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|. RELATORIO DE ESTAGIO CURRICULAR

1. INTRODUCAO

O estagio curricular obrigatorio ocorreu no periodo de 01 de setembro a 23 de
dezembro de 2022, totalizando 600 horas, como parte dos requisitos para concluséao
do curso de Medicina Veterinaria da FCAV/UNESP. O trabalho foi desenvolvido sob
orientagcdo do Prof. Dr. Angelo Berchieri Junior, no laboratério de pesquisa de
Epidemiologia Molecular, Viruléncia e Genémica de Bactérias de Importancia Clinica,

sob supervisdo da Prof2. Dr2, Juliana Pfrimer Falcao.

2. DESCRICAO DO LOCAL
2.1.Laboratério de Epidemiologia Molecular, Viruléncia e Genbémica de
Bactérias de Importancia Clinica
O laboratério de Epidemiologia Molecular, Viruléncia e Gendmica de Bactérias
de Importancia Clinica, coordenado pela Prof2. Dr2. Juliana Pfrimer Falcdo, esta
localizado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/USP. Durante
o periodo do estagio, a equipe era composta por uma aluna de iniciacdo cientifica,
uma aluna mestrado, um aluno de doutorado, uma pds-doutoranda e uma responsavel
técnica. A linha de pesquisa do grupo € voltada para estudos sobre a epidemiologia
molecular, viruléncia, genbmica e transcriptdmica de bactérias enteropatogénicas

Gram-negativas, tais como Salmonella spp. e Campylobacter spp.

3. DESCRICAO DAS ATIVIDADES DO ESTAGIO
3.1.Métodos de Tipagem Molecular Bacteriana
3.1.1. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

O PFGE é um método de tipagem molecular (NEOH et al., 2019) que, a partir
de uma suspensao de células do microrganismo alvo, sdo confeccionados blocos
(plugs) de agarose, 0s quais sdo digeridos por detergentes enziméaticos a fim de liberar
0 DNA bacteriano (HERSCHLEB; ANANIEV; SCHWARTZ, 2007), no qual ira atuar
uma enzima de restricdo, levando a formacgédo de diversos fragmentos de material
genético, 0s quais sdo separados em uma camera de eletroforese de campo pulsado
(FOLEY; LYNNE; NAYAK, 2009). ApoOs a analise do gel, obtém-se uma impressao



digital de DNA (DNA fingerprint), a qual configura a sequéncia do DNA do genoma
bacteriano (KANG; MENG; PAN, 2021), tornando, possivel a realizacdo de estudos
filogenéticos e investigacdes epidemioldgicas como monitoramentos de seguranca
alimentar (MAZENGIA et al., 2021; NEOH et al., 2019; POSSEBON et al., 2020).

No laboratorio, a técnica de PFGE foi realizada para tipagem de Salmonella
Infantis isolada de alimentos de acordo com o protocolo do PulseNet (RIBOT et al.,
2006). Inicialmente, as estirpes foram cultivadas em 3 mL de caldo BHI (Brain Heart
Infusion), incubados a 37°C por 18-24 horas. Em seguida, os cultivos foram semeados
em placas de agar triptona de soja (TSA), também a 37°C por 18 horas. A seguir, com
o auxilio de um suabe, algumas coldnias foram selecionadas e suspensas em um
tampao de suspensao de células (100mM Tris, 100mM EDTA, pH 8,0), seguido do
ajuste de concentracdo em uma densidade 6ptica entre 0,8 e 1 com um comprimento
de onda de 610 nm.

Foram transferidos 200 pL da suspenséo ajustada para tubos estéreis de 2 mL,
gue eram armazenados em gelo a fim de interromper o crescimento bacteriano até
completar o ajuste de todas as amostras. Depois, o0s tubos eram incubados em banho-
seco a 60°C e adicionados 10 pL de proteinase K (20 mg/mL) e 200 yuL de agarose
fundida 1% do tipo Seakem® Gold (Lonza). Desta mistura, aproximadamente 80 uL
foram distribuidos em moldes dos plugs, os quais foram confeccionados e

armazenados a 4°C por aproximadamente 5 minutos até atingirem sua solidificacao.

A sequir, os plugs foram transferidos para tubos falcon de 15 mL com 25 pL de
proteinase K (20mg/mL) mais 5 mL de tampao de lise celular (50mM Tris, 50mM
EDTA, pH 8,0 e 1% de Sarcosil) e incubados em banho-maria a 54°C por 2 horas e,
em seguida, submetidos a agitacao orbital por 30 minutos. Posteriormente, o tampéo
foi retirado e foram realizadas duas lavagens com agua MilliQ e quatro lavagens com
o tampao de lavagem TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0); ambos pré-aquecidos a
54°C por 30 minutos e sob leve agitacdo. Apds as lavagens, os plugs foram
armazenados em tubos contendo 1 mL do tampéo TE a 4°C até o momento de seu

uso.

Em seguida, para realizacdo da digestdo enzimatica, cada plug foi colocado em
um microtubo de 2 mL. Foram empregadas trés lavagens com 1 mL do tampé&o TE
pré-aquecido a 54°C por 15 minutos sob leve agitacdo. O tampéao TE foi removido e o



plug foi submetido a uma lavagem com 300 uL do tampao comercial da enzima Anza
Xbal (Thermo Fisher Scientific®) a temperatura ambiente durante 30 minutos sob leve
agitacdo. Finalmente, o DNA gendmico contido nos plugs foi digerido com um tampéao
contendo 40 unidades da enzima Anza Xbal (Thermo Fisher Scientific®) em banho-

maria a 37°C por 2 horas.

Para realizacdo da eletroforese em campo pulsado, foram preparados 2,5 L de
tampéao de corrida TBE 0.5X (45mM Tris; 45mM &cido bérico e 1mM EDTA, pH 8,0),
sendo que 150 mL foram destinados ao preparo do gel de agarose tipo Seakem® Gold
(Lonza) a 1% e o restante, foi adicionado na cuba de eletroforese onde foi executada
a corrida até que atingisse a temperatura de 14°C. Em trés pocos do gel de agarose
foram inseridos plugs do marcador de peso molecular Lambda Ladder PFG Marker
(New England BioLabs®), de 50 a 1000kb.

Apébs a transferéncia dos plugs para o gel, este foi posicionado na cuba de
eletroforese em campo pulsado do modelo CHEF-DR Il (Bio-Rad®) sendo submetido
as seguintes condi¢cdes: tempo total de corrida de 19 horas, voltagem de 6V/cm,
angulo de 120°, temperatura de 14°C e pulso inicial de 2,2 segundos e final de 63,8
segundos (RIBOT et al., 2006).

Apos a corrida, o gel foi corado em uma solucdo de brometo de etideo (Thermo
Fisher Scientific®) 0,5mg/mL por 30 minutos, descorado em agua MilliQ por 90
minutos, observado em um transluminador ultravioleta Gel Doc XR (Bio-Rad®) e
fotografado utilizando-se o programa Quantity One 4.6.1 (Bio-Rad®).

A andlise do padrdo de bandas gerado através da eletroforese em campo
pulsado foi realizada por meio do programa Bionumerics 7.6 (Biomérieux®). Apenas
bandas acima de 48,5kb foram incluidas na analise. O marcador de peso molecular
Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs) foi empregado para normalizar
as imagens e permitir a comparacdo entre os geis obtidos na analise. Os
dendrogramas de similaridade genotipica foram gerados pelo algoritmo Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA).



3.1.2. Multilocus sequence typing (MLST)

O advento do sistema de classificagdo microbiana baseado em sequéncias do
gene 16S rRNA (WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990) permitiu a identificacado de
microrganismos bem como a pesquisa de relacdes taxondmicas (CHRISTENSEN;
NORDENTOFT; OLSEN, 1998; JANDA & ABBOTT, 2007), visto que se trata de uma
regido conservada presente em praticamente todas as bactérias (JANDA & ABBOTT,
2007). Entretanto, esse método apresenta limitagdes quanto a microrganismos de
maior proximidade genética, impossibilitando a diferenciacdo (MAIDEN et al., 2013).
Consequentemente, houve uma busca por métodos de tipagem molecular que
fornecessem uma maior precisdo, dentre essas técnicas, destaca-se o MLST (SABAT
et al., 2013).

O MLST é um método de tipagem molecular mundialmente utilizado em
vigilancia epidemioldgica, surtos e analises filogenéticas de diferentes espécies
(MEUNSENE et al.; 2021 RILEY, 2014), tendo como vantagens sua alta
reprodutibilidade e facilidade em disponibilizar e acessar informacfes em bancos de
dados publicos (PEREZ-LOSADA et al., 2013). Além disso, 0 método apresenta como
vantagem, a utilizacdo de alelos durante as analises de comparacéo,
independentemente do numero de polimorfismos de nucleotideos envolvidos
(MAIDEN et al., 2013)

Em bactérias, a aquisicdo de um novo alelo pode ser decorrente de mutacdes
pontuais, que resultam na alteracdo de apenas um nucleotideo, ou por meio da
transferéncia horizontal de genes (processos como transducédo, transformacéo ou
conjugacéao), que leva a alteracdes de nucleotideos em varios sitios (MAIDEN, 2006;
URWIN & MAIDEN, 2003). Caso a analise fosse realizada de acordo com a
quantidade de polimorfismos de nucleotideos entre alelos, erroneamente, seria
considerado mais de um evento genético ao invés de apenas um (DIDELOT &
MAIDEN, 2010; MAIDEN et al., 2013).

O método baseia-se na amplificagdo e sequenciamento de sete genes de
manutenc¢ao ou essenciais (housekeeping genes) (ACHTMAN et al., 2012; DIDELOT
& MAIDEN, 2010), os quais por serem conservados, sdo considerados 6timos
marcadores para obtencdo de dados referentes a tipagem e filogenia (PEREZ-
LOSADA et al.,, 2013). ApGs 0 sequenciamento, as sequéncias de nucleotideos
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obtidas para cada um dos genes, denominadas como alelo, sdo depositadas em
bancos de dados, os quais fornecem um nimero especifico (PEREZ-LOSADA et al.,
2013). Posteriormente, a combinagdo desses numeros leva a obtencdo de um perfil
alélico, que recebera um numero denominado sequence type (ST) que serd utilizado
durante as analises (MAIDEN, 2006).

