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Resumo: A carne de rã possui sabor suave (variando entre a carne de frango e 

peixe), e todos os seus benefícios nutricionais têm atraídos uma gama de consumidores 

na busca de uma alimentação mais saudável. Entrelaçado a isso a carne de rã se torna uma 

alternativa para diversas pessoas que buscam um alimento balanceado nutritivo e de baixa 

caloria. Entretanto obter um produto de qualidade é dificultado por uma ausência na 

padronização durante as etapas de abate e processamento da carne de rã. Não há na 

legislação um tempo de jejum pré-abate para rãs, portanto um jejum inadequado pode 

levar a contaminação microbiológica da carcaça, principalmente por agentes patogênicos 

como a Salmonella spp. O presente trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar 

genotipicamente Salmonella spp. em carcaças de rãs-touro submetidos à diferentes 

períodos de jejum pré-abate (0, 24, 48 e 72 horas), a fim de estabelecer um período de 

jejum ideal. Foram utilizadas 68 rãs com idade entre 6 e 10 meses e com média de peso 

ao abate de aproximadamente 355 gramas. As amostras biológicas foram obtidas por 

enxague superficial em duas etapas: após o abate do animal (A); e o segundo ponto após 

a toalete final e imediatamente antes da embalagem primária (B). No laboratório, as 

amostras foram submetidas à identificação de Salmonella spp. pela metodologia 

convencional e confirmadas por PCR (gene ompC). Das 68 amostras analisadas para a 

presença de Salmonella spp., (5,88%) foram positivas. De um total de quatro amostras 

três foram na etapa B, todas entre 0 e 24 horas de jejum. Todos os isolados apresentaram 

um mesmo perfil de virulência, sendo todos positivos para lfpA, agfA e invA e negativos 

para o gene sefA. 

 

 

Palavras-chave: Lithobates catesbeianus. PCR. Microbiologia. Contaminação. 



Abstract: Frog meat has a mild taste (ranging from chicken meat to fish) and all its 

nutritional benefits with an average of consumers looking for a healthier diet. Interlaced 

with this is a frog's meat becomes an alternative for several people seeking a nutritious 

and low calorie balanced food. However obtain an product of quality and difficulty by an 

absence in standardization during the stages of slaughter and processing of frog meat. 

There is no pre-slaughter fasting legislation for frogs, since fasting inappropriate can 

compromise the microbiological contamination of the carcass, mainly by pathogens such 

as Salmonella spp. The present work aimed to identify and characterize genotypically 

Salmonella spp. (0, 24, 48 and 72 hours), in order to establish an ideal fasting period. A 

total of 68 frogs were used between 6 and 10 months and mean weight at slaughter of 

approximately 355 grams. The biological samples were obtained by superficial rinsing in 

two stages: after the slaughter of the animal (A); and the second point after the final toilet 

and immediately before the primary packaging (B). In the laboratory, the samples were 

submitted to identification of Salmonella spp. by conventional methodology and 

confirmed by PCR (ompC gene). Of the 68 samples analyzed for the presence of 

Salmonella spp., (5.88%) were positive. Of a total of four samples three were in step B, 

all between 0 and 24 hours of fasting. All isolates presented the same virulence profile, 

all of which were positive for lfpA, agfA and invA and negative for the sefA gene. 

 

Key words: Lithobates catesbeianus. PCR. Microbiology. Contamination. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A criação comercial de rãs em cativeiro denomina-se ranicultura, é uma atividade 

zootécnica que vem se estabelecendo no Brasil assim como em outros países. A principal 

espécie utilizada é a Lithobates catesbeianus, conhecida popularmente como rã-touro 

(FERREIRA, FRANÇA, DIA, 2009). Diferentemente de outros países que desenvolvem 

a caça ou maneiras extensivas do cultivo de rã, o Brasil buscou desenvolver tecnologia 

da criação em cativeiro se tornando um dos expoentes mundiais nas técnicas de criação 

intensiva (CRIBB; AFONSO; FERREIRA, 2013). 

O crescimento da ranicultura brasileira ocorreu de maneira rápida nas últimas 

décadas graças a evoluções tecnológicas e especialmente devido ao aperfeiçoamento de 

instalações e técnicas de manejo (CRIBB; AFONSO; FERREIRA, 2013). A partir de 

então a criação de rãs têm se firmado como uma atividade viável e com grande potencial 

de desenvolvimento (CASALI; MOURA; LIMA, 2005). 

De acordo com o Regulamento da Inspeção Industrial e Sanitária de Produtos de 

Origem Animal (RIISPOA), no Brasil os anfíbios que são usados na alimentação humana 

são classificados como pescados. De acordo com o regulamento, para que se garanta a 

qualidade dos produtos ofertados, a fiscalização deve ser realizada em caráter 

permanente, e diferentemente dos peixes, os anfíbios devem passar também pela inspeção 

ante-mortem (BRASIL, 2017). 

O abate é um dos processos na cadeia produtiva que pode afetar a qualidade 

microbiológica da carne, em especial no abate de rãs, já que não existe uma padronização 

dos parâmetros para essa espécie, sendo utilizadas adaptações do método de abate de 

outros animais (BRASIL, 1998). Um exemplo é o jejum pré-abate de rãs, em que é 

utilizado um período de 24 horas, entretanto a falta de um parâmetro definido e específico 

pode comprometer a qualidade final do produto (LÓPEZ-LUNA et al., 2013; NATES et 

al., 2014). 

