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DIFERENCIAÇÃO MOLECULAR ENTRE Salmonella enterica subsp enterica 
sorovar Pullorum E Salmonella enterica subsp enterica sorovar Gallinarum 

 
 
RESUMO - A Salmonella Pullorum (SP) é muito semelhante à Salmonella 

Gallinarum (SG), agentes da Pulorose e Tifo aviário, respectivamente, sendo 

responsáveis por perdas econômicas no setor avícola. São salmonelas de composição 

antigênica similar e a distinção de ambas tem sido baseada em provas bioquímicas. 

Entretanto, este procedimento é laborioso e o surgimento de estirpes com 

comportamento bioquímico atípico tem estimulado a procura por outros métodos de 

diagnóstico, como os testes moleculares. No presente estudo, analisou-se o método 

descrito na literatura envolvendo o gene rfbS em conjunto com testes desenvolvidos 

com base nos genes speC e speF. O gene rfbS codifica a enzima que atua na parede 

celular de bactérias e tem sido utilizado para diferenciar SP e SG. Com o propósito de 

padronizar a PCR para ser utilizada na rotina laboratorial, empregou-se dois métodos 

de extração de DNA e diferentes concentrações de reagentes. Entretanto, tendo em 

vista a dificuldade de padronização encontrada desde o início, foi concomitantemente 

desenvolvida a PCR para os genes speC e speF. Estes dois últimos estão relacionados 

com a produção da enzima ornitina-descarboxilase, a qual é ativa em SP e inativa em 

SG. Após testes inicias, foi possível padronizar a PCR do gene speC com posterior 

utilização da técnica de tratamento enzimático com a enzima de restrição Eco RI. Tanto 

para o gene rfbS quanto para os genes speC e speF, os resultados encontrados 

permitiram a diferenciação de 13 amostras de SP e 20 de SG isoladas no Brasil e duas 

cepas ATCC. Sendo assim, as ações sanitárias e a tomada de decisão no campo 

podem ser conduzidas de maneira rápida e segura. 

 
PALAVRAS-CHAVE: diferenciação, gene rfbS, gene speC, Salmonella Gallinarum, 

Salmonella Pullorum 
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MOLECULAR DIFFERENTIATION BETWEEN Salmonella enterica subsp enterica 
sorovar Pullorum AND Salmonella enterica subsp enterica sorovar Gallinarum 

 
 

SUMMARY - Salmonella Pullorum (SP) is very similar to Salmonella Gallinarum 

(SG). They are respectively agents of Pulorosis and Avian Typhoid, both diseases 

responsible for economic losses to poultry production. Due to the fact that both 

salmonellas have similar antigenic composition, their differentiation has been based in 

biochemical tests. However, this fact that this kind of procedure is very troublesome and 

the occurence of strains showing atypical behavior have stimulated the search for others 

diagnostic methods, such as molecular tests. In the present study, a method described 

in the literature using gene rfbS was analyzed together with tests developed based on 

genes speC and speF. Gene rfbS encodes an enzyme that acts on the cell wall of 

bacteria and has been used in the differentiation between SP and SG. In order to 

standardize the PCR procedure to be used in laboratory routine, two methods for DNA 

extraction were used, as well as different concentrations of the reagents. However, due 

to the difficulty in the standardization observed from the beginning of the study, a PCR 

procedure was developed for genes speC and speF. These genes are related to the 

production of the enzyme ornithine-descarboxilase, active in SP and inactive in SG. 

After the initial tests, PCR of gene speC was standardized, and later on it was coupled 

with the enzymatic treatment with restriction enzyme Eco RI. Results obtained for gene 

rfbS as well as for genes speC and speF enabled differentiation of 13 SP and 20 SG 

strains isolated in Brazil and two strains ATCC. So, the sanitary actions and the 

decisions in the livestock can to be conduced with safety and rapidity. 

 
KEY-WORDS: differentiation, gene rfbS, gene spec, Salmonella Gallinarum, Salmonella 

Pullorum 

 

 

 



 

 

1 

 

I- INTRODUÇÃO 

 

As salmoneloses são enfermidades provocadas por bactérias do gênero 

Salmonella, responsáveis por perdas econômicas significativas no setor avícola. 

Bactérias deste gênero infectam as aves e podem causar a Pulorose, cujo agente é a 

Salmonella enterica subsp enterica sorovar Pullorum (SP), o Tifo Aviário, causado pela 

Salmonella enterica subsp enterica sorovar Gallinarum (SG) e o Paratifo Aviário, 

causado por qualquer outra salmonela que não seja SP e SG. 

A Salmonella Pullorum é muito semelhante à Salmonella Gallinarum, entretanto, 

difere na relação parasita-hospedeiro com a ave. Sendo assim, sob o ponto de vista 

epidemiológico e para fins de programa de controle, a diferenciação destas duas 

salmonelas é muito importante, tendo-se em vista que as medidas adotadas em cada 

situação são distintas. 

Os sorovares Pullorum e Gallinarum são de difícil diferenciação em procedimento 

laboratorial rotineiro. A caracterização sorológica com soros específicos, utilizada na 

identificação de salmonelas não permite identificar os sorovares acima, uma vez que 

SP e SG pertencem ao mesmo sorogrupo e não possuem flagelos. Além disso, 

apresentam comportamento bioquímico idêntico em muitas reações. Uma prova muito 

utilizada na distinção das duas refere-se à capacidade da Salmonella sp em assimilar o 

aminoácido ornitina, por ação da enzima ornitina descarboxilase (ODC). S. Pullorum 

descarboxila este aminoácido enquanto S. Gallinarum não. No entanto, o isolamento de 

estirpes com comportamento bioquímico atípico quanto à metabolização da ornitina, 

tem dificultado tal diferenciação.  

Considerando que a confirmação dos dois sorovares de Salmonella sp utilizando 

testes bioquímicos são passíveis de erro e podem levar a resultados dúbios, a Reação 

da Polimerase em Cadeia (PCR) pode ser uma ferramenta útil, pois permite a detecção 

rápida destas salmonelas aviárias. 

Provas moleculares utilizando genes como o rfbS, têm sido sugeridas para 

diferenciar SP de SG. Os genes relacionados com a produção de ornitina descaboxilase 

também poderiam ser objeto dessa diferenciação (speC e speF), já que a 
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metabolização da ornitina é uma das provas mais discriminatórias entre Salmonella 

Pullorum e Salmonella Gallinarum.  

O gene rfbS codifica a enzima paratose syntetase, que atua na síntese de 

parede celular de bactérias. Baseando-se no polimorfismo de nucleotídeos específicos 

para SP e SG, presentes neste gene e utilizando o método de PCR alelo-específico, 

procurar-se-á obter a diferenciação entre SP e SG. 

Os genes speC e speF estão relacionados com a expressão da ornitina e não se 

observa diferença entre S. Pullorum e S. Gallinarum, ao se analisar o tamanho de cada 

gene (em pares de bases – bp). Entretanto, a análise dos fragmentos gerados após o 

tratamento dos genes com enzimas de restrição poderá revelar que há diferença entre 

os sorovares, tendo-se em vista que SP e SG comportam-se de maneira diferente 

quanto à assimilação de ornitina. 
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II- OBJETIVOS  
 

- Aprimorar o diagnóstico de Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum, 

mediante a inclusão de testes moleculares relativos aos genes rfbS, speC e speF; 

 

- Analisar a prova molecular recomendada para a diferenciação de Salmonella 

Pullorum e Salmonella Gallinarum considerando o gene rfbS, em conjunto com o estudo 

dos genes speC e speF, para o mesmo propósito; 

 

- Diminuir o tempo necessário para se chegar ao diagnóstico definitivo de SP ou 

SG, mesmo quando as amostras apresentarem comportamento bioquímico atípico, 

contribuindo para que medidas sanitárias sejam adotadas com rapidez e segurança; 
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III- REVISÃO  DE LITERATURA 
 

Dentre as principais infecções que afetam as aves e comprometem a avicultura 

comercial estão as salmoneloses, responsáveis por prejuízos diretos ou indiretos à 

produção avícola, além da importância que têm em saúde pública (BERCHIERI 

JÚNIOR et al. 2001; BUCHALA et al. 2006).  

As salmoneloses são enfermidades provocadas por bactérias pertencentes à 

família Enterobacteriaceae, gênero Salmonella, espécies S. bongori e S. enterica. Esta 

última divide-se nas subspécies enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e 

indica. São bastonetes Gram-negativos, anaeróbios facultativos, catalase-positivos, 

oxidase-negativos, redutores de nitratos e nitritos, não formadores de esporos e móveis 

por meio de flagelos peritríquios, com exceção da Salmonella enterica subsp enterica 

sorovar Pullorum e Salmonella enterica subsp enterica sorovar Gallinarum que são 

aflagelares (FRANCO & LANGRAF, 1996; JAY, 2000; FORSHELL & WIERUP, 2006). 

As salmoneloses são enfermidades de grande importância na avicultura 

industrial. Entretanto, nem sempre são facilmente reconhecidas, a menos que um 

cuidadoso programa de prevenção e controle seja efetuado. Diante deste fato, é 

necessário adotar medidas para evitar tanto a transmissão vertical quanto a horizontal 

de salmonelas entre aves para exploração comercial (SILVA, 1991; TESSARI et al. 

2003). Considerando-se que as três maiores fontes de Salmonella sp para aves de 

interesse comercial seriam a introdução de ave infectada, o meio ambiente e a ração, a 

pesquisa de salmonelas, principalmente nestas fontes, se faz necessário para avaliar o 

grau de infecção das aves por estas bactérias, permitindo o uso de medidas eficientes, 

objetivando o seu controle (KAMPELMACHER, 1987; PEREIRA et al. 1999). Não 

obstante, a presença de Salmonella sp também é uma barreira sanitária que restringe o 

comércio de aves e seus produtos (GAMBIRAGI et al. 2003). 

São conhecidos mais de 2.500 sorovares de Salmonella sp, contudo cerca de 80 

a 90 são os mais comuns em casos de infecção dos seres humanos e dos animais. Nas 

aves, a S. Pullorum é o agente etiológico da Pulorose, a S. Gallinarum do Tifo Aviário e 

qualquer outra salmonela que não seja as citadas é capaz de infectar as aves, 
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acarretando o Paratifo Aviário. Os sorovares SP e SG são caracterizados como 

Salmonella enterica subsp enterica, grupo D (antígenos somáticos 1, 9 e 12) e 

apresentam semelhanças quanto às suas características bioquímicas e de 

antigenicidade. Além de ambas não possuírem flagelos, apresentam crescimento mais 

lento em meios de cultivo e produzem pouco H2S no TSI inclinado (Triple Sugar Iron 

Agar), ao contrário das demais salmonelas (BERCHIERI JÚNIOR, 2000). 

