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 1 INTRODUÇÃO 

 

A avicultura industrial representa um importante papel na economia brasileira e 

mundial. O Brasil ocupa uma posição de destaque na avicultura mundial, sendo o maior 

exportador de carne de frango e o terceiro maior produtor, ficando atrás apenas dos 

Estados Unidos e da China. Em 2021, o Brasil produziu 14,329 milhões de toneladas de 

carne de frango e exportou 4,610 milhões de toneladas. Os estados da região Sul do Brasil 

foram responsáveis por aproximadamente 64% da exportação brasileira de carne de 

frango em 2021, sendo o Rio Grande do Sul (RS) responsável por 13,65%. O consumo 

per capita de carne de frango no Brasil em 2021 foi de 45,56 Kg/habitante/ano (ABPA, 

2022). 

Os produtos avícolas, como carne de frango e ovos, são destaque dentre os 

alimentos consumidos no Brasil devido a preço, disponibilidade no mercado consumidor, 

segurança da procedência da carne e preocupação com a saúde através da busca por um 

produto mais saudável (SANTOS et al., 2022). Apesar de todo o controle higiênico-

sanitário durante o processo de criação das aves e nos matadouros frigoríficos, os 

produtos avícolas ainda são uma das principais fontes de contaminação por patógenos 

importantes em saúde pública, incluindo Salmonella, um dos agentes mais comuns de 

gastroenterites em humanos em todo o mundo (CARDINALE et al., 2003; LAN et al., 

2009; CDC, 2016). Bactérias deste gênero são responsáveis pela salmonelose, uma 

zoonose caracterizada por importantes transtornos à saúde pública mundial devido às suas 

características de endemicidade, alta morbidade e, sobretudo, pela dificuldade no controle 

desta doença, que pode levar os indivíduos a óbito. Essa infecção está associada ao 

consumo de produtos avícolas contaminados com sorotipos paratifoides de Salmonella 

(LOURENÇO et al., 2004; GUERIN et al., 2005; FILHO et al., 2014). Além da 

importância em saúde pública, Salmonella também tem importância econômica devido 

aos prejuízos causados aos plantéis avícolas. 

O controle das salmoneloses representa um desafio para a saúde pública, devido 

ao surgimento de novos sorovares e à reemergência de outros em determinadas áreas. 

Desta forma, os esforços para o controle de Salmonella são muitas vezes dificultados pela 

diversidade de sorovares existentes. Além da variação entre os sorovares, também ocorre 

a variação entre os isolados de um mesmo sorovar. A vigilância epidemiológica é uma 

das principais ferramentas empregadas para garantir o controle do status sanitário dos 

planteis avícolas.  A caracterização fenotípica e genotípica dos diferentes sorovares de 
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Salmonella circulantes é essencial para o estabelecimento de medidas de controle e 

prevenção. A sorotipagem, o perfil de suscetibilidade antimicrobiana e a capacidade 

formação de biofilme são importantes ferramentas para a caracterização fenotípica, 

enquanto a eletroforese em gel de campo pulsado, a ribotipificação por reação em cadeia 

da polimerase e a pesquisa de genes de virulência podem ser utilizadas para a análise 

molecular. 

Nesse contexto, o objetivo deste estudo é realizar a caracterização fenotípica e 

molecular de cepas de Salmonella spp. pertencentes a diferentes sorovares e isoladas de 

lesões compatíveis com às descritas para o gênero em frangos de corte ao abate. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Realizar a caracterização fenotípica e molecular de cepas de Salmonella spp. 

pertencentes a diferentes sorovares e isoladas de lesões compatíveis com às descritas para 

o gênero em frangos de corte ao abate. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

• Avaliar a capacidade de formação de biofilme in vitro de cepas de Salmonella spp. em 

placas de poliestireno a 4ºC, 12ºC, 25ºC e 37ºC, comparando-se a produção de 

biofilme entre os isolados. 

• Determinar o perfil fenotípico de susceptibilidade antimicrobiana através do método 

in vitro por disco-difusão em ágar para 14 antimicrobianos e através da concentração 

inibitória mínima para três antimicrobianos. 

• Detectar genes de virulência e de formação de biofilme, comparando-se a frequência 

dos genes entre as cepas. 

• Determinar a similaridade genética das cepas de Salmonella spp. através da técnica de 

PFGE. 

• Determinar se existe relação clonal entre as cepas de Salmonella spp. através da 

ribotipificação por reação em cadeia da polimerase e do sequenciamento de DNA. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 O gênero Salmonella 

 

O gênero Salmonella pertence à família Enterobacteriaceae, e os membros deste 

gênero são mesófilos, Gram-negativos, não formadores de esporos e com formato de 

bastonetes curtos. A maioria das cepas são móveis e apresentam flagelos peritríquios, 

com exceção dos sorovares Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum. São bactérias 

aeróbias ou anaeróbias facultativas, fermentam a glicose produzindo gás sulfídrico e 

ácido, mas são incapazes de metabolizar a lactose e a sacarose (FORSYTHE, 2002; OIE, 

2012). A temperatura ideal de crescimento é entre 35°C e 37°C. Porém, é possível 

verificar crescimento em temperaturas entre 7°C e 48°C. São bactérias sensíveis a 

elevadas temperaturas, sendo inativadas a 60ºC por 15 a 20 minutos. O congelamento 

leva apenas a uma redução do número de células, não sendo capaz de provocar inativação 

completa (TORTORA; FUNKE; CASE, 2003; MENDONÇA, 2016). São sensíveis à 

exposição dos raios solares e à maioria dos desinfetantes como fenois, clorados e iodados. 

Membros deste gênero são destruídos por irradiação, sendo que na presença de oxigênio 

aumenta-se o efeito letal da irradiação (BOROWSKY et al., 2006). O pH para 

crescimento varia entre 4,0 e 9,0, sendo 7,0 o pH ideal. A atividade de água mínima para 

o crescimento é de 0,94 (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).  

O gênero Salmonella consiste de apenas duas espécies: Salmonella bongori e 

Salmonella enterica. A espécie S. enterica é dividida em seis subespécies: S. enterica 

subespécie enterica (I), S. enterica subespécie salamae (II), S. enterica subespécie 

arizonae (IIIa), S. enterica subespécie diarizonae (IIIb), S. enterica subespécie houtenae 

(IV) e S. enterica subespécie indica (VI). Essas subespécies podem ser diferenciadas 

através de testes bioquímicos e de análise antigênica. Bactérias classificadas como S. 

enterica subespécie enterica representam 99,5% dos microrganismos isolados desse 

gênero (GRIMONT; WEIL, 2007; TRABULSI; ALTERTHUM; 2008). Através do 

esquema de Kauffman-White, este gênero também é classificado em sorogrupos e 

sorovares, sendo que atualmente já foram descritos mais de 2.500 sorovares de 

Salmonella. Salmonella, assim como outras enterobactérias, possui antígenos de 

superfície ou somáticos (O) e antígenos flagelares (H). Alguns grupos possuem também 

o antígeno de superfície capsular (Vi) (BRENNER et al., 2000; TRABULSI; 
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ALTERTHUM; 2008). Os antígenos O e H são distinguidos pela diferença na 

composição química do lipopolissacarídeo (LPS) e dos flagelos, respectivamente. Cada 

antígeno O e H tem um código numérico único, assim os sorotipos são determinados 

baseando-se na combinação distinta destes antígenos (CDC, 2015). 

