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RESUMO 
 
 

A contaminação de alimentos por bactérias patogênicas é uma preocupação mundial 
para a saúde pública. Cepas de Escherichia coli diarreiogênica (DEC) oriundas de 
carnes bovinas tem causado surtos de infecção em diversas partes do mundo, 
principalmente as produtoras de toxinas, como a Shiga. Assim, o objetivo deste 
estudo foi observar aspectos microbiológicos de DEC, assim como padronizar a 
técnica de coleta e isolamento de DEC, em carcaças de bovinos, em um frigorífico 
da região de Londrina-PR. As amostras foram coletadas com “ swab ” de 90 
carcaças bovinas, sendo 57 na linha de abate após evisceração, e 33 na linha de 
abate após o processo de lavagem.Para isolamento foi utilizado o meio MacConkey. 
A identificação de E. coli foi realizada por meio de série bioquímica, e os patotipos 
de DEC foram determinados pela reação em cadeia da polimerase. Do total de 57 
carcaças, 46 (80,7%) apresentaram crescimento bacteriano antes da lavagem, 
sendo 37 (64,9%) positivas para E. coli ., senda 4(12,12%) positivas para E. coli 
diarreiogênica Do total de 33 carcaças após a lavagem, 12 (36,3%) apresentaram 
crescimento, sendo 8 (24,2%) positivas para E. coli , 2 (6,06%) positivas para E. coli 
diarreiogênica. Dentre os isolados de E. coli foram encontrados os patotipos de 
DEC, com E. coli (EPEC) enteropatogênica e E. coli produtoras de toxina Shiga 
(STEC). Após o processo de lavagem das carcaças apenas dois isolados foram 
identificados como STEC.Estes resultados mostraram que o processo de lavagem 
reduziu a carga bacteriana, incluindo de E. coli , porém, cepas de STEC ainda foram 
encontrados após o processo, mostrando a importância do monitoramento 
microbiológico e o estudo epidemiológico em carcaças bovinas.  
 
Palavras-chaves: Isolamento bacteriano. PCR. EPEC. STEC. Genes de virulência. 
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ABSTRACT 
 
 

Contamination of food by pathogenic bacteria is a worldwide concern for public 
health. Escherichia coli (DEC) strains from bovine meat have caused outbreaks of 
infection in several parts of the world, especially those which produce toxins such as 
Shiga. Thus, the aim of this study was to observe microbiological aspects of DEC, as 
well as to standardize the technique for collecting and isolating DEC in bovine 
carcasses in a fridge in the region of Londrina-PR. The samples were collected with 
swabs of 90 bovine carcasses, 57 in the slaughter line after evisceration and 33 in 
the slaughter line after the washing process. MacConkey was used for DEC isolation. 
Identification of E. coli as performed using biochemical series and DEC pathology 
was determined by the polymerase chain reaction. From the total of 57 carcases, 46 
(80.7%) presented bacterial growth before washing, 37 (64.9%) positive for E. coli, 
Path 4 (12.12%) positive for E.coli diarrheagenic . From the total of 33 carcasses 
after washing, 12 (36.3%) presented growth, 8 (24.2%) positive for E. coli . And 2 
(6.06%) positive for E. coli diarrheagenic. Among the E. coli isolated were found DEC 
pathology, as enteropathogenic E. coli (EPEC) and Shiga-producing E.coli (STEC). 
Following the carcass washing process, only two isolated were identified as STEC. 
These results showed that the washing process reduced the bacterial load, including 
E . coli . However, STEC strains were still found after analysing the whole process, 
showing the importance of microbiological monitoring and the epidemiological study 
in bovine carcasses. 
 
Keywords: Bacterial isolation. PCR. EPEC. STEC. Virulence genes. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

No século XIX pouco se sabia sobre os tipos de microrganismos que 

causavam diarreia, e o que se observava, era que parasitos intestinais causavam 

infecções frequentes, e eram responsáveis por muitos problemas para a saúde 

pública. 

