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RESUMO 

A patogenia de Salmonella abrange diferentes fatores, como os genes plasmidiais, que por 

serem mecanismos genéticos móveis podem aumentar a diversidade genética bacteriana 

contribuindo para a modificação de virulência e adaptação aos hospedeiros. O presente 

trabalho foi desenvolvido para detectar a presença dos genes spvC e prot6E de virulência em 

diferentes sorovares de Salmonella enterica circulantes na região metropolitana de Goiânia e 

verificar a capacidade dos sorovares com o genes de expressar sua patogenicidade em ovos 

embrionados, neonatos e poedeiras e causar contaminação em ovos de consumo em modelos 

experimentais. No experimento 1, isolados de Salmonella Enteritidis, Gallinarum, Heidelberg, 

Infantis, Schwarzengrund e Typhimurium foram obtidas de amostras de órgãos de aves 

doentes, ovos e de meio ambiente da cadeia avícola e foram submetidas a PCR em tempo real 

para investigar a presença dos genes spvC e prot6E. Dos 47 isolados, 15 (31,9%) foram 

positivos para o gene spvC e cinco (10,6%) para o gene prot6E. Conclui-se que Salmonella 

Enteritidis, Typhimurium e Gallinarum, isolados de aves e de ovos contêm os genes spvC. O 

gene prot6E é detectado nos sorovares Salmonella Enteritidis, Heidelberg e Typhimurium 

oriundos de amostras de ovos. E os sorovares de Salmonella Heidelberg, Infantis, 

Schwarzengrund e Typhimurium oriundas de amostras ambientais não apresentam os genes 

plasmidiais spvC e prot6E. No experimento 2, dois isolados de Salmonella Gallinarum, um 

positivo e outro negativo para o gene spvC, foram inoculados em ovos embrionados e 

neonatos de aves de postura para investigar se a presença do gene spvC, no sorovar 

Gallinarum, é capaz de determinar mortalidade embrionária, afetar a qualidade do neonato e 

do pinto, os parâmetros de produção e causar doença sistêmica em aves jovens. Foi observada 

alta mortalidade dos grupos inoculados com Salmonella Gallinarum via alantóide com um e 

14 dias de incubação, independente da presença do gene spvC. Não foi observada mortalidade 

embrionária, alterações na relação peso neonato/peso ovo e alterações na qualidade do 

neonato para as aves inoculadas via câmara de ar com 19 dias. Salmonella Gallinarum sem e 

com o gene spvC foi recuperada do coração, baço, fígado e ceco das aves inoculadas via 

câmara de ar, enquanto para o grupo inoculado via oral, o patógeno sem o gene foi recuperado 

apenas no ceco e o patógeno com o gene foi recuperado no baço e ceco. A inoculação de 

Salmonella levou a diminuição do ganho de peso e alteração na biometria do coração e 

intestino. Conclui-se que Salmonella Gallinarum é capaz de causar mortalidade embrionária 

em embriões inoculados com um e 14 dias na cavidade alantóide. A presença do gene spvC 

em Salmonella Gallinarum não afeta a mortalidade embrionária, os parâmetros de incubação e 

a disseminação sistêmica para aves inoculadas na câmara de ar. Para as aves inoculadas pela 

via oral, a presença do gene spvC determina infecção entérica e sistêmica, enquanto o isolado 

sem o gene permanece restrito ao ceco. No experimento 3, o isolado de Salmonella 

Heidelberg positivo para o gene prot6E no experimento 1, foi inoculado em poedeiras nas 

vias oral, intravaginal e intravenosa, com o intuito de investigar a sua habilidade de causar 

doença clínica, contaminação dos ovos e do trato gastrointestinal. O patógeno foi isolado 

apenas com 12 horas após a inoculação nas excretas em 33% das aves inoculadas via oral e 

66% das aves inoculadas via intravaginal. Nos ovos, o patógeno foi isolado com 24 e 48 

horas, sete e 15 dias. Conclui-se que a presença do gene prot6E em Salmonella Heidelberg 

não é suficiente para causar salmonelose clínica em aves poedeiras, mas determina 

contaminação dos ovos e do trato gastrointestinal de galinhas, independente da via de 

inoculação, oral, intravaginal e intravenosa. 

 

Palavras-chave: Genes de virulência, ovos, postura, sorovares.  
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DETECTION OF spvC AND prot6E GENES AND EVALUATION OF THE INFECTIVITY 

OF Salmonella sp. IN LAYING HENS 

ABSTRACT 

The pathogenesis of Salmonella includes different factors, such as plasmidial genes, which 

because they are mobile genetic mechanisms can increase the bacterial genetic diversity 

contributing to the modification of virulence and adaptation to the hosts. The present work 

was developed to detect the presence of the virulence genes spvC and prot6E in different 

serovars of Salmonella enteric present in the metropolitan region of Goiânia and to verify the 

ability of these serovars to express their pathogenicity in embryonated eggs, neonates and 

laying hens and to cause contamination in eggs in experimental models. In Experiment 1, 

isolates of Salmonella Enteritidis, Gallinarum, Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund and 

Typhimurium were obtained from organs of sick bird, eggs and environment of poultry chain 

and were investigated the presence of spvC and prot6E genes by real-time PCR. Of the 47 

isolates, 15 (31.9%) were positive for the spvC gene and five (10.6%) for the prot6E gene. It 

is concluded that Salmonella Enteritidis, Typhimurium and Gallinarum, isolated from the bird 

and eggs contain the spvC genes. The prot6E gene was detected in the serovars Salmonella 

Enteritidis, Heidelberg and Typhimurium from egg samples. The serovars of Salmonella 

Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund and Typhimurium from environmental samples do not 

have the plasmid genes spvC and prot6E. In experiment 2, two isolates of Salmonella 

Gallinarum, one positive and one negative for the spvC gene, were inoculated into embryos 

and neonates of laying birds to investigate whether the presence of the spvC gene in the 

Gallinarum serovar is able to determine embryonic mortality, affect the quality of the neonate 

and chick, production parameters and cause systemic disease in young birds. It was observed 

high mortality of the groups inoculated with Salmonella Gallinarum in alantoid route with one 

and 14 days of incubation, independent of the presence of the spvC gene. No embryonic 

mortality, changes in neonatal weight / egg weight and changes in neonatal quality were 

observed for birds inoculated through a 19-day in air chamber. Salmonella Gallinarum 

without and with the spvC gene was recovered from the heart, spleen, liver and ceca of birds 

inoculated in the air chamber, whereas for the oral inoculated group, the pathogen without the 

gene was recovered only in the ceca and the pathogen with the gene was recovered from 

spleen and cecum. Salmonella inoculation led to decreased weight gain and altered biometry 

of the heart and intestine. It is concluded that Salmonella Gallinarum is capable of causing 

embryonic mortality in embryos inoculated with one and 14 days in the allantoic cavity. The 

presence of the spvC gene in Salmonella Gallinarum does not affect embryo mortality, 

incubation parameters and systemic dissemination for birds inoculated in the air chamber. For 

birds inoculated by the oral route, the presence of the spvC gene determines enteric and 

systemic infection, whereas the isolate without the gene remains restricted to the cecum. In 

Experiment 3, the Salmonella Heidelberg isolate positive for the prot6E gene in experiment 1 

was inoculated in laying hens in the oral, intravaginal and intravenous routes in order to 

investigate their ability to cause clinical disease, egg and gastrointestinal tract contamination. 

The pathogen was isolated in the excreta, only 12 hours after inoculation in 33% of the birds 

inoculated from oral route and 66% of the birds inoculated intravaginal route. In the eggs, the 

pathogen was isolated at 24 and 48 hours, seven and 15 days. It is concluded that the presence 

of the prot6E gene in Salmonella Heidelberg is not sufficient to cause clinical salmonellosis 

in laying hens, but it determines contamination of the eggs and the gastrointestinal tract of 

chickens, regardless of the route of inoculation, oral, intravaginal and intravenous. 

 

Keywords: Eggs, laying hens, Salmonella, virulence genes.  
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CAPÍTULO 1. CONSIDERAÇÕES INICIAIS  

 

1. INTRODUÇÃO 

Os ovos são considerados alimentos completos e avaliados como a fonte mais 

barata de proteína de origem animal para o homem1. Apesar disso, ao se ponderar o custo-

benefício do alimento, observa-se que o interesse e a atração dos consumidores pelo produto 

ainda sofre influência da não confiabilidade na sua qualidade física, química, e principalmente 

microbiológica, tendo em vista que, os produtos avícolas, ovos e carne de frango, são os 

alimentos de origem animal mais incriminados como veículo nas salmoneloses pelas doenças 

veiculadas por alimentos (DVA)2. 

Salmonella é o agente bacteriano de maior ocorrência em surtos de infecção 

alimentar em humanos no mundo3. No Brasil, o Ministério da Saúde relatou a ocorrência de 

12.503 surtos de DVAs no período entre 2000 a 2017, com 30% dos surtos causados por 

Salmonella e 7,36% destes foram associados aos ovos e produtos a base de ovos como fonte 

de infecção4.  

Os sorovares de Salmonella podem compor a microbiota intestinal das galinhas de 

postura sem determinar sinais clínicos, possibilitando a postura de ovos contaminados que 

não apresentam alterações organolépticas, tais como alterações de cor, cheiro e sabor, 

impedindo a rejeição pelo consumidor e constituindo uma ameaça a saúde do homem5.  

Os mecanismos de interação desse patógeno com seus hospedeiros são complexos 

e sua patogenia abrange diversos fatores de virulência envolvidos no processo infeccioso6. Os 

genes de virulência são os agentes mais estudados neste processo, sendo que supressão de um 

deles pode reduzir ou até inibir a virulência7, diminuindo assim, a probabilidade dos sorovares 

de Salmonella de persistirem na cadeia avícola8. 

A melhor compreensão dos fatores de virulência da bactéria e da sua associação 

aos mecanismos de defesa das aves e dos ovos possibilita a elaboração de medidas de 

controle, diagnóstico e vigilância, e consequentemente, a redução de surtos de infecção 

alimentar pelo consumo de ovos e ovoprodutos contaminados com Salmonella9,10. 

Desta maneira, o presente trabalho foi desenvolvido para detectar os genes spvC e 

prot6E de virulência em diferentes sorovares de Salmonella enterica circulantes na região 

metropolitana de Goiânia, além de verificar a capacidade dos sorovares de expressar sua 

patogenicidade em ovos embrionados e poedeiras, bem como avaliar sua capacidade de 

sobrevivência e multiplicação em ovos de consumo em modelos experimentais.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA  

2.1 Salmonella enterica 

O gênero Salmonella pertence à família Enterobacteriaceae e são caracterizadas 

como bacilos pequenos, Gram-negativos, desprovidos de cápsula, aeróbios ou anaeróbios 

facultativos e não formadores de esporos. Mesófilas crescem entre 5oC e 45oC, mas com a 

temperatura ótima de crescimento entre 37ºC a 40ºC e pH ideal de 7, mas crescem em pH 

entre 4 a 9,5. A maioria é móvel, apresenta flagelos peritríquios, com exceção de Salmonella 

Gallinarum e Salmonella Pullorum11.  

O gênero Salmonella é composto por duas espécies, classificadas de acordo com 

características bioquímicas, Salmonella enterica e Salmonella bongori12. Possuem 

aproximadamente 2.659 sorovares já identificados, destes apenas 23 pertencem a S. bongori. 

S. enterica é subdividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, 

houtenae e indica13. A subespécie enterica apresenta a maioria dos sorovares identificados, 

com 1586 e está associada a 99% das infecções em humanos e animais14. 

Embora, tanto a identificação como a classificação de Salmonella sejam 

complexas estas se baseiam principalmente na detecção sorológica dos antígenos15, seguindo 

o esquema de Kaufmann-White. Este esquema classifica a bactéria em tipos sorológicos 

baseados na diversidade dos anticorpos específicos para estruturas antigênicas que são os 

antígenos somáticos (O) presentes na parede celular, antígenos flagelares (H), presentes nos 

flagelos, antígenos capsulares (Vi), presentes no envelope celular14. 

A variação genética dos sorovares de Salmonella é responsável pela codificação 

das estruturas como os lipopolissacarídeo (LPS), flagelos e fímbrias e também pela expressão 

de genes de virulência específicos. O polimorfismo genético pode promover a variação 

antigênica que resulta em expressão, ou não, das estruturas de superfície16. No entanto, 

sorovares de Salmonella enterica possuem semelhanças na organização linear e sequências 

dos genomas, com homologia de sequências das regiões conservadas correspondente de 96 a 

99%17. 

Além disso, os sorovares também podem diferir um do outro pela especificidade 

do hospedeiro e apresentarem características clínicas e epidemiológicas, as quais permitem 

ser caracterizadas em três grupos: Sorovar altamente adaptado ao homem, como Salmonella 

Typhi e Paratyphi A, B e C. Sorovar altamente adaptado à espécie animal, como Salmonella 

Dublin (bovinos), Choleraesuis (suínos) e Pullorum e Gallinarum (aves). Sorovares sem 

predileção por espécie, conhecidos como paratíficos, podem afetar tanto homem quanto 

animais, sendo considerados zoonóticos, como Salmonella Enteritidis e Typhimurium11,18. 
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Os fatores envolvidos na patogênese de Salmonella enterica são complexos e 

estão associados com a genética da bactéria, expressão dos fatores genéticos, o estado imune 

do hospedeiro, especificidade do patógeno, o ambiente de acometimento e interações com a 

microbiota intestinal19. Dependendo desses fatores, a bactéria Salmonella pode causar doença 

mesmo em doses baixas, principalmente em hospedeiros suscetíveis como crianças, idosos e 

pessoas imunossuprimidas20, aspecto preocupante para saúde pública e para os órgãos 

mundiais de saúde.  

Nos Estados Unidos, Scharff (2012)21 estimou que apenas um a cada 20 mil 

(0,005%) ovos estão contaminados com Salmonella. Porém, ao se considerar a alta produção, 

que atinge patamares de 70 bilhões de ovos por ano no país, pode-se sugerir a entrada no 

mercado consumidor de 3,5 milhões de ovos contaminados. Além disso, os consumidores não 

conseguem discernir entre os ovos contaminados e não contaminados no momento da 

aquisição desses produtos22. Por isso, no intuito de diminuir a incidência de casos de 

salmonelose em humanos, são realizadas pesquisas tanto nas aves de postura, para monitorar a 

prevalência da bactéria na criação avícola, quanto nos ovos de consumo.  

Estas pesquisas têm focado, cada vez mais, no uso de tecnologias que diminuam o 

tempo de diagnóstico e aumentem a precisão dos resultados. Como a pesquisa realizada em 

ovos provenientes de supermercados e feiras da região de Goiânia, que das 387 amostras 

analisadas de casca, albúmen e gema, de ovos de mesa, 21 amostras (5,4%) foram positivas 

para Salmonella pela técnica de bacteriologia convencional e 62 (16%) pela técnica de PCR 

em tempo real23, mostrando a importância da monitoria dos ovos de consumo.  

Essa monitoria também deve ser realizada nas criações de poedeiras, pois a 

entrada da Salmonella nas criações de aves de postura pode ocorrer de forma vertical, via 

matrizes, ou no incubatório, por meio de contaminação cruzada, infectando o ovo embrionado 

e de forma horizontal, principalmente pela ingestão da bactéria no meio ambiente 

contaminado. Os ovos, por sua vez, podem ser contaminados por transmissão vertical, em que 

a bactéria se incorpora ao ovo durante sua passagem pelos órgãos do sistema reprodutor ou 

por transmissão horizontal pós-postura, que ocorre quando o ovo já formado entra em contato 

com as fezes, durante sua passagem pela cloaca ou presentes no ambiente24.  

Cada uma das estruturas dos ovos, gema, albúmen, membranas e casca, são 

formadas em uma porção do sistema reprodutor das aves. No ovário são produzidos os 

folículos ovarianos, que são captados pelo infundíbulo, passam para o magno no qual ocorre à 

deposição do albúmen, para o istmo no qual são formadas as membranas internas e externas 

da casca, pelo útero no qual ocorre a deposição da casca e pela vagina para ser expelido. 
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Assim, a contaminação das estruturas dos ovos também pode estar relacionada com a infecção 

por Salmonella na região do trato reprodutor em que a estrutura é formada. Ou seja, folículo 

ovariano infectado contamina gema, infundíbulo contamina a membrana vitelina, magno 

contamina albúmen, istmo contamina membrana da casca e útero infectado contamina casca, 

como demonstrado na Figura 126.  

 

 

FIGURA 1 – Esquema representativo da contaminação de ovos por Salmonella. 

                Fonte: Adaptado de Gantois et al. (2009)26 

 

No entanto, para causar infecção nas aves e contaminação dos ovos, os sorovares 

de Salmonella precisam apresentar fatores de virulência que são necessários para as diferentes 

etapas do processo infeccioso: adesão, invasão, disseminação e resistência aos mecanismos de 

defesa das aves e também dos ovos27, dentre esses fatores destacam-se os genes de virulência.  