Tempos de jejum prolongados podem resultar na multiplicação de agentes 

patogênicos, como por exemplo, Salmonella spp. devido a alterações no pH do trato 

gastrointestinal. (BONESI, SANTANA, 2008; ICMSF, 1980). Este patógeno reside no 

trato gastrointestinal de animais e homens, e é considerado um dos principais agentes 

relacionados a surtos alimentares no mundo, fazendo com que haja altos gastos 

econômicos com o tratamento de doentes. (KAKU et al., 1995; PARDI et al., 2001).  
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O objetivo do presente trabalho foi isolar e caracterizar o perfil de virulência de 

Salmonella spp. em carcaças de rãs-touro submetidos à diferentes períodos de jejum pré-

abate. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1. Histórico da ranicultura e importância econômica para o Brasil  
 

A introdução da rã touro no Brasil aconteceu por volta da década de 30 (LONGO, 

1987). As condições de clima tropical e subtropical do país são favoráveis ao 

desenvolvimento e reprodução desses animais, os quais possuem um melhor desempenho 

de acordo com a elevação da temperatura (BRAGA; LIMA, 2001). Os sucessos de 

adaptação da rã-touro juntamente com altas propostas de rentabilidade estimularam 

produtores rurais a investirem na criação desses animais (AGOSTINHO, 2003; LONGO, 

1987), ocorrendo uma alta difusão da criação dessa espécie por diversos locais do país 

(CUNHA; DELARIVA, 2009). 

A rã-touro criada em cativeiro no Brasil com finalidade comercial foi escolhida 

por suas características zootécnicas como rusticidade e precocidade, pois algumas outras 

rãs nativas do Brasil também podem ser criadas em cativeiro, mas comparadas a rã-touro 

apresentam um desempenho produtivo bem inferior além de dificuldades técnicas 

(FERREIRA; PIMENTA; PAIVA, 2002). 

Na década de 80 ocorreu um grande salto na produção ranícula, quando se 

introduziu rações mais balanceadas, aumentando significativamente o número de 

ranários. Entretanto, por diversos fatores como falta de conhecimento sobre 

comportamento e biologia do animal e falta de parâmetros zootécnicos, levaram muitos 

criadores a terem prejuízos, ocorrendo assim na década de 90 uma severa diminuição no 

número de ranários (LIMA; AGOSTINHO, 1988). 

No início, os tanques de criação e engorda eram denominados tanques múltiplos 

(VIZOTTO, 1975) e os alimentos oferecidos aos animais eram compostos basicamente 

por restos de carcaças em decomposição para atrair insetos (moscas), que por sua vez 

resultavam no desenvolvimento de larvas, tendo por essas razões uma repercussão 

negativa sob os consumidores deste produto. Foi sucedida a essa estrutura outros sistemas 

de engorda como tanque-ilha (FONTANELLO et al., 1984), confinamento (OLIVEIRA, 

1983), anfigranja (LIMA; AGOSTINHO, 1988), gaiolas (FONTANELLO et al., 1988), 

climatizado (FONTANELLO et al., 1993) e inundado (MAZZONI et al., 1995), com essa 

vasta opção de estruturas para fabricação de ranários, a maioria dos produtores decidiram 
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adicionar particularidades ou mesmo combinar sistemas, originando um sistema híbrido 

(FERREIRA; PIMENTA; NETO, 2002). 

Ao longo das décadas, a ranicultura brasileira atravessou inúmeras fases, com uma 

variação no número de produtores e alternação nas tecnologias de criação. No ano de 

2000 o Brasil contava com aproximadamente 600 ranários, 15 industrias de abate e 

processamento, sete sob inspeção federal (SIF) e inspeção estadual (SIE) e oito com 

processos em andamento, seis associações estaduais de ranicultores e quatro cooperativas 

(LIMA; CRUZ; MOURA, 1999), além da Academia Brasileira de Estudos Técnicos em 

Ranicultura. 

O Brasil é um dos destaques no cenário da produção ranícula mundial (AFONSO, 

2012), e de acordo com dados divulgados pela Organização das Nações Unidas para 

Alimentação e Agricultura (FAO, 2009) o país ocupava a segunda colocação como maior 

produtor de rã, ficando atrás apenas de Taiwan. Segundo último dado disponibilizado 

pelo IBGE em 2006 o Brasil possuía 170 estabelecimentos de criação de rã, e gerou em 

2015 cerca de 160 toneladas/ano (EMBRAPA, 2015). 

Para melhoria do setor é fundamental um maior investimento do setor público na 

criação de rãs, da mesma maneira, organização do setor produtivo, construção de mais 

abatedouros e frigoríficos credenciados pelo serviço de inspeção além de um maior 

investimento em marketing (OLIVEIRA, 2015).  

O maior consumo de carne de rã se encontra no Sudeste, devido a facilidade em 

se encontrar o produto tanto no mercado quanto em restaurantes (MOURA, 2003). 

Aproximadamente toda produção de rãs é destinada ao abastecimento do mercado interno 

brasileiro (CARDOSO, ROCHA, FURLAN, 2009). 

Um dos fatores que contribuíram para a diminuição do consumo da carne de rã é 

que consumidores, especialmente mulheres, possuíam repulsão ao aspecto do animal 

congelado. Desta maneira têm se pesquisado diversas tentativas de ampliação para 

aumentar a oferta de produtos a partir da carne de rã. Dentre esses produtos se destacam 

patê da carne de rã, carne de rã desfiada, salsicha de rã, coxas de rã empanadas, entre 

vários outros (WEICHERT; MELO; ESPINDOLA, 2007). 

 

2.2.  Benefícios da carne de rã para a saúde dos consumidores 

 

Não há muitos dados sobre o consumo da carne de rã no país, mas é estimado que 

os consumidores desse produto pertencem as camadas com maior renda e um melhor 
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nível sociocultural (CARRARO, 2008). Portanto apurar a qualidade nutritiva para o 

consumo humano e, por conseguinte, divulgar os resultados obtidos com a pesquisa 

contribuirão para estimular o mercado consumidor brasileiro para esta proteína 

(AZEVEDO, 1984). 

