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RESUMO

Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium é o sorotipo de
Salmonella mais prevalente e disseminado mundialmente em alimentos de origem
carnea, principalmente suina, e o mais relacionado a resisténcia mdltipla a
antimicrobianos em humanos. Apesar de sua grande relevancia, poucos estudos tém
sido conduzidos no Brasil com S. Typhimurium para caracterizacdo de marcadores de
viruléncia e resisténcia a antimicrobianos, e genémica comparativa entre isolados de
diferentes origens. Portanto, o objetivo deste trabalho foi: i) descrever, através da
analise de genoma completo, o repertorio de genes de viruléncia, contetdo plasmidial,
genes de resisténcia a antimicrobianos, fagos e ilhas de patogenicidade de cepas de S.
Typhimurium; e ii) determinar a relacao filogenética das cepas estudadas (cepas nao-
clinicas) com cepas provenientes de casos clinicos humanos e suinos. Vinte e um
isolados de S. Typhimurium obtidos de subprodutos suinos e carcaca suina da regido sul
do Brasil foram caracterizados e comparados genomicamente a isolados brasileiros,
disponiveis nos bancos de dados publicos, obtidos de casos clinicos humanos e suinos.
Todas as cepas sequenciadas foram classificadas como ST19 e cinco delas séo variantes
monofasicas S. 1,4,[5],12:i:-. Dentre os 21 genomas foram identificadas 15 sequéncias
plasmidiais totalizando 12 perfis diferentes. As S. Typhimurium apresentaram perfis de
viruléncia bastante parecidos, sendo preditos 476 genes de viruléncia e 10 ilhas de
patogenicidade. Os genomas foram considerados multirresistentes, com altos niveis de
resisténcia para aminoglicosideos, tetraciclina, B-Lactamicos, sulfonamida, fenicois e
trimetoprim. Os resultados das analises filogenéticas sugerem que ha duas linhagens de
S. Typhimurium disseminadas tanto em humanos quanto na cadeia produtiva de
alimentos, mostrando relacdo filogenética direta entre isolados de origem clinica e nédo-
clinica, enquanto que, parece haver uma terceira linhagem circulando exclusivamente
em humanos.

Palavras-chave: S. Typhimurium, WGS, subproduto suino, resisténcia antimicrobiana



ABSTRACT

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium is the most prevalent
and disseminated Salmonella serotype in meat food, mainly pork, and the most related
to multiple antimicrobial resistance in humans. Despite its great relevance, few studies
have been conducted in Brazil with S. Typhimurium to characterize virulence and
antimicrobial resistance markers, and comparative genomics between isolates from
different origins. Therefore, the objective of this work was: i) to describe, through
whole genome analysis, the repertoire of virulence genes, plasmid content,
antimicrobial resistance genes, phages and pathogenicity islands of S. Typhimurium
strains; and ii) determine the phylogenetic relationship of the studied strains (non-
clinical strains) with strains from human and swine clinical cases. Twenty-one S.
Typhimurium isolates obtained from swine by-products and swine carcass from
southern Brazil were characterized and genomically compared to Brazilian isolates,
available in public databases, obtained from human and swine clinical cases. All
sequenced strains were classified as ST19 and five of them are monophasic variants S.
1,4,[5],12:i:-. Among the 21 genomes, 15 plasmid sequences were identified, adding up
to 12 different profiles. S. Typhimurium showed very similar virulence profiles, with
476 virulence genes and 10 pathogenicity islands predicted. The genomes were
considered multidrug resistant, with high levels of resistance to aminoglycosides,
tetracycline, B-Lactams, sulfonamides, phenicols and trimethoprim. The results of the
phylogenetic analyzes suggest that there are two lineages of S. Typhimurium
disseminated both in humans and in the food production chain, showing direct
phylogenetic relationship between isolates of clinical and non-clinical origin, while
there seems to be a third lineage circulating exclusively in humans.

Keywords: Typhimurium, WGS, swine by-product, antimicrobial resistance
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1 INTRODUCAO

Salmonelose, doenga causada por uma variedade de sorovares de Salmonella spp., é
uma das doencas transmitidas por alimentos mais comuns provocadas por bactérias (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2015a; EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY;
EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2019). Foi a
segunda zoonose mais relatada em 2019 na Unido Europeia (UE), ficando atrds apenas da
campilobacteriose. Foram contabilizados 87.923 casos humanos confirmados de salmonelose,
dos quais 42,5 % necessitaram de hospitalizacdo e 140 evoluiram para 6bito (EUROPEAN
FOOD SAFETY AUTHORITY, 2021a). Nos Estados Unidos da América (EUA), estima-se
que 1,35 milhdo de infeccdes, 26.500 hospitalizacdes e 420 mortes por ano sejam causadas
por Salmonella spp. ndo tiféide (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2019). Entre 2009 e 2018, Salmonella spp. foi o segundo patégeno mais
identificado em doengas de origem alimentar no Brasil (BRASIL, 2019). Salmonella enterica
subsp. enterica sorovar Typhimurium é um dos sorotipos mais importantes em satde publica
(Figura 1). No Brasil, apesar da falta de dados epidemiolégicos, S. Typhimurium foi o sorovar
mais comumente isolado de humanos e o terceiro de fontes ndo humanas na década de 90
(TAUNAY et al., 1996) e tem sido relatado como o principal sorotipo isolado de infecgdes
sisttmicas em humanos (REIS et al., 2018).

Este sorotipo esta disseminado pelo planeta e a carne suina é uma importante fonte de S.
Typhimurium e sua variante monofasica (FERRARI et al., 2019). Cepas multirresistentes tém
sido reportadas ao longo da cadeia produtiva da suinocultura (POSSEBON et al., 2020),
incluindo suinos destinados ao abate e cortes carneos, bem como em casos clinicos humanos
(ALMEIDA et al., 2015; MENEGUZZI et al., 2017; ZHANG et al., 2018; WANG et al.,
2019).
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Figura 1 - Distribuicdo global dos cinco principais sorotipos de Salmonella nao-tifoidal
associados a doenca clinica em humanos.
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Distribui¢do geogréafica dos cinco principais sorotipos de Salmonella ndo-tifoidal associados a doenga clinica em
humanos no periodo de 2004-2016. O grafico de barras apresenta a proporcéo de ocorréncia de cada sorotipo.
Fonte: (CHENG; EADE; WIEDMANN, 2019).

S. Typhimurium representa risco a salde publica devido a sua facilidade em alcancar
alimentos e ambientes de processamento. A disponibilidade de dados sobre fatores de
viruléncia, genes de resisténcia a antimicrobianos e a relacdo clonal de cepas circulantes em
determinadas regides pode contribuir no processo de decisdo nas acbes de saude publica
referentes a este agente.

Historicamente, métodos tradicionais de cultivo e identificacdo tém sido usados para
caracterizacdo fenotipica de patdgenos bacterianos. No entanto, tais métodos tém passado por
processos de melhoria com consequente automatizacdo e/ou miniaturizacdo. Na década de 90
métodos baseados na reacdo de PCR foram introduzidos e, mais recentemente, as técnicas de
sequenciamento massivo de genomas, propiciando a obtencdo de resultados mais rapidos e
precisos. O sequenciamento de genoma completo (WGS) é uma ferramenta poderosa para
estudo de rotas de transmissdo e atribuicdo de fonte, sendo altamente adequada para
patdgenos como Salmonella (RANTSIOU et al., 2018).

Como a disseminacdo de genes de resisténcia antimicrobiana (AMR) é um grande
problema para a saude publica em todo o mundo, estudos de disseminacdo de AMR,
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mudancas de padrdes e tendéncias em produtos de origem animal, bem como em isolados
clinicos, ao longo do tempo, sédo importantes para fornecer informacgdes em uma perspectiva
de saude Unica, orientando a terapia antimicrobiana empirica e contribuindo para a resposta
global a resisténcia antimicrobiana (CAMPOS et al., 2019), principalmente em um pais de
revelancia mundial na produgdo de carne suina como o Brasil. Portanto, o objetivo deste
estudo foi realizar a caracterizagdo gendmica, determinar o perfil de clonalidade, e analisar a
persisténcia de genes de resisténcia a antibidticos de isolados de S. Typhimurium provenientes
de carcacas e subprodutos suinos na regido Sul do Brasil (Santa Catarina e Rio Grande do

Sul) através da analise por WGS.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Caracteristicas gerais do Género Salmonella

Salmonella € um género da familia Enterobacteriaceae composto por duas espécies: S.
bongori e S. enterica (LAN; REEVES; OCTAVIA, 2009; JAJERE, 2019). De acordo com
propriedades bioquimicas e relagdo genémica, a espécie S. enterica contém seis subespécies
(Tabela 1), das quais a chamada enterica € comumente isolada de humanos e animais de
sangue quente, e inclui mais de 2600 sorotipos. Sdo bactérias Gram-negativas, em forma de
bastdo e anaerobias facultativas. Enquanto a maioria dos membros do género Salmonella é
movel pela existéncia de flagelos peritriqueais, os sorotipos Salmonella Gallinarum e
Salmonella Pullorum sdo imoéveis (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013; RYAN;
O’DWYER; ADLEY, 2017). O trato gastrointestinal de animais de sangue quente e frio é o
reservatorio da maior parte dos sorovares deste género (MCVEY; KENNEDY;
CHENGAPPA, 2013; SHEKHAR, 2018; JAJERE, 2019). Assim, a presenca de Salmonella
em outros habitats como agua, ambiente e alimentos indica contaminagdo fecal (CRUMP et
al., 2015; JAJERE, 2019).