 

2.2 Genes de virulência de Salmonella 

Os genes são segmentos de DNA, organizados em arranjo linear dentro do 

cromossomo (locus genético). Bactérias possuem em média 500 genes que compõem o DNA. 

Estes genes codificam produtos funcionais, possuem funções específicas e podem ou não 

serem expressos28.  
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Os genes de virulência estão contidos em elementos genéticos que fazem parte de 

regiões específicas dos microrganismos como o cromossomo, nas chamadas ilhas de 

patogenicidade e na superfície estrutural como as fímbrias, ou em elementos genéticos móveis 

como os plasmídeos29, que são segmentos de DNA extracromossomal, a maioria de forma 

circular com tamanho variável, variando de 50 a 100kd30. (Figura 2)31. 

 

 

FIGURA 2 - Representação esquemática do cromossomo de Salmonella enterica.  

Ilhas de patogenicidade (SPI), plasmídeo e genes de virulência.  

Fonte: Adaptado de Marcus et al. (2000)31 

 

A presença ou ausência de determinados plasmídeos levanta questões sobre o que 

leva a bactéria a mantê-los como parte do genoma e as suas funções biológicas32. Alguns 

genes são necessários para a sobrevivência, por isso codificam proteínas responsáveis pela 

respiração, locomoção e nutrição. Enquanto, outros possuem a função de determinar 

vantagem evolutiva e competitiva e por isso estão relacionados com a invasão e resistência 

frente aos fatores adversos, como substâncias antimicrobianas33. Além disso, a aquisição de 

elementos genéticos móveis confere diversidade a Salmonella enterica34, o que pode levar ao 

aumento da virulência e adaptação a novos hospedeiros35,36. .  

Os plasmídeos estão presentes em diversos sorovares, podem carrear informações 

genéticas e possuem a capacidade de codificar fatores de virulência mediante seus genes de 

virulência32,37. 

 

2.2.1 Genes plasmidiais de virulência  

Os genes plasmidiais estão contidos nos plasmídeos, sendo que, vários sorovares 

de Salmonella abriga um plasmídeo de alta massa molecular, chamado de spv (Salmonella 

plasmid virulence) que codifica um grupo de genes de virulência composto por cinco genes 
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spvRABCD37. Estes genes são considerados conservados e estáveis, o que sugere que eles 

desempenhem um papel fundamental na expressão da virulência no processo infeccioso e 

auxiliem na sobrevivência a diferentes seleções e ambientes intra e extracelulares38. 

As funções dos genes plasmidiais do spv estão mais relacionadas à capacidade de 

auxiliar no crescimento, sobrevivência e multiplicação da bactéria37 e são considerados como 

essenciais para a bactéria multiplicar e sobreviver em estágios intracelulares da infecção39, 40. 

Além disso, estes genes estão relacionados a capacidade de invasão nas células do fígado de 

frango, nas células do oviduto de poedeiras e pode levar ao aumento de 40 a 100% da 

mortalidade41,42,43  

 

a) Gene plasmidial spvC 

Especificamente, o gene spvC é considerado essencial para a sobrevivência 

intracelular44, apontado como um dos principais genes de virulência de Salmonella37 e tem 

sido relacionado como responsável por infecção sistêmica em estudos experimentais45,46. No 

mais, também é conhecido por codificar os principais fatores para a virulência mediada por 

plasmídeos em alguns sorovares de Salmonella47. 

Além disso, o gene está envolvido na regulação da liberação de citocinas, no 

crescimento da bactéria nas células infectadas e na proliferação de Salmonella no sistema 

reticuloendotelial45,48,49 e aumenta a possibilidade de sobrevivência da bactéria fora do 

intestino50. Ainda, spvC também está relacionado ao bloqueio da função pró-inflamatória da 

resposta imune, o que leva a supressão do sistema imune do hospedeiro37,51.  

Em suma, o plasmídeo spv e, especificamente, o gene spvC estão associados a 

diversas funções em Salmonella e estão presentes em vários sorovares como Gallinarum52,53, 

Enteritidis54, Typhimurium35 e até mesmo em sorovares menos comuns como Infantis46.  

Entretanto, nem todos os genes plasmidiais de virulência apresentam funções tão 

amplas e/ou estão presentes em diversos sorovares de Salmonella. Alguns apresentam funções 

mais específicas e são exclusivos a determinados sorovares, como o gene plasmidial prot6E.  

 

b) Gene plasmidial prot6E 

O gene prot6E apresenta funções de virulência mais específicas e é amplamente 

relatado em Salmonella Enteritidis. Sabe-se que este sorovar é o mais frequentemente 

relacionado a contaminação dos ovos55 e que possui tropismo pelos tecidos do sistema 

reprodutor das aves56, sendo considerado uma importante ameaça para a saúde pública no 

mundo todo57.  
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Dentre os fatores que aumentam a capacidade adaptativa de Salmonella Enteritidis 

ao sistema reprodutor das aves e aos ovos está o gene prot6E9. Este gene plasmidial está 

localizado em um plasmídeo de virulência da 60kd, possui funções específicas relacionadas 

aos órgãos reprodutores das aves, como colonização do oviduto e interação com os 

componentes do albúmen do ovo58. 

Embora o papel desse gene ainda não esteja totalmente esclarecido59, sabe-se que 

essa melhor interação com a albumina presente no oviduto das aves e no ovo se deve a 

expressão de fímbrias de superfície que facilitam a colonização do sistema reprodutor das 

aves e contaminação dos ovos9,60,61.  

No entanto, considerando que segundo Hu et al. (2019)57 poucos estudos foram 

publicados descrevendo a extensão de variação genética e dos efeitos dessas possíveis 

variações sobre as estruturas de proteínas resultantes do gene prot6E e considerando que os 

genes plasmidiais são móveis o que possibilita trocas entre bactérias, que levam a alteração na 

virulência e possíveis adaptações a novos nichos ambientais e/ou hospedeiros35. Apesar de 

ainda não haver plena elucidação da capacidade dos sorovares de burlar os mecanismos de 

defesa dos hospedeiros e o que leva a sua permanência na cadeia produtiva até atingir o 

consumidor final.  

 

2.3 Mecanismos de defesa das aves e dos ovos 

a) Mecanismos de defesa das aves 

A resposta imune pode ser dividida em resposta imune inata, que representa a 

primeira linha de defesa e envolve a participação de células fagocíticas, sistema complemento 

e anticorpos naturais e células não linfoides. E em resposta imune ativa ou adaptativa, que 

resulta na cooperação entre os linfócitos T e B, células apresentadoras de antígenos e 

anticorpos específicos, e apresenta especificidade e memória imunológica62,63. 

A bactéria precisa burlar o sistema imune das aves, que incluem barreiras físicas, 

químicas e biológicas, como a pele, citocinas, peptídeos antimicrobianos, componentes do 

sistema complemento, células sanguínea como os linfócitos, macrófagos, heterofilos e células 

dentríticas, e os órgãos do sistema linfoide62. 

A fagocitose ocorre por meio de receptores que reconhecem padrões presentes na 

superfície da membrana, ou por opsonização dos microrganismos por anticorpos ou sistema 

complemento. A fagocitose e a apresentação do antígeno relacionam as respostas inata e 

adaptativa, resultando na eliminação ou neutralização do patógeno63. 
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Além disso, o sistema reprodutivo das aves é considerado um ambiente hostil para 

o desenvolvimento bacteriano, por apresentar componentes antimicrobianos tais como a 

lisozima, que são proteínas que danificam a parede celular das bactérias e condições de 

limitação nutricional64, o que desencadeia a necessidade da expressão de genes que possam 

burlar os fatores estressantes.  

Os mecanismos que burlam o sistema de defesa do hospedeiro e os eventos 

mutacionais que possibilitam a adaptação, frente ao estresse metabólico, oxidativo ou por 

temperatura, são fatores de virulência fundamentais para a perpetuação de determinados 

sorovares de Salmonella frente à diversidade de hospedeiros e diferentes situações de 

colonização. Essa adaptação advém das mudanças sequenciais nos genes e a aquisição de 

resistência a determinados antibimicrobianos65.  

 

b) Mecanismos de defesa dos ovos 

O ovo também possui barreiras físicas e químicas que dificultam a invasão e 

multiplicação de microrganismos66. Para suplantar tais defesas, Salmonella apresenta fatores 

de virulência que são necessários para penetração, multiplicação e sobrevivência dentro dos 

ovos26. 

A cutícula e a casca são consideradas a primeira linha de defesa do ovo, por 

formarem uma barreira física que impede a entrada de microrganismos67. A contaminação 

destas estruturas está associada à presença do patógeno nas fezes e na poeira do ambiente de 

criação e pode promover a contaminação do conteúdo interno de ovos, por penetração pelos 

poros ou ainda durante a utilização dos ovos na cozinha68. As membranas da casca internas e 

externas são consideradas a segunda linha de defesa e possuem a função de uma barreira 

física, pois retêm os microrganismos em uma espécie de filtro formado por uma rede de fibras 

orientadas aleatoriamente e também tem ação antibactericida69.  

O tempo de sobrevivência de Salmonella na superfície dessas estruturas e a sua 

capacidade de migrar para o interior do ovo dependem de fatores intrínsecos e extrínsecos. Os 

primeiros estão relacionados à qualidade das estruturas, tais como a idade, integridade, 

espessura, porosidade, defeitos e propriedades das membranas. Já os fatores extrínsecos, 

compreendem a cepa, concentração de bactérias, os processos sofridos pelos ovos, a 

temperatura, a umidade e a presença de matéria orgânica67. 

No entanto, proteínas presentes na cutícula, casca e membranas da casca, possuem 

a função de reforçar a barreira física e aumentar as defesas antimicrobianas. Na cutícula são 

apontadas como predominantes a Ovocalyxin-25, proteína que tem função de diminuir a 
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permeabilidade na casca e aumentar a resistência contra microrganismos, inclusive 

Salmonella, e a Ovocalyxin-32 que se relaciona a características de qualidade da casca e 

possui a função de inibir a protease, utilizada pelos dos microrganismos para sua nutrição64.  

O albúmen, que representa 60% do ovo, é considerado um ambiente hostil e pobre 

para o crescimento bacteriano, devido às suas características e condições físico-químicas, tais 

como a alta viscosidade, temperatura, pH alcalino, deficiências nutricionais e presença de 

substâncias antimicrobianas9,70.  

A lisozima e a ovotransferrina são as principais proteínas do albúmen com 

atividade antimicrobiana64. A lisozima forma poros na parede celular das bactérias tanto Gram 

negativas e quanto Gram positivas71. E a ovotransferrina também causa danos à parede celular 

das bactérias, embora sua principal função esteja relacionada ao fator antinutricional, ao se 

ligar em todo o ferro livre, criando um ambiente com deficiência deste elemento, que 

participa de vários processos biológicos das bactérias72. Para as bactérias driblarem as 

atividades antimicrobianas conferidas pelas proteínas que modificam a parede celular é 

necessário que haja a expressão de genes com funções de proteção, manutenção e reparação 

da integridade da parede celular8.  

Na membrana vitelina também exisem mecanismo de defesa, tais como o fator 

antimicrobiano chamado β-defensinas aviárias (AvBDs) que promovem proteção da gema 

durante o desenvolvimento embrionário73. A gema precisa ser protegida, pois não apresenta 

mecanismos de defesa próprios e é rica em nutrientes que podem promover multiplicação 

rápida de microrganismos, culminando em possível infecção dos consumidores26,74.  

O controle da infecção em poedeiras representa um desafio pela variedade de 

sorovares adaptados e por vezes de difícil detecção nestas aves. Medidas que visam reduzir a 

infecção em poedeiras e contaminação dos ovos são desejáveis na cadeia avícola. Com base 

no exposto, o presente estudo visa detectar os genes plasmidiais de virulência spvC e prot6E, 

em diferentes sorovares de Salmonella provenientes de amostras avícolas e investigar a 

habilidade de isolados com estes genes apresentarem virulência em aves.   
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CAPÍTULO 2. DETECÇÃO DOS GENES PLASMIDIAIS spvC E prot6E EM 

Salmonella enterica PROVENIENTE DE AMOSTRAS DA CADEIA AVÍCOLA  

 

RESUMO 

A virulência de Salmonella envolve diversos fatores, dentre eles os genes plasmidiais, que 

podem conferir maior virulência e adaptação a novos hospedeiros. O presente trabalho foi 

desenvolvido com o intuito de detectar os genes plasmidiais spvC e prot6E, em amostras de 

Salmonella enterica sorovar Enteritidis, Gallinarum, Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund e 

Typhimurium provenientes de fontes avícolas. Isolados de Salmonella obtidas de amostras de 

órgãos de aves doentes, ovos e de meio ambiente da cadeia avícola goiana foram submetidas a 

PCR em tempo real para investigar a presença dos genes plasmidiais spvC e prot6E. Dos 47 

isolados, 15 (31,9%) foram positivos para o gene spvC, sendo três Enteritidis, um 

Typhimurium e 11 Gallinarum; cinco (10,6%) para o gene prot6E, sendo três Enteritidis, um 

Typhimurium e um Heidelberg. Conclui-se que Salmonella Enteritidis, Typhimurium e 

Gallinarum isolados dos órgãos de aves e de ovos contêm os genes spvC. O gene prot6E foi 

detectado em Salmonella Enteritidis, Heidelberg e Typhimurium oriundos de fígados e ovos. 

Sorovares de Salmonella Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund e Typhimurium oriundas de 

amostras ambientais não apresentam os genes plasmidiais spvC e prot6E. 

 

Palavras chaves: avicultura, PCR em tempo real, plasmídeos, virulência.  

 

DETECTION OF PLASMIDAL GENES spvC AND prot6E OF Salmonella enterica FROM 

POULTRY CHAIN SAMPLES 

ABSTRACT 

Salmonella virulence involves several factors, including plasmid genes, which may confer 

increase of virulence and adaptation to new hosts. The present work was developed to detect 

the plasmid genes spvC and prot6E in samples of Salmonella enterica serovar Enteritidis, 

Gallinarum, Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund and Typhimurium from poultry sources. 

Salmonella isolates obtained from organs of sick birds, eggs and the environment of the 

poultry chain were submitted to real-time PCR to investigate the presence of the plasmid 

genes spvC and prot6E. Of the 47 isolates, 15 (31.9%) were positive for the spvC gene, three 

Enteritidis, one Typhimurium and 11 Gallinarum; five (10.6%) for the prot6E gene, three 

Enteritidis, one Typhimurium and one Heidelberg. It is concluded that Salmonella Enteritidis, 

Typhimurium and Gallinarum isolated from the organs of birds and eggs contain the spvC 

genes. The prot6E gene was detected in Salmonella Enteritidis, Heidelberg and Typhimurium 

from livers and eggs. Salmonella Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund and Typhimurium 

serovars from environmental samples do not have the plasmid genes spvC and prot6E. 

 

Keyworlds: PCR in real time, plasmids, poultry, virulence. 
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1. INTRODUÇÃO 

Salmonella enterica é considerada pela Organização Mundial de Saúde (WHO), 

uma das causas mais frequentes de doenças diarreicas em humanos no mundo, atingindo 

aproximadamente uma a cada 10 pessoas, ocasionados principalmente devido ao consumo de 

alimentos contaminados1. Este patógeno se destaca, tanto por seu impacto na saúde pública, 

quanto pelos prejuízos econômicos gerados à produção avícola.  

Na cadeia avícola brasileira, estudos apontam para a presença de diversos 

sorovares de Salmonella enterica, que apesar de apresentarem alto grau de similaridade 

genética, estão associados às manifestações clínicas distintas, como doença entérica ou 

sistêmica, além de determinar diferentes graus de morbidade e mortalidade, dependendo das 

características patogênicas e especificidade aos hospedeiros2. 

Com relação aos hospedeiros, Salmonella enterica pode ser classificada pela 

especificidade ao homem, como Salmonella Typhi. Especificidade à espécie animal como 

Salmonella Pullorum e Gallinarum, sendo estes específicos das aves. E ainda, os sorovares 

que não apresentam especificidade, adaptando-se tanto aos homens quanto a outras espécies 

animais, apresentando assim, potencial zoonótico, como Salmonella Enteritidis e 

Typhimurium3,4.  

A especificidade dos sorovares aos hospedeiros e as características patogênicas 

ainda não estão completamente compreendidas, mas sabe-se que a virulência envolve 

múltiplos fatores, sendo muitas vezes específicos para cada sorovar2. Dentre esses fatores, 

destacam-se os plasmídeos, os elementos genéticos móveis, que estão ligados ao aumento da 

diversidade genética, devido à aquisição ou perda de genes, que podem ser trocados 

horizontalmente entre populações bacterianas5, e ao aumento da virulência6.  

