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RESUMO 

 
COSSI, Marcus Vinícius Coutinho, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
Fevereiro de 2014. Rastreamento e caracterização de Salmonella spp. em 
indústrias de processamento de carne bovina e açougues localizados em Minas 
Gerais, Brasil. Orientador: Luís Augusto Nero. Co-orientador: Paulo Sérgio de 
Arruda Pinto. 
 

Considerando a importância de Salmonella spp. para a saúde pública, o presente 

estudo tem como objetivo avaliar origens e rotas de contaminação da carne bovina, 

através da pesquisa deste patógeno em pontos críticos de contaminação da linha de 

processamento em frigoríficos e açougues. Para a realização deste estudo, amostras 

foram coletadas em três frigoríficos localizados em Minas Gerais, Brasil, sendo 

coletado um total de 209 carcaças de bovinos, amostrados em quatro pontos da linha 

de abate (couro; após a esfola; após a evisceração; após o enxague final). Amostras 

foram obtidas também de quatro açougues localizados em Viçosa, Minas Gerais, 

Brasil. Nestes açougues foram coletadas 32 amostras de cada um dos seguintes 

utensílios: mãos, tábua de corte, faca, assoalho da gôndola de refrigeração, moedor 

de carne e amaciador de carne. Isolados confirmados como Salmonella spp.por PCR 

(gene ompC) foram submetidos a macrorestrição do DNA com XbaI e eletroforese 

em gel de campo pulsado (PFGE), além de testes de sensibilidade a antimicrobianos 

e de presença de genes associados à patogenicidade. Na pesquisa realizada em 

frigoríficos, Salmonella spp. foi identificada no couro de seis animais, na carcaça de 

um animal após a esfola, duas carcaças após a evisceração e três carcaças após o 

enxágue final. O isolados foram identificados como sendo pertencentes aos sorotipos 

Dublin, Derby, Infantis, Give e Salmonella enterica subsp. salamae. A análise de 

PFGE dos 20 isolados obtidos permitiu a definição de contaminações cruzadas entre 

diferentes frigoríficos e etapas do abate. Estes resultados mostram a baixa ocorrência 
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de Salmonella spp nos frigoríficos de Minas Gerais, Brasil, porém indica possíveis 

rotas de contaminação por este patógeno. Nos açougues, Salmonella spp. foi 

identificada em cinco amostras superficiais de tábuas de corte de carne. Os 15 

isolados obtidos foram distribuídos em quatro pulsotipos pela técnica de PFGE. O 

gene de virulência invA foi encontrado em 13 isolados, o gene sefA em oito isolados. 

Todos os isolados analisados foram resistentes ao antimicrobiano clindamicina e 

sensíveis a amicacina e cefotaxina, e simultaneamente resistentes a pelo menos três 

antimicrobianos. Os resultados demonstram a importância da tábua de corte de carne 

como fonte de contaminação por Salmonella spp. em açougues e a presença dos 

genes de virulência e resistência a múltiplas drogas evidenciam o risco que esse 

patógeno representa para a saúde pública. Finalmente, os sorotipos e os perfis 

genéticos dos isolados obtidos nos frigoríficos foram comparados com perfis de 

resistência a 13 antimicrobianos e com a presença de genes de virulência localizados 

em ilhas de patogenicidade do micro-organismo (Grupo 1), plasmídeos (Grupo 2) ou 

outras regiões do DNA (Grupo 3). O resultado desta análise mostrou que os isolados 

com um mesmo perfil de restrição foram classificados em um mesmo sorotipo. Além 

disso, genes de virulência dos Grupos 1 e 2 mostram ser bastante conservados entre 

isolados pertencentes a um mesmo pulsotipo. O perfil de sensibilidade apresentado 

pelos isolados também foi muito similar entre isolados pertencentes a um mesmo 

pulsotipo, indicando que a utilização concomitante de técnicas fenotípicas e 

genotípicas pode auxiliar no agrupamento e consequentemente no estudo de surtos e 

na identificação de possíveis rotas de contaminação. Apesar da baixa ocorrência de 

Salmonella spp. em carcaça e em ambientes de manipulação de alimentos, a presença 

de genes de virulência e a existência de isolados resistentes a múltiplos 

antimicrobianos evidenciam a importância deste patógeno para a saúde pública. 
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Além da identificação e caracterização da Salmonella spp, a utilização de técnicas 

fenotípicas e genotípicas podem auxiliar diretamente na identificação de origens e 

possíveis rotas de contaminação dos produtos finais. 
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ABSTRACT 

 
COSSI, Marcus Vinícius Coutinho, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
February, 2014. Rastreability and characterization of Salmonella spp from 
bovine processing industries and butcher shop localized in Minas Gerais, Brazil. 
Advisor: Luís Augusto Nero. Co-advisor: Paulo Sérgio de Arruda Pinto. 
 

As Salmonella spp is still one of the most important foodborne pathogen related to 

public health, the aim of this study was to identify the contamination routs in beef 

chain production, through the identification of the pathogen in critical points of 

contamination on slaughterhouses and butcher shops. 3 slaughterhouses located in 

Minas Gerais state, Brazil, were considered in this study to obtain 209 carcasses 

samples in 4 steps of the slaughtering (bovine hide; after skinning, after evisceration 

and after the end wash). Also, samples were obtained from 4 butcher shops located in 

Viçosa, Minas Gerais, Brazil. On these facilities, 32 samples were obtained from 

each of the utensils: employees hands, cutting boards, knives, refrigeration rooms, 

meat grinders and meat tenderizers. Salmonella spp isolates were submitted to DNA 

macrorestriction (XbaI) and pulse field gel electrophoresis. Also, virulence genes and 

antimicrobial resistance were tested. Salmonella was identified from hide of 6 

animals, 1 carcass after skinning, 2 carcasses after evisceration and 3 carcasses after 

end wash. These isolates were confirmed as serotypes Dublin, Derby, Infantis, Give 

and Salmonella enterica subsp. salamae. PFGE analysis of the 20 isolates showed 

the occurrence of cross contamination between slaughterhouses and also between 

steps of the slaughtering. This result shows the low occurrence of Salmonella spp in 

slaughterhouse in Minas Gerais state, Brazil, and also the possible routs of 

contamination. At the butcher shops, 5 cutting boards were positive for Salmonella 

spp. From these positive samples, 15 isolates were obtained with 4 different 

pulsotypes after PFGE analysis. The virulence gene invA was present in 13 isolates, 
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the gene sefA was present in 8 isolates. All the isolates showed resistance for 

clindamycin, sensibility for amikacin and cefotaxime and all presented resistance to 

at least 3 tested antimicrobial profiles. This result shows the importance of the 

cutting board as a contamination route for Salmonella spp. and the presence of 

virulence genes and multidrug resistance highlight the importance of Salmonella spp. 

for the public health. Finally, the serotypes and pulsotypes from the isolates obtained 

on the slaughterhouses were compared to the virulence genes and antimicrobial 

resistance profiles. The virulence genes tested were located in three different 

genomic regions: pathogenic island (Group 1), plasmids (Group 2) and other DNA 

sites (Group 3). The analysis of this results showed that all the isolates from the same 

pulsotype had the same serotype. Also, virulence genes of the Group 1 and 2 showed 

to be very conserved between isolates from the same pulsotype. Antimicrobial 

resistance profiles also showed to be very conserved in isolates belonging to the 

same pulsotype, enhancing how the use of genotype and phenotype techniques can 

be helpful on Salmonella spp grouping. As a conclusion, besides the low occurrence 

of Salmonella spp in carcasses and environment handling foods, the presence of 

virulence genes and multidrug resistance shows how Salmonella spp is still an 

important foodborne pathogens associate with contaminated food. This study also 

shows how the association of genotype and phenotype technique can be greatly 

helpful during outbreaks investigation. 
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INTRODUÇÃO 

 

Nos últimos anos tem-se observado um aumento da produção e 

exportações no agronegócio brasileiro e queda nas importações, resultando em um 

superávit na balança comercial. Um dos responsáveis por este resultado comercial 

positivo tem sido a pecuária brasileira, e mais especificamente o comércio de carne 

bovina, sendo o Brasil o maior exportador e segundo maior produtor mundial. 

O fato de o Brasil ser o maior exportador de carne bovina significa que 

padrões de qualidade estipulados pelos países importadores devem ser atendidos para 

que se possa garantir o fornecimento de carne para estes mercados. Uma das formas 

de se garantir a qualidade e segurança dos produtos é através da contagem de micro-

organismos indicadores de higiene e ainda, a identificação de patógenos relacionados 

à carne bovina, como Salmonella spp., Escherichia coli e Listeria monocytogenes. 

Dentre esses, Salmonella spp. é considerado o patógeno mais frequentemente 

associado à toxinfecções em seres humanos causadas por ingestão de alimentos 

contaminados. 

Salmonella spp. pode contaminar a carne bovina e seus derivados em 

diversas etapas do processamento, sendo as principais: couro do animal antes do 

abate, a evisceração, pois há risco de perfuração da alça intestinal, e ainda os 

utensílios e equipamentos utilizados em ambientes de manipulação, como sala de 

desossa e açougues. Especificamente nesses locais há intensa manipulação da carne 

bovina, e consequentemente alto risco de contaminação cruzada. 

Por este patógeno estar diretamente relacionado à saúde pública, o 

monitoramento da contaminação por Salmonella spp. durante toda a cadeia de 

processamento da carne bovina é importante, e para isso técnicas moleculares rápidas 
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e confiáveis são extremamente úteis para identificação e caracterização adequadas 

deste micro-organismo. Dentre as técnicas moleculares mais utilizadas neste sentido 

estão a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) e o multilocus sequence typing 

(MLST), que são capazes respectivamente de relacionar corretamente a 

contaminação e sua origem na linha de processamento e identificar a evolução 

genética deste patógeno. 

A pesquisa por genes relacionados a patogenicidade de Salmonella spp., 

assim como os perfis de resistência a antimicrobianos, são também importantes para 

o entendimento do real risco da presença deste patógeno na carne bovina, 

principalmente porque tem-se identificado muitos isolados multirresistentes à 

antimicrobianos o que torna o tratamento de pessoas contaminadas cada vez mais 

difícil. Pesquisas nesta área possuem uma alta aplicabilidade prática, uma vez que a 

utilização de técnicas moleculares auxilia na identificação das origens da 

contaminação e suas possíveis rotas, assim como a identificação de genes de 

virulência e perfis de resistência a antimicrobianos traduzem o real risco para a saúde 

pública. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1. Importância da carne bovina 

 

Entre 2012 e 2013 observou-se um aumento de 1% nas exportações 

relacionadas ao agronegócio brasileiro, o que representa um valor de 846 milhões de 

dólares. Neste mesmo período, a importação de produtos agropecuários apresentou 

uma queda de 6,2%, resultando em um superávit recorde de 79 bilhões de dólares, o 

que demonstra a força do agronegócio brasileiro e sua competitividade internacional 

(Brasil, 2013a). As projeções apresentadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA), apontam para um cenário bastante otimista para os 

próximos 10 anos. Segundo o MAPA, o setor agropecuário terá uma produção capaz 

de abastecer anualmente 200 milhões de brasileiros e seus excedentes serão 

exportáveis para mais de 200 países (Brasil, 2013b). 

Dentro da balança positiva do agronegócio brasileiro, a pecuária 

representa um importante papel. Em 2012 foi abatido um total de 31,1 milhões de 

cabeças de gado, sendo Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiás, São Paulo e Minas 

Gerais, respectivamente, os líderes em abate no país (Brasil, 2013b). A atual 

produção total de carnes no país é de 26,5 milhões de toneladas, sendo que a carne 

bovina representa aproximadamente 33% deste total e segundo projeções passará por 

um aumento total de 22,5% até 2023 (Brasil, 2013b). Em relação ao consumo, as 

projeções do MAPA indicam que a carne bovina será aquela que passará por maior 

aumento nos próximos 10 anos, na ordem de 42,8%. A carne de frango passará para 

o segundo lugar no aumento do consumo, com um crescimento de 26,2%, e o 

terceiro lugar em crescimento será da carne suína com 18,9% (Brasil, 2013b). 
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As projeções de crescimento em produção realizadas pelo MAPA são 

importantes, uma vez que a Organização das Nações Unidas (ONU) estima que a 

população mundial seja superior a 9 bilhões de pessoas, das quais 2 bilhões são mal 

nutridos e 840 milhões estejam passando fome (ONU, 2013a; ONU, 2013b). Porém, 

é evidente que o aumento na produção de alimentos não é garantia do fornecimento 

de alimentos para toda a população, pois, outros aspectos, como políticos e 

econômicos, estão envolvidos. 