Tabela 1 — Subespécies da espécie S. enterica.

Designacédo numérica Nomenclatura

| enterica

| salamae
Ia arizonae
b diarizonae
v houtenae
VI indica

Fonte: MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA (2013).

A caracterizacao dos sorotipos da subespécie enterica é feita de acordo com o sistema
Kauffman-White, que os classifica de acordo com determinantes antigénicos incluindo os
antigenos O (somatico), K (capsular) e H (flagelar) (BRENNER et al., 2000). O antigeno O é
termoestavel, esta localizado na parte externa da membrana celular, portanto € um dos
componentes do lipopolissacarideo (LPS), sendo possivel a expressdo de mais de um antigeno
O. O antigeno H é termoestavel e encontrado no flagelo. A maioria das Salmonella spp.
possui dois genes que codificam as proteinas flagelares. Sendo assim, estas bactérias podem
ser difasicas (fase 1 e fase 2), tendo a habilidade de expressar apenas uma proteina de cada

vez. O antigeno K raramente é encontrado na maioria dos sorotipos e € composto por
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polissacarideos da superficie da capsula. Um subtipo de antigeno K, o antigeno Vi, é
encontrado apenas nos sorotipos Paratyphi C, Dublin e Typhi (JAJERE, 2019).

A subespécie S. enterica pode ser classificada em duas categorias de acordo com a
especificidade de hospedeiro: tifoidal e ndo tifoidal (NTS). As chamadas tifoidais incluem
cepas que causam a febre tifoide e possuem como hospedeiro somente os humanos; ja as
cepas NTS incluem todos os outros sorovares, 0s quais podem ser carreados por humanos e
animais e sdo causa importante de intoxicacdo alimentar (OCTAVIA; LAN, 2014). Dentre as
NTS, Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis afetam humanos e animais causando
geralmente gastroenterite (JAJERE, 2019). Aproximadamente 5 % das salmoneloses NTS
pode evoluir para bacteremia (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013; CRUMP et al.,
2015). Bebés, criancas, idosos, individuos imunocomprometidos e com comprometimento da
barreira acida do trato digestivo sdo mais propensos a desenvolver infeccdes extraintestinais
(GYLES et al., 2010; CRUMP et al., 2015). Diversos fatores de viruléncia estdo envolvidos
na patogenia da infeccdo por Salmonella, incluindo flagelo, capsula, plasmideos, sistemas de
adesdo e sistema de secrecao tipo 3 (T3SS) (JAJERE, 2019). Os genes que codificam fatores
de viruléncia podem estar localizados no cromossomo, em regides conhecidas como llhas de

patogenicidade de Salmonella (SP1), ou em plasmideos de viruléncia (SINGH et al., 2018).

2.2 Caracteristicas gendbmicas do género Salmonella

O genoma bacteriano é formado, geralmente, por um cromossomo carreando genes
essenciais e opcionalmente genomas extracromossomais (plasmideos), cada qual com
propriedades particulares (DICENZO; FINAN, 2017). Regides codificantes sao
predominantes nos genomas bacterianos atingindo 88 a 97 % de seu contedo. O restante é
dedicado a codificacdo de RNAs estruturais e funcdes regulatérias (KIRCHBERGER,;
SCHMIDT; OCHMAN, 2020).

A evolucdo bacteriana ocorre principalmente por mutagdes induzidas por erros durante
0 processo de replicacdo ou danos a molécula de DNA, transferéncia horizontal de genes,
rearranjos, duplicagdo, excisdo e formacdo de pseudogenes. A transferéncia horizontal pode
ocorrer por substituicdo ou inversdo de sequéncias idénticas ou quase idénticas, ou pela
incorporacdo de material genético novo através dos eventos de transformacéo, conjugacédo ou
transducdo (VILA NOVA et al., 2019). Estes eventos sdo importantes em situacdes de
adaptacdo a novos nichos. Por isso, a analise de similaridade do genoma em diferentes niveis,

incluindo diferencas e similaridades nas SPIs é uma importante ferramenta para descrever a
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relacdo entre isolados com diferentes especificidades de hospedeiro (JACOBSEN et al.,
2011). A transferéncia de material genético, através de elementos genéticos moveis, também
tem importancia na rapida disseminacdo de resisténcia a antimicrobianos, assim como 0sS
fagos (GUPTA et al., 2019).

Ao contrério dos eucariotos, nos quais a diversificacdo do genoma ocorre em grande
parte por duplicacGes de genes, nos procariotos a aquisicdo de material genético externo é o
maior responsavel pelas variacfes de seus genomas. Ainda assim, mutacdes, tanto em regides
bacterianas codificantes como ndo codificantes, podem resultar em novas funcdes e grandes
alteracbes de fendtipo (PATEL, 2016; KIRCHBERGER; SCHMIDT; OCHMAN, 2020).
Embora tenha uma importancia muito menor que nos eucariotos, ha evidéncias de surgimento
de genes a partir de regides ndo codificantes em bactérias, como genes regulatorios
envolvidos em formacgdo de biofilme e viruléncia. Outro meio de “inovagdo” em genomas
bacterianos ja relatado se da através de mudanca da fase de leitura de um gene existente, que
pode ser resultado de uma mutagéo, originando um novo produto génico (KIRCHBERGER,;
SCHMIDT; OCHMAN, 2020).

O material genético do género Salmonella esta contido em um (nico cromossomo
circular (MCCLELLAND et al., 2001), sendo que cada cepa possui uma regido gendémica
estavel (core) e pode conter diversos genes acessorios incluindo ilhas de patogenicidade de
Salmonella (SPIs), elementos transponiveis, fagos e plasmideos. Ilhas de patogenicidade
(SPI) sdo grupos de genes com contetdo varidvel de G/C, podem estar localizadas no
cromossomo ou plasmideo, sdo flanqueados por sequéncias repetidas e codificam fatores de
viruléncia (SINGH et al., 2018; JAJERE, 2019) que conferem caracteristicas a Salmonella as
quais possibilitam a colonizacdo do hospedeiro através de adesdo, invasdo, sobrevivéncia e
evasdo dos mecanismos de defesa como acidez gastrica, proteases gastricas e sistema imune
(JAJERE, 2019). Em geral as SPIs sdo conservadas, havendo variabilidade entre isolados em
determinadas regifes, o que pode implicar em diferencas como especificidade de hospedeiro
(JACOBSEN et al., 2011). Ha 22 SPIs reportadas em Salmonella, sendo que nenhuma cepa
contém todas as SPI, mas sim algumas especificas (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA,
2013).

Cada ilha patogénica desempenha papeis diferentes na patogenicidade e viruléncia.
Resumidamente, a SPI-1 é necessaria para a invasdo de células hospedeiras, por mediar
rearranjos do citoesqueleto, e inducdo de apoptose de macrdfagos; a SPI-2 esté relacionada a

infeccOes sistémicas e replicacdo em macrofagos; a SPI-3 confere caracteristicas que auxiliam
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na adesdo e na sobrevivéncia de S. Typhimurium em macréfagos além do crescimento de
Salmonella em ambientes com baixo teor de magnésio; no que diz respeito a SPI-4 estdo
presentes genes responsaveis pela colonizacdo intestinal, secrecdo de toxinas e apoptose, bem
como sobrevivéncia intramacréfago; na SPI-5, existem genes agrupados que codificam varias
proteinas efetoras do sistema de secrecdo tipo 3; ja a SPI-6 estimula o transporte de proteinas
para dentro da célula do hospedeiro; os genes da SPI-9 contribuem para a adeséo as células
epiteliais; os genes da SPI-13 possivelmente estdo relacionados a infeccdo sistémica enquanto
que os genes da SPI-14 estdo envolvidos no processo de invasdo (FABREGA; VILA, 2013;
MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013; VELASQUEZ et al., 2016; SINGH et al., 2018;
DOS SANTOS; FERRARI; CONTE-JUNIOR, 2019; JAJERE, 2019). Por sua vez, a regido
genémica C63PI codifica proteinas envolvidas na protecdo contra estresse oxidativo e
desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), conferindo competitividade de
sobrevivéncia a Salmonella dentro de células imunes que geram ROS (KIM et al., 2017), e
tem importancia no transporte de ferro (DE MELO et al., 2021). Por fim, a ilha genética no
centissomo 54 (ilha CS54) codifica proteinas relacionadas a colonizacdo intestinal por S.
Typhimurium (SABBAGH et al., 2010; LOPEZ et al., 2012).

Estudos apontam que a maioria dos sorotipos de Salmonella possui plasmideos de
viruléncia sorotipo-especificos que estdo presentes em pequeno numero de coépias, e
dependendo do sorotipo variam em tamanho de 50-100 kb (FABREGA; VILA, 2013;
JAJERE, 2019).