E. coli é uma bactéria conhecida por sua grande diversidade patogênica, 

as cepas responsáveis por causar infecção intestinal estão classificadas ao menos 

em cinco categorias (patotipos), sendo que cada uma possui diferentes fatores de 

virulência e sintomas: E.coli enteropatogênica (EPEC), produtora de toxina Shiga 

(STEC), enteroagregativa (EAEC), enterotoxigênica (ETEC) e enteroinvasora (EIEC) 

(MARTINEZ & TRABULSI, 2008). Dentro do grupo de STEC, cepas que contém, 

além da toxina Shiga, o gene eae (gene de EPEC), são definidas como 

enterohemorrágicas (EHEC), que estão associadas a doenças mais graves, como a 

Síndrome Urêmica Hemolítica (SUH). 

Infecções causadas por cepas de STEC e EHEC estão entre as mais 

relatadas mundialmente, sendo que entre as cepas de EHEC, o sorotipo O157:H7 

foi inicialmente associado com SUH e colite hemorrágica, no início dos anos 80, 

causando sérios surtos em diversos países como Estados Unidos, Japão e 

Argentina (W.H.O., 1998). 

Os Estados Unidos tiveram o maior surto de infecção de E.colipor STEC 

onde foram acometidos, pela ingestão de hambúrguer contaminado, 700 pessoas 

em quatro estados, sendo a maioria delas formada por jovens, quatro pessoas 

morreram. 

O principal reservatório de STEC é o gado bovino, geralmente saudável, 

apesar destas cepas também terem sido isoladas de outros animais domésticos 

como cães, gatos, ovelhas, cabras e suínos (BERTÃO et al., 2007). 

O presente estudo teve como objetivo detectar DEC em carcaças bovina, 

através de um método de detecção molecular, que podem contribuir para futuros 

estudos epidemiológicos no controle das infecções bacterianas. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 
2.1 COLHEITA 
 
 

Para a colheita das amostras enfrentamos dificuldades deconseguir 

autorizações para entrada nos frigoríficos devido a Operação Carne Fraca da Policia 

Federal essa operação foi um acontecimento que expos ao país algumas empresas 

do ramo alimentício que estavam sendo acusadas de adulterar produtos 

alimentícios.Autoridades alertaram para a imagem que o escândalo poderia causar 

na indústria nacional e seus possíveis impactos na economia, todo isso acontecia 

na época da colheita das amostras. 

As amostras bacterianas foram isoladas de carcaças bovinas, antes da 

lavagem (57 carcaças) e após a lavagem (33 carcaças), as carcaças eram de 

animais oriundos de cruzamento industrial, machos e fêmeas, com 18 meses de 

idade e pesando entre 17 e 18 (arrobas), abatidas em frigorífico com inspeção 

Estadual na região de Jaguapitã,no período de abril e maio de 2018. O sistema de 

produção destes animais é de semi-confinamento, e o produto final é comercializado 

em açougues da região de Londrina, Paraná, Brasil. O material para posterior 

cultura bacteriológica foi colhido pelo uso de um “swab” esterilizado na musculatura 

sacrocaudal da região da inserção caudal, num perímetro de 10 X 10 cm no sentido 

posterior caudal. As colheitas foram realizadas nas seguintes condições: 1) Antes 

da lavagem das carcaças; 2)Após a lavagem das carcaças, a uma pressão de 3atm 

e cloração da água entre 0,8 e 10 ppm. Após a lavagem os “swabs” foram 

acondicionados em tubos de ensaios contendo o meio de manutenção BHI, e 

levados imediatamente para o Laboratório de Bacteriologia Básica e Aplicada, do 

Departamento de Microbiologia, da Universidade Estadual de Londrina, para 

posterior isolamento e identificação de E. coli. 
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Figura 1 - Colheita de amostra para exame com swab. 
 

Fonte: A própria autora. 
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Figura 2 - Placas MacConkey com crescimento bacteriano 

Fonte: A própria autora. 