No entanto, esse cenário poderia ser ainda pior se a produção de 

alimentos não tivesse aumentado nos últimos anos (FAO, 2010). Nos países em 

desenvolvimento, por exemplo, tem-se observado nas últimas duas décadas um 

aumento considerável na produção de carne e ovos. Mesmo assim, somente 22% da 

proteína da dieta são de origem animal, enquanto que nos países desenvolvidos esse 

valor é de 60% (D´Silva, 2000). Portanto, fica evidente a necessidade de aumentar 

essa cifra, especialmente nos países em desenvolvimento, e principalmente controlar 

os desperdícios (FAO, 2009). 

No Brasil, a criação dos bovinos de corte é feita basicamente de maneira 

extensiva, o que sujeita parte do rebanho à escassez periódica de forragem, 

comprometendo seu desenvolvimento e concentrando uma maior oferta de carne em 

determinada época do ano (EMBRAPA, 2003). Segundo dados da Associação 

Brasileira de Criadores de Zebu (ABCZ), das estimadas 30 milhões de cabeças 

abatidas anualmente no país, somente 8,6% provêm de animais confinados (ABCZ, 

2014; ABIEC, 2011). 

Na criação extensiva praticada no Brasil, mesmo com a intensa seleção a 

que foi submetido parte do rebanho zebuíno, o abate dos animais sempre é tardio, 

nunca ocorrendo antes dos 24 meses de idade (Arrigoni, 2001; Baptista et al., 1999). 
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Mesmo com este perfil de produção, o Brasil é hoje o segundo maior produtor e o 

maior exportador de carnes do mundo (ABIEC, 2012). 

A carne bovina brasileira é exportada para mais de 100 países em 

diversas regiões do mundo (Brasil, 2013b). Essa grande variação de mercados 

importadores impõe diferentes padrões de qualidade e higiene que devem ser 

atingidos. De forma geral, os cortes destinados ao mercado externo devem ser 

analisados quanto à presença de micro-organismos deteriorantes e patogênicos, 

devendo atender a diferentes critérios microbiológicos estabelecidos pelos países 

importadores, como os membros da Comunidade Europeia (EU, 2007), critérios estes 

que caso não atendidos podem limitar a venda destes produtos. 

Para a obtenção de um alimento seguro deve ser enfatizado que os 

cuidados devem ter início na fase primária de produção (Buncic et al., 2013). Dentro 

deste contexto, sistemas como Boas Práticas de Fabricação (BPF) e Análise de 

Perigos e Pontos Críticos de Controle (APPCC) apresentam-se como alternativas a 

serem empregadas já na produção primária, pois têm como fundamentos a prevenção 

dos perigos químicos, físicos e biológicos, porém, entendendo que este tipo de 

aplicação seria na forma de adaptações desses programas (Gaaloul et al., 2011; Osés 

et al., 2012). Nos países desenvolvidos já há uma mentalidade voltada para sua 

adaptação e implantação nas fazendas através de programas do tipo “from farm to 

fork”, que numa tradução livre seria a produção de alimentos seguros envolvendo 

todas as etapas de produção, isto é, “da fazenda ao garfo do consumidor” (Buncic et 

al., 2013; Cullor, 1995). 

Nos últimos anos ainda, muitos estudos e normatizações têm sido 

propostos por instituições internacionais como Codex Alimentarius e Organização 

Mundial da Saúde, com o intuito de ajudar os profissionais envolvidos com 
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segurança e qualidade dos alimentos (Gaaloul et al., 2011). De uma maneira geral, as 

ferramentas de controle de qualidade baseiam-se na exigência de um layout mínimo 

de processamento que facilite o monitoramento, na responsabilidade do 

estabelecimento de aplicar a ferramenta de qualidade, e na presença de uma 

autoridade responsável pela fiscalização (Ababouch, 2000). Neste sentido, mesmo 

sendo muito eficaz, o próprio APPCC é, segundo o Codex Alimentarius, apenas uma 

parte dos princípios de verificação do sistema de produção (Luning et al., 2009). 

Os sistemas de controle de qualidade utilizados na produção de carne 

bovina levam em consideração diferentes parâmetros microbiológicos a fim de se 

verificar a qualidade e inocuidade final dos produtos obtidos (Buncic et al., 2013; 

Serraino et al., 2012). Vários micro-organismos indicadores são utilizados para esse 

fim, como os aeróbios mesófilos e coliformes. A Comunidade Européia, por 

exemplo, determina a enumeração de aeróbios mesófilos e enterobactérias, além de 

pesquisa do patógeno Salmonella spp., em carcaças bovinas como medidas de 

verificação da qualidade microbiológica do processo de abate (EU, 2007). No Brasil, 

além dos padrões exigidos pelos países importadores, existe ainda o padrão 

estipulado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária para carne in natura que 

exige a ausência de Salmonella spp em 25 gramas de produto e contagem máxima de 

coliformes a 45oC de 104 por grama (ANVISA, 2001). 

Micro-organismos de uma maneira geral, teoricamente, não deveriam 

estar presentes no tecido muscular, uma vez que estes tecidos são considerados 

estéreis em animais sadios (Rivera-Betancourt et al., 2004). No entanto a 

contaminação acaba ocorrendo durante o processamento e manipulação, sendo que 

falhas durante a esfola, evisceração, processamento de cortes, embalagem, estocagem 

e distribuição dentro de um frigorífico e para pontos comerciais podem intensificar 



7 
 

esta contaminação (Dong et al., 2014; Gill, 1998). Fezes são consideradas como as 

principais fontes de contaminação e podem atingir a carcaça por deposição direta, e 

até mesmo por contato indireto com carcaças contaminadas, equipamentos, 

trabalhadores, instalações e ar (Borch & Arinder, 2002; Dong et al., 2014). 

 

2. Contaminação microbiológica da carne e possíveis rotas de contaminação. 

 

Nas últimas décadas, tem-se observado um grande aumento na incidência 

de doenças causadas pelo consumo de alimentos contaminados e segundo a 

Organização Mundial da Saúde, estima-se que anualmente 2,2 milhões de pessoas 

tenham diarreia associada ao consumo de alimentos ou água contaminada (Ahmed & 

Shimamoto, 2014). 

Níveis de contaminação por aeróbios mesófilos abaixo de 105 UFC/cm2 

indicam boas condições de higiene durante o abate e contaminação de carnes em 

níveis acima de 106 UFC/cm2 indicam início de processo de deterioração, com 

produção de odores típicos e redução do tempo de prateleira. Quando o nível de 

contaminação atinge valores da ordem de 107 UFC/cm2 a formação de limosidade já 

é evidente (Gill et al., 1998). 

O modo mais eficiente de se reduzir a contaminação e desenvolvimento 

microbiano em produtos cárneos é o estabelecimento de programas de controle de 

qualidade como BPF e APPCC, que podem ser conduzidos pela enumeração de 

micro-organismos indicadores de higiene que remetem a práticas adequadas de 

processamento, além de sugerir a presença de patógenos e micro-organismos 

causadores de deterioração (Gaaloul et al., 2011; Osés et al., 2012). 
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A inocuidade e a qualidade de produtos cárneos podem ser estimadas 

através da pesquisa de diversos micro-organismos indicadores, como os aeróbios 

mesófilos e coliformes. A enumeração de aeróbios mesófilos fornece uma estimativa 

da população geral de micro-organismos que estão presentes nos produtos cárneos, e 

altos níveis de contaminação estão associados à baixa qualidade (Gill, 1998). 

Coliformes, principalmente Escherichia coli, geralmente são associados à 

contaminação por matéria de origem fecal e sugerem a presença de patógenos de 

origem entérica (Eisel et al., 1997; Wong & Selvam, 2009). 

Apesar de alguns micro-organismos indicadores sugerirem a presença de 

certos perigos microbiológicos, a pesquisa efetiva de patógenos é fundamental para 

garantia da segurança microbiológica de produtos cárneos. Assim, patógenos 

frequentemente associados à carne bovina devem ser pesquisados e controlados na 

linha de abate e processamento, como Salmonella spp. (Carrasco et al., 2012). Micro-

organismos desse gênero são patogênicos para humanos e outros animais quando 

ingeridos por via oral, possuem um período de incubação médio de 12-36 horas, e 

provocam enterite, infecção sistêmica e febre entérica (Altekruse et al., 2006; Turki 

et al., 2012). 

A incidência de salmoneloses tem aumentado significativamente durante 

as duas últimas décadas, em todo o mundo (Favier et al., 2013; Narvaez-Bravo et al., 

2013). Geralmente, os humanos são infectados por Salmonella spp. através da 

ingestão de água e alimentos contaminados, podendo ocorrer transmissão também 

via contato direto com animais contaminados (Choi et al., 2013; Dong et al., 2014; 

Rasschaert et al., 2007; Wang et al., 2013b). 

Particularmente a pesquisa e caracterização de patógenos na linha de 

abate e processamento permite a identificação da origem da contaminação dos 
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mesmos em produtos cárneos finais, como cortes embalados e destinados ao 

consumo humano (Barco et al., 2013). Estudos epidemiológicos dessa natureza são 

fundamentais para se determinar quais são as principais fontes de contaminação 

desses patógenos na linha de abate e processamento, a fim de se propor medidas 

efetivas de controle e higienização (Favier et al., 2013). 

Algumas etapas da linha de abate de bovinos são consideradas 

importantes fontes de contaminação da carcaça durante o processamento (Carrasco et 

al., 2012). A etapa de retirada da pele do animal é um dos pontos mais importantes, 

pois a carga microbiana da pele irá refletir diretamente o nível de contaminação 

inicial que a carcaça irá apresentar no começo do abate e a avaliação macroscópica 

de sua limpeza tem sido utilizada como indicador indireto do real risco de 

contaminação da carne (Arthur et al., 2007; Hauge et al., 2012; Narvaez-Bravo et al., 

2013). 

Além da contaminação externa, a etapa de evisceração também é 

considerada fundamental no controle da contaminação da carcaça pois, uma falha de 

processamento poderá resultar no rompimento de vísceras e consequente 

contaminação da carne (Buncic & Sofos, 2012). Outra etapa que tem sido apontada 

por outros autores como importante fonte de contaminação da carcaça é o enxágue 

final da carcaça antes de ser estocada nas câmaras frias (Barkocy-Gallagher et al., 

2003; Rivera-Betancourt et al., 2004; Ruby et al., 2007). 

Além da pesquisa de patógenos na linha de abate, pesquisadores 

acreditam que seja fundamental a análise de ambientes responsáveis pela 

manipulação dos cortes finais como sala de desossa e açougues (Schwaiger et al., 

2012; Stevens et al., 2006). Ambos ambientes têm em comum o fato de manipularem 

diferentes cortes, de diferentes origens e em alguns casos manipular carnes de mais 
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de uma espécie como bovinos, suínos e aves (Voidarou et al., 2011). A manipulação 

de carnes de diferentes origens e de diferentes espécies de animais representa um 

potencial risco de contaminação cruzada e consequentemente um risco para a 

população consumidora (Gomes-Neves et al., 2012). Outros pontos como mesas, 

facas, moedores de carne e mãos dos funcionários são considerados importantes rotas 

de contaminação cruzada, sendo possíveis fontes de contaminação para o produto 

final (Carrasco et al., 2012; Haileselassie et al., 2013; Papadopoulou et al., 2012). 

Dentro da cadeia de produção da carne, os açougues possuem um 

importante papel nesta rota de contaminação, pois são considerados um dos pontos 

mais próximos entre a produção da carne e o consumidor final. Além disso, pode-se 

encontrar nestes estabelecimentos mão de obra com pouca qualificação, o que é 

apontando por alguns autores como um dos facilitadores da contaminação cruzada 

(Haileselassie et al., 2013). 

A contaminação cruzada ocorre normalmente pelo contato de superfícies 

incorretamente higienizadas e o produto final e segundo a organização mundial da 

saúde, é responsável por 25% das toxinfecções alimentares. Possíveis formas de 

haver contaminação cruzada são práticas incorretas de higienização, equipamentos 

contaminados, manipulação dos alimentos, erro de processamento ou estocagem 

inadequada (Møretrø et al., 2012). 