Os principais sorogrupos são A, B, C1, C2, D1, E1 e G, sendo 97% dos isolados de 

casos clínicos em humanos classificados em um destes grupos. Alguns sorotipos são 

encontrados somente em uma espécie animal ou em uma única região, enquanto outros 

são identificados em vários animais e em diferentes ambientes. Alguns podem causar 

enfermidades graves, enquanto outros causam doenças mais leves. Grupos de pessoas, 

como idosos e crianças com sistemas imunitários enfraquecidos têm um maior risco de 

infecção por Salmonella, resultando em consequências para a saúde a longo prazo ou em 

óbito (FIELDS, 2006).  

 

3.2 Patogenia das salmoneloses 

 

Salmonella spp. pode causar três doenças nas aves: pulorose, tifo e paratifo Aviário. 

A pulorose é uma doença causada por S. Pullorum, de maior ocorrência em aves jovens 

com menos de três semanas de idade. Leva ao espessamento da parede intestinal, à 

presença de nódulos amarelados na parede do duodeno e cecos com conteúdo caseoso. 

As aves que sobrevivem à doença podem se tornar portadoras, e a bactéria pode persistir 

por longos períodos, levando à colonização do trato reprodutor e resultando na infecção 

da progênie (ANDREATTI, 2006; ALBINO et al., 2017). A sua transmissão ocorre pela 

via horizontal (contato direto com aves portadoras, roedores, aves silvestres) ou pela via 

vertical (transovariana e extragenital). Os sinais clínicos em aves jovens são 

caracterizados pela presença de diarreia pastosa com coloração esbranquiçada e alta 

mortalidade, enquanto as aves adultas são assintomáticas, geralmente apresentando queda 

de até 30% da postura (LEBDAH, 2017). O tifo aviário é causado por S. Gallinarum, 

sendo mais comum em aves adultas. A transmissão ocorre principalmente por via 

horizontal. O principal sinal clínico é a presença de diarreia amarelo-esverdeada, e na 

necropsia o fígado encontra-se com coloração marrom-esverdeada (ANDREATTI, 2006; 

CHARLTON et al., 2006; SHIVAPRASAD; BARROW, 2008; BERCHIERI JÚNIOR; 

FREITAS NETO, 2009; ALBINO et al., 2017). A pulorose e o tifo aviário são doenças 

que podem acarretar enormes prejuízos à avicultura mundial e não se relacionam com a 

doença em humanos (VAN IMMERSEEL et al., 2005; ANDREATTI, 2006). A pulorose 
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e tifo aviário permanecem endêmicos em muitos países, incluindo China, Rússia, Brasil, 

Grã-Bretanha, França, Nigéria, Bangladesh, Argentina e Índia, causando significativas 

perdas econômicas (BOUQUIN et al., 2021).  

O paratifo aviário é causado pelos sorovares de Salmonella que não são adaptados 

às aves, mas podem determinar a doença em humanos, como Salmonella Typhimurium e 

Salmonella Enteritidis. A predominância dos sorovares varia conforme o tipo de aves, 

região e época do ano (BERCHIERI JÚNIOR, 2000). Nas aves jovens, os sinais mais 

observados são apatia, penas arrepiadas, asas caídas, amontoamento e diarreia, podendo 

ocorrer uma enterite crônica severa acompanhada de lesões necróticas focais e de 

espessamento da parede dos cecos com conteúdo caseoso ou liquefeito. As infecções por 

salmonelas paratíficas raramente produzem sinais clínicos ou lesões nas aves adultas. Os 

sorovares causadores do paratifo podem permanecer no trato digestivo das aves até o 

abate, onde pode ocorrer contaminação do produto final. Estes sorovares são os 

responsáveis por graves doenças gastrointestinais em humanos (ANDREATTI, 2006; 

GAST, 2008; BERCHIERI JÚNIOR et al., 2009; BERCHIERI JÚNIOR; FREITAS 

NETO, 2009; ALBINO et al., 2017).  

Nas aves, Salmonella pode habitar o trato gastrointestinal, ovários, oviduto ou 

outros órgãos do sistema reprodutivo durante a passagem do ovo para a postura. Fezes, 

cama, água e resíduos do lote podem servir como importantes reservatórios da bactéria, 

levando à disseminação de Salmonella nos lotes seguintes (FREDERICK; HUDA, 2011). 

O conteúdo cecal e intestinal de frangos de corte são considerados como a principal fonte 

de contaminação de Salmonella durante o período de crescimento das aves e na planta de 

processamento das carcaças (RICKE; DUNKLEY; DURANT, 2012). A habilidade da 

Salmonella em resistir aos mecanismos de defesa do hospedeiro, como pH estomacal, 

aumento de temperatura, baixa tensão de oxigênio, alta osmolaridade, ação da bile, 

peristaltismo, lisozimas, lactoferrinas e microbiota local baseia-se na sua capacidade de 

modular a expressão dos seus genes de virulência em resposta a estas condições 

(OCHOA; RODRÍGUEZ, 2005). 

 

 

 

3.3 Importância em saúde pública 

 



15 

 

A salmonelose é uma das zoonoses mais complexas em sua epidemiologia e 

controle, com padrões diferenciados de acordo com diversos fatores em uma região, como 

diferenças nos hábitos alimentares, práticas de manipulação de alimentos, criação de 

animais, padrões de higiene e saneamento básico (RODRIGUES, 2011). Salmonella spp. 

está entre os principais agentes envolvidos nas toxinfecções transmitidas por alimentos, 

e é frequentemente isolada em alimentos de origem avícola e suinícola. A salmonelose 

representa um risco à segurança dos alimentos no âmbito mundial, sendo considerada 

uma das principais doenças transmitidas por alimentos (DTA) em todo o mundo, 

inclusive no Brasil (ROSA et al., 2015; WHO, 2020).  

No Brasil, Salmonella spp. foi responsável por aproximadamente 11,2% dos surtos 

de doenças transmitidas por alimentos, sendo a terceira principal causa de surtos 

alimentares no país, depois de Escherichia coli e Staphylococcus aureus (BRASIL, 

2022). De acordo com o Ministério da Saúde, cerca de 70% dos surtos de salmonelose 

ocorridos entre 2007 e 2015 foram causados por S. Enteritidis. Nesse período foram 

confirmados 20 óbitos por Salmonella spp. (BRASIL, 2020).  