 
 
 
2.2 ISOLAMENTOE IDENTIFICAÇÃODE E. COLI 
 
 

As amostras foram semeadas em placas de ágar MacConkey 

(Difco, USA) e crescidas em uma estufa bacteriológica, dutante18-24 horas, 

a umatemperatura de 37°C. Após crescimento, uma a duas colônias típicas 

de E. coli foram re-isoladas, para posterior identificação bioquímica 

utilizando os meios EPM,MILi e Citrato. 
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2.3 DETECÇÃO DE GENES DE VIRULÊNCIA POR REAÇÃO DA 

CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 

 
A presença de genes de virulência foi verificada usando três 

sistemas de MultiplexPCR(Puño-Sarmiento et al., 2014). Os seguintes 

marcadores (genes) de virulência foram utilizados para detectar DEC: 

eaeA (gene estrutural que codifica a adesinaintimina em EPEC e EHEC), 

bfpA (gene estrutural para o bundleforming-pillus de EPEC típica), aggR 

(ativador transcripcional de EAEC típica), elt eest(enterotoxinas de ETEC), 

ipaH (gene que codifica invasina pelo plasmídeo de invasão, encontrado 

em EIEC), stx1, stx2 (toxinas Shiga de STEC), e ehxA (enterohemolisina, 

que pode ser encontrado na EHEC e EPEC). 

 
2.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 

Para esse estudo realizou-se análise estatística descritiva, 

calculando-se as frequências absolutas e relativas (SAMPAIO, 1998). 
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3 RESULTADOS 
 
 
3.1 ISOLAMENTO 
 
 

Do total de 57 carcaças, 46 (80,7%) apresentaram crescimento bacteriano 

antes da lavagem, sendo 37 (64,9%) positivas para E. coli., senda 4(12,12%) 

positivas para E.coli diarreiogênica Do total de 33 carcaças após a lavagem, 12 

(36,3%) apresentaram crescimento, sendo 8 (24,2%) positivas para E. coli.2 (6,06%) 

positivas para E.coli diarreiogênica. Diferentes aspectos (cor, tamanho, mucoide) de 

colônias observados foram no meio MacConkey (figura 2), assim como diferentes 

quantidades de colônias foram observadas em diferentes carcaças (dados não 

mostrados). 

 
Figura 3 - Isolamento bacteriano em meio MacConkey da amostra 24 (carcaça 

bovina antes do processo de lavagem). 

 

Fonte: A própria autora. 
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3.2 PERFIL DE VIRULÊNCIA, GRUPOS EAE E STX 
 
 

Do total de 57 isolados de E. coli das carcaças antes do processo de 

lavagem, foram identificadas quatro cepas de DEC (tabela), e dos 12 isolados de E. 

coli, apenas 2 cepas de STEC foram detectados (tabela). Um isolado de EHEC 

(genes eae e Stx2) foi detectado em uma carcaça antes do processo de lavagem 

pela técnica da reação em cadeia da polimerase (figura 5). 

 

Tabela 1 - Isolados de E. coli do estudo contendo genes de virulência de DEC antes 
e depois do processo de lavagem. 

Lavagem  Isolados de E. coli  Genes  Patotipo de DEC 

ANTES  16  Stx2  STEC 

ANTES  26  Stx1  STEC 

ANTES  33  hlyA,Stx1,Stx2  STEC 

ANTES  47  hlyA,eae,Stx2  EHEC 

APÓS  26b  Stx1  STEC 

APÓS  30  Stx1  STEC 

Fonte: A própria autora.    
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Figura 4 - Detecção de genes de virulência de DEC pela técnica de reação em 
cadeia da polimerase de isolados de E. colide carcaças bovinas antes do processo 
de lavagem. C: Controle sem DNA; C+: Controle positivo (E. coli O157:H7); C-: 
Controle negativo (E. coli K12 – DH5α); 15b a 49: Isolados de E. coli (antes do 
processo de lavagem). 

Fonte: A própria autora. 

 



23
 

4 DISCUSSÃO 
 
 

A maior parte da microbiota da carne in natura encontra-se em sua 

superfície, e a pele e conteúdosda evisceração, são consideradas as principais 

fontes de origem da maioria das contaminações microbiológicas de carcaças 

animais(Gill et al., 2009), onde as bactérias são depositadas na parte externa da 

carne, durante as operações de abate e pós-abate. 