Durante o periodo do estagio, estirpes de Salmonella Typhimurium monofasica
iIsoladas de animais e de seres humanos foram caracterizadas por MLST. A partir de
uma cultura da bactéria em caldo BHI incubada a 37°C overnight, procedeu-se a
extracdo do material genético com o kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Lot:
000532946). A integridade do DNA gendmico extraido foi confirmada, ao submeté-lo
a eletroforese em gel de agarose, adicionando-se 3 pL do mesmo a 2 pL de solucéo
de azul de bromofenol (40% sacarose e 0,25% de azul de bromofenol), em um gel de
agarose 1,0% preparado com tampao Tris Acetato EDTA (TAE) 1X. A corrida foi
conduzida a 80 Volts por 90 minutos. Depois de finalizada, o gel foi corado em uma
solugdo de brometo de etideo (Thermo Fisher Scientific®) 0,5 pug/mL durante 20

minutos.

A leitura do resultado foi por meio de transluminador ultravioleta (Gel Doc XR,
Bio-Rad®), no qual o gel foi fotografado utilizando o programa Quantity One 4.6.1 (Bio-
Rad®). A verificacdo da pureza e determinacdo da concentracdo do DNA genémico
extraido foram determinadas em um espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific®). As extragdes com pureza 21,6 e <1,9 nos comprimentos de onda
de 260nm e 280nm respectivamente foram consideradas boas, ou seja, apresentam
valores que sugerem um baixo teor de impurezas (RUSSELL & SAMBROOK, 2001).

Prosseguindo, aplicou-se a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificacéo dos sete genes de manutencao de Salmonella spp. (aroC, dnaN, hemD,
hisD, purE, sucA, thrA). As informacbes sobre os primers utlizados estao
disponibilizados no banco de dados de MLST para Salmonella enterica
(https://enterobase.readthedocs.io/en/latest/mLst/mLst-legacy-info-senterica.htmL)
(Tabela 1). As reacdes de amplificacdo foram conduzidas em volume final de 50pL.

Os reagentes e concentracdes utilizados estao descritos na Tabela 2.

Os produtos de amplificacdo (amplicons) foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose e, em seguida, corados com brometo de etideo (0,5 pg/mL) por 20


https://enterobase.readthedocs.io/en/latest/mlst/mlst-legacy-info-senterica.html
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minutos, observados em transluminador ultravioleta (Gel Doc XR, Bio-Rad®) e

registrados em programa fotografico (Quantity One 4.6.1, Bio-Rad®).

No passo seguinte, foi feita a purificacdo dos amplicons com o Kit PureLink™
Quick PCR Purification (Life Technologies®) e, posteriormente, o sequenciamento de
cada gene housekeeping no Laboratério de Genética Molecular, localizado na
Fundacdo Hemocentro de Ribeirdo Preto, em sequenciador automatico de DNA ABI
3500xL Genetic Analyzer Sequencer (Applied Biosystems — Life Technologies®).

As sequéncias dos genes foram analisadas no programa ChromasPro verséo
1.41 (Technelysuym PtY LTD), sendo geradas sequéncias sobrepostas com a
finalidade de obter-se a sequéncia consenso para cada gene de cada bactéria
sequenciada. Foram utilizadas sequencias padrées dos genes housekeeping
disponiveis no banco de dados de Salmonella enterica do Enterobase

(https://enterobase.warwick.ac.uk/species/senterica/search_strains?query=st_search
).

Com a finalidade de comparar os STs obtidos com dados globais, foi construido
um diagrama com auxilio do programa PHYLOViZ (RIBEIRO-GONCALVES et al.,
2016) utilizando-se os STs e respectivos numeros dos alelos dos sete genes
housekeeping do sorovar Typhimurium disponiveis para acesso publico na plataforma

Enterobase (http://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/senterica).

Tabela 1. Primers utilizados para a metodologia de MLST na tipagem de
Salmonella enterica.

) ) Tamanho do
Genes Sequéncias dos primers (5' - 3') _
amplicon (pb)

theA F - GTCACGGTGATCGATCCGGT -
r
R - CACGATATTGATATTAGCCCG

F - GACACCTCAAAAGCAGCGT
purg 510
R - AGACGGCGATACCCAGCGG

F - CGCGCTCAAACAGACCTAC
SUCA 643
R - GACGTGGAAAATCGGCGCC

F - GAAACGTTCCATTCCGCGC
hisD 894
R - GCGGATTCCGGCGACCAG


https://enterobase.warwick.ac.uk/species/senterica/search_strains?query=st_search
https://enterobase.warwick.ac.uk/species/senterica/search_strains?query=st_search
http://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/senterica

12

F - CCTGGCACCTCGCGCTATAC
aroC 826
R - CCACACACGGATCGTGGCG

hemD F - GAAGCGTTAGTGAGCCGTCTGCG 666
em
R - ATCAGCGACCTTAATATCTTGCCA

F - AATTTCTCATTCGAGAGGATTGC
dnaN 833
R - CCGCGGAATTTCTCATTCGAG

F — forward; R — reverse

Tabela 2. Reagentes e concentracdes para a amplificacdo dos sete genes
housekeeping da técnica de MLST.

Componentes Volume (uL)  Concentracao Final

10X Tampéo "PCR Buffer" 5 1X

10mM "dNTP Mixture" 1 0.2 mc'l\l"\#ﬁ, cada

Primer forward 2,5 25 pmol
Primer reverse 2,5 25 pmol
50mM MgSO* 2 2mM

DNA gendmico (10 ng/pL) 5 50ng

Taqg DNA Polimerase "High 1 1U

Fidelity" (1 U/uL)

H20 destilada ultra pura livre de

Dnase e Rnase g.s.p. 50 -

3.1.3. Analises de Whole Genome Sequencing (WGS)

O sequenciamento do genoma completo (WGS) tem se tornando uma técnica
mais acessivel financeiramente e caracteriza-se por maior resolucao quando
comparada a outras para tipagem molecular (ONICIUC et al., 2018). Constitui-se em
uma maneira mais eficiente de analises epidemioldgicas como o monitoramento de
doencas transmitidas por alimentos (GERNER-SMIDT et al., 2019) e a ocorréncia de
surtos (INNS et al., 2017). Os dados gerados pelo WGS possibilitam a realizacao de
analises filogenéticas, identificacdo de genes de resisténcia, plasmidios, perfis de
viruléncia bem como polimorfismos de nucleotideo Unico (PORNSUKAROM; VAN

VLIET; THAKUR, 2018). Durante o periodo do estagio, foram conduzidas diversas
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analises baseadas em WGS para caracterizacdo gendmica de Salmonella

Typhimurium, Salmonella Gallinarum e Salmonella Pullorum.

A pesquisa de genes de resisténcia adquiridos e mutacdes pontuais que
conferem resisténcia a antimicrobianos foi conduzida no programa AMRFinderPlus
(FELDGARDEN et al., 2019, 2021, 2022) e dos genes de estresse atraves do filtro de
busca “Stress genotypes” (WEE et al., 2021). Ambos integrados ao banco de dados
da plataforma NCBI Pathogen Detection, onde a pesquisa desses, é feita por meio da

busca do numero de acesso das sequéncias depositadas.

Na plataforma Center for Genomic Epidemiology (CGE), foram conduzidas
pesquisas de plasmidios e seus respectivos grupos de incompatibilidade pelo
PlasmidFinder 2.1 (CAMACHO et al., 2009; CARATTOLI et al., 2014); pesquisa do
sequence type pelo MLST 2.0 (BARTUAL et al., 2005; CAMACHO et al., 2009;
GRIFFITHS et al., 2010; JAUREGUY et al., 2008; LARSEN et al., 2012; LEMEE et al.,
2004; WIRTH et al., 2006); ilhas de patogenicidade de Salmonella pelo SPIFinder 2.0
(ROER et al., 2016); e andlises de polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) pelo
CSI Phylogeny 1.4 (KAAS et al., 2014).

Para pesquisa de genes de viruléncia em Salmonella spp. foi utilizada a
plataforma VFanalyzer, integrada ao Virulence Factors Database (VFDB) (CHEN et
al., 2005; CHEN et al., 2012; CHEN et al., 2016; LIU et al., 2019; YANG et al., 2008).
Além disso, houve a busca de sequéncias de profagos na plataforma PHASTER
(ARNDT et al., 2016; ZHOU et al., 2011).

Para determinacdo da correlacdo filogenética das linhagens analisadas, foi
empregado o programa Gegenees, que se baseia no alinhamento de genomas

fragmentados para inferéncia de distancia filogenética.

3.2.Sobrevivéncia aos estresses acido e oxidativo
Em casos de infeccdo por Salmonella spp., a bactéria deve sobreviver ao pH
acido do estbmago para alcancar o intestino, onde atravessa o epitélio por meio da
expressado do sistema de secrecao do tipo Il (T3SS) (KENNEY, 2019) e é fagocitada
por macréfagos (CAMPIONI et al.,, 2021), os quais a submetem a um estresse

oxidativo através da producédo de peroxido de hidrogénio (IMLAY, 2019). Geralmente,
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a capacidade de sobrevivéncia do microrganismo a essas condicdes apresenta

variacOes de acordo com o sorovar (SHAH et al., 2012).

No laboratdrio, a sobrevivéncia ao estresse acido foi determinada de acordo
com o protocolo descrito por Shah et al. (2012). Estirpes de Salmonella Typhimurium
isoladas de suinos foram cultivadas em caldo LB (Luria Bertani) a 37°C sob agitacao
orbital por 16 horas (inicio da fase estaciondria de crescimento bacteriano).
Posteriormente, ajustou-se a densidade éptica (D.O.) da cultura para 0,2 em um
comprimento de onda de 600 nm, o que equivale a aproximadamente 1x108 unidades
formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL). Em seguida, foram retiradas aliquotas
de 1 mL e centrifugadas a 8000 g por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento resultante foi ressuspendido em 1 mL de tampdo de citrato de s6dio/NaOH
100mM pH 7,0 (controle) e tampéao citrato de sédio/NaOH 100mM pH 4,5 (estresse).
Foram colhidas aliquotas, ap6s 10 minutos e 1 hora de incubacéo, seguido de diluicdo
seriada em placas de &gar LB, incubadas a 37°C por 24h a fim de determinar a
contagem bacteriana. O experimento foi desenvolvido em triplicatas biolégicas.

As mesmas linhagens também foram submetidas ao teste de sobrevivéncia ao
estresse oxidativo, segundo o protocolo descrito por Shah et al. (2012). Inicialmente,
foram cultivadas como descrito acima. Apds centrifugacdo, o sedimento, foi
ressuspendido em 1 mL de solucédo salina 0,8% (controle) e em 1 mL de solucédo salina
0,8% suplementada com H202 [15mM], seguido de incubacéo a 42 °C (temperatura
corporal das aves). Foram colhidas aliquotas, ap6s 10 minutos e 1 hora de incubacéo,
seguido de diluicdo seriada em placas de agar LB, incubadas a 37°C por 24h a fim de
obter a contagem bacteriana. O experimento também foi executado em triplicatas

biolégicas.