 

3.4 Alguns sorovares de Salmonella enterica 

 

3.4.1 Salmonella Pullorum 

 

S. Pullorum pertence ao sorogrupo D e contém os antígenos somáticos O1, O9 e 

O12 e não contém antígenos flagelares, apresentando o mesmo perfil sorológico de S. 

Gallinarum (CHRISTENSEN; OLSEN; BISGAARD, 1993). S. Pullorum não fermenta o 

dulcitol, não produz gás a partir da fermentação da glicose e é imóvel (BRASIL, 2011). 

A Instrução Normativa nº 78 de 2003 (IN 78/2003) do Ministério da Agricultura e 

Pecuária (MAPA) regula o monitoramento das granjas de produção quanto à presença de 

S. Pullorum, S. Gallinarum, S. Enteritidis e S. Typhimurium. De acordo com a IN 78, 

todos os estabelecimentos de reprodução devem ser livres da presença de S. Pullorum. 

Quando comprovada a ocorrência deste sorovar nos lotes de reprodução, todo o plantel 

deve ser sacrificado e todos os ovos eliminados (BRASIL, 2003). 

A infecção por Salmonella pode reduzir a taxa de eclosão dos ovos, a taxa de 

sobrevivência dos pintinhos e a produção de frangos (GUO et al., 2019) A 

Salmonella encontrada em frangos infectadas foi relatada como sendo 

principalmente S. Enteritidis e a S. Pullorum na China (ZHOU et al., 2020). A pulorose é 
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uma doença de distribuição mundial, sendo considerada erradicada de aves de produção 

de muitos países desenvolvidos como Europa Ocidental, Estados Unidos da América, 

Canadá, Austrália e Japão, onde os programas de controle e prevenção são executados de 

forma contínua e rigorosa. Os relatos da pulorose, com perdas significativas para a 

avicultura, são mais comuns em países em desenvolvimento como o México, América 

Latina, Oriente Médio, Índia e África (LI et al., 2018).  

 

3.4.2 Salmonella Heidelberg 

 

S. Heidelberg pertence ao sorogrupo B e contém os antígenos somáticos O4 e O5. 

Este sorovar tem se destacado como um dos principais sorovares de Salmonella que 

causam infecções em humanos na América do Norte. Nos Estado Unidos, ocupa o terceiro 

lugar com 3,9% dos isolamentos, atrás apenas de S. Enteritidis e S. Typhimurium (CDC, 

2007; VIEIRA et al., 2009; CDC, 2016). É o terceiro sorovar mais frequentemente isolado 

na avicultura no Canadá, sendo destaque em saúde pública, e alternando com S. 

Enteritidis a posição de segundo sorovar mais isolado em humanos. Apesar de ser um 

sorovar altamente prevalente no Canadá e nos Estados Unidos, é pouco relatado nos 

países europeus (DEMEZUK et al., 2003; CHITTICK et al., 2006; CURY, 2013). No 

Brasil, S. Heidelberg é um dos sorovares de maior ocorrência em análises de controle na 

região sul do país. Entre 2012 e 2014, a frequência registrada deste sorovar foi de 20 a 

33% das amostras positivas para Salmonella spp., ocupando a terceira posição em 

isolados em granjas produtoras de frango (VOSS-RECH et al., 2015). Entre 2017 e 2019, 

foi o sorovar mais frequentemente isolado nas carcaças de frango, sendo identificado em 

85,3% dos casos (DE QUEIROZ, 2020). Outro estudo realizado no Brasil analisou 146 

isolados provenientes de carne de frango nos anos de 2014 e 2017, identificando 55% das 

cepas como o sorovar Heidelberg (RAU et al., 2021) S. Heidelberg tem sido descrito com 

um sorovar com grande capacidade de formação de biofilme e de desenvolvimento de 

resistência a desinfetantes utilizados nas granjas e abatedouros, tais como clorexidina e 

amônia quaternária, hipoclorito e glutaraldeído (STEFANI et al., 2018).  

 

3.4.3 Salmonella Corvallis 

 

S. Corvallis é um sorovar paratífico está associado a DTA em humanos. É relatado 

em áreas geográficas específicas, incluindo Brasil, Japão, Bulgária e Dinamarca 
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(ARCHAMBAULT et al., 2006; MURAKAMI et al., 2017; YAMATOGI et al., 2015; 

MA et al., 2020). É um sorovar considerado endêmico no sudeste da Ásia e em 

emergência no norte da África e na Nigéria, onde é amplamente encontrada em diferentes 

espécies animais e no meio ambiente (HENDRIKSEN et al., 2011). Estudos recentes 

também relataram alta resistência a antimicrobianos e capacidade de formar biofilmes, o 

que torna este sorovar uma preocupação de saúde pública (ZHANG et al., 2018; 

HADZIABDIC et al., 2018; MA et al. 2020). 

 

3.5 Biofilmes microbianos  

 

A maior parte da atividade bacteriana na natureza ocorre não com as células 

individualizadas crescendo de maneira planctônica (livres, em suspensão), mas com as 

bactérias organizadas em comunidades de diferentes graus de complexidade, associadas 

a superfícies diversas, geralmente compondo um biofilme (KASNOWSKI et al., 2010). 

Biofilmes são comunidades constituídas por células sésseis, embebidos em uma matriz 

de substâncias poliméricas extracelulares (EPS) composta por polissacarídeos, proteínas, 

ácidos nucleicos e lipídios, aderidas a um substrato biótico ou abiótico, em cuja formação 

os microrganismos exibem diferenciados fenótipos, metabolismo, fisiologia e transcrição 

genética (DONLAN & COSTERTON, 2002; FLEMMING et al., 2016). Um biofilme 

consiste em um complexo ecossistema microbiológico formado por populações 

desenvolvidas a partir de uma ou de múltiplas espécies, sejam bactérias, fungos e/ou 

protozoários, de modo isolado ou em combinação (COSTA, 1999; JAY, 2005; 

MACEDO, 2006; KYAW, 2008).   