Segundo Lima e Agostinho (1988), a carne de rã é recomendada por médicos 

nutricionistas por possuir taxa de gordura de 3%, além de ser a única carne produzida em 

cativeiro a possuir os dez aminoácidos básicos para os humanos com uma alta 

digestibilidade por possuir moléculas de cadeia curta, sendo altamente recomendada para 

crianças com intolerância a proteína animal. 

Segundo Fabichak, (1985) a carne de rã é composta por água (82,73%), proteínas 

(17,13%), nitrogênio (2,83%), gordura (0,50%), minerais (0,65%). A digestibilidade da 

carne de rã crua é de 91,95 e a carne de rã cozida é de 83,91, seu teor de gordura é baixo, 

nota-se uma elevada porcentagem de ácidos graxos poliinsaturados dentre eles ácido 

linoleico e ácido aracdônico (NOLL; LINDAU, 1987). 

De acordo com EMBRAPA (2015), a carne de rã possui sabor suave (variando 

entre a carne de frango e peixe), e todos os seus benefícios nutricionais têm atraídos uma 

gama de consumidores na busca de uma alimentação mais saudável. 

As pessoas que consomem a carne de rã procuram um alimento diferente, exótico, 

de fácil preparo e com vantagens nutritivas e saudáveis em relação às demais opções. 

Assim, inicialmente a cadeia de produção não busca consumidores assíduos, mas sim 

fazer com que seu consumo se torne uma opção para pessoas que queiram ampliar e variar 

o cardápio obtendo algo diferente e saboroso para consumir esporadicamente (NOLL; 

LINDAU, 1987). Já se encontra no Brasil pratos com carne de rã em restaurantes 

internacionais ou como aperitivo em bares e botecos da região Sudeste, principalmente 

em São Paulo e Rio de Janeiro (EMBRAPA, 2015). 
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2.3. Abate e processamento de rã 

 

Os frigoríficos de abatedouros de rãs devem cumprir as normas dos órgãos de 

inspeção sanitária em consonância com o mercado a qual o alimento será destinado, tanto 

em nível Municipal, Estadual ou Federal (OLIVEIRA, 2015). A versão do RIISPOA 

publicada em 2017 traz mais informações que a anterior, como a necessidade da execução 

da inspeção ante-mortem de anfíbios, entretanto não determina normas para o 

procedimento de abate desses animais (BRASIL, 2017). 

Por não haver ainda nenhuma norma sobre o tema, adere-se ao modelo 

estabelecido por pesquisadores e extrapolações de outros abates já bem consolidados na 

legislação. A prática operacional de um abatedouro de rãs é composta na seguinte ordem: 

insensibilização (termonarcose, eletronarcose ou concussão) e sangria, ambos na área 

suja, as etapas de esfola, evisceração e toalete são realizadas na área limpa, logo após os 

procedimentos a carcaça é embalada e resfriada (ALFANI, 2007).  

Rãs prontas para o abate têm peso entre 200 e 300 gramas e com média de idade 

de aproximadamente 10 meses. Para o abate é realizado geralmente um jejum de 24 horas 

com a intenção de diminuir o conteúdo gastrointestinal, porém esse valor é uma 

extrapolação do que é utilizado para outros animais (LIMA; CRUZ; MOURA, 1999). 

Entretanto segundo Stéfani et al. (2015), após a avaliação da digestibilidade proteica em 

rãs touro, chegaram à conclusão que 36 horas é o tempo necessário para o alimento chegar 

ao fim do trato gastrointestinal. 

A ausência da determinação de um tempo padrão de jejum pré-abate pode 

caracterizar riscos no quesito qualidade microbiológica da carcaça, pois é de fundamental 

importância esse procedimento no resultado final do produto. Jejum prolongado, superior 

ao tempo ideal pode diminuir a resistência das vísceras à trações mecânicas e eleva sua 

permeabilidade a micro-organismos. Por outro lado, valores inferiores ao ideal podem 

levar a ruptura intestinal durante a etapa de evisceração, podendo assim causar em ambos 

os casos contaminação da carcaça com agentes patogênicos, como por exemplo a 

Salmonella spp (MONLÉON, 2013; SILVA et al., 2016; SOUZA et al., 2016). 

 

2.4. Salmonella spp e sua importância na saúde pública 

 

Alimentos contaminados por microrganismos e suas substâncias tóxicas podem 

causar toxinfecções alimentares sendo assim um importante problema sanitário 
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(DAMASCENO et al., 2002). Os alimentos em geral têm papel importante pois são 

excelentes substratos para o crescimento de microrganismos sendo assim ótimos meios 

de cultura (JAY, 1992). 

A Salmonela spp. é encontrada amplamente dispersa na natureza e pode ser 

encontrada em uma grande gama de hospedeiros (RABSCH et al., 2002). A salmonelose 

que é a doença causada por bactérias do gênero Salmonella spp está entre uma das 

toxinfecções alimentares mais importantes, (FORSYTHE, 2002; GERMANO; 

GERMANO, 2003; GUERIN; VOLD; VILTSLAND, 2005) e estão envolvidas em surtos 

registrados em diversos países (MAIJALA; RANTA; SEUNA, 2005); (TESSARI; 

CARDOSO; CASTRO, 2003) 

A sua presença em determinados alimentos se torna um importante problema de 

saúde pública pois os sinais e sintomas podem ser suficientes para resultar em uma 

sobrecarga do sistema de saúde (FLOWERES, 1988). Portanto o controle dessa doença 

se torna um grande benefício para economia de países onde exista a ocorrência de surtos 

alimentares relacionados a este patógeno (SAKUGAWA et al., 2008). 

