa de referência S. 
Enteritidis, enquanto que apenas um isolado apresentou maior similaridade com a cepa 
de referência S. Choleraesuis. Com os dados obtidos não foi possível determinar os 
sorovares das amostras, o que talvez possa ser alcançado com maior quantidade de 
informação estrutural, por exemplo, através do sequenciamento de peptídeos dos perfis 
protéicos encontrados (Fagerquist et al. 2010, Hart et al. 2015). 

Para quatro isolados a identificação bioquímica, após as etapas do cultivo 
tradicional, de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo e plaqueamento diferencial, 
foi inconclusiva. Esses isolados foram submetidos a testes moleculares, confirmando-se 
não se tratarem do gênero Salmonella (dados não mostrados/publicados à parte). Os 
testes bioquímicos identificam as salmonelas por seus perfis fenotípicos, porém, essas 
propriedades fenotípicas podem não ser expressas ou apresentar variabilidade devido à 
ação de fatores ambientais sobre a expressão gênica, podendo levar a reações falso-
negativas, ou ser de difícil ou errônea interpretação (Farber et al. 2001, Marin et al. 
2006, Settanni e Corsetti 2007). De fato, esses quatro isolados foram submetidos a 
análise por MALDI Biotyper e foram identificados como pertencentes aos gêneros 
bacterianos Citrobacter e Proteus. Esses resultados também reforçam a aptidão e 
demonstram a acurácia da técnica, pois, os isolados de Citrobacter e Proteus podem 
apresentar biotipos atípicos que apresentam características de cultivo, bioquímicas e 
antigênicas que se assemelham às do gênero Salmonella (Gilchrist 1995). 

Na análise por MALDI Biotyper para os isolados de E. coli, sete não tiveram a 
espécie confirmada, por apresentarem escores entre 2,000 e 2,299, provavelmente 
porque as espécies ou sorotipos correspondentes a esses isolados não estão presentes 
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na biblioteca IVD do programa Biotyper. Além disso, esse resultado sugere que 19.9% 
dos isolados identificados bioquimicamente como E. coli podem tratar-se de outras 
espécies. Vários estudos que avaliaram o desempenho de MALDI-TOF MS para a 
identificação de microrganismos demonstraram que estes sistemas são altamente 
descritivos, precisos e reprodutíveis. Esses trabalhos comparam a espectrometria de 
massas com outras ferramentas já utilizadas na identificação de microrganismos, como 
os testes bioquímicos automatizados e os tradicionais de cultivo e demonstram 
acurácias entre 98 e 99% para as espécies analisadas (Eigner et al. 2009, Seng et al. 
2009, Cherkaoui et al. 2010, Van Veen et al. 2010), comprovando a confiabilidade dos 
bancos de dados comercialmente disponíveis Biotyper (Bruker Daltonics) e SARAMIS 
(Shimadzu Corporation). Nagy et al. (2009), trabalhando com espécies de Bacterioides, 
relataram que o poder de discriminação e identificação por MALDI-TOF foi superior aos 
testes bioquímicos. Eigner et al. (2009), ao analisarem 1116 isolados clínicos 
comparando MALDI Biotyper com a identificação bioquímica convencional, 
demonstraram 95,2% de consistência na identificação de espécies bacterianas. 

A identificação por meio do perfil proteico da bactéria ao invés de diferenciações 
físicas, metabólicas ou bioquímicas é uma das principais vantagens da espectrometria de 
massas MALDI-TOF. Por isso, essa técnica tem sido cada vez mais aplicada no 
diagnóstico microbiológico, tendo até substituído os métodos bioquímicos 
convencionais em alguns laboratórios no mundo. Neste trabalho, as amostras positivas 
para Salmonella e E. coli identificadas pela microbiologia tradicional foram confirmadas 
pelo MALDI-TOF, bem como nos isolados com perfis bioquímicos não compatíveis com 
Salmonella spp. ou E. coli, que foram identificados como outros gêneros bacterianos após 
MALDI Biotyper. Esses resultados permitem sugerir a utilização dessa técnica em 
substituição às provas bioquímicas de identificação, uma vez que apresentou a mesma 
especificidade nos resultados, porém, sendo de mais fácil execução e menos suscetível a 
erros de interpretação, como ocorreu com as amostras inconclusivas na identificação 
bioquímica.  

Em um estudo realizado por Cherkaoui et al. (2010), analisando 720 amostras 
clínicas para comparar dois métodos de espectrometria de massas MALDI-TOF 
(Microflex LT e Axima Assurance) com a identificação convencional bacteriana, os 
autores concluíram que, se MALDI-TOF tivesse sido aplicado como teste inicial e a 
identificação bioquímica tivesse sido aplicada apenas quando não havia identificação 
por MALDI, o laboratório teria economizado cerca de US$ 5,00 por isolado e o tempo 
para a liberação do resultado teria sido reduzido para aproximadamente 8 horas 
(Cherkaoui et al. 2010). 