Outro problema que coloca em risco a saúde pública e que também está 

relacionado à contaminação cruzada é a capacidade de alguns micro-organismos, 

como Salmonella spp, de formarem uma complexa estrutura conhecida como 

biofilme (Wang et al., 2013a). Esta capacidade que algumas bactérias possuem de 

formar biofilmes faz com que muitas das técnicas de higienização adotadas nas 

indústrias e estabelecimentos que comercializam carne não sejam eficientes na 
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remoção destes micro-organismos (Lianou & Koutsoumanis, 2012; Wang et al., 

2013a). 

 

3. Ferramentas utilizadas na detecção e caracterização da Salmonella spp. 

 

Devido à importância já apresentada de Salmonella spp. para a saúde 

pública e suas diversas rotas de contaminação da carcaça e produto final, é 

imprescindível a utilização de ferramentas eficazes na identificação deste patógeno e 

suas características como a presença de genes relacionados à patogenicidade e 

resistência a antimicrobianos (Campioni et al., 2012). Além disso, ferramentas 

específicas podem ser utilizadas para associar com precisão os mesmos agentes 

patogênicos presentes em alimentos e os causadores de enfermidades em humanos, 

sendo importantes para que medidas preventivas e corretivas sejam realizadas, a fim 

de se evitar novos casos e surtos (ICMSF, 2006). 

Para detecção e caracterização de Salmonella spp. em amostras de 

alimentos, a reação da polimerase em cadeia (PCR) tem sido a opção mais utilizada 

pois, é considerada uma técnica bastante eficiente, rápida e mais confiável que a 

metodologia convencional (Park et al., 2014). Por outro lado, a PCR possui a 

desvantagem de ser mais cara que a metodologia baseada no desenvolvimento de 

Salmonella spp. em meios de cultura, e principalmente por ser impossível verificar se 

a região do DNA amplificada foi originado de uma célula viável presente na amostra 

(Cocolin et al., 2011; Park et al., 2014). 

Entretanto, a presença de Salmonella spp. nos alimentos não é hoje a 

única preocupação. Nos últimos anos, muitas cepas isoladas de Salmonella spp. têm 

se mostrado resistentes a diversos agentes antimicrobianos o que se deve 
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principalmente ao uso indiscriminado dos antimicrobianos na criação dos animais de 

produção e a pressão seletiva assim provocada (Carramiñana et al., 2004; Hur et al., 

2012; Van et al., 2012). As consequências desse resultado afetam diretamente a 

saúde pública pois, cada vez mais, os medicamentos utilizados no combate à 

toxinfecções alimentares causadas por Salmonella spp. se tornarão ineficazes 

(Oliveira et al., 2005). 

Além da resistência a antimicrobianos, a pesquisa por genes de virulência 

também é considera importante, pois oferece um dimensionamento da 

patogenicidade dos isolados de Salmonella spp. associados com alimentos. Os genes 

de virulência estão distribuídos pelo cromossomo desse micro-organismo, sendo 

muitos deles encontrados em isolados patogênicos, não patogênicos e mesmo em 

Escherichia coli; considerando essa situação específica, esses genes não são bons 

candidatos para identificação de Salmonella spp (Skyberg et al., 2006). Os genes 

normalmente avaliados em isolados de Salmonella spp são: invA, orgA, prgH, spaN, 

sipB, sitC, pagC, msgA, spiA, sopB, lpfC e sifA, que estão localizados na ilha de 

patogenicidade distribuída em variadas partes do DNA bacteriano; genes pefA e 

spcB que são tipicamente carregados por plasmídeos; e os genes iroN, tolC e cdtB 

que estão localizados em outras regiões do genoma microbiano(Skyberg et al., 2006). 

Uma das primeiras etapas relacionada a patogenicidade da Salmonella 

spp. é sua capacidade de aderir às células do hospedeiro. Neste sentido, o gene sefA 

está associado com a produção de fímbrias e com a adesão do micro-organismo à 

certas regiões do aparelho gastrointestinal do hospedeiro, mais especificamente à 

região da placa de Peyer no intestino delgado (Liu et al., 2011a; Musa et al., 2013). 

A capacidade de invasão das células epiteliais do intestino é também uma 

das etapas primordiais associada a patogenicidade da Salmonella spp., sendo os gene 
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invA, spaN, sipB, tolC, prgH e orgA responsáveis por esta atividade (Galan & 

Curtiss III, 1989; Groisman & Ochman, 1997). Além disso, estudos demonstram que 

micro-organismos com estes genes também são capazes de induzir apoptose em 

macrófagos infectados, indicando assim, a relação destes genes também com esta 

capacidade (Groisman & Ochman, 1997). 

Os genes de virulência pagC, spiA, sifA e msgA, são responsáveis pela 

capacidade de sobrevivência e multiplicação do patógeno dentro das células do 

hospedeiro, não sendo no entanto, necessário para a invasão das células epiteliais 

(Almeida et al., 2013; Behlau & Miller, 1993; Groisman & Ochman, 1997). 

Outro grupo de genes associados diretamente com a capacidade 

patogênica de Salmonella spp. são os genes spvC e spvB. Esses genes são associados 

com a sobrevivência do patógeno dentro da célula do hospedeiro, e ainda possuem a 

capacidade de inibir o sistema imune inato do hospedeiro (Kaeppeli et al., 2011; Paul 

A. Gulig et al., 1993). Outro mecanismo relacionado com a patogenicidade de 

Salmonella spp. é conhecido como sistema de secreção tipo III. Este mecanismo, que 

possui como um de seus reguladores o gene sopB, tem a função de depositar na 

célula do hospedeiro fatores de virulência essenciais no processo de invasão, sendo 

assim considerado um dos genes principais para a patogenicidade do micro-

organismo (Roblin et al., 2013). 

Finalmente, os genes iroN e sitC são responsáveis pela codificação de 

uma proteína receptora de ferro na parte externa da membrana e o gene cdtB está 

relacionado com a produção de toxinas (Baumler et al., 1998; Haghjoo & Galan., 

2004; Janakiraman & Slauch., 2000). 
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4. PFGE e Salmonella spp. 

 

Novas técnicas moleculares têm auxiliado os pesquisadores e 

responsáveis pelo controle da qualidade microbiológica dos alimentos a identificar 

com precisão a origem da contaminação e consequentemente a prevenção de novas 

falhas no processamento (Park et al., 2014). Dentre as técnicas utilizadas com 

sucesso para esta função esta a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) 

(Almeida et al., 2013; Torpdahl et al., 2005). 

A PFGE se apresenta como uma boa alternativa no estudo 

epidemiológico de isolados de micro-organismos pois, consiste na comparação de 

fragmentos do DNA bacteriano que foi previamente digerido por enzimas de 

restrição (Almeida et al., 2013; Foxman et al., 2005). Esta técnica fornece como 

resultado um padrão de bandas que pode ser comparado entre os isolados, têm um 

tempo de realização relativamente curto e é considerada de alta capacidade 

discriminatória entre os isolados (Liu et al., 2011b; Perez-Losada et al., 2013). 

Porém, acredita-se que por ser necessário um elevado nível de conhecimento técnico 

para traduzir e interpretar os padrões de banda possa haver equívocos na análise de 

alguns pesquisadores (Perez-Losada et al., 2013). 

Torpdahl et al. (2005) analisaram 110 isolados de Salmonella entérica 

através da técnica de PFGE e micro-organismos de um mesmo sorotipo obtiveram 

pulsotipos diferentes. Este resultado corrobora com a afirmação de outros autores de 

que o PFGE é mais discriminatório na comparação de isolados (Favier et al., 2013; 

Mohamed et al., 2014). 

Favier et al. (2013) analisaram 27 isolados de Salmonella spp. através da 

técnica de PFGE e observaram uma perfeita correlação entre os pulsotipos 
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apresentados e os sorotipos dos isolados. Boa relação entre sorotipos e pulsotipos 

obtidos pelo PFGE foi também observada por Mohamed et al. (2014), além de 

correta correlação com a origem do isolado e o perfil de resistência a antibióticos. 

Por outro lado, Rivoal et al. (2009) observaram diferenças entre pulsotipos e 

sorotipos dos isolados estudados, assim como ocorreu no estudo de Torpdahl et al. 

(2005). 

Estudos desta natureza são importantes pois, mostram que a PFGE, por 

ser uma técnica mais discriminatória, é ideal para comparação de isolados de regiões 

geograficamente próximas, além de correlação entre contaminação do alimento e 

suas origens na linha de produção (Torpdahl et al., 2005). 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

A presente pesquisa teve como objetivo geral a detecção das origens e rotas de 

contaminação por Salmonella spp. em carne bovina, através da pesquisa e 

caracterização desse patógeno em pontos críticos de contaminação da linha de 

processamento em frigoríficos e açougues. 

 

Objetivos específicos 

 

Os objetivos específicos da pesquisa foram: 

 Identificar os pontos críticos de contaminação por Salmonella spp. em 

carcaças bovinas, ambientes de matadouros-frigoríficos e açougues; 

 Identificar genes relacionados a patogenicidade dos isolados obtidos; 

 Caracterizar o perfil de resistência a antimicrobianos dos isolados; 

 Caracterizar os perfis genéticos dos isolados por PFGE; 

 Analisar os resultados para caracterização das origens e rotas de 

contaminação em cadeias de processamento de carne bovina. 
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Abstract 17 

The present study aimed to track possible contamination sources of Salmonella spp. 18 

during bovine slaughtering. Three slaughterhouses located in Minas Gerais state, 19 

Brazil were selected and 836 samples were obtained by surface swabbing of 209 20 

bovine carcasses at four steps of slaughtering: I) after bleeding (from the hide), II) 21 

after skinning, III) after evisceration, and IV) after end washing (performed with cold 22 

water). Samples were subjected to Salmonella spp. detection according to ISO 6975, 23 

and the suspected isolates were identified by PCR as Salmonella by targeting the 24 

ompC gene and performing serotyping. Twenty isolates were confirmed as 25 

Salmonella and subjected to XbaI macrorestriction and pulsed-field gel 26 

electrophoresis (PFGE). Salmonella spp. was detected in the hides of six animals, 27 

during slaughtering after skinning (one carcass), after evisceration (two carcasses), 28 

and after end washing (three carcasses). Isolates were serotyped as S. Dublin (n = 7), 29 

S. Derby (n = 8), S. Infantis (n = 1), S. Give (n = 1), and S. enterica subsp. salamae 30 

(n = 3). PFGE demonstrated identical Salmonella pulse-types from hides and 31 

slaughtering steps of skinning and evisceration, as well as from animal hides 32 

obtained from distinct slaughterhouses. The obtained data indicate a low prevalence 33 

of Salmonella spp. during bovine slaughtering in selected industries from Minas 34 

Gerais state, Brazil, but identified possible routes of contamination of pathogenic 35 

serotypes. 36 

Keywords: Salmonella; bovine; slaughtering; PFGE  37 
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1. Introduction 38 

 39 

Salmonella spp. is an important foodborne pathogen associated with products of 40 

animal origin, such as beef, pork, and poultry (Abbassi-Ghozzi et al., 2012; Dallal et 41 

al., 2010; Stevens et al., 2008). This usual association with such products is a result 42 

of the autochthonous presence of Salmonella in the intestinal microbiota of farm 43 

animals, which facilitates the contamination of carcasses during slaughtering, mainly 44 

due to improper handling and processing (Abbassi-Ghozzi et al., 2012; Buncic & 45 

Sofos, 2012). 46 

Several steps of animal slaughtering and meat processing are considered key points 47 

for Salmonella contamination, requiring constant monitoring and control. In the 48 

context of contamination control in food industries based on Hazard Analysis and 49 

Critical Control Points (HACCP), such key points include hide removal (skinning), 50 

evisceration, washing before freezing, handling of cuts and meat products, and cross-51 

contamination at several steps between utensils, equipment, and food products 52 

(Buncic & Sofos, 2012; Gill et al., 2003; Pointon et al., 2012). 53 

Considering the potential hazard of Salmonella for humans, its contamination 54 

during beef processing must be monitored by reliable and proper methodologies, in 55 

order to allow the identification of the exact points of contamination by most 56 

pathogenic serotypes. With this purpose, associating conventional isolation 57 

procedures with molecular methodologies is undoubtedly required to obtain valuable 58 

results to properly track the specific origins of Salmonella spp. (Amini et al., 2010; 59 