Salmonella possui um importante fator de virulência codificado por plasmídeos, 

chamado de Salmonella plasmid virulence (spv), detendo genes considerados essenciais para 

o ciclo de vida intracelular7 e que estão relacionadas à capacidade de auxiliar no crescimento, 

sobrevivência e multiplicação da bactéria6. Especificamente, o gene spvC está envolvido na 

regulação da liberação de citocinas e no crescimento da bactéria nas células infectadas8,9. 

Dessa forma, o plasmídeo spv está associado a características gerais de virulência, sendo 

presente em diversos sorovares da espécie enterica, como Enteritidis, Gallinarum e 

Typhimurium7. 

Por outro lado, alguns genes plasmidiais são exclusivos de determinados 

sorovares e apresentam funções de virulência mais específicas. Como, o gene plasmidial 

prot6E, até então relatado apenas em Salmonella Enteritidis, e que possui funções específicas 
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relacionadas aos órgãos reprodutores das aves, como colonização do oviduto e interação com 

os componentes do albúmen do ovo, sendo um dos genes que relaciona a frequente detecção 

de Salmonella Enteritidis à contaminação de ovos10,11.  

Devido às características de especificidade ou generalidade dos genes plasmidiais, 

a análise do perfil de plasmídeos tem sido útil para a identificação de genes, compreensão das 

suas funções, verificação da sua permanência frente a fatores adversos12 e caracterização de 

muitos sorovares de Salmonella13.  

Diante do exposto, o presente trabalho foi desenvolvido com o intuito de detectar 

os genes plasmidiais spvC e prot6E, em amostras de Salmonella enterica sorovar Enteritidis, 

Gallinarum, Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund e Typhimurium provenientes de fontes 

avícolas. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Local e período  

O experimento foi realizado nos Laboratórios de Bacteriologia e de Diagnóstico 

Molecular do Departamento de Medicina Veterinária da Escola de Veterinária e Zootecnia 

(EVZ) da Universidade Federal de Goiás (UFG), do ano 2016 e primeiro semestre de 2017. 

Com aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais da UFG, protocolo registro -45/2016 

CEUA/UFG.  

 

2.2. Amostragem 

Foram analisados 47 isolados de Salmonella, sendo quatro do sorovar Enteritidis, 

13 do sorovar Gallinarum, cinco sorovar Heidelberg, 10 sorovar Infantis, 11 sorovar 

Schwarzengrund e quatro do sorovar Typhimurium, previamente tipificados pela Fiocruz – 

Rio de Janeiro. 

Os isolados pertencem a coleção de cultura do Laboratório de Bacteriologia do 

departamento de Medicina Veterinária Preventiva, da Escola de Veterinária e Zootecnia da 

Universidade Federal de Goiás, estavam estocados em ágar nutriente, em geladeira e foram 

gentilmente cedidos pela Profª Drª Maria Auxiliadora Andrade.  

Cada um dos isolados era oriundo de amostras pertencentes à cadeia avícola 

goiana, obtidos entre os anos de 2014 a 2017, originados de órgãos de aves, ovos e ambiente. 

Não foram utilizados, em hipótese alguma, isolados pertencentes a uma mesma propriedade, 

ave ou caso clínico. Como discriminado no Quadro 1.  
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QUADRO 1- Isolados de Salmonella enterica utilizados no presente estudo 

Salmonella 

sorovar 

Amostras 

Aves Nº Ano Ovos Nº Ano Ambiente Nº Ano 

Enteritidis 
Fígado 1 2016 - -  - -  

Fígado 3 2014       

Gallinarum 

Coração 1 2016       

Coração 1 2015 
Ovo de 

mesa 
1 2016 - -  

Fígado 1 2017 - -  - -  

Fígado 4 2016       

Fígado 1 2015       

Baço 1 2017       

Baço 1 2016 - -  - -  

Ovário 2 2016 - -  - -  

Heidelberg 

- -  
Ovo 

líquido 
1 2016 

Suabe de 

fábrica 
1 2014 

- -  
Ovo de 

pata 
2 2015 

Farinha de 

vísceras 
1 2015 

Infantis 

Fígado 2 2016 - -  
Farinha de 

vísceras 
2 2016 

Fígado 1 2015    
Farinha de 

vísceras 
1 2014 

   - -  
Farinha de 

carne 
2 2016 

      
Farinha de 

carne 
2 2015 

Schwarzengrund 

- -  
Ovo de 

pata 
4 2015 

Suabe de 

fábrica 
1 2016 

- -  - -  
Suabe de 

arrasto 
1 2016 

- -  - -  
Farinha de 

carne 
4 2016 

- -  - -  Ração 1 2016 

Typhimurium Excreta 1 2015 
Ovo de 

pata 
2 2015 Calcário 1 2014 

(-) representa ausência de amostra.  

 

2.3. Extração do DNA 

Previamente ao processo de extração do DNA, os isolados estocados em ágar 

nutriente foram submetidos a um novo enriquecimento bacteriano sendo transferidos para 

2mL de caldo Selenito-Cistina e incubados a 37oC por 24h.  
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O DNA plasmidial foi extraído utilizando o kit comercial de extração de 

plasmídeo, mini kit QIAGEN Plasmid (cat. Nos. 12123 e 12125), seguindo o protocolo 

descrito pelo fabricante.  

2.4. Detecção dos genes por PCR em tempo real 

Os ensaios de PCR em tempo real para detecção dos genes plasmidiais, spvC e 

prot6E, foram realizados de acordo com Bugarel et al. (2011)14 em Salmonella enterica 

sorovar Enteritidis, Gallinarum, Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund e Typhimurium. 

Os eluatos obtidos das amostras extraídas foram utilizados para realização do 

PCR em tempo real empregando o sistema TaqMan® o volume adotado foi de 20μL 

utilizando 4,6μL de água mili-Q, 10μL de Máster Mix (1x), 2μL de mix de IPC (10x), 0,4μL 

de IPC DNA (50x) e 1μL de oligonucleotideos iniciadores (concentração 30mM) e sonda 

(concentração de 10mM) acrescentando 2μL de amostras de DNA. Como controle interno da 

reação em um dos poços da placa de 96 poços foi utilizado o IPC DNA com reagente 

bloqueador de IPC (negative controlblocked IPC, Life®) e outro com IPC DNA sem 

bloqueador. As amostras foram submetidas ao ensaio de presença e ausência em 

termocicladorStepOne Plus (AppliedBiosystems) nas condições: pré PCR a 60oC por 30 

segundos seguida de 95oC por 10 minutos, 40 ciclos a 95oC por 15 segundos (fase de 

desnaturação) e 60oC por 1 minuto e 60oC por 30 segundos para extensão. Todas as reações 

foram feitas em duplicata. Para detecção dos genes pela PCR em tempo real empregou-se o 

sistema TaqMan®, utilizando-se os oligonucleotídeos iniciadores para os genes: Quadro 2. 

  

QUADRO 2- Oligonucleotídeos iniciadores para os genes spvC e prot6E 

Gene spvC 

Fw: 5’-AATGAACTACGAAGTGGGCG -3’ 

Rv: 5’-TCAAACGATAAAACGGTTCCTC -3’  

Sonda: FAM-ATGGTGGCGAAATGCAGAGACAGGC - BHQ  

Referência: Bugarel et al., (2011)14 

Geneprot6E 

Fw: 5’- ATATCGTCGTTGCTGCTTCC -3’ 

Rv: 5’- CATTGTTCCACCGTCACTTTG -3’  

Sonda: FAM-AGGCGCTCATCGGTCCTGCTGT-BHQ  

Referência: Marlony et al., (2007)15 

 

2.5. Análises estatísticas  

Foi realizada estatística descritiva por meio da frequência dos dados. 
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3. RESULTADOS 

Os resultados da PCR em tempo real das amostras de Salmonella Enteritidis, 

Gallinarum, Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund e Typhimurium de isolados de aves, ovos e 

ambiente estão discriminados na Tabela 1. Dos 47 isolados, 15 (31,9%) foram positivos para 

o gene spvC e cinco (10,6%) para o gene prot6E.  

 
TABELA 1- Detecção dos genes spvC e prot6E em isolados de sorovares de Salmonella identificados 

de órgãos e ovos de aves e no ambiente 

(-) representa amostra negativa. 

 

4. DISCUSSÃO 

 

4.1 Detecção do gene spvC 

O gene spvC, essencial para a sobrevivência intracelular7 e apontado como um 

dos principais genes de virulência de Salmonella6 foi detectado em órgãos de aves nos 

sorovares Enteritidis e Gallinarum e em ovos no sorovar Typhimurium. Este gene tem sido 

frequentemente relacionado aos sorovares de maior frequência, como Salmonella Enteritidis e 

Salmonella 

Sorovar 
Origem Amostra 

Número de 

isolados 

utilizados 

Positivos para gene 

spvC prot6E 

Enteritidis Ave Fígado 4 3 3 

Gallinarum 
Ave 

Fígado 7 6 - 

Coração 2 1 - 

Baço 1 1 - 

Ovário 2 1 - 

Ovos Ovo de mesa 1 1 - 

Heidelberg 

Ovos 
Ovo líquido 1 - 1 

Ovos de pata 2 - - 

Ambiental 
Farinha de vísceras 1 - - 

Suabe fábrica 1 - - 

Infantis 

Aves Fígado 3 - - 

Ambiental 
Farinha de vísceras 3 - - 

Farinha de carne 4 - - 

Schwarzengrund 

Ovos Ovos de pata 4 - - 

Ambiental 

Suabe fábrica 1 - - 

Suabe de arrasto 1 - - 

Farinha de carne 4 - - 

Ração 1 - - 

Typhimurium 

Aves Excretas 1 - - 

Ovos Ovos de pata 2 1 1 

Ambiental Calcário 1 - - 

Total 47 15 5 
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Typhimurium e também aos sorovares que são espécie-específicos como Gallinarum16. 

Enquanto os sorovares identificados com menor frequência, como Salmonella Infantis, 

geralmente são livres de genes plasmidiais17.  

A ausência deste gene no sorovar Infantis foi observada neste estudo e pode ser 

respaldada por Diarra et al. (2014)18 e Abd-Elghanyet al. (2015)19, que também não 

detectaram o referido gene nesse sorovar, detectando apenas em Salmonella Enteritidis e 

Typhimurium, dentre os 17 e sete sorovares pesquisados, respectivamente. Por outro lado, 

Karacan e Akan (2019)20 encontraram 20 amostras positivas para o gene spvC dos 224 

(8,92%) isolados de Salmonella Infantis pesquisados. Esta diferença pode ser atribuída a 

maior quantidade de isolados pesquisados e também as características regionais dos sorovares 

que podem variar. 

O gene spvC tem sido relacionado como responsável por infecção sistêmica em 

estudos experimentais21. Este fato pode ser sugestivo neste estudo, pois o gene foi detectado 

em amostras de órgãos de aves doentes, especialmente oriundas de amostra de fígados que, de 

acordo com Vohra et al. (2018)22, é um importante indicativo de infecção sistêmica, estando o 

plasmídeo spv fortemente associado a cepas que causam bacteremia23. 

A detecção do gene spvC, em três dos quatro isolados pesquisados de Salmonella 

Enteritidis, se apoia nos resultados de Soto et al. (2006)24, Amini et al. (2010)25 e Mkrtchyan 

et al. (2016)26 que detectaram este gene na maioria dos isolados obtidos de órgãos e excretas 

de aves, inclusive de fígado. Bakshi et al. (2003)27 observaram que as cepas de Salmonella 

Enteritidis, oriundos de fígados de frangos, que possuíam o plasmídeo de virulência, ao serem 

inoculadas via oral em galinhas causaram aumento de mortalidade entre 40 a 100% e 

aparecimento de sinais característicos de salmonelose. Enquanto as cepas que não possuíam o 

plasmídeo eram avirulentas e não foram capazes de causar mortalidade.  

Em Salmonella Typhimurium e Enteriditis sabe-se que o plasmídeo de virulência, 

spvC, aumenta a taxa de crescimento dos microrganismos em locais além do intestino e ajuda 

na colonização de tecidos mais profundos19. Os plasmídeos envolvidos na virulência também 

estão relacionados à sobrevivência e ao crescimento da bactéria nas células hospedeiras, ao 

permitir que a bactéria persista nas células do sistema reticuloendotelial, como o baço e o 

fígado28. O que foi observado nesse estudo, para os sorovares Enteritidis e Gallinarum. 

Dos 13 isolados de Salmonella Gallinarum analisados para a presença do gene 

spvC, 11 continham o gene e foram obtidos de amostras de órgãos de aves doentes, o que 

confirma a habilidade de Salmonella Gallinarum, com o gene spvC, de causar doença 
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sistêmica. A alta positividade deste gene em Salmonella Gallinarum também foi relatada por 

Mir et al. (2010)29 e Pal et al. (2017)30.  

As duas amostras de Salmonella Gallinarum que não apresentaram o gene de 

virulência foram isolados em 2015, em comparação com as amostras positivas que foram 

isoladas em 2016 e 2017. Esse fato pode ser atribuído ao tempo prolongado de 

armazenamento que pode levar a perdas dos genes de virulência31.  

Para Salmonella Typhimurium, a detecção do gene em apenas uma amostra das 

quatro pesquisadas (25%), corresponde com o encontrado por Chaudhary et. al. (2015)21 e 

com Ammar et al. (2016)32, que não detectaram o gene em 24 e em sete isolados do sorovar 

pesquisadas, respectivamente. No entanto, Li et al. (2017)5 encontraram 55 dos 138 (39,9%) 

isolados de carne de frango crua positivos, sendo o gene spvC o mais detectado entre os genes 

plasmidiais pesquisados. O que pode estar associado ao fato do gene codificar um dos 

principais fatores para a virulência mediada por plasmídeos do sorovar Typhimuriumm33 e 

por isso ser frequentemente detectado no sorovar, sobretudo nos que estão relacionados a 

infecção em animais e/ou contaminação de produtos.  

Neste sorovar, a detecção do gene ocorreu em isolado oriundo de ovos de aves 

aparentemente sadias, o que implica na presença de aves portadoras assintomáticas ou 

contaminação dos ovos no momento da ovoposição pela passagem na cloaca. Sabe-se que este 

gene aumenta a possibilidade de sobrevivência do isolado fora do intestino, podendo 

sobreviver melhor em locais hostis, como o meio ambiente19.  

Cepas bacterianas com maior capacidade de causar infecção sistêmica ou mesmo 

de contaminar ovos podem ser originadas de reservatórios ambientais34. No entanto, neste 

estudo, todos os isolados de Salmonella enterica oriundos de amostras ambientais como as 

rações e suabes ambientais (Tabela 1) não apresentaram os genes de virulência pesquisados. 

Por conseguinte, provavelmente os isolados não precisaram possuir ou expressar fatores de 

virulência para garantir a sobrevivência e/ou adaptação ao meio em que se encontravam. Já 

que a presença ou ausência de genes plasmidiais pode estar relacionada à expressão da 

virulência durante o processo infeccioso, adaptação da bactéria ao hospedeiro e ao ambiente 

intra ou extracelular. E advém da seleção, troca ou deleção dos genes considerados funcionais 

ou necessários para as diferentes situações35. 

A possibilidade de troca e transferência de genes plasmidiais de virulência entre 

bactérias é considerada um potencial risco para a saúde, principalmente relacionado à 

possibilidade de adaptação a novos hospedeiros e aumento da patogenicidade5. O que torna a 

detecção de genes plasmidiais de virulência em sorovares diferentes dos relatados até o 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chaudhary%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27047008
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momento, um fator preocupante, como ocorreu para a detecção do gene prot6E, neste 

trabalho.  

 

4.2 Detecção do gene prot6E 

Este é o primeiro relato do gene prot6E em sorovares de Salmonella que não o 

Enteritidis, encontrado em literatura. O gene prot6E é considerado específico para o sorovar 

Enteritidis e relatado como importante para a patogenicidade do sorovar15,27,36. Dos quatro 

isolados de Salmonella Enteritidis pesquisados, um foi negativo para o gene prot6E, este 

resultado se aproxima do encontrado por González-Escalona et al. (2012)37 que detectaram 

uma das três cepas testadas (33,3%) como negativa para o gene.  

Não obstante, de modo geral tem sido relatada uma alta positividade para os 

isolados de Salmonella Enteritidis testadas para o gene prot6E15,36,38,39, como exemplificado 

por Hu et al. (2018)39, que obtiverem 97,4% de positividade para os 114 isolados de 

Salmonella Enteritidis testados. Ao mesmo tempo, nenhum sorovar diferente de Enteritidis, 

foi relatado como positivo para o gene, como exemplificado por Hu et al. (2018)39 que 

relataram 100% de negativos dos 34 isolados de outras bactérias que não Salmonella e 35 

isolados de Salmonella que não o sorovar Enteritidis, incluindo quase todos os sorovares 

utilizados na presente pesquisa, como a negatividade do sorovar Schwarzengrund relatado por 

Liu et al. (2016)40. 