A produção de biofilme pode ser considerada uma estratégia de sobrevivência dos 

microrganismos em ambientes desfavoráveis, podendo constituir fontes crônicas de 

contaminação microbiana aos alimentos (STEPANOVIĆ et al., 2004). O biofilme fornece 

proteção contra fatores físicos, além de ser uma barreira de difusão contra diferentes 

compostos químicos, como antimicrobianos, biocidas, desinfetantes, e ao sistema imune 

do hospedeiro (FLEMMING et al., 2016; GALIÉ et al., 2018). A produção de biofilme 

aumenta a resistência às forças físicas, ao sistema imunológico do hospedeiro e aos 

antimicrobianos (BORGES et al., 2018). As bactérias do biofilme possuem a mesma 

origem genética das bactérias planctônicas. Entretanto, suas atividades bioquímicas 

diferem em 40%, o que as torna mais difíceis de serem eliminadas devido a maior 

resistência adquirida (MEDONLINE, 2008). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160520303536#bb0020
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160520303536#bb0150
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As propriedades da superfície da célula, como presença de flagelo, fímbrias, pili, 

proteínas adesinas, lipopolissacarídeos e cápsula, influenciam na aderência à superfície 

(TRACHOO, 2003; OLIVEIRA, BRUGNERA, PICCOLI, 2010). A formação de 

biofilmes é uma parte integrante do ciclo celular de grande parte dos microrganismos e 

ocorre a partir de uma sequência de eventos (AZEVEDO; CERCA, 2012). Esta formação 

ocorre em dois estágios: adesão reversível e adesão irreversível (OLIVEIRA, 

BRUGNERA, PICCOLI, 2010). Inicialmente há a adesão das células planctônicas de 

maneira reversível, devido à fraca interação inicial da bactéria com uma superfície que 

proporcione o adequado crescimento. Durante a adesão reversível, as bactérias ainda são 

facilmente removidas pela aplicação de forças mínimas (STOODLEY, 2002; 

OLIVEIRA, BRUGNERA, PICCOLI, 2010). Em seguida essa ligação se torna 

irreversível e as bactérias começam a formar micro colônias na matriz de EPS. A adesão 

irreversível resulta do ancoramento de apêndices (pili, flagelo, proteínas adesina) e/ou da 

produção de substâncias poliméricas extracelulares, fazendo com que as ligações entre as 

células e a superfície se fortaleçam (CHRISTENSEN, CHARACKLIS, 1990; 

OLIVEIRA, BRUGNERA, PICCOLI, 2010). Progressivamente, as micro colônias se 

expandem e essa confluência leva a um fenótipo mais estruturado com espaços não 

colonizados. Após, estes espaços não colonizados são preenchidos com bactérias, 

cobrindo toda a superfície, possibilitando a visualização tridimensional do biofilme. Por 

fim, há o rompimento do biofilme, as bactérias dispersam da estrutura séssil e retornam 

ao seu estado planctônico, podendo colonizar outras superfícies (KARATAN, 

WATNICK, 2009; SREY, JAHID, HA, 2013). Uma vez que o biofilme tenha se 

estabelecido, passa a ser uma intensa fonte de endotoxinas, muramilpeptídios e 

polissacarídeos, assim como de fragmentos de endotoxinas que são liberados na água. É 

extremamente difícil a remoção de biofilmes já constituídos, em função da forte a adesão 

gerada pelas bactérias à superfície (MEDONLINE, 2008). Com a ausência de nutrientes 

e/ou de oxigênio ou dificuldades na sua difusão, a diminuição do pH e acúmulo de 

metabólitos secundários tóxicos, inicia-se um processo de morte celular junto à superfície 

e subsequente desintegração do biofilme (IST, 2008). A arquitetura dos biofilmes pode 

variar de acordo com as condições hidrodinâmicas, disponibilidade de nutrientes, 

temperatura, espécie do microrganismo, motilidade bacteriana, comunicação celular, 

além da quantidade de EPS produzido (PILCHAVÁ et al., 2014; REIS-TEIXEIRA et al., 

2017).  
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Uma das grandes preocupações em saúde pública com relação às salmonelas diz 

respeito à capacidade do microrganismo em formar biofilmes (BORGES et al., 2018) e 

aos registros de surtos envolvendo patógenos relacionados a esta forma de vida (SREY; 

JAHID; HA, 2013). Na indústria de alimentos, os biofilmes podem se acumular em uma 

variedade de substratos, como aço inox, vidro, borracha, polipropileno, fórmica, ferro, 

poliestireno de baixa densidade, policarbonato, entre outros (PARIZZI et al., 2004). 

Existe ainda a preocupação de o biofilme atuar como um substrato, atraindo bactérias que 

normalmente não teriam a capacidade de formá-lo.  

O problema se amplifica se houver presença de matéria orgânica, longo período 

entre as higienizações e imperfeições nas superfícies (CHORIANOPOULOS et al., 2008; 

RODRIGUES et al., 2009; PUI et al., 2011; TANG et al., 2012; KARACA; AKCELIK; 

AKCELIK et al., 2013; CORCORAN et al., 2014; De OLIVEIRA et al., 2014; SILVA 

et al., 2014; VIVIAN, 2014; ZIECH et al., 2016).  O biofilme, tem uma estratégia para 

sobrevivência das bactérias que se aderem à parede do encanamento que, junto da sujeira 

aderida e à água, se alimentam e se multiplicam. Isso proporciona um crescimento rápido 

e novos pontos de formação de biofilme e contaminação na tubulação. A bactéria 

estruturada no biofilme consegue suportar por mais tempo a privação de nutrientes, bem 

como mudanças de pH e desinfetantes, devido a presença de concentrações mais elevadas 

do micro-organismo (JEFFERSON, 2004; MILAN et al., 2015). A partir do instante qu 

o biofilme está formado, se torna um ponto constante de contaminação, liberando 

fragmentos ou células planctônicas dos microrganismos, podendo alterar a composição 

microbiológia dos produtos (FUSTER-VALLS et al., 2008).  A formação de biofilmes 

na superfície de equipamentos e de utensílios pode ser uma fonte de contaminação, 

comprometendo a qualidade final do produto e a saúde do consumidor (MILLEZI et al., 

2012; BERGAMO et al., 2020). A resistência de um biofilme em ambientes industriais 

está relacionada a mecanismos genéticos ligados à virulência, à formação de biofilmes 

propriamente dita e à tolerância a condições de estresse. Os níveis de expressão dos genes 

que regulam estas características são relacionados com a capacidade de adesão dos 

isolados, às temperaturas de incubação, ao material da superfície estudada, à presença de 

substratos orgânicos e de distintos microrganismos (BAI e RAI, 2011; JU et al., 2018; 

LAMAS et al., 2018; TADIELO, 2020). Estudo realizado por Volkova et al. (2010), foi 

detectada contaminação em cama de granjas de frango, no primeiro ou segundo lote e 

permaneceu em, pelo menos, mais quatro lotes subsequentes, sendo Salmonella 

Heidelberg o sorovar mais frequente (87,5%). Esse resultado aumenta a possibilidade de 
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contaminação nas carcaças de frango durante o processamento. A cama das granjas atua 

como um ambiente extra-intestinal para a seleção natural de cepas de Salmonella spp, 

permitindo a adaptação e expressão dos fatores de virulência adquiridos, o que influencia 

na capacidade de resistência no ambiente tornando as medidas de prevenção e limpeza 

menos eficazes (OLADEINDE et al., 2018). 