Skyberg et al., 2006). Based on the relevance of Salmonella spp. in the beef 60 

processing chain, the present study aimed to identify the origins of contamination of 61 

this foodborne pathogen in distinct points of slaughtering of three slaughterhouses, 62 
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and also in the processing environment in one of them, located in Minas Gerais state, 63 

Brazil, using conventional and molecular methodologies. 64 

2. Materials and Methods 65 

 66 

2.1. Slaughterhouses and sampling 67 

Three slaughterhouses located in Minas Gerais State, Brazil were included in the 68 

present study after agreement by the owners and the identification of regular bovine 69 

slaughtering in their facilities. All selected facilities were representative of 70 

slaughterhouses located in Minas Gerais state, Brazil, regarding slaughtering 71 

frequency, utensils and equipment employed, and all of them have Hazard Analysis 72 

and Critical Control Points (HACCP) programs, and their key characteristics are 73 

described in the following: 74 

Slaughterhouse 01 (Sl01): daily slaughtering of 130 to 150 bovines, conducted by 75 

approximately 50 employees, and absence of physical division between dirty and 76 

clean areas. Sl01 is allowed to export a diversity of beef products, which are also 77 

distributed for sale in Brazilian market. 78 

Slaughterhouse 02 (Sl02): bovine slaughtering occurs two or three times a week, 79 

with 90 to 100 bovines being processed by approximately 25 employees, and absence 80 

of physical division between dirty and clean areas. Sl02 is not allowed to export any 81 

beef product, being its production destined exclusively to Brazilian market. 82 

Slaughterhouse 03 (Sl03): daily slaughtering of 150 to 180 bovines, conducted by 83 

approximately 50 employees, and absence of physical division between dirty and 84 

clean areas. Sl03 exports only viscera, and beef cuts are distributed for sale in 85 

distinct Brazilian states. 86 

Each slaughterhouse was visited 10 times in a two-year period, with a total of 836 87 
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samples obtained by surface swabbing of 209 bovine carcasses (Sl01: 69, Sl02: 70; 88 

Sl03: 70) at four steps of slaughtering: I) after bleeding (from the hide), II) after 89 

skinning, III) after evisceration, and IV) after end washing (performed with cold 90 

water). Surface sampling was conducted by swabbing four sterile sponges (3M 91 

Microbiology, St. Paul, MN, USA), each previously moistened with 10 mL of 92 

buffered peptone (1% w/v) saline (0.85% w/v) solution (BPS, Oxoid Ltd., 93 

Basingstoke, England), in four 100 cm² delimited areas of the shoulder and chest (I 94 

and II, only the outer surface of the whole carcass; III and IV, the outer and inner 95 

surface of both half-carcasses). After sampling, swabs were placed in sterile bags and 96 

kept at 4°C until microbiological analysis. 97 

Surface samples of tables (n = 39), knives (n = 13), and employees’ hands (n = 37) 98 

were also obtained in the beef processing environment of Sl01, using the same 99 

procedure described previously. These samples were obtained before the start of beef 100 

processing activities, as well as during beef processing and handling. Finally, beef 101 

cuts obtained at the end of beef processing in Sl01 were sampled by surface 102 

swabbing, as described previously: shoulder (n = 32), rump (n = 32), and tenderloin 103 

(n = 30). 104 

 105 

2.2. Salmonella detection 106 

Samples were subjected to Salmonella detection according to ISO 6975 (ISO, 2002), 107 

with some modifications. Under sterile conditions, each sample set (four sponges) 108 

was treated with 160 mL of BPS (Oxoid) and homogenised at 4°C and 260 rpm 109 

(Stomacher 400 circulator, Seward, Worthing, England). Then, 40 mL of the 110 

obtained homogenates were centrifuged at 1,000  g for 15 min, the supernatant was 111 

discarded, and the obtained pellet was re-suspended in 10 mL of buffered peptone 112 
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water at 1% (w/v) (Oxoid); this was followed by incubation at 37°C for 18 h. Then, 113 

the obtained cultures were transferred to Muller-Kauffmann tetrathionate/novobiocin 114 

broth and Rappaport-Vassiliadis medium with soya (both from Oxoid), which were 115 

incubated at 37°C for 24 h and 42°C for 24 h, respectively. The obtained cultures 116 

were streaked onto plates containing xylose lysine deoxycholate agar and mannitol 117 

lysine crystal violet brilliant green agar (both from Oxoid) and incubated at 37°C for 118 

24 h. Salmonella suspect colonies were transferred to triple sugar iron agar and 119 

lysine iron agar slants (both from Oxoid), and incubated at 37°C for 24 h. 120 

Cultures that presented typical or suspect reactions were subjected to 121 

serotyping at Fundação Osvaldo Cruz (Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). To 122 

confirm the genus identification, cultures of the suspect colonies were subjected to 123 

DNA extraction using the Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega Corp., 124 

Madison, WI, USA) and subjected to PCR reaction as described by Alvarez et al. 125 

(2004) in order to detect the ompC gene (typical for Salmonella spp.). 126 

 127 

2.3. Salmonella fingerprinting 128 

Isolates identified by serotyping and PCR as Salmonella spp. were subjected to DNA 129 

macrorestriction with XbaI and pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) for 130 

fingerprinting, as indicated by the PulseNet (Centers for Disease Control and 131 

Prevention, Atlanta, GA, USA) and following the protocol described by Ribot et al. 132 

(2006). Briefly, plugs of the isolates were digested with 50 U of XbaI (Promega) at 133 

37°C for 2 h and the macrorestriction products were separated on agarose gels at 1% 134 

(w/v) by PFGE, using TBE 0.5  at 4°C in CHEF-DR II (Bio-Rad Lab., Hercules, 135 

CA, USA) with the following parameters: initial switch of 2.2 s, final switch time of 136 

63.8 s, angle of 120°, 6 V/cm, and run time of 19 h. The obtained gels were stained 137 
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using GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, USA), and the obtained fingerprints were 138 

visualised and recorded for analysis. 139 

 140 

2.4. Data analysis 141 

The frequencies of positive results for Salmonella sp. of bovine carcasses during the 142 

slaughtering process in the three slaughterhouses were obtained and compared by the 143 

Chi-square test (p < 0.05), using the software XLStat 2010.2.03 (AddinSoft, New 144 

York, NY, USA). The fingerprints obtained by PFGE were analysed using 145 

BioNumerics 6.6 (Applied Maths, Gand, Belgium) with the following parameters: 146 

optimisation of 1%; Dice similarity of bands of 5%. Clustering of the fingerprints 147 

was obtained by the Unweighted Pair Group Method using Averages (UPGMA). 148 

 149 

3. Results and Discussion 150 

 151 

Salmonella spp. were detected in the hides of six animals, and during slaughtering 152 

after skinning (one carcass), after evisceration (two carcasses), and after end washing 153 

(three carcasses). The distribution of positive results by sampled step of slaughtering 154 

and slaughterhouse is presented in Table 1. It can be seen that only in Sl01 were 155 

significant differences between the frequencies of positive results observed when 156 

comparing hide contamination with the slaughtering steps (p < 0.05); however, the 157 

low frequencies of positive results jeopardised a proper comparison between the 158 

studied steps. However, comparing the frequencies of contamination in Sl02 and 159 

Sl03, and also all compiled data, no significant differences were observed between 160 

the assessed slaughtering steps (p > 0.05). 161 

The low occurrence of Salmonella spp. in bovine carcasses during 162 
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slaughtering has already been observed in similar studies conducted in other 163 

countries (Li et al., 2004; Madden et al., 2001; Rhoades et al., 2009). Sofos et al. 164 

(1999) and Ruby et al. (2007) highlighted the relevance of bovine hide as a reservoir 165 

of Salmonella spp. for slaughterhouses, as observed in the present study for Sl01 166 

(Table 1). Also, the contamination of bovine carcasses after the end of the 167 

slaughtering process (after the end washing) could be a relevant source of the initial 168 

contamination of Salmonella spp. in the beef processing environment of 169 

slaughterhouses (Barkocy-Gallagher et al., 2003; Rivera-Betancourt et al., 2004; 170 

Ruby et al., 2007), as observed in Sl03 in the present study (Table 1). However, due 171 

to the absence of beef processing in Sl03, it was not possible to verify the impact of 172 

Salmonella spp. contamination of the carcasses after final washing of the end beef 173 

products. 174 

None of the samples tested from the beef processing environment of Sl01 175 

presented a positive result for Salmonella spp., and neither did the tested beef cuts. 176 

Also, none of the bovine carcasses from Sl01 were positive for Salmonella spp. after 177 

the final washing, the last step of the slaughtering process (Table 1). These results 178 

suggest the poor relevance of bovine carcasses as possible sources of contamination 179 

by Salmonella spp. in the beef processing environment, an unexpected result 180 

considering the data obtained in previous studies (Bosilevac et al., 2007; Ghafir et 181 

al., 2005; Wong et al., 2007). In addition, these results suggest that the hygienic 182 

procedures conducted during bovine slaughtering were enough to avoid the 183 

contamination by Salmonella spp. in the processing environment. 184 

Twenty isolates obtained from positive samples were identified as Salmonella 185 

spp. by serotyping and PCR (targeting ompC gene). These isolates were named S01 186 

to S20; Figure 1 shows their XbaI macrorestriction profiles, as well as their genetic 187 
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relationship obtained by clustering, their origins (slaughtering step, bovine, and 188 

slaughterhouse), and their identified serotypes. The isolates were grouped into 10 189 

pulse-types, presenting genetic similarity varying from 65 to 100%. It could be seen 190 

that isolates that presented identical genetic profiles were present in distinct 191 

slaughtering steps from Sl02, indicating a route of contamination by this specific 192 

Salmonella strain in bovine hides (S05 and S06), after skinning (S07), and after 193 

evisceration (S09) (Figure 1). In addition, this specific Salmonella strain was 194 

detected in carcasses from distinct animals (Figure 1), highlighting the relevance of 195 

cross-contamination of this foodborne pathogen during slaughtering (Stevens et al., 196 

2008). Despite not including beef processing procedures, the presence of positive 197 

results for Salmonella spp. in the final carcasses from Sl03 must be considered a key 198 

contamination point for end-products, as already demonstrated by PFGE in previous 199 

studies (Stevens et al., 2008; Yang et al., 2013; Yang et al., 2010). 200 

The genetic profiles of the isolates also allowed the identification of common 201 

sources of contamination for distinct slaughterhouses. S03 and S04 were isolated 202 

from Sl01, and S05, S06, S07 and S09 were isolated from Sl02; all these isolates 203 

presented identical XbaI macroresctriction patterns (Figure 1). The identification of 204 

common sources of contamination by Salmonella in the beef processing chain, as 205 

identified in the present study, highlights the necessity of proper control from the 206 

initial steps of production onwards (Stevens et al., 2008). 207 

The isolates were serotyped as S. Dublin (n = 7), S. Derby (n = 8), S. Infantis (n = 1), 208 

S. Give (n = 1), and S. enterica subsp. salamae (n = 3) (Figure 1). S. Dublin is 209 

commonly associated with bovines, but rarely associated with salmonellosis cases 210 

and outbreaks, despite being known for its high potential for intestinal mucosa 211 

invasion (Davis et al., 2007; Litrup et al., 2010). The presence of this serotype in 212 
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hides (n = 4) indicates faecal contamination on the animals, and transfer to bovine 213 

carcasses after skinning (n = 1) (Figure 1). In addition, one S. Dublin isolate was 214 

detected in a bovine carcass after evisceration, indicating failures in this step during 215 

slaughtering (Figure 1). 216 

S. Derby is usually associated with swine slaughtering and pork processing, 217 

and the few infections caused by this serotype are caused by the ingestion of 218 

contaminated foods (Litrup et al., 2010; Michael et al., 2006). The occurrence of this 219 

serotype in bovine carcasses may also have been a result of inadequate cleaning 220 

procedures in Sl02 and Sl03, as these facilities also conduct swine slaughtering, 221 

usually in the period before bovine slaughtering. 222 

S. Infantis, S. Give and S. enterica subsp. salamae were also identified, but at low 223 

frequencies. S. Infantis is often isolated from animals and their foods, and is 224 

considered a relevant pathogenic agent for humans that is usually associated with 225 

foodborne diseases (Rivoal et al., 2009; Shahada et al., 2006). Despite S. Give 226 

usually being associated with bovine and swine, this serotype is not a common cause 227 

of salmonellosis cases and outbreaks (Girardin et al., 2006). 228 

Despite the low frequencies of positive results observed for Salmonella spp. 229 

during bovine slaughtering and beef processing, the obtained data allowed the 230 

identification of cross-contamination of this foodborne pathogen between key steps 231 

of the slaughtering process from the selected slaughterhouses in Minas Gerais state, 232 