A alta positividade e a especificidade fazem com que os autores utilizem o gene 

prot6E como específico para detecção de Salmonella Enteritdis41,42 e promove o 

desenvolvimento de testes para detecção rápida de Salmonella Enteritidis por PCR utilizando 

o gene prot6E como gene de detecção exclusiva do sorovar5. No entanto, prot6E está 

localizado em um plasmídeo, no qual são relatados casos que esse plasmídeo e/ou gene 

plasmidial estão ausentes em isolados de Enteritidis42, como observado nesta pesquisa. Ainda, 

a diversidade genética de isolados de diferentes áreas geográficas pode levar ao aparecimento 

de mutações nos genes plasmidiais, como relatado por Hu et al. (2019)42 para o gene prot6E, 

o que pode levar a casos de falsos negativos15,37. 

Ademais, a atribuição específica de genes plasmidiais, como o gene prot6E, com 

sorovares específicos, como o sorovar Enteritidis, não é recomendada. Pois, os genes 

transportados por um plasmídeo estão propensos a perdas ou modificações. Como observado 

para a presença do gene prot6E em um dos quatro isolados de Salmonella Typhimurium e um 

dos cinco isolados de Salmonella Heidelberg testados. Este resultado difere dos relatados por 

Marlony et al. (2007)15, Hadjinicolaou et al. (2009)36, Jamshidi et al. (2010)43, Chero et al. 
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(2017)41, Afshari et al. (2018)43 e Hu et al. (201839, 201942) que expuseram não haver 

detecção do gene prot6E em isolados de sorovares que não Enteritidis.  

Os isolados de Salmonella Heidelberg e Typhimurium positivos para o gene 

prot6E eram oriundos de ovos (Tabela 1). Os ovos podem ser fonte de infecção de Salmonella 

em humanos, sendo o sorovar Enteritidis o mais frequentemente encontrado em infecções 

alimentares por essa fonte44. Contudo, os sorovares Heidelberg e Typhimurium apresentam 

tropismo pelos tecidos do sistema reprodutor das aves e são cada vez mais associados a 

doenças alimentares causadas por ovos contaminados45. 

Portanto, a presença do gene prot6E pode ter levado a adaptação e sobrevivência 

desses isolados ao ambiente da sua fonte de origem, de ovos líquidos e ovos de patas, pois o 

gene apresenta função específica para tal nicho. Segundo Clavijó et al. (2006)11, o gene 

prot6E pode fornecer fímbrias superficiais únicas para Salmonella Enteritidis e alterar sua 

interação com os componentes do albúmen do ovo, sendo considerado um dos fatores de 

virulência, que contribuem para a frequência mais acentuada deste sorovar na contaminação 

dos ovos e infecção do sistema reprodutor das aves de postura, quando comparada com outros 

sorovares, como Salmonella Heidelberg e Typhimurium.  

No entanto, com o aumento da frequência destes sorovares em ovos e 

ovoprodutos em várias partes do mundo, pode-se sugerir que esteja havendo alterações nos 

fatores de virulência presentes nos sorovares Heidelberg e Typhimurium que culminem com 

melhor adaptação e capacidade de sobrevivência no sistema reprodutor das aves e nos ovos. 

Dentre esses fatores, os plasmídeos e genes plasmidiais são propensos a perdas e 

modificações e são mantidos dentro das populações bacterianas devido ao seu papel na 

mediação para melhor adaptação ao meio15, sendo uma hipótese a ser estudada. Além disso, 

estudos são necessários para compreensão mais profunda do gene prot6E, que ainda não tem 

suas características totalmente definidas (Hu et al., 2019)42.  

Assim como há a necessidade de mais estudos nos isolados de Salmonella 

Heidelberg e Typhimurium com o gene prot6E, pois o achado desse gene em novos sorovares 

pode indicar uma possível troca genética entre as bactérias para adaptação a nichos 

específicos. Ainda são indispensáveis mais esforços que busquem investigar as funções 

específicas desse gene, assim como sua real contribuição na capacidade de sorovares de 

Salmonella causarem doença alimentar em humanos e assim elaborar medidas que reduzam 

os riscos do patógeno chegar até o consumidor final.  
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5. CONCLUSÕES 

Salmonella Enteritidis, Typhimurium e Gallinarum isolados dos órgãos de aves e 

de ovos contem os genes spvC.  

O gene prot6E é detectado nos sorovares Salmonella Enteritidis, Heidelberg e 

Typhimurium oriundos de amostras de ovos, este é provavelmente o primeiro relato do gene 

em sorovares que não o sorovar Enteritidis. 

Sorovares de Salmonella Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund e Typhimurium 

oriundas de amostras ambientais não apresentam os genes plasmidiais spvC e prot6E.  
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CAPÍTULO 3. SALMONELOSE EXPERIMENTAL POR Salmonella GALLINARUM 

COM E SEM O GENE spvC EM EMBRIÕES E NEONATOS DE POSTURA 

COMERCIAL 

 

RESUMO 

Salmonella Gallinarum causa tifo aviário, importante doença para indústria avícola. O 

presente estudo visa investigar se a presença do gene spvC, no sorovar Gallinarum, é capaz de 

determinar mortalidade embrionária, afetar a qualidade do neonato e do pinto, os parâmetros 

de produção e causar doença sistêmica em aves jovens. Foram incubados 336 ovos férteis de 

aves poedeiras Hy Line W 36, distribuídos em quatro vias de inoculação, alantóide com um 

(T1-3) e com 14 dias de incubação (T4-6); via câmara de ar com 19 dias de incubação (T7-9)  

e via oral em neonatos (T10-12). Cada via de inoculação continha três tipos de inóculo, 

solução salina para tratamento controle (T1, 4, 7 e 9), Salmonella Gallinarum sem o gene 

spvC (T2, 5, 8, 11) e Gallinarum com o gene spvC (T3, 6, 9 e 12), totalizando 12 tratamentos. 

Foram analisadas as variáveis de mortalidade embrionária, relação peso neonato/peso ovo, 

qualidade do neonato, pesquisa de Salmonella e biometria dos órgãos. Foi observada alta 

mortalidade dos grupos inoculados com Salmonella Gallinarum via alantóide com um e 14 

dias de incubação. Não foi observada mortalidade embrionária, alterações na relação peso 

neonato/peso ovo e alterações na qualidade do neonato para as aves inoculadas via câmara de 

ar. Salmonella foi recuperada de todos os órgãos das aves inoculadas por esta via. Para o 

grupo inoculado via oral, o patógeno sem o gene foi recuperado no ceco e o com o gene foi 

recuperado de baço e ceco. A inoculação de Salmonella levou a alteração na biometria do 

coração e intestino. Conclui-se que Salmonella Gallinarum foi capaz de causar mortalidade 

embrionária, causar disseminação e alterar ganho de peso. Para as aves inoculadas pela via 

oral, a presença do gene spvC determinou infecção entérica e sistêmica, enquanto o isolado 

sem o gene apenas infecção entérica.  

 

Palavras-chaves: Avicultura, genes de virulência, poedeira, tifo aviário. 

 

EXPERIMENTAL SALMONELLOSIS BY Salmonella GALLINARUM WITH AND 

WITHOUT THE spvC GENE IN EMBRYOS AND NEONATES OF LAYING GENETIC 

LINE 

 

ABSTRACT 

Salmonella Gallinarum causes fowl typhoid, a disease that causes economic damage to the 

poultry industry. The present experiment was developed to investigate whether the presence 

of the spvC gene in the Gallinarum serovar is able to determine embryonic mortality, affect 

the quality of the neonate and the chick, the production parameters and cause systemic disease 

in young birds. A total of 336 fertile eggs of Hy Line W 36 laying hens were distributed in 

four inoculation routes, allantoic inoculation with one (T1-3) and 14 days incubation (T4-6), 

inoculation in the air chamber with 19-day incubation (T7-9) and oral inculation in neonates 

(T10-12). Each inoculation route contained three types of inoculum, saline solution for 

control treatment (T1, 4, 7 and 9), Salmonella Gallinarum without the spvC gene (T2, 5, 8, 

11) and Salmonella Gallinarum with the spvC gene (T3, 6, 9 and 12), totaling 12 treatments. 

The variables of embryonic mortality, neonatal weight / egg weight ratio, neonatal quality, 

Salmonella Gallinarum research and organ biometry were analyzed. High mortality of the 

groups inoculated with Salmonella Gallinarum in alantoid was observed with one and 14 days 

of incubation. No embryonic mortality, changes in neonatal weight / egg weight and changes 

in neonatal quality were observed for birds inoculated through a 19-day air chamber. 

Salmonella was recovered from all organs of the birds inoculated in the air chamber. For the 
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group inoculated orally, the pathogen without the gene was recovered in the cecum and with 

the gene was recovered from spleen and cecum. Salmonella inoculation led to changes in the 

biometry of the heart and intestine. It is concluded that Salmonella Gallinarum was able to 

cause embryonic mortality, cause dissemination and alter weight gain. For birds inoculated by 

the oral route, the presence of the spvC gene determined enteric and systemic infection, 

whereas the isolate without the gene determined just enteric infection. 

 

Keyworlds: Fowl typhoid, laying, poultry, virulence genes.  
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1. INTRODUÇÃO 

Salmonella Gallinarum é um sorovar específico das aves, causadora do tifo 

aviário, doença sistêmica e grave, que pode ser observado em aves jovens e adultas, com alta 

mortalidade dependendo da cepa infectante1.  

O tifo aviário tem distribuição global, sendo endêmica em muitas partes do 

mundo2 e resulta em diversas perdas econômicas, principalmente em países em 

desenvolvimento3, ocasionando nos últimos anos, a retomada no interesse em Salmonella 

Gallinarum4. No Brasil, a partir de 1994,  com a implantação do Plano Nacional de Saúde 

Avícola (PNSA), a avicultura brasileira apresentou diversos avanços com relação à saúde dos 

plantéis, sendo as salmonelas tíficas (Salmonella Gallinarum e Pullorum) praticamente 

erradicadas. Por outro lado, nos últimos anos têm se observado uma re-emergência de 

infecções tifóides na avicultura de corte e de postura em vários estados brasileiros5.  

A re-emergência e a propagação do tifo aviário em nível nacional sugerem o 

envolvimento da transmissão vertical e da incubação de ovos infectados com Salmonella 

Gallinarum, os quais podem originar progênie contaminada, tornando-se dessa maneira,  

potenciais fontes de disseminação5. As principais fontes de infeção por Salmonella em aves 

de produção, consistem na aquisição de progênies infectadas de matrizes portadoras, infecção 

cruzada no incubatório e contaminação ambiental nos galpões de criação6. 

A patogenicidade de Salmonella está associada a diversos fatores de virulência, 

com destaque para o plasmídeo de virulência chamado Salmonella plasmid virulence (spv), 

que contem cinco genes de virulência (spvRABCD) envolvidos na sobrevivência em 

macrófagos e na disseminação sistêmica do patógeno7,8. Especificamente, o gene spvC está 

relacionado à regulação da liberação de citocinas e com o crescimento bacteriano nas células 

infectadas, sendo de ocorrência frequente no sorovar Gallinarum9,10. 

Os patógenos espécie-específicos, Salmonella Gallinarum, geralmente estão 

relacionados com a forma mais grave da doença e apresentam equilíbrio entre a aquisição e a 

perda de genes que pode alterar a virulência dos sorovares11. Além disso, a aquisição de genes 

plasmidiais de virulência pode levar a adaptação a novos hospedeiros12.  

No entanto, esses mecanismos genéticos ainda não estão totalmente esclarecidos, 

sendo necessário maior entendimento do processo de adaptação do hospedeiro, da evolução 

do patógeno e da interação de Salmonella Gallinarum com as aves, propiciando a partir de 

uma mais ampla compreensão a cerca do tema, a elaboração de novas abordagens de controle 

e erradicação da doença na avicultura4,13. 
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Com base no exposto, com o presente estudo objetivou-se investigar se a presença 

do gene spvC, no sorovar Gallinarum, é capaz de determinar mortalidade embrionária, afetar a 

qualidade do neonato e pinto, os parâmetros de produção e causar doença sistêmica em aves 

jovens. 

  

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Local 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Bacteriologia e no Núcleo 

Experimental de Doença de Aves do Setor de Medicina Veterinária Preventiva, do 

Departamento de Medicina Veterinária, da Escola de Veterinária e Zootecnia da Universidade 

Federal de Goiás (EVZ/UFG), aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da UFG, 

com número de protocolo registro CEUA/UFG 045/2016. 

 

2.2 Caracterização do isolado 

Foram utilizados dois isolados de Salmonella Gallinarum, um contendo o gene 

spvC e o outro não, provenientes de órgãos de aves poedeiras que apresentaram doença 

clínica, estocados em ágar nutriente em refrigeração durante os anos de 2015 e 2016, 

respectivamente. Tais isolados compõem o acervo do Laboratório de Bacteriologia do Setor 

de Medicina Veterinária Preventiva da EVZ/UFG, foram tipificados pelo laboratório 

FIOCRUZ – RJ e gentilmente cedidos pela Profª Drª Maria Auxiliadora Andrade.  

A detecção da presença ou ausência do gene spvC por PCR em tempo real nos 

isolados de Salmonella Gallinarum ocorreu previamente a pesquisa em parceria com o 

laboratório de diagnóstico molecular do Departamento de Medicina Veterinária da EVZ/UFG.  

 

2.3 Protocolo de inoculação 

Para preparação do inóculo os dois isolados foram repicados em ágar verde 

brilhante, separadamente, para purificação e incubados em temperatura de 37ºC por 24 horas.  

As unidades formadoras de colônia (UFC) foram então suspensas em solução 

salina tamponada a 0,85% e a concentração ajustada com auxílio da escala Mac Farland15 e 

confirmada por plaqueamento das diluições seriadas em ágar verde brilhante, com as placas 

incubadas em temperatura de 37ºC por 24 horas e contagem das UFC da Salmonella 

Gallinarum, em que foi obtida a diluição de 1 x 102 para inoculação em ovos embrionados, 

via alantóide e câmara de ar, e em neonatos via oral.  
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Para inoculação dos ovos dos tratamentos 1 a 9, estes foram submetidos à 

ovoscopia para marcação da região do alantóide ou câmara de ar, foi realizada assepsia da 

região marcada e a perfuração ocorreu com agulhas esterilizadas e em capela de fluxo 

laminar. 

Para os tratamentos 10 a 12, a inoculação foi realizada com o auxilio de uma 

seringa e o inóculo foi depositado diretamente no inglúvio dos neonatos, individualmente. 

 

2.4 Delineamento experimental  

Foram incubados 378 ovos férteis de aves poedeiras Hy Line W 36 obtidos de um 

incubatório comercial. Antes da incubação, os ovos foram classificados para atender as 

características necessárias para incubação, de acordo os critérios sugeridos por Patrício 

(2013)15 de ovos livres de anomalias como deformidades, trincados, quebrados ou sujos. E foi 

realizada a ovoscopia para retirada de ovos claros ou inférteis. 

Os ovos foram distribuídos, inteiramente ao acaso, em doze tratamentos com 28 

ovos por tratamento, totalizando 336 ovos que foram incubados até a eclosão, ou durante 22 

dias (504 horas). 

Nos tratamentos 1, 2 e 3, os ovos embrionados foram inoculados via alantóide no 

primeiro dia de incubação. No tratamento 1 (controle da inoculação via alantóide com um 

dia), os ovos foram inoculados com 0,1mL de solução salina esterilizada tamponada. No 

tratamento 2 os ovos embrionados foram inoculados com 0,1mL de solução contendo 102 

UFC de Salmonella Gallinarum sem o gene spvC. No tratamento 3 os ovos embrionados 

foram inoculados com 0,1mL de solução contendo 102 UFC de Salmonella Gallinarum com o 

gene spvC.  

Nos tratamentos 4, 5 e 6, os ovos embrionados foram inoculados via alantóide 

com 14 dias de incubação, seguindo o mesmo esquema descrito para os ovos dos tratamentos 

1, 2 e 3, sendo o tratamento 4 o controle sem inoculação de Salmonella, o tratamento 5 

inoculado com Salmonella Gallinarum sem o gene spvC e o tratamento 6 inoculado com 

Salmonella Gallinarum com o gene spvC.  

Nos tratamentos 7, 8 e 9, os ovos embrionados foram inoculados via câmara de ar 

com 19 dias de incubação. No tratamento 7 (controle da inoculação via câmara de ar), os ovos 

embrionados foram inoculados com 0,1mL de  solução salina esterilizada tamponada. No 

tratamento 8 (inoculado com Salmonella Gallinarum sem o gene via câmara de ar) os ovos 

embrionados foram inoculados com 0,1mL de solução contendo 102 UFC de Salmonella 

Gallinarum sem o gene spvC. No tratamento 9 (inoculado com Salmonella Gallinarum com o 
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gene via câmara de ar) os ovos embrionados foram inoculados com 0,1mL de solução 

contendo 102 UFC de Salmonella Gallinarum com o gene spvC.  