Vários fatores têm sido sugeridos para explicar a resistência dos microrganismos 

na forma de biofilmes. Primeiro, as bactérias presentes nas camadas mais internas do 

biofilme apresentam reduzida taxa metabólica e de crescimento. Além disto, a matriz 

polimérica extracelular age como um adsorvente, reduzindo a quantidade de 

antimicrobiano disponível para interagir com as células do biofilme, e por último, a matriz 

de substancias poliméricas extracelulares pode reduzir fisicamente a penetração do agente 

antimicrobiano, e as células em um biofilme são fisiologicamente distintas de células 

planctônicas, expressando fatores de proteção específicos, tais como bomba de efluxo 

(MEN et al., 2016). 

 

3.5.1 Genes associados à formação de biofilme 

 

Os principais constituintes da matriz extracelular do biofilme de Salmonella são 

celulose, fímbrias curli, proteína associada ao biofilme (Bap) (LATASA et al., 2005). 

Entre esses componentes, as fímbrias curli e a celulose são os elementos fundamentais da 

matriz extracelular dos biofilmes de Salmonella. Estes componentes resultam na 

formação de uma rede altamente hidrofóbica de células firmemente compactadas 

(GERSTEL; RÖMLING, 2001, GERSTEL; RÖMLING, 2003, SMIRNOVA et al., 2010, 

STEENACKERS et al., 2012). A expressão de curli está ligada à biossíntese de celulose, 

que leva à produção de uma matriz extracelular e resulta em interações célula-célula e 

célula-superfície. A expressão de curli é desencadeada quando bactérias entéricas são 

cultivadas sob condições ambientais estressantes que favorecem a formação de biofilme 

em detrimento do crescimento de células planctônicas (BROMBACHER, 2006; TURSI, 

TÜKEL, 2018). A curli é o principal componente protéico de biofilmes entéricos de E. 

coli e Salmonella e desempenha muitas funções dentro do biofilme (TURSI, TÜKEL, 

2018). 

Uma grande diversidade de genes está relacionada à produção de biofilme em 

cepas de Salmonella. A produção de celulose é controlada pelos genes bcsABZC (DE 

OLIVEIRA et al., 2014). A proteína AdrA ativa a produção de celulose a nível pós-

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160512005193#bb0040
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160512005193#bb0045
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160512005193#bb0140
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160512005193#bb0150
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transcricional via interação direta com um ou mais genes codificados pelo operon 

bcsABZC–bcsEFG ou pela produção de nucleotídeo cíclico, o qual age como um ativador 

da biossíntese de celulose (STEENACKERS et al., 2012). Curli é codificada por dois 

operons específicos do gene curli (csg), csgBAC e csgDEFG. CsgA e CsgB são 

componentes estruturais e CsgD é um regulador transcricional para a produção de 

biofilme. CsgD regula diretamente o operon csgBAC, a celulose e a proteína BapA 

(GONZÁLEZ et al., 2019). A expressão tanto do curli quanto da celulose depende da 

proteína CsgD. CsgD é um regulador da transcrição da família LuxR, que também 

participa da ativação da transcrição do operon csgBAC, codifica as subunidades 

estruturais do curli, e a transcrição do gene adrA, um efetor positivo da celulose 

biossíntese (BROMBACHER et al., 2006). A produção de curli também está sujeita a 

uma regulação complexa, que afeta tanto o operon csgDEFG quanto o operon csgBAC 

(BROMBACHER et al., 2006) Como um fator de virulência a curli contribui para adesão 

e internalização dos patógenos nas células epiteliais (MILANOV et al., 2015). No 

biofilme, as funções da curli são adesão inicial à superfície, agregação intercelular e 

formação da estrutura tridimensional (BELOIN; ROUX; GHIGO, 2008; SERRA; 

RICHTER; HENGGE, 2013; MILANOV et al., 2015). Bactérias deficientes na síntese 

de curli formam biofilmes planos, que se formam linearmente e não desenvolvem 

camadas (BARNHART; CHAPMAN, 2006). Na maioria das enterobactérias a síntese de 

curli ocorre em temperatura ambiente, inferior a 30°C (MILANOV et al., 2015). 

 

3.6 Resistência antimicrobiana 

 

A utilização indiscriminada e intensiva de antimicrobianos em humanos e animais 

vem gerando preocupações e impactando no desenvolvimento da resistência 

antimicrobiana, de maneira a contribuir significativamente para este problema de saúde 

pública a nível global (TANG et al., 2017). Na produção animal, os antimicrobianos têm 

sido utilizados para fins terapêuticos, profiláticos e promotores de crescimento através da 

administração in ovo, ração e água para prevenir ou tratar doenças comuns de aves e 

permitir ganhos de produtividade nas granjas (BUTAYE; DEVRIESE; 

HAESEBROUCK, 2003; PAGE; GAUTIER, 2012). A utilização destas substâncias no 

processo de produção de alimentos de origem animal pode funcionar como uma 

ferramenta de seleção para a resistência (GYLES, 2008; KOLUMAN & DIKICI, 2013). 

O aumento do número de microrganismos resistentes tem consequências para a saúde 
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pública, com implicações no tratamento e na prevenção de doenças infecciosas em 

humanos e animais (SMITH et al., 2002; CARRAMINÃNA et al., 2004; BUTAYE et 

al., 2006).  

Dentre os principais mecanismos de resistência nas bactérias, estão a produção de 

enzimas que destroem ou inativam os medicamentos, a redução da permeabilidade das 

células bacterianas, desenvolvimento de rotas metabólicas alternativas para substituir as 

que foram inibidas pelas drogas, eliminação da substância da célula e alteração da 

estrutura do sítio-alvo do antibiótico (GOTTARDO et al., 2021). As bactérias apresentam 

resistência de duas formas, a resistência natural e a adquirida. A resistência natural ou 

intrínseca acontece devido a um fator estrutural das bactérias, associado com a espécie, 

gênero ou um grupo. Um exemplo são as bactérias Gram-negativas, naturalmente 

resistentes aos glicopeptídeos, pois sua membrana é impermeável a este tipo de 

antimicrobiano. A resistência adquirida acontece devido a alterações no genoma 

bacteriano em consequência de mutações ao acaso de genes próprios ou aquisição de 

genes exógenos, que podem ocorrer por transformação (aquisição de genes de resistência 

pela captura de DNA), transdução (via bacteriófagos) e conjugação (transferência de 

célula a célula), sendo este último o mecanismo mais importante de transferência de genes 

de resistência (GOTTARDO et al., 2021) 

O aumento da resistência antimicrobiana em isolados de Salmonella spp. tem sido 

observado em vários países nos últimos anos. Este fato é preocupante, uma vez que é um 

dos agentes etiológicos mais comuns de gastroenterite humana em todo o mundo. Este 

assunto vem sendo amplamente estudado em diferentes gêneros bacterianos, 

principalmente com relação a microrganismos responsáveis por causar doenças 

transmitidas por alimentos (RIBEIRO et al., 2006; OLIVEIRA & BRAZ, 2011). A 

crescente resistência a antimicrobianos de interesse em medicina humana, como 

quinolonas e cefalosporinas, demonstra a necessidade de monitoramento da 

susceptibilidade antimicrobiana de Salmonella ao longo de toda a cadeia de produção, 

principalmente em função das implicações do potencial propagação de microrganismos 

resistentes e da importância em saúde pública. A implementação de normas sanitárias na 

indústria, controle rigoroso da utilização de antimicrobianos em animais, diagnóstico 

rápido e tratamento adequado são importantes ferramentas para reduzir 

significativamente a carga global de salmonelose (HUR et al., 2012). 