A Pulorose é uma enfermidade que pode acometer as aves em qualquer idade, 

entretanto, é mais comum em aves jovens, principalmente nas três primeiras semanas 

de vida. Nesse período, a mortalidade pode ser alta e as aves que sobrevivem à 

doença podem se tornar portadoras, não crescer dentro dos parâmetros zootécnicos 

esperados e produzir ovos contaminados. A sua história se confunde com o 

desenvolvimento da avicultura industrial, sendo que o processo de incubação artificial 

de ovos foi muito influenciado por sua ocorrência, que prejudicava a incubação, 

provocava alta mortalidade entre os pintainhos e muita refugagem. Com a incubação de 

ovos provenientes de aves diferentes, o agente da Pulorose foi sendo transferido para 

outras aves de interesse econômico, como os perus. Para viabilizar a incubação 

artificial em escala industrial, foi preciso buscar métodos de controle dessa enfermidade 

(POMEROY & NAGARAJA, 1991; SHIVAPRASAD, 1997; BERCHIERI JÚNIOR, 2000).  

As medidas para prevenir a Pulorose eram baseadas em higiene e limpeza. 

Todavia, o controle só foi conseguido com o desenvolvimento, na década de 20 do 

século passado, de uma prova sorológica baseada em aglutinação, que permitia 

identificar e eliminar aves portadoras. Após 1930, verificou-se que o teste poderia ser 

feito com sangue total, tornando-o factível em larga escala. Assim, com o teste sendo 

realizado nos plantéis reprodutores, foi possível controlar a Pulorose. Ainda hoje, o 

método de aglutinação rápida em placa com sangue total, realizado em 100% do lote de 

aves reprodutoras, é um instrumento imprescindível para seu controle em avicultura 

industrial. Não obstante, com a aprovação do uso em reprodutoras de vacina contra 

Salmonella Enteritidis, o teste de Pulorose perdeu a sua essencialidade (BERCHIERI 

JÚNIOR, 2000).  

No Brasil, foram diagnosticados vários surtos de Pulorose nas décadas de 1980 
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e 1990, incluindo-se aí a presença de uma estirpe bacteriana com comportamento 

bioquímico atípico. De um modo geral, criações de aves em que se utiliza a incubação 

artificial, como galinhas, perus e codornas, é preciso estar atento a esta enfermidade 

(POMEROY & NAGARAJA, 1991; TAVECHIO et al. 1996; SHIVAPRASAD, 1997; 

BERCHIERI JÚNIOR, 2000).  

O Tifo Aviário, embora seja causado por uma Salmonella muito semelhante ao 

agente da Pulorose, apresenta uma relação parasita-hospedeiro com a ave bastante 

diferente. A S. Gallinarum é altamente patogênica, capaz de causar infecção sistêmica 

e pode acometer aves de qualquer idade. Entretanto, a sua ocorrência é mais comum 

entre aves adultas. A mortalidade provocada pelo Tifo Aviário pode chegar a 40-80% do 

plantel. Observa-se que algumas aves adoecem e acabam morrendo em 7-14 dias. 

Este processo é contínuo e aos poucos vai acometendo as demais aves de uma granja, 

tendo-se no final, mortalidade dentro dos parâmetros mencionados anteriormente. 

Muitas vezes, a morte é decorrente da enfermidade e de intoxicação pelos 

medicamentos usados para combatê-la (POMEROY & NAGARAJA, 1991; 

SHIVAPRASAD, 1997; BERCHIERI JR. 2000).  

No final do século XIX, o Tifo Aviário foi reconhecido na Inglaterra, e atualmente 

é uma doença considerada de países “em desenvolvimento”. Nos Estados Unidos da 

América, tem sido considerada sob controle e este resultado deve-se a um plano 

nacional de prevenção de enfermidades avícolas, com destaque para o controle de 

salmoneloses. Parte importante deste plano refere-se à eliminação de aves infectadas, 

à adoção de provas sorológicas, à pesquisa e identificação do sorovar de Salmonella 

por meio de exames bacteriológicos, em conjunto com medidas de limpeza, 

desinfecção e higiene. Na Europa, Alemanha e Dinamarca, o Tifo Aviário foi notificado 

no início da década de 1990. A enfermidade tem sido observada nas Américas Central 

e do Sul. No México, programas de vacinação têm sido utilizados para prevenir o Tifo 

Aviário. No Brasil, tem sido diagnosticada em áreas de exploração de aves de postura 

comercial, mas também pode ocorrer em aves reprodutoras para a produção de pintos 

de corte e de postura (POMEROY & NAGARAJA, 1991; TAVECHIO et al. 1996; 

SHIVAPRASAD, 1997; BERCHIERI JR. 2000; OLIVEIRA et al. 2001). Segundo 
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CHRISTENSEN et al. (1992), na década de 1980 observaram-se casos na Dinamarca 

em aves de postura, relacionados a surtos em aves de fundo de quintal.  

Embora o Brasil tenha uma avicultura considerada de “primeiro mundo”, aliás, é 

de fato uma das melhores do mundo, o clima e o sistema de criação, com barracões 

abertos, favorece o desenvolvimento de enfermidades, como a salmonelose. Segundo 

dados do Laboratório de Patógenos Entéricos do Instituto Adolfo Lutz (São Paulo – 

Brasil), no período de 1991 a 1995 foram identificadas 372 amostras de Salmonella 

procedentes de criações avícolas, sendo que 21 eram de S. Pullorum e 35 de S. 

Gallinarum (TAVECHIO et al. 1996). Essas duas salmonelas são muito parecidas 

quanto à sua constituição antigênica e bioquimismo, mas algumas provas têm sido 

utilizadas para diferenciá-las, incluindo a produção de gás durante a fermentação de 

glicose, maltose e dulcitol, utilização de d-tartarato, mucato, celobiose, salicina e 

gelatina. Segundo TRABULSI & EDWARDS (1962), a capacidade ou não de assimilar a 

ornitina seria a principal prova bioquímica que permite a diferenciação entre SP e SG, 

mas o isolamento de estirpes de comportamento bioquímico atípico nessa prova 

dificulta a separação das duas (CHRISTENSEN, et al. 1992; SHIVAPRASAD, 1997). 

NOBREGA (1935) estudando amostras de S. Pullorum e S. Gallinarum e levando 

em consideração suas características bioquímicas e sorológicas, já mencionava a 

dificuldade em diferenciá-las, levando em consideração somente estes fatores. 

LANGENEGGER et al. (1982), apesar de terem encontrado apenas amostras com 

reações bioquímicas e sorológicas típicas, fizeram menção de formas “variantes”, as 

quais apresentavam características distintas das encontradas em culturas de bactérias 

padrão. 

A diferenciação dessas duas salmonelas é muito importante sob o ponto de vista 

epidemiológico e para fins de programa de controle, tendo-se em vista que as medidas 

sanitárias a adotar são distintas (SHIVAPRASAD, 1997). Por meio de medidas de 

controle sanitário e de desenvolvimento técnico e científico, o Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento, da República Federativa do Brasil (MAPA) pretende reduzir 

a presença de microrganismos patogênicos na carne de frango e nas criações, com o 

intuito de fornecer produtos avícolas de qualidade, tanto no mercado nacional como no 
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internacional. Com essa finalidade, em 1994 foi criado o Programa Nacional de 

Sanidade Avícola (PNSA), que tem como ações prioritárias a vigilância, o controle e a 

erradicação das principais doenças aviárias de importância para a saúde animal e para 

a saúde pública, como as salmoneloses (BRASIL, 1994; BRASIL 2003).  

 O esquema de Kauffmann-White (POPPOFF, 2001) propicia a classificação do 

gênero Salmonella em mais de 2.500 sorovares pela combinação de antígenos 

somáticos e flagelares. Entretanto, a diferenciação entre SP e SG por esta técnica não 

é possível, tendo-se em vista que as duas pertencem ao mesmo sorogrupo (1,9,12 :−:−) 

e não possuem flagelos. Por todas essas dificuldades, tem-se procurado por medidas 

alternativas, como a utilização de métodos moleculares (PROUX et al. 2002). 

A amplificação do DNA através da PCR tem se mostrado de grande valia para a 

identificação de microrganismos, mesmo quando estes não estão mais viáveis, quando 

suas concentrações são baixas e o isolamento é difícil ou simplesmente se os 

microrganismos são desconhecidos (COHEN et al. 1993). 

Segundo COHEN et al. (1993) e MAKINO et al. (1999) a PCR é uma técnica 

altamente sensível e específica. Além disso, o teste baseado em PCR pode ser mais 

rápido, confiável, e de melhor custo-benefício do que métodos tradicionais utilizados 

(STONE et al. 1995; TUCHILI et al. 1995; ITOH et al. 1997). Em estudos envolvendo a 

detecção de patógenos relacionados a casos de toxinfecção alimentar, incluindo a 

Salmonella, a PCR também demonstrou ser sensível e específica.  Por esta razão, a 

técnica foi validada e normatizada pelo Comitê Europeu para uso em rotina laboratorial 

(MALORNY et al. 2002). 

Portanto, a PCR descrita por Kary Mullis em 1983, pode ser uma ferramenta útil, 

no intuito de fornecer a detecção rápida e precisa de Salmonella (NELSON & COX, 

2002).  

 Analisando o genoma de diferentes sorovares de Salmonella, incluindo SP e 

SG, foram observadas numerosas inserções, deleções, substituições, inversões, 

translocações e pseudogenes específicos de cada sorovar, que muitas vezes podem 

estar relacionadas com a patogenicidade da bactéria (RILEY & ANILIONIS, 1980; WU 

et al. 2005). 
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OLSEN et al. (1996), analisaram amostras de SP e SG utilizando métodos de 

tipagem molecular e puderam observar que estes sorovares são muito similares quanto 

à constituição cromossômica. Entretanto, pelo emprego do método de PFGE (Pulsed-

field gel eletrophoresis), é possível observar que diferem entre si. 

Provas moleculares para diferenciação de SP e SG têm sido direcionadas para a 

análise de seus genes, como o rfbS. 

A membrana externa de Salmonella é formada por uma estrutura denominada 

LPS (lipopolissacarídeo). A fração do polissacarídeo confere à bactéria suas 

características antigênicas: antígeno somático (O) e antígeno de grupo (representados 

por letras do alfabeto). Nos grupos A, B e D de Salmonella tal antígeno é formado por 

um polímero de quatro açucares: manosil-ramnosil-galactose (estão presentes em 

todos os grupos) e uma dideoxihexose (paratose nos grupos A e D, abequose no grupo 

B e tivelose no grupo D) (VERMA et al. 1988; LIU et al. 1991; LUK et al. 1993; XIANG et 

al. 1993; XIANG et al. 1994; ITOH et al. 1997).    
O gene responsável pela codificação de enzimas relacionadas à biossíntese dos 

antígenos somáticos O é denominado rfb. Após o sequenciamento deste gene foi 

possível observar que existe uma região central, de função diferenciada, a qual é 

responsável pelas diferenças entre os sorogrupos (XIANG et al. 1993, 1994). Nos 

sorogrupos A e D, o gene que codifica a paratose synthetase (enzima que atua na 

etapa final da via biossintética dos lipopolissacarídeos), foi denominado rfbS (VERMA & 

REEVES, 1989; LIU et al. 1991).  

LUK et al. (1993), conhecendo a seqüência de nucleotídeos do gene rfb nos 

sorogrupos A, B, C2 e D, conseguiram com sucesso a diferenciação entre os sorovares.   

