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RESUMO 

 

A Salmonella continua sendo um dos principais problemas para a avicultura mundial. Os 

mecanismos pelos quais ela interage com o seu hospedeiro para causar doenças são complexos e 

dependem de vários fatores que ainda não foram completamente elucidados. Ainda estamos 

começando a entender como esse mecanismo funciona a nível molecular. Genes associados à 

virulência, resistência a antimicrobianos e adaptação ao meio em que vivem são considerados 

fatores de virulência em todas as bactérias. Neste trabalho sete protocolos para PCR (Polimerase 

Chain Reaction), testados internacionalmente, foram padronizados para a pesquisa de genes 

associados à virulência de Salmonella sp. em sua fase de aderência e invasão celular. Após a 

padronização dos protocolos, foi realizada a pesquisa desses sete genes em 41 amostras de 

Salmonella Hadar (S. Hadar), levando-se em conta a importância que esse sorovar vem 

adquirindo nos últimos anos. Também foram traçados o perfil de resistência a antimicrobianos e 

o perfil bioquímico nessas amostras de S. Hadar. Os sete protocolos para PCR se mostram viáveis 

para a pesquisa dos genes. Ao analisar as 41 amostras de S. Hadar para os genes estudados neste 

trabalho foram encontrados quatro perfis genéticos diferentes, sendo que apenas os genes sopE 

(Salmonella Outer Protein)  e avrA  (Avirulence), apresentando positividade em 4 e 7 amostras 

respectivamente, variaram entre os perfis. No teste com os antimicrobianos 73,17% das cepas se 

mostraram resistentes para a tetraciclina e ainda foram observados altos índices de resistência 

para a estreptomicina (31,70%) e ampicilina (29,27%). 13 cepas apresentaram multiresistência, 

sendo assim resistentes a dois ou mais agentes antimicrobianos.  Os testes bioquímicos 

confirmaram todas as amostras como pertencentes ao gênero Salmonella, apresentando variações 

apenas nos testes de TSI em sua região de bisel, LIA em sua região de bisel, citrato e 

principalmente a arginina e o dulcitol.  
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ABSTRACT 

 

Salmonella remains one of the biggest problems for the poultry industry. The mechanisms 

by which it interacts with its host to cause disease are complex and depend on several factors 

that have not been fully elucidated. Although we are just beginning to understand how this 

mechanism works at a molecular level. Genes associated with virulence, antibiotic resistance and 

adaptation to environment are considered virulence factors in all bacteria. In this work seven 

protocols for PCR (Polymerase Chain Reaction), tested internationally, have been standardized 

for detection of genes associated with virulence of Salmonella sp. in its phase of adhesion and 

cell invasion. After the standardization of protocols, was performed a research for this seven 

genes in 41 strains of Salmonella Hadar (S. Hadar), considering the importance of this serovar 

has acquired in the last years. Were also tested the antimicrobial resistance profile and 

biochemical profile in these samples of S. Hadar. The seven protocols for PCR are shown viable 

to the research of genes. Analyzing the 41 samples of S. Hadar for the genes studied in this work 

were found four different genetic profiles, in with only the sopE (Salmonella Outer Protein) and 

avrA (Avirulence) genes varied between the profiles, showing positivity in 4 and 7 samples 

respectively. In the test with the antimicrobials agents  73,17% of the strains proved resistant for 

tetracycline, and were still observed high levels of resistance to streptomycin (31,70%) and 

ampicillin (29,27%). Thirteen strains showed multidrug resistance, being resistant to two or 

more antimicrobial agents. Biochemical tests confirmed all samples as belonging to the genus 

Salmonella, with variations only in the tests of TSI in the region of the bezel, LIA in the region of 

bezel, citrate and especially  arginine and dulcitol. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Em 2008 a avicultura nacional, apesar da crise registrada no último trimestre do ano, 

atingiu mais de 11 milhões de toneladas de carne de frango produzidas, terceiro maior volume 

mundial, ficando atrás apenas dos Estados Unidos e da China, registrando um aumento de 8,16% 

em relação ao ano de 2007. Aumento inferior a média de 22% que o país atingiu nos últimos 10 

anos, (com exceção do ano de 2005 em que a avicultura sofreu um declínio em decorrência da 

Influenza H5N1), no entanto se levarmos em conta o cenário em que a economia se encontrava é 

um crescimento bastante generoso.  Além disso, as exportações foram as mais expressivas do 

mercado internacional, com 3,6 milhões de toneladas, o que representa 40% do mercado 

internacional, resultado que manteve o Brasil como maior exportador mundial de carne de 

frango.  Neste contingente é que se encontra a responsabilidade dos produtores de aves na 

manutenção da segurança alimentar. 

Dentro da cadeia produtiva, a segurança dos alimentos está consolidada como um tema 

primordial. A confiança na qualidade do produto que é ofertado é vital para a formação da 

preferência do consumidor, além disso, segurança alimentar é um dos pontos-chave na 

manutenção da saúde das populações. Tanto os países desenvolvidos quanto os em 

desenvolvimento são alvos de estatísticas dramáticas quanto ao número de vítimas acometidas 

por doenças transmitidas por alimentos contaminados. A Organização Mundial de Saúde (OMS) 

estima que no mundo a cada ano, mais de 2.000.000 de pessoas morram em consequências de 

diarréias. 

As Salmonella ainda são encontradas entre os principais agentes de doenças transmitidas 

por alimentos, e por esse motivo, governos de diversos países adotaram programas a fim de 

melhorar o nível de segurança alimentar. Exemplos podem ser citados em países como a 

Dinamarca, Suécia, Finlândia, Estados Unidos da América e Reino Unido que adotaram controles 

rígidos para redução de Salmonella em todos os níveis da cadeia alimentar (LAKE et al., 2002). 

O Brasil tem seus esforços concentrados no Plano Nacional de Sanidade Avícola (PNSA) que 

visa à manutenção do status sanitário dos plantéis avícolas e no Programa de Redução de 

Patógenos (PRP), instituído pelo Governo Federal em outubro de 2003, visando à inocuidade dos 

alimentos mediante o controle do sistema de produção (BRASIL, 2003).  



13 

 

A presença de Salmonella paratíficas em frangos de corte não deve ser reconhecida 

somente como barreira à exportação e por seu poder de provocar danos à saúde humana, mas 

também deve ser considerada por sua patogenicidade à saúde animal, principalmente ao se tratar 

de aves no inicio do ciclo de produção. Até os 21 dias de idade o sistema imune do intestino das 

aves está imaturo, e por esta razão agentes patogênicos como Salmonella sp., Campylobacter sp. 

e  Escherichia coli  podem persistir no lúmen intestinal por longos períodos. Enteropatias (assim 

como as infecções por Salmonella) pré e neonatais podem causar prejuízos ao sistema imune, 

danos à mucosa intestinal e baixos parâmetros zootécnicos nas aves adultas (ITO et al., 2007). 

Bactérias do gênero Salmonella são bacilos Gram negativos que compõem um dos grupos 

mais complexos das Enterobacteriaceae com mais de 2.500 sorotipos descritos. Essas bactérias 

estão amplamente dispersas na natureza e podem ser encontradas no trato gastrointestinal de 

mamíferos, répteis, aves e insetos (KONEMAN, 1997). As Salmonella são extensivamente 

estudadas em termos de fisiologia, genética e estrutura celular sendo uma das bactérias 

patogênicas melhor caracterizadas em termos de virulência (DARWIN; MILLER, 1999). Apesar 

de tudo o que se sabe a respeito desta bactéria, o conhecimento sobre Salmonella a nível 

molecular e os mecanismos pelos quais ela interage como seus hospedeiros para causar doenças 

ainda são pequenos. Com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, tem se tornado 

possível a identificação de genes que sintetizam os fatores responsáveis pela sua virulência. Esse 

fato resultou na criação da chamada microbiologia molecular, na qual o papel e a função de genes 

específicos (e os fatores que eles sintetizam) na virulência dos microorganismos é o objeto de 

estudo (WASSENAAR; GAASTRA, 2001). 

Segundo banco de dados da Organização Mundial da Saúde nos anos de 2000 a 2002, 

Salmonella (S.) Enteritidis, e S. Typhimurium são as mais prevalentes no mundo. Salmonella 

Hadar aparece com 2 % de prevalência no continente europeu e vem sendo reportada por vários 

países desde seu primeiro relato em 1954, em Israel. Este sorovar, da mesma forma que S. 

Enteritidis e S. Typhimurium, pertence ao grupo das salmonelas paratíficas ou zoonóticas, porém, 

diferente destes, S. Hadar, não é considerada pelo European Union Zoonosis Council Directive 

92/117/EEC, como um sorotipo invasivo, dependendo assim da condição em que se apresenta o 

hospedeiro e também da virulência apresentada pela bactéria em questão para que a patologia se 

instale. (DESMIT et al., 1998). O resultado das infecções por Salmonella é determinado pelo 

status do hospedeiro e o status da bactéria. Enquanto idade, genética e fatores ambientais podem 
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determinar o status do hospedeiro, o status das bactérias é determinado pelos chamados fatores 

de virulência. A virulência das Salmonella é multifatorial e complexa, incluindo presença de 

fímbrias, flagelos, mobilidade, habilidade de penetrar e replicar nas células epiteliais, resistência 

à ação do complemento, produção de entero, cito e endotoxinas, multiresistência a 

antimicrobianos e outros (RODRIGUES, 2005).  

Com o intuito de contribuir para um melhor conhecimento dos fatores genéticos 

envolvidos com a patogenicidade de Salmonella, este trabalho teve como objetivos o 

estabelecimento de protocolos de PCR (Polimerase Chain Reaction), já estudados 

internacionalmente, para a pesquisa de sete genes associados à virulência em amostras de 

Salmonella sp. em sua fase de aderência e invasão celular,  levando-se em conta a importância do 

estudo do genoma da bactéria para se ter uma melhor compreensão da interação bactéria-

hospedeiro, bem como o seu potencial patogênico para o mesmo. Ainda, objetivou-se avaliar a 

presença de fatores de virulências em 41 amostras de Salmonella Hadar, utilizando-se dos 

protocolos de PCR testados anteriormente, além de estabelecer o perfil bioquímico e de 

resistência a antimicrobianos dessas amostras.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 2.1 Salmoneloses 

 

2.1.1 O agente 

 

O gênero Salmonella pertence à família Enterobacteriaceae e consiste em duas espécies 

principais, Salmonella entérica e Salmonella bongori. A Salmonella entérica é ainda dividida em 

seis subespécies: enterica, arizonae, diarizonae, salamae, houtenae e indica. Salmonella 

pertencentes à subespécie entérica constituem cerca de 60 % dos sorovares de Salmonella 

(LIBBY et al., 2004) e consistem em 99,5% dos microorganismos do gênero isolados  

(GRIMONT; WEILL, 2007). Segundo o esquema clássico de Kauffman-Wite mais de 2500 

sorovares de Salmonella estão classificados tendo por base seus antígenos H (Flagelares), O 

(Somático) e ocasionalmente Vi (Capsulares) presente em alguns sorovares como Typhi e Dublin 

(HIRSH, 2003). Uma terceira espécie, Salmonella subterranea, foi descrita recentemente isolada 

de sedimento coletado de região aquífera em Oak Ridge, EUA. A sequência de DNA ribossomal 

mostrou que essa bactéria apresentou maior similaridade (96,4%) com Salmonella bongori 

(SHELOBOLINA et al., 2004). 

Os membros do gênero Salmonella são bacilos curtos, de 0,7-1,5 x 2-5 μm, Gram 

negativos e não esporulados. Os biovares Gallinarum e Pullorum são imóveis e os sorovares 

móveis possuem flagelos peritríquios. São bactérias aeróbias ou anaeróbias facultativas, 

apresentam crescimento entre 5 e 45ºC, porém seu crescimento ótimo ocorre em 37ºC. Crescem 

em pH entre 4 e 9, sendo pH 7 o ideal. As colônias, de 2-4 mm, apresentam-se elevadas e com 

bordas lisas e arredondadas, fazendo-se necessárias fontes de carbono e nitrogênio nos meios de 

cultura (HOLT, 1994; GAST, 1997).  São negativas ao teste da oxidase, indol, urease e Voges 

Praskauer (VP) e positivas nos testes de catalase, vermelho de metila (VM) e citrato de Simmons, 

ainda sendo positivas para a lisina e descarboxilação da ornitina.  A maioria dos sorovares produz 

gás sulfídrico (H2S). A glicose e outros carboidratos são metabolizados com produção de gás e 
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ácido. Normalmente são fermentadores de L-arabinose, D-sorbitol, maltose, D-manitol, D-

manose, L-rhamnose, trehalose e D-xylose, porém não fermentam a lactose (GAST, 2008).  

 

2.1.2 Epidemiologia e importância em saúde pública 

 

As Salmonella têm sido relatadas entre as principais causas de toxinfecção alimentar no 

mundo (GAST, 1997). Um grande número de sorovares de Salmonella é patogênico para o 

homem, causando quadros que vão de um portador assintomático até, em casos mais graves, 

septicemia, febre entérica, artrite, infecção vascular, osteomielite entre outras, exceção se faz com 

os poucos sorotipos altamente adaptados a outras espécies (DARWIN; MILLER, 1999; 

BUTLER, KAYE, MAHON; MANUSELIS, 2000; VIDAL et al., 2003). É uma das principais 

causadoras de gastroenterite veiculada por alimentos em todo o mundo, e um importante 

problema de saúde pública, tanto em países industrializados como naqueles em desenvolvimento 

(GUERRANT et al., 2001; PAYMENT;  RILEY, 2002). A gravidade da doença varia com o 

sorotipo, dose, idade e condição imunológica do paciente (TURNBULL, 1979; POPPE, 1996). 

 A transmissão de Salmonella aos humanos ocorre através da ingestão de alimentos ou 

água contaminados com células viáveis da bactéria. Os alimentos de origem animal, crus ou mal 

cozidos, principalmente carne de frango e em especial ovos, são os mais frequentemente 

envolvidos (GALÁN, 2001; HUMPHREY, 2004). Como Salmonella apresenta a habilidade de 

persistir no intestino de animais e de invadir tecidos, esses alimentos podem servir como veículos 

para transmissão desses patógenos o que representa um desafio maior à segurança alimentar 

(HUMPHREY, 2004; WIGLEY et al., 2005). Os ovos geralmente são contaminados com fezes 

que penetram através de pequenas  fissuras em sua casca no momento da ovipostura. Entretanto a 

infecção do ovário de aves permite a incorporação de Salmonella diretamente no interior no ovo 

durante a sua formação (KAYE, 2000). Outros alimentos como cereais e vegetais podem estar 

ocasionalmente contaminados com Salmonella, mas os níveis de incidência são muito menores 

do que os encontrados em carnes, sendo que a contaminação de carnes bovina e ovina é menor de 

1%. (KAYE, 2000; HUMPREY, 2004). Segundo Porter; Curtiss (1997), galinhas, perus e outras 

aves são responsáveis por mais de 40 % dos casos de salmoneloses em humanos, no entanto, 
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somente cerca de 10% dos sorovares já foram isolados de aves e apenas um pequeno número são 

encontrados frequentemente em lotes avícolas (GAST, 2008).   