A espécie S. enterica contém um pangenoma (conjunto total de genes, incluindo genes
acessorios) de 25,3 Mbp com 1,5 Mpb contendo genes presentes em todos 0s genomas (core
genome) e um core genome conservado de 3,2 Mbp presente em pelo menos 96 % dos
genomas. Foram identificadas ainda 404 regides gendmicas de 1000 pb especificas das
espécies de S. enterica (LAING et al., 2017).

2.3 Caracteristicas epidemiolégicas do sorotipo S. Typhimurium

S. Typhimurium, patégeno com amplo espectro de hospedeiro (JAJERE, 2019), é um
dos sorotipos mais frequentemente isolados ao redor do mundo envolvido em infecgdes
entéricas em humanos e animais (HENDRIKSEN et al., 2011; SHEKHAR, 2018;
BALASUBRAMANIAN et al., 2019), podendo invadir sitios extraintestinais, o que pode
resultar em bacteremia, meningite e outros tipos de infeccBes graves apresentando indice de
mortalidade elevado, chegando a 24 % (FABREGA; VILA, 2013; WORLD HEALTH
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ORGANIZATION, 2018; STANAWAY et al., 2019). Surtos em humanos causados por S.
Typhimurium tem sido atribuidos ao consumo de carne suina e seus subprodutos (ARNEDO-
PENA et al., 2016; BONARDI, 2017), embora outras rotas como o contato com diferentes
espécies animais também sejam importantes (LUVSANSHARAYV et al., 2020). Dados
epidemioldgicos sugerem que algumas de suas variantes patogénicas sao altamente adaptadas
a determinados hospedeiros, dentro de uma espécie ou grupo de espécies animais
relacionadas, enquanto outras tem uma gama mais ampla (BRANCHU; BAWN; KINGSLEY,
2018). Suinos podem ser portadores assintomaticos por meses e situacdes estressantes, como
0 manejo pré-abate, podem resultar em aumento da excre¢do do patdgeno (PATTERSON et
al., 2016; DOS SANTOS BERSOT et al., 2019). Uma variante monofésica da S.
Typhimurium que ndo expressa a segunda fase do antigeno flagelar, com férmula S.
4,[5],12:i:-, foi incialmente descrita na Espanha em 1997 (ECHEITA et al., 1999) e desde
entdo tem se espalhado pelo mundo.

No Estado de S&o Paulo, S. Typhimurium foi o sorotipo mais comumente isolado de
humanos e o terceiro mais isolado de fontes ndo humanas antes da década de 1990
(ALMEIDA et al., 2018). Estudos mais recentes indicam que este € o segundo sorotipo mais
prevalente em alimentos (MIRANDA et al., 2017), principalmente produtos produzidos a
partir de carne suina (MOURA et al., 2014), e esta entre os trés mais frequentes em amostras
clinicas humanas (MIRANDA et al., 2017; REIS et al., 2018) no Brasil. Quando considerado
juntamente com sua variante S. 1,4,[5],12:i:-, estdo entre 0os mais encontrados, no Brasil, em
amostras ndo humanas e ambientais (CASAS et al., 2016) e produtos carneos (RISTORI et
al., 2017). Ja4 nos EUA S. Typhimurium ocupou a terceira posi¢do entre 0s sorotipos mais
comumente detectados em infecgdes em humanos em 2019 (TACK et al., 2020). A variante
monofasica S. 1,4,[5],12:i:- tem se tornado o sorotipo mais comum de Salmonella e esta
fortemente associado a subprodutos suinos, sendo reportado em muitos surtos nos EUA e
Europa (SUN et al., 2020a). Na Unido Europeia, S. Typhimurium e sua variante monofésica
foram o segundo e terceiro sorotipos mais reportados em casos humanos confirmados em
2019, respectivamente (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2021a).

2.4 Particularidades geneéticas do sorotipo S. Typhimurium e sua variante monofasica
A infeccdo pela S. Typhimurium inicia-se pela ingestdo do patdgeno através de agua ou
alimentos contaminados. A primeira barreira a ser ultrapassada para o estabelecimento da

infeccdo é o ambiente &cido do estbmago. Em respota ao pH &cido sdo ativados mecanismos
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de resposta para a manuten¢do do pH intracelular (proteinas de estress &cido). Em seguida, 0
patdgeno alcanca o intestino onde atravessa a camada mucosa e se adere as células epiteliais
intestinais. O processo de adesdo conduz a um rearranjo do citoesqueleto das células epiteliais
provocado por proteinas efetoras produzidas e injetadas na célula do hospedeiro por sitema de
secrecdo pela Salmonella que induzem o engolfamento do patdgeno e formacdo de vesiculas
chamadas vacuolos contendo Salmonella (SCVs). Em consequéncia, 0s niveis de citocinas
pré-inflamatorias aumentam no intestino, estimulando a migracdo de fagdcitos para o Iimen
intestinal. Outra consequéncia é o aparecimento de diarreia e consequente perda de eletrdlitos.
Para evitar a agdo das enzimas lisossomais da via endocitica, a Salmonella altera o trafego
endocitico, prevenindo a fusdo dos SCVs com os lisossomos e garantindo a sobrevivéncia do
micro-organismo. Com o intuito de manter a disponibilidade de nutrientes, longos filamentos
(SIFs) sdo formados garantido a obtencdo dos nutrientes para replicacdo da bactéria dentro
dos SCVs. O patégeno pode alcancar a submucosa, seja por transcitose das células M e
epiteliais ou diretamente através das células dendriticas. Uma vez localizada na submucosa,
ha a possibilidade de atingir a circulacdo sisttmica através de macrofagos e células dendriticas
(FABREGA,; VILA, 2013; KNUFF; FINLAY, 2017; SINGH et al., 2018; DOS SANTOS;
FERRARI; CONTE-JUNIOR, 2019).

Os genes de viruléncia que propiciam o estabelecimento da infeccdo podem estar
localizados nos cromossomos, principalmente nas ilhas de patogenicidade de Salmonella
(SPIs), ou em plasmideos. Algumas ilhas ja tém seus genes e funcdes detalhadamente
descritos. Os efetores que atuam no processo de invasdo das células epiteliais intestinais
através do rearranjo do citoesqueleto e seu sistema de translocacao (sistema de secrecdo tipo
I11 (T3SS-1)) séo codificados na SPI-1 (CHENG; EADE; WIEDMANN, 2019; SINGH et al.,
2018). Ja os genes localizados na SPI-2 contribuem para replicacdo e sobrevivéncia do
patdgeno dentro dos SCVs, tanto em células epiteliais como macréfagos. Assim como 0s
efetores da SPI-1, os efetores da SPI-2 necessitam de um aparato de translocacdo o qual é
formado pelo mesmo sistema da SPI-1, s6 que codificado na SPI-2 (T3SS-2). As SPIs 3 e 4,
por sua vez, estdo envolvidas na adesdo inicial e sobrevivéncia durante a fase sisttémica da
infeccdo (CHENG; EADE; WIEDMANN, 2019; SINGH et al., 2018). A SPI-5 codifica genes
de proteinas efetoras que atuam em diversas funcbes de patogenicidade durante a infeccdo
como migracao de leucdcitos polimorfonucleares ao intestino assim como induzem a diarreia
(DOS SANTOS; FERRARI; CONTE-JUNIOR, 2019). Embora o produto dos genes

codificados pela SPI-6 sejam relacionados a invasdo, sua participacdo parece ser pequena ja
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que a delecdo desta regido nédo interfere na patogenia (CHENG; EADE; WIEDMANN, 2019;
SINGH et al., 2018). No entanto, sua atividade antibacteriana beneficia o patdgeno do ponto
de vista nutricional em face as demais espécies (SANA et al., 2016; ANDERSON;
KENDALL, 2017).

Outro elemento genético carreador de genes da codificacdo de fatores de viruléncia em
Salmonella sdo os plasmideos. Os plasmideos de viruléncia sdo encontrados em apenas nove
sorovares (Abortusovis, Abortusequi, Choleraesuis, Dublin, Enteritidis, Gallinarum/Pullorum,
Paratyphi C, Sendai, Typhimurium), cada qual com caracteristicas proprias. Uma das
principais regides contidas em plasmideo € a SPV (Salmonella plasmid of virulence),
fundamental na viruléncia por aumentar a taxa de crescimento do patégeno durante a fase
sisttmica da doenca (FABREGA; VILA, 2013; DOS SANTOS; CHENG; EADE;
WIEDMANN, 2019; FERRARI; CONTE-JUNIOR, 2019; HILEY; GRAHAM; JENNISON,
2019). No sorotipo. S. Typhimurium esse plasmideo de viruléncia é conhecido como pSLT.
Ele tem 95 Kb de comprimento e 46 % menos GC que outras partes do genoma. Ha& nele uma
regido altamente conservada de 8 Kb contendo cinco ORFs (Open Reading Frames) chamada
spv (Salmonella plasmid of virulence). Trabalhos sugerem que essa regido tem papel
fundamental na viruléncia deste sorotipo, aumentando a taxa de crescimento do patégeno
durante a fase sisttmica da doenga e suprimindo o sistema imune inato (FABREGA,; VILA,
2013; DOS SANTOS; FERRARI; CONTE-JUNIOR, 2019; HILEY; GRAHAM; JENNISON,
2019). Ademais, fimbrias desempenham papel importante na formacdo de biofilme,
colonizacdo e ataque inicial ao hospedeiro. Treze operons com homologia para genes de
biossintese de familias de fimbrias foram identificados no genoma de S. Typhimurium.
Estudos com diferentes linhagens de células epiteliais indicam que o repertério de adesinas
fimbriais determina a quais tipos de células epiteliais a bactéria consegue se aderir durante a
infeccdo intestinal. Soma-se a isto a producao de biofilme que proporciona a S. Typhimurium
a habilidade de sobreviver a ambientes hostis, incluindo o organismo do hospedeiro, sendo
importante fator para o processo de infeccdo (TASSINARI et al., 2019). J& o flagelo capacita
S. Typhimurium a passar a barreira epitelial e provoca forte reacdo inflamatéria causando
ativagdo de fatores envolvidos na resposta imune do hospedeiro (DOS SANTOS; FERRARI;
CONTE-JUNIOR, 2019).