3.3.Células Caco-2
Em relagédo a patogénese, Salmonella spp. deve sobreviver ao muco intestinal,
aderir e invadir o epitélio, que no caso de seres humanos, se da via células M
(HARAGA et al., 2008). As principais células encontradas no epitélio intestinal humano
sdo os enterdcitos, que possuem fungdo absortiva e células caliciformes, as quais
secretam glicoproteinas que constituem o muco (PELASEYED et al., 2014). Apos a

invasdo, a bactéria é fagocitada por macrofagos e se instala dentro de um vacuolo
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(JENNINGS; THURSTON; HOLDEN, 2017), onde € capaz de reprogramar essas
células de defesa (JIANG et al., 2021), se multiplicar e migrar para outros 6rgaos como
figado e baco, levando ao desenvolvimento de uma infec¢do sistémica (KURTZ;
GOGGINS; MCLACHLAN, 2017).

Geralmente, para estudos in vitro para avaliar a capacidade de Salmonella spp.
em invadir o epitélio intestinal de seres humanos, a linhagem de células Caco-2,
provenientes de adenocarcinoma de c6lon humano, é a de escolha, (GAGNON et al.,
2013; GIOVAGNONI et al., 2020; OSTOVAN et al., 2021), visto que na cultura celular
sdo formadas monocamadas polarizadas as quais se diferenciam em células muito

semelhantes aos enterdécitos (LEA, 2015).

3.3.1. Descongelamento celular

Em relacdo ao descongelamento celular, os criotubos foram retirados do
nitrogénio liquido e descongelados rapidamente em banho-maria a 37°C. Em seguida,
o conteudo do criotubo foi transferido para um falcon de 15 mL e completado o volume
para 10 mL do meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Life Technologies™)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco™) mais 1% de antimicrobiano-
antimicotico (Gibco™) composto por penicilina, estreptomicina e anfotericina B
(DMEM-10), seguido de centrifugacdo a 1500 g por 10 minutos. Posteriormente, o
sedimento foi ressuspendido em 15 mL do meio DMEM-10 e transferido para a garrafa
de cultivo celular, incubada em estufa de 5% de CO2 a 37°C. Ap0s 24 horas, as células

foram lavadas duas vezes com PBS, seguido de troca do meio DMEM-10.

3.3.2. Cultivo celular e Montagem da Placa

As células foram cultivadas em garrafas com meio DMEM-10 e mantidas em
estufa de 5% de CO2 a 37°C. Apoés 20 dias com trocas periddicas de meio, as células
atingiram um estado de confluéncia de aproximadamente 80% (Figura 01). Foram
removidas do meio, submetidas a duas lavagens com PBS 1X, seguido da
tripsinizacdo com a adicdo de 10 mL de tripsina 0,25% (Gibco™) previamente aquecida

a 37°C. As células foram incubadas em estufa de 5% de CO2 a 37°C por 10 minutos.
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Em seguida, a cada tubo falcon de 15 mL foram adicionados 5 mL da
suspensao de células tripsinizadas mais 10 mL do meio DMEM-10 com a finalidade
de inativar a tripsina, centrifugagdo a 1500 g por 10 minutos, descartou-se o
sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em 5 mL meio DMEM-10 para
contagem celular em camera de Neubauer, a concentracdo celular foi ajustada para

de 1x10° células/mL, sendo adicionado 1 mL dessa suspensdo em placas de cultivo

celular de 12 pocgos.

Figura 01. Visualizacdo em microscopio invertido de células Caco-2 apés 7 dias (A) e

20 dias (B) de cultivo celular. Fonte: Arquivo pessoal.

3.3.3. Ensaio de invaséao

A capacidade de invasdo das células epiteliais Caco-2 foi verificada como
descrito por Gomes et al. (2021) com modificacdes. O ensaio foi iniciado apos 12 dias
de incubacéo das placas de cultivo celular com trocas peridédicas do meio DMEM
suplementado com 5% de soro fetal bovino (Gibco™) mais 1% de antimicrobiano-
antimicotico (Gibco™) (DMEM-5), tempo necessario para que os estados de
confluéncia e diferenciagéo celular fossem alcancados, com ocorréncia de polarizacéo
celular, juncdes apertadas, formacédo de cupulas, microvilosidades e aumento
atividades enzimaticas da membrana da borda em escova (JUMARIE & MALO, 1991).
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O experimento foi executado em triplicatas e a Multiplicidade de Infec¢cdo (MOI) foi de
100:1 (SUN et al., 2020).

Inicialmente, as estirpes de Salmonella Typhimurium isoladas de suinos foram
cultivadas em caldo LB a 37°C por 16 horas. ApoOs esse periodo, 0 crescimento foi
ajustado para uma D.O., no comprimento de onda de 600nm, igual a 0,2 o que
corresponde a aproximadamente 1x108 UFC/mL (SHAH et al., 2013). Em seguida,
parte dessa suspensdo foi transferida para dois microtubos estéreis (1 mL cada), os
quais foram centrifugados a 8000 g por 5 minutos, descartou-se o sobrenadante. Em
seguida, o sedimento de um dos tubos foi ressuspendido em 1 mL de caldo LB com o
intuito de determinar a contagem bacteriana do inéculo, enquanto que o do outro
microtubo foi ressuspendido em 1 mL do meio DMEM sem soro fetal bovino e

antimicrobiano-antimicotico (DMEM incompleto).

No momento do ensaio, as placas de 12 pocos foram retiradas da estufa de 5%
de CO: e realizou-se a lavagem dos poc¢os com PBS. A seguir, foram adicionados 900
puL do meio DMEM incompleto, seguido da adicdo de 100 pL da suspensao
previamente ajustada, de maneira que a concentracdo bacteriana final em cada poco
foi de 1x107 UFC/mL. As placas foram centrifugadas a 1500 g por 10 minutos e
incubadas em estufa de 5% de CO2 a 37°C durante 90 minutos para que ocorresse a
interacdo célula-bactéria (DETWEILER et al., 2003; MOREIRA; WEINSHENKER,;
SPERANDIO, 2010).

Seguidamente, foi retirado o meio de cultura, lavagem com PBS a 37°C e foi
adicionado 1 mL do meio DMEM incompleto suplementado com 30 pL/mL de
gentamicina e as placas foram incubadas em estufa de 5% de CO2 a 37°C durante 90
minutos a fim de ocorrer a eliminacdo das bactérias extracelulares. Em seguida, foi
retirado o meio de cultura, lavagem com PBS e adicdo do meio DMEM incompleto, as
placas foram incubadas em estufa de 5% de CO:2 por 3 horas a fim de avaliar a

capacidade da bactéria de se manter viavel dentro da célula.

Posteriormente, o meio foi removido, as células foram lavadas com PBS e
lisadas com uma solugéo de Triton X-100 a 1% por 5 minutos a temperatura ambiente.
Por ultimo, foram realizadas diluicées seriadas seguido de contagem bacteriana em

placas de agar LB, incubadas a 37°C por 24 horas.
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3.3.4. Congelamento celular

Em relagdo ao processo de congelamento, as células foram tripsinizadas e
transferidas para tubos falcon de 15 mL, os quais foram centrifugados a 1500 g por
10 minutos. Em seguida, o sedimento foi resuspendido no meio de congelamento
(70% do meio DMEM incompleto, 20% de soro fetal bovino e 10% de dimetilsulféxido)
e distribuido 1 mL em criotubos previamente identificados os quais foram
armazenados a -80°C em um Freezing Container (Mr. Frosty™, Thermo Scientific™)
por 24 horas. No dia seguinte, os criotubos foram colocados em estantes e

acondicionados em nitrogénio liquido.

3.4.Ensaio Biofilme

Os biofilmes podem ser encontrados tanto no ambiente hospitalar, em materiais
como implantes, cateteres e proteses (PERCIVAL et al., 2015), quanto na industria de
alimentos favorecendo a persisténcia de bactérias patogénicas como Salmonella spp.
e Campylobacter spp. (LAMAS et al., 2018). Sua formacao consiste em um agregado
de microrganismos o qual geralmente esta envolvido na producdo de uma matriz de
substéancias poliméricas extracelulares (EPS), onde é estabelecido um contato célula-
célula (FLEMMING et al., 2016).

Em relacdo as vantagens dessa formacéo, os biofilmes conferem uma maior
sobrevivéncia microbiana como resisténcia a radiacdo ultravioleta (UV), pH e
temperatura extremos e baixa disponibilidade de nutrientes (YIN et al., 2019). Além
disso, favorecem a disseminacao de resisténcia antimicrobiana devido a dificuldade
em agir o farmaco (SINGH et al., 2017) bem como a ocorréncia de conjugac¢ao (SHI
et al., 2018).

Durante o estagio, estirpes de Salmonella Typhimurium e Salmonella Infantis
foram testadas quanto a capacidade de formacao de biofilmes. As bactérias foram
cultivadas em caldo TSB (Trypticase Soy Broth) sob agitac&o orbital a 37°C por 16h
e, posteriormente, as culturas foram ajustadas a 1x108 UFC/mL. Em uma microplaca
de poliestireno de 96 pocos, foram adicionados 180 pL de TSB estéril, seguido de 20
ML da suspenséo bacteriana, foram utilizados trés pocos para cada estirpe. O controle
negativo consistiu em trés pocos contendo apenas 200 pL de caldo TSB estéril mais

trés pogos com 200 pL PBS 1X. As placas foram incubadas a 37°C por 24h e,
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posteriormente, o conteudo dos pocos foi aspirado, seguido de trés lavagens com 200

ML de PBS 1X para remogao de células nao-aderidas.

Sem demora, as células aderidas foram fixadas com 200 yuL de metanol 99%
por 15 minutos, e depois, 0s pocos foram aspirados e secos ao ar por 20 minutos. A
coloragao dos pogos foi feita com 200 uL de corante cristal violeta (2%) por 5 minutos.
O conteudo foi posteriormente aspirado, lavado trés vezes com 200 uL de PBS 1X
para remocao de corante em excesso, enquanto que aquele aderido as células foi

ressolubilizado com 200 pL de acido acético glacial 33% (v/v).