No Brasil temos exemplos como o de São Paulo, que de 1996 a 1999, segundo dados da 

Vigilância Epidemiológica do Estado, a Salmonella foi o principal agente etiológico de infecções 

transmitidas por alimentos, responsável por 75% dos surtos (NADVORNY et al., 2004). Dados 

da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), divulgados no Global Salmonella 

Surveillance no Rio de Janeiro em setembro de 2005 (RODRIGUES, 2005), mostram que entre 

os agentes etiológicos de doenças transmitidas por alimentos, caracterizados no Brasil no período 

de 1999 a 2004, o agente Salmonella é o mais prevalente, sendo a S. Enteritidis é o sorovar mais 

isolado.  Em São Paulo de 1970 até o início de 1990, as S. Typhimurium e S. Agona foram os 

sorotipos mais frequentemente isolados de fontes humanas (SILVA; DUARTE, 2002). No Estado 

do Rio Grande do Sul entre 1994 e 1995, houve um incremento nos casos de toxinfecções 

alimentares noticiados pela imprensa de Porto Alegre com suspeita clínica de salmonelose, 

sempre associado à ingestão de produtos de origem avícola ou de alimentos preparados com 

ovos, como a maionese caseira (SANTOS, 2001). Estudos de surtos alimentares durante 1997 e 

1999, revelaram que 35,7% das ocorrências investigadas foram causados por Salmonella sp., 

sendo que adultos de 16 a 50 anos de idade foram os mais afetados   (COSTALUNGA; TONDO, 

2002). 

Em carcaças de frango, até o momento, são poucas as pesquisas no Brasil. Cardoso et al., 

(2000) em pesquisa realizada na cidade de Descalvado (São Paulo) analisaram 120 carcaças 

congeladas de dois abatedouros distintos. O resultado obtido foi ausência Salmonella nas 

amostras em estudo. No entanto, ainda em São Paulo, no município de Jaboticabal, 150 carcaças 

congeladas foram analisadas e o percentual de positividade para Salmonella estabelecido foi 32% 

(SANTOS et al., 2000). No Rio Grande do Sul, Nascimento et al. (1996) relatam a prevalência de 

Salmonella em carcaças e partes de frangos e a positividade varia de 15,1% em carcaças e 26,1% 

no total das amostras de partes (coxinha da asa 25,6%, peito sem ossos 25,6%, coxa e sobre coxa 

30,3% e dorso 31,0%).   

É improvável que as Salmonella sejam erradicadas da cadeia alimentar, mas pesquisas 

sobre a resposta das bactérias a diferentes condições ambientais podem levar a melhorias nas 
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estratégias de intervenções de controle auxiliando os produtores de alimentos (HUMPHREY, 

2004).  

 

2.1.3 Salmoneloses em aves 

 

 Em aves, a primeira descrição documentada de salmonelose foi feita no ano de 1885, em 

pombos. Somente alguns anos mais tarde, entre 1920 e 1930, foram descritos os primeiros surtos 

em galinhas e perus (SILVA, 1981). Nas aves, as salmoneloses são clinicamente classificadas em 

três doenças: a Pulorose, causada pela S. Pullorum, sendo que esta é altamente patogênica para 

pintos e particularmente se os pintos são estressados por condições ambientais, tal como pelo 

frio. Pintos mais velhos são mais resistentes. O Tifo Aviário, causado pela S. Gallinarum 

acomete aves adultas, sendo que nestas, os sinais clínicos são da doença septicêmica aguda, tais 

como; fraqueza, asas caídas, hiperexcitabilidade, paresia e diarréia, na fase crônica a principal 

característica observada é o fígado “bronzeado”. Anemia e leucocitose se instalam rapidamente. 

Em muitos casos, as aves são encontradas mortas antes que quaisquer sinais tenham sido 

observados. As lesões consistem em hemorragias no tecido subcutâneo e órgãos 

parenquimatosos, pequenas áreas de necrose múltiplas no fígado, coração e no baço. E por 

último, as infecções paratifóides, ou Paratifo Aviário, causadas pelos sorovares não adaptados as 

aves. Salmonella pertencentes a este grupo são frequentemente encontradas em granjas de frango, 

no entanto podem não causar infecções clínicas, passando assim, muitas vezes despercebidas ao 

produtor e, aliando-se ao fato de não possuírem preferência por um hospedeiro em especial, são 

os principais causadores de toxinfecções alimentares em humanos (ÁVILA, 2007).   

As perdas em decorrência das formas clínicas das doenças causadas pelas Salmonella nas 

aves foram no passado a principal motivação para o controle destas infecções, visto que muitos 

sorotipos são capazes de causar infecção letal em muitas aves jovens e infecção não letal em aves 

adultas, causando assim grandes perdas na produção nessa classe de aves. Atualmente, a 

prevenção da transmissão da Salmonella sp. aos humanos através dos produtos derivados de aves 

tem sido uma das prioridades do setor avícola  (OLIVEIRA, 2000). Normalmente as Salmonella 

causadoras do Paratifo Aviário, colonizam o trato digestivo dos frangos onde podem persistir até 

o abate, tornando-se responsáveis pela contaminação no produto final e podendo levar os 
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consumidores a uma grave toxinfecção alimentar. De forma semelhante, a infecção nas galinhas 

poedeiras de ovos comerciais pode levar a produção de ovos contaminados e como consequencia, 

por em risco a saúde do consumidor (ÁVILA, 2007).  Segundo Rose et al. (2000), até o 

momento, mais de 99% dos sorotipos de Salmonella identificados podem causar doenças 

subclínicas em aves, mas no entanto, sua maior importância continua sendo em relação à saúde 

pública. 

A patogenicidade da Salmonella em aves está dividida em três fases. A primeira é a fase 

de colonização. A colonização da porção distal do intestino delgado e do cólon é o passo inicial e 

necessário na patogenia da salmonelose entérica (SATO et al., 1997). Bactérias fusiformes 

nativas que ocupam a mucosa do epitélio intestinal geralmente inibem o crescimento das 

Salmonella pela produção de ácidos orgânicos voláteis. A flora normal também bloqueia o acesso 

aos sítios de ligação necessários para instalação das Salmonella. Fatores que desequilibrem a 

flora normal tais como terapias com antimicrobianos, dietas e privação de água aumentam a 

susceptibilidade do hospedeiro às salmoneloses entéricas e septicêmicas. A importância das 

fímbrias na ligação e colonização das Salmonella durante a fase inicial da patogênese da enterite 

tem sido demonstrada em camundongos. Cepas que possuem fímbrias aderem melhor na mucosa 

do íleo do que as cepas isogênicas sem fímbrias e, portanto são mais infectantes. Pintos recém 

nascidos cuja flora intestinal não está estabelecida são mais suscetíveis a colonização. 

Peristaltismo reduzido também predispõe a colonização por Salmonella por permitir um super 

crescimento temporário da bactéria especialmente no intestino delgado. O peristaltismo é 

estimulado por uma microflora nativa ativa e a supressão desta aumenta a susceptibilidade à 

colonização (GOMES, 2009). 

A segunda fase é a de invasão do epitélio intestinal. Esta fase envolve as extremidades 

superiores das vilosidades do íleo e colon. A Salmonella penetra na célula intestinal sem 

aparentemente causar a sua morte uma vez que não há mudanças morfológicas até mais tarde no 

processo normal da enfermidade. Os organismos podem multiplicar e infectar as células 

adjacentes ou passar até a lâmina própria, então são fagocitados. Após a invasão, as extremidades 

das vilosidades contraem e são invadidas por neutrófilos (GOMES, 2009).  

Por fim a terceira fase é a fase de estímulo e exsorção de fluídos. A resposta inflamatória 

na mucosa intestinal é importante fator no extravasamento de fluido intestinal. Prostaglandinas 
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são liberadas e como resposta a essa resposta, a ativação da adenilatociclase resulta em grande 

secreção de água, bicarbonatos e cloretos no lúmen intestinal. A resposta inflamatória também 

dispara a liberação de substâncias vaso ativas que por sua vez, aumentam a permeabilidade dos 

vasos da mucosa intestinal levando-os a exsorção de fluidos. Essa exsorção de fluidos é 

acompanhada por uma grande invasão de neutrófilos nas vilosidades causando quadros de ileíte 

aguda e colite. Os neutrófilos são também eliminados pelas fezes e a sua presença possui valor 

diagnóstico. A patogenia da septicemia pela Salmonella está intimamente relacionada ao efeito 

da endotoxina liberada da parede celular bacteriana. A atividade endotóxica está associada com o 

componente do lipídio A do LPS (lipopolissacarídeo) da parede celular. Muitos sinais da 

septicemia (por Salmonella) são similares àquelas produzidas pela inoculação experimental de 

endotoxinas purificadas. Esses efeitos incluem: febre, hemorragias associadas ao consumo dos 

fatores de coagulação, leucopenia seguida de leucocitose, depleção do glicogênio hepático com 

hipoglicemia, hipotensão e choque que são freqüentemente fatais (GOMES, 2009). 

 

2.1.4 Salmonella Hadar 

 

 A Salmonella (S.) Hadar, da mesma forma que S. Enteritidis e S. Typhimurium, pertence 

ao grupo das Salmonella paratíficas ou zoonóticas, porém, diferente destas, S. Hadar, não é 

considerada um sorotipo invasivo, no entanto, não há uma delimitação clara entre sorotipos 

invasivos e não invasivos de Salmonella. A S. Hadar já foi isolada de órgãos de aves, o que 

sugere uma característica invasiva a mesma (DESMIT et al., 1998).  

O primeiro relato de S. Hadar data de 1954, em Israel, e desde então vem sendo isolada 

em diversos países. Na Europa a S. Hadar surgiu nos anos 70 (ROWE et al., 1980) e segundo o 

banco de dados da OMS aparece com 2% de prevalência neste continente nos anos de 2000 a 

2002. Em 2005, na Espanha, mais de 200 casos de salmonelose em humanos foram provocados 

pelo sorovar S. Hadar, transmitido pelo consumo de carne de frango (EUROSURVEILLANCE, 

2005). Em 1987 e 1988, foi o segundo sorovar mais prevalente em humanos e, em 1990, o 

sorovar mais prevalente em aves no Canadá (19,5 %) (DESMIT et al., 1998). No Brasil, em 

experimento realizado no estado do Rio grande do Sul, Nascimento et al. (1996), verificaram S. 

Hadar como a segunda Salmonella mais prevalente (26%), inferior apenas a S. Enteritidis (51%).  
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A infecção experimental de S. Hadar em galinhas mostrou que este sorovar possui um 

padrão um pouco diferente da S. Typhimurium. A S. Typhimurium apresenta maior eliminação 

bacteriana nas fezes por 1 ou 2 semanas depois da infecção, seguida por uma ausência da 

eliminação da bactéria. No entanto, a eliminação da S. Hadar pode permanecer alta por várias 

semanas (DESMIT, 1998). A diferença na duração do tempo de eliminação em galinhas sugere 

que a S. Hadar pode estar mais bem adaptada para uma colonização mais prolongada da 

microbiota intestinal do que foi sugerido para outros sorovares (BARROW et al., 1998). Este fato 

pode explicar porque o aumento da S. Hadar tem sido observado em alguns países nos últimos 

tempos, pois de acordo com Nógrády et al. (2003), a S. Hadar deve possuir mecanismos de 

adaptação ao hospedeiro, os quais fazem com que ela seja melhor adaptada ao intestino de 

galinhas e  permitem que ela seja altamente competitiva no que diz respeito a colonização, 

quando comparada a outros sorovares de Salmonella.   

 

 2.2 Resistência a Antimicrobianos 

 

 Nos últimos 60 anos as bactérias, em particular aquelas que são patogênicas para 

humanos, têm estado envolvidas em casos de resistência adquirida a drogas antimicrobianas. A 

resistência a drogas antimicrobianas possui dois passos chave: o surgimento e a disseminação da 

resistência. É muito difícil impedir o surgimento de bactérias que apresentem resistência a estas 

drogas, porque isso ocorre ao acaso, e representa um aspecto particular da evolução bacteriana. O 

surgimento destas cepas resistentes pode resultar da mutação dos genes estruturais ou reguladores 

(genes de manutenção) ou então pela aquisição de material genético de outras bactérias. 

(COURVALIN, 2005). A disseminação dessa resistência tem sido repetidamente associada com 

o uso de drogas antimicrobianas, o que enfatiza a importância da prudência no uso destas drogas, 

uma idéia que é reforçada pelo fato de que a resistência, depois de adquirida, é muito lentamente 

revertida (CHIEW et al., 1998; ANDERSON, 2003) .  

 Agentes antimicrobianos são usados extensivamente na produção de frangos e são 

usualmente administrados via ração ou água de bebida. O uso de antimicrobianos contribuiu na 

transformação da indústria avícola, passando de pequenas para grandes produções que operam 

com uma alta eficiência (BYWATER, 2005). Os antimicrobianos são usados na produção animal 
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como promotores de crescimento, na profilaxia de doenças e também no tratamento de doenças 

infecciosas. O emprego de antimicrobianos em agropecuária, e muito especificamente em 

avicultura, tem recebido grande atenção, sendo objeto de muitas discussões em inúmeras reuniões 

científicas. Até o presente momento, não foi definitivamente estabelecida uma relação causal 

entre o uso de antimicrobianos em animais e o aumento de resistência em bactérias isoladas do 

ser humano, o que torna esta questão objeto de grandes polêmicas nos meios científicos e leigos, 

sejam eles nacionais ou internacionais (ALMEIDA; PALERMO-NETO, 2005). A permissão de 

uso de antimicrobianos na produção animal varia muito entre países e até regiões, por exemplo, o 

uso de alguns antimicrobianos promotores de crescimento na Europa foi banido pela European 

Union (EU), no entanto o mesmo não ocorreu nos Estados Unidos, Canadá e em muitos outros 

países (GYLES, 2008).  