O achado de cepas bacterianas geneticamente muito proximas em diferentes plantas de
processamento de produtos de origem animal levanta davidas quanto a variabilidade genética

esperada para alguns patdogenos (RANTSIOU et al.,, 2018). Estudos exploratérios da
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diversidade genética entre cepas de um mesmo micro-organismo SA0 necessarias,
especialmente para aqueles altamente clonais como Salmonella (LEEKITCHAROENPHON
etal., 2014).

Sugere-se que S. Typhimurium tenha mais de um ancestral, ja que seus diferentes
sequence types (STs) ndo apresentaram relacéo filogenética préxima quando comparados com
outros 20 sorotipos de Salmonella (LAN; REEVES; OCTAVIA, 2009). S. Typhimurium
oriunda de humanos e animais na Malasia apresentaram alta diversidade genotipica quando
analisados por Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) (ALMEIDA et al., 2015). J& no Brasil,
trabalhos tém reportado cepas geneticamente muito similares de diferentes fontes/origens
(ALMEIDA et al., 2015).

Trabalhos do final da década de 90 e inicio dos anos 2000 utilizando dados de Multi-
Locus Sequence Typing (MLST) e estudo filogenético concluiram que o género Salmonella
apresenta estrutura populacional hierarquica com alto nivel de recombinacéo e baixo nivel de
clonalidade dentro das subespécies (LAN; REEVES; OCTAVIA, 2009), sendo os clones
bastante estaveis (SPRATT, 2004). Ja outro estudo filogenético baseado em sequenciamento
de genoma completo de isolados de colecGes representativas da diversidade genética de
S. Typhimurium em populagdes naturais revela uma topologia de arvore similar a outros
sorotipos da mesma subespécie, porém com multiplas extremidades curtas dos ramos
indicando expanséo clonal em epidemias (BRANCHU; BAWN; KINGSLEY, 2018). Neste
estudo, isolados obtidos de bovinos, suinos e aves domésticas ficaram alocados em um clado
com alta diversidade nas extremidades caracterizando expansdo clonal. Enquanto que um
segundo clado abrigou uma diversidade maior de espécies de hospedeiros e ramos mais
longos evidenciando menor expanséo clonal (BRANCHU; BAWN; KINGSLEY, 2018).

Consideravel microevolucdo ocorre em curtos periodos de tempo durante a expansao
clonal, podendo alterar diversas caracteristicas do genoma, incluindo susceptibilidade a
antimicrobianos. De forma semelhante, variagdes genémicas fora das regides determinantes
de resisténcia a antimicrobianos podem ocorrer em clones epidémicos. A plasticidade do
genoma bacteriano é responsavel por essa caracteristica tendo em vista a ocorréncia de
delecdes, insercdes, rearranjos, recombinagdes, aquisi¢do de fagos, elementos conjugativos e
plasmideos. Portanto, descendentes de um ancestral comum podem diferir de alguma forma
em seus genotipos (SPRATT, 2004; BRANCHU; BAWN; KINGSLEY, 2018).

Sendo assim, a estrutura populacional e a relacdo entre isolados deve ser avaliada

através de genes cuja variagdo genética na populagdo seja devida principalmente a selecédo



24

natural, como genes essenciais em processos metabolicos (genes housekeeping). Um método
que atende estes requisitos € o MLST, capaz de identificar toda variacdo genética em cada
locus, com alto nivel de discriminacdo, usando variacdo genética neutra que se acumula
vagarosamente ao longo da evolugdo (SPRATT, 2004). E importante ressaltar que o
comportamento de clonalidade pode variar ao longo do tempo havendo troca do estilo de vida
entre populacgdes clonais e panmiticas (SHAPIRO, 2016).

A taxa de substituicio de bases inicialmente calculada para S. Typhimurium foi de 10
a 10 por ano, o que significa que no se espera alteragdes no genoma em menos de 100 anos
(OCHMAN; ELWYN; MORAN, 1999). No entanto, trabalhos mais recentes tem
demonstrado taxas de substituicdo variando de 1x107 a 12x107, significando um a cinco
SNPs por genoma por ano (HAWKEY et al., 2013), sendo esta a taxa empregada atualmente.
O possivel impacto dessas substituices é a possibilidade de perda de genes necessarios para a
circulagdo da variante patogéncia em multiplos hospedeiros, resultando variantes hospedeiro-
especificas (BRANCHU; BAWN; KINGSLEY, 2018).

Em 2012 foram identificadas 138 populacfes genéticas para a subespécie enterica, com
base em andlise de dados de MLST. Estas populagdes, conhecidas como eBurst Groups
(eBG), consistem em agrupamentos de ST com diferenga em apenas uma das sete sequéncias
de genes housekeeping. Atualmente ha 9.030 STs identificados para a subespécie enterica

(https://pubmlst.org/data/). Para muitos isolados, a caracterizacdo de eBG coincide com a
caracterizacdo por sorotipo (ACHTMAN et al., 2012). No entanto, varios sorotipos foram
associados a eBGs geneticamente ndo relacionados. O agrupamento formado pelo sorotipo S.
Typhimurium incluiu suas variantes monofésica, rugosa e imdvel, indicando serem
possivelmente resultado de mutagdes ou recombinacdes afetando a expressdo dos antigenos
LPS e flagelar. S. Typhimurium foi ainda agrupada com os sorotipos Kunduchi, Farsta e Hato,
que pertencem a outros seis STs ndo relacionados entre si e nem com S. Typhimurium
(ALIKHAN et al., 2018).

Isolados de S. Typhimurium compde majoritariamente o eBG1. No entanto, alguns
isolados s&o encontrados no eBG138. Atualmente, a base de dados PUbMLST contém 2.199
isolados de S. Typhimurium dos quais 101 ndo possuem atribuigdo de ST. Considerando os
demais isolados, a colecdo de S. Typhimurium apresenta 70 ST diferentes
(https://pubmist.org/bigsdb?db=pubmlst_salmonella_isolates&page=query&genomes=1.
Dados coletados em 17/01/2022). No Brasil, foram reportados o ST19 e ST1921 em suinos,
ST19, ST213, ST313, ST1649, ST1921 e ST3343 em humanos e alimentos (WIESNER et al.,
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2016; PANZENHAGEN et al., 2018; SERIBELLI et al., 2021b) assim como o ST3438 na
cadeia de producdo de alimentos de origem suina (MONTE et al., 2019). E importante
ressaltar que novos clones da variante monofasica S. 4,[5],12:i:- tém surgido a partir de
diferentes cepas de S. Typhimurium através de eventos genéticos independentes (ARRIETA-
GISASOLA et al., 2020).

No estado de S&o Paulo, o ST mais isolado a partir de fontes humanas é o ST19 seguido
pelo ST313 (ALMEIDA et al., 2017). Os genomas brasileiros de ST313 apresentam alta
similaridade entre eles independente da fonte (humanos ou alimentar) e do método utilizado
no sequenciamento (SERIBELLI et al., 2020a). Em S. enterica nota-se 0 agrupamento de
isolados por sorotipo e ST, sendo essas duas caracteristicas mais relevantes para a formagéo
de agrupamento que o perfil de resisténcia antimicrobiana, ano, fonte e regido geogréafica de
isolamento (MONTE et al., 2019). A existéncia de alta similaridade entre sorotipos
independentemente do ano de isolamento, sugere ampla distribuicdo e persisténcia de cepas
de Salmonella no Brasil (MONTE et al., 2019). No Brasil, pelas analises in silico disponiveis
até o momento, o agrupamento de isolados de S. Typhimurium tem se caracterizado de forma
que aqueles de origem alimentar tendem a se apresentar tanto em clados de cepas alimentares
quanto humanas. J& os de origem humana foram mais prevalentes em clado distinto. Isto
sugere a existéncia de mais de um subtipo alimentar circulando no Brasil, e que parece haver
um subtipo mais adaptado aos humanos (ALMEIDA et al., 2015, 2018).

2.5 Importancia da resisténcia a antibidticos na satde publica

Os antibioticos sdo o alicerce no tratamento de doencgas infecciosas provocadas por
micro-organismos (SAIMA et al., 2020) e seu uso teve inicio na década de 20 com a
descoberta da penicilina e mais tarde da sulfonamida (VAN HOEK et al., 2011). Estima-se
gue em 2010 o uso mundial de antimicrobianos na producdo de animais para consumo foi de
63.151 toneladas com um incremento estimado de 67 % até 2030. Em 2010 o Brasil ocupou a
terceira posicdo no ranking de consumo global de antimicrobianos. Projeta-se que para 2030
seja mantida a posic¢ao no ranking atrds apenas de China e EUA (SAIMA et al., 2020).