Em seguida, a D.O. de cada poco foi determinada a 570 nm, com o auxilio de
um leitor de placas de microtitulagdo automatizado (Epoch Biotek®). Todos os ensaios
foram desenvolvidos em triplicata biolégica. Finalmente, a capacidade de formacé&o
de biofilmes foi determinada a partir dos valores de D.O. obtidos para estas em
comparacado com a D.O. do controle de caldo TSB (D.O.C.) por meio da seguinte
férmula: D.O. < D.O.C. = n&o aderente; D.O.C. < D.O. < (2 x D.O.C.) = fracamente
aderente; (2 x D.O.C.) < D.O. = (4 x D.0O.C.) = moderadamente aderente; e (4 x

D.0O.C.) < D.O. = fortemente aderente.

4. DISCUSSAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

A realizacdo de métodos de tipagem molecular vem demonstrando sua grande
relevancia como ferramenta de vigilancia epidemioldgica nas areas de saude publica
e seguranca alimentar através da identificacdo de patdégenos de relevancia
mapeamento de surtos, caracterizacdo genética e monitoramento da presenca de
genes de resisténcia a antimicrobianos e fatores de viruléncia. Deste modo, deve-se
ressaltar o importante papel da ciéncia da Universidade dentro das esferas publicas,
além do papel do laboratério de Epidemiologia Molecular, Viruléncia e Genbémica de
Bactérias de Importancia Clinica no desenvolvimento de projetos relevantes no estudo
de patdégenos de grande relevancia para a saude humana, animal e ambiental, como
Salmonella spp. e Campylobacter spp. Durante o periodo de estagio, tive a
oportunidade de acompanhar e entender a aplicacdo pratica de tipos diversos de
técnicas moleculares, além de ensaios fenotipicos variados, visando a caracterizagcéo
de sorovares de Salmonella spp., que puderam contribuir para minha formacao

académico-cientifica como médica veterinaria.
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5. CONCLUSAO

Em suma, o estagio curricular permitiu complementar e aprimorar minha
formacéo académica e cientifica, contribuindo como aprendizado de novas técnicas e
protocolos laboratoriais, o0 que colaborou para o aperfeicoamento de minhas

habilidades profissionais e interpessoais.
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[I. ASSUNTO DE INTERESSE

Caracterizacdao gendmica de estirpes de Salmonella enterica sorovar

Gallinarum biovares Gallinarum e Pullorum

1. INTRODUCAO

O género Salmonella possui mais de 2600 sorovares, sendo constituido por
duas espécies Salmonella bongori e Salmonella enterica, esta subdividida em seis
subespécies: enterica, salamae, diarizonae, arizonae, houtenae e indica
(ISSENHUTH-JEANJEAN, 2014). Nas aves, existem trés enfermidades distintas
causadas por Salmonella enterica: o tifo aviario, causado por Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Gallinarum biovar Gallinarum (SG); a pulorose, causada por
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Gallinarum biovar Pullorum (SP); e o
paratifo aviario, cujo agente etioldgico seria qualquer outro sorovar (FREITAS NETO;
PENHA FILHO; BERCHIERI JUNIOR, 2020).

O tifo aviario € uma enfermidade sistémica causada por SG, que acomete
principalmente aves adultas semi-pesadas e pesadas (FREITAS NETO et al., 2007,
OLIVEIRA; BERCHIERI JUNIOR; FERNANDES, 2005). Geralmente, os animais
apresentam anorexia, apatia, asas caidas e fezes amarelo-esverdeadas, caracteriza-
se por uma alta morbidade seguido de mortalidade (FREITAS NETO et al., 2007;
OJIMA et al., 2022).

A pulorose, embora seja causada por uma bactéria muito similar ao agente
etiolégico do tifo aviario, possui uma relacdo hospedeiro-parasita diferente, afeta
especialmente aves jovens as quais apresentam sinais clinicos semelhantes ao tifo
aviario, porém com diarreia fluida e esbranquicada (BARROW & FREITAS NETO,
2011). Assim, SG e SP estéo classificadas dentro do mesmo sorovar, pertencem ao
sorogrupo D (antigeno O 1, 9 e 12) e ndo possuem flagelo (WANG et al., 2020), porém,

causam doencas distintas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Existem algumas lacunas sobre a relacdo genética e patogenia de ambas
enfermidades (BATISTA et al., 2018). Segundo estudos realizados, ambos biovares
possuem como ancestral comum uma linhagem de S. Enteritidis denominada “second
clade”, sendo identificado um grande numero de pseudogenes conservados entre 0s
genomas de SG e SP (BATISTA et al., 2018; LANGRIDGE et al., 2015). Trata-se de
genes muito presentes em patégenos adaptados a hospedeiros especificos, que por
meio de delec¢bes, insercdes e substituicdes de nucleotideos sofrem uma inativacéo
(FOLEY et al.,, 2013). Quando se compara biovares, SP apresenta uma maior
guantidade de pseudogenes, 0 que pode ser a razdo, da mesma ser mais adaptada
ao hospedeiro (FOSTER et al., 2021).

A ocorréncia de infeccdes persistentes € um fator associado a adaptacéo de
patdgenos a uma populacéo especifica (FOSTER et al., 2021). Sabe-se que a invasdo
do epitélio intestinal por Salmonella desencadeia uma resposta inflamatoria
caracterizada pelo recrutamento, principalmente, de mondcitos, macrofagos e
neutrdfilos (ROGERS; TSOLIS; BAUMLER, 2021). Segundo Huang et. (2019), SP e
SG desencadeiam uma resposta inflamatdria menos intensa quando comparadas a
outros sorovares. SP, por sua vez, caracteriza-se por apresentar uma infec¢cao mais
persistente, sendo capaz de modular o sistema imunoldgico, promovendo uma
resposta Th2 (TANG et al., 2018), que estd associada a reducdo do processo
inflamatorio e, provavelmente, a mudanca de macréfagos M1 para M2, estes possuem
funcdo anti-inflamatéria (FOSTER et al., 2021).

Salmonella enterica possui diversos fatores de viruléncia que estdo envolvidos
na capacidade da bactéria em invadir, replicar e colonizar as células do hospedeiro
(ILYAS; TSAI; COOMBES, 2017), como ilhas de patogenicidade, profagos e
plasmidios (MORENO SWITT et al., 2012), que desempenham um papel importante
na adaptacao a diferentes nichos e hospedeiros (JANTSCH; CHIKKABALLI; HENSEL,
2011; MORENO SWITT et al., 2012). Ademais, em ambos biovares ja foi relatado a
ocorréncia de resisténcia antimicrobiana (NHUNG; CHANSIRIPORNCHAI;
CARRIQUE-MAS, 2017; ZHANG et al., 2021).

A realizagdo de analises comparativas de genoma permite elucidar diferencas
e semelhancas compartilhadas, principalmente, entre grupos de microrganismos

patogénicos relevantes para a avicultura industrial (VAID et al., 2021). Diversas
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analises genbmicas comparativas permitiram elucidar fatores associados a viruléncia
e evolucdo de Salmonella (HU et al., 2019; KIPPER et al., 2021). Assim, objetiva-se
com o presente estudo reunir informagdes referentes aos biovares em questao,
visando tracar perfis genotipicos e compara-los, servindo de base para estudos

futuros sobre patogénese de SP e SG.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1.Genomas bacterianos
Os genomas bacterianos estudados de SG e SP foram selecionados através
da plataforma NCBI Pathogen Detection (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/),

onde estavam publicamente disponiveis para acesso e download. A selecdo dos
genomas foi baseada nos filtros “Serovar”, onde foram selecionadas as opcdes
“Gallinarum” e “Pullorum”, e “Computed Types” que considerou a opg¢ao “Gallinarum
or Enteritidis”. Foram excluidos da analise genomas que nao estavam disponiveis
para download ou que ndo possuiam informacdes a respeito de regido geografica e
material/fonte de isolamento. Apos a selecédo, foi obtido um total de 88 linhagens,

sendo 49 genomas de SG e 39 genomas de SP.

Entretanto, devido a possibilidade de algum genoma ter sido identificado
apenas até o sorovar, quando depositado na plataforma, realizou-se a pesquisa dos
genes stn, 1137_08605 e ratA no programa MyDbFinder 2.0 da plataforma Center for
Genomic Epidemiology (https://cge.food.dtu.dk/services/MyDbFinder/) com os

parametros de 80% para o limite de identidade e para o comprimento minimo.
Segundo Xiong et al. (2018), por meio da identificacdo desses genes é possivel
diferenciar ambos biovares, sendo que SG possui 0s genes stn, 1137_08605 e ratA,
enquanto que SP possui apenas stn e 1137_08605. Apos a analise, foi identificado que
na realidade eram 26 genomas de SG (Tabela 3) e 60 genomas de SP (Tabela 4),
dois genomas foram removidos, pois, ndo foi possivel identificar a qual biovar

pertencia, totalizando 86 linhagens.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/
https://cge.food.dtu.dk/services/MyDbFinder/

Tabela 3. Dados de isolamento e nimero de acesso dos 26 genomas de S. Gallinarum estudados.
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N° acesso no

Dados de isolamento

Estirpe GenBank Localizacdo . Data Fonte de Isolamento
isolamento

SG_USA 1972_Clinical GCA _007649295.1 EUA 1972 Clinica
SG_UK_1995 Feces GCA_000192125.1 5‘;:38 1995 Fezes
SG_SouthKorea_2007_Chicken GCA_020023795.1 Corse:fl‘ do 2007 Ave
SG_Brazil 2010 _Other GCA _000009525.1 Brasil 2010 Outros
SG_Mexico 2013 Horse_intestine GCA _007804175.1 México 2013 Intestino de equino
SG_Brazil 2014 Poultry visceral_organs GCA _001484835.1 Brasil 2014 Viscera de frango
SG_Brazil_2014 Poultry_flock GCA _006522135.1 Brasil 2014 Lote de aves
SG_Brazil 2014 Breeder_chicken_viscera GCA _006522315.1 Brasil 2014 Viscera de matriz
SG_Brazil_2014 Breeder_chicken_organ GCA 010443095.1 Brasil 2014 Viscera de matriz
SG_Brazil_2015 Chicken_layer _bone_marrow GCA _006522215.1 Brasil 2015 Medula 6ssea de aves
SG_Brazil 2015 Chicken GCA 006522255.1 Brasil 2015 Ave
SG_Belize_2015_ Chicken GCA 011108315.1 Belize 2015 Ave
SG_UK_2016_Clinical GCA_011139775.1 ol 2016 Clinica
SG_Colombia 2017 Liver 1 GCA 004120865.1 Colémbia 2017 Figado
SG_Colombia_2017_Liver 2 GCA _004120875.1 Colémbia 2017 Figado
SG_Colombia 2017 Liver 3 GCA 004120895.1 Colémbia 2017 Figado
SG_Colombia_2017 Liver 4 GCA _004120935.1 Colémbia 2017 Figado
SG_Brazil_2017_Layer_hen_1 GCA _004226495.1 Brasil 2017 Galinha poedeira
SG_Brazil 2017 Layer _hen_ 2 GCA _006522335.1 Brasil 2017 Galinha poedeira
SG_Brazil_2017_Layer_hen_3 GCA _006522365.1 Brasil 2017 Galinha poedeira
SG_Brazil_2017_Quail_viscera GCA_006527535.1 Brasil 2017 Viscera de codorna
SG_Brazil_2017_Poultry_flock_breeder GCA 016376085.1 Brasil 2017 Lote de matriz
SG_Tanzania _2017_Cloacal_swab GCA _022595975.1 Tanzania 2017 Suabe cloacal
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SG_Brazil 2018 Chicken_viscera 1 GCA _006526115.1 Brasil 2018 Viscera de frango

SG_Brazil_2018 Chicken_viscera_2 GCA _006526195.1 Brasil 2018 Viscera de frango
SG_Mexico_2020_Backyard_bird_organs GCA 014840155.1 México 2020 Viscera dech\J/ii?a(lje fundo de
EUA: Estados Unidos da América
Tabela 4. Dados de isolamento e nimero de acesso dos 60 genomas de S. Pullorum estudados.