 A dinâmica da transmissão da resistência a antimicrobianos e a evolução de populações 

de bactérias resistentes é muito complexa e está ligada a transferência genética dos chamados 

genes de resistência. A avaliação da resistência a antimicrobianos a nível molecular, constitui 

uma ferramenta para a compreensão da participação de elementos genéticos na expressão da 

resistência, pois são eles que possibilitam a transferência de resistência entre bactérias 

(ALEKSHUN; LEVY, 2007). Os integrons são encontrados entre os elementos genéticos que 

contribuíram para o desenvolvimento de cepas multiresistentes entre as bactérias gram-negativas, 

sendo que esses elementos “capturam” diferentes cassetes de resistência e os expressam 

(LAPIERRE et al., 2008). Esses cassetes genéticos conferem resistência a quase todas as maiores 

classes de antimicrobianos que já foram identificadas, e com o potencial dos integrons em 

capturar e colecionar esses elementos é provável que eles se tornem ainda mais prevalentes e 

consequentemente continuem ameaçando o uso de antimicrobianos como agentes terapêuticos 

(WHITE et al., 2001). Para Guerra et al. (2003), os integrons presentes em isolados bacterianos 

de animais estão disseminados por todo o mundo e são considerados como a mais importante 

fonte de disseminação de resistência a antimicrobianos.  Os integrons, presentes principalmente 

em bactérias gram-negativas, não podem executar transferência por eles mesmos, mas quando 

associados a um plasmídio, o seu potencial de transferência horizontal aumenta 

consideravelmente, sendo esta associação considerada um enorme risco na disseminação da 

resistência (ROWE-MAGNUS; MAZEL, 2001).   
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 A transmissão de genes de resistência entre bactérias parece ser facilitada por alguns 

fatores, entre eles o uso de antimicrobianos em larga escala na produção animal parece ser o 

maior contribuinte para que cada vez mais frequentemente sejam encontradas cepas que 

apresentem multiresistência (GYLES, 2008). No entanto, não somente na produção animal, mas 

também nas medicinas humana e veterinária a utilização indiscriminada de antimicrobianos tem 

causado sérios problemas com implicações econômicas, políticas e sociais, tanto em países 

desenvolvidos como nos países em desenvolvimento, dificultando a terapêutica e sendo 

atualmente um dos maiores problemas de saúde pública (RODRIGUES; FONSECA, 2006). Este 

fato torna-se ainda mais importante, devido a estudos recentes que têm mostrado que as 

propriedades de resistência microbiana e de virulência (capacidade da bactéria de causar dano ao 

hospedeiro) podem estar relacionadas. Considera-se, neste particular, que tanto as defesas do 

hospedeiro quanto a presença de antimicrobianos sejam condições adversas ao crescimento da 

maioria das bactérias. Essa adversidade acaba assim por favorecer uma minoria bacteriana 

resistente e virulenta que, ao sobreviver, ocupa nichos não ocupados pelas demais. Resistência e 

virulência podem dessa forma, ser considerados mecanismos de adaptação que permitem a 

sobrevivência dos microorganismos sob condições desfavoráveis. Tais condições, representadas 

pelo processo infeccioso e pelo tratamento com o antimicrobiano, comportam-se assim como 

gargalos evolutivos que, ao reduzir a biodiversidade microbiana, possibilitam a sobrevivência e a 

multiplicação de uma fração restrita de bactérias. Em situações de terapia antimicrobiana, as 

bactérias virulentas que possuírem também genes de resistência, poderiam se multiplicar por 

exclusão das sensíveis. Na presença de condições predisponentes dos hospedeiros, como na 

imunossupressão, essas bactérias deixariam seu reservatório inicial para atingir em grande 

número outros tecidos do organismo, causando infecções ainda mais graves (ALMEIDA; 

PALERMO-NETO, 2005). 

 

2.3 Propriedades Bioquímicas de Salmonella  

 

Os microorganismos, como todos os seres vivos podem, até certo ponto, modificar o meio 

em que se encontram e utilizar as soluções químicas como fontes de energia, produzindo um 

ambiente propício para seu crescimento e reprodução. Todas as atividades celulares são mediadas 
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por enzimas e os microorganismos produzem diversos tipos de enzimas que atuam de forma 

interligada. Ao testar os produtos finais de reações enzimáticas e notar o desaparecimento de 

algumas substâncias de um meio de cultura, os microbiologistas podem estabelecer as 

características enzimáticas de um microorganismo e identificá-lo, podendo então diferenciá-lo de 

espécies similares (SEELEY JR et al., 1991). 

 A caracterização bioquímica das Salmonella é dividida em caracterização bioquímica 

preliminar e caracterização bioquímica complementar. Os testes bioquímicos preliminares 

baseiam-se em propriedades fisiológicas e metabólicas das culturas suspeitas através da 

verificação da presença de citocromo oxidase, fermentação da glicose, lactose e sacarose (Ágar 

TSI - Triple Sugar Iron), descarboxilação da lisina (Ágar Lisina LIA – Lysine Iron Agar), 

produção de gás sulfídrico (H2S), indol, motilidade e produção de urease. Por sua vez, os testes 

complementares baseiam-se em outras propriedades metabólicas das culturas suspeitas. São 

realizados através da verificação da utilização do citrato e do malonato como única fonte de 

carbono, fermentação do manitol, sacarose, glicose, lactose, maltose e dulcitol; descarboxilação 

da ornitina e lisina, desidrolação da arginina, desaminação da fenilalanina, e verificação da 

habilidade em formar produtos finais neutros e/ou manter produtos ácidos finais estáveis a partir 

da fermentação da glicose (MACFADDIN, 2000). 

  

2.3.1 Testes Utilizados na Caracterização Bioquímica das Salmonella 

 

 2.3.1.1 Provas da Oxidase e Catalase 

 

 A prova de oxidase tem por objetivo determinar a presença da enzima oxidase. Bastante 

usada para diferenciar as bactérias pertencentes à família Pseudomonaceae das pertencentes à 

família Enterobacteriaceae. Já a catalase é produzida por muitos microrganismos e é usualmente 

empregada para diferenciar Staphylococcus, que são catalase positivos de Streptococcus, catalase 

negativos. Esta enzima atua sobre a água oxigenada (peróxido de hidrogênio 3 a 5%) 

desdobrando-a em oxigênio e água (MACFADDIN, 2000).  
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2.3.1.2 Utilização de fontes de Carboidratos 

 

 Os testes de fermentação de carboidratos são realizados para determinar a habilidade de 

um organismo fermentar, ou seja, degradar determinado carboidrato, incorporado a um meio 

basal, tendo como resultado a produção de ácido ou ácido e gás. Os padrões de fermentação são 

característicos de grupos de bactérias ou espécies, como por exemplo, todas as 

Enterobacteriaceae são fermentadoras de glicose. Os testes de fermentação de carboidratos 

podem ser úteis na diferenciação entre gêneros e pode auxiliar na identificação de espécies 

bacterianas (MACFADDIN, 2000). 

Assim como os humanos, a maioria dos microorganismos utiliza inúmeros carboidratos 

como sua fonte principal de energia. Estes incluem os polissacarídeos (salicina e dextrina), os 

dissacarídeos (lactose, melibiose e sacarose), os trissacarídeos (rafinose) e os monossacarídeos 

(glicose, ramnose, adonitol, dulcitol, manitol e sorbitol) (SEELEY JR et al., 1991). Os 

carboidratos são chamados de açúcares, entretanto, alguns deles são na verdade álcoois. 

Normalmente, um açúcar “verdadeiro” tem seu nome terminado com “ose”, enquanto os álcoois 

terminam com “ol”. Poucas exceções existem em relação a estas nomenclaturas, sendo uma delas 

o açúcar salicina (MACFADDIN, 2000).   

 

2.3.1.3 Utilização de fontes de Aminoácidos e Deaminação da Fenilalanina 

 

Os aminoácidos, além de servirem como constituintes primários de várias proteínas que 

compõem os organismos vivos, também são utilizados pelas células com outros objetivos, pois 

podem ser degradados gerando energia e outros produtos finais, como amônia (NH3), indol e 

H20. Segundo MacFaddin (2000), os testes de descarboxilase, que utilizam os aminoácidos lisina, 

arginina e ornitina, são utilizados para verificar a habilidade enzimática de um organismo em 

descarboxilar um aminoácido e formar uma amina, resultando em alcalinidade, já que as aminas 

são básicas.  

O teste da deaminação da fenilalanina consiste em colocar a amostra a ser testada em um 

meio de cultura que contenha entre outros compostos, o aminoácido fenilalanina. Após a 
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incubação, se ocorrer a deaminação da fenilalanina, será possível detectar seu produto, o ácido 

fenilpirúvico, através da formação de um complexo de cor verde ao administrar uma solução de 

cloreto férrico ao longo do local onde a amostra foi inoculada (BARON; FINEGOLD, 1990).   

 

2.3.1.4 Utilização de Citrato e Malonato 

 

O teste realizado com o citrato e com o malonato serve para determinar se um organismo 

é capaz de utilizar somente o citrato ou somente o malonato de sódio como única fonte de 

carbono para seu metabolismo e crescimento.  O Citrato de Simmon’s  (citrato de sódio como 

fonte de carbono) é um dos meios de cultura que são utilizados para a realização deste teste em 

laboratórios de microbiologia (MACFADDIN, 2000). 

 

2.3.1.5 Produção de Urease, H2S, Motilidade e Indol 

 

A presença da enzima urease também se caracteriza numa forma de diferenciação entre os 

microorganismos. O teste consiste em verificar se um microorganismo produz a enzima urease, 

cuja função é degradar a uréia, transformando-a em duas moléculas de amônia, provocando a 

alcalinização do meio. 

Os testes de motilidade, produção de indol e H2S podem ser realizados no meio de cultura 

denominado ágar SIM (Sulfide Indole Motility). A produção de H2S é visualizada através de uma 

reação onde o local de inoculação ficará preto. No caso de uma bactéria móvel, a coloração 

enegrecida poderá se espalhar por todo o meio. Já a produção de indol é detectada através da 

utilização de um reagente, que ao combinar-se com o indol, gera uma reação química que resulta 

em mudança de cor, e formação de um anel rosa. Um dos reagentes que pode ser utilizado neste 

teste é o reativo de Kovac’s, que deve ser acrescentado ao meio onde o microrganismo foi 

inoculado (MACFADDIN, 2000). 
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2.4 Fatores Associados à Virulência de Salmonella  

 

 Estudos realizados na década passada, com base na virulência genética da Salmonella, 

têm um significado avançado no entendimento da interação bactéria-hospedeiro, mas ainda 

existem várias questões a serem respondidas (DARWIN; MILLER, 1999).  

A habilidade das Salmonella em causar doenças depende de vários fatores de virulência 

determinantes. Alguns desses fatores são chamados de “clássicos e podem estar localizados em 

elementos genéticos transmissíveis, como transposons, plasmídeos ou bacteriófagos, assim como 

fazer parte de regiões específicas do cromossomo da bactéria, as chamadas Ilhas de 

Patogenicidade (IP), locais que agrupam a maioria dos genes de virulência (VAN ASTEN; VAN 

DIJK, 2005). 

 Alguns destes fatores podem ser considerados como virulentos em um amplo sentido. O 

número de genes chamados de “genes de virulência” depende da definição usada. Por exemplo, 

genes envolvidos com a captação e biosíntese de nutrientes, resposta ao estresse dentro e fora do 

hospedeiro e genes de reparação de lesões celulares são alguns desses. Esses genes podem ser 

considerados “genes de subsistência” e estão presentes em outras bactérias relatadas, como a E. 

coli, mas podem também ser chamados de genes de virulência quando a sua inativação resulta em 

atenuação da virulência da  bactéria. Outra definição de genes de virulência diz que, para ser 

considerado um gene de virulência, este tem que estar ausente em bactérias que são consideradas 

não patogênicas, mas se essa hipótese for tomada como verdadeira, os genes LPS não podem ser 

considerados fatores de virulência, afinal estão presentes em ambas as classes de bactéria, 

patogênicas e não patogênicas. Assim, as propriedades das bactérias patogênicas que são 

necessárias para sobreviver, multiplicar e causar dano ao seu hospedeiro são: a capacidade de 

competir com outras bactérias no hospedeiro; se estabelecer dentro de hospedeiro específico; 

debelar os mecanismos de defesa do hospedeiro; multiplicar-se depois de estabelecida e durante 

este processo causar danos no hospedeiro (WASSENAAR; GAASTRA, 2001).  

Cada patógeno possui um diverso e único set de genes que permite a ele causar doença. 

Concentrar-se no papel de cada um desses genes individualmente é essencial para entender o 

complexo mecanismo por trás da doença. Todo microrganismo envolvido em uma estratégia 

patogênica combina um ou mais mecanismos que operam em um conjunto de ações. Entender a 
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dinâmica de vida das bactérias patogênicas e não patogênicas pode ajudar a identificar os genes 

relevantes para a sua patogenicidade (WASSENAAR; GAASTRA, 2001).  

 

2.4.1 Patogenicidade e genes de virulência  

 

 A Salmonella é um patógeno intracelular facultativo, que dependendo do seu sorotipo e 

hospedeiro pode causar doenças.  Como microorganismo intracelular facultativo, há a exigência 

de um grande número de genes para que possa ser determinadora doença (GROISMAN; 

OCHMAN 1997). É estimado que na S. Typhimurium aproximadamente 4% do seu genoma, 

traduzidos em mais de 200 genes de virulência, seja requerido para que ela possa causar 

infecções fatais em ratos. Além disso, a sobrevivência da bactéria no hospedeiro depende de um 

delicado balanço entre vários produtos gênicos atuando no tempo certo e no local correto (BOWE 

et al., 1998).  

 Esses genes são encontrados em plasmídios ou dentro de cromossomos como unidades 

únicas, em conjuntos de poucos genes, pequenas ilhas ou extensos cassetes genéticos compostos 

por uma série de genes e operons (Ilhas de Patogenicidade) (MARCUS et al., 2000).  