Nos tratamentos 10, 11 e 12 a inoculação do patógeno ocorreu após a eclosão dos 

pintos com um dia de vida (neonatos), sendo 19 aves por tratamento. No tratamento 10 

(controle da inoculação via oral), os neonatos foram inoculados com 0,1mL de solução salina 

esterilizada tamponada. No tratamento 11 (inoculado com Salmonella Gallinarum sem o 

gene) os neonatos foram inoculados via oral com 0,1mL de solução contendo 102 UFC de 

Salmonella Gallinarum sem o gene spvC. No tratamento 12 (inoculado com Salmonella 

Gallinarum com o gene por via oral) os neonatos foram inoculados com 0,1mL de solução 

contendo 102 UFC de Salmonella Gallinarum com o gene spvC. 

 

2.5 Variáveis estudadas  

2.5.1 Eclodibilidade dos ovos férteis 

Aos 22 dias, após 504 horas de incubação, os ovos que não eclodiram foram 

quebrados e avaliados para determinar a fase de desenvolvimento embrionário em que 

ocorreu a morte.  

A eclodibilidade dos ovos férteis foi calculada pelo número de ovos eclodidos 

divididos pelo número de ovos férteis e o resultado multiplicado por 100: E=(NE/NF)x100.  

A mortalidade embrionária foi dada pela equação: mortalidade embrionária = 100 

– ([NE/NF] x 100), sendo E= eclodibilidade, NE= número de ovos eclodidos e NF= número 

de ovos férteis incubados. 

 

2.5.2 Relação entre o peso do neonato e o peso do ovo  

Os ovos dos tratamentos inoculados durante a incubação na câmara de ar (T7, 8 e 

9) foram pesados antes da incubação, marcados para identificação e colocados em sacos de 

telas, com espaço suficiente para eclosão. Após a eclosão, o neonato foi pesado e foi 

calculada a relação entre seu peso e o peso do ovo.  

 

2.5.3 Qualidade do neonato 

A avaliação individual da qualidade de cada neonato dos tratamentos inoculados 

durante a incubação na câmara de ar (T7, 8 e 9) foi realizada com a atribuição das notas para 

cada variável, seguindo os escores de característica desejável, mediana e indesejável como 

descrito no Quadro 1.  
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Esses escores foram aplicados a cada neonato antes da transferência da incubadora 

para as gaiolas de criação. Os dados foram então condensados para formar uma média para 

cada tratamento.  

 

QUADRO 1: Quadro explicativo das variáveis e suas definições, características e escores de avaliação 

de parâmetros de qualidade de neonatos, de acordo com Tona et al. (2003)16. 

Variável Definição Características Escore 

Atividade 

Verificada quando se coloca o pintainho 

de costas. Um rápido retorno à posição em 

pé é definida como boa. Se permanecer 

deitado, é fraca. 

Bom  

Médio  

Fraco  

16 

8 

0 

Penugem 

A aparência deve ser limpa e seca. Se 

estiver úmida e suja, ou ambas é 

classificada como ruim. 

Limpa e seca  

Limpa e úmida  

Suja e úmida  

12 

6 

0 

Olhos 

Coloca-se o pintainho em pé e observam-

se seus olhos, o brilho e a extensão que 

ocupa a pálpebra. 

Abertos e brilhantes  

Abertos e sem brilho  

Fechados  

10 

5 

0 

Umbigo 

Examina-se a área do umbigo e ao redor 

dele, verificando-se o seu fechamento e 

sua cor. Se a cor for diferente da cor da 

pele, registra-se como de má qualidade. 

Fechado e limpo  

Fechamento incompleto, 

cor normal  

Aberto e cor anormal  

12 

6 

 

0 

Membrana 

remanescente 

Na área do umbigo avalia-se o tamanho 

de uma possível membrana remanescente. 

Sem membrana  

Pequena  

Grande  

12 

6 

0 

Abdômen 

Examina-se o abdômen do pintainho 

visualmente. Se estiver grande é 

classificado como ruim. 

Normal  

Médio  

Distendido  

12 

6 

0 

Pernas 

O pintainho é colocado em pé para 

determinar se permanece firme nessa 

posição. É examinada a conformação dos 

dedos e da articulação do joelho. 

Pernas/dedos e 

articulações normais  

Uma afetada  

Duas afetadas  

10 

 

5 

0 

Canelas 
Observam-se o brilho e a cor da canela. A 

normal deve ser avermelhada e brilhante. 

Brilhante, avermelhada  

Brilhante e pálida  

Opaca e pálida  

16 

8 

0 

 

2.5.4 Avaliação clínica e anatomopatológica 

As aves dos grupos que eclodiram foram avaliadas diariamente até os 28 dias de 

vida, quando ocorreu a necropsia. Os principais sinais clínicos foram anotados em uma ficha 

própria, assim como a mortalidade. Foi realizada necropsia em duas aves dos tratamentos 

controles (T7 e T10) e em cinco aves dos tratamentos contaminados por Salmonella 

Gallinarum sem e com gene spvC (T8, T9, T11 e T12).  
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As 24 aves foram pesadas e eutanasiadas por meio do uso de gás CO2 seguido de 

deslocamento cervical, as lesões macroscópicas anotadas, os órgãos retirados, pesados e 

processados para pesquisa de Salmonella.  

 

2.5.5 Biometria dos órgãos das aves necropsiadas  

Durante a necropsia, as aves e os órgãos foram pesados para obtenção do peso 

relativo, que é o peso do órgão dividido pelo peso da ave e multiplicado por 100. O baço, 

fígado, coração e intestino foram pesados assepticamente e individualmente em balança de 

precisão (0,00g), antes de serem devidamente separados para análises bacteriológicas.  

 

2.5.6 Pesquisa de Salmonella Gallinarum nos órgãos  

As amostras foram processadas de acordo com a metodologia descrita por 

Georgia Poultry Laboratory (1997)17, com modificações.  

Foi realizada a pesquisa do patógeno no baço, coração, fígado com vesícula biliar, 

e conteúdo do ceco com tonsila cecal, que foram processados, individualmente. Cada órgão 

foi macerado em placas de Petri esterilizadas e colocado aproximadamente um grama da 

amostra em tubos de rosca contendo água peptonada 1% na proporção de 1:10. 

As amostras em água peptonada foram incubadas a 37ºC por 24h, depois 

transferidos 1,0 mL dessa solução para 9,0 mL de caldo selenito cistina (CS) e 0,1 mL para 

10,0 mL de caldo Rappaport Vassiliadis e incubadas a 37ºC por 24h. Em seguida, com auxílio 

de uma alça de níquel-cromo, alíquotas foram plaqueadas em dupilcata por esgotamento em 

estrias nos ágares verde brilhante e Hektoen e incubados a 37ºC por 24h.  

Foram então selecionadas de três a cinco UFC com características morfológicas 

de Salmonella e transferidas para tubos contendo tríplice açúcar ferro (TSI) e incubados a 

37ºC por 24h. Os tubos de TSI com crescimento sugestivo da bactéria foram submetidos a 

testes bioquímicos para comprovação, sendo estes: teste de urease, produção de indol, 

vermelho metila, motilidade, descarboxilase de lisina, malonato e citrato de Simmons. 

 

2.6 Análises estatísticas  

As frequências foram comparadas pelo Teste Exato de Fischer. Para as variáveis 

numéricas, as paramétricas foram comparadas pelo Teste de Scott-Knott e as não paramétricas 

o Teste de Kruskall-Wallis. Foi adotado nível de 0,05 de significância em todos os testes e foi 

utilizado o auxílio do software R (Core Development Core Team, 2018). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Foi observada mortalidade de 100% dos embriões inoculados na cavidade 

alantóide no primeiro dia de incubação, com os isolados de Salmonella Gallinarum contendo 

ou não o gene spvC (T2 e T3). Também foi constatada alta mortalidade para os embriões 

inoculadas na cavidade alantóide com 14 dias de incubação, com mortalidade de 96,4% 

(27/28) dos embriões inoculados com Salmonella Gallinarum sem o gene (T5) e 100% 

(28/28) com o gene spvC (T6).  

O mesmo foi relatado por Celis-Estupiñan et al., (2017)5 que obtiveram 

mortalidade embrionária de 100% após inoculação de Salmonella Gallinarum em saco 

vitelínico dos ovos de pintainhas de postura no primeiro dia de incubação, no intuito de 

simular a transmissão vertical pela contaminação dos folículos ovarianos. Por outro lado, 

Prosdócimo et al. (2011)18 relataram mortalidade de aproximadamente 29% em ovos 

embrionados inoculados via cavidade alantóide com 11 dias de incubação, mesmo assim 

pode-se considerar como uma mortalidade embrionária significativa, pois os autores 

utilizaram o inóculo contento a concentração de 101 UFC de Salmonella Gallinarum.  

A alta mortalidade embrionária de ovos férteis contaminados com Salmonella 

Gallinarum é relatada em literatura6. Geralmente, as inoculações experimentais são realizadas 

com alta concentração do patógeno, como Celis-Estupiñan et al., (2017)5 que utilizaram 6x108 

UFC. No entanto, no presente estudo foi utilizada a concentração de 102 UFC, o que demostra 

que Salmonella Gallinarum possui a capacidade de causar alta mortalidade embrionária até 

mesmo quando inoculada em baixas doses, posto que até mesmo uma unidade formadora de 

colônia é suficiente para causar infecção em embriões e neonatos18. 

Devido à alta mortalidade embrionária dos tratamentos inoculados na cavidade 

alantóide com um e 14 dias de incubação (T1 – T6) as variáveis de mortalidade embrionária, 

relação peso pinto/ovo e qualidade do neonato não foram estudadas nestes grupos, sendo 

estudadas apenas nas aves dos tratamentos inoculados na câmara de ar com 19 dias (T7-T9) 

(Tabelas 1, 2 e 3). Enquanto, a pesquisa de Salmonella e biometria dos órgãos foram 

realizadas nas aves dos tratamentos inoculados na câmara de ar com 19 dias e nos neonatos 

dos tratamentos inoculados por via oral (T7-12) (Tabelas 4 e 5). 

A mortalidade embrionária dos tratamentos inoculados na câmara de ar com 19 

dias pode ser verificada na Tabela 1, a seguir. 
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TABELA 1. Mortalidade embrionária das aves dos tratamentos inoculados na câmara de ar com 19 

dias de incubação (T7, 8 e 9)  

Tratamentos Neonatos nascidos Eclodibilidade Mortalidade 

 n/N % % 

T7 (Controle) 18/28 64,3 35,7 

T8 (Inoculado sem gene spvC)  22/28 78,6 21,4 

T9 (Inoculado com gene spvC) 20/28 71,4 28,6 

Não houve diferença (p ≤ 0,05) entre os tratamentos pelo Teste exato de Fischer. 

 

Não houve diferença estatística entre os tratamentos controle e inoculados e entre 

os tratamentos inoculados com Salmonella Gallinarum sem e com o gene spvC. Portanto, a 

contaminação e a presença do gene não foram capazes de causar mortalidade nos embriões 

inoculados no ovo via câmara de ar com 19 dias.  

Pode-se observar que houve uma alta mortalidade embrionária, inclusive no grupo 

controle que não teve contato com o patógeno, sendo que a eclodibilidade média dos três 

tratamentos está abaixo do postulado de 75 a 90%19. No entanto, sabe-se que as condições de 

incubação industrial geralmente apresentam melhores resultados do que incubações 

experimentais21, além de proporcionarem maior controle dos fatores externos, como a idade 

das matrizes e tempo de armazenamento dos ovos férteis, que afetam negativamente a 

eclodibilidade22.  

Para os ovos inoculados com Salmonella Gallinarum na câmara de ar com 19 dias, 

a mortalidade de 21,4% (T8) e 28,6% (T9) difere do relatado por Celis-Estupiñan et al. 

(2017)5 que obtiveram 51,4% de mortalidade para a mesma via de inoculação e idade de 

inoculação mas com a concentração de 108 UFC. A mortalidade embrionária depende de 

diversos fatores, como a virulência do isolado, concentração do inóculo, via de inoculação e 

também a idade de incubação em que o embrião recebe o inóculo. Considerando que ambos 

os isolados utilizados, com e sem o gene spvC, eram oriundos de órgãos de aves doentes, o 

que infere na presença de características de virulência e que a concentração de 102 UFC foi 

comprovadamente capaz de causar mortalidade embrionária nos grupos inoculados com um e 

14 dias de incubação, a não diferença de mortalidade entre o grupo controle e grupos 

inoculados com Salmonella Gallinarum pode ser explicado pelo pouco tempo entre a 

inoculação e a eclosão das aves.  

A absorção pelo embrião das soluções injetadas na câmara de ar se inicia com a 

bicagem interna, que ocorre aproximadamente no 20º dia de incubação22, com a inoculação 

com 19 dias e a eclosão com 21 é provável que os embriões tenham absorvido o patógeno, 

mas não tenha havido tempo hábil para causar mortalidade embrionária e influenciar na 



41 
 

qualidade dos neonatos, como demostrados nas Tabelas 2 e 3. Contudo, o patógeno foi capaz 

de causar mortalidade ainda na primeira semana de vida e infectar os pintainhos (Tabela 4).  

 

TABELA 2. Relação entre os pesos dos neonatos e pesos dos ovos dos tratamentos inoculados na 

câmara de ar  

Tratamentos Peso do Neonato (g) Peso do Ovo (g) Relação (%) 

T7 (Controle) 38,4 61,4  62,63  

T8 (Inoculado sem gene spvC)  40,2  61,2  65,75  

T9 (Inoculado com gene spvC) 38,8  60,8  63,78  

Não houve diferença (p ≤ 0,05) entre os tratamentos pelo Teste de Kruskal-Wallis. 
 

Não houve diferenças estatisticamente significativas entre o grupo controle e 

contaminado e/ou entre a presença do gene, o que sugere que os isolados com ou sem o gene 

não foram capazes de causar alterações nos embriões no final da incubação, assim como não 

determinaram alterações na mortalidade (Tabela 1). Provavelmente, este resultado também 

tenha ocorrido pelo motivo descrito anteriormente, de não haver tempo hábil entre a 

inoculação e a contaminação dos embriões antes da eclosão.  

Pode-se observar que a relação média entre peso do pinto/peso do ovo dos três 

tratamentos é de aproximadamente 64%, este valor está abaixo do esperado para a espécie, 

que tem como meta 67% do rendimento19. Essa variação também pode ser atribuída a 

diferença entre a incubação experimental e a incubação industrial. No entanto, essa diferença 

não foi significativa, pois os neonatos também não apresentaram grandes alterações nos 

parâmetros de qualidade, como registrado na Tabela 3.  

 

TABELA 3. Qualidade dos neonatos dos tratamentos inoculados na câmara de ar com 19 dias de 

incubação 

Tratamento Atividade Penugem Olhos Umbigo Membrana Abdômen Pernas Canelas 

T7 (Controle) 11,6  8,5  10,0  9,8  8,7  10,9  8,6  12,3  

T8 (Inoculado 

sem gene spvC)  
8,0  7,6  10,0  8,7  8,5  10,4  7,5 11,3  

T9 (Inoculado 

com gene spvC) 10,8  9,0  9,8 9,3  8,1 5 11,1  9,5  9,2  

Não houve diferença (p ≤ 0,05) entre os tratamentos pelo Teste de Kruskal-Wallis. 
 

Não houve diferença entre os grupos controle e contaminados ou entre os grupos 

contaminados com Salmonella Gallinarum com e sem o gene spvC, o que indica que a 

presença da bactéria, com ou sem o gene, não foi capaz de causar diferença nos parâmetros de 

qualidade dos neonatos que eclodiram. Porém mesmo que não tenha havido diferença 

estatística entre os tratamentos, pode-se observar que os parâmetros das aves inoculados com 
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o patógeno foram, de modo geral, menores do que das aves não inoculadas (Tabela 3). Este 

resultado era esperado, devido à alta patogenicidade atribuída ao sorovar Gallinarum e sua 

capacidade de causar alterações na qualidade dos neonatos4.   

Além disso, para o tratamento inoculado com o gene spvC (T9) era esperado um 

exacerbamento das possíveis alterações encontradas nos neonatos, devido a sua função 

associado ao crescimento bacteriano intracelular e disseminação9,19, o que poderia facilitar a 

infecção sistêmica e levar a diminuição da qualidade do neonato. Contudo, o resultado 

observado está em contraste com o relatado pela literatura, que a presença do patógeno no 

incubatório leva ao nascimento de aves fracas, com baixo peso e moribundas que morrem 

logo após a eclosão6 e do resultado observado por Celis-Estupiñan et al. (2017)5 que relataram 

apatia, prostração, penas eriçadas e sinais de tifo aviário nas aves eclodidas após a inoculação 

do patógeno na câmara de ar. 