Posteriormente, a PCR baseada na amplificação do gene rfbS foi desenvolvida 

para a detecção específica dos sorotipos que pertencem às salmonelas do sorogrupo D 

(LUK et al. 1997). 

PARK et al. (2001), clonaram e sequenciaram um fragmento do gene rfbS e 

observaram um polimorfismo de nucleotídeos específico para SP e SG. Com base 

nesse trabalho, um forward primer comum, e dois reverse primers rfbSP e rfbSG alelo-

específicos foram construídos para hibridizar com as seqüências dos genes rfbS de SP 
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e de SG, respectivamente (SHAH et al. 2005). Essa metodologia de PCR alelo-

específica, usada para detectar mutações específicas, denomina-se sistema de 

amplificação de mutação refratária – ARMS (Amplification Refractory Mutation System). 

Este método demonstrou ser simples, rápido e de confiança para a deteção de qualquer 

mutação que envolva mudanças simples de bases ou deleções pequenas (FERRIE et 

al. 1992; LAMPEL et al. 1996; CABELLO, 2005).  

Mutações conhecidas podem ser identificadas pelo desenho de três primers. Um 

específico para o alelo mutante, um segundo específico para o alelo selvagem e o 

terceiro específico da região flanqueadora (conservada) do exon e que será o primer 

que vai encaminhar a amplificação da fita no sentido direto. O desenho é feito de 

maneira que o primer específico para o alelo mutante termine com a base alterada na 

extremidade 3’ e o primer específico para o alelo selvagem termine com a base normal 

em sua extremidade 3’, funcionando como uma sonda alelo-específica (CABELLO, 

2005).  

Em 2004, observando as diferenças entre SP e SG no que diz respeito ao 

sequenciamento do gene rfbS, SHAH et al. (2005) desenvolveram um método de PCR 

alelo-específico e o testaram com o DNA de vários sorotipos de Salmonella, além de 

outras bactérias. O método revelou-se de extrema especificidade para o gene rfb de 

SG, fato que não ocorreu com o gene rfb de SP. Em relação ao gene rfbS,  duas  

regiões  polimórficas  encontradas,  uma  na posição 598 e outra na posição 237, 

mostraram-se viáveis para a aplicação da metodologia de PCR alelo-específica. 

Realizada no continente asiático para a posição 598, mostrou-se 100% específica para 

SG e eficaz na diferenciação entre SG e SP, contudo, o primer rfbSP, além das 

amostras de SP, também gerou amplicons em amostras de Salmonella Dublin, 

Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhi.  

Como não foi obtido 100% de especificidade para SP na posição 598, um outro 

trabalho foi realizado posteriormente para a posição 237 do gene rfbS. A técnica de 

PCR alelo-específico demonstrou ser rápida, simples e barata. Além disso, foi 

considerada Pullorum-específica, uma vez que não gerou amplicons com amostras de 

outras bactérias nem com outras cepas de Salmonella analisadas, como Salmonella 
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Gallinarum, Salmonella Dublin, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhi, Salmonella 

Typhimurium (DESAI et al. 2005).   

Genes relacionados com a assimilação de ornitina (speC e speF) também seriam 

de interesse na diferenciação de SP e SG, tendo-se em vista que a expressão da 

enzima ornitina descarboxilase (ODC) difere entre os dois sorovares. 

CUNNINGHAM-RUNDLES & MAAS (1975) observaram colônias mutantes de 

Escherichia coli que não apresentavam crescimento satisfatório, por não serem 

capazes de sintetizar a enzima ornitina descarboxilase (ODC). O gene envolvido com 

tal função foi designado speC. Os mesmos autores demonstraram que a 

suplementação de putrescina ou espermidina era capaz de reverter o quadro anterior, 

permitindo que o crescimento celular ocorresse normalmente.  

Posteriormente, KYRIAKIDIS et al. (1978) demonstraram a existência de 

substâncias que modulam a reação da enzima ODC, tanto favoravelmente quanto 

inibindo sua ação. A presença de substâncias como putrescina em altas concentrações, 

estágio do crescimento bacteriano e pH, podem ativar ou inibir a ODC.  

A putrescina é uma amina presente em células vivas e desempenha um 

importante papel como precursor de espermidina. Estas duas substâncias estão 

relacionadas com o estímulo ao crescimento celular e sua regulação. Exceto para 

certos mutantes, todos os organismos estudados são capazes de sintetizar a 

putrescina, a maior parte pela ação de uma enzima denominada ornitina descarboxilase 

a qual converte ornitina em putrescina (WRIGHT & BOYLE, 1982). 

WRIGHT & BOYLE (1984) compararam o gene speC (responsável pela 

biossíntese de ODC) de Escherichia coli e de outras bactérias e encontraram 

seqüências homólogas de DNA em amostras de E. coli e de Salmonella. Segundo estes 

autores existem três classes de E. coli, com relação aos genes para síntese e 

degradação de ODC: a primeira classe que possui o gene speC ativo, a segunda que 

possui um gene ativo e um inativo para a degradação de ODC e a terceira que possui 

um gene ativo tanto para síntese quanto para degradação de ODC. Entre as amostras 

comparadas, as de Salmonella apresentaram resultados compatíveis com a terceira 

classe, expressando atividade degradativa bem maior que sintética para ODC. Segundo 
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PANAGIOTIDIS et al. (1987), a função degradativa parece estar relacionada ao 

aumento do pH do meio, necessário quando as células estão se multiplicando e o pH 

está ácido.  

Genes relacionados com a descarboxilação da ornitina (speC e speF) estão 

presentes tanto em SP quanto em SG. Quanto ao tamanho, eles são similares nos 

sorotipos Pullorum, Gallinarum, Typhimurium e diferem de S. Typhi (McCLELLAND et 

al. 2001). Observa-se que em SP os genes speC e speF são expressos e a bactéria 

apresenta reação bioquímica positiva para a ornitina. Já em SG não ocorre expressão 

dos genes e a bactéria apresenta reação negativa para a ornitina. (TRABULSI & 

EDWARDS, 1962; CHRISTENSEN, et al. 1992; LI, et al. 1993). Este é o padrão de 

resultado esperado. Entretanto, com a constatação de reações atípicas em SP e SG 

quanto à assimilação deste aminoácido, a diferenciação dos dois sorovares tem sido 

dificultada. TRABULSI & EDWARDS (1962) consideram a prova da ODC a única 

confiável para realizar a diferenciação entre SP e SG, mas o comportamento bioquímico 

atípico prejudicaria a separação das duas. 
Embora sejam semelhantes, os genes speC e speF de SP e SG poderiam 

apresentar diferenças no que concerne aos sítios de clivagem por ação de enzimas de 

restrição (McCLELLAND et al. 2001; SAMBROOK & RUSSEL, 2001).  

Na rotina laboratorial tem-se deparado com isolados de campo que apresentam 

comportamento bioquímico atípico. Tal fato na maioria das vezes dificulta a separação 

entre S. Pullorum de S. Gallinarum, culminando com a demora na tomada de decisões.  

Sendo assim, neste sentido e com o propósito de abreviar o tempo necessário ao 

diagnóstico definitivo, os genes rfbS, speC e speF serão objeto deste trabalho.  
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IV- MATERIAL E MÉTODOS 
4.1- Amostras utilizadas 

Foram utilizadas estirpes de salmonelas provenientes de aves comerciais do 

Brasil, obtidas junto a centros de referência do Brasil por meio do Laboratório Nacional 

Agropecuário (Lanagro-SP), órgão que coordena os exames de aves pelo PNSA, e 

estirpes mantidas e/ou isoladas no laboratório de Ornitopatologia da FCAV / UNESP – 

Jaboticabal. Também foram utilizadas duas cepas ATCC (American Type Collection 

Culture), uma de SG (ATCC nº 9184) e outra de SP (ATCC nº 9120).  

As amostras foram identificadas na Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ) e no 

Instituto Adolfo Lutz (IAL-SP), com base no comportamento bioquímico e provas 

antigênicas com soros anti-antígenos somáticos (poli e monovalente) e flagelar 

(polivalente) de salmonela.  

Foram utilizadas 35 amostras de salmonela, sendo 21 de S. Gallinarum e 14 de 

S. Pullorum, as quais estavam mantidas em ágar nutritivo (DIFCO -213000) e foram 

identificadas com numeração de 01 a 21 e de 22 a 35 respectivamente. Dentre estas, a 

cepa ATCC de SG foi identificada com o nº 10 e a cepa ATCC de SP com o nº 33. 

Durante toda a fase de padronização dos testes, a escolha das amostras foi aleatória. 

 
4.2 - Diferenciação de Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum por meio da 
técnica de PCR do gene rfbS  

Avaliou-se a PCR alelo-específica baseada em duas regiões polimórficas 

encontradas no gene rfbS: a da posição 598 e a da posição 237, utilizando o sistema de 

amplificação de mutação refratária (ARMS), o qual baseia-se no princípio do método de 

PCR alelo-específico.  

Para a posição 598 do gene rfbS, foi construído um forward primer capaz de 

hibridizar tanto os genes de S. Gallinarum quanto de S. Pullorum (rfbSF). O reverse 

primer rfbSG permite a amplificação apenas do gene rfbS de S. Gallinarum e o rfbSP 

apenas do gene rfbS de S. Pullorum. Para esta posição, os primers rfbSF, rfbSG e 

rfbSP, foram preparados conforme a descrição de SHAH et al. (2005).  
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O diagrama a seguir permite a visualização de tais amplificações: 

 
Fig. 1. Diagrama mostrando o principio do método PCR alelo-específico. rfbSF (forward primer capaz de 
hibridizar os genes de SG e de SP). rfbSG (reverse primer que apresenta mismatch único com o gene 
rfbS de SG e dois mismatches com o gene rfbS de SP). rfbSP (reverse primer com dois mismatches para 
SG e um para SP). Apenas mismatches únicos permitem a amplificação de PCR. 

 
 

Para a posição 237, foi construído um forward primer (rfbSFP) e um reverse 

primer (rfbSPP), ambos capazes de hibridizar somente o gene rfbS de S. Pullorum. 

Para o desenho dos primers, seguiu-se o trabalho descrito por DESAI et al. (2005).  

 

4.2.1- Obtenção do DNA 
O DNA utilizado nas provas moleculares foi obtido por dois métodos: um 

segundo SOUMET et al. (1994) e o outro, a partir da colônia bacteriana segundo 

SAMBROOK & RUSSEL (2001) e TURNER et al. (1998), com as descrições a seguir.    

 
4.2.1.1- Extração de DNA segundo SOUMET et al. (1994 
Considerando este método, foram feitas algumas modificações e o DNA das 

amostras de SP e SG foi extraído seguindo as etapas do protocolo a seguir: 
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1. As amostras de SP e SG foram cultivadas em caldo LB (Invitrogen 12780-052), 

overnight a 37ºC, sob agitação; 

2. Posteriormente, 1mL da cultura em caldo LB foi colocada em tubo tipo eppendorf de 

1,5mL e depois centrifugado a 13.000 g por 3 min. (Centrífuga Mini Spin – Eppendorf); 

3. Descartou-se o sobrenadante e o sedimento foi ressuspenso com 500µL de solução 

salina Tris EDTA (TE) pH 8,0; 

4. Repetiram-se as etapas de centrifugação e descarte do sobrenadante mais uma vez; 

5. O sedimento foi ressuspenso em 100µL de água bidestilada estéril; 

6. Em seguida, o tubo foi submetido a fervura por 8 min;  

7. O material foi resfriado à temperatura ambiente, colocado à temperatura de 4 a 8ºC 

por 30 min e posteriormente estocado de -18 a -20ºC. 