  

2.4.1.1 Genes cromossomais 

 

2.4.1.1.1 Fímbrias e Genes fimbriais 

 

 Antes de invadir qualquer tipo de célula, as enterobactérias necessitam entrar em contato 

e se fixar a um ou mais tipos celulares encontrados no tecido intestinal. A fixação à célula do 

hospedeiro é essencial para a patogenicidade da bactéria, sendo este evento mediado 

principalmente pelas fímbrias. Desta forma as fímbrias exercem um importante fator na interação 

bactéria-hospedeiro. Além disso, as fímbrias têm um papel fundamental na adesão às superfícies, 

persistência ambiental e formação de biofilmes (CLOUTHIER et al., 1993; GIBSON et al., 

2007). Tal tropismo pode envolver vários tipos de fimbrias ou pili e quatro deles têm sido 
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descritos geneticamente. Elas incluem as fímbrias do tipo I (Fim), fímbrias codificadas por 

plasmídios (PEF), fímbria polar longa (LPF) e fímbrias agregativas (AGF) (DARWIN; MILLER, 

1999). Alguns estudos sugerem que cada uma destas fímbrias tenha um tropismo específico por 

algum tipo celular ou pelas células de uma espécie animal em particular (BÄUMLER et al., 

1996a). Similar a outras bactérias patogênicas, as Salmonella produzem fímbrias, que são 

compostas por proteínas estruturais de uma única espécie, arranjadas de uma forma helicoidal e 

tendo cada uma em torno de 2 a 7 nm de largura (PARANCHYCH; FROST 1988, TORTORA, et 

al., 2000) .  

 Em Salmonella já foram identificados 20 operons fimbriais, além do operon da fímbria 

tipo IV. Entre os operons fimbriais Salmonella - específicos está o lpf; a fímbria produzida por 

este operon é mais longa do que as outras fímbrias elaboradas e polarmente localizada na célula 

bacteriana. O gene lpfA  codifica a maior subunidade da fímbria (está inserido no lócus 

lpfABCDE), sendo que os genes fimbriais lpf completos, parecem estar presentes somente em 

algumas sorovares de Salmonella subespécie entericas e S. bongori. Provavelmente a fímbria 

polar esteja envolvida no tropismo pelas placas de Peyer’s em intestinos de ratos (BAÜMLER et 

al., 1996a). Outra função que tem sido atribuída ao gene lpfA é a de conferir imunidade cruzada 

entre os sorotipos de Salmonella (BÄUMLER et al., 1996 (b);  NORRIS; BÄUMLER, 1999).  

 Outro operon envolvido na codificação de fímbrias é o agf, o qual codifica a fímbria 

SEF17 ou Tafi (thin aggregative fimbriae) que é essencial para formação da matriz extracelular, 

a qual esta envolvida em agregação multicelular (agregação bacteriana), formação de biofilme, 

resistência ambiental, aderência e invasão em células eucarióticas e também exerce papel pró – 

inflamatório (GIBSON et al., 2007).  

 O papel dos operons fimbriais na virulência de infecção por Salmonella em suínos, 

bovinos ou frangos não está completamente estabelecido, porém devido ao grande número de 

operons fimbriais existentes pode ser sugerido que a bactéria apresenta diferentes mecanismos de 

aderência quando em diferentes hospedeiros (LIBBY et al., 2004). 
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2.4.1.1.2 Ilhas de Patogenicidade (IPs) e Genes de Invasão Celular 

 

As Salmonella Pathogenicity Islands (SPIs) são definidas como extensos cassetes 

genéticos dentro do cromossomo da Salmonella responsável por codificar substâncias 

responsáveis pelo estabelecimento de interações específicas com o hospedeiro e também 

necessárias para a virulência bacteriana em um dado modelo animal (MARCUS et al., 2000). Foi 

descrito que esses cassetes genéticos foram adquiridos pela Salmonella de outras espécies por 

transferência horizontal. Essa hipótese é baseada na significante diferença na quantidade de GC 

contidas nestas Ilhas, comparadas com o genoma residual e as sobras de bacteriófagos ou nas 

sequencias de transposons inseridos que marcam as bordas dessas Ilhas (GROISMAN; 

OCHMAN, 1996). 

Um total de 10 Ilhas de Patogenicidade (IP) foi descrito em Salmonella até o momento 

(BHUNIA, 2008). O fenótipo invasivo é determinado por um grande set de genes localizados na 

IP1, os quais estão presentes em todas as cepas invasivas de Salmonella (MILLS et al., 1995). A 

IP1 é a mais bem caracterizada geneticamente entre as 10 IPs descritas. Ela contém pelo menos 

29 genes que sintetizam vários componentes do sistema de secreção tipo III (COLLAZO; 

GALAN, 1997). A IP1 encontra-se presente em Salmonella bongori e em todas as espécies das 

Salmonella enterica e os operons Inv (invasibility) e Hil (hiper invasibility) estão presentes nesta 

ilha, em meio a outros genes e proteínas (MARCUS et al., 2000).  

A invasão é um importante fator que influencia na virulência da Salmonella. O operon invABC 

de diferentes sorovares de salmonela teve um papel importante na invasão de células epiteliais 

em cultivo (GALAN; CURTISS, 1991). O gene invA é o primeiro no operon, onde os genes 

invA, B e C estão arranjados na mesma unidade transcricional e o gene invD está localizado em 

uma unidade transcricional diferente (GALAN et al., 1992). O gene invA foi detectado em 630 

amostras de salmonela pertencentes a 100 sorovares diferentes, (RAHN et al., 1992) e parece 

ser conservado em todos os sorovares de Salmonella, sendo considerado o gene alvo para a 

detecção desta bactéria pela técnica da Reação em Cadeia pela Polimerase  (PCR) (WHANG et 

al., 2009).  

 Estudos demonstraram que a Salmonella Typhimurium tem como célula alvo, para 

entrada no epitélio intestinal de camundongos, a célula M, e que é necessária a presença do gene 
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invA para uma eficiente invasão dessas células (CLARK et al., 1998). É inferido que o gene invA 

é o responsável por inicializar o processo de internalização da S. Typhimurium em cultura de 

células epiteliais. Mutações dentro desse operon (inv) deixaram a Salmonella incapaz de invadir 

as células MDCK in vitro (GALAN; CURTISS, 1989). Outro importante influenciador da 

invasibilidade das Salmonella é o Sistema de Secreção tipo III (SSTT) (WALLIS; GALYOV, 

2000). O SSTT é codificado por alguns genes, inclusive o invA, e estes sistemas são responsáveis 

pela secreção de proteínas bacterianas que promovem a entrada da bactéria para o interior das 

células alvo.  

O gene hilA (Hiper Invasibility) é um regulador de uma variedade de genes relacionados 

a invasão celular. A invasão das células epiteliais e a indução de apoptose pelos macrófagos são 

absolutamente dependente deste gene (BAJAJ et al., 1995), sendo assim o gene hilA é o mais 

importante regulador do processo de invasão celular (VAN IMMERSEEL et al., 2008). Não se 

sabe exatamente o que promove a ativação do hilA, no entanto, parece que ele se liga diretamente 

aos promotores invF e prgH, ativando o sistema de secreção do tipo III e ativando o gene invF, 

responsável pela ativação da IP1 e seus efetores e  também os genes que regulam a atividade da 

IP-4 (KEERSMAECKER et al., 2005). Sabe-se que sua expressão é afetada pelos sinais 

ambientais externos, como tensão de oxigênio, osmolaridade, pH e nutrientes, sinais estes que 

estimulam a invasibilidade da Salmonella (BAJAJ et al., 1996).  

O SSTT III é um mecanismo de virulência compartilhado entre várias bactérias gram 

negativas (CORNELIS, 2006). Sua função é levar proteínas da bactéria para o citoplasma da 

célula hospedeira, onde elas sequestram processos sinalizadores e reorganizam a actina 

facilitando o processo de endocitose da bactéria (GALAN; ZHOU, 2000). O SSTT é uma 

máquina molecular complexa, que requer mais de 40 genes efetores, estruturais e chaperonas, 

muito dos quais estão inseridos em ilhas genômicas (GROISMAN; OCHMAN 1996).  Uma rede 

regulatória interna controla quando e onde cada um desses genes será expresso (LUCAS; LEE, 

2000).  

A proteína AvrA (Avirulence) é uma das  proteínas efetoras produzidas pelo SSTT III. O 

gene avrA está localizado na IP1 e está relacionado com a indução de apoptose celular e também 

com a resposta inflamatória do hospedeiro. Sob condições normais de cultura in vitro, a proteína 

AvrA não é produzida de forma abundante e pode ser visualizada apenas pela expressão do gene 
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avrA em clones plasmidiais de bactérias de campo ou  análises por imunoblot (HARDT; 

GALAN, 1997). O carreamento do gene avrA para dentro das células hospedeiras tem sido 

demonstrado, no entanto a deleção desse gene não afetou de forma efetiva nem a invasão celular 

in vitro nem a patogênese da S. Typhimurium em ratos, e sua função permanece indefinida 

(ZHANG et al., 2002). 

Já as proteínas Sop (Salmonella Outer Protein) são codificadas pelos genes sop. O 

principal deles é o gene sopE , que contribui para a invasão da Salmonella através da estímulo de 

deformações na membrana celular (MIRMOMENI et al., 2008). É crucial para a invasão celular o 

rearranjo do citoesqueleto de actina da célula hospedeira, devido à capacidade de as citocalasinas 

inibirem a entrada das Salmonella nas células do hospedeiro (FINLAY et al., 1991). Nota-se que 

a invasão da Salmonella é tanto morfologicamente quanto bioquimicamente mediada por 

receptores de fagocitose produzidos por fagócitos profissionais, por isso é importante que a 

invasão seja mediada pela translocação de substâncias efetoras que se liguem diretamente a 

marcadores das vias de entrada das células hospedeiras (BRUMELL et al., 1999). Depois de ser 

levada para dentro da célula hospedeira, a proteína SopE ativa diretamente o sistema Cdc42 e 

Rac, esses sistemas iniciam uma variedade de sinais em cascata que levam a um rearranjo do 

citoesqueleto de actina e a produção de citosinas pré inflamatórias que facilitam a entrada da 

bactéria (GALAN, 1999).   

 

2.4.1.2 Plasmídeos e Genes Plasmidiais 

 

 Os plasmídeos de virulência são um dos vários determinantes de virulência da 

Salmonella, estão envolvidos com a sua sobrevivência e crescimento nas células hospedeiras. É 

sugerido que os plasmídeos de virulência não estejam envolvidos na interação inicial entre as 

Salmonella e a mucosa intestinal, e tampouco são requeridos para a invasão dos tecidos. No 

entanto, eles permitem que o microorganismo persista nas células reticuloendoteliais do fígado e 

baço (FINLAY; FALKOW, 1989). Pelo menos seis sorotipos de Salmonella (Abortusovis, 

Colerasuis, Dublin, Enteritidis, Gallinarum/Pullorum, e Typhimurium) reconhecidamente 

possuem plasmídeos, no entanto não são todos os isolados desses sorotipos que carregam esses 

componentes genéticos (ROTGER; CASADESUS, 1999). Vários estudos genotípicos mostraram 
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que muito da variação que existe entre os sorovares de Salmonella enterica, assim como cepas 

dentro do mesmo sorovar, é devido à presença ou ausência de DNAs “móveis”, assim como os 

plasmídeos (MATIASOVICOVA et al., 2007). As contribuições dos plasmídeos com a virulência 

dos sorovares de Salmonella enterica têm sido feitas por quase 20 anos (WOODWARD et al., 

1989).  

 Os genes mais importantes localizados em plasmídeos das Salmonella enterica são os 

genes spv, os quais contribuem para a colonização de órgãos como baço e fígado. A presença dos 

genes spv (Salmonella Plasmid Virulence) é comum a todos os plasmídeos. A região spv abriga 

cinco genes, spvRABCD, organizados em um regulon conservado entre os sorovares. A síntese e 

localização de proteínas codificadas pelos quatro genes estruturais (spvABCD) têm sido 

estudadas com o uso anticorpos específicos. Esses genes estão associados com os sorovares mais 

invasivos de Salmonella como, S. Typhimurium, S. Dublin, S. Enteritidis, S. Gallinarum ou S. 

Colerasuis (WOODWARD et al., 1989).  

 O gene spvC é encontrado somente no citoplasma celular, e sua função não está 

completamente compreendida. No entanto, ele parece aumentar a taxa de crescimento da 

Salmonella dentro da célula infectada e afetar a sua interação com o sistema imune do hospedeiro 

(GULIG et al., 1993). Experimentos têm demonstrado que os genes spvB e spvC são suficientes 

para conferir virulência a S.  Typhimurium quando administradas subcutaneamente em ratos 

(MATSUI et al., 2001).  
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3. MATERIAL E MÉTODO 

 

 O presente trabalho foi desenvolvido no Centro de Diagnóstico e Pesquisa em Patologia 

Aviária (CDPA), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sendo realizado em 

duas etapas. A primeira consistiu na padronização de sete protocolos de PCR (Polimerase Chain 

Reaction) para genes associados à virulência em Salmonella sp. A segunda etapa foi a pesquisa 

desses genes em amostras de Salmonella Hadar, nas quais também foram traçados os perfis 

bioquímicos e de resistência a antimicrobianos.  

 

3.1 Padronização dos Protocolos de PCR  

 

 Neste trabalho foram pesquisados sete genes de virulência relacionados com a 

patogenicidade de Salmonella sp. Os sete genes pesquisados estão relacionados com as fases de 

adesão, invasão e consequente lesão em células intestinais de aves. O protocolo utilizado para 

cada um dos genes pesquisados foi desenvolvido com base em trabalhos anteriores, sendo suas 

condições de reação testadas e adaptadas quando necessário. Os genes pesquisados bem como os 

trabalhos utilizados para o desenvolvimento dos protocolos estão descritos na Tabela 1.  
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Tabela 1 – Genes a serem pesquisados, localização genética, tamanho de amplicom (PB) e 

trabalhos de referência.  

Genes                      Localização Genética                          PB                Referências 

agfA Operon Fimbrial agf 350 Doran et al. (1993) 

 

avrA 
 

Ilha de Patogenicidade 1 (IP1) 

 

385 

 

Prager et al. (2003) 

hilA Ilha de Patogenicidade 1 (IP1) 497 

 

Guo et al. (2000) 

 

invA Ilha de Patogenicidade 1 (IP1) 284 Oliveira et al. (2003) 

 

lpfA 
 

Operon Fimbrial lpf 

 

250 

 

Heuzenroeder et al. (2001) 

sopE Ilha de Patogenicidade 1 (IP1) 398 

 

Prager et al. (2003) 

 

spvC Plasmídeos 669 Castilla et al. (2006) 

PB: pares de bases 

 

3.1.2 Realização dos Testes de PCR 

 

Para a realização das análises foram utilizadas amostras de enterobactérias como controles 

positivos e negativos. Na Tabela 2 estão descritas as bactérias utilizadas como controles em cada 

um dos protocolos testados. 
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Tabela 2: Controles positivos e negativos utilizados nas reações de PCR para cada gene.  