Embora as aves que eclodiram tenham apresentado parâmetros de qualidade 

relativamente bons, o que confirma que a bactéria não foi capaz de infectar os embriões antes 

da eclosão. Após a eclosão foi possível verificar mortalidade nas aves inoculadas na câmara 

de ar com o patógeno contendo o gene spvC (T9), em que dos 20 neonatos apenas dois 

chegaram a idade de necropsia com 28 dias, tendo uma mortalidade de 90%, o que pode ser 

respaldado por Addwebi et al. (2014)23 que relata aumento da mortalidade entre 40 a 100%.  

Além disso, pode se verificar a presença do patógeno nos órgãos das aves dos 

tratamentos inoculados, indicando que houve infecção das aves (Tabela 4). 

 

TABELA 4. Pesquisa de Salmonella Gallinarum no coração, baço, fígado e ceco das aves com 28 dias 

de vida, distribuídos entre os tratamentos inoculados na câmara de ar e via oral  

Tratamento Coração Baço Fígado Ceco 

Inoculado em embriões na câmara de ar com 19 dias de incubação 

T7 (Controle) 

N % N % N % N % 

- - - - - - - - 

T8 (Inoculado sem gene spvC)  3/5 60 4/5 80 3/5 60 4/5 80 

T9 (Inoculado com gene spvC) 1/2 50 ½ 50 1/2 50 1/2 50 

Inoculado em neonatos via oral com um dia de vida 

T10 (Controle) -  - - - - - - 

T11 (Inoculado sem gene spvC)  -  - - - - 5/5 100 

T12 (Inoculado com gene spvC) -  2/5 40 - - 2/5 40 

P 0,0802 0,1067 0,3135 0,0567 

Não houve diferença (p ≤ 0,05) entre os tratamentos pelo Teste Exato de Fischer. (-) representa resultados 

negativos para a presença da bactéria (0%). 
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Salmonella Gallinarum foi capaz de infectar todos os órgãos pesquisados, 

coração, baço, fígado e ceco, das aves dos tratamentos inoculados via câmara de ar com 19 

dias, independente da presença ou não do gene (Tabela 4). Estes resultados concordaram com 

Prosdócimo et al. (2011)18, que também encontraram a bactéria em fígado, coração, baço e 

ceco de pintainhos inoculadas durante a incubação em níveis acima de 50% e com Celis-

Estupiñan et al. (2017)5 que relataram que 100% dos órgãos pesquisados foram positivos com 

10 dias pós-eclosão. A presença da bactéria nos órgãos, independente da presença do gene, 

apoia o observado por Castilla et al. (2006)24 que relataram que a presença do gene spvC 

provavelmente não influenciou a colonização do ceco ou a invasão do fígado e do baço. Além 

disso, pode-se observar na Tabela 4 que as porcentagens dos órgãos contaminados das aves do 

tratamento inoculado sem o gene (T8) são mais altas do que os órgãos das aves inoculadas 

com o gene (T9), no entanto, as aves do tratamento inoculado com o gene na câmara de ar 

(T9) apresentaram alta mortalidade na primeira semana resultando em apenas duas aves para a 

realização da necropsia, número menor do que as cinco aves do tratamento inoculado sem o 

gene (T8).  

Esta alta mortalidade durante os primeiros dias pós-eclosão também foi relatada 

por Celis-Estupiñan et al. (2017)5 que observaram mortalidade de 11 das 17 (64,7%) aves 

inoculadas na câmara de ar. Este aumento da mortalidade pode ser relacionado a virulência 

dos isolados utilizados, pois os autores utilizaram um isolado oriundo de surto de tifo aviário 

que provavelmente apresentava fatores de virulência. Similarmente ao isolado utilizado neste 

estudo de Salmonella Gallinarum que continha o gene spvC, gene conhecido como um dos 

principais genes de virulência de Salmonella25.  

A presença do gene pode ter contribuído para o aumento da mortalidade, pois esta 

condição não foi observada nas aves inoculadas sem o gene (T8) pela mesma via, que 

apresentaram 0% de mortalidade. Este fato pode estar atribuído a presença do gene spvC, pois 

sabe-se que este gene bloqueia a função pró-inflamatória da resposta imune, suprimindo o 

sistema imune26,27 ainda imaturo por serem aves recém-eclodidas28, além de auxiliar na 

disseminação sistêmica da bactéria7,29,30.  

A disseminação sistêmica também pode ser observada na inoculação via oral em 

neonatos, as aves do tratamento inoculado com o gene (T12) apresentaram baços e cecos 

positivos, demostrando uma possível infecção sistêmica, enquanto as aves inoculadas sem o 

gene (T11) apresentaram apenas os cecos positivos, demostrando que houve apenas infecção 

entérica. Este fato pode ser explicado pela função do gene spvC de aumentar a sobrevivência 
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do patógeno fora do intestino, contribuído para o efeito sistêmico do patógeno no organismo 

do hospedeiro31,32.  

Diferentemente das aves inoculadas durante a incubação com Salmonella 

Gallinarum contendo o gene (T9), as aves inoculadas por via oral não apresentaram 

mortalidade, independente da ausência ou presença do gene spvC. Resultado semelhante 

também foi observado por Berchieri et al. (2001)33, que obtiveram baixa mortalidade para as 

aves inoculadas com 102 UFC, com início apenas após nove dias de inoculação. Os autores 

relataram ainda que o aumento da mortalidade e redução do tempo pós-inoculação está 

associada com o aumento da dose inoculada, o mesmo foi relatado por Freitas-Neto et al. 

(2007)34, que observaram mortalidade entre 7 a 40% e Hajam et al. (2018)2 com mortalidade 

de 75% em aves inoculadas por via oral com um dia de vida com inóculos de 108 e 106 UFC, 

respectivamente, demostrando que a concentração do inóculo pode afetar a mortalidade. 

A presença da bactéria nos órgãos também pode levar a alteração na biometria dos 

órgãos infectados, como demonstrado na Tabela 5. 

 

TABELA 5. Relação entre o peso em gramas da ave e dos órgãos coração, baço, fígado e intestino das 

aves necropsiadas com 28 dias, distribuídos entre os tratamentos inoculados na câmara de 

ar e via oral  

Tratamentos Coração Baço Fígado Intestino 

Inoculado em embriões na câmara de ar com 19 dias de incubação 

T7 (Controle) 0,74b 0,14 2,72 7,81b 

T8 (Inoculado sem gene spvC) 1,31a 0,34 5,26 9,02a 

T9 (Inoculado com gene spvC) 0,81b 0,25 3,43 9,90a 

Inoculado em neonatos via oral com um dia de vida 

T10 (Controle) 0,78b 0,15 2,92 8,98a 

T11 (Inoculado sem gene spvC) 0,87b 0,15 3,01 7,53b 

T12 (Inoculado com gene spvC) 0,92b 0,18 3,10 6,43b 

CV 27,26 62,01 36,89 19,46 

P 0,0368 0,4830 0,2255 0,0168 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença (p ≤0,05) entre os tratamentos pelo Teste de Scott-
Knott para todas as variáveis. 

 

A inoculação na câmara de ar da bactéria sem o gene spvC (T8) provocou 

diminuição do ganho de peso das aves, sendo estatisticamente diferente do grupo controle 

(T7), observa-se na Tabela 4 que a maioria das aves desse grupo apresentava infecção nos 

órgãos, indicando que a salmonelose contribuiu para redução no ganho de peso. Além disso, 

essas aves apresentaram o peso do coração e intestino significativamente maior do que as aves 
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controles, e embora não haja diferença estatística, é possível observar que os pesos de baço e 

fígado também foram maiores. Este aumento do peso dos órgãos pode indicar presença de 

processo inflamatório e também foi relatado por Celis-Estupiñan et al. (2017)5 que 

observaram aumento do coração, fígado e baço nas aves inoculadas na câmara de ar com 

Salmonella Gallinarum.  

A diferença estatística entre as aves inoculadas com Salmonella Gallinarum com o 

gene spvC na câmara de ar (T9) e as aves controles (T7) apenas para o peso do intestino se 

deve provavelmente pela alta mortalidade observada para este grupo inoculado, em que das 

duas aves necropsiadas, apenas uma foi positiva para o patógeno (Tabela 4), indicando que a 

outra ave do grupo não estava infectada e assim não apresentaria alterações na biometria dos 

órgãos, justificando o porquê o grupo inoculado sem o gene (T8) tenha apresentado mais 

diferenças com o controle (T7).  

Para as aves do tratamento inoculadas por via oral foi observado menor ganho de 

peso das aves inoculadas com a Salmonella Gallinarum com o gene (T12) em relação às aves 

do controle (T10) e as aves inoculadas sem o gene (T11), indicando que provavelmente a 

presença do gene spvC foi capaz de levar a alterações, mesmo que não tão aparentes, que 

levassem a redução no consumo ou aproveitamento da ração. O que pode estar relacionado as 

funções do gene spvC de causar infecção sistêmica e ser apontado como um dos principais 

codificadores de fatores de virulência mediados por plasmídeos35,36 e importante para 

patogenicidade de Salmonella Gallinarum37. Até mesmo porque, os pesos dos intestinos das 

aves desse tratamento, juntamente com os pesos dos intestinos das aves do tratamento 

inoculado sem gene (T11), foram significativamente menores do que o das aves do tratamento 

controle, o que indica possível problema no desenvolvimento do sistema digestivo 

relacionado a presença do patógeno.  

Não foi observada hepatoesplenomegalia, achado considerado comum em aves 

infectadas com Salmonella Gallinarum13.  O que é compreensível para as aves não inoculadas 

com o gene, posto que estas não apresentaram infecções nos baços ou fígados, diferentemente 

das aves inoculadas com o gene, que apresentaram 40% dos baços positivos para a bactéria, 

contudo mesmo que não tenha havido diferença estatística significativa, pode-se notar que o 

baço dessas aves apresentaram valores relativos maiores do que o das aves controles e 

inoculadas sem o gene.  

Não foram observadas diferenças na biometria para os outros órgãos pesquisados, 

indicando que tanto a presença da bactéria quanto a presença do gene spvC não foram 

suficientes para causar alterações nos órgãos das as aves inoculadas via oral. Este fato era 
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esperado considerando que não houve contaminação dos órgãos, como observado na Tabela 

4, o que pode ser atribuída à baixa concentração de bactéria no inóculo, pois estas são 

dependentes da dose infectante38. Por outro lado, os mecanismos de interação do patógeno 

com o hospedeiro e a presença de genes de virulência são complexos, como enfatizado por 

Batista et al. (2018)13, sendo necessárias mais investigações para aumentar o conhecimento da 

Tifo aviária, principalmente relacionados à incubação comercial, a transmissão e 

disseminação do patógeno5 e diagnósticos com menos limitações como o tempo para o 

resultado e a presença reduzida em órgãos ou amostras do meio ambiente39.  

Portanto, é importante ressaltar que, embora não se tenha encontrado grandes 

diferenças entre os isolados de Salmonella Gallinarum sem e com o gene spvC durante a 

infecção experimental de embriões e neonatos de Gallus gallus domesticus, não se pode 

descartar completamente a importância do gene e/ou dos estudos relacionados a presença de 

genes específicos, sua importância na alteração da virulência dos sorovares e adaptação a 

novos hospedeiros.  

 

4. CONCLUSÃO  

Salmonella Gallinarum é capaz de causar mortalidade embrionária em embriões 

inoculados com um e 14 dias na cavidade alantóide, mesmo com baixa concentração do 

patógeno no inóculo.  

Em aves inoculadas na câmara de ar com 19 dias de incubação, a presença do 

gene spvC em Salmonella Gallinarum não é capaz de afetar a mortalidade embrionária, os 

parâmetros de incubação como a qualidade dos pintos ao nascimento e a biometria dos órgãos 

até os sete dias de vida.  

A presença do gene spvC determina infecção entérica e sistêmica, enquanto o 

isolado sem o gene restringe-se ao ceco nas aves inoculadas por via oral com um dia de vida.  
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CAPÍTULO 4. INOCULAÇÃO EXPERIMENTAL DE Salmonella HEIDELBERG 

COM GENE prot6E EM POEDEIRAS COMERCIAIS  

 

RESUMO 

O gene prot6E está associado a adaptação de Salmonella Enteritidis  ao sistema reprodutor 

das poedeiras e contaminação dos ovos. Com a detecção deste gene em Salmonella 

Heidelberg foi desenvolvido este estudo para investigar a habilidade de Salmonella 

Heidelberg com o gene prot6E de causar infecções em poedeiras comerciais e contaminação 

dos ovos. Foi realizada inoculação experimental em 72 poedeiras, as quais foram distribuídas 

em quatro tratamentos com 18 aves cada. Um tratamento controle (T1) em que não houve 

inoculação e T2, T3 e T4 que receberam 2,1 X 107 UFC de Salmonella Heidelberg pelas vias 

oral (T2), intravaginal (T3) e intravenosa (T4). As aves passaram por avaliação clínica diária 

e foi realizada a pesquisa de Salmonella Heidelberg com 12, 24, 48 horas, sete e 15 dias após 

a inoculação nas excretas e nas cascas, albúmens e gemas dos ovos. Foi observado que nas 

excretas houve o isolamento do patógeno apenas com 12 horas após a inoculação em 33% 

(3/9) das aves inoculadas via oral e 66% (6/9) das aves inoculadas via intravaginal. Nos ovos, 

o patógeno foi isolado com 24 e 48 horas, sete e 15 dias. Os ovos das aves inoculadas via 

intravaginal tiveram a maior contaminação, com 13,3%, seguido dos ovos via oral com 4,4% 

e via intravenosa com 2,2%. Conclui-se que Salmonella Heidelberg com gene prot6E não foi 

suficiente para causar salmonelose clínica em aves poedeiras, mas determinou contaminação 

dos ovos e do trato gastrointestinal de galinhas independente da via de inoculação, oral, 

intravaginal e intravenosa. 

 

Palavras chaves: Genes de virulência, ovos, poedeira, salmonelose, sistema reprodutor.  

 

EXPERIMENTAL INOCULATION OF Salmonella HEIDELBERG WITH prot6E GENE IN 

LAYING HENS 

ABSTRACT 

 

The prot6E gene is associated with the adaptation of Salmonella Enteritidis to the laying 

reproductive system and egg contamination. With the detection of this gene in Salmonella 

Heidelberg, this study was developed to investigate Salmonella Heidelberg's ability with the 

prot6E gene to cause infections in commercial layers and egg contamination. Experimental 

inoculation was performed in 72 layers, which were distributed in four treatments with 18 

birds each. A control treatment (T1) in which there was no inoculation and T2, T3 and T4 that 

received 2.1 X 107 CFU of Salmonella Heidelberg by oral (T2), intravaginal (T3) and 

intravenous (T4) routes. The birds underwent daily clinical evaluation and Salmonella 

Heidelberg was screened at 12, 24, 48 hours, 7 and 15 days after inoculation in excreta and 

eggshell, albumen and egg yolks. It was observed that in excreta there was isolation of the 

pathogen only 12 hours after inoculation in 33% (3/9) of birds inoculated orally and 66% 

(6/9) of birds inoculated intravaginally. In eggs, the pathogen was isolated at 24 and 48 hours, 

seven and 15 days. Eggs from birds inoculated intravaginally had the highest contamination, 

with 13.3%, followed by eggs orally with 4.4% and intravenously with 2.2%. It was 

concluded that Salmonella Heidelberg with prot6E gene was not sufficient to cause clinical 

salmonellosis in laying birds, but determined contamination of eggs and gastrointestinal tract 

of chickens regardless of oral, intravaginal and intravenous route of inoculation. 

 

Keyworlds: eggs, laying hens, reproductive system, salmonellosis, virulence genes.   
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1. INTRODUÇÃO  

 

Salmonella se constitui em um dos agentes bacterianos mais incriminados em 

surtos de infecção alimentar em humanos no mundo, com alto número de hospitalizações e 

mortes1. No Brasil, foram relatados 12.503 surtos de doenças veiculadas por alimentos 

(DVAs) no período de 2000 a 2017 e Salmonella foi responsável por mais de 30% destes. Os 

ovos e produtos a base de ovos foram responsabilizados por 7,36%2, sendo identificados 

como uma das principais fontes alimentares de salmonelose humana3. 

Salmonella Enteritidis tem sido o patógeno mais identificado em ovos4, no 

entanto, outros sorovares são capazes de colonizar os tecidos reprodutivos das galinhas e 

contaminar os ovos durante seu desenvolvimento no sistema reprodutor5. Dentre estes, 

destaca-se o sorovar Heidelberg, que possui capacidade de colonizar ovário e oviduto das 

aves e tem sido relacionado com contaminação de ovos e surtos de doenças de origem 

alimentar, com os agravos de ser um sorovar capaz de causar doença invasiva em humanos6, 7 

e apresentar resistência a agentes antimicrobianos8.  