Por ocasião do abate, a carne pode ser contaminada após contato com 

pelos, pele, conteúdo gastrointestinal, equipamentos, utensílios, mãos e vestuário 

dos operadores, e a água utilizada para lavagem das carcaças(Stella et al.,2009). 

Em virtude disso, a região da carcaça para a colheita foi selecionada pelo fato da 

sua proximidade com vísceras intestinais, fonte principal para aparecimento deE. coli 

e a maior manipulação pelos operadores facilitando a contaminação do local 

escolhido para a colheita de material. Os resultados do isolamento de E. coli, 

incluindo as potencialmente patogênicas como amostras de DEC, comprovaram a 

contaminação bacteriana por enterobactérias com potencial patogênico (tabela 1). O 

processo de coleta e transporte mostrou ser adequado para o isolamento de 

enterobactérias de carcaças principalmente para E. coli , uma vez que foi verificado 

o crescimento bacteriano em quase todas as placas antes do processo de lavagem 

das carcaças. Para o isolamento bacteriano, não foi necessário pré-enriquecimento 

e nem diluição do material, porém por causa da diversidade de colônias isoladas, 

houve uma certa dificuldade na seleção de colônias suspeitas principalmente para 

as placas da pós-lavagem, provavelmente diminuição de colônias típicas de E.coli. 

Gill et al. (2009) verificaram que operações de lavagem de carcaças, desde que 

ajustadas, podem remover quantidades substanciais de microrganismos como E. coli 

e outros patógenos, que inevitavelmente possam ser depositados nas carcaças 

durante o processo de esfola. Conseguimos observar isso através das análises dos 

resultados das coletas onde, 12,06% das amostras coletadas antes da lavagem 

estavam contaminadas e apenas 6,06% das amostras das coletas deram positivos 

após a lavagem. O processo de lavagem mostrou ser eficiente para a redução da 

carga bacteriana que cresce em meio MacConkey (enterobactérias), entretanto os 

resultados do crescimento de poucas colônias bacterianas após a lavagem ainda 
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apresentaram amostras de E. coli contendo genes de toxinas (toxina Shiga). A toxina 

Shiga identificada nessas amostras poderiam causar diarreia, colite hemorrágica ou 

até Síndrome Urêmica Hemolítica em humanos, uma vez que os bovinos são 

reservatórios naturais desse patotipo de DEC. 

Os resultados obtidos antes da lavagem de 64,9% de crescimento 

deE.coli e destes 12,12%de E.coli encontrado com potencial patogênico foram 

considerados altos visto o potencial destas bactérias de causar inúmeros danos a 

saúde, esse resultado foi maior encontrado por Bohaychuk et al. 2011,foi de 10.6% 

das amostras obtidas de carcaça bovina provenientes de abatedouros 

inspecionados em Alberta, no Canadá. 

A lavagem das carcas com água clorada mostrou-se eficiente pois houve 

diminuição para 6,06% das amostras encontradas com de E.coli encontrado com 

potencial patogênico, mesmo assim é um ponto crítico a ser analisado e melhorado, 

pois após esse processo, a carne irá diretamente para o consumo humano. Os 

resultados obtidos após a lavagem foram superiores ao encontrado por Casagrande 

et al. (2013), onde a ocorrência da E. coli limitou-se a 4,4% das amostras analisadas 

a partir de carcaças bovinas. 

Diversos fatores podem estar associados ao grau de isolamento 

bacteriano em carcaças bovinas, como os processos de esfola e manipulação das 

carcaças . Além disso, o nosso grupo de pesquisa aplica um processo de isolamento 

bacteriano adaptado e voltado para cepas de E. coli, e que pode variar em alguns 

aspectos importantes como região da carcaça escolhida para a colheita e meios de 

culturas utilizados. 