Estirpe N° acesso no Dados de isolamento

GenBank Localizacdo Data isolamento Fonte de Isolamento

SP_UK 1985 Liver GCA 019839725.1 Reino Unido 1985 Figado
SP_UK 1986 Viscera GCA 019838185.1 Reino Unido 1986 Viscera
SP_UK 1986 Liver GCA 019839685.1 Reino Unido 1986 Figado
SP_UK 1987 Liver GCA 019837525.1 Reino Unido 1987 Figado
SP_China_1998_Liver GCA 019843325.1 China 1998 Figado
SP_USA 1998 Clinical GCA_010685845.1 EUA 1998 Clinica
SP_USA 2004 Poultry GCA 009855385.1 EUA 2004 Ave
SP_China_2007_Liver GCA _019843305.1 China 2007 Figado
SP_China_2008_Liver 1 GCA 019837615.1 China 2008 Figado
SP_China_ 2008 Liver 2 GCA_019840015.1 China 2008 Figado
SP_China_2008_Liver_3 GCA 019840205.1 China 2008 Figado
SP_China_2008 Liver 4 GCA _019842145.1 China 2008 Figado
SP_China_2008_Liver 5 GCA 019842165.1 China 2008 Figado
SP_China_2008 Liver 6 GCA _019842945.1 China 2008 Figado
SP_China_2008_Liver 7 GCA 019860185.1 China 2008 Figado
SP_China_2009 Liver 1 GCA_019843265.1 China 2009 Figado
SP_China_2009 Liver 2 GCA 019845855.1 China 2009 Figado
SP_Belgium_2009_Clinical GCA_022596375.1 Bélgica 2009 Clinica

SP_China_2012_Liver GCA_019845275.1  China 2012 Figado



SP_Brazil_2012_Chicken_litter
SP_Belgium_2012_Clinical
SP_Sweden_2012_ Chicken
SP_Sweden_2012 Chicken_1
SP_Sweden_2012_Chicken_2
SP_Sweden_2012_ Chicken_3
SP_Sweden_2012_Chicken_4
SP_Sweden_2012 Chicken_5
SP_China_2013 Liver_1
SP_China_2013 Ovary
SP_China_2013 Caecum
SP_China_2013 Liver 2
SP_Germany_2013_Stool_1
SP_Germany_ 2013 Stool 2
SP_Germany_2013_Stool_3
SP_Germany_ 2013 Stool 4
SP_China_2014 Yolk_sac_1
SP_China_2014 Yolk sac 2
SP_China_2014 Yolk sac 3
SP_China_2014 Wind _egg_1
SP_China_2014 Yolk_sac 4
SP_China_2014 Yolk sac 5
SP_China_2014 Yolk sac 6
SP_China_2014 Wind_egg_2
SP_Brazil_2014 Poultry flock
SP_Brazil_2014 Breeder_chicken_viscera
SP_USA 2015 Chicken
SP_Brazil_2015_Chicken_liver
SP_Australia_2015 Feces
SP_UK _2016_Other

GCA_022213225.1
GCA_022596355.1
GCA_022414755.1
GCA_022414955.1
GCA_022414975.1
GCA_022415015.1
GCA_022415245.1
GCA_022415505.1
GCA_019837555.1
GCA_019840145.1
GCA_019840235.1
GCA_019842065.1
GCA_015024675.1
GCA_015024685.1
GCA_015024695.1
GCA_015024735.1
GCA_019837965.1
GCA_019838145.1
GCA_019838355.1
GCA_019839955.1
GCA_019841975.1
GCA_019842085.1
GCA_019843225.1
GCA_019845875.1
GCA_003874095.1
GCA_006519805.1
GCA_010645945.1
GCA_006522275.1
GCA_013259225.1

GCA_004260915.1 Reino Unido

Brasil
Bélgica
Suécia
Suécia
Suécia
Suécia
Suécia
Suécia

China

China

China

China

Alemanha
Alemanha
Alemanha
Alemanha

China

China

China

China

China

China

China

China

Brasil

Brasil

EUA

Brasil

Australia

2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2015
2015
2015
2016

Cama de frango
Clinica
Ave
Ave
Ave
Ave
Ave
Ave
Figado
Ovdrio
Ceco
Figado
Fezes
Fezes
Fezes
Fezes
Saco vitelino
Saco vitelino
Saco vitelino
Ovo sem gema
Saco vitelino
Saco vitelino
Saco vitelino
Ovo sem gema
Lote de aves
Lote de matriz
Ave
Figado
Fezes
Outros

34



SP_China_2017_Chicken_tissue
SP_Brazil 2017 _Broiler_organs
SP_Brazil_2017_Poultry_flock_breeder
SP_UK 2018 Other_1

SP_UK 2018 Other_2
SP_China_2020_Digestive_tract
SP_Germany_2021_ Other
SP_Belgium_2021 Clinical_1
SP_Belgium_2021_Clinical_2
SP_USA 2021_Clinical_1
SP_USA 2021 Clinical 2

GCA_003606225.1
GCA_003874035.1
GCA_006522295.1
GCA_007503965.1
GCA_007504225.1
GCA_019990585.1
GCA_018338655.1
GCA_022596395.1
GCA_022596415.1
GCA_021103795.1
GCA_021103815.1

China
Brasil
Brasil
Reino Unido
Reino Unido
China
Alemanha
Bélgica
Bélgica
EUA
EUA

2017
2017
2017
2018
2018
2020
2021
2021
2021
2021
2021

Tecido de ave
Viscera
Lote de matriz
Outros
Outros
Trato digestorio
Outros
Clinica
Clinica

Clinica

-: dado nao fornecido; EUA: Estados Unidos da América
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3.2.Pesquisa de genes de resisténcia a antimicrobianos
Os 86 genomas estudados quanto a presenca de genes de resisténcia
adquirida e mutacbes pontuais associadas a resisténcia antimicrobiana utilizando o
AMRFinder (FELDGARDEN et al., 2019, 2021, 2022), integrado ao NCBI Pathogen
Detection e genes de estresse, foram pesquisados na mesma plataforma, utilizando o

filtro especifico “Stress genotype” (WEE et al., 2021).

3.3.Pesquisa de elementos genéticos moveis
A busca de plasmidios para os 86 genomas ocorreu com o0 auxilio do
PlasmidFinder 2.1 (CAMACHO et al., 2009; CARATTOLI et al., 2014) do Center for
Genomic Epidemiology (CGE). Os parametros selecionados consistiram em: banco
de dados de Enterobacteriales, identidade minima de 95% e cobertura minima de
60%. A presenca de sequéncias de profagos foi identificada por meio da plataforma
PHASTER (ARNDT et al., 2016; ZHOU et al., 2011), onde foram consideradas apenas

sequéncias intactas (pontuacdo > 90) para determinacéo dos resultados obtidos.

3.4.Pesquisa de determinantes genéticos de viruléncia
A presencga de genes de viruléncia em Salmonella spp. foi verificada nos 86
genomas estudados através do programa VFanalyzer, disponivel no Virulence Factors
of Bacterial Pathogens (CHEN et al., 2005; CHEN et al., 2012; CHEN et al., 2016; LIU
et al., 2019; YANG et al., 2008). Ainda, a pesquisa de ilhas de patogenicidade de
Salmonella (SPIs) foi conduzida no SPIFinder 2.0, disponivel no CGE (ROER et al.,
2016), como parametros foram adotadas identidade e cobertura minimas de 95% e

60%, respectivamente.

3.5.Analise filogenética
O ST foi detectado por meio do MLST 2.0 (BARTUAL et al., 2005; CAMACHO
et al., 2009; GRIFFITHS et al., 2010; JAUREGUY et al., 2008; LARSEN et al., 2012;
LEMEE et al.,, 2004; WIRTH et al., 2006) disponivel no CGE, os parametros
selecionados foram: Salmonella enterica e profundidade minima nos alelos de 5X.
Além disso, no programa cgMLSTFinder 1.2 (ALIKHAN et al., 2018; CLAUSEN;
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AARESTRUP; LUND, 2018) também disponivel no CGE, foram analisados os genes
do core, isto €, genes comumente presentes em determinada espécie de
microrganismos (MAIDEN et al., 2013), como resultado, foi obtido uma arvore
filogenética a qual foi editada no programa FigTree v1.3.1.

4. RESULTADOS
4.1.Genes de resisténcia a antimicrobianos e de estresse
A andlise dos 86 genomas demonstrou que dentre 0os genes de resisténcia a
antimicrobianos (Tabela 5), 0 gene mdsA, que esta relacionado a bomba de efluxo,
esteve presente em todas as estirpes estudadas. Na mesma classe, o gene mdsB foi
identificado em 100% (26/26) dos genomas de SG e em 98,3% (59/60) de SP. No que
se refere aos B-lactamicos, 11,5% (3/26) dos genomas de SG apresentaram 0s genes

blaTem-135 € blaTem-1, este esteve presente em 15% (9/60) dos isolados de SP.