 

4.2.1.2- Extração de DNA a partir da colônia bacteriana segundo 
SAMBROOK & RUSSEL (2001) e TURNER et al. (1998 

Com relação a estes métodos, também foram feitas algumas modificações e o 

DNA das amostras de SP e SG foi extraído seguindo as etapas do protocolo a seguir:   

1. As amostras de SP e SG foram cultivadas em caldo LB overnight a 37ºC, sob 

agitação; 

2. Posteriormente as amostras foram semeadas em placas de Petri contendo ágar LB, 

incubadas a 37ºC overnight; 

3. Uma colônia foi tocada suavemente e imersa diretamente em tubo tipo eppendorf de 

1,5mL contendo 300µL de TE pH 8,0; 

4. Procedeu-se a homogeneização do material em vortex. Em seguida, o tubo foi 

submetido a fervura por 10 min e depois centrifugado a 12.000 g por 3 min; 

7. Foram transferidos 250µL para novo tubo, descartando-se o sedimento com o 

volume restante; 

8. Após a extração, as amostras foram estocadas de -18 a -20ºC. 
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4.2.2- Composição da solução empregada na PCR do gene rfbS, das 
regiões polimórficas nas posições 598 e 237. 

A solução empregada na PCR do gene rfbS,  posição 598 foi similar à da posição 

237, seguindo os trabalhos de SHAH et al. (2005) e DESAI et al. (2005) e em ambas, 

utilizou-se os reagentes nas seguintes concentrações: 23µL de uma solução contendo 

200nM d-NTPs; 25pmol de cada primer ; 2,5U de Super-Taq DNA polymerase; 10mM 

de Tris (pH 9,0); 50mM de KCl;  1,4mM de MgCl2; 1% Triton X-100 e 2µL de DNA 

(aproximadamente 100ng), com volume final de 25µL. 

Para a PCR da região 598, os primers empregados em amplificações SP-

específicas foram denominados rfbSF e rfbSP e em amplificações SG-específicas 

utilizou-se  o primer rfbSG no lugar do primer rfbSP  

Com relação à PCR da região 237, empregou-se os primers rfbSFP e rfbSPP 

 

4.2.3- Composições alternativas empregadas na PCR do gene rfbS, das 
regiões polimórficas nas posições 598 e 237 

 Foram preparadas composições alternativas, tanto para a posição 598 como 

para a posição 237, visando a padronização da reação molecular. 

Nesta etapa, utilizou-se uma solução padrão de reagentes, denominado X-Mix, o 

qual era composto por: 19,21µL de H2O; 2,51µL de Tampão (10x Buffer); 0,76µL de 

MgCl2 (50mM); 2,51µL de dNTP, para o volume final de 25,0µL. Para a padronização 

dos testes manteve-se constante a concentração dos primers, alterando-se as 

concentrações do X-Mix, da Taq DNA Polimerase, do DNA e do volume final para a 

reação (Quadro 1).  
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Quadro 1. Composições alternativas da solução empregada na PCR do 
gene rfbS (posições 598 e 237), utilizando X-Mix 

Componentes da reação TESTE 1’ TESTE 2’ TESTE 3’ 

X-Mix 28,5 µL 23,2 µL 25,0 µL 

primer 0,5 µL (x2) 0,5 µL (x2) 0,5 µL (x2)

Taq DNA Polimerase 0,5 µL 0,8 µL 0,8 µL 

DNA 5,0 µL 5,0 µL 3,2 µL 

Total 35,0 µL 30,0 µL 30,0 µL 

 
Testes adicionais foram realizados visando melhorar a nitidez da imagem a ser 

observada durante a eletroforese. Nesta etapa, cada componente da reação (H2O, 

Tampão, MgCl2, dNTP, primer, Taq DNA Polimerase e DNA) foi acrescentado à solução 

em concentração variada em cada teste, como pode ser observado no  quadro 2. 

 
 
Quadro 2. Composições alternativas da solução empregada na PCR do 

gene rfbS (posições 598 e 237) 

Componentes da reação TESTE A TESTE B TESTE C TESTE D 

H2O 19,2 µL 22,0 µL 15,0 µL 16,8 µL 

Tampão 2,5 µL 2,2 µL 2,0 µL 2,0 µL 

MgCl2 0,8 µL 0,6 µL 1,0 µL 0,8 µL 

dNTP 2,5 µL 1,0 µL 0,7 µL 0,7 µL 

primer 0,5 µL (x2) 0,4 µL (x2) 0,5 µL (x2) 0,5 µL (x2)

Taq DNA Polimerase 0,8 µL 0,4 µL 0,8 µL 0,5 µL 

DNA 3,2 µL 3,0 µL 4,5 µL 3,2 µL 

Total 30,0 µL 30,0 µL 25,0 µL 25,0 µL 
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4.2.4- PCR do gene rfbS, utilizando a amplificação da região polimórfica de 
posição 598 

4.2.4.1- Primers utilizados  
Os primers que foram utilizados nas reações moleculares seguiram as 

descrições de SHAH et al. (2005), conforme quadro a seguir. 

 
Quadro 3. Primers utilizados na PCR do gene rfbS, posição 598  

Identificação  

do primer 

Região  

amplificada 

Seqüência  

5’ → 3’ 

rfbSF (forward primer) 

rfbSP (reverse primer) 

rfbSG (reverse primer)     

431-451 

617-597 

617-597 

5´- GTA TGG TTA TTA GAC GTT GTT -3´ 

5´- TAT TCA CGA ATT GAT ATA TCC -3´ 

5´- TAT TCA CGA ATT GAT ATA CTC -3´ 

 

As bases sublinhadas são aquelas alteradas que foram incluídas na seqüência 

do primer e não complementam as seqüências publicadas anteriormente, já as bases 

em negrito complementam aquelas apresentadas nas seqüências de SP e SG. 

 

4.2.4.2- Amplificação do gene rfbS, da posição 598 
O termociclador (MyCycler - Thermal cycler - Bio-Rad) foi preparado com o 

mesmo parâmetro de ciclos para ambas as PCRs alelo-específicas (para SP e SG), 

seguindo o trabalho de SHAH et al. (2005). 

As etapas consistiam de desnaturação inicial a 94ºC por 5 min, seguida pelas 

seguintes reações repetidas por 30 vezes: 94ºC por 1min para desnaturação, 60ºC por 

1min para pareamento, 72ºC por 1min para extensão e extensão final a 72ºC por 5min. 

 

4.2.4.3- Análise dos produtos de amplificação do gene rfbS, da posição 598 
As amostras foram submetidas, juntamente com o marcador de peso molecular, 

à eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Invitrogen – 15510-019), sob uma corrente 

elétrica de 80V por 1h (aparelho Powerpac HC – Bio-Rad). O gel foi então colocado sob 
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luz ultravioleta e visualizado por fluorescência do brometo de etídio, utilizando-se 

fotodocumentador (GELDOC 2000 – Bio-Rad).     

 

 4.2.5- PCR do gene rfbS, utilizando a amplificação da região polimórfica de 
posição 237 

4.2.5.1- Primers utilizados  
Os primers que foram utilizados nas reações moleculares seguiram as 

descrições de DESAI et al. (2005), conforme quadro a seguir. 

 
Quadro 4. Primers utilizados na PCR do gene rfbS, posição 237 

Identificação  

do primer 

Região  

amplificada 

Seqüência  

5’ → 3’ 

rfbSFP (forward primer) 

rfbSPP (reverse primer)    

111-131      

237-216      

5´- GAT CGA AAA AAT AGT AGA ATT -3´ 

5´- GCA TCA AGT GAT GAG ATA ATC -3´ 

 

As bases sublinhadas são aquelas alteradas que foram incluídas na seqüência 

do primer e não complementam as seqüências publicadas anteriormente. 

 

4.2.5.2- Amplificação do gene rfbS, da posição 237 
O termociclador (MyCycler - Thermal cycler - Bio-Rad) foi preparado com o 

parâmetro de ciclos, seguindo o trabalho de DESAI et al. (2005). 

As etapas consistiam de desnaturação inicial a 94ºC por 5 min, seguida pelas 

seguintes reações repetidas por 30 vezes: 94ºC por 1min para desnaturação, 62ºC por 

1min para pareamento, 72ºC por 1min para extensão e extensão final a 72ºC por 5min. 

  

4.2.5.3- Análise dos produtos de amplificação do gene rfbS, da posição 237 
As amostras foram submetidas, juntamente com o marcador de peso molecular, 

à eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Invitrogen – 15510-019), sob uma corrente 

elétrica de 80V por 1h (aparelho Powerpac HC – Bio-Rad). O gel foi então colocado sob 
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luz ultravioleta e visualizado por fluorescência do brometo de etídio, utilizando-se 

fotodocumentador (GELDOC 2000 – Bio-Rad).  

  

4.3- Diferenciação de Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum por meio da 
técnica de PCR dos genes speC e speF 

Avaliou-se a PCR dos genes speC e speF em amostras de SP e SG. Para tanto, 

foram construídos primers utilizando a seqüência destes genes obtida em S. 

Typhimurium (McCLELLAND et al. 2001). Posteriormente, foi empregada a técnica de 

restrição enzimática. 

 

4.3.1- Obtenção do DNA para PCR sem prévia extração segundo 
SAMBROOK & RUSSEL (2001)  

Para este método, o DNA das amostras de SP e SG foi obtido seguindo as 

etapas do protocolo a seguir:   

1. As amostras de SP e SG foram cultivadas em caldo LB overnight a 37ºC, sob 

agitação; 

2. Posteriormente as amostras foram semeadas em placas de Petri contendo ágar LB e 

incubadas a 37ºC overnight; 

3. Uma colônia foi tocada suavemente e imersa diretamente em tubo tipo eppendorf de 

1,5mL, o qual continha os reagentes de PCR. 

 

4.3.2- Primers utilizados 
Com base nos genes speC e speF encontrados em Salmonella Typhimurium 

(McCLELLAND et al. 2001), foram elaborados os primers para serem utilizados nas 

reações de PCR, conforme quadro a seguir.  
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Quadro 5. Primers utilizados na PCR dos genes speC e speF  

Identificação  

do primer 

Região  

amplificada 

Seqüência  

5’ → 3’ 

speC 1(forward primer) 

speC 4(reverse primer) 

 

speF 1(forward primer) 

speF 4(reverse primer) 

(3 - 22)  

(2100-2078) 

 

(23 - 43)   

(2160 - 2141)

5’- GAA ATC AAT GAA TAT TGC CG -3’ 

5’- ATC GGC ATC GGT CTC GCT ATA TA -3’

 

5’- TTA GCC GTC ATT GCC CGG ATT -3’ 

5’- ACG AGG TTT AAT GAC GTA GC -3’ 

 
4.3.3- Composição da solução empregada na PCR dos genes speC e speF 
Utilizou-se uma solução padrão de reagentes, denominado X-Mix, o qual era 

composto por: 916µL H2O milli-Q, 120µL 10X buffer, 120µL dNTP (2mM), 36µL MgCl.  