Segundo a EFSA e ECDC (2021) infecções alimentares causadas por Salmonella 

spp. na Europa, de sorotipo não tifoide, são uma das principais causas de doenças 
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transmitidas por alimentos, com mais de 90 mil casos confirmados em humanos relatados 

em 2019 e uma taxa de notificação de 20 casos por 100 mil habitantes. Nos Estados 

Unidos, Salmonella spp. causa cerca 1,35 milhões de infecções, mais de 26 mil 

hospitalizações e 420 mortes anualmente (CDC, 2021). Já no Brasil, a real prevalência de 

infecções causadas por Salmonella spp. não é precisa, pois apesar de se tratar de uma 

doença de notificação compulsória, os surtos nem sempre são notificados às autoridades 

sanitárias (SANTOS et al., 2002). As notificações de doenças transmitidas por alimentos 

no Brasil, entre anos de 2013 e 2017 foram de mais de 3.500 casos, sendo que 123 foram 

comprovadamente causados por Salmonella spp. (CAETANO e PAGANO, 2019). 

 

3.7 Patogenicidade e fatores de virulência em Salmonella 

 

A patogenicidade é a capacidade de um agente de causar a doença, e as bactérias 

patogênicas possuem diversos fatores que permitem aumentar seu grau de 

patogenicidade. A capacidade de um microrganismo de causar doença depende do seu 

acesso ao hospedeiro e da sua habilidade para penetrá-lo, evadir de suas defesas e lesionar 

seus tecidos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Microrganismos patogênicos 

distinguem-se de outros da mesma espécie por possuírem e expressarem genes que 

codificam os fatores de virulência, que conferem à bactéria a habilidade de causar doença 

em seu hospedeiro (VAN ASTEN; VAN DIJK, 2005). Estes fatores propiciam a invasão 

e a colonização das células do hospedeiro pelo microrganismo, levando à ocorrência de 

uma série de eventos que levam ao aparecimento da doença. Estes fatores podem ser 

mecanismos de invasão, que interferem na resposta imune do hospedeiro ou mecanismo 

de resistência a antimicrobianos (VIEIRA, 2009). 

A patogenicidade das salmonelas é extremamente complexa e multifatorial, 

abrangendo fatores de virulência que incluem fímbrias, flagelos, proteínas efetoras, 

lipopolissacarídeos (LPS), antígenos de superfície, produção de endotoxinas, entre outros 

(DE JONG et al., 2012; FARDSANEI et al., 2018). Os fatores de virulência são 

codificados por genes. Os genes de virulência estão localizados em diferentes locais do 

genoma e elementos genéticos móveis, incluindo as ilhas de patogenicidade de 

Salmonella (SPI), plasmídeos de virulência e bacteriófagos. As SPI são regiões 

compactadas e únicas de cromossomos que carregam genes de virulência. Já foram 

identificados mais de vinte SPI que desempenham papeis diferentes e apresentam 

prevalência variável em diferentes sorovares (YAN et al., 2022). A patogenicidade da 



24 

 

Salmonella depende de uma variedade de fatores de virulência que auxiliam o patógeno 

nos processos de adesão, invasão, sobrevivência intracelular, expressão fimbrial, infecção 

sistêmica, produção de toxinas e absorção de magnésio e ferro (ZOU; KEELARA; 

THAKUR, 2012; FARDSANEI et al., 2018; DE SOUZA, 2021). 

A compreensão exata da função e da distribuição dos genes de virulência presentes 

nos sorovares de Salmonella pode elucidar no entendimento da evolução dos sorovares e 

da diferença de patogênese e epidemiologia entre eles (ESWARAPPA et al., 2008). A 

maioria dos fatores de virulência e de resistência pode ser transmitida entre espécies ou 

gêneros bacterianos distintos através da transferência horizontal de genes. A transferência 

de fragmentos de DNA por elementos genéticos móveis é provavelmente o principal 

mecanismo genético de disseminação e co-seleção de genes de virulência e de resistência, 

embora outros mecanismos, como mutações compensatórias ou adaptativas também 

possam estar envolvidos (BURRUS et al., 2004; HANDEL et al., 2006).  

 

3.7.1 Fatores de virulência associados à estrutura bacteriana 

 

A variação genética de Salmonella spp. está relacionada à codificação de 

estruturas bacterianas, como LPS, flagelos e fímbrias, bem como a expressão de genes de 

virulência específicos que alteram a fisiologia celular ou protegem o patógeno das defesas 

do hospedeiro (FIERER; GUINEY, 2001; HSU et al., 2013; MENDONÇA et al., 2020; 

DE SOUZA, 2021). As salmonelas possuem diversas fímbrias associadas à adesão de 

diferentes tipos de células epiteliais e até possivelmente à matriz extracelular 

(fibronectina) (FERREIRA; CAMPOS, 2008). Existem diferentes tipos de fímbrias, 

dentre elas, as fímbrias do tipo I (Fim), fímbrias codificadas por plasmídeos (Plasmid 

Encoded Fimbriae – PEF), fímbria polar longa (Long Polar Fimbriae – LPF) e fímbrias 

agregativas (Thin Aggregativa Fimbriae – Tafi), sendo que cada uma destas possui 

tropismo por diferentes tipos de células em diferentes hospedeiros. Os sorovares de 

Salmonella pertencentes ao grupo D1 também possuem a fímbria Salmonella Enteritidis 

(Salmonella Enteritidis Fimbriae – SEF) (ZHANG, 2013). 

A fímbria longa polar é codificada pelo operon lpfABCDE, que apresenta cinco 

genes e está relacionado com o tropismo pelas placas de Peyer e com a adesão às células 

M do intestino (BÄUMLER et al., 1998; NORRIS; BÄUMLER, 1999; OCHOA; 

RODRÍGUES, 2005). Os genes fimbriais lpf não são considerados conservados e estão 

presentes somente em alguns sorovares de Salmonella devido à seleção entre as bactérias 
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com e sem o gene em diferentes hospedeiros, regulada pelo mecanismo de variação de 

fase (BÄUMLER et al., 1997; QUAN et al., 2019). A fímbria de Salmonella Enteritidis 

é codificada pelo operon sefABCD. Este operon contém quatro genes necessários para a 

translocação e formação da fímbria. A principal subunidade fimbrial é codificada pelo 

gene sefA, e o gene sefB auxilia na montagem de estruturas de superfície celular (QUAN 

et al., 2019). Esta fímbria está relacionada com as etapas da infecção posteriores à 

colonização do epitélio cecal do hospedeiro, tornando-se de extrema importância para 

aderência ou sobrevivência da bactéria dentro dos macrófagos (MIRMOMENI; KIANI; 

SISAKHTNEZHAD, 2008). 