De acordo com Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA - RDC nº 

12/2001) é estabelecido que a Salmonella spp. deve estar ausente em 25g de carnes 

resfriadas, congeladas ou in natura de rãs, bovinos, suínos e outros mamíferos (BRASIL, 

2001). Apesar da bactéria não resistir ao aquecimento de 60ºC durante 20 minutos, por 

ser sensível a altas temperaturas (GAMA, 2001), afeta tanto o consumo de rã ou de outros 

pescados por serem produtos normalmente ingeridos ao ponto ou mal passados. 

A subnotificação de surtos envolvendo problemas de origem alimentar pelos 

serviços de vigilância sanitária é real e um problema mundial (SANTOS; 

NASCIMENTO; FLORES, 2002). Apenas 10% dos surtos provenientes de origem 

alimentar recebem notificação no Brasil, por ocorrência de falhas na fiscalização e 

notificação (FORSYTHE, 2002; GERMANO; GERMANO, 2003)  

As infecções causadas por bactérias do gênero Salmonella spp. são consideradas 

mundialmente como as mais importantes causadoras de doenças (PELCZAR; CHAN; 

KRIEG, 1996; FRANCO; LANGGRAF, 2004), apresentam alta morbidade e, acima de 

tudo, dificuldade da adoção de medidas para seu controle (GUERIN; VOLD; 

VILTSLAND, 2005)  

Patogenicidade e virulência são dois termos relacionados ao microrganismo e a 

doença causada no hospedeiro, porém possuem significados diferentes. A primeira, 

define a capacidade de um microrganismo em causar doença, já virulência se refere a 
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gravidade da doença ocasionada pelo agente (BROOKS et al., 2009). Microrganismos  

patogênicos possuem habilidade de provocar doença, pela expressão de genes que 

codificam fatores de virulência (VIEIRA, 2009). 

A Salmonella spp causa diferentes alterações no hospedeiro, e estas vão de 

infecções gastrointestinais brandas até infecções sistêmicas, dependendo do sorovar 

envolvido, da quantidade de inóculo, dos fatores de virulência que são expressos pelo 

agente e do estado imunológico do hospedeiro (OCHOA; RODRÍGUEZ, 2005). 

A principal via de infecção por Salmonella spp é a fecal-oral, mas esta, também 

pode ocorrer pela pele lesionada, do trato digestivo, trato respiratório e pela conjuntiva 

(SCHWARTZ, 2000). Após o contato da bactéria com o organismo do hospedeiro por 

via oral, as salmonelas dão início ao mecanismo de patogenicidade, se aderindo e 

proliferando no intestino delgado. Em seguida ocorre a invasão da mucosa intestinal 

mediada por metabólitos bacterianos, que destroem a camada epitelial. As principais 

portas de entrada para o patógeno são as placas de Peyer e os enterócitos absortivos (VAN 

ASTEN; VAN DIJK, 2005). 

 

2.5. Fatores de virulência em Salmonella spp. 
 

Os fatores de virulência estão relacionados a diversos episódios da doença, como 

uma possível generalização do quadro, que antes se situava apenas como uma alteração 

gastroentérica, podendo ultrapassar a mucosa intestinal e invadir fagócitos, migrando para 

órgãos como fígado e baço (OHL; MILLER, 2001). As capacidades de modular a 

expressão dos seus genes de virulência, proporcionam a bactéria habilidades de resistir 

aos mecanismos de defesa do hospedeiro, como o pH estomacal, aumento de temperatura, 

alta osmolaridade, ação da bile, lisoenzimas, lactoferrinas, entre outras. Estes fatores de 

virulência são codificados por genes de virulência que determinam a capacidade da 

bactéria causar doença (OCHOA &RODRÍGUEZ, 2005; BESSA, 2006; VIEIRA, 2009).  

Os genes de virulência podem estar presentes em elementos genéticos 

transmissíveis, como os plasmídeos, ou fazer parte de regiões específicas do cromossoma 

bacteriano, as chamadas ilhas de patogenicidade (VAN ASTEN & VAN DIJK, 2005). O 

fator de virulência da Salmonella é uma combinação de fatores cromossomais e 

plasmideais (OLIVEIRA, et al., 2003). Estes estão relacionados à capacidade de penetrar 

e replicar nas células epiteliais, à resistência à a ação do sistema complemento e à 

produção de toxinas (RODRIGUES, 2005). 
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As fímbrias são filamentos proteicos produzidos na superfície da bactéria. São de 

extrema importância e responsáveis pela fixação da bactéria à célula do hospedeiro, sendo 

fundamental para patogenicidade de Salmonella (CLOUTHIER et al., 1993; BISHOP et 

al.,2006). 

Existem diferentes tipos de fímbrias, dentre as mais estudadas são: fímbria polar 

longa (Long Polar Fimbriae – LPF) e fímbrias agregativas (Aggregative fimbriae – AGF) 

(DARWIN; MILLER, 1999). A fímbria polar longa é a mais longa que as demais e está 

polarmente localizada na célula bacteriana e é codificado pelo gene lpfA. O operon lpfA 

está ligado a capacidade de adesão da Salmonella às células M do intestino. Em estudos 

realizados em ratos, foi demonstrado que a fímbria polar longa está envolvida no tropismo 

pelas placas de Peyer do intestino, sítio de infecção inicial dessa bactéria (BAUMLER et 

al., 1996). Outra função que pode estar relacionada a essa fímbria é a capacidade de 

conferir imunidade cruzada entre diferentes sorovares de Salmonella (NORRIS; 