Genes Controles Positivos Controles Negativos 

agfA Salmonella Tiphymurium – CCDPA20 Proteus vulgaris - ATCC 13345 

avrA Salmonella Tiphymurium – CCDPA7 Crysiomonas sp.- CCDPA8 

hilA Salmonella Tiphymurium – CCDPA20 Proteus vulgaris - ATCC 13345 

invA Salmonella Enteritidis – CCDPA8 Crysiomonas sp - CCDPA8 

lpfA Salmonella Tiphymurium – CCDPA20 Crysiomonas sp. - CCDPA8 

sopE Salmonella Tiphymurium – CCDPA7 Pasteurella multocida - CCDPA33 

spvC Salmonella Tiphymurium – CCDPA20 Crysiomonas sp. - CCDPA8 

ATCC - American Type Culture Collection; CCDPA – Coleção CDPA 

 

 As bactérias utilizadas, que estavam estocadas em ágar estoque na bacterioteca do CDPA, 

foram reativadas em caldo de enriquecimento, e em seguida passadas para os ágares mais 

adequados a cada uma. Em seguida foram selecionadas colônias puras para a extração do DNA, 

que foi feita a partir do método de extração por calor descrito por Borsoi et al. (2009), a qual é 

realizada a partir de centrifugações das alíquotas, seguidas de lavagem das mesmas e obtenção do 

DNA por lise das células bacterianas em banho-maria a 100ºC. Os DNAs extraídos foram 

armazenados em temperatura de -20C° e utilizados sempre que necessário. Em seguida um a um 

os protocolos foram sendo testados seguindo as condições de reação e os ciclos de termociclador 

específicos para cada um. Quando necessário faziam-se adaptações nos protocolos para que se 

chegasse a uma melhor condição de leitura de seus produtos. Alterações foram feitas nos 

protocolos, principalmente nas concentrações de Cloreto de Magnésio (Mgcl2), dNTPs e Primers, 

e também na temperatura de anelamento. Todos os resultados, separadamente, foram analisados 

por eletroforese em gel de agarose seguida de leitura em transluminador UV (Ultra Violeta).  

 

 3.2 Pesquisa de Genes de Virulência, Perfis Bioquímico e Antimicrobiano em 

Salmonella Hadar. 
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3.2.1 Amostras de Salmonella Hadar   

 

 Foram analisadas 34 amostras de Salmonella Hadar, isoladas a partir de mecônio, 

carcaças e cortes de frango no Rio Grande do Sul, previamente identificadas no Instituto 

Oswaldo Cruz, e que estavam estocadas na bacterioteca do CDPA-UFRGS. Além de mais 7 

amostras isoladas de suabe de cama de frangos de corte, totalizando 41 amostras (fontes descritas 

no anexo 1). Todas as amostras foram testadas para os sete genes associados à virulência 

estudados neste trabalho, além de terem seus perfis bioquímicos e antimicrobianos traçados. 

 

 3.2.2 Pesquisa de Genes de Virulência 

 

 As 41 amostras se S. Hadar que estavam acondicionadas em ágar estoque foram 

reativadas em meio de enriquecimento não seletivo, caldo BHI (Brain Heart Infusion) por 24 a 

37 ºC, em seguida foram inoculadas em caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) e incubadas em 

banho-maria a 42ºC por 24h. Após, as amostras foram estriadas em ágar XLD (Xylose Lysine 

Deoxicholate) e incubadas a 37ºC por 24h, para isolamento das colônias. A partir dado ágar XLD 

foram selecionadas de 3 a 5 colônias com características compatíveis com as de Salmonella e 

inoculadas em microtubos tipo eppendorf contendo 1 mL de caldo BHI, sendo estes então 

incubados por 24h a 37ºC. A extração do DNA foi realizada a partir desta alíquota de BHI 

contida nos eppendorfs, conforme descrito por Borsoi et al., (2009). O DNA extraído foi 

armazenado a -20°C em freezer pelo tempo necessário até sua utilização, servindo de molde para 

a realização dos testes em questão. 

Os protocolos de PCR utilizados para cada gene seguiram as condições de reações e 

temperaturas de termociclador obtidas após a realização de sucessivos testes. Tomando-se por 

base os trabalhos descritos na Tabela 1, cada protocolo em questão foi adaptado para as 

condições de uso no laboratório citado testando-se as concentração de Cloreto de Magnésio, 

Primers, dNTP’s (Desoxirribonucleotídeos) bem como a temperatura de anelamento para a 

reação em termociclador. Todos os testes realizados tiveram os seus produtos analisados por 

eletroforese em gel de agarose 1,2% seguida de leitura em transluminador UV.  



38 

 

3.2.3 Perfil Bioquímico  

 

Para a realização dos testes bioquímicos as amostras contidas em ágar estoque foram 

reativadas em caldo de enriquecimento seletivo, RV a 42 ºC por 24 horas, seguindo de inoculação 

em ágar XLD. Após um crescimento de 24 horas a 37 C° foi selecionada, a partir do Agar XLD, 

uma colônia isolada com característica de Salmonella para a realização das provas bioquímicas.  

As provas bioquímicas foram realizadas de acordo com os procedimentos preconizados 

pela NCCLS (National Comittee for Clinical Laboratory Standrts) 2005.  Os testes realizados 

bem como os resultados esperados para as para as Salmonella paratíficas estão descritos na Tabela 

3.   
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Tabela 3: Bioquímicos utilizados, região/produto a serem avaliados em cada meio testado e 

resultados esperados para as Salmonella paratíficas. 

Bioquímicos 
Região/Produto de 

Avaliação 
Salmonella sp. 

TSI 

Base 

Bisel 

H2S 

Gás 

Ácida 

Alcalino 

Positivo 

Positivo 

LIA 

Base 

Bisel 

H2S 

Alcalina 

Alcalino 

Positivo 

SIM 

H2S 

Motilidade 

Indol 

Positivo 

Positiva 

Negativo 

URÉIA  Negativa 

CITRATO  Positivo 

MANITOL  Positivo 

SACAROSE  Negativo 

GLICOSE 
Acidez 

Gás 

Positiva 

Positivo 

LACTOSE  Negativa 

MALTOSE  Positivo 

DULCITOL  Variável 

ORNITINA  Positivo 

ARGININA  Variável 

LISINA  Negativo 

MALONATO  Negativo 

CLARK LUBS 
VM 

VP 

Positivo 

Negativo 

FENILALANINA Cloreto Férrico Negativo 

VM= Vermelho de Metila; VP = Voges-Proskauer 

 

3.2.3.1 Controles dos bioquímicos 

 

 Após a preparação dos meios de cultura, conforme manual do fabricante, todos os tubos 

passaram por controle de esterilidade, sendo incubados por 24 horas a 37C° antes de serem 

utilizados. 

 Foram utilizados controles positivos e negativos para verificar a funcionabilidade dos 

meios. Como controles positivos foram usadas culturas bacterianas específicas (Tabela 4), as 
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quais apresentam resultado conhecidamente positivo para cada teste bioquímico utilizado. Como 

controle negativo, uma bateria de testes bioquímicos não inoculados foi incubada 

concomitantemente aos testes a fim de analisar resultado negativo e comparar no momento da 

leitura.   

 

Tabela 4: Bactérias utilizadas como controles positivos e seus respectivos testes bioquímicos. 

Bioquímicos 
Região/Produto de 

Avaliação 
Bactéria Controle 

TSI 

Base 

Bisel 

H2S 

Gás 

Salmonella Tiphymurium 

LIA 

Base 

Bisel 

H2S 

Salmonella Tiphymurium 

SIM 

H2S 

Motilidade 

Indol 

Proteus sp. 

URÉIA  Proteus sp. 

CITRATO  Salmonella Tiphymurium 

MANITOL  Salmonella Tiphymurium 

SACAROSE  Citrobacter 

GLICOSE 
Acidez 

Gás 
Salmonella Tiphymurium 

LACTOSE  Citrobacter 

MALTOSE  Salmonella Tiphymurium 

DULCITOL  Citrobacter 

ORNITINA  Salmonella Tiphymurium 

ARGININA  Pseudomonas sp. 

LISINA  Salmonella Tiphymurium 

MALONATO  Klebsiela sp. 

CLARK LUBS 
VM 

VP 

Salmonella Tiphymurium 

Klebsiela sp. 

FENILALANINA Cloreto Férrico Proteus sp. 

 VM= Vermelho de Metila; VP = Voges-Proskauer 
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3.2.4 Perfil de resistência a Antimicrobianos 

 

 Os testes para caracterização do perfil de resistência a antimicrobianos foram realizados a 

partir da técnica de difusão em ágar Müeller Hinton (MH), utilizando de discos de papel filtro 

impregnados com antimicrobianos.  

Para a realização dos testes com antimicrobianos as amostras foram reativadas em caldo 

cérebro-coração, incubadas a 37ºC por 18-24h e posteriormente passadas para caldo RV, 

incubado banho-maria a 42 ºC por 18-24h. Após, as amostras foram estriadas em ágar verde 

brilhante (BGN) e XLD e incubadas novamente a 37 ºC por 18-24h. Posteriormente, uma colônia 

isolada de cada amostra foi estriada em ágar cérebro-coração (BHA) e incubada a 37 ºC por 18-

24h. Para realização do antibiograma, foram colhidas colônias isoladas do ágar BHA e diluídas 

em solução salina 0,85%, até a concentração compatível com 0,5 na escala de McFarland. A 

partir desta diluição foram semeados, com alça de Drigalski, 150 μL da cultura em placas de ágar 

Müeller Hinton (MH) com diâmetro de 12 cm. Sobre a cultura estriada em Agar MH, os discos 

impregnados com antimicrobianos foram distribuídos, sendo este procedimento realizado em 

capela de fluxo laminar vertical. As placas foram incubadas a 37 °C e a leitura do diâmetro dos 

halos foi realizada entre 18-20 h de incubação. Uma amostra de Escherichia coli ATCC 25922 

foi utilizada como cepa de referência. 

Os antimicrobianos utilizados, bem como os diâmetros dos halos de resistência, 

intermediário e de sensibilidade descritos de acordo com a NCCLS estão descritos no anexo 2. 

Os antimicrobianos Eritromicina e Lincomicina foram usados como controles para a 

verificação de não contaminação das amostras, visto que o primeiro não possui ação efetiva 

contra enterobactérias e o segundo é utilizado especificamente para bactérias gram positivas.  
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4. RESULTADO 

 

4.1 Padronização dos Protocolos de PCR 

 

As condições finais de reação obtidas para cada gene trabalhado neste estudo estão 

descritas na Tabela 5.  

 

Tabela 5: Condições finais de reagentes e para termociclador para cada gene testado. 

Genes               Concentração de Reagentes     Condições de Termociclador 

agfA MgCl2 2,5mM ; dNTPs(2,5mM) 0.2µl ;  Primers( 20pmol) 1µl 94C°, 1seg; 58C°, 1seg; 74C°, 21seg. 

avrA MgCl2  2mM ;  dNTPs(2,5mM) 2µl ;  Primers( 20pmol) 1µl 94C°, 1min; 64C°, 1min; 72C°,1min. 

hilA MgCl2 1,5mM ;  dNTPs(2,5mM) 2µl ;  Primers( 20pmol) 1µl 94C°, 2min; 62C°, 1min; 72C°, 1min. 

invA MgCl2  2,5mM ;  dNTPs(2,5mM) 2µl ;  Primers( 20pmol) 1µl 94C°, 1 seg; 55C°,1 seg; 74C°, 1 seg. 

lpfA MgCl2 4mM ;  dNTPs(2,5mM) 2µl ;  Primers( 20pmol) 1µl 94C°, 1seg; 58C°, 1seg; 74C°, 21seg. 

sopE MgCl2  2mM ;  dNTPs(2,5mM) 2µl ;  Primers( 20pmol) 1µl 94C°, 1min; 55C°, 1min; 72C°, 1min. 

spvC MgCl2 2mM ;  dNTPs(2,5mM) 3µl ;  Primers( 20pmol) 3.5µl 93C°, 1min; 42C°, 1min; 72C°, 2min. 

 

 

4.2 Pesquisa dos Genes de Virulência em amostras Salmonella Hadar 

 

Os resultados da pesquisa dos genes associados à virulência nas 41 amostras de 

Salmonella Hadar estão demonstrados na Tabela 6.  
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Tabela 6: Resultado da pesquisa de genes associados a virulência nas 41 amostras de Salmonella 

Hadar testadas.  

Gene 
Positivo  Negativo 

N° de Amostras         (%) N° de Amostras          (%) 

agfA 41 100  0 0 

avrA 7 17.1  34 82.9 

hilA 41 100  0 0 

invA 41 100  0 0 

lpfA 41 100  0 0 

sopE 4 9.7  37 90.3 

spvC 0 0  41 100 

 

 

As Figuras de 1 a 7 exemplificam as leituras em gel de agarose e transluminador UV para 

cada gene pesquisado nas amostras se S. Hadar.  

 

         

     

 

 

Figura 1: Imagem de gel de agarose 1,2% 

corados com brometo de etídio com produtos de 

amplificação compatíveis com o fragmento do 

gene invA (284pb). M=Marcador de peso 

molecular (100pb). Canaletas de 1 a 6, amostras 

de S. Hadar, canaletas 7 e 8 controles positivo e 

negativo respectivamente. Seta apontando a 

banda de 300pb do marcador.   

Figura 2: Imagem de gel de agarose 1,2% 

corados com brometo de etídio com produtos de 

amplificação compatíveis com o fragmento do 

gene hilA (497pb). M=Marcador de peso 

molecular (100pb). Canaletas de 1 a 9, amostras 

de S. Hadar, canaleta 10 controle positivo. Seta 

apontando a banda de 500pb do marcador.  

  

 M      1       2        3        4        5        6        7        8       M   M     1      2       3      4      5       6      7       8     9     10    M     
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 Figura 3: Imagem de gel de agarose 1,2% 

corados com brometo de etídio com produtos de 

amplificação compatíveis com o fragmento do 

gene lpfA (250pb). M=Marcador de peso 

molecular (100pb). Canaletas de 1 a 6, amostras 

de S. Hadar, canaletas 7 e 8 controles positivo e 

negativo respectivamente. Seta apontando a 

banda de 300pb do marcador.   