A fímbria Tafi, codificada pelo operon csg (antigamente denominado de agf), é 

um polímero multifuncional conservado na maioria dos sorovares de Salmonella spp. As 

fimbrias Tafi são conhecidos como curli porque, na ausência de EPSs, sua morfologia 

aparece enrolada; no entanto, quando expressos com EPS a morfologia aparece como 

uma matriz amorfa emaranhada (WHITE et al., 2003; GIBSON et al., 2007). As fibras 

Curli são semelhantes às fibras amiloides eucarióticas e estão envolvidas na agregação e 

adesão celular.  Os genes Curli são encontrados em arranjados com dois operons 

divergentes específicos do gene curli (csg)com promotores independentes: um contém os 

componentes estruturais CsgA e CsgB (csgBAC) e o outro o regulador CsgD e outras 

proteínas estruturais (csgDEFG). O CsgD é um regulador transcricional que é central para 

a produção de biofilme, regulando diretamente o operon csgBAC, a celulose e a proteína 

BapA (LIU et al., 2014; GONZÁLEZ et al., 2019; QUAN et al., 2019). 

 Estudos têm demonstrado que esta fímbria se liga a várias proteínas dos 

hospedeiros, entre elas a fibronectina, facilitando a sobrevivência da bactéria e a sua 

associação com o epitélio intestinal. Está relacionada também com a autoagregação da 

Salmonella spp. que é importante para aumentar a sobrevivência frente aos ácidos 

estomacais do hospedeiro, de surfactantes e outros agentes bactericidas, uma vez que a 

formação de biofilme reduz a superfície de contato (COLLINSON et al. 1993; WHITE 

et al., 2003; GIBSON et al., 2007). 

 

3.7.2 Fatores de virulência associados às Ilhas de Patogenicidade de Salmonella 

 

Um dos mais importantes fatores de virulência de Salmonella são os sistemas de 

secreção, dispositivos moleculares que permitem às bactérias exportar para o interior das 

células hospedeiras proteínas denominadas “efetoras”. Um sistema encontrado em 
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bactérias que infectam o trato gastrointestinal é o sistema de secreção do tipo III (Type 

Three Secretion System – TTSS), onde proteínas são introduzidas na célula hospedeira 

por meio de uma “seringa molecular” (VIEIRA, 2009). O alvo da molécula efetora que é 

translocada por esses sistemas é que vai determinar a estratégia de virulência de um 

microrganismo em particular. Os sistemas de secreção são essenciais para a 

patogenicidade de diversos microorganismos (VIEIRA, 2009).  

As bactérias do gênero Salmonella foram as únicas descritas com dois tipos de 

TTSS, codificados em dois clusters nas SPI-1 e SPI-2, que parecem desempenhar papeis 

diferentes na patogenicidade (SIMONI, 2016). Tanto o SPI-1 quanto o SPI-2 codificam 

um TTSS que forma um canal na membrana da célula hospedeira, permitindo que as 

proteínas efetoras da bactéria sejam internalizadas para dentro dessas células 

(CHAKROUN et al., 2018; FARDSANEI et al., 2017; DANTAS FILHO et al., 2020). A 

SPI-1 codifica genes como invA, sipA, sipB, sipD, sopB e sopD envolvidos na invasão de 

células epiteliais, enquanto A SPI-2 codifica os genes sifA e ssaR relacionados à 

sobrevivência e à replicação de Salmonella dentro de células fagocíticas, em além de 

desempenhar um papel importante na infecção sistêmica (DANTAS FILHO et al., 2020). 

AvrA, codificada por avrA, é uma das proteínas secretadas pelos TTSS, sendo 

responsável pela inibição da ativação do fator de transcrição NF- B e pelo aumento da 

apoptose de células epiteliais humanas in vitro (COLLIER-HYAMS et al., 2002). O gene 

avrA está relacionado em estrutura, função e efeitos celulares com proteínas semelhantes 

de patógenos de plantas (BÜTTNER & BONAS, 2002) e de Yersinia spp. (MILLS et al., 

1997; ORTH et al., 1999). Por esta razão, a proteína efetora AvrA também pode ser 

considerada uma proteína associada à virulência (BARAK-BEM et al., 2006). Este gene 

está localizado na SPI-1 (DARWIN; MILLER, 1999). As proteínas de membrana externa 

(Salmonella Outer Protein – SOP) são codificadas pelo operon sopABCDE. O gene sopE 

estimula a deformação da membrana plasmática e citoesqueleto das células do 

hospedeiro, além de codificar a proteína externa SopE (BORGES, 2011; HOPKINS; 

THRELFALL, 2004; MIRMOMENI et al., 2008). A aquisição deste gene é importante 

na emergência de cepas epidêmicas, e a identificação do gene sopE pode auxiliar a 

identificar aquelas cepas de Salmonella spp. que possuem um alto potencial para 

causarem surtos epidêmicos (BORGES, 2011). Os genes sopE e gipA, transferidos por 

fagos, ajudam Salmonella a invadir as células hospedeiras e a crescer e sobreviver nas 

placas de Peyer, respectivamente (THI et al., 2020). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422105001505#bib23
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422105001505#bib23
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422105001505#bib27


27 

 

O gene invA é bastante conservado em todos os sorovares de Salmonella, sendo o 

gene utilizado para detecção pela reação em cadeia da polimerase (PCR) (GUO et al., 

1999; OLIVEIRA et al., 2003; WHANG et al., 2009). O operon inv (invasibility) possui 

15 genes. O gene invA é essencial na invasão de células epiteliais por sorotipos de S. 

enterica (PORTER; CURTISS, 1997; TURKI et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013). Sua 

principal função é a internalização da bactéria para invasão das células epiteliais 

(OLIVEIRA et al., 2003; MALORNY et al., 2003; BORGES, 2011). O gene sivH 

também é associado à invasão, uma vez que codifica uma proteína de membrana externa 

da bactéria que está associada à colonização bacteriana no intestino do hospedeiro 

(KINGSLEY et al., 2003; BADR et al., 2020).  