Além de despender menos trabalho, a identificação usando MALDI-TOF pode 
analisar amostras rapidamente dentro de minutos após a positividade da cultura. De 
acordo com Panda et al. (2014) o procedimento de extração para uma única amostra 
leva 23 minutos e o tempo de processamento quando feito com várias amostras é 
reduzido (aproximadamente 3h para 82 amostras), facilitando o resultado e 
aumentando o rendimento. Ao contrário da identificação por meio de métodos 
bioquímicos convencionais, que são processos demorados e requerem de 24 a 48 h após 
a positividade da cultura, podendo atrasar, por exemplo, as intervenções terapêuticas. 
Além disso, o processo de extração de proteínas para análise por MALDI-TOF é simples, 
de relativo baixo custo e não necessita de conhecimentos técnicos de alta complexidade, 
tornando-se uma vantagem sobre os outros métodos de identificação (Panda et al. 
2014). 



104 

 

 

Dessa mesma forma, de acordo com Tan et al. (2012), que também comparou 
MALDI-TOF com os métodos convencionais, o tempo de rotação para a identificação de 
bactérias e fungos melhora em média 1,45 dias. Além disso, apenas uma pequena 
quantidade de organismo é necessária, então, os testes podem ser executados 
diretamente a partir de colônias isoladas em placas de cultura primárias, enquanto que 
outros métodos podem requerer outros cultivos (Patel 2013).  

A indústria de carnes é um dos principais setores de alimentos no Brasil. A carne 
bovina é um dos alimentos mais importantes da dieta da população brasileira, além de 
apresentar um dos maiores potenciais de crescimento e possuir um alto impacto na 
economia do País. O uso de MALDI-TOF confere maior precisão, com relativa rapidez e 
baixo custo, na identificação dos patógenos presentes nas amostras de carcaças. Isso é 
de enorme relevância, uma vez que, os alimentos de origem animal, geralmente possuem 
uma vida de prateleira curta. Dessa forma, a identificação precisa e rápida de patógenos 
pode diminuir a perda econômica com alimentos retidos e recolhidos, além de implicar 
em uma melhor qualidade da carne bovina, reduzindo os riscos de infecções humanas de 
origem alimentar. 

 
CONCLUSÃO 

A metodologia de espectrometria de massas MALDI-TOF permite a rápida 
confirmação da identidade de Salmonella spp. e E. coli, a partir dos isolados em meios 
diferenciais, representando um avanço na precisão de identificação de microrganismos 
patogênicos. Essa técnica pode ser utilizada como rotina para identificação de patógenos 
após isolamento por cultivo de amostras coletadas de abatedouros-frigoríficos.   
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Legendas das Figuras 

Quadro 1. Identificação por MALDI Biotyper dos isolados de carcaças bovinas positivos 
bioquimicamente para Salmonella spp.  

Fig. 1. Dendrograma de isolados positivos paravSalmonella spp. após análise por MALDI 
Biotyper  

Quadro 2. Identificação por MALDI Biotyper dos isolados bacterianos de carcaças 
bovinas inconclusivos na identificação bioquímica para Salmonella spp. 

Fig. 2. Espectros de massas MALDI-TOF dos isolados 7, 22 e 62 identificados como 
Salmonella Enteritidis, Citrobacter sp. e Proteus sp. 

Quadro 3. Identificação por MALDI Biotyper 3.1 dos isolados de carcaças bovinas 
positivos bioquimicamente para Escherichia coli  
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Quadro 1. Identificação por MALDI Biotyper dos isolados de carcaças bovinas 
positivos bioquimicamente para Salmonella spp.  

Isolado Réplica 1 Escore Réplica 2 Escore Réplica 3 Escore 

7 
Salmonella 
Enteritidis  

2,414 
Salmonella 
Enteritidis  

2,396 
Salmonella 
Enteritidis  

2,368 

11 
Salmonella 
Enteritidis 

2,445 
Salmonella sp 
(choleraesuis)*  

2,363 
Salmonella 
Enteritidis  

2,348 

33 
Salmonella 
Enteritidis  

2,42 
Salmonella 
Enteritidis  

2,401 
Salmonella 
Enteritidis  

2,396 

38 
Salmonella 
Enteritidis  

2,477 
Salmonella 
Enteritidis  

2,449 
Salmonella 
Enteritidis  

2,365 

45 
Salmonella 
Enteritidis 

2,352 
Salmonella sp 
(choleraesuis)*  

2,335 
Salmonella 
Enteritidis  

2,304 

53 
Salmonella 
Enteritidis  

2,448  
Salmonella 
Enteritidis  

2,376 
Salmonella 
Enteritidis 

2,319 

67 
Salmonella sp 
(choleraesuis)* 

2,316 
Salmonella sp 
(choleraesuis)*  

2,314 
Salmonella 
Enteritidis  

2,264 

* Nomenclatura presente na biblioteca utilizada no programa Biotyper .
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Fig. 1. Dendrograma de isolados positivos para Salmonella spp. após análise por MALDI 
Biotyper. 