Figura 4: Imagem de gel de agarose 1,2% 

corados com brometo de etídio com produtos de 

amplificação compatíveis com o fragmento do 

gene agfA (350pb). M=Marcador de peso 

molecular (100pb). Canaletas de 1 a 11, amostras 

de S. Hadar, canaleta 12 controle positivo. Seta 

apontando a banda de 400pb do marcador.  

 

Figura 5: Imagem de gel de agarose 1,2% 

corados com brometo de etídio com produtos de 

amplificação compatíveis com o fragmento do 

gene avrA (385pb). M=Marcador de peso 

molecular (100pb). Canaletas de 1 a 6, amostras 

de S. Hadar, canaletas 7 e 8 controles positivo e 

negativo respectivamente. Seta apontando a 

banda de 400pb do marcador.   

Figura 6: Imagem de gel de agarose 1,2% 

corados com brometo de etídio com produtos de 

amplificação compatíveis com o fragmento do 

gene sopE (398pb). M=Marcador de peso 

molecular (100pb). Canaletas 1 e 7 controles 

positivo e negativo  respectivamente.  Canaletas 

2, 3 e 5 amostras positivas de S. Hadar. 

Canaletas 4 e 6 amostras negativas de S. hadar. 

Seta apontando a banda de 400pb do marcador.   

M       1        2       3        4        5        6        7       8      M   M   1    2     3     4      5      6     7     8     9    10    11   12   M 

M      1         2       3       4        5        6      7         8       M  M         1         2         3         4        5         6         7         M 
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4.3 Perfil Bioquímico em amostras de Salmonella Hadar 

 

 Os resultados do perfil bioquímico das 41 amostras de Salmonella Hadar envolvidas neste 

trabalho estão descritos na Tabela 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Imagem de gel de agarose 1,5% corados com 

brometo de etídio com produto de amplificação compatível 

com o fragmento do gene spvC (669pb). M=Marcador de 

peso molecular (100pb). Canaletas de 1 a 8, amostras 

negativas de de S. Hadar, canaletas 9 e 10 controles positivo e 

negativo respectivamente. Seta apontando a banda de 700pb 

do marcador 

   M     1         2        3        4        5         6         7       8        9       10     M 
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Tabela 7: Resultado dos testes bioquímicos nas 41 amostras de Salmonella Hadar.  

Bioquímicos Região/Produto Salmonella sp. 
Positivo/Ácido* 

(%) 

Negativo/Alcalino* 

(%) 

TSI 

Base 

Bisel 

H2S 

Gás 

Ácido 

Alcalino 

Positivo 

Positivo 

100 

12.2 

100 

100 

0 

87.8 

0 

0 

LIA 

Base Alcalino 0 100 

Bisel Alcalino 2.44 97.56 

H2S Positivo 100 0 

SIM 

H2S Positivo 100 0 

Motilidade Positivo 100 0 

Indol Negativo 0 100 

Uréia - Negativo 0 100 

Citrato - Positivo 97.56 2.44 

Manitol - Positivo 100 0 

Sacarose - Negativo 0 100 

Glicose 
Acidez Positivo 100 0 

Gás Positivo 100 0 

Lactose - Negativo 0 100 

Maltose - Positivo 100 0 

Dulcitol - Variável 14.64 85.36 

Ornitina - Positivo 100 0 

Arginina - Variável 12.20 87.80 

Lisina - Positivo 100 0 

Malonato - Negativo 0 100 

Clark Lubs 
VM Positivo 100 0 

VP Negativo 0 100 

Fenilalanina Cloreto Férrico Negativo 0 100 

*Quando a leitura é feita na forma da visualização da acidez ou alcalinidade do meio, considerar 

as descrições de ÁCIDO ou ALCALINO, no restante das análises considerar o POSITIVO ou 

NEGATIVO.  

 

 As Figuras 8 e 9 ilustram uma bateria de testes bioquímicos antes e após a inoculação 

com a Salmonella Hadar respectivamente.  
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Figura 8: Bateria de testes bioquímicos não inoculados, da esquerda para direita; 

Manitol, citrato de simons, uréia, SIM, LIA, TSI.  

Figura 9: Bateria de testes bioquímicos inoculados com S. Hadar, após 24 horas de 

incubação. Da esquerda para direita; maltose, lactose, glicose, sacarose, manitol, citrato de 

simons, uréia, SIM, LIA, TSI.  
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4.4 Resistência a antimicrobianos em amostras de Salmonella Hadar 

 

 Os dados obtidos nos testes com antimicrobianos mostram que todas as cepas foram 

resistentes a lincomicina e também a eritromicina, o que já era esperado. Um total de 73,17% das 

cepas apresentou resistência à tetraciclina. Para estreptomicina o percentual foi de 31,70% e 

ampicilina, 29,27% seguidos por gentamicina e neomicina (19,50%) cada. Com relação à 

sensibilidade, os antimicrobianos que determinaram maior porcentagem de sensibilidade foram a 

enrofloxacina (87,80%), amoxicilina (85,36%), sulfametoxazol+trimetropim (82,98%) e 

Florfenicol e Ciprofloxacina (80,48%) cada.  

 Os dados com os perfis de resistência aos 14 antimicrobianos analisados nas 41 amostras 

de S. Hadar estão descritos na Tabela 8. 

 

Tabela 8: Resultado dos perfis de resistência para as 41 amostras de Salmonella Hadar testadas.  

Perfis de Resistência Número de Amostras 

TET, ERI, LIN 24 

TET, EST, ERI, LIN 5 

TET, NEO, EST, CIP, AMP, GEN, ERI, LIN 2 

TET, NEO, EST, GEN, ERI, LIN 2 

 ERI, LIN 4 

TET, NEO, EST, CIP, NOR, AMP, GEN, FLO, ERI, LIN 1 

TET, NEO, EST, CIP, NOR, AMP, GEN, ERI, LIN 1 

TET, NOR, ERI, LIN 1 

AMP, CFT, ERI, LIN 1 

AMP=Ampicilina; AMO=Amoxicilina; CIP=Ciprofloxacina; CFT=Ceftiofur; ERI=Eritromicina; 

EST=Estreptomicina; FLO=Florfenicol; GEN=Gentamicina; LIN=Lincomicina; 

NEO=Neomicina; NOR=Norfloxacina; TET=Tetraciclina.  

 

 

 A Figura 10 ilustra uma placa de ágar Müeller Hinton após 20 horas de inoculação em 

estufa a 37°C com os discos dos 14 antimicrobianos testados.  
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4.5 Relação entre presença de genes, perfil de resistência a antimicrobianos e perfil 

bioquímico nas amostras de Salmonella Hadar 

 

 A Tabela 9 apresenta os resultados da pesquisa de genes associados à virulência, 

resistência a antimicrobianos e testes bioquímicos. Os testes bioquímicos utilizados nesta relação 

foram aqueles que sabidamente variavam em seus resultados para Salmonella sp. (arginina e 

dulcitol), também foram incluídos outros bioquímicos quando esses apresentaram um resultado 

diferente do esperado para a Salmonella (Tabela 7).   

   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Antibiograma de Salmonella Hadar.  
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Tabela 9: Relação entre a presença de genes, resistência a antimicrobianos e variação dos testes 

bioquímicos.  

Genes 
Resistência a Antimicrobianos  Variação Bioquímica 

      Perfil                   N°Amostras      Perfil              N°Amostras  

agfA, lpfA, invA, hilA 

TET, LIN, ERI 16 

  

Dulcitol – Neg. 

Arginina – Neg. 

 

18 

 LIN, ERI 4 
 Dulcitol – Pos. 

Arginina – Neg. 

 

4 

TET, NEO, EST, CIP, 

AMP, GEN, ERI, LIN 
2 

 Dulcitol – Neg. 

Arginina – Pos. 

 

3 

TET, NEO, EST, GEN, 

ERI, LIN 
2 

 LIA/Bisel – Ac. 

Dulcitol – Neg. 

Arginina – Neg. 

 

2 

TET, EST, LIN, ERI 2 
 TSI/Bisel – Ac. 

Dulcitol – Neg. 

Arginina – Neg. 

1 

TET, NEO, EST, CIP, 

NOR, AMP, GEN, FLO, 

ERI, LIN 

1 

  

TSI/Bisel – Ac. 

Dulcitol – Neg. 

Arginina – Neg. 

1 

 

TET, NEO, EST, CIP, 

NOR, AMP, GEN, ERI, 

LIN 

 

1 

 

Citrato – Neg. 

Dulcitol – Neg. 

Arginina – Neg. 

1 

TET, NOR, LIN, ERI 

 

1  

AMP, CFT, LIN, ERI 1  

agfA, lpfA, invA, hilA, 

sopE 
TET, LIN, ERI 2 

 Dulcitol - Pos. 

Arginina - Neg. 

 

1 

TSI/Bisel - Ac. 

Dulcitol - Neg. 

Arginina - Neg. 

1 

agfA, lpfA, invA, hilA, 

avrA 

 

TET, LIN, ERI 

 

5 

 

 

Dulcitol - Neg. 

Arginina - Neg. 

 

6 

 

TET, EST, LIN, ERI 

 

2 

Dulcitol - Neg. 

Arginina - Pos. 

 

1 

agfA, lpfA, invA, hilA, 

sopE, avrA 

 

TET, LIN, ERI 

 

1 

 TSI/Bisel - Ac. 

Dulcitol - Neg. 

Arginina - Neg. 

 

1 

 

TET, EST, LIN, ERI 

 

1 
Dulcitol - Neg. 

Arginina - Neg. 
1 
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5. DISCUSSÃO 

 

   Faz parte da política do Centro de Diagnóstico e Pesquisa em Patologia Aviária (CDPA) 

estar sempre buscando inovações que venham a contribuir com a avicultura. Essa política faz 

com que as pesquisas realizadas pelo laboratório tenham sempre o objetivo de auxiliar os 

produtores de aves, oferecendo ferramentas práticas que ajudem em tomadas de decisões para 

questões enfrentadas no dia a dia. Essas ferramentas nada mais são do que mecanismos que 

fornecem critérios que embasam as decisões a serem tomadas, fazendo com que as medidas tanto 

profiláticas quanto corretivas a serem realizadas para melhorias no processo de produção sejam 

mais efetivas e seguras, melhorando assim, tanto o status sanitário de um lote avícola, quanto os 

padrões zootécnicos buscados por todos que praticam a avicultura, seja ela industrial ou familiar.  

 O CDPA já dispõe de uma linha de pesquisa que trata sobre a patogenicidade da 

Escherichia (E.) coli, na qual através de Redes Neurais Artificiais (RNA), juntou a biologia 

molecular e ensaios em vivo, fornecendo assim um novo método de avaliação para o cálculo de 

índice de patogenicidade em cepas e E. coli, utilizando-se de protocolos para a pesquisa de genes 

associados a virulência desenvolvidos por Rocha, (2006), e também de uma nova metodologia 

para o cálculo do índice de patogenicidade através da inoculação em pintos de um dia, 

estabelecido por Souza, (2006). Ainda para E. coli, posteriormente, foram traçados o perfil 

bioquímico e de resistência a antimicrobianos (BORGES, 2008; SALLE, 2009). Dados 

fornecidos por esses testes contribuem para uma melhor caracterização da bactéria em termos de 

virulência.    

 Seguindo a linha de pesquisa do CDPA, iniciando um processo semelhante ao realizado 

com a E. coli, buscou-se neste trabalho dar um início a um programa de identificação que possa 

caracterizar as cepas com maior patogenicidade de Salmonella sp. identificando fatores 

associados a sua virulência.  No entanto para usar o conhecimento a fim de melhor entender o 

funcionamento de um organismo e assim prevenir ou curar doenças, não basta saber onde os 

genes específicos se localizam, é preciso saber também como eles funcionam (CAPRA, 2002).  

Depois de mapear os genomas completos de diversas espécies vegetais e animais, os geneticistas 

naturalmente voltaram a sua atenção da estrutura dos genes para a sua função e, quando o 

fizeram, constataram o quanto ainda é limitado o conhecimento do funcionamento dos genes. Em 
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adição, Keller (2000), cita que os desenvolvimentos mais recentes da biologia molecular nos 

deram uma nova noção da grandeza do abismo que separa a informação genética do significado 

biológico, demonstrando assim a necessidade de se avaliar a resposta biológica do hospedeiro 

frente ao agente patogênico e traçando correlação com a presença ou ausência desses fatores de 

virulência. Para essa avaliação se faz necessária a realização de ensaios em vivo utilizando-se de 

bactérias com diferentes perfis de virulência, para que se possa compreender a função que cada 

elemento genético possui dentro do processo de patogenicidade realizado pelo microrganismo.   

Após a realização dos testes com os protocolos de PCR para a pesquisa dos sete genes 

associados à virulência de Salmonella sp., todos os protocolos se mostraram viáveis na 

identificação dos genes propostos, pois todos amplificaram fragmentos de DNA compatíveis com 

o segmento dos genes pesquisados. As alterações nos protocolos foram realizadas nas 

concentrações de reagentes (Cloreto de Magnésio, primers e dNTP’s  principalmente), pois 

segundo Markoulatos et al., (2002) a otimização do PCR passa pelo acerto das concentrações 

finais dos reagentes eliminando o aparecimento de produtos não específicos. Para que isso ocorra 

outro ingrediente fundamental para a perfeita hibridização do primer ao DNA alvo é a 

temperatura de anelamento, a qual também foi testada em cada um dos protocolos até que se 

obtivesse um resultado final em que fossem visualizados apenas os produtos de reação 

específicos para cada gene. A temperatura de anelamento deve levar em consideração a 

temperatura média dos primers, e se persistirem produtos secundários ou a amplificação de DNA 

não ocorrer, esta temperatura deve ser alterada, já que existe uma flexibilidade deste parâmetro 

permitindo a otimização da reação (HENEGARIU et al., 1997). As condições finais obtidas para 

cada protocolo estão descritas na Tabela 5. Os indicadores (primers) foram específicos para os 

genes alvo, já que não houve amplificação nas amostras que estavam sendo utilizadas como 

controles negativos e após testes sucessivos os protocolos apresentaram uma reprodutibilidade 

desejável, apresentando consistência em seus resultados, podendo ser usados na rotina de 

pesquisa dos genes propostos.  

Com relação à pesquisa dos genes associados à virulência nas amostras de Salmonella (S.) 