BAUMLER,1999). O gene é de extrema importância no começo da infecção após 

contaminação oral juntamente com outros genes relacionados a invasão (BAUMLER et 

al., 1996) 

O gene agfA codifica a fimbria SEF 17 ou Tafi (Thin Aggregative Fimbriae) 

(COLLINSON et al., 1996). Uma de suas principais funções é proporcionar a interação 

inicial da bactéria com o intestino do hospedeiro (SUKUPOLVI et al., 1997). Estudos 

demonstraram que esta fímbria se liga a proteínas do hospedeiro em especial a 

fibronectina que facilita a sobrevivência da bactéria e a associação com o epitélio 

intestinal (COLLINSON et al., 1993). Além disso, esse gene também está relacionado a 

autoagregação da Salmonella que é essencial para aumentar a sobrevivência da bactéria 

frente a ácidos estomacais do hospedeiro, surfactantes e outros agentes bactericidas, pois 

a sua agregação diminui a superfície de contato (COLLINSON et al.,1991; COLLINSON 

et al 1993). A produção da SEF 17 também está relacionada com a formação de biofilmes, 

pois facilita a adesão da bactéria (WHITE et al., 2003). 

O operon sef possui quatro genes (sefABCD) que são necessários para 

translocação e formação da fímbria SEF14, uma das principais do gênero Salmonella, 

cuja função está relacionada com as etapas de infecção posteriores a colonização do 

epitélio intestinal do hospedeiro, é considerada fundamental para a aderência ou 

sobrevivência da bactéria em macrófagos (EDWARDS; SCHIFFERLI; MALOY, 2000). 

A SEF14 contém quatro subunidades proteicas denominadas SefA, SefB, SefC e SefD. 

O gene sefA codifica a maior subunidade da proteína SefA e compõe a fímbria SEF14 
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(MIRMOMENI; KIANI; SISAKHTNEZHAD, 2008). Além de estar associado com a 

produção de fímbria, o gene sefA também está envolvido com a adesão do patógeno à 

determinadas regiões do aparelho gastrointestinal do hospedeiro, mais especificamente à 

região da placa de Peyer no intestino delgado (LIU et al., 2011). 

O gene invA que codifica a proteína InvA da membrana interna da bactéria é 

fundamental para invasão das células epiteliais do hospedeiro. Aparentemente o gene é 

bastante conservado em todos os sorovares de Salmonella, sendo o gene utilizado como 

alvo para sua detecção pela reação em cadeia da polimerase (PCR) (WHANG et al., 

2009). 

Os conjuntos de genes de virulência explicam a variedade de hospedeiros da 

Salmonella, auxiliando a bactéria na sobrevivência no organismo do hospedeiro. Então, 

estudos dos genes de virulência ajudam a compreender o potencial da Salmonella como 

causadora de infecção, e seus mecanismos de sobrevivência no hospedeiro (RHEN; 

DORMAN, 2005). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1.Local de coleta 
 

O projeto foi realizado em um abatedouro-frigorífico de rãs localizado no 

município de Uberlândia pertencente a Universidade Federal de Uberlândia e as amostras 

foram analisadas no Laboratório de Inspeção e Tecnologia de Produtos de Origem Animal 

FAMEV-UFU. 

3.2.Caracterização dos grupos de animais e pontos de abate 
 

Os animais eram procedentes de um mesmo complexo de produção, portanto 

estando todos submetidos às mesmas condições antes do início do experimento. Após o 

período de jejum de cada grupo, foi dado início imediatamente ao processo de abate 

desses animais de acordo com as normas vigentes na legislação brasileira (BRASIL, 

1997; BRASIL, 2000; BRASIL, 2017) 

Foram utilizadas 68 rãs com idades entre 4 e 6 meses e com média de peso de 355 

gramas. Os animais foram então divididos em 4 grupos (grupo A= 0 horas de jejum (n=16 

animais), grupo B=24 horas de jejum (n=18 animais), grupo C= 48 horas de jejum (n=16 

animais), grupo D= 72 horas de jejum (n=18 animais) (OLIVEIRA et al., 2015 com 

adaptações; TEKE et al., 2014 com adaptações).  

Com o objetivo de padronizar as coletas e reduzir influência de contaminações 

cruzadas, cada grupo utilizado neste experimento foi o primeiro a ser abatido no dia da 

coleta, imediatamente após a sanitização pré-operacional da sala de abate e autorização 

para início das atividades. Durante o processo de abate, amostras de cada grupo foram 

coletadas em dois momentos distintos do processamento: Após a sangria (A) e após a 

toalete final (B).  
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3.3.Coletas das amostras 
 

A amostras foram obtidas pelo método de enxágue de carcaça (CASON et al., 

2006, adaptado). Para cada amostra foi utilizado um saco plástico contendo 100ml de 

NaCl (0,75%), sendo este conjunto previamente esterilizado através da autoclave. O 

enxágue foi realizado com o animal na própria linha de abate sendo necessário apenas 

colocá-lo dentro do saco plástico e em seguida massagear o conjunto (carcaça e salina) 

por 30 segundos. Após a coleta, as amostras permaneceram resfriadas em isopor com gelo 

até a chegada ao Laboratório de Inspeção e Tecnologia de Produtos de Origem Animal 

da Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade Federal de Uberlândia (FAMEV-

UFU), onde foram analisadas quanto a presença de Salmonella e avaliada a presença dos 

genes de virulência. 

 

3.4.Isolamento de Salmonella spp 
 

O isolamento de Salmonella spp. foi realizado seguindo os padrões internacionais 

de identificação (ISO 6579). Para tanto, 30 mL de cada homogenato foram transferidos 

para um frasco contendo 30 ml de NaCl (0,75%) H2O peptonada 2%, resultando assim 

em um volume final de 60 mL de salina peptonada à 1% (Cason et al., 2006, adaptado). 