A capacidade de Salmonella de colonizar e persistir no trato reprodutivo de 

galinhas e de resistir aos mecanismos de defesa dos ovos está atribuída a múltiplos fatores de 

virulência9, 10, sendo os genes de virulência os mais estudados11 e modificações nestes genes 

podem alterar a expressão das propriedades bacterianas inclusive relacionadas à capacidade 

de causar infecção e contaminação dos ovos12, 13. 

Além disso, isolados de Salmonella que apresentem diferentes genes podem surgir 

em diversos reservatórios e ambientes14, como ocorreu em relação ao gene prot6E, que foi 

detectado em Salmonella Heidelberg e Typhimurium (vide capítulo 2), sendo até então de 

detecção exclusiva no sorovar Enteritidis15.  

O gene prot6E apresenta função associada à colonização dos órgãos do sistema 

reprodutor das aves e consequente contaminação de ovos. E tem sido apontado como um dos 

fatores de virulência relacionado com a maior capacidade do sorovar Enteritidis de colonizar 

os órgãos reprodutivos das aves e contaminar os ovos, em comparação com outros 

sorovares16, 17. A detecção desse gene em isolado de Salmonella Heidelberg aponta a 

necessidade de estudos experimentais em poedeiras comerciais.  

Por essa razão, o presente trabalho foi desenvolvido para investigar a habilidade 

do isolado de Salmonella Heidelberg com o gene prot6E, de causar doença clínica, 

contaminar os ovos e permanecer no trato gastrointestinal de poedeiras comerciais inoculadas 

pelas vias oral, intravaginal e intravenosa.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1 Local 

O experimento foi conduzido nos Laboratórios de Bacteriologia e de Biologia 

Molecular e no Núcleo Experimental de Doença de Aves do Setor de Medicina Veterinária 

Preventiva, do Departamento de Medicina Veterinária, Escola de Medicina Veterinária e 

Zootecnia da Universidade Federal de Goiás (EVZ/UFG), aprovado pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais da UFG com número de protocolo registro CEUA/UFG 045/2016. 

 

2.2 Caracterização do isolado de Salmonella 

Foi utilizado isolado de Salmonella Heidelberg proveniente de ovos líquidos 

congelados, tipificado pelo laboratório FIOCRUZ – RJ e estocado em ágar nutriente em 

refrigeração desde 2016, o qual compõe o acervo do Laboratório de Bacteriologia do Setor de 

Medicina Veterinária Preventiva da EVZ/UFG.  

Previamente, foi pesquisada a presença de genes plasmidiais de virulência, por 

meio da PCR em tempo real, e foi constatado a presença do gene do gene prot6E e ausência 

do gene spvC em isolado de Salmonella Heidelberg continha o gene prot6E. As aves foram 

inoculadas aproximadamente dois meses após a detecção dos genes.  

 

2.3 Delineamento experimental  

Foram alojadas 72 aves poedeiras HyLine W 36, livres de Salmonella¸com idade 

de 20 semanas, em fase de pré-postura, cedidas pelo Setor de Avicultura da EVZ/UFG. As 72 

aves foram distribuídas aleatoriamente em quatro tratamentos, com 18 aves por tratamento e 

nove repetições e duas aves por repetição.  

As aves do tratamento controle (T1) constituíram o grupo não submetido à 

inoculação.  

As aves inoculadas via oral (T2) receberam diretamente no inglúvio 1 mL de 

solução salina tamponada contendo 2,1 X 107 UFC de Salmonella Heidelberg. 

As aves inoculadas via intravaginal (T3) receberam a mesma concentração do 

inóculo via oviduto, por meio da introdução de uma cânula fina de silicone. Foi preconizada a 

introdução de 10 cm da cânula para deposição do inóculo na região do istmo. 

As aves inoculadas via intravenosa (T4) receberam a mesma concentração do 

inóculo, com auxílio de agulha hipodérmica de medida 25 x 0,8mm e seringa, na veia ulnar.  
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2.4 Preparação do inóculo 

Isolados da Salmonella Heidelberg foram repicados em ágar verde brilhante para 

avaliar a pureza e incubados em temperatura de 37ºC por 24 horas. As unidades formadoras 

de colônia (UFC) foram então suspensas em solução salina tamponada a 0,85% e 

armazenadas a 4ºC. A concentração do inóculo foi ajustada com auxílio da escala Mac 

Farland, de acordo com Fernández et al. (2001)18 e confirmada por plaqueamento em 

diluições seriadas em ágar verde brilhante, com as placas incubadas em temperatura de 37ºC 

por 24 horas e contagem das UFCs.  

 

2.5 Manejo das aves 

As aves dos grupos controle e inoculados foram mantidas por 55 dias em baterias 

de aço galvanizado com três andares e três gaiolas cada bateria, com bandejas para 

recolhimento de excretas, comedouro e bebedouro, do tipo linear, feitos de chapas 

galvanizadas. As gaiolas tinham a dimensão de 100 cm x 45 cm x 40 cm e os bebedouros e 

comedouros tinham 49 cm. As aves dos quatro tratamentos eram alimentadas com ração e 

água fresca.  

As aves não infectadas (tratamento controle) e infectadas com o patógeno 

(tratamentos inoculados) foram criadas em alojamentos separados, em baterias diferentes, 

porém com condições ambientais semelhantes, o qual era controlado duas vezes ao dia para 

assegurar conforto térmico. Os baldes com ração, as caixas de ovos, o material de limpeza e 

os equipamentos de proteção pessoal (EPIs) eram de uso exclusivo para cada tratamento.  

As aves foram submetidas a programa de luz sugerido para a linhagem e idade de 

acordo com o Guia de Manejo da Hy-line, o tempo de luz era mantido por timers com a 

mesma programação para os quatro tratamentos.  

 

2.6 Pesquisa de Salmonella Heidelberg  

As amostras foram processadas de acordo com a metodologia descrita por 

Georgia Poultry Laboratory (1997)19, com modificações. Foram realizadas pesquisas do 

patógeno nas excretas e nos ovos com 12, 24, 48 horas, sete e 15 dias após a inoculação e 

também em cada primeiro ovo produzidos pela repetição, independente do tempo de 

inoculação. Cada tratamento continha nove repetições, nas quais foram pesquisados os ovos 

postos nos cinco intervalos de tempo após a inoculação (12, 24 e 48 horas, sete e 15 dias), 

totalizando 45 ovos analisadas para cada tratamento.  
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As excretas foram coletadas em papel esterilizado, 25g de cada repetição, 

colocadas em stomacher contendo 225 mL de água peptonada 1%. Para os ovos, a pesquisa 

foi realizada na casca, albúmen e gema individualmente. Inicialmente o albúmen foi retirado 

por meio de seringa, a gema então foi vertida em placa de Petri esterilizada e a casca foi 

macerada em outra placa esterilizada. Cada ovo então constituiu três amostras, que foram 

colocadas em tubos de ensaio contendo água peptonada 1% na proporção de 1:10. 

As amostras de excretas e ovos em água peptonada foram incubadas a 37ºC por 

24h, depois foram transferidas 1,0 mL dessa solução para 9,0 mL de caldo selenito cistina 

(CS) e 0,1 mL para 10,0 mL de caldo Rappaport Vassiliadis e incubadas a 37ºC por 24h. Em 

seguida, com auxílio de uma alça de níquel-cromo, alíquotas foram plaqueadas por 

esgotamento em estrias, em duplicata para os ágar seletivos: Verde brilhante e Hektoen ou 

Salmonella-Shigella e incubados a 37ºC por 24h.  

Foram então selecionadas de três a cinco UFC com características morfológicas 

de Salmonella e transferidas para tubos contendo tríplice açúcar ferro (TSI) e incubados a 

37ºC por 24h. As culturas em que os tubos de TSI apresentaram crescimento sugestivo de 

Salmonella foram submetidas a produção de urease, indol, vermelho metila, motilidade, 

descarboxilase de lisina, malonato e citrato de Simmons. Isolados com bioquímica compatível 

de Salmonella foram confirmadas pelo teste sorológico com soro anti-O.  

 

2.7 Avaliação clínica  

As aves foram observadas diariamente, os sinais clínicos e a mortalidade foram 

anotados em ficha própria para cada grupo. 

 

2.8 Análises estatísticas 

Os dados foram avaliados utilizando o software R (Core Development Core Team, 

2018). As frequências foram comparadas pelo Teste Exato de Fischer para cada intervalo de 

tempo separadamente. Foi adotado nível de 0,05 de significância em todos os testes.  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Pesquisa de Salmonella Heidelberg nas excretas  

As excretas, independente do tratamento foram negativas para Salmonella 

Heidelberg com 24, 48 horas, sete e 15 dias. Nos grupos inoculados, o patógeno foi isolado de 

excretas apenas com 12 horas após inoculação, conforme Tabela 1.  
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TABELA 1 - Salmonella Heidelberg recuperada das excretas com 12 horas após a inoculação por 

diferentes vias de infecção 

Tratamentos 
Positivas 

n/N % 

T1 (Controle sem inoculação) - 0a 

T2 (Inoculado via oral) 3/9 33,3,b 

T3 (Inoculado via intravaginal) 6/9 66,6b 

T4 (Inoculado via intravenosa) - 0a 

p <0,001 
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença (P<0,05) entre os tratamentos pelo Teste Exato de Fisher. 

(-) representa amostra negativa.  

 

A colonização intestinal de Salmonella, principalmente do ceco, pode resultar na 

excreção do patógeno nas fezes. No entanto, normalmente, em organismos saudáveis com a 

microbiota intestinal estabelecida a bactéria rapidamente é eliminada do intestino por 

competição com a microbiota benéfica20  

A presença do patógeno nas excretas, apenas com 12 horas após a inoculação, 

difere dos resultados obtidos em experimentos realizados com inoculação de Salmonella 

Heidelberg via oral em poedeiras por Gast et al. (2007)21 e Gast et al. (2017a)5, que 

encontraram excretas positivas com cinco5 e sete22 dias após inoculação. Ainda, de acordo 

com Gast et al. (2004)22, a duração média de eliminação fecal em poedeiras adultas, para o 

sorovar Heidelberg, é de três semanas, mesmo com inoculação oral de doses muito altas. 

Neste estudo, foi utilizada a dosagem de 107 UFC/mL, Gast et al. (2017a)5 e Gast 

et al. (2017b)23 utilizaram 108 UFC/mL e Gast et al. (2004)21 utilizaram 109. A excreção do 

patógeno pelas fezes pode variar com a dose infectante e a menor dose pode resultar em 

menor colonização e excreção. Contudo, mesmo que a persistência intestinal esteja associada 

com a dose do inóculo, a excreção de Salmonella ocorre de forma intermitente e varia de 

acordo com a categoria da amostra analisada e com a maturidade dos tecidos linfoides 

associados à mucosa intestinal (GALT) do indivíduo24, o que pode resultar em tempo de 

excreção diferenciando, ainda que se utilizem isolados do mesmo sorovar.   

Além disso, sabe-se que o mesmo isolado pode apresentar diferentes parâmetros 

de infecção após passarem por pressão seletiva20, indicando que o meio pode alterar a 

expressão dos fatores de virulência. O isolado utilizado no estudo era oriundo de ovos 

líquidos e apresentava ausência do gene plasmidial spvC, o que provavelmente reduziu a 

sobrevivência e replicação da bactéria nas células do hospedeiro. Isso porque, o gene spvC 

está envolvido, principalmente, no crescimento da bactéria nas células infectadas e auxílio na 

disseminação sistêmica25, 26. Portanto, a ausência do gene spvC no isolado de Salmonella 
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Heidelberg utilizado pode ter contribuído com a baixa persistência do patógeno no ceco das 

aves e na baixa recuperação do patógeno nas excretas.  

A recuperação de Salmonella inoculada por via oral e intravenosa, difere do 

observado por Gast et al. (2002)27, os quais obtiveram maior frequência de recuperação nas 

excretas das aves que foram inoculadas por estas mesmas vias com o sorovar Enteritidis. 

Segundo Gast et al. (2017a)5, a comparação entre isolados, mesmo que do mesmo sorovar, 

não permite a generalização das propriedades invasivas. Resultados diferentes entre os 

estudos também podem ser explicado pela presença de fatores de virulência expressos ou pela 

a maior capacidade invasiva do patógeno inoculado. Além disso, as aves podem apresentar 

uma microbiota menos competitiva com o patógeno, o que aumenta a concentração de 

bactérias e consequentemente uma maior eliminação fecal28.  

Verificou-se, neste estudo, que a bactéria não foi isolada das excretas quando as aves 

foram inoculadas por via intravenosa. Provavelmente, ela não conseguiu burlar o sistema 

imune presente na corrente sanguínea, fato que pode ser relacionado à ausência do gene spvC, 

que atua na regulação da liberação de citocinas, bloqueia a função pró-inflamatória e suprime 

o sistema imunológico do hospedeiro26,29,30,31. Nas aves, os heterófilos são as primeiras 

células a migrarem para o local da inflamação e além de realizarem fagocitose, também são 

responsáveis pela produção de citocinas durante a resposta a Salmonella enterica, o que faz 

com que a imunidade celular seja direcionada contra patógenos intracelulares32. 

A bactéria foi isolada das excretas quando inoculada pela via intravaginal, pois 

diferentemente da via intravenosa, a mesma conseguiu burlar o sistema de defesa presente no 

oviduto, fato que pode ser associado à presença do gene prot6E. No oviduto, especificamente 

no magno, é produzido o albúmen, que contém substâncias antimicrobianas que podem 

danificar o DNA e a parede celular das bactérias, o que dificulta ou até impede a 

sobrevivência e a disseminação de Salmonella no sistema reprodutor33. E o gene prot6E 

propicia maior interação da bactéria com os componentes da albumina e facilita a colonização 

dos tecidos do sistema reprodutivo16,34,35.  

A maior e mais longa detecção de Salmonella Heideberg nos ovos do que nas excretas 

sugere não haver relação entre a infecção intestinal e a contaminação de ovos, resultado que 

se respalda em Gast et al. (2005)20, os quais não observaram relação entre a duração média da 

excreção fecal de Salmonella Heidelberg com frequência de ovos contaminados. Assim, pode-

se concluir que não existe uma relação entre a persistência da eliminação fecal e a produção 

de ovos contaminados com Salmonella. 
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3.2 Pesquisa de Salmonella Heidelberg nos ovos  

Amostras dos ovos do tratamento controle mantiveram-se negativos durante todo 

o experimento, assim como todos os primeiros ovos postos após a inoculação, 

independentemente do tempo transcorrido e da via de inoculação do patógeno. 

Os ovos oriundos das aves inoculadas com o patógeno via oral (T2) foram 

positivos apenas após sete dias de inoculação, em duas das nove parcelas pesquisadas 

(22,2%). Para inoculação via intravaginal (T3), uma parcela das nove (11,1%) foi positiva 

com 24 e 48 horas e duas das nove (22,2%) foram positivas com sete e 15 dias após a 

inoculação. Para o tratamento que recebeu o inóculo via intravenosa, apenas os ovos de uma 

parcela foram positivos (11,1%), com 48 horas após a inoculação (Tabela 2). 

 

TABELA 2- Salmonella Heidelberg em ovos aos 12, 24 e 48 horas, sete e 15 dias após a inoculação 

experimental em poedeiras  

Não houve diferença (p<0,05) entre os tratamentos pelo Teste Exato de Fisher. (-) representa ausência da 

bactéria em nove das amostras testadas (0%). 
 

No grupo inoculado via oral, duas parcelas foram positivas aos sete dias após a 

inoculação, o que está em acordo com Gast et al. (2004)22, os quais relataram que a maior 

contaminação dos ovos ocorre entre sete e 10 dias após inoculação oral. A capacidade do 

sorovar Heidelberg de causar contaminação em ovos não está totalmente esclarecida, acredita-

se estar relacionada as características genotípicas dos isolados utilizados. 

Para os ovos oriundos das aves inoculadas via oral e via intravenosa, observou-se 

com o decorrer do experimento que as aves foram capazes de controlar a infecção e não 

produziram mais ovos contaminados. O que pode ser atribuído a fatores relacionados à 

imunidade e resistência do hospedeiro como a mudanças na composição da microbiota36 e 

também ao avanço da idade das aves37. 

  

 

 

Intervalos/Tratamentos 
12horas 24horas 48horas 7 dias 15 dias 

n/N % n/N % n/N % n/N % n/N % 

T1 (Controle sem inoculação) - - - - - - - - - - 

T2 (Inoculado via oral) - - - - - - 2/9 22 - - 

T3 (Inoculado via intravaginal) - - 1/9 11 1/9 11 2/9 22 2/9 22 

T4 (Inoculado via intravenosa) - - - - 1/9 11 - - - - 

p 1,00 1,00 1,00 0,29 0,59 
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TABELA 3. Salmonella Heidelberg na casca, albúmen, gema e ovo inteiro após a inoculação 

experimental em poedeiras 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença (P<0,05) entre os tratamentos pelo Teste Exato de Fisher. 