Hadar, considerando os genes utilizados neste trabalho, as amostras testadas apresentaram um 

perfil semelhante entre si. Variações aconteceram apenas nos genes sopE e avrA. Para o gene 

spvC, todas as amostras testadas tiveram resultados negativos, enquanto que para  os outros genes 

testados (lpfA, agfA, hilA e invA) todas amostras apresentaram resultados positivos. A distinção 
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entre patogênico e não patogênico ainda não está bem nítida e a linha entre os genes de virulência 

e os outros genes ainda não está bem esclarecida.  No que diz respeito à definição dos genes de 

virulência, é importante considerar o estilo de vida do microorganismo, com ênfase na 

probabilidade desse organismo causar doença ao hospedeiro (WASSENAAR; GASTRA, 2001). 

Particularizando-se o estilo de vida da Salmonella (intracelular facultativo), os genes 

relacionados à sua adesão e invasão estão diretamente ligados a sua patogenicidade, assim a 

presença destes em seu genoma, indica que a bactéria possui a capacidade de causar doenças 

(GROISMAN; OCHMAN 1997). 

 Ao contrário das outras Salmonella paratíficas ou zoonóticas, a S. Hadar não é 

considerada invasiva pelo Conselho de Zoonoses da União Européia, Diretriz 92/117/EEC. No 

entanto, ela já foi isolada de órgãos de aves (DESMIDT et al., 1998). A presença dos genes lpfA, 

agfA, hilA e invA, no genoma da S. Hadar, mostra que a mesma possui o maquinário necessário 

para aderir e iniciar o processo de invasão celular, afirmando que ela possui a capacidade 

invasiva (DARWIN; MILLER, 1999). Os genes  sopE e avrA foram encontrados em algumas das 

cepas testadas, essa variação concorda com os resultados obtidos por Prager et al. (2003) e 

Mirold et al. (2001). A presença desses dois genes pode indicar um aumento na capacidade 

invasiva da S. Hadar, no entanto a ausência deles no genoma da bactéria não faz com que a 

bactéria possa ser considerada não patogênica, pois até o momento não se conhece de maneira 

satisfatória as suas funções no mecanismo de patogenicidade, ou se possuem outros mecanismos 

compensatórios nas suas ausências (SCHIMDT; HENSEL, 2004).  

Para o gene spvC todas as amostras de S. Hadar testadas no presente trabalho foram 

negativas. Os resultados encontrados concordam com os de Weide-Botjes et al. (1998) que 

pesquisaram a presença do gene spvC em amostras de S. Hadar isoladas de casos de diarréia em 

humanos, cães, gatos e suínos e também de produtos de origem avícola, onde todas as amostras 

mostraram-se negativas para a presença do gene. No trabalho desenvolvido por Del Cerro et al., 

(2003) também não houve a detecção dos genes spvA, spvB e spvC pesquisados em 62 amostras 

de S. Hadar  isoladas de animais. É sabido que alguns sorovares de Salmonella são portadores de 

plasmídeos de virulência (Typhimurium, Enteritidis, Dublin, Pullorum/Gallinarum, Cholerasuis e 

Abortovírus) (VAN-ASTEN; VAN DIJK, 2005) enquanto outros, como a S. Hadar não 

apresentam plasmídeos naturalmente (IMRE et al., 2006). No entanto segundo Valdezate et al. 
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(2000), as bactérias podem adquirir plasmídeos,  principalmente pelo processo de conjugação, ou 

perdê-los e a perda pode ocorrer devido a manipulação e estocagem das mesmas.  

Os resultados das análises com os antimicrobianos mostraram uma alta incidência de 

cepas resistentes aos agentes testados. É possível notar que nenhum agente apresenta eficácia em 

100% das amostras no presente teste, pois apesar de a enrofloxacina e o sulfametoxazol + 

trimetoprim não apresentarem nenhuma cepa resistente, em algumas amostras sua ação foi 

intermediária. A incidência de uma grande quantidade de cepas apresentando multiresistência 

encontradas nesse e em outros trabalhos pode estar associada ao grande uso desses 

antimicrobianos na produção intensiva de aves, tanto para profilaxia quando para a terapêutica 

(DEL CERRO et al., 2003). A alta resistência a tetraciclina (73,17% das amostras) pode estar 

associada ao uso indiscriminado desse antimicrobiano, pois mesmo após a proibição do seu uso 

nas rações animais, esse antimicrobiano de amplo espectro continua sendo extensivamente 

utilizado na avicultura (ITO et al., 2005).  Os dados encontrados neste trabalho para a tetraciclina 

concordam com Ribeiro et al. (2006) e Valdezate et al. (2000) que constataram resistência a este 

antimicrobiano  em 100% e 86%  respectivamente, nas amostras de S. Hadar isoladas de carcaças 

de frango.  Também foi verificada uma grande quantidade de cepas resistentes a estreptomicina 

(31,7%), dados que também concordam com Ribeiro et al. (2006) que encontrou 100% de 

resistência para este antimicrobiano.  Para a ampicilina um total de 29,27% das cepas testadas 

apresentaram resistência, dados parecidos com os que Valdezate et al. (2000) obtiveram para este 

agente (36%) na Espanha.  Os dados de multiresistência da S. Hadar a antimicrobianos 

observados na literatura e os resultados obtidos neste trabalho, reforçam a necessidade de um 

controle cada vez mais rígido no uso de antimicrobianos, não só em animais de produção, mas 

em todas as classes que deles fazem uso. Apesar de tal problemática, poucos estudos foram 

realizados para a determinação do perfil de resistência antimicrobiana de S. Hadar isoladas de 

carcaças de frango.  

A caracterização bioquímica foi realizada neste trabalho utilizando-se dos testes mais 

descritos em literatura, mas também respeitando o espaço físico, mão de obra e orçamento a 

disposição. Para as Salmonella os testes bioquímicos são divididos em preliminares e 

complementares, isso quando são realizados como o intuito de identificação das amostras. No 

presente trabalho o objetivo foi traçar o perfil bioquímico geral destas bactérias, sendo assim, 

todos os testes foram realizados concomitantemente. Os resultados bioquímicos encontrados estão 
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de acordo com os resultados esperados para Salmonella sp. (ANVISA, 2004). Os resultados para 

a arginina e para o dulcitol são variáveis no caso de Salmonella sp., mas para as Salmonella do 

grupo C, caso da S. Hadar (Grupo C2), tendem a ser em sua maioria negativas (MACFADDIN, 

2000). No presente trabalho um número considerável de amostras mostrou resultado positivo para 

os dois testes (Tabela 7), podendo esse dado ser indício de uma adaptação da bactéria ao ambiente 

em que ela se encontrava. Foram observadas alterações também no meio TSI e LIA, onde para as 

Salmonella  sp. esperava-se uma reação alcalina na região de bisel (superior) em todas as 

amostras. No entanto algumas amostras apresentaram resultado diferente apresentando uma 

reação ácida. Tal alteração ocorre devido à desaminação da lisina, no caso do ágar LIA, e a 

fermentação de dois ou três açúcares no caso do ágar TSI . Também houve um resultado negativo 

para o citrato onde se esperava que todas as amostras fossem positivas (ANVISA, 2004). 

Na Tabela 9 buscou-se traçar uma relação entre os genes encontrados pelos PCRs e os 

resultados dos testes com antimicrobianos e bioquímicos. A partir dos genes pesquisados neste 

trabalho nenhuma relação linear pode ser feita com os resultados das outras análises, no entanto é 

sabido que uma das principais formas de disseminação de resistência a antimicrobianos e 

adaptação a diferentes condições de sobrevivência é a transferência horizontal de material 

genético (MEL; MEKALANOS, 1996; DEL CERRO et al., 2003; CHEN et al., 2005). Os genes 

responsáveis por fornecer tal condição às bactérias são específicos, podendo estar inseridos no 

próprio cromossomo bacteriano, ou em plasmídios (CHEN et al., 2005). Como exemplo, para a 

tetraciclina que se obteve um alto índice de resistência neste trabalho, Chen et al., (2004), ao 

analisar amostras também resistentes a esse agente encontraram a presença dos genes tetA e/ou 

tetB  em todas as amostras testadas. O mesmo ocorre com a estreptomicina, porém neste caso o 

gene envolvido é o aadA.   No entanto, existem casos em que o gene relacionado à resistência a 

certa droga está presente no genoma bacteriano, mas não está sendo expresso e desta forma o 

microrganismo ainda se apresenta sensível a esta droga (ZHAO et al., 2001). Ainda pode-se 

acrescentar que a expressão desses genes de resistência está relacionada diretamente a pressão de 

seleção sobre eles exercida, ou seja, a aquisição do gene acontece por transferência genética entre 

bactérias ou através de mutações, no entanto outros fatores como a utilização desordenada de 

drogas antimicrobianas podem contribuir para que ocorra a disseminação de resistência 

(COURVALIN, 2005).  
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Ainda há muito que estudar sobre as bactérias e a sua constituição molecular, mas o que 

está cada vez mais explícito, é que o simples conhecimento do genoma dos microrganismos ou de 

seus fatores de virulência muito pouco serve se nós não soubermos interpretar qual a contribuição 

de cada um desses elementos para a sua patogenicidade.  Assim, os resultados obtidos neste 

trabalho dão início a um processo pelo qual se deseja usar o conhecimento gerado através de 

análises laboratoriais juntamente com testes in vivo, para se avaliar a patogenicidade das cepas de 

Salmonella independentemente a qual sorovar ela pertença, pois dentro dos sorovares 

considerados não patogênicos podem existir cepas tão virulentas quanto às cepas pertencentes aos 

sorovares de mais alto risco. Os resultados deste trabalho acerca da S. Hadar só vêm confirmar 

esse fato. As análises de PCR mostram que ao contrário do que se pensa, este sorovar possui a 

capacidade de invadir as células do hospedeiro, pois dispõem do maquinário necessário para isso. 

Associando esses dados aos resultados da pesquisa de resistência a antimicrobianos encontrados, 

os quais apontam uma alta porcentagem de cepas de S. Hadar apresentando multiresistência, e 

também aos resultados bioquímicos, que mostram uma possível adaptação desta bactéria ao meio 

em que ela vive, pode-se afirmar que mesmo pertencendo a um sorovar considerado de baixo 

risco esse sorovar da Salmonella merece a nossa atenção.   Desenvolvendo esse tipo de 

ferramentas conseguimos fazer cada vez mais com que a pesquisa se aproxime do campo, 

atingindo o que deveria ser o objetivo de todos os pesquisadores da área de produção animal, que 

é melhorar cada vez mais a inocuidade e a qualidade do produto final.  
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6. CONCLUSÃO 

 

1. Os protocolos de PCRs propostos no presente trabalho se mostraram viáveis na 

detecção dos sete genes associados à virulência de Salmonella sp., pois todos amplificaram 

fragmentos de DNA em tamanho de pares de base compatíveis com genes pesquisados.  

2. Utilizando-se dos protocolos de PCR padronizados, foi possível a pesquisa dos genes 

associados à aderência e invasão de células intestinais nas amostras de Salmonella Hadar. Após a 

realização dos testes com antimicrobianos em Salmonella Hadar, pode-se observar que 37 cepas 

apresentaram resistência a pelo menos um agente antimicrobiano e 13 amostras foram resistente a 

duas ou mais drogas, dados que enfatizam a necessidade de um controle cada vez mais rígido no 

uso de antimicrobianos.  Todas as 41 amostras foram confirmadas bioquimicamente como sendo 

do gênero Salmonella, apresentando variação apenas para arginina, dulcitol, TSI/Bisel, LIA/Bisel 

e citrato, dentre todos os testes bioquímicos utilizados.  
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ANEXO A – Quadro com a fonte e o ano de isolamento das Salmonella Hadar utilizadas no 

trabalho.  

 

 

Amostra Fonte Sorovar Ano de Isolamento 

1 Coxa Salmonella Hadar 1995 

2 Coxa Salmonella Hadar 1995 

5 Peito Salmonella Hadar 1995 

8 Carcaça Salmonella Hadar 1995 

10 Peito Salmonella Hadar 1995 

12 Carcaça Salmonella Hadar 1995 

15 Asa Salmonella Hadar 1995 

16 Carcaça Salmonella Hadar 1995 

17 Asa Salmonella Hadar 1995 

20 Coxa Salmonella Hadar 1995 

33 Peito Salmonella Hadar 1995 

40 Asa Salmonella Hadar 1995 

42 Asa Salmonella Hadar 1995 

45 Coxa Salmonella Hadar 1995 

323 Carcaça Salmonella Hadar 1996 

338 Carcaça Salmonella Hadar 1996 

340 Carcaça Salmonella Hadar 1996 

356 Carcaça Salmonella Hadar 1996 

368 Carcaça Salmonella Hadar 1996 

792 Carcaça Salmonella Hadar 1995 

799 Carcaça Salmonella Hadar 1995 

803 Carcaça Salmonella Hadar 1995 

807 Carcaça Salmonella Hadar 1995 

825 Carcaça Salmonella Hadar 1995 

829 Carcaça Salmonella Hadar 1995 

884 Carcaça Salmonella Hadar 1995 

889 Carcaça Salmonella Hadar 1995 

906 Carcaça Salmonella Hadar 1996 

908 Carcaça Salmonella Hadar 1996 

909 Carcaça Salmonella Hadar 1996 

910 Carcaça Salmonella Hadar 1996 

913 Carcaça Salmonella Hadar 1996 

914 Carcaça Salmonella Hadar 1996 

928 Carcaça Salmonella Hadar 1996 
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M4 Mecônio Salmonella Hadar ? 

1390 Suabe de Cama Salmonella Hadar ? 

1195 Suabe de Cama Salmonella Hadar ? 

4756 Suabe de Cama Salmonella Hadar ? 

825 Suabe de Cama Salmonella Hadar ? 

4849 Suabe de Cama Salmonella Hadar ? 

2483 Suabe de Cama Salmonella Hadar ? 
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ANEXO B – Tabela com os antimicrobianos utilizados e seus respectivos halos de acordo com a 

NCCLS 2005.  

  

 

Tabela - Antimicrobianos usados e seus respectivos halos de resistência, valor intermediário e de 

sensibilidade.    