Resisténcia a antibidticos é a habilidade que micro-organismos tém de combater
(SAIMA et al., 2020), se adaptar e crescer na presenca de antibiéticos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2015b), sendo essa caracteristica conferida por bases moleculares.

Estima-se que nos EUA, a cada ano, 23.000 pessoas vém a Obito em consequéncia de
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infecgBes causadas por patogenos resistentes e sdo contabilizados mais de 20 bilhdes de
dolares em prejuizo econdémico (MUNITA; ARIAS, 2016).

O desenvolvimento de resisténcia a antibioticos pode se dar por modificacdo ou
destruicdo da molécula, diminuicéo da entrada ou aumento da eliminacao da droga, alteracdes
do sitio alvo e adaptacdo de processos metabolicos do patogeno, e pode ser resultado de
mutacdes cromossomais ou obtengdo de determinantes genéticos de resisténcia através de
transferéncia horizontal (MUNITA; ARIAS, 2016; SAIMA et al., 2020). A resisténcia a
antimicrobianos desenvolvida por modificacdes da molécula antimicrobiana acontece pela
proteica em nivel de ribossomos. Ja a resisténcia caracterizada pela destrui¢do da droga ocorre
pela acdo de enzimas que atuam em sua estrutura quimica, resultando em um produto inerte.
Diversos antibioticos atuam em alvos intracelulares, portanto, a sua passagem pela membrana
citoplasmatica é indispensével. A limitacdo do fluxo de substancias em dire¢&o ao interior do
micro-organismo é um dos meios utilizados para sobreviver a acdo dessas drogas, sendo
particularmente importante em bactérias Gram-negativas (MUNITA; ARIAS, 2016). A
permeabilidade da membrana externa é controlada por canais chamados porinas que
controlam seletivamente a entrada de substancias, podendo contribuir em diferentes niveis
para a inacessibilidade da droga ao seu alvo. Em contrapartida, a capacidade de remover
substancias antibidticas do citoplasma para o meio externo também pode atuar no
desenvolvimento de resisténcia. As chamadas bombas de efluxo tém sido descritas em
patdgenos Gram-positivos e negativos, com especificade restrita ou ampla a substratos. Outra
possibilidade para superar a acdo de substancias antibioticas ¢ a alteracdo de seus sitios alvo.
Este mecanismo pode ser alcancado pela producdo de proteinas que protegem o sitio alvo ou
pela diminuicdo da afinidade entre a droga e seu sitio alvo obtida por mutacdes, alteracfes
bioquimicas ou até substituicdo do alvo. Igualmente importante aos mecanismos ja citados, a
adaptacdo do metabolismo constitui um importante processo para sobrevivéncia. Seu papel
estd relacionado a manutencdo de processos metabolicos em face a acdo de drogas
antimicrobianas (VAN HOEK et al., 2011; MUNITA; ARIAS, 2016).

O uso incorreto e indiscriminado de antibioticos, tanto em medicina humana quanto
animal, agricultura, e pecuaria tem acelerado a selecdo e manutencdo de cepas bacterianas
resistentes em nivel global (LIKOTRAFITI et al., 2018).

Considerando o impacto na saldde humana e animal, o combate a resisténcia aos

antibioticos tem alta prioridade para a Organizacdo Mundial da Saide (OMS). Desde 2015,
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esforcos tém sido direcionados ao combate a resisténcia aos antimicrobianos através do plano
mundial para resisténcia, o qual tem como objetivo garantir a prevengéo e tratamento de
doencas infecciosas de forma segura e efetiva (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).
Em convergéncia aos objetivos da OMS neste tema, elaborou-se o Plano de A¢do Nacional
para Prevencdo e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos do Brasil (PAN-BR) com
participagdo de varios atores, dentre eles Ministério da Saude (MS), Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Dentre seus objetivos esta a construcdo e estabelecimento de um sistema nacional
de monitoramento integrado de resisténcia a antimicrobianos tendo como uma de suas
atividades a implementacdo de vigilancia de resisténcia em bactérias isoladas de animais
destinados a producdo de alimentos, da industria de alimentacdo animal e dos programas
oficiais de patdgenos (BRASIL, 2018).

O sucesso da analise de riscos ligados a cadeia produtiva de alimentos, auxiliando na
tomada de decisOes e priorizagdo de medidas para mitigacdo destes riscos, depende de um
sistema adequado de vigilancia. A vigilancia de resisténcia a antimicrobianos tem sido feita
por métodos fenotipicos dependentes de cultura. No entanto, estes métodos nao fornecem
informagBes completas dos mecanismos que levam a resisténcia ou sobre presenca ou
disseminacdo de genes. O sequenciamento de genoma completo tem demonstrado grande
potencial para vigilancia epidemioldgica e estudo de surtos (ONICIUC et al., 2018) com alta
capacidade de predicdo in silico de resisténcia antimicrobiana, demonstrada por diversos
trabalhos que relatam altos niveis de concordancia com métodos fenotipicos permitindo
aplicacdo na selecdo de terapias antimicrobianas em casos clinicos ou analise de tendéncia em
AMR (ZANKARI et al., 2013; MCDERMOTT et al., 2016; ONICIUC et al., 2018; GUPTA
et al., 2019). O controle e monitoramento continuos de sorotipos de Salmonella
multirresistentes relacionados a produtos de origem suina, como S. Typhimurium, assim como
0s niveis de resisténcia a antibioticos, sdo criticos para minimizar a introducao do patdgeno na
cadeia produtiva de alimentos de origem animal e consequente transmissdo aos humanos
(CAMPOS et al., 2019).

A resisténcia a antimicrobianos € um problema global de saude pablica. Nos EUA tem-
se registrado o aumento de cepas de Salmonella ndo tifoidal (NTS) menos suscetiveis a
antibioticos essenciais (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019).
O Centro de Prevengdo e Controle de Doengas (CDC) estima que a incidéncia anual de

infeccbes humanas causadas por Salmonella com resisténcia clinicamente importante
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aumentou em 40 % durante 2015-2016 comparado com 2004-2008 (MEDALLA et al., 2021).
Na UE a maior propor¢édo de resisténcia maltipla em Salmonella spp. foi reportada em casos
humanos e altos niveis de Salmonella spp. multirresistentes foram encontrados em carcacas de
animais destinados a alimentacéo, alcancando 88 % em carcacas suinas (EUROPEAN FOOD
SAFETY AUTHORITY, 2021b).

S. Typhimurium é reportada como o principal sorotipo relacionado a resisténcia
multipla a antimicrobianos em humanos (CRUMP et al., 2015; ALMEIDA et al., 2018),
resultando em aumento no numero de mortes humanas, longos periodos de internacdo
hospitalar e altos custos de tratamento devido a falha terapéutica (REIS et al., 2018; JAJERE,
2019). Esta mesma caracteristica de resisténcia mdltipla a antimicrobianos ocorre em
isolados de S. Typhimurium de casos clinicos oriundos de rebanhos suinos no Brasil
(MENEGUZZI et al., 2017) e linfonodos mesentéricos coletados em abatedouros do Estado
de S&o Paulo (POSSEBON et al., 2020). Embora haja divergéncia na proporcéo de isolados
resistentes encontrados, varios trabalhos relatam altos niveis de resisténcia para S.
Typhimurium no Brasil (ALMEIDA et al., 2015, 2018; REIS et al., 2018). Ja na UE, os
niveis de resisténcia mdultipla reportados sdo bastante altos alcancando 30,9 % em S.
Typhimurium e 73,8 % para sua variante monofésica S. 1,4,[5],12:i:- (EUROPEAN FOOD
SAFETY AUTHORITY, 2021b).

Micro-organismos resistentes podem circular em popula¢fes humanas e animais atraves
de alimentos, agua e ambiente, e a transmissdo pode ser influenciada por comércio, viagens e
migracao animal (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015; SHEKHAR, 2018). Portanto,
o0 controle e monitoramento de Salmonella e seus clones multirresistentes ao longo da cadeia
de producdo de subprodutos oriundos da carne suina, em especial o sorotipo S. Typhimurium,
sdo de fundamental importancia para a reducdo da introducdo deste patdgeno no sistema de

producdo alimentar e sua consequente disseminacdo (AERTS et al., 2019).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Caracterizacdo gendmica de isolados de Salmonella Typhimurium provenientes da
cadeia produtiva suinicola da regido Sul do Brasil e suas relacdes filogenéticas com isolados

clinicos.