* Nomenclatura presente na biblioteca utilizada no programa Biotyper. 
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Quadro 2. Identificação por MALDI Biotyper dos isolados bacterianos de carcaças 
bovinas inconclusivos na identificação bioquímica para Salmonella spp. 

Isolado  Réplica 1 Escore Réplica 2 Escore Réplica 3 Escore 

22 
Citrobacter 
freundii  

2,298 
Citrobacter 
freundii  

2,275 
Citrobacter 
freundii  

2,191 

31 
Citrobacter 
freundii  

2,174 
Citrobacter 
freundii  

2,08 
Citrobacter 
freundii  

2,027 

33 
Citrobacter 
freundii  

2,269 
Citrobacter 
freundii  

2,268 
Citrobacter 
freundii  

2,242 

62 
Proteus 
vulgaris  

2,196 
Proteus 
vulgaris  

2,172 
Proteus 
vulgaris  

2,05 
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Fig. 2. Espectros de massas MALDI-TOF dos isolados 7, 22 e 62 identificados como 
Salmonella Enteritidis (A), Citrobacter (B) e Proteus (C).



113 

 

 

Quadro 3. Identificação por MALDI Biotyper dos isolados de carcaças bovinas 
positivos bioquimicamente para Escherichia coli *. 

Isolado Réplica 1 Escore Réplica 2 Escore Réplica 3 Escore 

1355E Escherichia 
coli 

2,539 Escherichia coli 2,505 Escherichia coli 2,472 

1355L Escherichia 
coli 

2,473 Escherichia coli 2,468 Escherichia coli 2,445 

1358L Escherichia 
coli 

2,491 Escherichia coli 2,477 Escherichia coli 2,449 

247L Escherichia 
coli 

2,325 Escherichia coli 2,127 Escherichia coli 2,126 

320E Escherichia 
coli 

2,5 Escherichia coli 2,493 Escherichia coli 2,464 
355R Escherichia 

coli 
2,376 Escherichia coli 2,322 Escherichia coli 2,321 

357E Escherichia 
coli 

2,552 Escherichia coli 2,442 Escherichia coli 2,438 

363E Escherichia 
coli 

2,414 Escherichia coli 2,39 Escherichia coli 2,32 

357R Escherichia 
coli 

2,418 Escherichia coli 2,39 Escherichia coli 2,17 

394E Escherichia 
coli 

2,479 Escherichia coli 2,416 Escherichia coli 2,241 

395L Escherichia 
coli 

2,418 Escherichia coli 2,113 Escherichia coli 2,082 

398L Escherichia 
coli 

2,489 Escherichia coli 2,44 Escherichia coli 2,425 

399E Escherichia 
coli 

2,435 Escherichia coli 2,418 Escherichia coli 2,399 

399L Escherichia 
coli 

2,523 Escherichia coli 2,515 Escherichia coli 2,508 

401E 2 Escherichia 
coli 

2,527 Escherichia coli 2,497 Escherichia coli 2,449 

402E 2 Escherichia 
coli 

2,464 Escherichia coli 2,44 Escherichia coli 2,412 

453E Escherichia 
coli 

2,369 Escherichia coli 2,166 Escherichia coli 2,139 

454E Escherichia 
coli 

2,411 Escherichia coli 2,391 Escherichia coli 2,387 

475E Escherichia 
coli 

2,512 Escherichia coli 2,478 Escherichia coli 2,458 

476L Escherichia 
coli 

2,353 Escherichia coli 2,313 Escherichia coli 2,097 

477L Escherichia 
coli 

2,373 Escherichia coli 2,313 Escherichia coli 2,306 

478E Escherichia 
coli 

2,479 Escherichia coli 2,434 Escherichia coli 2,377 

16E Escherichia 
coli 

2,302 Escherichia coli 2,256 Escherichia coli 2,247 

17E Escherichia 
coli 

2,444 Escherichia coli 2,392 Escherichia coli 2,225 

21E Escherichia 
coli 

2,333 Escherichia coli 2,282 Escherichia coli 2,281 

23E Escherichia 
coli 

2,409 Escherichia coli 2,336 Escherichia coli 2,29 

23R Escherichia 
coli 

2,335 Escherichia coli 2,294 Escherichia coli 2,195 

6E Escherichia 
coli 

2,448 Escherichia coli 2,354 Escherichia coli 2,298 

6L Escherichia 
coli 

2,44 Escherichia coli 2,392 Escherichia coli 2,387 

7E Escherichia 
coli 

2,397 Escherichia coli 2,372 Escherichia coli 2,296 

* Dos 37 isolados testados por MALDI, sete (354L, 318R, 354E, 356E, 453L, 3L, 7L) 
apresentaram escore entre 2,0 e 2,299 (dados não mostrados). 

  
 

 