A solução empregada na PCR foi preparada com 30µL X-Mix; 0,5µL de cada 

primer; 0,4µL Taq DNA polimerase (Invitroven 10342-020) e o material da colônia 

bacteriana. 

 

4.3.4- Amplificação dos genes speC e speF 
O termociclador (MyCycler - Thermal cycler - Bio-Rad) foi preparado com o 

parâmetro de ciclos, seguindo SAMBROOK & RUSSEL, (2001). 

As etapas consistiam de desnaturação inicial a 92ºC por 3 min, seguida pelas 

seguintes reações repetidas por 24 vezes: 92ºC por 20 s para desnaturação, 50ºC por 

1min para pareamento, 72ºC por 3min para extensão e extensão final a 72ºC por 5min. 
 

4.3.5- Análise dos produtos de amplificação dos genes speC e speF 
As amostras foram submetidas, juntamente com o marcador de peso molecular, 

à eletroforese em gel de agarose a 1% (Invitrogen – 15510-019), sob uma corrente 

elétrica de 80V por 3h (aparelho Powerpac HC – Bio-Rad). O gel foi então colocado sob 

luz ultravioleta e visualizado por fluorescência do brometo de etídio, utilizando-se 

fotodocumentador (GELDOC 2000 – Bio-Rad).   
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4.3.6- Digestão enzimática do produto amplificado, segundo SAMBROOK & 
RUSSEL, (2001) 

Para a análise dos genes relacionados à metabolização da ornitina (speC e 

speF) nos sorotipos Pullorum e Gallinarum, testou-se aleatoriamente, as enzimas: 

 

Eco R I (Invitrogen 15202-013) ---------- (Reconhece: 5’- G↓AATT C-3’) 

Sal I (Invitrogen 15217-011) ------------- (Reconhece: 5’- G↓TCGA C-3’)  

Xba I (Invitrogen 15226-012) ------------ (Reconhece: 5’- T↓CTAG A-3’) 

 

Quadro 6. Quantidade dos reagentes utilizados na etapa de digestão enzimática 

   Enzima            Tampão H2O milli-Q        Produto de PCR 

Eco RI - 1µL         

Sal I    - 1µL         

Xba I   - 1µL      

Tampão 3 - 1µ L      

Tampão 10 - 1µL     

Tampão 2 - 1µL      

3µL              

3µL              

3µ L              

5 µL  

5 µL 

5 µL 

 

Cada solução enzimática foi incubada a 37ºC por 1h e 30min, conforme 

instruções do fabricante (Invitrogen). A digestão foi interrompida adicionando-se 2 µL de 

Stop Solution (20mL glicerol puro; 8mL EDTA 0,5 M pH 8,0; TRIS 1M pH 8,0; 2mL azul 

de bromofenol 1%) a cada tubo de reação.  

 

4.3.7 Análise dos produtos de amplificação dos genes speC e speF, após a 
digestão enzimática 

As amostras após a digestão enzimática foram submetidas, juntamente com o 

marcador de peso molecular, à eletroforese em gel de agarose a 1% (Invitrogen – 

15510-019), sob uma corrente elétrica de 80V por 1h e 30 min (aparelho Powerpac HC 

– Bio-Rad). O gel foi então colocado sob luz ultravioleta e visualizado por fluorescência 

do brometo de etídio, utilizando-se fotodocumentador (GELDOC 2000 – Bio-Rad).   
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4.4- Estudo bioquímico das amostras segundo HOLT et al. 1993 e BRASIL, 1994: 

Após a etapa de reações moleculares, as cepas foram encaminhadas ao IAL-SP 

para confirmação do sorotipo, sendo analisadas quanto ao comportamento bioquímico 

segundo as provas de uréia, indol, triptofano desaminase, H2S, motilidade, sacarose, 

glicose, produção de gás, dulcita, maltose, mucato, salicina, celobiose, lisina, ornitina, 

d-tartarato, tartarato de Jordan, gelatina, citrato e malonato. A seguir, os procedimentos 

adotados e interpretações de cada prova: 

 
a) Utilização de uréia 

Inoculou-se no caldo uréia, o qual continha indicador de pH, a cultura da amostra 

a ser testada e incubou-se na temperatura de 35 a 37ºC por 18 a 24 horas.  

Observou-se a coloração do meio: em reações positivas há alteração da cor 

original do meio (alcalinização), indicando a utilização de uréia pela bactéria e em 

reações negativas o meio permanece inalterado. 

  

b) Produção de H2S, prova de indol e de motilidade 

Inoculou-se o meio SIM (Meio Sulfureto Indol Motilidade) por picada central, uma 

aliquota da amostra atingindo 1cm de profundidade e incubou-se na temperatura de 35 

a 37°C por 18 a 24 horas. 

Observa-se a produção de H2S pela bactéria (reação positiva), quando há 

escurecimento do meio no ponto ou ao redor da picada e em reações negativas o meio 

permanece com a coloração original. 

Para a pesquisa de indol adiciona-se 5 gotas do reativo de Kovac’s na superfície 

do meio. A imediata formação de um anel vermelho indica reação positiva e de um anel 

amarelo indica reação negativa.  

Na prova de motilidade, observa-se a multiplicação da bactéria no meio: quando 

limitada ao ponto da picada significa que a bactéria é imóvel e quando é difusa que a 

mesma apresenta motilidade. 
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c) Triptofano desaminase 

Semeou-se uma alíquota da cultura bacteriana no meio de triptofano e incubou-

se na temperatura de 35 a 37°C por 18 a 24 horas.  

A constatação de que a superfície do meio encontra-se verde escuro indica que a 

bactéria utiliza o triptofano e portanto a reação é positiva e a superfície azulada, amarela 

ou inalterada indica reação negativa. 

 

d) Utilização dos carboidratos sacarose, dulcita, maltose, salicina, mucato, 

celobiose, glicose e produção de gás 

Inoculou-se com uma gota de suspensão tênue bacteriana o tubo contendo meio 

base com o carboidrato a ser testado, além do indicador de pH e incubou-se na 

temperatura de 35 a 37°C, por 18 a 24 horas.  

A alteração de cor do meio indica que a bactéria utilizou o carboidrato e ocorreu 

acidificação, enquanto que o meio inalterado indica reação negativa. Na prova da 

utilização da glicose observa-se a produção ou não de gás pela formação de bolha no 

tubo de Durham. 

 

e) Utilização dos aminoácidos lisina e ornitina 

Inoculou-se o caldo Muller contendo o aminoácido lisina ou ornitina. Incluiu-se o 

tubo controle, o qual não continha aminoácido. Cobriu-se assepticamente, a superfície 

dos mesmos com 4 a 5mm de óleo mineral estéril e incubou-se na temperatura de 35 a 

37°C, por até 96 horas.  

Para que ocorra a utilização do aminoácido, primeiramente ocorre acidificação do 

meio (devido à utilização de glicose presente) e posteriormente a utilização ou não do 

aminoácido. Portanto, a simples acidificação do meio indica reação negativa e a 

realcalinização indica a utilização do aminoácido (reação positiva). No tubo controle 

deve ser observada a acidificação para validar o teste. 
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f) d-Tartarato  

Inoculou-se com uma gota de suspensão bacteriana o meio de d-tartarato e 

incubou-se na temperatura de 35 a 37°C por no mínimo 24 horas. Adicionou-se 0,5mL 

de uma solução saturada de acetato de chumbo ao meio e homogeneizou-se. 

O aparecimento de precipitado indica que a reação é positiva e a simples 

turvação que a reação é negativa. A leitura é sempre realizada no primeiro dia e, se o 

resultado for negativo, procede-se a leituras adicionais com 3 e 7 dias. 
 

g) Tartarato de Jordan 

Inoculou-se o meio tartarato de Jordan por picada central da amostra e incubou-

se na temperatura de 35 a 37°C por 24 a 48 horas. 

A alteração de cor da superfície do meio indica que a bactéria utilizou o tartarato 

presente no mesmo e a reação é considerada positiva. Meio inalterado indica reação 

negativa. 

 

h) Gelatina 

Semeou-se o inóculo com agulha, realizando picadas no meio gelatina. Incubou-

se na temperatura de 36 ºC por 48 horas e posteriormente, colocou-se o meio em 

geladeira por 2 horas . 

Se a bactéria for capaz de utilizar a gelatina por ação da enzima gelatinase 

(reação positiva), irá hidrolisar a gelatina e liquefazer o meio. Caso contrário, o meio 

permanecerá com a mesma consistência e a reação será negativa. 

 

i) Caldo malonato e ágar citrato 

Semeou-se pequeno inóculo no caldo malonato e em estrias na superfície do 

ágar citrato e incubou-se na temperatura de 35 a 37 ºC por até 72 horas.  

A alcalinização do meio (alteração de cor) indica que a bactéria é capaz de 

utilizar o meio (reação positiva) e em reações negativas o meio permanece inalterado.  
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V- RESULTADOS 
 

5.1- Diferenciação de S. Pullorum e S. Gallinarum pela análise do gene rfbS 
 
5.1.1. Amplificação da região polimórfica de posição 598 
Segundo o trabalho de SHAH et al. (2005), nas reações com primers SP e 

amostras de S. Pullorum é possível visualizar uma banda de 187pb, enquanto nas 

mesmas reações com S. Gallinarum nenhum produto de amplificação é observado. Já 

nas reações com primers SG e amostras de S. Gallinarum, a banda também é de 

187pb, enquanto nas mesmas reações com S. Pullorum nenhum produto de 

amplificação é visualizado.  

 

5.1.1.1- DNA obtido pelo método de extração segundo SOUMET et al. (1994 
Foram utilizadas as amostras de SG nos 01 a 12 e 21; além das amostras de SP 

nos 24, 25, 26 e 35. A escolha das amostras foi aleatória, exceto para a de 21 que foi 

escolhida devido ao comportamento bioquímico atípico apresentado. 

Utilizando as amostras de S. Gallinarum (nos 1 a 12) e os testes 1’ e 2’, não foi 

possível observar produtos de amplificação, tanto na presença do Mix SG quanto do 

Mix SP.  

Entretanto, no teste 3’ realizado com as amostras de nos 24, 25, 26 e 35 (todas 

de S. Pullorum, sendo que a última diluída pelo acréscimo de 150µL de H2O aos 100µL 

iniciais), foi observado um produto de amplificação de 187pb, quando em presença do 

Mix SP e nenhum produto frente ao Mix SG (Figura 2). 

No teste anterior, para a amostra de SG nº 21 não foi possível observar 

amplicons, independente do Mix utilizado (Figura 2). 
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Fig. 2. Eletroforograma do Teste 3’. Amostra de SG (21). Amostras de SP (24, 25, 26 e 35). MM (1 Kb). 

CN (H2O destilada ultrapura) 
 

 

Dando continuidade, as amostras de S. Gallinarum (nos 01 e 21) e S. Pullorum 

(nos 24 e 35) diluídas com o acréscimo de 150µL de H2O aos 100µL iniciais foram 

submetidas à PCR. 