3.2 Objetivos especificos
* Realizar a montagem e anotagdo de 21 genomas de S. Typhimurium.
* Realizar a caracterizacdo gendmica dos isolados.
« ldentificar os genes de resisténcia a antimicrobianos e viruléncia presentes nos genomas
anotados.
. Determinar as relacGes filogenéticas dos 21 genomas com isolados de S. Typhimurium
provenientes de surtos alimentares em humanos do Brasil, bem como isolados clinicos

suinos.
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4  DISCUSSAO

Salmonella Typhimurium € um dos patdgenos mais importantes em doencas
transmitidas por alimentos em todo o mundo relacionado a produtos suinos e causa sérias
perdas econémicas. Neste trabalho 21 genomas de S. Typhimurium obtidos de carcacgas de
suinos e linguica suina entre 2001 e 2015, em dois estados brasileiros (Rio Grande do Sul e
Santa Catarina) foram montados, anotados, caracterizados in silico e comparados
filogeneticamente com genomas de S. Typhimurium obtidos de amostras humanas (sangue e
fezes) e de suinos (fezes) do Brasil. Mostramos que as cepas de S. Typhimurium estudadas
carreavam Vvarios genes de viruléncia, bem como mdltiplos genes de resisténcia
antimicrobiana e apresentaram estreita relacdo filogenética com cepas de casos clinicos
humanos e de suinos. Este cenario sugere alto potencial patogénico de nossas cepas de S.
Typhimurium para humanos e uma possibilidade de disseminacdo de genes de resisténcia a
antimicrobianos, no que diz respeito a questdes de Satde Unica.

Todas as cepas analisadas foram caracterizadas como ST19, um clone de S.
Typhimurium emergente associado a doenca clinica em humanos (PANZENHAGEN et al.,
2018; BALASUBRAMANIAN et al., 2019), e o ST de S. Typhimurium mais associado a
gastroenterite no mundo (KINGSLEY et al., 2009; MONTE et al., 2019). S. Typhimurium
ST19 tem sido relatado como o sequence type predominante em alimentos e carne suina no
Brasil (ALMEIDA et al., 2017; SERIBELLLI et al., 2021b) e geneticamente distinto de cepas
ST19 associadas a gastroenterite em todo o mundo (MONTE et al., 2019). Outros autores,
ainda, relataram diferentes STs em S. Typhimurium recuperados de uma variedade de
alimentos e amostras clinicas (fezes) de pacientes no Brasil (DE MELO et al., 2021).
Contrastando com nossos dados, a variante monofasica de S. Typhimurium foi mais associada
ao ST34 do que ao ST19 em estudo realizado na Espanha (ARRIETA-GISASOLA et al.,
2020).

De acordo com o SPIFinder, 10 ilhas de patogenicidade de Salmonella foram preditas
nas cepas de S. Typhimurium (C63PI, ilha CS54, SPI-1, SPI-2, SPI-3, SPI-4, SPI-5, SPI-9,
SPI-13, SPI-14). SPIs séo regides do cromossomo bacteriano que abrigam genes de viruléncia
obtidos por transmissdo horizontal de outras bactérias durante a evolu¢do. A presenca da
C63PI em 20 cepas sugere alto potencial para sobrevivéncia prolongada dentro de celulas do
sistema imune (KIM et al., 2017). Estudos anteriores tém reportado a auséncia em S.
Typhimurium da cadeia produtiva de alimentos de algumas das SPIs encontradas em nossos
isolados como a SPI-9 e CS54 (MONTE et al., 2019), CS54 em isolados de diferentes
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matrizes em Portugal (ARRIETA-GISASOLA et al., 2020), e ainda C63Pl e CS54 em
isolados suinos (SERIBELLI et al., 2021a). Outro estudo contemplando isolados de S.
Typhimurium a partir de alimentos e casos clinicos humanos reportou todas as SPIs
encontradas em nossos isolados com excecdo da SPI-9 e CS54 (DE MELO et al., 2021).
Acrescenta-se também que a SPI-8, a qual carreia genes de viruléncia para bacteriocinas
(VILA NOVA et al., 2019), ausente em nossas cepas foi encontrada recentemente em anélise
de S. Typhimurium isolada de suinos no Estado de Santa Catarina (Brasil) (SERIBELLI et al.,
2021a). Possivelmente, sua auséncia pode dever-se ao fato de que a SPI-8 ocupa exatamente a
mesma localizacdo gendmica da SPI-13 (ESPINOZA et al., 2017), presente em nossas cepas.

Além disso, cinco (23,8 %) cepas foram caracterizadas como potencial variante
monofésica de S. Typhimurium pelo pipeline Segsero (ZHANG et al., 2015) e plataforma
SISTR (YOSHIDA et al., 2016). A variante monofésica da S. Typhimurium (S. 1,4,[5],12:i:-)
tem se tornado um dos sorotipos mais comumente associados a produtos de carne suina
(FERRARI et al., 2019), e tem sido reportado em muitos surtos nos EUA e Europa (SUN et
al., 2020a). Embora o Seqgsero tenha sido considerado mais confidvel para predicdo soroldgica
do que ferramentas semelhantes, ele ndo identificou corretamente as variantes monoféasicas
positivas para fljB (S. 4, [5], 12: i :-) em trabalhos recentes (ARRIETA-GISASOLA et al.,
2020; BANERJI et al., 2020). Como podemos ver no ANEXO G, nossas cepas monofasicas
ndo continham os genes fljA, codificante de um repressor de fliC que é responsavel pela
primeira fase, e fljB cujo produto codifica a segunda fase flagelar (ARRIETA-GISASOLA et
al., 2020).

Destacamos ainda que todos os genomas de S. Typhimurium analisados foram
semelhantes em relacdo ao contetdo de genes de viruléncia, tal como relatado em trabalho
anterior que estudou cepas humanas e de alimentos de S. Typhimurium do Brasil
(SERIBELLI et al., 2020b).

O processo de infeccdo por S. Typhimurium envolve adesdo bacteriana, invaséo,
maturacdo e replicacdo no vacuolo contendo Salmonella (SCV). Por fim, o patégeno vence 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro para desenvolver um estilo de vida intracelular (LOPEZ
et al., 2012). Para que o patdgeno tenha éxito nesse processo, varios fatores de viruléncia sdo
utilizados. As cepas de S. Typhimurium estudadas contém um amplo repertdrio de fatores de
viruléncia que favorece a adaptacao ao hospedeiro (CAMPOS et al., 2019; SERIBELLI et al.,
2020b). Dentre os fatores de viruléncia podemos destacar genes que codificam para maior

eficiéncia na colonizacdo (clpB), adesdo (csgA, fimA/C, pefA, stbD, marT), invasédo intestinal
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(invA, invE, spvC, sopE2), colicinas (cvpA, cirA, fepA, tolA), sobrevivéncia em tecidos do
hospedeiro (sopA, avrA, ssel, mig-5), evasdo do sistema imune (pagC, sseA, steA, sopD2,
fadD, STM0972, steC, sseL, gtrA), adaptacao ao estresse (hfq, rpoB, spoT, clpB, ibpB, hscC,
hsIT, cstA, ompR, relA), formacdo de biofilme (adeG), entre outros. Alguns genes bastante
importantes na capacidade de viruléncia do sorotipo Typhimurium foram localizados nos
fagos preditos nas cepas estudadas como gogB e sodCl (sobrevivéncia entracelular),
invVABEFGH e sopE2 (invasdo intestinal), ssek2 (formacéo de biofilme), ssph2 e sseL (evasédo
do sistema imune).

Tanto sopE quanto sopE2, importantes fatores de viruléncia que codificam uma proteina
efetora do T3SS-1 que aumenta tanto a inflamag&o intestinal quanto a invasividade durante a
infeccdo por S. Typhimurium (BAKSHI et al., 2000; RAFFATELLU et al., 2005; LOPEZ et
al., 2012), sdo sugeridos como produto de duplicacdo génica, sendo o ultimo gene mais
amplamente distribuido e conservado do que o primeiro (BAKSHI et al., 2000). Nossas
andlises in silico identificaram o gene sopE2 em maior propor¢do (em todas as cepas
estudadas) do que sopE (SA043 e SA045), tal qual reportado em estudo anterior (DE MELO
et al., 2021). Por sua vez, tem sido sugerido que safA (identificado no genoma SA050) e safD
(identificado nos genomas SA030, SA032, SA034, SA035, SA038, SA041, SA047, SA048 e
SA050) sdo necessarios para reconhecimento do hospedeiro e essenciais para a interacdo
inicial (ZENG et al., 2017). J4 a ORF (Open Reading Frame) spvRABCD, encontrada em
plasmideos de trés cepas monofasicas (SA034, SA049 e SA051), contém genes importantes
no estabelecimento da infeccdo sistémica, contribuindo para a translocacdo do patdgeno
através do epitélio intestinal (SUN et al., 2020b), inibindo a formacgdo do autofagossoma e
aumentando a sobrevivéncia intracelular em células imunes, assim como diminuindo a
resposta inflamatéria (CHU et al., 2016; DOS SANTOS; FERRARI; CONTE-JUNIOR,
2019; ZHOU et al., 2021).