Os genes sul-1 e sul-2 (resisténcia as sulfonamidas), e o gene tet(A)
(resisténcia as tetraciclinas) foram encontrados em 3,8% (1/26) dos genomas de SG,
engquanto que SP apresentou porcentagens maiores 6,7% (4/60), 15% (9/60) e 13,3
(8/60), respectivamente. Em relacdo aos aminoglicosideos, os genes aac(6')-1b,
aph(6)-I1d, aph(3")-1b, ant(2")-la foram encontrados apenas em SG (3,8%; 1/26), jA em
SP apenas o gene aadA5 foi identificado (3,3%; 2/60). Finalmente, somente SG
apresentou resisténcia a fosfomicina (fosfA3) em 11,5% (3/26) dos genomas, ao

passo que em SP foi detectada resisténcia a trimetoprima 6,7% (4/60).

Tabela 5. Porcentagem de genes de resisténcia adquirida a
antimicrobianos nos genomas de S. Gallinarum (n=26) e S.
Pullorum (n=60).
Genes de Resisténcia Adquirida
Classe Antimicrobiano Genes S. Gallinarum S. Pullorum

aac(6')-1b 3,8 -
aph(6)-Id 3,8 -
Aminoglicosideo aph(3")-Ib 3.8 B}
ant(2")-la 3,8 -

aadAb5 - 3,3



blaTEM-1
Beta-lactamico
blaTEM-135
Bomba de efluxo mdsA
mdsB
Fosfomicina fosA3
Sulfonamida sull
sul2
Tetraciclina tet(A)
Trimetoprima dfrA17

11,5

11,5

100
100
11,5
3,8
3,8
3,8

15

100
98,3

6,7
15
13,3
6,7

-: Gene ndo identificado
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Em relacdo as mutacdes pontuais que conferem resisténcia a antimicrobianos

(Tabela 6), foram identificados genes associados a resisténcia a quinolonas, dos quais
0 mais prevalente foi gyrA (S83F) em 38,5% (10/26) e 38,3% (23/60) dos genomas de

SG e SP, respectivamente. Nota-se que SG apresentou uma maior diversidade de

mutac8es quando comparado a SP.

Tabela 6. Porcentagem de mutagcbes pontuais relacionadas a
resisténcia a antimicrobianos nos genomas de S. Gallinarum

(n=26) e S. Pullorum (n=60).

Mutacbes pontuais
S. Gallinarum S. Pullorum

Classe Antimicrobiano Genes

gyrA (S83F)
gyrA (D87G)

gyrA (D87N)

Quinolona ayrA (DS7Y)

gyrA (S83Y)
parC (S80R)

gyrB (S464T)

38,5

3,8

7,7
15,4
3,8

7,7

38,3

3,3

-: Gene nao identificado

Dentre os genes de estresse (Tabela 7), principalmente os relacionados a

resisténcia a metais, golS (ouro) e golT (cobre/ouro), estiveram presentes nos
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genomas analisados. Em segundo lugar, observou-se a presenca do gene asr,
relacionado a resisténcia a acidos, tanto em SG com 96,2% (25/26) quanto em SP
com 93,3% (56/60). Quanto a resisténcia a biocidas, em especial a amonia quaternaria
(qacEdeltal), os genomas de SP e SG apresentaram valores de 6,7% (4/60) e 3,8%
(1/26), respectivamente. Por ultimo, foram detectados genes de resisténcia ao

mercurio em 3,8% (1/26) dos isolados de SG.

Tabela 7. Porcentagem de genes de estresse nos genomas de S.
Gallinarum (n=26) e S. Pullorum (n=60).
Genes de Estresse

Subtipo Classe Gene S. Gallinarum S. Pullorum

Acido NA asr 96,2 93,3
Biocida Aménia quaternaria gacEdeltal 3,8 6,7
Ouro golS 100 100
Cobre/Ouro golT 100 100

merA 3,8 -

merC 3,8 -

Metal merD 3,8 -

Mercurio merE 3,8 -

merP 3,8 -

merR 3,8 -

merT 3,8 -

-: Gene néo identificado; NA: ndo se aplica

4.2.Elementos genéticos moveis

Em relacdo aos plasmidios (Tabela 8), o INCFII(S) foi o0 mais prevalente entre
0s genomas analisados, presente em 100% (60/60) e 84,6% (22/26) dos genomas de
SP e SG, respectivamente. Além disso, 86,7% (52/60) dos isolados de SP
apresentaram o plasmidio ColpVC, este esteve ausente nos genomas de SG. Neste
biovar, IncX2, IncC e IncX1 foram identificados em 3,8% dos genomas (1/26). Esses
dois primeiros nao foram detectados nos genomas de SP, enquanto que o terceiro
esteve presente em 15% (9/60). Finalmente, IncN apresentou valores maiores em SG
(11,5%; 3/26) quando comparado a SP (6,7%; 4/60).



Tabela 8. Porcentagem de plasmidios nos
genomas de S. Gallinarum (n=26) e S.
Pullorum (n=60).

Plasmidios S. Gallinarum S. Pullorum

ColpvC - 86,7
IncX2 3,8 -
IncC 3,8 -

IncFII(S) 84,6 100
IncN 11,5 6,7
IncX1 3,8 15

-: Plasmidio ndo identificado
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Quanto a pesquisa de profagos (Tabela 9), Gifsy-2 foi identificado em todos os

86 genomas analisados. SP apresentou uma maior diversidade de profagos, sendo
encontrados: Enterobacteria ST104 (46,7%; 28/60), Escherichia 500465-1 (26,7%;
16/60), Escherichia pro483 (13,3%; 8/60), Salmonella RE-2010 (5%; 3/60); Yersinia L-
413C (1,7%; 1/60). Enquanto que em apenas 3,8% (1/26) dos genomas de SG foram

identificados os profagos Enterobacteria Fels-2, Salmonella 103203 sal5 e

Salmonella vB_SenS-Ent2. Finalmente, o profago Salmonella Fels-1 esteve presente
em 15,4% (4/26) dos isolados de SG e em 1,7% (1/60) de SP.

Tabela 9. Porcentagem de profagos nos genomas de S. Gallinarum (n=26) e

S. Pullorum (n=60).

Profagos

N° de acesso S. Gallinarum S. Pullorum

Enterobacteria phage Fels-2 NC_010463 3,8

Enterobacteria phage ST104 NC_ 005841 - 46,7
Escherichia phage 500465-1 NC_049342 - 26,7
Escherichia phage pro483 NC_ 028943 - 13,3
Phage Gifsy-2 NC 010393 100 100
Salmonella phage 103203 sal5 NC_031946 3,8 -
Salmonella phage Fels-1 NC_010391 15,4 1,7
Salmonella phage RE-2010 NC_ 019488 - 5,0
Salmonella phage vB_SenS-Ent2 NC_023608 3,8 -
Yersinia phage L-413C NC 004745 - 1,7

-: Profago néo identificado
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4.3.Determinantes genéticos de viruléncia

Os resultados obtidos na pesquisa de genes de viruléncia em Salmonella spp.
(Tabela 10) demonstram que os 86 genomas analisados possuem genes relacionados
ao sistema de secrecao (aecl6, aecl7, aecl8, aecl9, aec22, aec23, aec24, aec25,
aec26, aec28, aec30, sopB/sigD, sopD, ssaC, ssaD, ssaE, ssaG, ssaH, ssaJ, ssak,
ssalL, ssaN, ssaO, ssaQ, ssaR, ssaU, ssaV, sscA, sscB, sseB, sseC, sseD, sseE,
sseF, ssed, sspH2, ssrA); fatores de adesao fimbrial (bcfA, bcfB, befC, befD, bcfE,
bcfF, befG, csgA, csgD, csgE, csgF, csgG, fimD, fimF, fimH, fimZ, IpfB, IpfC, IpfD, IpfE,
pegB, safB, stbB, stbE, steA, steC, steD, steE, stfD, stfE, stfG, sthA, sthC, sthD, stiA,
stiB e stiH); autotransportadores (ehaB); absorcdo de magnésio (mgtB, mgtC);
resisténcia antimicrobiana a peptideos (mig-14); fatores de adesdo nao fimbrial (misL,
sinH); regulagéo (phoP, phoQ).

Quanto a diferencas entre ambos biovares, destaca-se SP com alta prevaléncia
de alguns genes relacionados a fatores de aderéncia fimbrial: safC (100%; 60/60),
stdA (96,7%; 58/60), stdB (100%; 60/60) e stdC (78,3%; 47/60).



Tabela 10. Porcentagem de genes de viruléncia encontrados nos genomas de S. Gallinarum (n=26) e S. Pullorum (n=60).

Genes SG SP Genes SG SP Genes SG SP Genes SG SP Genes SG SP
acpXL 7,7 1,7 fepG 7,7 17 htrB 7,7 1,7 plr/gapA 7,7 1,7 ssaM 53,8 81,7
acrB 7,7 1,7 fimA 100 88,3 iacP 96,2 98,3 prgH 96,2 100 ssaN 100 100
adeG 7,7 1,7 fimC 100 98,3 iagB 96,2 100 prgl 96,2 100 ssaO 100 100
aecl5 84,6 100 fimD 100 100 ibeC 7,7 1,7 prgJ 96,2 100 ssaP 100 98,3
aecl6 100 100 fimF 100 100 icl 7,7 1,7 prgK 96,2 100 ssaQ 100 100
aecl7 100 100 fimH 100 100 invA 96,2 100 ratB 23,1 100 ssaR 100 100
aecl8 100 100 fiml 100 88,3 invB 26,9 100 rck 7,7 - ssaS - 5
aecl9 100 100 fimw 80,8 86,7 invC 96,2 100 rcsB 38 - ssaT 92,3 91,7
aec22 100 100 fimY 73,1 70 invE 96,2 100 rfaD 7,7 1,7 ssau 100 100
aec23 100 100 fimZ 100 100 invF 96,2 100 rfak 7,7 1,7 ssaV 100 100
aec24 100 100 flgB 7,7 1,7 invG 96,2 100 rfaF 7,7 1,7 SSCA 100 100
aec25 100 100 flgC 7,7 1,7 invH 96,2 100 rmlA 7,7 1,7 sscB 100 100
aec26 100 100 flgD 7,7 1,7 invl 96,2 96,7 rmiB 7,7 1,7 sseA 38 1,7
aec27/clpv 100 98,3 flgE 7,7 1,7 invJ 96,2 100 rmlID 7,7 1,7 sseB 100 100
aec28 100 100 flgF 7,7 1,7 iroB 7,7 1,7 rpoS 7,7 1,7 sseC 100 100
aec29 100 76,7 flgG 7,7 1,7 iroC 7,7 1,7 safA - 17 sseD 100 100
aec30 100 100 flgH 7,7 1,7 iroD - 17 safB 100 100 sseE 100 100
aec31 50,0 88,3 flgl - 1,7 iroE 7,7 1,7 safC - 100 sseF 100 100
aec32 88,5 93,3 flgJ 7,7 1,7 iroN 7,7 1,7 safD 76,9 90 sseG 92,3 100
algu 7,7 1,7 flgL 7,7 1,7 katG 7,7 1,7 sefC 84,6 - ssel 100 100
avrA 96,2 100 flgM 7,7 1,7 kdsA 7,7 1,7 shdA 100 81,7 sseKl 73,1 96,7
bcfA 100 100 flnA - 17 kdtA 7,7 1,7 SicA 96,2 100 sseL 88,5 98,3
bcfB 100 100 flnC 7,7 1,7 IpfA 100 98,3 sicP 96,2 100 sspH2 100 100
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bcfC