 

3.7.3 Fatores de virulência associados aos plasmídeos 

 

Plasmídeos estão presentes em diversos sorovares, podendo transferir 

informações genéticas além de possuírem a capacidade de codificar fatores de virulência 

(VAN DEN BERG et al., 2019). Os plasmídeos de virulência são moléculas de DNA que 

podem ser transmitidas entre as bactérias através da transferência horizontal. Os 

plasmídeos de Salmonella medem, em geral, de 50 a 90kb, mas apenas uma região de 

7.8kb é necessária para conferir um fenótipo de virulência (BORGES et al., 2013). Nesta 

região está localizado o operon spv (Salmonella plasmid virulence – plasmídeo de 

virulência de Salmonella), que é comum a todos os plasmídeos de virulência de 

Salmonella spp. e está relacionado à sobrevivência no interior do macrófago, é 

considerado como um dos plasmídeos de virulência de numerosos sorotipos de 

Salmonella que geram doenças sistêmicas (ÁLVAREZ, 2007; RAMATLA et al., 2020). 

Este operon determina no hospedeiro o aumento da severidade da enterite e persistência 

em sítios extra-intestinais, uma vez que a presença destes genes aumenta a taxa de 

crescimento de Salmonella no compartimento intracelular e também permite a 

sobrevivência no interior de macrófagos (UZZAU et al., 2000). O gene spvC é 

responsável pela regulação da liberação de citocinas de células infectadas (RODICIO et 

al., 2011). Entre as funções do gene spvC estão a interferência na interação do sistema 

imune do hospedeiro e o aumento das taxas de crescimento da bactéria (BORGES et al., 

2013). O gene spvC aumenta a média de crescimento nas células do hospedeiro (GULIG 

et al., 1993).  
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3.8 Diversidade genética 

 

Métodos de tipagem molecular têm sido amplamente utilizados com o objetivo de 

realizar a caracterização bacteriana, permitindo a análise de diferenças e similaridades 

entre isolados bacterianos, ou ainda, para se verificar a origem e a disseminação das cepas. 

Com os dados obtidos a partir destas análises, pode-se construir dendrogramas que 

mostram a similaridade existente entre amostras filogeneticamente próximas. A utilização 

destas ferramentas de tipagem permite o rastreamento de determinado microrganismo em 

investigações epidemiológicas, fornecendo informações importantes sobre a 

característica do patógeno (RESENDE, 2015; MENDONÇA, 2016). 

Os métodos moleculares têm substituído ou complementado os fenotípicos como 

forma de confirmar a proximidade entre os isolados envolvidos em um surto. O genoma 

da Salmonella tem sido analisado utilizando-se diferentes técnicas moleculares como a 

eletroforese em gel de campo pulsado (pulsed field gel eletrophoresis – PFGE), 

tipificação multilocus (MLST), polimorfismo dos comprimentos dos fragmentos de 

restrição (RFLP), amplificação de elementos palindrômicos extragênicos repetitivos 

(Rep-PCR), ribotipagem e hibridização por microarranjos (DNA-DNA hybridization 

microarray) (LIEBANA et al., 2001; SWAMINATHAN et al., 2001; LIEBANA, 2002; 

JASPERS; OVERMANN, 2004; SUKHNANAND et al., 2005; MORALES et al., 2006; 

GUARD et al., 2012; LANDÍNEZ, 2013). 

 

3.8.1 Diferenciação dos isolados através da eletroforese em gel de campo pulsado 

 

A PFGE é uma ferramenta molecular utilizada para separar grandes fragmentos 

de DNA por meio da reorientação do DNA em gel pela ação de campos elétricos 

alternados. Esta técnica é reconhecida como padrão-ouro para a identificação de 

linhagens bacterianas, sendo muito útil na investigação de origem de surtos de 

salmonelose (BOONMAR et al., 1998; GUERRA et al., 2000; MAGALHÃES et al., 

2005). A PFGE apresenta boa discriminação dos isolados para alguns sorovares de 

Salmonella (TSEN & LIN, 2001). 

Esta técnica consiste na clivagem do genoma bacteriano com enzimas de restrição 

que reconhecem poucos sítios ao longo do DNA cromossômico, cortando-o 

aleatoriamente e gerando de 10 a 30 fragmentos de restrição que variam de 10 a 800 kb. 

As enzimas utilizadas são provenientes de diferentes microrganismos, e a mais indicada 
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para estudos com o gênero Salmonella é a enzima XbaI, ao qual é derivada do 

microrganismo Xanthomonas badrii com corte da enzima tipo adesivo (SHI et al., 2015; 

WATTIAU et al., 2011). Esses fragmentos grandes de DNA não podem ser separados 

por eletroforese convencional. Na PFGE, a orientação do campo elétrico é modificada 

periodicamente, permitindo que fragmentos de até 2 mb sejam separados efetivamente 

por diferença de tamanho (GAUTOM, 1997; TENOVER et al., 1997; TOZETTO, 2006).  

Uma vez que a PFGE produz padrões de fragmentos específicos para cada isolado, 

estes são utilizados para avaliar diferenças genômicas entre os isolados. (ZAKARIA et 

al., 2020; ZHANG et al., 2022). Para interpretar os perfis genéticos gerados pela técnica 

de PFGE e utilizar esta informação para fins de estudos epidemiológicos, é necessário 

comparar os padrões obtidos e compreender que eventos genéticos ocorridos ao acaso 

podem alterar estes perfis e diferenciar os isolados em quatro categorias: geneticamente 

indistinguíveis, estreitamente relacionadas, possivelmente relacionadas e não 

relacionadas epidemiologicamente. Essa diferenciação permite associar a origem e as 

rotas de transmissão de patógenos (TENOVER et al., 1995). 

 

3.8.2 Diferenciação dos isolados através da ribotipificação por reação em cadeia da 

polimerase e sequenciamento 

 

A ribotipificação por reação em cadeia da polimerase (PCR) é baseada na 

amplificação de sequências intergênicas do operon ribossomal (LUZ et al., 1998). A 

ribotipificação por PCR consiste na utilização de sequências iniciadoras para regiões 

altamente conservadas dos genes ribossomais 16S e 23S. Estes dois genes são separados 

por regiões espaçadoras que possuem polimorfismos que podem ser utilizados para 

caracterizar bactérias dentro de um gênero e de uma espécie (KOSTMAN et al., 1992; 

JENSEN; WEBSTER; STRAUS, 1993; DOLZANI et al., 1995, BAUDART et al., 2000). 

Segundo Oliveira et al. (2009) está técnica é um método rápido e de alta reprodutibilidade 

que apresenta resultados semelhantes àqueles obtidos através da PFGE. A utilização do 

sequenciamento para a tipificação molecular é muito útil para estabelecer a relação entre 

as cepas, uma vez que é uma técnica de alta precisão para microrganismos com baixa 

variabilidade genética, como Salmonella. Esta técnica é bastante útil para os estudos sobre 

a evolução das características de virulência e transmissão desta bactéria (CHRISTENSEN 

et al., 2000; WEITZMAN, 2001; BAKKER et al., 2011). 

  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713508002260#bib19
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