Antimicrobianos R* I* S* 

Florfenicol 

Amoxicilina 

Ampicilina 

 ≤ 14  

≤ 11 

≤ 13 

15-18 

12-13 

14-16 

 ≥ 19  

≥ 14 

≥ 17 

Sulfa. + Trime.** ≤ 10 11-15 ≥ 16 

Neomicina 

Estreptomicina 

Gentamicina 

Norfloxacina 

Ciprofloxacina 

Enrofloxacina 

Ceftiofur 

≤ 12 

≤ 11 

≤ 12 

≤ 12 

≤ 15 

≤ 16 

≤ 17 

13-16 

12-14 

13-14 

13-16 

16-20 

17-22 

18-20 

15-18 

14-22 

15-16 

≥ 17 

≥ 15 

≥ 15 

≥ 17 

≥ 21 

≥ 23 

≥ 21 

Tetraciclina 

Eritromicina 

Lincomicina 

≤ 14 

≤ 13 

≤ 14 

≥ 19 

≥ 23 

≥ 17 

*R=Resistente; I=Intermediário; S=Sensível. **Sulfametoxazol+Trimetropin. 
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ANEXO C – Artigo publicado na revista Veterinária em Foco v.6, n.2, p. 159-164 - jan./jun. 

2009. 

 

PESQUISA DE GENES DE VIRULÊNCIA EM SALMONELLA HADAR EM 

AMOSTRAS PROVENIENTES DE MATERIAL AVÍCOLA 

 

CESCO, M.A.O¹; ZIMERMANN, F.C¹; GIOTTO, D.B¹; GUAYBA, J¹; BORSOI, A¹;  

ROCHA¹, SL; MORAES, H.L.S¹. NASCIMENTO, V.P¹; 

 

RESUMO 

 

A salmonelose é uma das mais importantes zoonoses, mundialmente reconhecida por sua 

implicação em saúde pública e também por resultar em perdas econômicas na produção animal. 

Dentro do gênero Salmonella, que é constituído por mais de 2.500 sorovares, o sorovar Hadar 

tem merecido atenção, pois foi o terceiro mais isolado no mundo em 1995 (HERIKSTAD et al., 

2002) e  o terceiro mais isolado em humanos entre 1997 e 2001 na Espanha (ECHEITA et al., 

2005). Em 2005, também na Espanha, mais de 200 casos de salmonelose em humanos foram 

provocados pelo sorovar Hadar, transmitido pelo consumo de carne de frango 

(EUROSURVEILLANCE, 2005). No Brasil, mais especificamente no Rio Grande do Sul, 

Nascimento et al. (1996) relataram a prevalência de Salmonella em carcaças e partes de frango, 

sendo a Salmonella Hadar a segunda mais isolada (26%). O resultado das infecções por 

Salmonella é determinado pelo status do hospedeiro e o status da bactéria. Enquanto idade, 

genética e fatores ambientais podem determinar o status do hospedeiro, o status das bactérias é 

determinado pelos chamados fatores de virulência. No presente trabalho foram pesquisados três 

genes de virulência relacionados à Salmonella, os genes fimbriais invA, agfA e lpfA. Foram 

testadas 45 amostras isoladas a partir de mecônio, carcaças e cortes de frango no Rio Grande do 

Sul, pelo Centro de Diagnóstico e Pesquisa em Patologia Aviária (CDPA) da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os testes foram feitos através da Reação em Cadeia 

pela Polimerase (PCR) e as leituras foram feitas em gel de agarose a 1,2% corados com brometo 
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de etídio e visualizados sob luz ultravioleta. Os resultados obtidos mostram a presença dos três 

genes em todas as amostras de Salmonella Hadar testadas. 

 

ABSTRACT: 

 

 Salmonelosis is one of the most important zoonosis, recognized in all of the world for its 

importance in public health,resulting in economic lost in animal production. Inside Salmonella 

genus, wich has more than 2500 serovars, the sorovar Hadar have been deserving special 

attention, because it was the third most isolated inthe world in 1995 (HERISKTAD et al., 2002) 

and the third most isolated in humans between the years of 1997 and 2002 in Spain (ECHEITA et 

al., 2005). Also, in Spain, in the year of 2005 more than 200 cases of salmonelosis in humans 

were caused by the Hadar sorovar, transmitted through poultry meet consumption 

(EUROSURVEILLANCE, 2005). In Brazil, more specifically in Rio Grande do Sul, Nascimento 

et al., (1996) told the prevalence of Salmonella in poultry and poultry parts, b the S. Hadar the 

second most isolated (26%). The results of Salmonella infection is determined by the host status 

and the status of bacteria. While age, genetic and environmental factors can determine the status 

of the host, the status of bacteria is determined by the called virulence factors. In this work tree 

genes were analyzed, the genus invA, agfA and lpfA. 45 samples were tested , isolated from 

carcass, parts of carcass and feces samples in Rio Grande do Sul, by the Centro de Diagnóstico e 

Pesquisa em Patologia Aviária (CDPA) from Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(UFRGS). The tests were made by the Polimerase Chain Reaction (PCR) and the reads were 

made in 1,2% agarose gel colored with etidium bromet and analyzed  in UV light. Results show 

the presence of all three genes in all samples of Salmonella Hadar tested.   

 

 

INTRODUÇÃO 

 

Bactérias do gênero Salmonella são bacilos Gram negativos que compõem um dos grupos 

mais complexos das Enterobacteriaceae, com mais de 2.500 sorotipos descritos. Essas bactérias 

estão amplamente dispersas na natureza e podem ser encontradas no trato gastrointestinal de 

mamíferos, répteis, aves e insetos (KONEMAN, 1997). É também uma das bactérias mais 
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extensivamente estudadas em termos de fisiologia, genética e estrutura celular, sendo uma das 

bactérias patogênicas melhor caracterizadas em termos de virulência (DARWIN & MILLER), 

1999). 

A virulência das salmonelas é multifatorial e complexa, incluindo presença de fímbrias, 

de flagelos, mobilidade, habilidade de penetrar e replicar nas células epiteliais, resistência à ação 

do complemento, produção de entero, cito e endotoxinas (RODRIGUES, 2005). Alguns desses 

fatores são chamados de “clássicos” (VAN ASTEN & DIJK, 2005) e podem estar localizados em 

elementos genéticos transmissíveis, como transposons, plasmídeos ou bacteriófagos, assim como 

fazer parte de regiões específicas do cromossomo da bactéria, as chamadas Ilhas de 

Patogenicidade (IP), locais que agrupam a maioria dos genes de virulência  (VAN ASTEN & 

VAN DIJK, 2005). 

As IPs constituem-se por um grupo de genes envolvidos em codificar fatores específicos 

de virulência. Até o presente momento, cinco IPs foram descritas em Salmonella (HANSEN-

WESTER; HENSEL, 2001). A IP-1 encontra-se presente em Salmonella bongori e todas as 

variedades de Salmonella enterica. Os operons Inv (invasibility) e Hil (hiper invasibility) estão 

presentes nesta ilha, em meio a outros genes e proteínas. O gene invA é o primeiro no operon, 

onde os genes invA, B e C estão arranjados na mesma unidade transcricional e o gene invD está 

localizado em uma unidade transcricional diferente (GALAN et al., 1992). Estudos 

demonstraram que a Salmonella Typhimurium tem como célula alvo, para entrada no epitélio 

intestinal de camundongos, a célula M, e que é necessária a presença do gene invA para uma 

eficiente invasão dessas  células (CLARK et al., 1998). As células M da mucosa intestinal são 

ligadas aos folículos linfóides, que fazem a mediação da resposta inflamatória, recrutamento de 

granulócitos, macrófagos, monócitos e linfócitos (CALDWELL et al. 2004). 

Outro importante influenciador da invasibilidade das Salmonella são os sistemas de 

secreção tipo III (SSTT) (WALLIS & GALYOV, 2000). O SSTT -1, é codificado por alguns 

genes, inclusive o invA, localizado na IP-1 e estes sistemas são responsáveis pela secreção de 

proteínas bacterianas que promovem a entrada da bactéria para o interior das células alvo. 

Assim como outras bactérias patogênicas, as Salmonellas produzem apêndices de 

membrana chamados de fímbrias, mais curtos que os flagelos. São compostas por apenas uma 

proteína estrutural, a pilina,e são dispostas de maneira helicoidal na superfície das bactérias 

gram-negativas (TORTORA, et al. 2000). As fímbrias têm um papel fundamental na adesão às 
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superfícies sendo importantes na interação bactéria-hospedeiro, persistência ambiental, formação 

de biofilmes, colonização e invasão de células (GIBSON et al., 2007). 

Em salmonelas já foram identificados 20 operons fimbriais. Fazendo parte dos operons 

fimbrias Salmonella-específicos, está o agf (aggregative fimbriae), que codifica a fímbria SEF17 

ou Tafi (thin aggregative fimbriae), a qual permite estabilidadade à salmonela e autoagregação 

bacteriana.  Tafi foi identificada em S. Enteritidis por White et al. (2003) que denominaram seu 

operon de agf em 1991. Este gene está envolvido com o aumento da aderência e invasão às 

células eucarióticas (revisão de GIBSON et al. 2007). 

Na prevalência dos operons fimbriais Salmonella - específicos, está incluído o lpf  (long 

polar fimbriae), que regula a expressão de fímbria polar. Esta fímbria é mais longa do que as 

outras fímbrias elaboradas e polarmente localizada na célula bacteriana. O gene lpfA codifica a 

maior subunidade da fímbria, sendo que os genes fimbriais lpf completos parecem estar presentes 

somente em algumas sorovares de Salmonella subespécie entéricas e S. bongori. Provavelmente 

a fímbria polar esteja envolvida no tropismo pelas placas de Peyer’s em intestinos de ratos 

(BAÜMLER et al., 1998). 

Apesar de estarem envolvidas na colonização das células alvo, as fímbrias não têm seu 

papel completamente compreendido na patogenicidade da Salmonella (VAN ASTEN & DIJK, 

2005). 

O presente trabalho teve o objetivo de avaliar a presença dos genes de virulência, invA, 

agfA e lpfA, em 45 amostras de Salmonella Hadar, isoladas a partir de materiais de origem 

avícola, pelo Centro de Diagnóstico e Pesquisa em Patologia Aviária – CDPA/UFRGS. 

 

MATERIAL E MÉTODO 

 

O trabalho em questão foi realizado no Centro de Diagnóstico e Pesquisa em Patologia 

Aviária (CDPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre. 

Foram analisadas 45 amostras de Salmonella Hadar, isoladas a partir de mecônio, carcaças e 

cortes de frango no Rio Grande do Sul, previamente identificadas no Instituto Oswaldo Cruz e 

que estavam estocadas na bacterioteca do CDPA-UFRGS. As amostras estavam acondicionadas 

em Agar Estoque e após reativação em caldo BHI, foram passadas para o caldo Rappaport-

Vassiliadis que foi colocado em banho-maria a 42ºC por 24h. Após, as amostras foram estriadas 
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em Agar Verde Brilhante (BGN) e incubadas novamente a 37ºC por 24h, para isolamento das 

colônias. Então foram selecionadas de 3 a 5 colônias com características compatíveis com  as de 

Salmonella  e inoculadas em microtubos tipo eppendorf contendo 1 ml de caldo BHI, sendo estes 

então incubados por 24h a 37ºC. A extração do DNA foi realizada a partir desta alíquota de BHI 

contida nos eppendorfs, e seguiu a técnica adaptada de Xuan Guo (2000), a qual é realizada a 

partir de centrifugações das alíquotas, seguidas de lavagem das mesmas e obtenção do DNA por 

lise das células bacterianas em banho–maria a 100ºC.  Os mixes utilizados nas três reações eram 

semelhantes e continham um volume total de 25 µL, compostos de 2,5 µL de solução tampão (10 

X), 2 µL de dinucleotídios (2,5 mM), 1 µL de cada primer (20pmol), 0,2 µL de Taq polimerase 

(1 U), 1,25 µL MgCl2 (2,5 mM), (para o gene lpfA a quantidade de MgCl2 foi de 2 µL) e 2 µL do 

DNA previamente extraído. 

Os protocolos para o termociclador também eram muito parecidos, neles as amostras eram 

submetidas à desnaturação inicial de 5 minutos a 94 
0
C, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 

94 
0
C por 1 segundo, anelamento à 55

0
C (para o gene agfA a temperatura de anelamento foi de 

58
0
C) por 1 segundo e extensão à 74

0
C por  21 segundos realizando-se uma extensão final à 72

0
C 

por 7 minutos. Os primers para cada gene utilizado nas reações estão descritos na tabela abaixo. 

 

                          Tabela 1: Primers para os genes invA, agfA e lpfA. 

Gene                       Primers  
 

invA    F   5' GTG AAA TTA TCG CCA CGT TCG GGC 

AA 3' 

             R       5' TCA TCG CAC CGT CAA AGG AAC C 3' 

 

 

 

agfA    F     5’TCC ACA ATG GGG CGG CGG CG 3’ 

            R     5’CCT GAC GCA CCA TTA CGC TG 3’ 

 

 

 

lpfA     F        5’CTT TCG CTG CTG AAT CTG GT 3’ 

            R       5’CAG TGT TAA CAG AAA CCA GT 3’ 

 

  

 

 

Após a amplificação as amostras foram aplicadas em gel de agarose (1,2 %) com 20 % de 

brometo de etídeo, juntamente com um marcador de peso molecular. O gel foi submetido a 

eletroforese e posterior leitura em luz ultra violeta. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos nos testes mostram a presença dos três genes investigados em todas 

as amostras de Salmonella Hadar testadas, como pode ser verificado nas Figuras 1 a 3. 

 

         

 

 

 

 

 

 

                                   

 

 

 

Figura 2: Imagem do gel de agarose. Bandas                  
compatíveis com gene agfA dos isolados de S. 
Hadar (350 pares de bases). Seta indicando 
banda de 400pb do marccador de peso 

molecular. 

Figura 1: Imagem do gel de agarose. Bandas 

compatíveis com gene invA dos isolados de  S. 
Hadar (284 pares de bases). Seta indicando 
banda de 300pb do marcador de peso 

molecular. 

Figura 3: Imagem do gel de agarose. Bandas 

compatíveis  com gene lpfA dos isolados de  S. Hadar 

(250 pares de bases). Seta indicando banda de 300pb 

do marcador de peso molecular. 
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A Salmonella Hadar pertence ao grupo das salmonelas partíficas ou zoonóticas, porém, 

diferente destas, S. Hadar, não é considerada, até o momento, pelo European Union Zoonosis 

Council Directive 92/117/EEC, um sorovar invasivo. No entanto, este sorovar já foi isolado de 

órgãos de aves (DESMIT et al., 1998) e, associando este fato aos resultados desse trabalho, pode-

se sugerir que a mesma possui um potencial invasivo.  É neste contexto que estudos do genótipo 

da S. Hadar, como o realizado neste trabalho, vêem a contribuir para a sua caracterização e maior 

entendimento da interação da mesma com o hospedeiro. 
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