Seguindo as recomendações da ISO 6579, as amostras foram então incubados em 

estufa a 37°C/24 horas (ISO, 2002). Após este período, uma alíquota de 1 mL foi 

transferida para tubo contendo 10 mL de caldo de enriquecimento seletivo Mueller-

Kauffman Tetrationato (Oxoid) e 0,1 ml para tubo contendo 10 ml de caldo Rappaport 

Vassiliadis (Oxoid) e os caldos foram incubados a 37oC e 41,5oC por 24 horas 

respectivamente. 

Posteriormente, foi realizada a semeadura em placas de Ágar Salmonella 

Shiguella (Ágar Desoxicholato-Citrato) e Ágar XLD (Ágar de desoxicolato-lisina-silose, 

Oxoid), incubando-as a 37oC/24 horas. As colônias típicas de Salmonella spp. foram 

submetidas a provas bioquímicas utilizando-se os ágares LIA (Lisina Iron Agar, Oxoid) 

e TSI (Triple Sugar Iron - Oxoid), ambos incubados a 37oC/24 horas. As reações típicas 

de LIA e/ou TSI foram transferidas para tubos com 10 mL de água peptonada 1% (Oxoid) 

e incubadas em estufa a 37°C por 24h. A etapa final consistiu em retirar os tubos da estufa, 

transferir 0,7 mL do caldo para microtubos (duplicatas) e adicionar 0,3 mL de Glicerol 

em cada microtubo, sendo realizado o congelamento da amostra para posterior 
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confirmação por metodologia molecular. As amostras foram reativadas para realização 

da PCR. 

A confirmação dos isolados suspeitos foi feita por PCR (Polymerase Chain 

Reaction), tendo como alvo o gene ompC, responsável pela codificação de oligoproteínas 

externas da membrana da Salmonella e considerado um dos genes mais específicos para 

identificação e confirmação deste micro-organismo (ALVAREZ et al., 2004; ALMEIDA 

et al., 2013). O PCR para detecção de Salmonella spp foi feito no Laboratório de 

Biotecnologia Animal Aplicada da Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade 

Federal de Uberlândia (LABIO/FAMEV/UFU).  

Para a realização do PCR, colônias suspeitas isoladas na etapa anterior dessa 

metodologia, foram submetidas à extração e purificação de DNA, utilizando o Kit de 

purificação Wizard Genomic DNA (Promega Corp., Madison, WI) conforme 

recomendações do fabricante. 

O DNA extraído foi então utilizado para a reação de PCR. Foram preparadas 

reações com volume de 25µL composta por 2µL de DNA da amostra, 12,5µL de GoTaq 

Green Master Mix (Promega), 8,5µL de água livre de nuclease (Promega) e 1µL de cada 

primer (gene ompC: ompC-F 5”-ATCGCTGACTTATGCAATCG-3” e ompC-R 5”-

CGGGTTGCGTTATAGGTCTG-3”) com concentração de 10pmol/µL. As condições 

utilizadas para a reação foram: 95oC por 2 minutos para desnaturação inicial, 30 ciclos de 

95oC por 30 segundos para desnaturação, 57oC por 1 minuto para anelamento, 72oC por 

1 minuto para extensão, e após o término destes 30 ciclos, 72oc por 5 minutos para 

extensão final. Os produtos do PCR foram submetidos à eletroforese horizontal em gel 

de agarose 15% e posteriormente corados com GelRed (Biotium, Inc., Hayward, CA) e 

observados em transiluminador. As amostras consideradas positivas para Salmonella 

apresentavam banda correspondente a 204 pares de base. 
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4. Pesquisa por genes de virulência 
 

Os genes serão identificados pela técnica de reação em cadeia da polimerase 

(PCR) tendo como alvo os genes lpfA, invA, sefA e agfA, responsáveis pela 

patogenicidade da Salmonella. O PCR para detecção de genes de virulência foi feito no 

Laboratório de Biotecnologia Animal Aplicada da Faculdade de Medicina Veterinária da 

Universidade Federal de Uberlândia. 

 Para a realização das análises de reação em cadeia da polimerase (PCR) para 

pesquisa de genes de virulência foi utilizado como controle positivo a cepa de S. 

Enteritidis ATCC 13076. As reações de PCR foram feitas com um volume final de 25μL, 

composto por 1 μL de DNA, 1,25 μL de 10 pmol/ μL da sequência forward e reverse de 

cada primer, 10,25 μL de H2O ultrapura, 12,5 μL de Taq Green. As amostras foram 

submetidas aos seguintes ciclos de amplificação: desnaturadas incialmente a 94º por 5 

minutos, amplificadas em 35 ciclos de desnaturação a 94º por 45 segundos, anelamento a 

58º por 30 segundos (invA); 50º por 30 segundos (sefA e lpfA); 66º por 30 segundos 

(agfA); extensão por 72º por 90 segundos, com extensão final a 72º por 10 minutos  

 

 Tabela 1. Sequência de genes de virulência, primers, peso molecular e referência 
bibliográfica. 

F: forward; R: reverse; pb: pares de base 

 

 

 

 

 

 

GENE                                 PRIMERS PESO MOLECULAR REFERÊNCIA 

invA 
F:5’GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA3’ 
R:5’TCATCGCACCGTCAAAGGAACC3’ 
 

284 pb 
Oliveira et al. 

(2003) 

sefA 
F:5’GATACTGCTGAACGTAGAAGG3’ 
R:5’GCGTAAATCAGGATCTGCAGTAGC3’ 
 

488 pb 
Oliveira et al. 