(-) representa ausência da bactéria em 45 das amostras testadas (0%). Ovo inteiro significa qualquer estrutura 

contaminada.  

 

Verifica-se na Tabela 3, que houve diferença estatística apenas entre as aves 

inoculadas via intravaginal (T4) com o tratamento controle (T1). Este resultado corrobora 

com Gast et al. (2002)27, que também não encontraram diferença significativa entre as vias de 

inoculação oral e intravenosa para contaminação de albúmen e gema. Segundo os autores, 

estes dados podem indicar que a inoculação via intravenosa pode ter aplicabilidade limitada 

quando se refere à contaminação das estruturas dos ovos.  

A inoculação direta no oviduto (T2 - via intravaginal) apresentou maior 

contaminação de albúmen e de casca dos ovos em relação aos tratamentos inoculados via oral 

e intravenosa. Sabe-se que o albúmen, que é formado no istmo e magno, possui elementos 

antimicrobianos que podem impedir o crescimento e sobrevivência da bactéria, tais como a 

lisozima e a ovotransferrina, que são as principais proteínas do albúmen com atividade 

antimicrobiana33. Para as bactérias driblarem as atividades antimicrobianas é necessário que 

haja a expressão de genes. Dentre estes destaca-se o prot6E, que apresenta a função 

relacionada à interação com a albumina, proteína mais abundante no albúmen do ovo38. 

A presença da bactéria na casca de ovos oriundos das aves inoculadas via oral 

(T2) e via intravaginal (T3) pode ser explicada pelo patógeno nas excretas. As cascas podem 

ter sido contaminadas durante a ovoposição, pelas excretas presentes na cloaca, ou ainda 

durante sua formação no útero, que pode ter sido infectado pela via ascendente, quando as 

fezes presentes na cloaca migram para o sistema reprodutor por meio da vagina. Ainda, as 

excretas contaminadas também podem ter levado a contaminação das cascas após a postura, 

pelo contato direto no meio ambiente39,40. Provavelmente, a ausência de cascas contaminadas 

nos ovos das aves inoculadas via intravenosa (T4) está relacionada com a ausência de excretas 

contaminadas deste tratamento (Tabela 1).  

A contaminação da gema foi menor do que a contaminação da casca e albúmen 

nas aves inoculadas via intravaginal (Tabela 3), o que está em desacordo com Gast et al. 

Intervalos/Tratamentos 
Casca Albúmen Gema Ovo inteiro 

N % N % N % N % 

T1 (Controle sem inoculação) - - - - - - 0/45 0a 

T2 (Inoculado via oral) 1/45 2,2 1/45 2,2 2/45 4,4 2/45 4,4ª,b 

T3 (Inoculado via intravaginal) 5/45 11,1 4/45 8,9 2/45 4,4 6/45 13,3b 

T4 (Inoculado via intavenosa) - - 1/45 2,2 1/45 2,2 1/45 2,2a,b 

p 0,06 0,16 0,76 0,03 
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(2002)27 e Hervé-Grépinet et al. (2010)41. Os autores afirmaram que a gema pode sofrer maior 

contaminação, por não apresentar um sistema de defesa próprio. No entanto, para a 

inoculação por essa via era necessária que ocorresse a migração, por via ascendente, do 

patógeno até o ovário e infundíbulo, locais em que ocorrem a formação e captação da gema, 

respectivamente, e que estão na região cranial do sistema reprodutor. Por isso, o patógeno foi 

mais encontrado no albúmen e na casca, pela proximidade da formação dessas estruturas 

(magno e útero) com a região da inoculação (istmo).  

Para os ovos oriundos das aves inoculadas via oral e intravenosa, a contaminação 

da gema possivelmente ocorreu em decorrência da infecção do ovário pela disseminação 

sistêmica da bactéria. Gast et al. (2007)21 observaram maior frequência na contaminação do 

ovário do que do oviduto de galinhas inoculadas com Salmonella Heidelberg pela via oral, no 

entanto não houve diferença estatística significativa entre os órgãos do sistema reprodutor e 

também sem diferença entre a produção de gemas e albúmen contaminados. Os autores 

verificaram apenas cinco e seis amostras positivas, respectivamente, das 323 pesquisadas, 

indicando uma baixa contaminação dos ovos.  

A baixa frequência de ovos positivos encontrada neste estudo também se sustenta 

em Humphrey et al. (1991)42 e Gast & Holt (2000)43, que verificaram que a inoculação 

experimental em galinhas poedeiras pela via oral, mesmo que com doses muito altas da 

bactéria, pode determinar uma baixa frequência de ovos contaminados. Também Gast et al. 

(2002)27 não observaram diferenças significativas no isolamento de Salmonella nos ovos entre 

as vias de inoculação oral, respiratória e intravenosa. Assim como observado por Myamoto et 

al. (1997)44 que utilizaram as vias de inoculação intravaginal e intravenosa e não observaram 

diferença na recuperação da bactéria nos ovos.  

Myamoto et al. (1997)44 relataram contaminação de 9,6% dos ovos oriundos das 

aves inoculadas via intravaginal, achado semelhante ao encontrado neste trabalho para mesma 

via de 13,33%, mesmo que os autores tenham utilizado o sorovar Enteritidis. Esse fato se 

deve, provavelmente, à presença do gene prot6E no isolado de Heidelberg, que propiciou a 

colonização de ovos, inibindo os mecanismos de defesa do albúmen. Este fato é semelhante 

aos encontrados para Salmonella Enteritidis que de modo geral, apresenta maior incidência de 

contaminação de ovos6,21 e melhor capacidade do de invadir os órgãos reprodutores das aves 

do que o sorovar Heidelberg45. 

O sorovar Heidelberg utilizado neste estudo também apresentou capacidade de 

colonização semelhante ao sorovar Enteritidis e maior que o sorovar Heidelberg relatado por 

Okamura et al. (2001)46. Os autores fizeram comparação do sorovar Heidelberg com o sorovar 
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Enteritidis e ressaltaram que o sorovar Enteritidis apresenta vantagens específicas na 

colonização dos tecidos vaginais das galinhas. Além disso, os autores também não 

encontraram ovos positivos para Heidelberg na inoculação via intravaginal, resultado 

diferente do encontrado neste estudo, no qual ocorreram ovos positivos para mesma via. Este 

resultado sugere que a presença do gene prot6E influenciou a habilidade do sorovar de aderir 

às células do sistema reprodutor das aves. 

Para a via intravenosa, a baixa contaminação dos ovos obtidos também foi 

observada por Okamura et al. (2001)46, que não encontraram resultado positivo ao inocularem 

poedeiras com Salmonella Heidelberg pela mesma via. Este resultado sugere a incapacidade 

do sorovar de burlar o sistema de defesa presente na circulação sanguínea e que, 

provavelmente, o gene prot6E não esteja relacionado a esta atividade, pois ainda são limitadas 

as informações disponíveis sobre os mecanismos e funções precisas desse gene47.  

A maior contaminação observada nos ovos das galinhas inoculadas via 

intravaginal pode estar associada a função do gene prot6E, o qual possibilita a fixação da 

bactéria no oviduto. De acordo com Clavijó et al. (2006)16, o gene prot6E é responsável por 

codificar uma fímbria de superfície que desempenha um papel de interação com a albumina e 

possibilita a adesão da bactéria à superfície da células glandulares do oviduto48. 

A bactéria inoculada via oral precisa infectar inicialmente o intestino e depois se 

disseminar até os órgãos reprodutivos. Como a cepa de Salmonella Heidelberg testada não 

apresentava o gene spvC, importante fator de virulência que possui função de auxiliar na 

disseminação da bactéria49, era esperada menor capacidade em contaminar os ovos na 

inoculação via oral em comparação com via intravaginal. Pois, no caso da inoculação direta 

no oviduto, a presença do gene prot6E propiciou a sobrevivência da bactéria no sistema 

reprodutor e maior contaminação dos ovos sem a influência do gene spvC, pois o patógeno 

não precisou infectar as células intestinais e disseminar para o ovário e oviduto.  

Ressalta-se que a eficiência de um isolado em colonizar sistemas não pode ser 

atribuída apenas à presença de um gene específico, necessitando da expressão coordenada de 

várias propriedades fenotípicas complementares, como destacaram Gast et al. (2002)27. 

A propensão de invadir órgãos reprodutivos e contaminar ovos pode variar 

significativamente entre isolados, mas, de modo geral, os isolados não demonstram afinidades 

por locais específicos do trato reprodutivo das aves que poderiam culminar em contaminação 

das partes dos ovos relacionadas às regiões de deposição22. Tal conclusão foi observada para o 

sorovar Heidelberg utilizado neste estudo, que não demostrou tropismo por região específica 
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do sistema reprodutor, pois as inoculações pelas três vias resultaram em contaminação de 

albúmen, gema e casca, mesmo que baixas.  

A baixa contaminação não inviabiliza a importância da presença do patógeno em 

ovos, especialmente por suas implicações para os consumidores. Pois, segundo Robert & 

Scharff (2018)50, os consumidores não são capazes de avaliar os riscos relacionadas aos ovos 

contaminados, mas isso não quer dizer que os consumidores são completamente impotentes 

frente suas escolhas no mercado, uma vez que, os mesmos podem escolher produtos como 

ovos pasteurizados quando a necessidade de utiliza-los de forma cru ou mal cozido.  

 

3.3 Avaliação clínica  

Durante o experimento, nenhuma ave, independente da via de inoculação 

apresentaram alterações clínicas aparentes. Este resultado era esperado e está de acordo com 

os relatos em literatura, mesmo para a inoculação intravenosa, que é considerada a mais 

invasiva51.  

As galinhas poedeiras em fase adulta possuem microbiota intestinal estabelecida e 

o sistema imune desenvolvido, o que as torna menos susceptíveis às infecções por Salmonella 

em condições naturais. Mesmo em infecções experimentais, que apresentam características 

diferentes das que ocorrem naturalmente, especialmente pela alta dosagem infectante 

utilizada, raramente se observa aparecimento de doença clínica ou mortalidade52. 

Gast et al. (2005, 2007 e 2017a)5,20,22 em seus estudos com inoculação 

experimental de Salmonella Heidelberg em poedeiras também não relataram alterações 

clínicas e mortalidade nas aves. Este fato pode ser indicativo, assim como o observado no 

presente trabalho, de que este sorovar não possui a capacidade de causar doença clínica e 

mortalidade em aves adultas, mesmo com inoculação de altas doses infectantes e em 

diferentes vias. 

Outro fator a ser considerado é que o gene plasmidial prot6E, presente nesta 

Salmonella Heidelberg não aparenta ter função atribuída à infecção intestinal ou sistêmica que 

possa culminar no aparecimento de alterações clínicas, embora sua função não esteja 

totalmente esclarecida53. Além disso, o isolado de Salmonella Heidelberg utilizado apresentou 

ausência do gene spvC, que, segundo Haneda et al. (2012)49, é um importante fator de 

virulência que auxilia na disseminação sistêmica. 

Acrescenta-se ainda que, o resultado da infecção por Salmonella depende de 

diversos fatores principalmente relacionados ao hospedeiro, como idade, estado imune, 

fatores genéticos e ambientais, e relacionados a bactéria, como a presença e expressão dos 
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fatores de virulência33. Considerando que o sorovar Heidelberg não é dito como espécie-

específico para as aves e que o fator de virulência encontrado no isolado não está relacionado 

ao aparecimento de doença clínica, o seu não aparecimento era esperando.  

A produção de excretas e ovos contaminados sem a apresentação de doença 

clínica pode ser um agravante e dificultar o diagnóstico de doença na cadeia avícola, levando 

a produção de ovos contaminados que podem chegar ao consumidor final e causar danos à 

saúde pública. O que, por certo, ressalta a importância da vigilância epidemiológica constante, 

mesmo em lotes que não apresentem sintomatologia. 

 

4. CONCLUSÃO 

Inoculação experimental do isolado de Salmonella Heidelberg, com gene prot6E, 

não é suficiente para causar salmonelose clínica em aves poedeiras, mas determina 

contaminação dos ovos e colonização temporária do trato intestinal de galinhas, independente 

da via de inoculação, oral, intravaginal e intravenosa.  
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CAPÍTULO 5. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Apesar de muitas vezes associados negativamente a surtos de infecções 

alimentares, principalmente por Salmonella, os ovos são amplamente utilizados na nutrição 

humana como uma importante fonte de proteínas de origem animal de baixo custo. Para evitar 

essa associação negativa e promover o crescimento do setor avícola de postura, são 

necessárias campanhas voltadas para conscientização das boas práticas dos consumidores e 

manipuladores de alimentos, além de pesquisas científicas voltadas para a compreensão 

profunda das características das infecções em galinhas poedeiras e dos mecanismos de 

contaminação dos ovos.  

Em caso de Salmonella, é necessário identificar os sorovares mais envolvidos em 

surtos alimentares por consumo de ovos contaminados, suas características genéticas e 

evolutivas, estabelecendo assim, embasamento necessário para elucidar a patogênese e as 

relações específicas entre patógeno e hospedeiro.  

A detecção de genes em diferentes sorovares, bem como o entendimento da sua 

real relevância na capacidade de alterar a virulência dos mesmos, pode colaborar para uma 

melhor compreensão da troca de fatores genéticos entre os sorovares e das possíveis relações 

entre patógeno e hospedeiro contribuindo para o desenvolvimento de vacinas com depleção 

de genes e novas abordagens para controle da bactéria. Em suma, estudos devem ser 

conduzidos para concluir se a presença de apenas um gene específico é suficiente para indicar 

infecção em aves e contaminação de ovos. 

Observou-se que a presença do gene não alterou a mortalidade embrionária em 

ovos inoculados pela via alantoide com um 1 dia, com 14 dias de incubação, e pela via câmara 

de ar com 19 dias de incubação. Tampouco alterou a qualidade dos neonatos. Apesar disso, as 

aves que foram inoculadas com o isolado ainda durante a incubação, apresentaram maior 

mortalidade na primeira semana de vida. Além disso, a inoculação de Salmonella Gallinarum 

com o gene spvC em neonatos com um dia de vida levou a disseminação sistêmica, enquanto 

na inoculação com isolado sem o gene, o patógeno permaneceu apenas no sistema digestivo, 

apresentando infecção entérica. Portanto, a presença de genes específicos podem alterar as 

características de virulência dos isolados que os contenham.  

Ademais, estudos de detecção de genes de virulência também colaboram para 

compreender a troca de fatores genéticos entre os sorovares e suas possíveis relações entre 

patógeno e hospedeiro. Como mostrou a pesquisa do gene prot6E em diferentes sorovares de 

Salmonella provenientes da cadeia avícola, este gene, atribuído até então, apenas ao sorovar 
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Enteritidis, foi detectado nos sorovares Salmonella Heidelberg e Typhimurium, podendo 

indicar a capacidade de troca dos elementos genéticos entre os sorovares de Salmonella e 

também das relações entre sorovares específicos, funções dos genes e maior frequência em 

determinados hospedeiros. Este fato pode ser exemplificado pela associação do sorovar 

Enteritidis com o gene prot6E em aves poedeiras e ovos, devido à função do gene em 

melhorar a capacidade de sobrevivência do patógeno em albúmen.  

Portanto, são necessários estudos que possam elucidar se a presença de apenas um 

gene específico é suficiente para alterar a capacidade de causar infecção e contaminação pelos 

sorovares que contenham este gene. Como foi realizado o estudo de inoculação experimental 

de Salmonella Heidelberg com o gene prot6E em poedeiras para verificar sua capacidade de 

contaminar ovos e excretas. Os resultados indicaram que a maior contaminação pela 

inoculação via oviduto sugere que a presença do gene prot6E possa ser capaz de induzir o 

aumento na capacidade do sorovar Heidelberg de sobreviver no sistema reprodutor de aves, 

podendo ser um dos possíveis motivos para o aumento recente da frequência do sorovar em 

galinhas de postura. Em virtude disso, são necessárias mais pesquisas que comparem 

Salmonella Heidelberg com o gene prot6E e sem o gene prot6E, com o intuito de mensurar o 

real aumento da capacidade de contaminar ovos e causar infecção de aves poedeiras dos 

isolados que apresentem o gene prot6E.  

O maior conhecimento sobre os genes de virulência tem permitido a compreensão 

de fatores, como o aparecimento de sorovares em diferentes nichos e as características de 

virulência específica de cada sorovar. O que pode resultar no desenvolvimento de 

medicamentos e vacinas mais eficientes, seguros e acessíveis, além da ampliação dos métodos 

de controle e monitoramento epidemiológico. Assim sendo, a busca por medidas protetivas ao 

risco de contaminação da criação avícola e seus produtos, é de fundamental importância para 

a consolidação da avicultura como uma das mais seguras cadeias de produção animal para o 

consumidor final. 
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ANEXO Parecer de Aprovação no Comitê de Ética 
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