Brazil. These data also demonstrate the presence of pathogenic serotypes at such 233 

points, highlighting the significance of the proper control of contamination during 234 

bovine slaughtering. 235 

 236 
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Table 1. Frequencies of positive results for Salmonella spp. obtained from 209 bovine carcasses at four steps of slaughtering (I: from hide; II: 

after skinning; III: after evisceration; IV: after end washing) from three slaughterhouses (Sl01, Sl02, Sl03) located in Minas Gerais state, Brazil. 

 
step  slaughterhouse  all  

Sl01 Sl02 Sl03 

I 4/69 1/70 1/70 6/209 

II  0/69 1/70 0/70 1/209 

III  0/69 2/70 0/70 2/209 

IV  0/69 0/70 3/70 3/209 

Chi-square χ² = 12.176, p = 0.007 χ² = 2.029, p = 0.566 χ² = 6.087, p = 0.107 χ² = 4.735, p = 0.192 
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Figure 1. Schematic representation of the obtained PFGE pulsetypes after DNA macrorestriction (XbaI) of 20 Salmonella spp. isolates obtained 

at four steps of slaughtering (I: from hide; II: after skinning; III: after evisceration; IV: after end washing) from three slaughterhouses (Sl01, 

Sl02, Sl03) located in Minas Gerais state, Brazil. Also, identification of their serotypes. Similarities between the identified PFGE pulsetypes were 

estimated using the Dice coefficient (5% tolerance). 
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ABSTRACT 26 

Salmonella spp. can contaminate finished products of butcher shops, mainly due to 27 

cross contamination of utensils exposed to raw materials. Aiming to identify the 28 

main sources of contamination of this foodborne pathogen in four butcher shop 29 

environments, surface samples of employees hands, cutting boards, knives, floor of 30 

the refrigeration room, meat grinders, and meat tenderizers were obtained (32 31 

samples per point) and subjected to Salmonella spp. detection by ISO 6579, with 32 

modifications. Suspect isolates were identified by PCR (targeting ompC), and 33 

confirmed Salmonella isolates were subjected to PFGE (using XbaI), detection of 34 

virulence genes (invA, sefA, and spvC), and screened for resistance to 12 distinct 35 

antimicrobials. Salmonella spp. was identified only in cutting boards (5 samples), 36 

from 3 distinct butcher shops. Fifteen isolates were confirmed as Salmonella spp., 37 

being grouped in 4 pulse types (similarity varying from 71.1 to 100%). invA was 38 

detected in 13 isolates, sefA in eight isolates, and no isolate presented spvC. All 39 

tested isolates presented resistance to clindamycin and sensitivity to amikacin and 40 

cefotaxine; all isolates presented resistance to at least 3 antimicrobials. The obtained 41 

results indicated the relevance of cutting boards as a contamination source of 42 

Salmonella spp. in butcher shops, and the occurrence of multidrug resistant strains 43 

possessing virulence genes highlights their risks for consumers. 44 

 45 

Keywords: antimicrobial resistance; environmental testing; cutting boards; 46 

Salmonella 47 

  48 
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INTRODUCTION 49 

 50 

Salmonella spp. is considered an important foodborne pathogen worldwide, being the 51 

causative agent of salmonellosis and implicated in innumerous cases and outbreaks 52 

associated with the consumption of contaminated  foods, including meat products 53 

(Rhoades et al., 2009; Stevens et al., 2008). This persistent occurrence of Salmonella 54 

spp. in foods highlights its relevance as a Public Health concern, and also demands 55 

proper control by food industries and selling establishments (Carrasco et al., 2012). 56 

Considering meat processing arena, Salmonella spp. can contaminate finished 57 

products mainly by improper handling and cross contamination by raw materials 58 

(Little et al., 2008). This scenario is particularly relevant in butcher shop 59 

environments, where raw cuts of meat from distinct origins (beef, poultry, pork) are 60 

handled by different employees using various equipment and utensils (knives, 61 

tenderizers, grinders, slicers) on distinct food contact surfaces (Voidarou et al., 62 

2011). Once present in one such step, Salmonella spp. can easily contaminate the end 63 

products and become a potential hazard for consumers (Iroha et al., 2011). 64 

Despite the known virulence potential of Salmonella spp., several studies have 65 

demonstrated another relevant concern related to this foodborne pathogen: its 66 

resistance to antimicrobials (Oliveira et al., 2005; Zhao et al., 2003). The abusive use 67 

of antimicrobials in the feeding and treatment of meat producing animals is 68 

considered the main cause of such resistance development by Salmonella spp. (Hur 69 

et al., 2012), resulting in difficulties in effectively treating humans involved in cases 70 

and outbreaks of salmonellosis caused by such strains (Oliveira et al., 2005). 71 

Considering the relevance of Salmonella spp. as a microbiological hazard associated 72 

with meat products, the present study aimed to identify the occurrence and the main 73 
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points of contamination of this foodborne pathogen in butcher shop environments, 74 

and to also identify the pathogenic characteristics and antimicrobial resistance 75 

patterns of the obtained isolates. 76 

 77 

MATERIAL AND METHODS 78 

 79 

Butcher shop selection and sampling. Four butcher shops located in Viçosa, Minas 80 

Gerais state, Brazil, were included in the present study considering the criteria of 81 

concordance of the owners, and inspection by official fiscalization services. All 82 

selected butcher shops process raw meat from distinct animal origins, and produce a 83 

little variety of meat products (mainly fresh sausages), and destine the production 84 

directly to consumers. Each butcher shop was visited eight times at two-week 85 

intervals during their usual activities, when 32 surface samples were obtained from 86 

each of the following points: employees hands, cutting boards (plastic), knives, floor 87 

of the refrigeration room, meat grinders, and meat tenderizers. Samples were 88 

obtained during the usual processing and handling of meat products in each butcher 89 

shop, without specific cleaning procedures. Selected points were sampled by surface 90 

swabbing of two areas of 50 cm² (a limited area with a sterile template of 5 x 10 cm), 91 

using two sterile sponges (3M Microbiology, St. Paul, MN, USA) previously 92 

moistened with 10 mL of buffered peptone (0.1% w/v) saline (0.85% w/v) solution 93 

(BPS, Oxoid Ltd., Basingstoke, England), and kept under refrigeration up to 60 min 94 

until analysis. Specifically for hands swabbing, the palm and fingers were swabbed 95 

due to the direct contact with meat products. Then, each set of two sponges per 96 

sample were transferred to a sterile bag and added to 80 mL of PBS (total volume 97 

100 mL per sample), homogenized for 60 seconds (Stomacher 400 circulator, Seward 98 
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Ltd., Easting Close, Sussex, UK), and subjected to microbiological analysis. As the 99 

end ratio, 1 mL of the homogenate corresponded to 1 cm² of each sample. 100 

Salmonella spp. detection. All samples were subjected to microbiological analysis 101 

to detect Salmonella spp. according to ISO 6579 (ISO, 2002) with some 102 

modifications. Aliquots of 40 mL of each sample homogenate (corresponding to 40 103 

cm²) were centrifuged at 4 °C for 15 min at 1,000  g. Then, the supernatant was 104 

discarded and the pellet re-suspended with 10 mL of buffered peptone water at 1% 105 

(w/v) and incubated at 37 °C for 24 h. The obtained cultures were transferred to 106 

Rappaport-Vassiliadis and Muller-Kauffmann tetrathionate/novobiocin broths, 107 

followed by incubation at 41.5 °C for 24 h and 37 °C for 24 h, respectively. Then, 108 

the obtained cultures from both broths were streaked onto Xylose Lysine 109 

Deoxycholate agar (XLD) and Mannitol Lysine Crystal Violet Brilliant Green agar 110 

(MLCB) and incubated at 37 °C for 24 h. Suspected Salmonella spp. colonies were 111 

transferred to Lysine Iron agar (LIA) and Triple Sugar Iron agar (TSI) slants; both 112 

were incubated at 37 °C for 24 h. All culture media were from Oxoid. 113 

Colonies that presented typical LIA and TSI reactions were streaked onto tryptic 114 

soya agar (TSA, Oxoid) and incubated at 37 °C for 24 h; isolated colonies were 115 

transferred to tryptic soya broth (TSB, Oxoid) and incubated at 37 °C for 24 h. The 116 

obtained cultures were subjected to DNA extraction and purification using the 117 

Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega Corp., Madison, WI, USA). Then, 118 

the extracted DNAs were subjected to PCR to detect a sequence of the ompC gene 119 

typical of Salmonella spp., according to the protocol described by Alvarez et al. 120 

(2004) with some modifications. Reactions of 25 µL were composed of 2.0 µL of 121 

DNA, 12.5 µL of GoTaq Green Master Mix (Promega), 8.5 µL of nuclease free 122 

water (Promega), and 1 µL of each primers (both at 10 pmol/µL, 5’-123 
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ATCGCTGACTTATGCAATCG-3’, and 5’-CGGGTTGCGTTATAGGTCTG-3’). 124 

The PCR conditions were 95 °C for 2 min; then 30 cycles of 95 °C for 1 min, 57 °C 125 

for 1 min, 72 °C for 2 min and a final extension at 72 °C for 5 min. The PCR 126 

products were subjected to electrophoresis on 2.0 % (w/v) agarose gels, stained with 127 

GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, USA) bath, and visualized in a 128 

transilluminator. PCR products of 204 bp were considered as positive results for 129 

Salmonella spp. 130 

Based on the results, samples were classified as positive or negative for Salmonella 131 

spp. on each 40 cm² of surface area sampled. 132 

XbaI macrorestriction and Pulsed Field Gel Electrophoresis. Isolates identified as 133 

Salmonella spp. by PCR, as described above, were subjected to DNA 134 

macrorestriction and Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) according to Ribot et 135 

al. (2006), using the protocol recommended by PulseNet (CDC, Atlanta, GA, USA). 136 

Briefly, culture aliquots of each Salmonella spp. isolate were digested with 20 U of 137 

XbaI (Promega) and the macrorestriction products were separated on agarose gels at 138 

1% (w/v) by PFGE using the CHEF-DR II Variable Angle System (Bio-Rad Lab., 139 

Hercules, CA, USA) with the following parameters: 19 h, 120 ° and 6 V/cm gradient. 140 

The obtained gels were stained with GelRed (Biotium) and visualized using a 141 

transilluminator. Macrorestriction profiles were analyzed using BioNumerics 6.6 142 

(Applied Maths, Gand, Belgium) considering an optimization of 1%, and a Dice 143 

similarity of bands of 5%. The Unweighted Pair Group Method using Averages 144 

(UPGMA) was used to cluster the obtained patterns. 145 

Virulence genes. All isolates identified as Salmonella spp. by PCR were also 146 

subjected to PCR protocols to detect virulence genes. The primers utilized in the 147 

protocols were those described by Swamy et al. (1996) for invA (5’-148 
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TTGTTACGGCTATTTTGACCA-3’, and 5’-CTGACTGCTACCTTGCTGATG-3’) 149 

and spvC (5’-CGGAAATACCATCTACAAATA- 3’, and 5’-150 

CCCAAACCCATACTTACTCTG-3’), and by Woodward & Kirwan (1996) for sefA 151 

(5’-GCAGCGGTTACTATTGCAGC-3’, and 5’-TGTGACAGGGACAT1TTAGCG-152 

3’). For each pair of primers, PCR reactions of 25 µL were composed of 12.5 µL of 153 

GoTaq Green Master Mix (Promega), 2.0 µL of the DNA, 8.5 µL of nuclease free 154 

water (Promega), and 1 µL of each primer (at 10 pmol/µL). For invA and spvC, the 155 