Colicinas sdao moléculas proteicas com caracteristicas antimicrobianas produzidas por
bactérias em condicOes de estresse para matar ou inibir espécies intimamente relacionadas,
proporcionando competitividade durante a colonizagéo intestinal (CURSINO et al., 2002). Os
genes envolvidos com a biossintese de colicinas identificadas nos genomas de S.
Typhimurium estudados codificam a proteina de producdo/secrecdo de Colicina V (cvpA), o
translocador e receptor de colicina 1a, assim como receptor de membrana externa envolvido
na captagdo de ferro (cirA) (ZHANG et al., 2019), receptor para sideréforos (fepA), e uma

proteina transportadora (tolA).
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Curiosamente, um pequeno numero de genes de viruléncia foi identificado
exclusivamente em genomas especificos, como por examplo: ipaH (identificado nos genomas
SA037 e SA041) e 24282 (identificado nos genomas SA045 e SA048), os quais codificam
uma proteina efetora de T3SS com atividade de ubiquitina que age em diversas funcGes
celulares (ASHIDA; SASAKAWA, 2016), e um suposto determinante de viruléncia presente
em uma ilha de Escherichia coli 0157:H7 (SPEARS; ROE; GALLY, 2006), respectivamente.
Por outro lado, alguns genes foram preditos em genomas exclusivos, especificamente supX foi
um gene identificado apenas na cepa SA032, traJ foi identificado apenas na cepa SA035, safA
apenas na cepa SA050 e pntB apenas na cepa SA051. Tais genes codificam uma Piridina
Nucleotideo Transidrogenase, a principal subunidade do pili (ZENG et al., 2017), uma
proteina DNA topoisomerase | promovendo aumento dos nives de super-enovelamento
negativo do DNA podendo impactar na expressdo de genes de viruléncia (DORMAN, 1991),
e um ativador transcricional de operon de transferéncia, respectivamente.

Interessantemente, partes dos operons stbABCDE, stcABCD e stdABCD, que
contribuem para persisténcia intestinal de longo prazo e abilidade de disperséo pelas fezes de
S. Typhimurium (WEENING et al., 2005), ndo foram encontrados em algumas cepas
especificas, assim como o0s genes STM0328.s, STM2585, STM4155, STM4206 e STM4316 que
codificam proteinas hipotéticas da cepa referéncia S. Typhimurium LT2 (MCCLELLAND et
al., 2001).

A maioria dos genes de resisténcia a antimicrobianos identificados esteve presente em
todos os genomas de S. Typhimurium analisados no presente estudo, sendo as cepas
consideradas potencialmente multirresistentes, segundo as analises in silico. Atualmente, a
previsdo de resisténcia bacteriana por analise de WGS mostra alta concordancia com a
determinacdo do perfil de resisténcia fenotipica (ZANKARI et al., 2013; MCDERMOTT et
al., 2016; GUPTA et al., 2019). Em um estudo que avaliou a concordancia entre a predicdo de
resisténcia por WGS e métodos fenotipicos de susceptibilidade especificamente em S.
Typhimurium, concluiu-se que o método baseado em WGS ¢é uma ferramenta efetiva para
rastreamento dos mecanismos de resisténcia antimicrobiana. Por outro lado, € unanime que
mais estudos sdo necessarios para uso desta ferramenta como método Unico no diagndstico
clinico (MENSAH et al., 2019). Altas proporcdes de isolados multirresistentes de S.
1,4,[5],12:i:- (73,8 %) e S. Typhimurium (30,9 %) obtidos de humanos foram relatadas em
2019 na Europa (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2021b). Varios outros

estudos encontraram cepas de S. Typhimurium resistentes a maultiplas moléculas
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antimicrobianas em amostras clinicas humanas, de alimentos, de bovinos e suinos
(ALMEIDA et al., 2018; REIS et al., 2018; WANG et al., 2019; RODRIGUES et al., 2020a).

Mais especificamente, nossas cepas continham genes que conferem resisténcia aos
antimicrobianos mais frequentemente relatados pelo CDC e Sistema Nacional de
Monitoramento da Resisténcia Antimicrobiana para Bactérias Entéricas (NARMS) entre 1996
e 2016 (blaTEM, catAl, floR , aph(4)-la, aac(3)-1V, aac(3)-Il, aph(6)-Id, aadA, aph(3)-lia,
aph(3)-1b, aph(6)-Ic, sull, sul2, sul3, tetA e tetB), bem como resisténcias genotipicas muito
semelhantes as obtidas no Brasil em isolados de suinos e humanos no periodo de 1990-2018
(RODRIGUES et al., 2020a). Os genes aac(6')-laa, aph(3")-Ib, aph (6)-1d, aadAl and aadA,
sull, dfrA, and tetA, tetB, tetC também tém sido identificados em S. Typhimurium isoladas de
alimentos e amostras clinicas humanas no Brasil (DE MELO et al., 2021).

Os genes da familia dos aminoglicosideos foram 0s mais comuns entre nossas cepas,
assim como relatado em trabalho anterior (ARRIETA-GISASOLA et al., 2020). Outros
autores também relataram ndo somente genes marcadores de resisténcia a aminoglicosideos,
mas também trimetoprim, B-lactamicos, fluoroguinolona, fenicol, fosfomicina e macrolideos
em cepas de S. Typhimurium (SERIBELLI et al., 2021a).

Uma das nossas cepas foi identificada contendo 0 gene recentemente caracterizado
gnrEl (ALBORNOZ et al., 2017), que é responsavel pela resisténcia as quinolonas. O
primeiro relato global desse gene em S. Typhimurium ocorreu recentemente no Brasil
(MONTE et al., 2019), em isolados de suinos e aves datados do ano de 2000 até 2016. Nosso
achado pode indicar a disseminacdo do gene qnrEL, e por isso, a vigilancia epidemiolégica
molecular, bem como estratégias de mitigagdo sdo necessarias para conter a distribuicdo de
patégenos que carreiam esse gene.

Os altos niveis de resisténcia a tetraciclina observados neste estudo sdo comparaveis a
trabalhos anteriores realizados em cepas de rebanhos suinos (MENEGUZZI et al., 2017),
humanos, animais e carnes no varejo (WANG et al., 2019), e superiores aos encontrados por
outros autores em amostras de humanos, alimentos e suinos (ALMEIDA et al., 2018; REIS et
al., 2018; RODRIGUES et al., 2020a). O uso de tetraciclinas como aditivo para melhorar o
desempenho animal esta proibido no Brasil desde 2009 (MAPA, 2009). No entanto, tem sido
0 antibiotico mais utilizado na suinocultura em termos terapéuticos (ALMEIDA et al., 2016).

De acordo com nossas analises in silico, cinco genomas de S. Typhimurium carreavam
o0 gene Inu(G), o qual confere resisténcia a lincosamida, molécula utilizada amplamente para

tratamento de infecgdes comuns em animais de producdo. Nas cepas, o gene Inu(G) foi
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localizado em plasmideos, apresentando 100% de cobertura e 100% de identidade com a
sequéncia referéncia do banco de dados (ZANKARI et al., 2012), com excec¢do de uma cepa
(SA031 - 99,88 % de identidade). Enquanto a lincosamida tem acéo contra diversos géneros
de bactérias Gram-positivas e poucos géneros Gram-negativos, a subespécie enterica é
naturalmente resistente a esta droga (PYORALA et al., 2014; MURPHY; BISTAS; LE,
2021). O gene Inu(G) foi inicialmente identificado em transposon de uma cepa de
Enterococcus faecalis isolada de suino (ZHU et al.,, 2017) e tem sido encontrado em
patdgenos suinos e bactérias zoondticas em todo o mundo (PYORALA et al., 2014). O gene
foi reportado com baixa frequéncia (~2 %) em genomas brasileiros da subespécie S. enterica,
sendo identificado nos sorovares Typhimurium, Infantis e Heidelberg. Dentre as 930 cepas
avaliadas em um estudo anterior, somente sete cepas de S. Typhimurium carreavam o gene
em questdo, a maioria (quatro) com origem em alimentos de origem animal, todos
relacionados a carne suina, com datas de isolamento entre 1996 e 2012 (RODRIGUES et al.,
2020b). O mecanismo de resisténcia a lincosamida se d& por O-nucleotidililtransferases
codificadas pelos genes Inu (também chamados de lin), os quais sdo transportados por
elementos genéticos mdveis e identificados em varios géneros de bactérias Gram-positivas
(STOGIOS et al., 2015).

Transposons tem potencial de serem inseridos em plasmideos e consequentemente
transferidos entre bactérias, inclusive entre espécies ndo relacionadas (BENGTSSON-
PALME; KRISTIANSSON; LARSSON, 2018). Portanto, as cepas em questdo podem atuar
como reservatério de genes de resisténcia a antimicrobianos e transmiti-los para patdgenos de
importancia em satde publica (VON WINTERSDORFF et al., 2016). A manutengdo do gene
Inu(G) por um patdégeno nao susceptivel a lincosamida causa surpresa, ja que nesse caso ndo
hd pressdo de selecdo e manté-lo gera um custo metabolico. Pode-se pensar que a
disseminacdo deste gene a outras bactérias presentes no mesmo ambiente poderia conferir
algum tipo de vantagem as cepas carreadoras estudadas ou que o gene assume outra funcéo
que ndo a de resisténcia antimicrobiana em S. Typhimurium. Enzimas bacterianas
demonstram elevada plasticidade podendo ligar-se a substratos alternativos gerando inovagéo
metabolica (KIRCHBERGER; SCHMIDT; OCHMAN, 2020). Acrescenta-se que desde
janeiro de 2020 o Brasil proibiu a importacdo, a fabricacdo, a comercializacdo e 0 uso de
aditivos melhoradores de desempenho contendo lincomicina (BRASIL, 2020).