Para a determinação dos principais pato tipos de DEC, escolhemos a 

técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR), pois além da eficiência do 

método molecular (detecta genes ou marcadores genéticos), nosso grupo de 

pesquisa vem padronizando e utilizando a PCR para vários genes, inclusive para 

conjunto de genes na mesma reação (Multiplex-PCR), principalmente para E. coli. A 

PCR é rápida (poucas horas de ensaio) e altamente sensível e específico para 

detecção (diagnóstico). No nosso caso, os ensaios de PCR foram realizados em 

apenas dois dias para isolados antes e também pós-lavagem, totalizando quatro dias 

para todo o processo de PCR. Já o processo de colheita, isolamento e identificação 
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bacteriana perduraram muito mais tempo (aproximadamente uma semana para cada 

processo: antes e pós-lavagem). 

Os genes de virulência encontradospor meio da técnica de PCR sugerem 

um alerta para que os processos de manipulação no frigorífico possam ser 

melhorados, pois mesmo após lavagem com água clorada ,foram encontradas cepas 

de E. coli produtoras de toxina Shiga. Essa toxina é considerada uma das toxinas 

mais potentes em termos de virulência bacteriana, sendo essa descrita na lista de 

potenciais “armas biológicas” junto com outras toxinas, como a botulínica e antrax. 

Recentemente, essa toxina causou um surto na Europa (Alemanha) em 2011, 

causando alta taxa de mortalidade por causa da Síndrome Urêmica Hemolítica 

(SHU).(Klaus Verbeck ,2011). 

Em nosso estudo, encontramos apenas um isolado de E. coli 

enterohemorrágica (EHEC), antes do processo de lavagem.As cepas de EHEC têm 

provocado doenças em países, e estima-se que 73 mil infecções e 60 mortes por 

ano nos EUA sejam causadas por estas cepas. Apresenta alta incidência em crianças 

menores de 5 anos de idade e ocorre mais frequentemente nos meses mais quentes do 

ano, podendo a ingestão de menos de 100 bactérias causar a doença. A maioria 

destas infecções está relacionada ao consumo de carne moída mal cozida ou de 

outros produtos derivados da carne,água, leite cru, vegetais mal cozidos e frutas 

(MURRAY et al., 2009). Apesar do isolamento de apenas uma cepa de EHEC, tal 

fato serve de alerta, pois a finalidade inicial do estudo era metodológica (com poucas 

amostras e apenas um frigorífico), e o resultado mostrou a importância de se fazer 

um monitoramento mais aprofundado da qualidade bacteriológica. 

Os tipos de toxina Shiga (Stx1 e Stx2) são importantes, pois 

epidemiologicamente podem fornecer informações úteis para o potencial patogênico 

e origem da contaminação. A toxina Shiga do tipo 1 (Stx1) está mais relacionada a 

colite hemorrágica em humanos, enquanto a do tipo 2 (Stx2) está associada a SHU 

em humanos, e em reservatório em diferentes espécies animais (suínos, bovinos, 

ovinos, caninos e felinos). No nosso estudo foram isolados os dois tipos de toxinas, 

inclusive em mesmas cepas , 2 toxinas, mostrando o potencial patogênico para 

humanos. Para um estudo mais completo para verificar mais profundamente o 

potencial patogênico para os humanos (saúde pública), a sorotipagem desses 
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isolados de E. coli e a subtipagem da Stx2 (Stx2a, Stx2b, Sx2c..) seriam 

interessantes pois confrontariam com o perfil de STEC descritas em diferentes 

surtos no mundo todo. 

Assim, nossos resultados mostraram a importância de pesquisar mais 

profundamente determinados patotipos bacterianos, no nosso caso foi de DEC, 

usando metodologias específicas e eficazes, podendo integrar os estudos para 

melhor acompanhamento dos métodos e processos para a diminuição e possível 

contaminação humana e animal. 
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5 CONCLUSÃO 
 
 

Embora a incidência de infecção em humanos por STEC seja 

relativamente baixa no Brasil, a presença de STEC e EHEC em carcaças bovinas, 

justificam a sua continuidade sistemática pela técnica molecular que se mostrou 

eficiente neste trabalho, a fim de minimizar as contaminações. 
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