Os resultados referentes aos testes A e B são similares, sendo que os produtos 

de amplificação de 187pb foram observados em amostras de SP, quando da utilização 

do Mix SP. Entretanto, a amostra no 35 apresentou banda com maior nitidez, quando 

comparada à de no 24. Já para as amostras de SG não foi possível a visualização de 

amplicons (Figuras 3 e 4). 
 

                              

  
Fig. 3. Eletroforograma do Teste A. Amostras 
de SG (01 e 21). Amostras de SP (24 e 35). 
MM (1 Kb). CN (H2O destilada ultrapura) 

Mix SG Mix SP 

100 pb 
200 pb 

Fig. 4. Eletroforograma do Teste B. Amostras 
de SG (01 e 21). Amostras de SP (24 e 35). 
MM (1 Kb). CN (H2O destilada ultrapura)

  MM   01   21   24   35  CN    MM  01   21   24   35  CN 

Mix SG Mix SP 

187 pb 

 MM   01   21   24   35   CN MM  01   21   24   35  CN 

187 pb 
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Nos testes C e D, os produtos de amplificação em amostras de SP utilizando Mix 

SP apresentaram 187pb. Com a utilização do Mix SG, apenas para a amostra de SG no 

01 foi visualizado o amplicon que era esperado, mas no teste C também foram 

constatadas bandas inespecíficas para as amostras de SP e Mix SG (Figuras 5 e 6). 

 

 

                       
 

 
 

 
 
 

5.1.1.2. DNA obtido pelo método de extração a partir da colônia bacteriana 

segundo SAMBROOK & RUSSEL (2001) e TURNER et al. (1998) 
Foram utilizadas as amostras de SG nos 01, 10, 11 e 21; além das de SP nos 24, 

31, 32 e 35. A escolha das amostras foi aleatória, exceto para os nos 21, 31 e 32 que 

foram escolhidos devido ao comportamento bioquímico atípico apresentado. 

Realizou-se a PCR seguindo a composição de cada solução presente nos testes 

A, B, C e D, conforme pode ser observado nas figuras 7, 8, 9 e 10, respectivamente.  

 

 

MM  01   21  24    35   CN    01   21   24    35   CN   MM   01    21     24     35   CN     01    21     24     35    CN 

Mix SG Mix SG Mix SP Mix SP 

Fig. 5. Eletroforograma do Teste C. 
Amostras de SG (01 e 21). Amostras 
de SP (24 e 35). MM (1 Kb). CN 
(H2O destilada ultrapura) 

 

Fig. 6. Eletroforograma do Teste D. 
Amostras de SG (01 e 21). Amostras 
de SP (24 e 35). MM (1 Kb). CN 
(H2O destilada ultrapura) 

187 pb 

187 pb 
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Nos testes A e B, as reações com Mix SP apresentaram amplificação específica 

para amostras de SP. Dentre as reações com Mix SG, apenas a amostra 10 apresentou 

amplicon, com a diferença que no teste A, as bandas visualizadas apresentaram-se 

mais nítidas do que os observados no teste B (Figuras 7 e 8). 

 

 

 

                                     

                                    Fig. 7. Eletroforograma do Teste A. Amostras de SG (01, 10, 
                                    11 e 21). Amostras de SP (24, 31, 32 e 35). MM (1 Kb). CN  
                                    (H2O destilada ultrapura) 
 

 
 

 
 

                                   Fig. 8. Eletroforograma do Teste B. Amostras de SG (01, 10, 
                                   11 e 21).  Amostras de SP (24, 31, 32 e 35). MM (1 Kb). CN 
                                   (H2O destilada ultrapura) 
 

      MM   01  10   11    21    24    31   32   35  CN     MM   01  10   11    21    24    31   32   35  CN 

  MM   01  10     11    21   24    31    32    35  CN     MM   01   10   11     21   24    31   32   35   CN 

Mix SG Mix SP 

Mix SG Mix SP 

187 pb 

187 pb 
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Para os testes C e D, as reações com Mix SP apresentaram a banda de 187pb 

para amostras de SP, mas também ocorreu amplificação inespecífica para a amostra de 

SG nº 10. Em relação às reações com Mix SG, para todas as amostras de SG foi 

possível a visualização de bandas específicas, apesar da presença de amplificações 

inespecíficas para todas amostras de SP. Entretanto, como pode ser observado, as 

amplificações inespecíficas ocorreram em menor intensidade no teste D do que no teste 

C (Figuras 9 e 10). 

 
 

  
 

                                   Fig. 9. Eletroforograma do Teste C. Amostras de SG (01, 10, 
                                   11 e 21). Amostras de SP (24, 31, 32 e 35). MM (1 Kb). CN 
                                   (H2O destilada ultrapura) 
 
 
 

 
 

                                   Fig. 10. Eletroforograma do Teste D. Amostras de SG (01, 10, 
                                   11 e 21).  Amostras de SP (24, 31, 32 e 35).  MM (1 Kb).  CN 
                                   (H2O destilada ultrapura) 
 

         MM   01   10   11   21    24    31   32   35   CN     MM   01   10  11    21    24    31   32  35  CN 

            MM   01   10   11    21    24    31   32   35   CN      MM   01  10    11    21   24    31    32   35   CN 

Mix SG Mix SP 

Mix SG Mix SP 

187 pb 

187 pb 
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Em relação ao teste D apresentado na Figura 11, observa-se que as amostras de 

SG apresentaram produto de amplificação de 187pb em reações com reverse primer 

SG-específico e as amostras de SP em reações com reverse primer SP-específico. Em 

adição, não foram observadas bandas inespecíficas. 
         

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Fig. 11. Eletroforograma do Teste D. Amostras de SG (05, 06, 07, 08, 09, 10, 
11, 12, 13, 14, 15 e 21). Amostras de SP (22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 34 e 
36). MM (1 Kb). CN (H2O destilada ultrapura). 

 MM 05  06  07  08  09  10  11  12  13  14  15  21  -   22  23  24  25  26  27  28  29  34  36  CN MM 

MM  05  06  07  08  09  10  11  12  13  14  15  21  -  22  23  24  25  26  27  28  29  34  36  CN  MM 

Mix SG 

Mix SP 

187 pb 

187 pb 
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Na Figura 12 estão os resultados relativos ao teste D, onde observa-se que as 

amostras de SG apresentaram produto de amplificação de 187pb em reações com 

reverse primer SG-específico. Com relação às amostras de SP, inclusive as de nos 31 e 

32 que apresentam comportamento bioquímico atípico (ODC-), foi possível observar 

bandas de tamanho idêntico ao relatado anteriormente, em reações com reverse primer 

SP-específico.   
 
 
 

 
 

 

 

 

5.1.2. Amplificação da região polimórfica de posição 237 
Segundo DESAI et al. (2005), nas reações com primer SP e amostras de S. 

Pullorum, é possível visualizar uma banda de 147pb, originária da amplificação do gene 

rfbS na posição 237. 

 

5.1.2.1- DNA obtido pelo método de extração segundo SOUMET et al. (1994) 
Utilizando seis amostras de S. Pullorum e três de S. Gallinarum e os testes de 

otimização 2’ e 3’, não foi possível observar produtos de amplificação.  

MM   01    02    03    04     30    31    32    33    CN   MM    01    02    03    04      30    31    32    33    CN 

Mix SG 
 

Mix SP 

187 pb 

Fig. 12. Eletroforograma do Teste D. Amostras de SG (01, 02, 03, 04). Amostras de SP (30, 
31, 32, 33). MM (1 Kb). CN (H2O destilada ultrapura). 

187 pb 
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Entretanto, utilizando os testes C e D e as amostras 01 e 21 (SG), 24 e 35 (SP), 

todas diluídas com acréscimo de 150µL de H2O aos 100µL iniciais, foi possível 

observas os produtos de amplificação das amostras de SP com o Mix SPP (Figuras 13 

e 14). 

 

 

                                           
 

 

 

 
 

                                          
 
 
 
 

Fig. 13. Eletroforograma do Teste C. 
Amostras de SG (01 e 21). Amostras 
de SP (24 e 35). MM (1 Kb). CN   
(H2O destilada ultrapura) 
 

Fig. 14. Eletroforograma do Teste D. 
Amostras de SG (01 e 21). Amostras 
de SP (24 e 35). MM (1 Kb). CN   
(H2O destilada ultrapura) 

147 pb 

 MM    01    21     24    35   CN 

Mix SPP 

147 pb 

                           MM   01    21    24    35   CN 

Mix SPP 
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5.1.2.2. DNA obtido pelo método de extração de DNA a partir da colônia 
bacteriana segundo SAMBROOK & RUSSEL (2001) e TURNER et al. (1998 

Foram utilizadas as amostras 01, 10, 11 e 21 de SG; além das amostras 24, 31, 

32 e 35 de SP. As amostras 31 e 32 foram escolhidas por apresentarem 

comportamento bioquímico atípico. As demais amostras foram escolhidas 

aleatoriamente para os testes de otimização.  

No teste C, as reações com Mix SPP apresentaram uma banda de 147pb para 

as amostras de SP, sendo que também ocorreu amplificação inespecífica para a 

amostra 10 (SG) (Figura 15). 
 
 
 
 
 
 

 
 

                                                      . 
 

 

 

 

 

 

Mix SPP 

          MM     01    10     11     21     24     31     32     35   CN 

Fig. 15. Eletroforograma do Teste C. 
Amostras de SG (01, 10. 11 e 21). 
Amostras de SP (24, 31, 32 e 35). 
MM (1 Kb). CN (H2O destilada  
ultrapura) 
 

147 pb 
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No teste D, as reações com Mix SPP apresentaram a amplificação esperada 

para amostras de SP, sendo que não houve amplificação inespecífica evidente para a 

amostra 10 (Figura 16). 
 
 
 
 

 
                                          
                             
                                                                                                      
 
 
 
 
5.2- Diferenciação de S. Pullorum e S. Gallinarum pela análise dos genes speC e 
speF 

5.2.1- Padronização da PCR  
Inicialmente, realizou-se a amplificação dos dois genes em algumas amostras de 

SG e SP e os resultados foram analisados. Para o gene speC, o padrão de bandas 

observado foi de 2098pb, tanto em amostras de SG quanto de SP. Para o gene speF, 

foi possível observar uma banda específica, de 2138pb e outra inespecífica, maior que 

a anterior (Fig. 17).  

 

 

 

Mix SPP 

          MM   01     10     11      21    24      31     32     35   CN 

Fig. 16. Eletroforograma do Teste D. 
Amostras de SG (01, 10. 11 e 21).  
Amostras de SP  (24, 31, 32 e 35).  
MM (1 Kb). CN (H2O destilada 
ultrapura)

147 pb 
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Na tentativa de diferenciar os dois sorovares, os trabalhos foram conduzidos com 

o estudo do gene speC  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2098 pb 

MM     SG       SG      SP      SP       SG      SG      SP     SP 

             _______ speC_______       _______ speF_______ 
   

Fig. 17. Eletroforograma demonstrando a amplificação dos genes 
speC e speF em amostras de SP e SG. Banda 1: MM (1 Kb), bandas 
2 e 3: amostras de SG e gene speC, bandas 4 e 5: amostras SP e 
gene speC. Bandas 6 e 7 e Bandas 8 e 9: idem para o gene speF. 
 