bcfD

bcfE

bcfF

bcfG

bioB
ccmF
cesT
cheB

cheR
cheW

cheY

chez
CSgA

csgB
csgC

csgb

csgE
csgF

csgG
CSTA

ctpV
cysCl1l

100
100
100
100
100
7,7
7,7
3,8
7,7
7,7
7,7

17,7

7,7
100

100
65,4

100

100
100

100
7,7

7,7
7,7

100
100
100
100
100
1,7

1,7
1,7
1,7

1,7

1,7
100

91,7
83,3

100

100
100

100
1,7

1,7
1,7

flhD
fliA
fliD
fliE
fliF
fliG
fliH
flil
flid
fliL
fliM

fliN

flio
fliP

fliQ
fliR
flis

fliz
flmH

gacA
galE

galF
galU

7,7
7,7
7,7
7,7
7,7
7,7
7,7
7,7
7,7
7,7
7,7

7,7

7,7
7,7

7,7
7,7

7,7

7,7
7,7

7,7
7,7

7,7
7,7

1,7
1,7
1,7
1,7
1,7
1,7
1,7
1,7
1,7
1,7
1,7

1,7

1,7
1,7
1,7

1,7

1,7
1,7

1,7
1,7

1,7
1,7

IpfB
IpfC
|pfD
IpfE
[pxA
IpxB
IpxC
IpxD
luxS
mgtB
mgtC

mig-14

mig-5
misL

motA

motB
mrsA/gimM

msbA
msbhB2

narH
nueA

opsX/rfaC
orfH

100
100
100
100
7,7
7,7
7,7
7,7
7,7
100
100

100

84,6
100

7,7
7,7

7,7

7,7
7,7

7,7
7,7

7,7
7,7

100
100
100
100
1,7
1,7
1,7
1,7
1,7
100
100

100

100
100

1,7
1,7

1,7

1,7
1,7

1,7
1,7

1,7
1,7

sifA
sifB
sinH
SipA
sipB
sipC
sipD
SitA
sitB
sitC
sitD
slrP

sodCl
SOpA

sopB/sigDh
sopD

sopD2

sopE
SopE2

spaO
spaP

spaQ
spaR

100
96,2
100
96,2
96,2
96,2
96,2
7,7
7,7
7,7
7,7

96,2

92,3
96,2

100
100

7,7

42,3
80,8

96,2
96,2

96,2
96,2

98,3
100
100
100
100
100
100
1,7
1,7
1,7
1,7

100

96,7
100

100
100

1,7

11,7
95

100
100

100
100

SSrA
ssrB
SstbA
stbB
stbC
stbD
stbE
stdA
stdB
stdC
steA

steB

steC
steD

steE
steF

stfA

stfC
stfD

stfE
stfF

stfG
sthA

100
88,5
88,5
100
100
100
100

100
100

100
100

100
100

100

100
100

100
92,3

100
100

100
95
98,3
100
98,3
96,7
100
96,7
100
78,3
100

100
100

100
98,3

88,3

98,3
100

100
98,3

100
100
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ddhA
ddhC

ehaB
eno
entA

entB

entC
entD
entE

entF
faeH
fael
faed
farB

fepB
fepC

3,8
3,8

100
7,7
7,7

7,7

17,7
7,7
17,7

17,7

1,7 gmhA/lpcA

100
1,7
1,7

1,7

1,7
1,7
1,7

1,7

84,6 96,7
76,9 93,3

84,6 100

7,7
7,7

1,7
1,7
1,7

glnAl

gtrA
gtrB
hcpB

hemC

hemE
hemH
hemL

hemN
hil A
hilC
hilD
hlyA

hofC
htpB

7,7
7,7

7,7
7,7

7,7

7,7
7,7
7,7

11,5
92,3
96,2
96,2
7,7

7,7

1,7

66,7
1,7
1,7

1,7

1,7
1,7
1,7

1,7
100
100
100
1,7

1,7
1,7

orfM
OrgA

orgB
orgC
panD

pegA

pegB
pegC

pegD
pgi
phoP
phoQ
pilwW
pipB

pipB2
pla

7,7
80,8

96,2
96,2
7,7

92,3

100
92,3
100

7,7
100
100
53,8
96,2

11,5
7,7

1,7
95

100
100
1,7

98,3

100
98,3
95

1,7
100
100
1,7
100

100
1,7

spaS
spiC/ssaB

sprB
sptP
spvB

spvC

spvD
ssaC
ssaD

ssakE
ssaG
ssaH
ssal
ssal

ssakK
ssalL

96,2
19,2

96,2
96,2
42,3

11,5
100
100

100
100
100
61,5
100

100
100

100
1,7

100
100
98,3

15

13,3
100
100

100
100
100
81,7
100

100
100

sthC
sthD

sthE
StiA
stiB

stiC

stiH
sugC
ugd

upaG/ehaG
VirK

wbaP/rfbP

wbjD/wecB
wecal

wecA
wzb

100
100

100
100
100

92,3

100
7,7
7,7

17,7
17,7
17,7
17,7
17,7

7,7
7,7

100
100

98,3
100
100

98,3

100
1,7
1,7

1,7
1,7
1,7
1,7
1,7

1,7
1,7

-2 gene néo encontrado; SG: Salmonella Gallinarum; SP: Salmonella Pullorum
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Na Tabela 11, estdo os resultados obtidos na pesquisa de ilhas de
patogenicidade em Salmonella spp. (SPI). As ilhas de patogenicidade SPI-2, SPI-3,
SPI-5, SPI-14 e uma denominada como “Not_named” (nUmero de acesso JQ071613)
foram encontradas nos 86 genomas. C63PI, SPI-1 e SPI-13 foram detectadas em
96,2% (25/26) e 100% (60/60) dos genomas de SG e SP, respectivamente. SPI-9 foi
constatada em todos os genomas de SP e em 92,3% (24/26) de SG.

As ilhas CS54 island e SPI-6 foram identificadas somente em SG em 84,6%
(22/26) e 3,8% (1/26) dos genomas, respectivamente. Enquanto que em SP
encontrou-se a SGI-1 em 6,7% (4/60) dos genomas. SPI-4, SPI-10 e SPI-12 foram
detectadas em genomas de ambos biovares, porém, em porcentagens menores

guando comparadas as outras ilhas de patogenicidade.

Tabela 11. Porcentagem de ilhas de patogenicidade
encontradas nos genomas de S. Gallinarum (n=26) e
S. Pullorum (n=60).

SPI S. Gallinarum S. Pullorum
C63PI 96,2 100
CS54 island 84,6 -
Not_named (JQ071613) 100 100
SGI1 - 6,7
SPI-1 96,2 100
SPI-2 100 100
SPI-3 100 100
SPI-4 65,4 60
SPI-5 100 100
SPI-6 3,8 -
SPI-9 92,3 100
SPI-10 76,9 35
SPI-12 19,2 8,3
SPI-13 96,2 100
SPI-14 100 100

-: ilha de patogenicidade n&o identificada; SPI: ilha de
patogenicidade em Salmonella spp.
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4.4.Analise filogenética
Os resultados obtidos na pesquisa do ST dos 86 genomas estdo na Tabela 12.
Em SG foi identificado, predominantemente, o ST78 (92,3%; 24/26). Diferentemente
de SP que apresentou uma maior diversidade e o ST92 foi o mais prevalente (76,7%;
46/60).

Tabela 12. Porcentagem dos
sequence type (ST) encontrados
guando analisados os genomas de
S. Gallinarum (n=26) e S. Pullorum

(n=60).
ST S. Gallinarum S. Pullorum
78 92,3 -
92 - 76,7
331 7,7 -
2151 - 10
2453 - 3,3
3717 - 1,7
3720 - 5
3723 - 1,7
8420 - 1,7

-: ST nado encontrado

Na arvore filogenética baseada em cgMLST (Figura 2), é evidenciado a
separacao de ambos biovares com a formacéo de clados exclusivos de SG e SP.

A maioria dos isolados de SG provenientes do Brasil formaram um anico clado
(Figura 2A). Dentre os demais, alguns agruparam com genomas do Reino Unido,
Belize e México (Figura 2B) e um unico isolado de 2015 ficou separado (Figura 2D).
Genomas provenientes da Colémbia, que possuem ano e fonte de isolamento iguais,
constituiram um unico grupo (Figura 2C). Finalmente, os Unicos isolados da Tanzania
e Coreia do Sul formaram os clados E e F, respectivamente.

Genomas de SP oriundos do Brasil agruparam-se com outros dos Estados
Unidos da Ameérica, Australia, Reino Unido, Alemanha e Bélgica (Figura 2K). Um
isolado do Brasil também formou outro grupo com genomas da China e do Reino
Unido (Figura 2L). A maioria dos genomas provenientes da China formou dois clados
distintos (Figura 21 e 2J).
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SG_Brazil_2014_Poultry_visceral_organs
SG_Brazil_2017_Quail_viscera
SG_Brazil 2014 Breeder chicken organ
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Figura 2. Andlise filogenética baseada no cgMLST dos 86 genomas estudados.
Salmonella Enteritidis P125109 (nimero de acesso AM933172.1) foi utilizada como
genoma de referéncia.
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5. DISCUSSAO

O uso indiscriminado de antimicrobianos na avicultura industrial contribuiu para
0 aumento e a disseminacdo de resisténcia a esses farmacos (NHUNG;
CHANSIRIPORNCHAI; CARRIQUE-MAS, 2017). No estudo realizado, todos os
genomas apresentaram genes relacionados a bomba de efluxo (mdsA e/ou mdsB),
gue compreende um importante mecanismo de resisténcia antimicrobiana e viruléncia
em Salmonella spp. (BLAIR; RICHMOND; PIDDOCK, 2014). Segundo Song et al.
(2015) a bomba de efluxo tripartida MdsABC de S. Typhimurium apresentou uma
maior expressdo durante a infeccdo de macréfagos, resultando em um aumento da
multiplicacéo bacteriana intracelular.