PCR conditions were 93 °C for 5 min; then 30 cycles at 93 °C for 1 min, 42 °C for 1 156 

min, and 72 °C for 2 min, followed by 72 °C for 5 min as final extension. For sefA, 157 

the PCR conditions were 94 °C for 5 min; then 40 cycles at 94 °C for 1 min, 61 °C 158 

for 1 min, and 72 °C for 1.5 min, followed by 72 °C for 5 min as final extension. The 159 

PCR products were subjected to electrophoresis, stained and visualized as described 160 

above. PCR products of 521 bp (invA), 669 bp (spvC), and 310 bp (sefA) were 161 

considered as positive results for each respective screened gene. 162 

Antimicrobial resistance. Considering the XbaI macrorestriction and PFGE 163 

analysis, and also the result profiles for virulence genes, representative strains of 164 

each identified pulse type were cultured in TSB (Oxoid) and incubated at 37 °C until 165 

they reached a turbidity close to 0.5 on the MacFarland scale. Each culture was 166 

swabbed on the surface of brain heart infusion agar (BHI, Oxoid) plates, and Etest® 167 

stripes (bioMerieux, L’Etoile, France) with distinct antimicrobials were placed onto 168 

the agar surfaces. The antimicrobials tested were: amikacin, cefotaxime, cefoxitin, 169 

cephalothin, clindamycin, imipenem, kanamycin, minocycline, sulfamethoxazole, 170 

tetracycline, tobramycin, and trimethoprim and sulfamethoxazole. Plates were 171 

incubated at 37 °C for 24 h and the minimum inhibitory concentration for each 172 

antimicrobial and strain was defined considering the presence of an inhibition halo 173 
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around the stripe. Based on these data, and considering manufacturer instructions and 174 

CLSI (2008), the strains were classified as resistant (total or intermediate) or 175 

sensitive to each antimicrobial. 176 

 177 

RESULTS AND DISCUSSION 178 

 179 

The positive result frequencies of analyzed samples for Salmonella spp. obtained for 180 

each butcher shop are presented in Table 1. Of all the swab samples taken, 181 

Salmonella spp. was found only from the surfaces of cutting boards. These food 182 

contact surfaces have long been known to harbor pathogens like Salmonella spp. 183 

because of their capacity to allow them to adhere and form biofilms on a variety of 184 

materials, such as stainless steel and plastic (Hurrell et al., 2009; Vestby et al., 2009). 185 

This result highlights the role of cutting boards in the cross contamination of 186 

Salmonella spp. in butcher shop environments, indicating a possible source of 187 

contamination of handled meat cuts and products and representing a hazard for 188 

consumers (Kennedy et al., 2005; Mosupye & von Holy, 2000). Based on the 189 

adherence capability of Salmonella spp. and its presence on cutting boards, the 190 

necessity for effective cleaning procedures to reduce the chances of cross 191 

contamination of finished products is evident (Moretro et al., 2009). 192 

Berends et al. (1998) highlighted the relevance of continuous cleaning procedures for 193 

Salmonella control in butcher shop environments and also identified cutting boards 194 

as a relevant source of contamination by this foodborne pathogen, as observed in the 195 

present study (Table 1). Previous studies identified a diversity of sources for 196 

Salmonella spp. in butcher shop environments, including not only cutting boards but 197 
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also knives, tables and finished products such as pork cuttings and poultry (Cossi et 198 

al., 2012; Hansen et al., 2010; Upadhyaya et al., 2012). 199 

From the Salmonella spp. positive samples (Table 1), 15 isolates were obtained and 200 

confirmed by PCR as possessing the ompC gene, involved in the production of 201 

structural proteins from the outer membrane of Salmonella spp. and detected using 202 

primers designed with specificity for this foodborne pathogen (Alvarez et al., 2004; 203 

Kwang et al., 1996). As guidance, these isolates were named S01 to S15 and their 204 

genetic profiles and PFGE analysis are presented in Figure 1. The isolates were 205 

grouped in 4 pulse types sharing between 71.1 and 100% sequence similarity. It was 206 

determined that isolates from butcher shops 1 and 4 presented identical genetic 207 

profiles, indicating a common source of contamination by Salmonella spp. In 208 

contrast, isolates from butcher shop 4 collected on distinct visits presented 209 

differences in genetic profiles, indicating continuous contamination by different 210 

Salmonella spp. strains in this environment. Previous studies demonstrated 211 

continuous contamination by Salmonella in distinct food processing environments 212 

and also the occurrence of identical strains in distinct locations, as observed in the 213 

present study (Arguello et al., 2013; Xia et al., 2009; Yang et al., 2013). 214 

Despite presenting identical genetic profiles by PFGE, the isolates presented distinct 215 

patterns of results for the evaluated virulence genes (Figure 1). The PFGE protocol 216 

adopted using XbaI is considered reliable for grouping Salmonella spp. (Gaul et al., 217 

2007; Ribot et al., 2006), but the observed diversity in the results for virulence genes 218 

shared by isolates that presented identical genetic profiles suggests the necessity of 219 

alternative tools for proper genetic grouping (Arguello et al., 2013). The assessed 220 

virulence genes are deeply involved in the pathogenic mechanisms of Salmonella 221 

spp. and their presence can be directly associated with the hazards of this foodborne 222 



55 
 

pathogen. invA was detected in 13 out of 15 isolates, being present in at least one 223 

isolate from each pulse type (Figure 1); this gene is involved with enteric cell 224 

invasion by Salmonella spp. and is often considered a target gene in molecular 225 

protocols to detect this pathogen directly from food samples (Matias et al., 2010; 226 

Turki et al., 2012). sefA was detected in 8 out of 15 isolates (Figure 1) and is 227 

associated with fimbrae production and adhesion, without a clear and defined role in 228 

the pathogenic mechanism of Salmonella spp. (Liu et al., 2011; Musa et al., 2013). 229 

Despite the absence of positive results for spvC (Figure 1), this gene is considered 230 

the most relevant in the pathogenic mechanism of Salmonella spp., being associated 231 

with survival ability and multiplication in reticuloendothelial cells, and also with 232 

inhibiting the innate immunity of the host (Kaeppeli et al., 2011). 233 

The results for antimicrobial resistance and minimum inhibitory concentrations are 234 

presented in Table 2. All selected isolates presented resistance to clindamycin and 235 

sensitivity to amikacin and cefotaxine. Four isolates from pulse type I were selected 236 

considering their results for virulence genes (Figure 1), and presented some 237 

variations in antimicrobial resistance: S04 and S11 presented intermediate resistance 238 

to cephalotin, whereas S03 and S05 were sensitive; S11 was resistant to imipenen, 239 

whereas S03, S04 and S05 were sensitive; S03 presented intermediate resistance to 240 

minocycline, whereas S04, S05, and S11 were resistant; and concerning tobramycin, 241 

S03 presented intermediate resistance, S04 and S05 were resistant, and S11 was 242 

sensitive. Despite the observed variations among strains from the same pulse type, all 243 

isolates presented resistance to at least 3 of the 12 tested antimicrobials or their 244 

combinations (Table 2). 245 

The identification of strains that presented resistance to cephalothin is a concern 246 

(Table 2), since this antimicrobial is usually employed in treating salmonellosis (Hur 247 
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et al., 2012). Another concern is the resistance of S11 observed regarding imipenen, 248 

considered by Hur et al. (2012) as one of the few options for treatment of Salmonella 249 

infections. The occurrence of Salmonella strains resistant to multiple antimicrobials 250 

is usually associated with the genetics of these microorganisms, but is also due to the 251 

use of sub-doses of antimicrobials in animal feed and disease treatment (Carramiñana 252 

et al., 2004). Based on this, the occurrence of multidrug resistant Salmonella strains 253 

in animal origin foods can easily be associated with the increasing number of 254 

salmonellosis cases and outbreaks that present difficult clinical treatment (Iroha et 255 

al., 2011; Oliveira et al., 2005; Zhao et al., 2003). 256 

Salmonella spp. is usually identified as resistant to multiple antimicrobials due to its 257 

ability to produce beta lactamases, enzymes that inhibit the activity of beta-lactam 258 

antibiotics (Hur et al., 2012; Iroha et al., 2011). Because of the presented resistance 259 

patterns, it is important to highlight that such strains were isolated from a butcher 260 

shop environment so consumers can be exposed to them, mainly due to the 261 

possibility of cross contamination at the retail level and also in their homes, 262 

representing a potential risk for them. 263 

In conclusion, it was observed that cutting boards can be considered an important 264 

point of contamination by Salmonella spp. in butcher shop environments, mainly due 265 

to the possibility of cross contamination of finished products. Despite the observed 266 

low occurrence of this foodborne pathogen, the identification of isolates that 267 

presented virulence genes and also multiple drug resistance highlight the risk of 268 

Salmonella spp. for consumers. 269 
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Table 1. Frequencies of positive results for Salmonella spp. in surface samples of 

environmental points from four butcher shops located in Viçosa, Minas Gerais, 

Brazil. 

Butcher shops point* n Butcher shop Total 

  1 2 3 4  

employees hands 32 0 0 0 0 0 
cutting board 32 1 1 0 3 5 

knife 32 0 0 0 0 0 

floor of refrigerated 
room 

32 0 0 0 0 0 

meat grinder 32 0 0 0 0 0 

meat tenderizer 32 0 0 0 0 0 

* sampled area per point: 100 cm². For employees hands, the front (palm) and fingers 

of the hands were sampled in order to complete 100 cm². 
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Table 2. Minimum inhibitory concentration values (µg/mL) and resistance patterns (R: resistance, I: intermediate resistance, S: sensitivity) of 

Salmonella spp. strains isolated from chopping boards from four distinct butcher shops located in Viçosa, Minas Gerais State, Brazil, related to 

distinct antimicrobial substances. Results obtained by Etest® stripes (bioMérieux); AB: absence of halo formation, indicating resistance. 

Antimicrobials Strain (pulsetype*) 

 S01 (III) S02 (IV) S03 (I) S04 (I) S05 (I) S09 (II) S11 (I) 

amikacin 3.0 (S) 3.0 (S) 1.5 (S) 2.0 (S) 1.5 (S) 3.0 (S) 2.0 (S) 

cefotaxime 6.0 (S) 0.094 (S) 0.125 (S) 0.25 (S) 0.19 (S) 0.047 (S) 0.032 (S) 

cefoxitin AB (R) 32.0 (R) 4.0 (S) 8.0 (S) 6.0 (S) 1.0 (S) 6.0 (S) 

cephalothin AB (R) AB (R) 12.0 (S) 16.0 (I) 12.0 (S) 2.0 (S) 16.0 (I) 

clindamycin AB (R) 32.0 (R) AB (R) AB (R) AB (R) AB (R) AB (R) 

imipenem 0.75 (S) 0.125 (S) 0.25 (S) 0.25 (S) 0.19 (S) 0.25 (S) 25.0 (R) 

kanamycin 32.0 (I) 3.0 (S) 4.0 (S) 8.0 (S) 3.0 (S) 4.0 (S) 3.0 (S) 

minocycline AB (R) 2.0 (S) 8.0 (I) 16.0 (R) 12.0 (R) 16.0 (R) 32.0 (R) 

sulfamethoxazole AB (R) 12.0 (S) AB (R) AB (R) AB (R) AB (R) AB (R) 

tetracycline AB (R) 1.0 (S) AB (R) 192 (R) 128 (R) AB (R) 48.0 (R) 

tobramycin 1.0 (S) 2.0 (S) 8.0 (I) 12.0 (R) 12.0 (R) 2.0 (S) 4.0 (S) 

trimethoprim and 
sulfamethoxazole 

AB (R) 0.047 (S) AB (R) AB (R) AB (R) 25.0 (R) AB (R) 

* according clusters from Figure 1. 
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Figure 1. Schematic representation of the obtained PFGE pulsetypes after DNA macrorestriction (XbaI) of 15 Salmonella spp. isolates obtained 

from chopping boards from 4 distinct butcher shops, after 8 visits for sampling, and results for the occurrence of virulence genes (sefA, invA, and 

spvC) detected by PCR. Similarities between the identified PFGE pulsetypes were estimated using the Dice coefficient (5% tolerance). 
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CAPÍTULO 3. Uso associado de técnicas genotípicas e fenotípicas para agrupamento de 

Salmonella spp obtidos de frigoríficos em Minas Gerias, Brasil. 