2138 pb 
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5.2.2- Tratamento enzimático do produto de PCR (genes speC e speF) 
Mesmo tendo sido eleito o gene speC para os estudos futuros, ambos (speC e 

speF) foram utilizados nesta etapa. A análise eletroforética revelou que a enzima Sal I 

não permitiu a diferenciação entre os dois sorovares, pois as bandas visualizadas em 

SG e SP são idênticas. Com relação aos perfis gerados pela digestão com as enzimas 

Xba I e Eco R I, observa-se que ambas permitiram a diferenciação entre SP e SG pela 

análise dos fragmentos obtidos (Fig.18). Considerando o custo referente à metodologia 

de tratamento enzimático, a enzima Eco RI foi a escolhida. 

 

 

 

 
                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MM SG  SP  SG  SP  SG SP    SG  SP   SG  SP  SG  SP MM 
        Eco RI     Sal I      Xba I     Eco RI     Sal I       Xba I 
                                                                
                                                                                                              
                              

     _______ speC________    ________ speF_______ 

Fig. 18. Eletroforograma após tratamento enzimático dos 
genes speC e speF em amostras de SP e SG, utilizando as 
enzimas Eco RI, Sal I e Xba I. MM (1Kb), 

2000 bp 



 

 

38 

 

5.2.3- Amplificação do gene speC e tratamento com a enzima Eco RI nas 
amostras estudadas 

A eletroforese em gel de agarose revelou que os fragmentos gerados são 

idênticos nos sorovares Pullorum e Gallinarum, mesmo quando se analisa amostras 

atípicas (S. Pullorum 31 e 32) (Fig. 19).  

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  MM      31      32       08      09 

Fig.19. Eletroforograma: PCR das 
amostras 31 e 32 (SP atípicas); 
amostras 08 e 09 (SG); MM (1 Kb). 

2098 bp 
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Após o tratamento enzimático, as amostras puderam ser visualizadas por 

eletroforese, como demonstra a figura 18. Amostras de S. Pullorum apresentaram uma 

banda, enquanto que em S. Gallinarum não foi observada banda visível (Fig 20). 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MM     31       31       32       32       08      08      09      09 
            a         b         a         b         a        b        a        b  

Fig.20. Eletroforograma: MM (1 Kb); amostras 31 e 32 (SP 
atípicas); amostras 08 e 09 (SG); após tratamento enzimático 
(a) e PCR do gene speC (b). 
 

2098 bp 

1650 bp 
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Amostras de S. Pullorum que apresentam comportamento bioquímico típico 

puderam ser visualizadas no gel de agarose, após o tratamento com a enzima Eco RI 

(Figura 21). 

 

 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  23      24      25      26      27       28      29    MM 

Fig.21. Eletroforograma: amostras 23 a 29 (SP 
com reação bioquímica típica) após o tratamento 
enzimático; MM (1 Kb). 
 

1650 bp 



 

 

41 

 

A eletroforese da amostra 21 de S. Gallinarum, a qual apresenta reação 

bioquímica atípica e demais amostras de SG, as quais apresentam reação bioquímica 

típica (Fig.22).  
 

 

 

  
 
 
 
 
 
5.3- Caracterização bioquímica 

As 35 amostras foram caracterizadas em S. Pullorum e S. Gallinarum, levando 

em consideração reações bioquímicas observadas em cada meio de cultura. 

Nas provas de indol, triptofano, motilidade, sacarose, glicose, citrato, malonato, 

lisina, maltose, dulcita, salicina, celobiose, tartarato, gelatina e mucato, todas as 14 

amostras de SP e as 21 de SG apresentaram resultado compatível com o sorotipo em 

questão (Quadro 8a). 

Entretanto, na prova de descarboxilação da ornitina, foi constatada reação 

bioquímica atípica em duas amostras de SP (negativas) e em uma de SG (positiva), 

identificadas no quadro 8b. 

 

     17    17    19    19    21    21 
      a      b      a      b      a      b 

 MM      

Fig.22. Eletroforograma: amostra 21 (SG 
atípica); demais amostras (reações 
típicas); PCR do gene speC (a); após 
tratamento enzimático (b); MM (1 Kb), 

2000 bp    

 

2098 bp    
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Quadro 8a. Comportamento bioquímicos das 35 amostras de S. Pullorum e S. Gallinarum 

 

uréia   ind.   trip.   mot.   sac.   gás   gli.   H2S*   citr.    malon.   lis.   mal.   dul.   salic.   celob.**   tart.   gel.   muc

SP        -         -        -        -         -        -       +       +        -          -          +        -        -        -          -            -        -        -  

SG       -          -        -        -         -        -       +       +        -          -          +       +       +        +         +           +       +       + 
 

indol (ind.), triptofano (trip.), motilidade (mot.), sacarose (sac.), glicose (gli.), citrato (citr.), malonato (malon.), lisina 
(lis.), maltose (mal.), dulcita (dul.), salicina (salic.), celobiose (celob.), tartarato (tart.), gelatina (gel.), mucato (muc.).  
( * ) positividade tardia; (**) positividade aos 7 dias; ( - ) resultado negativo; ( + ) resultado positivo. 
 
 
 
 
 
Quadro 8b. Resultados bioquímicos das 35 amostras de S. Pullorum e S. Gallinarum quanto à assimilação de 

ornitina 

 

AMOSTRAS ANALISADAS QUANTO À ASSIMILAÇÃO DA ORNITINA 

S. Pullorum S. Gallinarum 

Resultado típico                 Resultado atípico Resultado típico                 Resultado atípico 

 

12 (+)                                   2 (-) 

 

 

20 (-)                                     1 (+) 

( - ) resultado negativo; ( + ) resultado positivo. 
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VI- DISCUSSÃO  
 

A Pulorose e o Tifo Aviário (causados pela S. Pullorum e S. Gallinarum 

respectivamente), acarretam prejuízos econômicos à produção avícola, razão pela qual 

exigem controle permanente. Os agentes etiológicos possuem estruturas antigênicas 

semelhantes e a diferenciação de ambos baseia-se em provas bioquímicas. Às vezes, 

os resultados bioquímicos não oferecem a segurança desejada. 

NOBREGA (1935), utilizando procedimentos laboratoriais da época, já se referia 

à dificuldade em separar SP de SG. Até mesmo o esquema de Kauffmann-White, 

descrito em 1934 e atualizado recentemente (POPPOFF, 2001), tão amplamente 

utilizado na identificação dos sorovares de Salmonella, atualmente não permite realizar 

tal diferenciação. 

Considerando que estirpes de S. Pullorum e S. Gallinarum atípicas quanto ao 

comportamento bioquímico, são muitas vezes isoladas, fato que dificulta e atrasa a 

identificação do sorotipo, torna-se imprescindível a utilização de outra ferramenta para 

este mesmo propósito, para que medidas sanitárias cabíveis sejam adotadas. Levando 

em consideração estas dificuldades, o presente trabalho foi delineado na tentativa de 

contribuir para a diferenciação dos dois sorovares, utilizando técnicas moleculares. 

Estudos envolvendo o gene rfbS, presente em salmonelas do grupo D (incluindo 

os sorovares Pullorum e Gallinarum), foram inicialmente conduzidos por VERMA et al. 

(1988). Este trabalho serviu de embasamento para a padronização de um sistema de 

amplificação de mutação refratária, o qual foi desenvolvido por SHAH et al. (2005). 

Esses autores utilizaram um kit genérico de purificação de DNA (Dneasy Tissue Kit – 

Quagen, USA). No presente estudo, em substituição a este kit, foram utilizados dois 

métodos de extração de DNA das amostras de SP e SG, sendo um deles preconizado 

por SOUMET et al. (1994), com algumas modificações.  

Inicialmente, os trabalhos foram desenvolvidos de acordo com as 

recomendações de SHAH et al, (2005) para amplificar a região polimórfica do gene rfbS 

na posição 598. Entretanto, face à dificuldade em reproduzir os resultados obtidos pelos 
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autores, tentou-se a padronização da técnica, variando-se as concentrações dos 

reagentes. 

Em uma fase preliminar, utilizando-se testes com diferentes concentrações de 

X-Mix, Taq e DNA e conforme o método de extração segundo SOUMET et al. (1994), 

apenas a PCR de amostras de SP e Mix SP, empregando o teste que continha a 

menor quantidade de DNA, apresentou o resultado esperado, ou seja, um produto 

que originava uma banda de 187pb (Figura 2). Comparando-se os resultados obtidos 

nesta etapa, observa-se que em apenas uma amostra (nº 35), da qual o DNA foi 

previamente diluído, obteve-se a melhor visualização do amplicon e a menor 

quantidade de DNA retida no poço de aplicação. Os resultados deixaram antever que 

o excesso de DNA estava prejudicando a visualização do fragmento obtido. Assim 

sendo, passou-se a diluir o DNA das amostras previamente, para dar prosseguimento 

ao trabalho. 

Durante a padronização da PCR, os componentes foram individualmente 

acrescentados, tendo-se como base o teste A. Em comparação com o teste A, no 

teste B a concentração de todos os componentes foi diminuída, mantendo-se o 

volume final. No teste C, as concentrações de primer e Taq permaneceram 

constantes, aumentaram-se as concentrações da solução de MgCl2 e de DNA e 

diminuiu-se a concentração dos demais componentes. No teste D, o qual é uma 

variação do teste C, as concentrações de MgCl2, primer e DNA permaneceram 

constantes e os demais reagentes foram alterados. Prosseguindo, ainda conforme o 

método de extração segundo SOUMET et al. (1994) e utilizando os testes 

previamente descritos, os resultados foram um pouco melhores, mas ainda 

inconsistentes. Nos testes A, B e C os resultados foram similares, sendo observado 

um fragmento de 187pb em reações com as amostras de SP e Mix SP (Figuras 3, 4 e 

5). No teste C, também foi possível visualizar em uma amostra de SG frente ao Mix 

SG, o aparecimento do amplicon esperado, contudo, as reações entre SG e o Mix SP 

também apresentaram uma banda de 187pb, tornando este teste indesejável. 

Provavelmente, o aumento na concentração do DNA foi o fator que propiciou o 

aparecimento de bandas inespecíficas. Já no teste D não foram encontradas reações 
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inespecíficas e as amostras de SP apresentaram o resultado esperado (Figura 6). 

Apenas em uma amostra de SG observou-se traços de amplificação, demonstrando 

assim, que as concentrações dos componentes utilizados neste teste poderiam estar 

próximas da ideal. 