(2003) 

agfA 
F:5’TCCACAATGGGGCGGCGGCG3’ 
R:5’CCTGACGCACCATTACGCTG3’ 
 

350 pb 
Collinson et al. 

(1993) 

lpfA 
F:5’CTTTCGCTGCTGAATCTGGT3’ 
R:5’CAGTGTTAACAGAAACCAGT3’ 250 pb 

Heuzenroeder et 
al. (2000) 
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5. Resultados e Discussão 
 

A positividade para salmonela em 68 amostras de carcaças de rãs-touro 

submetidas a diferentes períodos de jejum (0 à 72 horas) estão apresentados na tabela 2. 

Das 68 amostras analisadas para a presença de Salmonella spp., quatro (5,88%) foram 

positivas. De um total de quatro amostras três foram na etapa B, todas entre 0 e 24 horas 

jejum. 

 

Tabela 2. Positividade para Salmonella em amostras de carcaças de rãs touro colhidas em duas 

etapas (A e B) de animais com diferentes períodos de jejum provenientes de um abatedouro-

frigorífico de Uberlândia-MG. 

Jejum n 
Positividade para Salmonella spp 

A B 
0 16 1 (6,25%)(1/16) 1 (6,25%)(1/16) 
24 18 0 2 (11,11%)(2/18) 
48 16 0 0 
72 18 0 0 
    

Total 68 1 (1,47%)(1/68) 3 (4,41%)(3/68) 
* A- Etapa realizada com enxágue superficial após a insensibilização, concussão e 

sangria. B- Etapa realizada após a toalete final. 

 

Apesar de não haver trabalhos associando a presença de Salmonella spp com o 

tempo de jejum pré-abate para rã-touro, resultados obtidos com outras espécies de 

açougue podem auxiliar na compreensão destes resultados. Sampaio, (2017) avaliou um 

total de 180 bovinos Bos indicus (nelore) terminados em confinamento, divididos em 

grupos com 6, 12 ou 24 horas de jejum pré-abate. Foi constatado que a extensão do tempo 

de jejum resultou na maior contaminação da pele e também das carcaças por aeróbios 

mesófilos, E. coli genérica e coliformes totais. 

Ludtke (2008), constatou que com o aumento do tempo de jejum, as aves sofrem 

estresse ocorrendo uma desestabilização da flora intestinal, de modo que abre espaço para 

a entrada de bactérias e auxilia no desenvolvimento de Salmonella spp. no ceco. Além 

disso, com o aumento do tempo de jejum o pH do papo aumenta, também favorecendo a 

proliferação de Salmonella. Portanto, com o aumento do tempo de jejum, ocorre uma 

elevação da carga microbiana no papo que pode levar ao rompimento de vísceras no 

processo de abate e, com isso, contaminando a carcaça. 
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A contaminação da carcaça está relacionada com a presença de conteúdo intestinal 

no interior ou exterior da carcaça eviscerada (MENDES; KOMIYAM, 2011). Um dos 

fatores determinantes para a contaminação da carcaça e consequentemente sua 

condenação, é o tempo inadequado de jejum pré-abate. Estudo de Silva et al. (2016) 

constataram que 14,43% das carcaças bovinas condenadas de um frigorífico no estado do 

Paraná estavam relacionadas com a contaminação por tempo incorreto de jejum pré-abate. 

Diferentemente de outros animais como bovinos e aves, o jejum de vinte e quatro 

horas não foi suficiente para esvaziar o conteúdo gastrintestinal das rãs, Castro, (1996) e 

Braga, (1998) sugerem que o tempo de jejum pré-abate de rãs deve ser de 48 horas, para 

que ocorra adaptação ao meio e completo esvaziamento do tubo digestivo. O presente 

trabalho encontrou uma porcentagem maior de amostras positivas entre zero e vinte e 

quatro horas. Podendo estar relacionado a uma maior presença de conteúdo gastrintestinal 

ocasionando rompimento das vísceras consequentemente causando maior contaminação 

de carcaça nos períodos iniciais de jejum. 

Nos animais pecilotérmicos, alguns fatores afetam a eficiência da digestão como 

o consumo de alimento, o nível de secreções de sucos digestivos, a atividade enzimática, 

a motilidade do trato gastrintestinal e a taxa de absorção intestinal (EDWARDS, 1971; 

KAPOOR et al., 1975;BRAGA; LIMA, 2001). Para Lima & Agostinho (1988) e 

Figueiredo (1996), a temperatura exerce uma forte ação sobre o metabolismo da rã-touro 

de maneira que a secreção gástrica aumenta em temperaturas mais elevadas ocasionando 

aumento dos processos digestivos. 

Uma das hipóteses levantadas é de que o local que as rãs estavam alojadas poderia 

estar em uma temperatura mais baixas, deixando os animais com um metabolismo mais 

lento. Isto faria com que os animais demorassem mais tempo para completar sua digestão, 

levando um tempo maior para esvaziar o intestino. Porém, todas as coletas utilizadas no 

presente estudo foram realizadas nos meses de fevereiro a março, uma época com 

elevadas temperaturas, não sustentando a hipótese levantada. 