Com relacdo as mutagdes pontuais na regido determinante de resisténcia as quinolonas

(QRDR), 10 isolados (47,61 %), incluindo cinco monoféasicos, apresentaram a mutagdo
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conferindo resisténcia ao acido nalidixico e ciprofloxacina (FABREGA et al., 2009;
PALOMO et al., 2013). Embora o acido nalidixico tenha caido em desuso, sabe-se que cepas
resistentes ao &cido nalidixico exibem susceptibilidade reduzida as fluoroquinolonas,
molécula importante nas medicinas humana e veterinaria (CAMPIONI et al., 2017), podendo
levar & falha terapéutica. Um trabalho anterior reportou niveis mais elevados de mutagcdo em
gyrA, comparados aos encontrados neste presente estudo (ALMEIDA et al.,, 2018). A
mutacdo em gyrA foi a Unica detectada nas cepas estudadas, estando localizadas nos codons
Asp(87) e Ser(83). Estes sdo os codons mais frequentes em S. enterica (HOPKINS; DAVIES;
THRELFALL, 2005) e as Unicas mutacfes em gyrA previamente encontradas em S.
Typhimurium (MONTE et al., 2019). Além disso, a substituicdo de amino&cido predominante
em gyrA foi Asp(87)y—>Asn em S. Typhimurium e Ser(83)—>Phe na variante monofasica,
corroborando com dados publicados anteriormente acerca de isolados de fontes humanas
(sangue, urina e fezes) e ndo humanas (principalmente alimentos) (CASAS et al., 2016).
Estudos anteriores j& indicavam a alta associacéo da variante monofésica de S. Typhimurium
a resisténcia ao acido nalidixico e ciprofloxacina (CASAS et al., 2016).

Ademais, os plasmideos mais frequentes em nossos genomas foram do grupo IncF e
IncH. A maioria deles carregava genes de resisténcia a antibiéticos, assim como relatado
anteriormente (MCMILLAN; JACKSON; FRYE, 2020) e rastrea-los pode fornecer
informacdes sobre sua contribuicdo na disseminacdo de resisténcia a antimicrobianos
(MCMILLAN; JACKSON; FRYE, 2020). Plasmideos sdo conhecidos por transportar genes
envolvidos em AMR e viruléncia (DOS SANTOS BERSOT et al., 2019; EMOND-
RHEAULT et al., 2020) e podem ser transmitidos horizontalmente. Na Espanha, o plasmideo
mais identificado em S. Typhimurium foi o IncFll (S) (ARRIETA-GISASOLA et al., 2020)
também identificado em nossos genomas, mas em menor frequéncia. Muitos plasmideos do
grupo de incompatibilidade F (IncF) sdo associados a viruléncia e tém sido reportados como
carreadores de genes de resisténcia. Plasmideos do grupo IncHI sdo frequentemente isolados
em Salmonella e muitos contém genes de resisténcia a metais pesados assim como genes de
resisténcia a antibidticos. Ja os plasmideos Incll s&o importantes na disseminacdo de
resisténcia aos B-lactamicos. Além disso, plasmideos IncX tém sido associados a resisténcia
aos B-lactamicos e aminoglicosideos (MCMILLAN; JACKSON; FRYE, 2020).

Adicionalmente, os fagos Gifsy-1 e Gifsy-2 foram os dois fagos mais encontrados nas
cepas estudadas no presente estudo assim como publicado anteriormente (ARRIETA-
GISASOLA et al., 2020; SERIBELLI et al., 2021b). No entanto, nossos dados mostraram



37

uma maior diversidade nesses elementos genéticos moveis em comparacdo a cepas de
alimentos (SERIBELLI et al., 2021b). Ambos, Gifsy-1 e Gifsy-2, contém genes relacionados
a viruléncia de S. Typhimurium. Fatores codificados por Gifsy-1 e Gifsy-2 desempenham um
papel importante na replicacdo e sobrevivéncia de S. Typhimurium em macréfagos
(FIGUEROA-BOSSI; BOSSI, 1999; KLUMPP; FUCHS, 2007). Assim como a infeccdo por
fagos pode resultar em morte bacteriana, a insercdo de profagos no genoma bacteriano
também pode conferir caracteristicas vantajosas a bactéria, como resisténcia a antibidticos e
imunidade a infeccdo por outros fagos (KIRCHBERGER; SCHMIDT; OCHMAN, 2020). Por
Isso, genomas bacterianos costumam abrigar fagos (KIRCHBERGER; SCHMIDT;
OCHMAN, 2020), sendo uma vantagem seletiva para 0os mesmos.

A analise filogenética realizada com polimorfismos de nucleotideo Unico de genomas
inteiros (WgSNP) agrupou a maioria dos isolados de S. Typhimurium de humanos em um
grande cluster, sugerindo que existe um subtipo prevalente no Brasil, 0 que esta de acordo
com dados anteriores (SERIBELLI et al., 2021b). Os isolados de suinos foram alocados no
mesmo clado de amostras de alimentos o que poderia sugerir que a contaminacdo de produtos
alimenticios pode se originar destes animais atingindo o consumidor por meio de carne suina
e produtos derivados, conforme afirmado em pesquisas prévias (ARGUELLO et al., 2012;
CAMPOS et al., 2019; FERRARI et al., 2019; RODRIGUES et al., 2020a). Os subprodutos
de carne suina tém sido associados como potencial elo de ligacdo de S. Typhimurium variante
monofasica e infec¢cBes humanas (FERRARI et al., 2019; SUN et al., 2020a). Por outro lado,
um estudo recente demonstrou que cepas de suinos ndo apresentaram relacdo genética com
cepas humanas e alimentares (SERIBELLI et al., 2021a).

Curiosamente, nossas cepas monofasicas (SA034, SA049, SA050 e SA051) foram mais
relacionadas filogeneticamente a cepas provenientes de casos de infeccdo extraintestinal em
humanos do que o sorotipo S. Typhimurium, comportamento semelhante ao encontrado no
Vietnd onde a variante monofésica de S. Typhimurium foi associada a doenca invasiva em
individuos infectados pelo HIV (MATHER et al., 2018). Destas, trés cepas (SA034, SA049 e
SA051) apresentaram perfil plasmidial de viruléncia exatamente igual, destacando-se: i)
presenca do operon spvRABCD associada a sobrevivéncia e crescimento do patdgeno dentro
de macrofagos, possibilitando o estabelecimento de infecgéo sistémica; ii) presenga do operon
pefABCD, responsavel pela adeséo as células epiteliais intestinais; e, iii) presenca dos genes
rck e mig-5 associados a invasdo e resisténcia ao sistema complemento do hospedeiro,

respectivamente. Um trabalho experimental incluindo cepas isoladas de humanos e alimentos
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demonstrou que aquelas carreando 0s operons e genes acima mencionados demonstraram
maior invasividade e maior sobrevivéncia em macréfagos humanos. Isto sugere que nossas
cepas monofasicas filogeneticamente relacionadas a casos clinicos humanos poderiam
potencialmente causar doenca extraintestinal em humanos (SERIBELLI et al., 2020b).
Adicionalmente, é preciso ressaltar que as trés cepas foram consideradas multirresistentes nas
andlises in silico e que a cepa SA034 carreava ainda o gene mcr-1, Gltimo recurso para
tratamento de bactérias MDR. Convém lembar que os habitos alimentares da populacdo
brasileira incluem o consumo de carne suina e subprodutos apos tratamento térmico, medida
que elimina o patégeno em questdo. No entanto, a falha no tratamento térmico ou a
exportacdo destes produtos para paises sem a mesma cultura pode resultar em risco
aumentado de doenca extraintestinal.

A primeira deteccdo de mcr-1 ocorreu em isolados armazenados obtidos de frango na
década de 1980 na China. Shigella sonnei foi a primeira bactéria portadora de mcr-1 isolada
de humanos em 2008 no Vietnd e desde 2009 sua detecgdo aumentou em muitos paises. O
primeiro relato do gene mcr-1 na América Latina data de 2012 (MENDES OLIVEIRA,
PAIVA; LIMA, 2019). No Brazil, cepas de S. Typhimurium carreando o gene mcr-1 ja foram
reportadas, sendo que o isolado mais antigo data do ano de 2014 (RAU et al., 2018, 2020).
Porém, nossos dados sugerem que o gene ja circulava em isolados brasileiros de S.
Typhimurium desde muito antes de 2014, tendo em vista sua identificagdo na cepa SA034
isolada em 2005. Vale ressaltar que o uso de polimixinas como promotor de crescimento
animal foi proibido no pais em 2016 (BRASIL, 2016).

Em relacdo as cepas ndo-clinicas suinas (isoladas de alimentos) e clinicas suinas
(isoladas de fezes), nossos dados sugerem a circulacdo de varios subtipos, confirmando
resultado publicado anteriormente (ALMEIDA et al., 2018).

Uma limitacdo de nosso estudo é sua limitada relevancia geogréafica e temporal. A
amostragem de apenas dois estados do pais limita a inferéncia de dados em um contexto
epidemiol6gico. Mesmo assim, nossos resultados podem ser considerados em conjunto com
outros trabalhos ampliando a visdo da situagdo epidemioldgica da resisténcia aos
antimicrobianos no Brasil. Além disso, fornecemos informacdes sobre genomas inéditos que

contribuiréo para aprimorar o conhecimento da S. Typhimurium.
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