 Diante dos resultados obtidos e tendo-se em vista que não se observou o 

padrão de bandas que era esperado para as amostras de SG, mesmo com o 

emprego de diversas concentrações de reagentes, decidiu-se pela utilização do 

método de extração térmica a partir da colônia bacteriana seguindo as 

recomendações de SAMBROOK & RUSSEL (2001) e TURNER et al. (1998. Estes 

autores sugerem a realização da PCR a partir do cultivo de Salmonella em meio 

semi-sólido, ou seja, da colônia bacteriana pura, esperando-se que não ocorra a ação 

de substâncias interferentes, como pode ocorrer quando a amostra apresenta-se em 

meio de cultura líquido. Com o DNA obtido por este último método de extração, os 

resultados foram mais consistentes. Comparando os testes A e B, o padrão de 

bandas foi similar, mas os produtos de amplificação no teste B apresentaram menor 

intensidade, o que já era esperado, pois a concentração de todos os reagentes neste 

teste estava diminuída (Figuras 7 e 8). Visualizou-se bandas de 187pb para amostras 

de SP e Mix SP e dentre as reações com Mix SG apenas uma amostra de SG 

apresentou amplificação. No teste C, reações entre as amostras de SP e Mix SP 

apresentaram bandas de 187pb (Figura 9). Entretanto, as mesmas amostras com o 

Mix SG também apresentaram o padrão de bandas anterior. Em relação às amostras 

de SG, ocorreu amplificação em todas as amostras utilizando Mix SG. Assim como 

neste teste e o método de extração anterior, o aumento na concentração do DNA 

provavelmente foi o item que possibilitou o aparecimento de bandas inespecíficas em 

amostras de SP. No teste D, os resultados foram similares aos encontrados no teste 

C (Figura 10). Entretanto, as amplificações inespecíficas ocorreram em menor 

intensidade, sem interferir nos resultados. 

Considerando os resultados obtidos durante a fase de padronização, utilizou-se o 

método de extração térmica a partir da colônia bacteriana e os componentes da solução 

empregados no teste D para a análise das demais amostras estudadas. 
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Analisando as amostras objeto deste estudo, foi possível observar a 

amplificação do gene rfbS, posição 598 de SP, frente ao Mix SP e de SG com o Mix 

SG pela visualização de uma banda de 187pb, sem a ocorrência de reações 

inespecíficas. É importante salientar que as amostras com comportamento bioquímico 

atípico com relação à prova da ornitina, SG 21, SP 31 e SP 32, apresentaram bandas 

de amplificação de 187pb frente ao Mix específico do sorovar, semelhantemente aos 

resultados encontrados para as demais amostras (Figuras 11 e 12). 

No trabalho de SHAH et al. (2005) a metodologia para diferenciação dos 

sorovares Pullorum e Gallinaum não apresentou 100% de especificidade para as 

amostras de SP. Diante de tais resultados, DESAI et al. (2005), posteriormente, 

analisando o mesmo gene rfbS mas na posição 237, conseguiram com sucesso a 

padronização da PCR, com a visualização de uma banda de 147pb em amostras de 

SP. Considerando que este último trabalho complementava os resultados obtidos por 

SHAH et al. (2005), ele também foi utilizado no intuito de diferenciar as amostras de SP 

e SG em questão.  

Com a extração de DNA seguindo o método adotado por SOUMET et al. (1994), 

observou-se que tanto no teste C quanto no D, as reações com Mix SPP apresentaram 

a amplificação esperada de um fragmento de 147pb, na presença de SP, enquanto que 

com as amostras de SG não houve amplificação, como era de se esperar (Figuras 13 e 

14). Por outro lado, utilizando a extração do DNA pelo método de extração térmica a 

partir da colônia bacteriana segundo SAMBROOK & RUSSEL (2001) e TURNER et al. 

(1998), o padrão de bandas foi distinto daqueles observados anteriormente (Figuras 15 

e 16). No teste C foi possível observar que o fragmento de 147pb estava presente na 

PCR de amostras de SP, mas amplificações inespecíficas também foram observadas 

com SG.  

À semelhança do encontrado no trabalho de DESAI et al. (2005), a PCR 

realizada para a amplificação da posição 237 do gene rfbS, utilizando os dois métodos 

de extração de DNA e com a concentração dos reagentes do teste D,  apresentou as 

amplificações desejadas, sem o aparecimento de reações inespecíficas. Os mesmos 
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resultados também foram observados em amostras de SP atípicas, ou seja, um 

fragmento de 147pb.  

A diferenciação de SP e SG também foi tentada com base na amplificação dos 

genes speC e speF. Estes genes estão relacionados com a metabolização da ornitina e 

sendo esta uma das provas discriminatórias entre SP e SG, a amplificação dos mesmos 

poderia revelar diferenças entre os dois sorovares. Além disso, tendo-se em vista que 

amostras de SP e SG apresentando comportamento bioquímico atípico são objeto 

deste estudo, a análise dos genes speC e speF destas amostras poderia ser útil na 

distinção entre os dois sorovares. 

   Durante a padronização da PCR, utilizou-se as informações contidas em 

SAMBROOK & RUSSEL (2001) sobre a concentração dos componentes, as etapas da 

amplificação e da análise dos fragmentos, visto que ainda não se tinha informações 

sobre a PCR para amplificação destes genes. 

Inicialmente, foram utilizadas aleatoriamente algumas amostras de SP e SG para 

a amplificação dos genes speC e speF, os quais apresentavam 2098pb e 2138pb, 

respectivamente (Figura 17). O fragmento de 2098pb foi observado após a amplificação 

do gene speC, tanto em amostras de SP quanto de SG. Em contrapartida, para o gene 

speF, além da banda de 2138pb, outro fragmento inespecífico e bem maior que o do 

próprio gene também foi visualizado nas amostras de SP e SG. Os resultados obtidos 

nesta etapa subsidiaram os trabalhos posteriores, utilizando apenas o gene speC. 

Levando em consideração que o sequenciamento de speC em SP e SG não 

estava disponível, os trabalhos foram conduzidos à medida que os resultados iam 

sendo obtidos, embasados no fato de que a expressão de tal gene em S. Pullorum é 

oposta da observada em SG. Com relação ao gene speC, o qual está relacionado com 

a descarboxilação da ornitina e o resultado para esta prova é diferente em SP e em SG 

(SP positivo e SG negativo), poderia inferir-se que a seqüência de bases nitrogenadas 

do gene speC, presente em cada sorovar também seria distinta. Neste sentido, o uso 

de enzimas de restrição poderia ser um instrumento útil na diferenciação de SP e SG, 

visto que o sítio de clivagem em cada uma das duas salmonelas poderia revelar 

fragmentos de tamanhos diferentes após a ação da enzima de restrição. 
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Foram utilizadas as enzimas Sal I, Xba I e Eco RI aleatoriamente, por não se ter 

conhecimento da ação das mesmas sob o gene speC (Figura 18). Os resultados 

obtidos após a metodologia de tratamento enzimático com a enzima Sal I não permitiu 

diferenciar os dois sorovares e sendo assim, a mesma foi descartada. Com relação às 

enzimas Xba I e Eco RI, ambas apresentaram potencial para diferenciação entre S. 

Pullorum e S. Gallinarum e devido à disponibilidade e ao custo de cada uma, a enzima 

Eco RI foi escolhida para utilização neste trabalho. 

A análise das 13 amostras de SP e 20 de SG isoladas no Brasil e das duas 

cepas de referência (ATCC) revelou que os fragmentos gerados para cada sorovar é 

distinto. Mesmo quando analisou-se as cepas de comportamento bioquímico atípico 

para a prova da ornitina (SG 21, SP 31 e SP 32), os resultados foram idênticos em cada 

Salmonella (Figuras 19 a 22).  

Tendo como base as informações contidas no trabalho de SHAH et al. (2005), é 

de se ressaltar que o mesmo não foi reproduzido com facilidade, tendo em vista a 

necessidade de testar várias concentrações de reagentes, no intuito de padronizar a 

reação. Entretanto, após definir a concentração dos reagentes a ser utilizada na reação 

de PCR, o sistema de amplificação de mutação refratária para o gene rfbS, posição 598 

foi extremamente útil na diferenciação entre amostras de SP e SG, mesmo quando 

estas apresentavam reações atípicas quanto à assimilação da ornitina. O mesmo 

comentário pode ser feito para o trabalho de DESAI et al. (2005), o qual refere-se 

também ao gene rfbS, mas na posição 237. Portanto, ambos são factíveis, dentro das 

condições do experimento. 

Neste trabalho, os genes speC e speF relacionados com a assimilação da 

ornitina também foram objeto de estudo, devido às características distintas entre SP e 

SG para esta prova. Foi possível demonstrar que estes genes apresentam suas 

seqüências de bases diferentes, fato demonstrado após o uso de enzimas de restrição. 

Após a padronização da técnica, o gene speC das amostras de SP e SG foi submetido 

à ação da enzima Eco RI, possibilitando a diferenciação entre elas, inclusive quando 

amostras com comportamento atípico na prova da ornitina eram analisadas. Tais 

resultados subsidiam trabalhos posteriores no intuito de sequenciar o gene em questão 
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e com estas informações disponíveis, elaborar primers específicos para a região de 

seqüência distinta, comparando as duas salmonelas. À semelhança dos trabalhos 

realizados por SHAH et al (2005) e DESAI et al (2005), é provável que a construção 

destes primers possam substituir o uso de enzimas de restrição e assim, diminuir o 

custo da técnica e o trabalho para realizá-la. 

É importante esclarecer que os resultados bioquímicos encontrados em algumas 

amostras não condiziam com a identificação original. Por este motivo, foi necessária a 

confirmação no IAL, fato que propiciou o esclarecimento quanto à tipificação das 

mesmas. 

Desta forma, justifica-se a utilização dos protocolos descritos aqui no intuito de 

aprimorar a distinção entre Samonella Pullorum e Salmonella Gallinarum, realizando-a 

com rapidez e assim, contribuir para a correta tomada de decisão visando a adoção de 

medidas para o controle em áreas endêmicas, onde a pulorose / tifo aviário está 

presente em criações avícolas.  
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VII- CONCLUSÕES   
  
Dentro do modelo experimental adotado, concluiu-se que: 
 
- A diferenciação entre S. Pullorum e S. Gallinarum pode ser realizada pela análise do 

gene rfbS na posição 598, utilizando a extração térmica de DNA segundo SAMBROOK 

& RUSSEL (2001) e TURNER et al. (1998) e a concentração de reagentes descrita no 

teste D; 

 

- A análise do gene rfbS na posição 237, utilizando a extração térmica de DNA segundo 

SAMBROOK & RUSSEL (2001) e TURNER et al. (1998) e segundo SOUMET et al. 

(1994), e a concentração de reagentes descrita no teste D, mostrou-se também eficaz 

no intuito de diferenciar os dois sorovares; 

 

- A digestão enzimática do gene speC, utilizando a enzima Eco RI demonstrou ser uma 

técnica molecular eficiente na diferenciação dos sorotipos Pullorum e Gallinarum, 

mesmo quando se analisa amostras atípicas quanto à assimilação da ornitina; 

 

- A utilização dos protocolos descritos neste trabalho pode ser adotado no intuito de 

contribuir para a tomada de decisão no campo, uma vez que há redução no tempo 

necessário para que se tenha em mãos o diagnóstico definitivo; 

 

- Estudos futuros devem ser realizados dentro do propósito de sequenciar o gene speC 

e construir primers específicos da região diferenciada em SP e SG. Desta forma, é 

possível que a PCR deste gene seja ainda mais aperfeiçoada e assim apresente maior 

rapidez e menor custo.  
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