Os resultados positivos também podem ser justificados pela introdução no 

abatedouro de rãs já contaminado, por algumas deficiências nas instalações ou então 

condições de higiene durante o abate, como água, manipulação das carcaças, favorecendo 

assim uma maior proliferação de microrganismos. 
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Tabela 3. Genes de virulência identificados em Salmonella spp isoladas de carcaças de 
rãs-touro abatidas em um abatedouro-frigorífico de Uberlândia-MG 

Amostra Data Isolado* 
Genes de virulência 

lpfA sefA agfA invA 
1 11/03/2017 J0A + - + + 

2 
 
12/03/2017 

J24B + - + + 
J24B + - + + 
J24B + - + + 

3 18/03/2017  J0B + - + + 
4 19/03/2017 J24B + - + + 

 
 J24B 

 
+ - + + 

* J: jejum, 24,0: tempo de jejum, A: etapa de coleta, B: etapa de coleta 

 

O gene invA é fundamental para invasão das células epiteliais do hospedeiro 

(WHANG et al., 2009). Foi constatado por ZOU et al., (2012) que 99,3% das cepas de 

Salmonella enterica sorovar Enteritidis, isoladas de surtos de salmonelose em humanos, 

possuíam o gene. GALDINO et al. (2013) observaram que em 94,4% das amostras de 

Salmonella possuíam fragmentos específicos para o gene invA. No presente trabalho 

todos os isolados foram positivos para o respectivo gene mostrando o potencial de invasão 

celular destas cepas de Salmonella obtidas nas carcaças de rã-touro. 

Uma das principais funções do gene agfA é proporcionar a interação inicial da 

bactéria com o intestino do hospedeiro (SUKUPOLVI et al., 1997). Estudos 

demonstraram que esta fímbria se liga a proteínas do hospedeiro em especial a 

fibronectina que facilita a sobrevivência da bactéria e a associação com o epitélio 

intestinal (COLLINSON et al.1993). Além disso, esse gene também está relacionado a 

autoagregação da Salmonella que é essencial para aumentar a sobrevivência da bactéria 

frente a ácidos estomacais do hospedeiro, surfactantes e outros agentes bactericidas, pois 

a sua agregação diminui a superfície de contato (COLLINSON et al.,1991; COLLINSON 

et al 1993).  

A produção da SEF 17 está relacionada com a formação de biofilmes, pois facilita 

a adesão da bactéria (WHITE et al., (2003). BORGES et al. (2013), encontrou uma 

positividade de 96% do gene agfA em cepas de S. Enteritidis isoladas de frangos na região 

sul do Brasil, assim como GALDINO et al. (2013) verificaram positividade para o gene 

em 94,4% das amostras, MENDONÇA (2016) observou positividade de 92,8% em S. 
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Enteritidis isoladas em carcaças de frango no Brasil. Assim como nos trabalhos dos 

autores citados a positividade neste estudo foi de 100% para o gene agfA. 

O operon lpfA está ligado a capacidade de adesão da Salmonella às células M do 

intestino. Estudos demonstraram que esta fímbria se liga a proteínas do hospedeiro em 

especial a fibronectina que facilita a sobrevivência da bactéria e a associação com o 

epitélio intestinal (COLLINSON et al., 1993).Além disso a fímbria polar longa está 

envolvida no tropismo pelas placas de Peyer do intestino, sítio de infecção inicial dessa 

bactéria (BAUMLER et al., 1996). Outra função que pode estar relacionada a essa fímbria 

é a capacidade de conferir imunidade cruzada entre diferentes sorovares de Salmonella 

(NORRIS; BAUMLER,1999). Observou-se no trabalho de BORGES et al. (2013) que 

99% das cepas de S. Enteritidis isoladas de frangos na região sul do Brasil possuíam em 

o gene lpfA. No presente trabalho, apresentando similaridade com outros estudos, 100% 

das amostras apresentaram positividade para o gene lpfA. 

O operon sef, cuja função está relacionada com as etapas de infecção posteriores 

a colonização do epitélio intestinal do hospedeiro, é considerada fundamental para a 

aderência ou sobrevivência da bactéria em macrófagos (EDWARDS; SCHIFFERLI; 

MALOY, 2000). Nenhuma amostra deste trabalho foi positiva para o gene sefA, portanto 

a bactéria perde parte de sua virulência por não sobreviver no interior de macrófagos, o 

gene sefA está presente nos sorotipos do grupo D, provavelmente as cepas não pertencem 

a este sorotipo. Ao contrário do encontrado no presente trabalho, BORGES (2011) 

encontrou em diferentes cepas de S. Enteritidis oriundas de diferentes origens avícolas a 

presença do gene sefA em 100% de suas amostras. 

Todos os isolados apresentaram um mesmo perfil de virulência, sendo todos 

positivos para lfpA, agfA e invA. Apesar de exibirem o mesmo perfil as amostras não 

foram coletadas em um mesmo dia, podendo ser um indício de que há isolados 

geneticamente semelhantes circulando pela cadeia de produção deste estabelecimento, 

porém, estudos posteriores pelo uso da sorologia e PFGE (Pulsed Field Gel Eletroforese) 

podem auxiliar neste entendimento. 

Outra observação importante é em relação às amostras dois e quatro que foram 

isoladas mais de uma colônia em uma mesma carcaça. Nesta situação existe a 

possibilidade desses isolados serem a mesma Salmonella spp, e para isso a sorologia e 

PFGE também poderão auxiliar nesta definição. 

 

 

https://www.google.com.br/search?q=Pulsed+Field+Gel+Eletroforese&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjczaOdkZbYAhULfpAKHVY2BMgQvwUIJSgA
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6. CONCLUSÃO 
 

A presença de Salmonella foi confirmada na linha de abate de rã-touro, além disso 

há a positividade dos genes de virulência, que aumentam seu nível de patogenicidade e 

consequentemente o risco para o consumidor. Pode-se concluir com o trabalho que um 

jejum superior a 24 horas seria ideal para que não se identifiquem mais Salmonella na 

carcaça. O monitoramento e a adoção de processos de controle dentre as etapas de abate 

se tornam uma ferramenta de extrema importância no controle da contaminação de 

carcaças por Salmonella. 
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