 
Artigo científico a ser submetido para publicação 
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Resumo 

Salmonella spp. é um patógeno frequentemente associado a alimentos de origem 

animal, e a contaminação em produtos finais pode ocorrer em diferentes etapas do 

processamento. Embora técnicas fenotípicas sejam úteis para identificar sorotipos de 

Salmonella spp usualmente associados a surtos de toxinfecções alimentares, técnicas 

moleculares devem ser associadas para permitir um rastreamento epidemiológico 

preciso e caracterizar adequadamente os fatores de virulência dos isolados. Com o 

objetivo de avaliar o agrupamento obtido através da associação entre técnicas 

genotípicas e técnicas fenotípicas de caracterização de Salmonella spp., 20 isolados 

obtidos de carcaças bovinas e previamente identificados por testes sorológicos foram 

submetidos a macro-restrição com XbaI e PFGE, detecção de 16 genes associados a 

patogenicidade e perfil de resistência a 13 antimicrobianos. A análise por PFGE 

permitiu a definição de 10 pulsotipos (I a X), dos quais três (I, IV e VII) 

apresentaram mais de um isolado. Isolados que apresentaram o mesmo perfil 

genético também apresentaram a mesma identificação de sorotipo. Em relação à 

presença de genes de virulência, observou-se similaridade de resultados entre os 

isolados de um mesmo pulsotipo, observação mais evidente em genes de virulência 

localizados principalmente em ilhas de patogenicidades e genes frequentemente 

associados à palsmídeos. A maioria dos isolados pertencentes a um mesmo pulsotipo 

também obtiveram resultados idênticos de sensibilidade a diferentes antimicrobianos. 

Os resultados obtidos demonstram que técnicas genotípicas devem ser associadas a 

técnicas fenotípicas para permitir o agrupamento de isolados de Salmonella spp. em 

estudos epidemiológicos. 

 

Palavras-chave: Salmonella, PFGE, sorotipos, genes de patogenicidade 
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1. Introdução 

 

Salmonella spp é um dos patógenos mais associados à toxinfecções 

alimentares, sendo responsável anualmente por mais de 93,8 milhões de casos no 

mundo e mais de 155.000 mortes (Almeida et al. ,2013). A infecção causada por este 

patógeno é associada principalmente ao consumo de alimentos de origem animal 

contaminados durante o processamento (Almeida et al., 2013; Campioni et al., 2012; 

Favier et al., 2013). 

A capacidade de Salmonella spp. em infectar o hospedeiro e causar 

doença pode ser avaliada pela resistência imunológica do hospedeiro ou através das 

características relacionadas a patogenicidade do micro-organismo. Uma das 

características avaliadas é a presença e expressão de genes de virulência que podem 

estar associados à plasmídeos, como os genes spvC e spvB, e também associados à 

ilhas de patogenicidade (SPI-1 e SPI-2) como os genes invA, orgA, prgH, spaN, 

sipB, sitC, pagC, msgA, spiA, sopB, lpfC e sifA (Almeida et al., 2013; Campioni et 

al., 2012; Skyberg et al., 2006). Outra importante característica relacionada com a 

patogenicidade deste micro-organismo é sua resistência a antimicrobianos, o que tem 

alertado agências de saúde pública em diversos países, principalmente devido a 

identificação de isolados resistentes a múltiplas drogas (Bolton et al., 2013; Dione et 

al., 2011). 

Considerando o potencial patogênico de Salmonella spp, o seu controle 

deve ser realizado em toda a cadeia produtiva de alimentos, utilizando-se 

metodologias que permitam a identificação de potenciais rotas de contaminação. As 

ferramentas mais tradicionais utilizadas com essa finalidade são a sorotipagem e o 

perfil de suscetibilidade a antimicrobianos, porém possuem como desvantagem a 
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baixa reprodutibilidade e a pouca capacidade de diferenciar sorotipos (Campioni et 

al., 2012; Chen et al., 2012). Por outro lado, técnicas moleculares têm sido 

alternativas eficazes na tipificação de isolados bacterianos, como a macro-restrição 

do DNA seguida por eletroforese em gel em campo pulsado (PFGE), que é 

considerada o padrão ouro e uma importante ferramenta para a correlação genética 

de patógenos envolvidos em surtos (Almeida et al., 2013; Campioni et al., 2012; 

Mezal et al., 2014). 

Diferenças entre o potencial de agrupamento entre técnicas genotípicas e 

fenotípicas têm sido observadas em vários estudos, sendo que no Brasil a maioria dos 

trabalhos epidemiológicos são conduzidos com metodologias fenotípicas (Fernandes 

et al., 2003; Fernandes et al., 2006; Kottwitz et al., 2011). Por estas razões, o 

presente trabalho teve por objetivo analisar a capacidade discriminatória da 

associação de técnicas fenotípicas e genotípicas para o agrupamento de isolados de 

Salmonella spp. obtidos durante o abate de bovinos em frigoríficos localizados no 

estado de Minas Gerais, Brasil. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1. Micro-organismos 

Em um estudo previamente conduzido pela equipe dessa pesquisa, que 

teve como objetivo identificar os principais pontos de contaminação por Salmonella 

spp. em carcaças bovinas, 20 isolados foram identificados por testes sorológicos e 

seus perfis genéticos definidos por macro-restrição com XbaI e PFGE (Cossi et al., 

2014). Os perfis de restrição, sorotipos e os pulsotipos dos isolados são apresentados 

na Figura 1. Os isolados foram mantidos em caldo tripticase de soja (TSB, Oxoid 
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Ltd., Basingstoke, Inglaterra) adicionado de glicerol a 20% (v/v) a -20 °C. Para 

utilização no presente estudo, as culturas eram transferidas para TSB (Oxoid), 

incubadas a 37 °C por 24h. 

 

2.2. Identificação de genes associados à patogenicidade 

As culturas foram submetidas à extração e purificação do DNA pelo kit 

Wizard Genomic DNA Purification (Promega Corp., Madison, WI, EUA). Após a 

extração, reações de PCR foram realizadas para a identificação de genes de 

virulência. Para a realização dessas reações, os primers utilizados foram descritos 

previamente por Skyberg et al. (2006) para os genes cdtB, sifA, ironN, spiA, sitC, 

pagC, msgA, orgA, sipB, spvB, tolC, prgH, sopB e spaN, e por Swamy et al. (1996) 

para os genes invA e spvC (Tabela 1). Para cada par de primer, preparou-se uma 

reação de PCR com volume total de 25 µL composto por 12,5 µL de GoTaq Green 

Master Mix (Promega), 8,5 µL de água nuclease-free, 1 µL de cada primer (Forward 

e Reverse) diluído a 10 pmoL/µL e 2,0 µL de DNA do isolado. 

As condições de PCR para amplificação dos genes cdtB, sifA, ironN, 

spiA, sitC, pagC, msgA, orgA, sipB, spvB, tolC, prgH, sopB e spaN foram: 95º C 

por 5 min.; 25 ciclos a 94º C por 30 seg., 66,5º C por 30 seg., 72º C por 2 min.; 

extensão final de 72º C por 10 min. Para o gene invA e spvC, foram: 93º C por 5 

min., 30 ciclos de 93º C por 1 min., 42º C por 1 min., 72º C por 2 min., e um 

extensão final a 72º C por 5 min. Os produtos de PCR foram submetidos a separação 

em gel de eletroforese e posteriormente corados com GelRed (Biotium Inc., 

Hayward, CA, EUA). Os isolados foram considerados positivos quando os tamanhos 

dos produtos de amplificação obtidos foram iguais aos indicados na Tabela 1. 
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2.3. Resistência a antimicrobianos 

As culturas obtidas foram diluídas em TSB até atingirem turbidez 

próxima a escala 0,5 de MacFarland, e então distribuídas na superfície de uma placa 

de petri contendo caldo infusão de cérebro e coração (BHI, Oxoid) suplementado 

com ágar a 15% (m/v), com o auxílio de um swab estéril. Em seguida, fitas de Etest 

(bioMerieux, Marcy l’Etoile, França) contendo diferentes antimicrobianos 

(amicacina, cefotaxima, cefoxitina, cefalotina, clindamicina, imipenem, canamicina, 

minociclina, sulfametoxazol, tetraciclina, tobramicina, sulfametoxazol-trimetoprima 

e ciprofloxacina) foram colocadas sobre a superfície e incubadas a 37 ºC por 24 

horas. 

Após incubação, o halo de inibição de crescimento formado ao redor de 

cada fita foi utilizado para indicar a Concentração Mínima Inibitória (MIC). Com o 

valor de MIC, cada isolado foi classificado em resistente (total ou parcial) e sensível 

ao antimicrobiano segundo especificações do fabricante (CLSI, 2012). 

 

2.4. Análise de dados 

Considerando os resultados de presença de genes de virulência e perfis de 

resistência a antimicrobinaos, foram verificados potenciais associações com os perfis 

genéticos previamente obtidos por PFGE (Cossi et al., 2014). Sabendo que há 

diferença de conservação de determinadas regiões do genoma bacteriano, a 

comparação entre os perfis de restrição e a presença de genes de virulência foi feita 

em 3 grupos: Grupo 1, composto pelos genes localizados nas ilhas de patogenicidade 

de Salmonella spp. (invA, orgA, prgH, spaN, sipB, sitC, pagC, msgA, spiA, sopB, 

lpfC e sifA); Grupo 2, composto por genes de virulência frequentemente associados à 

plasmídeos (spvC e spvB); e Grupo 3, composto por genes localizados em outras 
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regiões do DNA bacteriano (cdtB, iroN e tolC). Adicionalmente, os resultados 

obtidos na caracterização dos perfis de resistência a diferentes antimicrobianos foram 

agrupados considerando os pulsotipos identificados por PFGE (Figura 1). 

 

3. Resultados e Discussão 

 

Estudos preliminares realizados com os 20 isolados de Salmonella spp. 

obtidos em etapas da linha de processamento de carne bovina, identificaram 10 

pulsotipos pela técnica de PFGE, como pode ser observado na Figura 1 (Cossi et al., 

2014). Considerando a identificação sorológica realizada, é possível identificar que 

isolados com um mesmo pulsotipo pertenceram a um mesmo sorotipo (Figura 1). 

Como já demonstrado por outros estudos, esta técnica é considerada o padrão ouro 

para a realização de agrupamento genético de isolados e representa uma ótima opção 

para o estudo de surtos e identificação de rotas de contaminação (Campioni et al., 

2012; Favier et al., 2013; Mezal et al., 2014). Adicionalmente, tem-se observado que 

a utilização do PFGE associada a outras formas de agrupamento, como perfis de 

resistência a antimicrobianos e presença de genes de virulência, podem melhorar a 

tipificação dos isolados (Chen et al., 2012). Por esta razão, os resultados obtidos para 

presença de 16 genes de virulência foram agrupados considerando os perfis de 

restrição obtidos pelo PFGE e estão apresentados na Tabela 2. 

Inicialmente observa-se a ocorrência de vários isolados com resultados 

positivos para diferentes genes de virulência, sendo que todos os isolados 

apresentaram simultaneamente pelo menos sete dos 16 genes testados (Tabela 2). 

Ainda considerando a ocorrência simultânea desses genes, deve ser dado destaque a 

nove isolados que apresentaram 14 dos 16 genes testados (Tabela 2). A alta 
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ocorrência de isolados positivos para múltiplos genes de virulência já foi descrita por 

diversos autores e demonstra o potencial perigo de Salmonella spp. para a saúde 

pública (Campioni et al., 2012; Mezal et al., 2014). Comparando os perfis de 

restrição e os perfis de resultados para presença desses genes, observa-se que os seis 

isolados do pulsotipo I (Figura 1) apresentaram resultados idênticos para os genes de 

virulência do grupo 1 (localizados em ilhas de patogenicidade) e do grupo 2 

(localizados usualmente em plasmídeos), e algumas diferenças para o genes do grupo 

3 (localizados em outros locais do DNA) (Tabela 2). Em relação aos isolados do 

pulsotipo VI (Figura 1), ocorreram diferenças nos padrões de resultados para os 

genes dos grupos 1 e 3, e resultados idênticos para os genes do grupo 2 (Tabela 2), 

enquanto os isolados do pulsotipo VII (Figura 1) apresentaram pequenas diferenças 

nos resultados dos 3 grupos de genes testados. (Tabela 2). 