No presente estudo, observou-se maiores porcentagens quanto a resisténcia a
B-lactamicos, sulfonamidas e tetraciclinas em SP, enquanto que em um genoma de
SG (numero de acesso GCA 014840155.1) encontrou-se maior diversidade de genes
associados a aminoglicosideos, diferindo do estudo de Vaid et al. (2021), baseado em
menor quantidade de genomas desses biovares e conduzido em outra plataforma, que
apenas detectou o gene aac(6’)-laa, relacionado a resisténcia a aminoglicosideos.

No gue diz respeito a resisténcia a quinolonas, mutacdes pontuais no gene
gyrA foram as mais prevalentes, sendo que SG apresentou uma maior variedade, a
semelhanca de um estudo feito com Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Gallinarum (KIM et al., 2019). Em SP, mutacdes S83F e D87G também foram
relatadas por Li et al. (2015) e Guo et al. (2018), respectivamente.

Em relacdo aos genes de estresse, em mais de 90% dos genomas de ambos
0os biovares, identificou-se o gene asr, responsavel pela resisténcia a acidos e,
consequentemente, a sobrevivéncia bacteriana (SEPUTIENE et al., 2004). Esse gene
ja foi descrito em sorovares de Salmonella envolvidos em surtos alimentares (LI et al.,
2021).

Os 86 genomas analisados apresentaram genes de resisténcia ao cobre, o qual
comumente € utilizado como aditivo na alimentacdo de aves, juntamente com outros
metais como zinco e cobalto (KORISH & ATTIA, 2020). Por serem estaveis, quando
ocorre 0 acumulo desses metais, microrganismos em contato podem potencialmente
desenvolver resisténcia (ROSEN, 1999; YANG et al.,, 2020). Todos os genomas
apresentaram genes de resisténcia ao ouro, codificada por trés unidades

transcricionais gesABC, golTS e golB presentes no cluster gol, o qual esta ausente
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em bactérias entéricas como Escherichia coli e sorovares de Salmonella enterica
adaptados a humanos (CHECA & SONCINI, 2011).

Em um dos genomas de SG (numero de acesso GCA _020023795.1) foi
identificado um gene relacionado a resisténcia a amoénia quaternaria, comumente
utilizada como desinfetante (GERBA, 2015) e ao mercurio, metal que pode ser
encontrado como contaminante na alimentacdo animal (EFSA, 2008). Vale ressaltar
que a pressao seletiva gerada por metais pesados e biocidas também contribui para
selecéo e disseminacgao de resisténcia antimicrobiana (SOUZA et al., 2022; WALES
& DAVIES, 2015).

Em relacdo aos elementos genéticos moveis, os plasmidios IncFII(S) e ColpVC
foram identificados em 100% (60/60) e 86,7% (52/60), respectivamente, dos genomas
de SP, enquanto que em SG o plasmidio IncFII(S) foi o mais prevalente, sendo
encontrado em 84,6% (22/26) dos isolados. Este ultimo também foi identificado em
alta prevaléncia por Jain et al. (2018) em S. Typhimurium. Com relacao a pesquisa de
profagos, foi encontrado o Gifsy-2 em 100% dos genomas estudados. Este profago
possui 0 gene sodC, o qual codifica a enzima superdxido dismutase que favorece o
estabelecimento de Salmonella spp. no interior de macrofagos e a persisténcia no
hospedeiro (FIGUEROA-BOSSI & BOSSI, 1999; RUBY et al., 2012).

SP apresentou uma maior variedade de profagos em relagéo a SG, assim como
constatado por Vaid et al. (2021). Em uma outra andlise de 97 genomas de SP
também foram identificadas diversas sequéncias de profagos e plasmidios,
contribuindo para uma maior diversidade genética e aquisicdo de resisténcia a
antimicrobianos (HU et al., 2019). Dentre a diversidade de profagos encontrada em
SP, destaca-se o profago Enterobacteria ST104, pertencente ao género P22 (KING et
al., 2012). Segundo HU et al. (2019), este profago esta associado a viruléncia e
modificacdes do antigeno O do lipopolissacarideo (LPS).

Comparando-se as duas enfermidades, a pulorose caracteriza-se por uma
infeccdo mais persistente, com deteccdo da bactéria em 6rgdos como figado e bago
em aves produtoras de ovos vermelhos para consumo com até 9 meses de vida
(FOSTER et al., 2021; PINHEIRO; OLIVEIRA; BERCHIERI, 2001). Dentre os fatores
de viruléncia relacionados a persisténcia de Salmonella destacam-se as ilhas de
patogenicidade SPI-1 e SPI-2 e 0 operon spv (LAWLEY et al., 2006; FOSTER et al.,
2021). No presente estudo, foram identificados os genes spvB, spvC, spvD em 98,3%
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(59/60), 15% (9/60) e 13,3% (8/60) dos genomas de SP, respectivamente. Enquanto
que em SG detectou-se apenas 0s genes spvB e spvD em porcentagens menores.

O gene sseK1 foi encontrado em 96,7% (58/60) e 73,1% (19/26) dos isolados
de SP e SG, respectivamente. Segundo Yang et al. (2018), estirpes de S. Enteritidis
contendo a delecao do gene sseK1 apresentaram menor capacidade de formacao de
biofiilme e reducdo da multiplicacdo intracelular em macréfagos peritoneais de
camundongos. Estudos com Pseudomonas aeruginosa em criancas com fibrose
cistica demonstraram que a formacao de biofilme esteve associada a capacidade de
remodelar uma resposta imune Thl para uma resposta Th2 com a reducdo da
producéo de INF-y (MOSER et al., 2000; MULCAHY; ISABELLA; LEWIS, 2014). Esta
resposta imunoldgica também ocorre em infecgbes causadas por SP (TANG et al.,
2018), permitindo pressupor que a presenca do gene sseKl contribua para a
persisténcia da bactéria no hospedeiro.

Outros fatores de viruléncia como antigenos relacionados a adeséo fimbrial
também desempenham um papel importante durante a patogénese de Salmonella
spp. (REHMAN et al., 2019). Em se tratando de SG e SP, que causam infeccao
sistémica, a degradacédo do operon fimbrial tem sido associada a perda da capacidade
de colonizacdo intestinal (HU et al.,, 2019; YUE et al., 2012). Dentre os genes
associados a adeséo fimbrial em S. Enteritidis (CLAYTON et al., 2008), bcf, csg, fim,
peg, saf, stb, ste, stf, sth e Ipf foram identificados no presente estudo, assim como
relatado por Hu et al. (2019) em SP e Vaid et al (2021) em SP e SG. Ja o gene std,
relacionado a persisténcia intestinal e adesdo a mucosa cecal em camundongos
infectados com S. Typhimurium (CHESSA et al., 2009), esteve ausente nos genomas
de SG. O operon sefABC, que codifica o fator fimbrial SEF14 em S. Enteritidis (QUAN
et al., 2019; Zhu et al., 2009), néo foi identificado em SP; contudo detectou-se o gene
sefC em 84,6% (22/26) dos isolados de SG, porém, a expressao desse gene depende
da presenca do gene sefA (ZHU et al., 2009), o qual ndo foi encontrado nos genomas
analisados.

No presente estudo, a ilha de patogenicidade SPI-10 foi identificada em 76,9%
(20/26) dos genomas de SG e em 35% (21/60) dos isolados de SP. Segundo HU et
al. (2019), a auséncia dessa ilha de patogenicidade pode ser decorrente da sua
degeneracéo devido a formacao de pseudogenes dentro do operon sef. Geralmente,
as ilhas de patogenicidade SPI 1 a 5 estdo presentes em Salmonella spp. (RYCHLIK
et al., 2009). As ilhas de patogenicidade SPI 1, 2, 3 e 5 foram detectadas em 96,2-
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100% dos genomas de SG e SP, enquanto que a ilha de patogenicidade SPI-4
relacionada a adeséao ao epitélio intestinal (ILYAS; TSAI; COOMBES, 2017; MORGAN
et al., 2004) foi identificada em aproximadamente 60% dos genomas de ambos
biovares. Em mais de 90% dos genomas, foram identificadas as ilhas de
patogenicidade C63PI, SPI-9, SPI-13 e SPI-14, relacionadas a codificacédo de ferro e
manganés, formacéao de biofilme, sobrevivéncia em macrofagos e invaséo de células
Caco-2, respectivamente (BOYER et al., 2002; KIM et al., 2017; LATASA et al., 2005;
ILYAS; TSAI, COOMBES, 2017; JIANG et al., 2017).

Segundo Achtman et al (2012), os STs, que variam em apenas um dos sete
genes de manutencdo, sdo agrupados em um mesmo eBurstGroup (eBG). Os
biovares Gallinarum (ST78, ST331, ST470, ST762) e Pullorum (ST92, ST747) estao
inseridos no eBG4, representado principalmente por S. Enteritidis (ACHTMAN et al.,
2012). Nos genomas analisados, SG apresentou predominancia do ST78 (92,3%;
24/26), enquanto que em SP 0s mais prevalentes foram o ST92 (76,7%; 46/60) e o
ST2151 (10%; 6/60), assim como descrito por Guo et al. (2018) em SP. Essa
diferenciacdo também € evidenciada na arvore filogenética baseada em cgMLST,
analise mais sensivel e indicada para investigacfes epidemiolégicas (ALIKHAN et al.,

2018), com o agrupamento de apenas genomas provenientes do mesmo biovar.

6. CONCLUSAO

O trabalho permitiu a obtencdo de informacgOes relacionadas a genes de
resisténcia antimicrobiana, estresse e viruléncia, profagos, plasmidios, ilhas de
patogenicidade e ST relacionados a SP e SG. Nota-se que além da proximidade
filogenética, ambos biovares compartilham semelhancas quanto ao perfil de genes de
estresse, plasmidios e ilhas de patogenicidade mesmo quando comparado isolados
de diferentes regides do mundo. SP apresentou uma maior diversidade de profagos,
0 que contribui para maior diversidade genética e aquisicdo de resisténcia a
antimicrobianos, esta evidenciada neste estudo pelas maiores porcentagens de
resisténcia a B-lactamicos, sulfonamidas e tetraciclinas. Em SP, ainda, deve-se
destacar a presenca do gene sseK1, associado a capacidade de formagé&o de biofilme,
a qual possivelmente estd relacionada a resposta imune desencadeada e,

consequentemente, maior persisténcia deste biovar.
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