De maneira geral, pode-se identificar que genes relacionados a 

patogenicidade localizados em ilhas de patogenicidade e em plasmídeos de 

Salmonella spp. tenderam a apresentar padrões de positividade semelhantes em 

isolados pertencentes a um mesmo pulsotipo, enquanto genes localizados em outros 

locais do DNA apresentaram maior variabilidade de resultados positivos entre 

isolados de um mesmo pulsotipo (Tabela 2). Chen et al. (2012) descreveram essa 

tendência de genes de Salmonella spp. localizados em ilhas de patogenicidade em 

possuírem alta conservação e serem estáveis, como observado no presente estudo 

(Tabela 2). Chen et al. (2012) também indicam que genes usualmente localizados em 

plasmídeos tendem a ser menos conservados, o que não foi observado no presente 

estudo (Tabela 2); entretanto, como a obtenção do material genético dos isolados não 

foi realizada considerando isoladamente os seus plasmídeos, não há evidências que 

os genes pesquisados efetivamente estão presentes nesses locais (spvC e spvB). 
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Outra observação importante foi a ausência de genes de virulência 

usualmente localizados em plasmídeos no isolado identificado como Salmonella 

Infantis (isolado S01, Figura 1 e Tabela 2), confirmando estudo conduzido por 

Almeida et al. (2013). Adicionalmente, Moraes et al. (2000) descreveram a 

associação direta de Salmonella Dublin com genes relacionados a patogenicidade 

usualmente localizados em plasmídeos, um resultado que também foi observado no 

presente estudo, uma vez que todos os isolados desse sorotipo apresentaram os genes 

do grupo 2 (Tabela 2). 

Considerando os resultados de resistência a antimicrobianos agrupados 

conforme os pulsotipos obtidos por PFGE (Tabela 3), apenas os isolados do 

pulsotipo I apresentaram perfis de resistência idênticos, sendo todos sensíveis aos 

antimicrobianos testados, exceto para sulfametoxazol e clindamicina. Em relação aos 

isolados do pulsotipo VI, foram observados dois perfis de resistência: três dos quatro 

isolados foram sensíveis a todos os antimicrobianos testados, exceto tetracicilina, 

sulfametoxazol e clindamicina, e um isolado foi resistente também a sulfametoxazol-

trimetoprima (Tabela 3). Finalmente, dois dos três isolados do pulsotipo VII foram 

sensíveis a todos os antimicrobianos avaliados, exceto sulfametoxazol e 

clindamicina, e um isolado apresentou resistência a oito antimicrobianos (Tabela 3). 

Isolados identificados como Salmonella Dublin apresentaram diferentes 

perfis de restrição enzimática, sendo observados nos pulsotipos I e IV (Figura 1), e 

todos apresentaram idênticos perfis de resistência a antimicrobianos (Tabela 3). Em 

contrapartida, isolados pertencentes a outros sorotipos apresentaram variação nos 

perfis de resistência a antimicrobianos (Tabela 3). Em estudo conduzido por Li et al. 

(2013), é apresentado uma discussão da possível relação entre o sorotipo de 
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Salmonella e seu perfil de resistência à antimicrobianos, com demonstração para os 

sorotipos Typhimurium e Indiana. 

A baixa frequência de isolados resistentes a sulfametoxazol-trimetoprima 

(2/20, Tabela 3) já foi descrita previamente em estudos similares (Campioni et al., 

2012; Castro et al., 2002), entretanto outros trabalhos encontraram altas frequências 

de isolados resistentes a essa combinação de antimicrobianos (Chen et al., 2012; 

Favier et al., 2013; Li et al., 2013). Em relação a tetraciclina, sete isolados 

apresentaram resistência (Tabela 3), um resultado similar ao obtido por Mezal et al. 

(2014) e inferior a frequências de resistência descritas em outros estudos (Chen et al., 

2012; Favier et al., 2013; Li et al., 2013). 

A maior parte dos isolados caracterizados neste estudo apresentou 

sensibilidade a ciprofloxacina, canamicina e cefotaxima, como observado em outros 

estudos (Chen et al., 2012; Favier et al., 2013; Li et al., 2013). Mesmo havendo 

isolados sensíveis a diversos antimicrobianos, pôde-se observar também a existência 

de isolados resistentes a múltiplas drogas sendo que todos foram resistentes a pelo 

menos dois antimicrobianos (sulfametoxazol e clindamicina) e o isolado S20 

resistente a oito drogas testadas. A resistência a múltiplas drogas é uma preocupação 

para a saúde pública, pois dificulta o tratamento de pessoas com salmonelose e é um 

reflexo direto do uso indiscriminado de antimicrobianos e da pressão seletiva criada 

sobre os micro-organismos (Carramiñana et al., 2004; Hur et al., 2012; Van et al., 

2012). 

Os resultados encontrados no presente trabalho mostraram a vantagem da 

aplicação conjunta de técnicas fenotípicas e genotípicas no agrupamento de isolados 

de Salmonella spp. e o quanto isso pode auxiliar na tipificação de isolados. Este tipo 

de análise é útil durante estudos epidemiológicos de associação de isolados e surtos, 
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assim como na identificação de possíveis rotas de contaminação, pois, avalia não 

apenas os perfis de restrição de DNA dos isolados, mas também a similaridade de 

características fenotípicas que podem ser decisivas para a saúde pública. 
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Figura 1. Apresentação esquemática dos pulsotipos obtidos por PFGE após a macrorestrição do DNA (XbaI) de 20 isolados de Salmonella spp. 

obtidos na carcaça de bovinos abatidos em frigoríficos localizados em Minas Gerais, Brasil. Perfis de similaridade entre os isolados de 

Salmonella spp foram estimados através do coeficiente Dice (5% de tolerância). Figura adaptada de Cossi et al. (2014). 
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Tabela 1. Tabela indicando os primers utilizados para cada gene relacionado à 

patogenicidade. 

gene primers pb referência 
cdtB F: ACAACTGTCGCATCTCGCCCCGTCATT 268 Skyberg et al. (2006) 
 R: CAATTTGCGTGGGTTCTGTAGGTGCGAGT   
    
sifA F: TTTGCCGAACGCGCCCCCACACG 449  
 R: GTTGCCTTTTCTTGCGCTTTCCACCCATCT   
    
iroN F: ACTGGCACGGCTCGCTGTCGCTCTAT 1205  
 R: CGCTTTACCGCCGTTCTGCCACTGC   
    
spiA F: CCAGGGGTCGTTAGTGTATTGCGTGAGATG 550  
 R: CGCGTAACAAAGAACCCGTAGTGATGGATT   
    
sitC F: CAGTATATGCTCAACGCGATGTGGGTCTCC 768  
 R: CGGGGCGAAAATAAAGGCTGTGATGAAC   
    
pagC F: CGCCTTTTCCGTGGGGTATGC 454  
 R: GAAGCCGTTTATTTTTGTAGAGGAGATGTT   
    
msgA F: GCCAGGCGCACGCGAAATCATCC 189  
 R: GCGACCAGCCACATATCAGCCTCTTCAAAC   
    
orgA F: TTTTTGGCAATGCATCAGGGAACA 255  
 R: GGCGAAAGCGGGGACGGTATT   
    
sipB F: GGACGCCGCCCGGGAAAAACTCTC 875  
 R: ACACTCCCGTCGCCGCCTTCACAA   
    
spvB F: CTATCAGCCCCGCACGGAGAGCAGTTTTTA 717  
 R: GGAGGAGGCGGTGGCGGTGGCATCATA   
    
tolC F: TACCCAGGCGCAAAAAGAGGCTATC 161  
 R: CCGCGTTATCCAGGTTGTTGC   
    
prgH F: GCCCGAGCAGCCTGAGAAGTTAGAAA 756  
 R: TGAAATGAGCGCCCCTTGAGCCAGTC   
    
sopB F: CGGACCGGCCAGCAACAAAACAAGAAGAAG 220  
 R: TAGTGATGCCCGTTATGCGTGAGTGTATT   
    
spaN F: AAAAGCCGTGGAATCCGTTAGTGAAGT 504  
 R: CAGCGCTGGGGATTACCGTTTTG   
    
invA F: TTGTTACGGCTATTTTGACCA 521 Swamy et al. (1996) 
 R: CTGACTGCTACCTTGCTGATG   
    
spvC F: CGGAAATACCATCTACAAATA 669  
 R: CCCAAACCCATACTTACTCTG   
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Tabela 2. Resultado da comparação entre pulsotipos e presença de genes de virulência de isolados de Salmonella spp 

Pulsotipo isolado  Genes de virulência divididos por localização no genoma bacteriano 
1 – Ilha de patogenicidade  2 – Plasmídeo*  3 – Outras regiões 
invA sifA spiA sitC pagC msgA orgA sipB prgH sopB spaN spvC spvB cdtB iroN tolC 

I S03  + + + + + + + + + + +  + +  - + + 
 S04  + + + + + + + + + + +  + +  - - + 
 S05  + + + + + + + + + + +  + +  - - + 
 S06  + + + + + + + + + + +  + +  - + + 
 S07  + + + + + + + + + + +  + +  - + + 
 S09  + + + + + + + + + + +  + +  - + + 
                     

II  S11  + + + + + + + + + + +  + +  - + + 
                     

III  S10  + + + + + + + + + + +  + +  - + + 
                     

IV  S08  + + + + + + + + + + +  + +  - + + 
                     

V S01  + + + + + + - + + + +  - -  - + + 
                     

VI S13  + - + + + + - + + + +  - -  - - + 
 S14  + - + + + + - + + + +  - -  - + + 
 S15  + - + + + + + + + + +  - -  - - + 
 S16  + - + + + + - + + + +  - -  - + + 
                     

VII S18  + - + + - - + - + - -  - -  - - + 
 S19  + + + + - - + - + - -  + -  - - + 
 S20  + - + + - - + - + - -  + -  + - + 
                     

VIII S02  + + - + + + - + + + +  + -  + - + 
                     

IX  S17  + - + + + + - + + + +  + -  - + + 
                     

X S12  + - + + + + + + + + +  - -  + - + 
*Genes frequentemente associados à plasmídeos. 
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Tabela 3. Resultados da comparação entre pulsotipos e perfis de resistência a antimicrobianos de isolados obtidos no frigorífico. 

Pulsotipo isolado Antimicrobianos 
AK CT KM MC TC TS TM CE SX CM IP FX CI 

I S03 S S S S S S S S R R S S S 
 S04 S S S S S S S S R R S S S 
 S05 S S S S S S S S R R S S S 
 S06 S S S S S S S S R R S S S 
 S07 S S S S S S S S R R S S S 
 S09 S S S S S S S S R R S S S 
               

II  S11 S R S S S S S S R R S S S 
               

III  S10 S S S S S S S S R R S S S 
               

IV  S08 S S S S S S S S R R S S S 
               

V S01 S S S S S S S S R R S S S 
               

VI S13 S S S S R S S S R R S S S 
 S14 S S S S R R S S R R S S S 
 S15 S S S S R S S S R R S S S 
 S16 S S S S R S S S R R S S S 
               

VII S18 S S S S S S S S R R S S S 
 S19 S S S S S S S S R R S S S 
 S20 R R S R R S R S R R S R S 
               

VIII S02 S S S S S S S S R R S S S 
               

IX  S17 S S S R R R S S R R S S S 
               

X S12 S S S S R S S S R R S S S 
Amicacina (AK), Cefotaxima (CT), Cefoxitina (FX), Cefalotina (CE), Clindamicina (CM), Imipenem (IP), Canamicina (KM), 
Minociclina (MC), Sulfametoxazol (SX), Tetraciclina (TC), Tobramicina (T), Sulfametoxazol-Trimetoprima (TS) e Ciprofloxacino (CI). 
S: sensível, R: resistente.
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

Com este estudo, foi possível identificar pontos críticos de contaminação para 

Salmonella spp em frigoríficos e açougues, além de estabelecer origens e rotas de 

contaminação. Com a realização das pesquisas por genes de virulência e perfis de resistência a 

antimicrobianos, foi possível identificar isolados com a presença de diversos genes 

relacionados à patogenicidade e também resistentes a múltiplos antimicrobianos, reafirmando 

a importância deste patógeno para a saúde pública. Finalmente, com os dados completos de 

caracterização fenotípica e genotípica, foi possível comparar os resultados de agrupamento 

feito pela associação dessas ferramentas e dessa forma pode-se observar que o uso conjunto 

dessas técnicas pode fornecer melhores detalhes durante investigação de surtos. 
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ANEXOS 

 


