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Impacto da pesquisa

A caracterizacdo genética e a avaliacdo da patogenicidade de Salmonella
Minnesota (SM) realizadas neste estudo evidenciam importantes implicacdes para a
saude publica, para a cadeia produtiva avicola e para a seguranca alimentar. A
identificacdo de multiplos genes de resisténcia aos antimicrobianos, associados a
determinantes de viruléncia relevantes, revela o potencial desse sorovar emergente
em causar infec¢des de dificil tratamento em humanos, que ascende o alerta para a
disseminacdo de bactérias multirresistentes, que é um dos principais desafios de
saude publica. Aléem disso, os resultados obtidos nos experimentos com aves
comerciais evidenciam prejuizos potenciais a producdo avicola, como aumento da
excrecdo bacteriana e ocorréncia de infeccdo sistémica. Esses fatores podem
impactar diretamente a produtividade, elevar custos operacionais e comprometer a
competitividade do setor, que tem grande relevancia econdmica e social no Brasil.

Dessa forma, o presente estudo contribui para a compreensdo dos riscos
associados a Salmonella Minnesota e reforca a necessidade de acdes integradas
entre salde animal, humana e ambiental, em consonancia com o conceito One Health,
com vistas a mitigar impactos sanitarios, econdmicos e sociais decorrentes da

disseminacao desse sorovar.

Impact of the research

The genetic characterization and pathogenicity assessment of Salmonella
Minnesota (SM) carried out in this study highlight important implications for public
health, the poultry production chain, and food safety. The identification of multiple
antimicrobial resistance genes, associated with relevant virulence determinants,
reveals the potential of this emerging serovar to cause difficult-to-treat infections in
humans, raising concerns about the spread of multidrug-resistant bacteria, which is
one of the main public health challenges. Furthermore, the results obtained in
experiments with commercial poultry show potential losses to poultry production, such
as increased bacterial excretion and the occurrence of systemic infection. These
factors can directly impact productivity, increase operational costs, and compromise
the competitiveness of the sector, which has great economic and social relevance in

Brazil.



Thus, this study contributes to the understanding of the risks associated with
Salmonella Minnesota and reinforces the need for integrated actions between animal,
human and environmental health, in line with the One Health concept, in order to

mitigate the health, economic and social impacts resulting from the spread of this
serovar.
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CARACTERIZACAO GENETICA E AVALIACAO DA
PATOGENICIDADE DE Salmonella Minnesota EM Gallus gallus
domesticus

Resumo - Salmonella spp. é um problema de saude publica global, sendo os
alimentos de origem avicola os principais veiculadores dessas bactérias para os
humanos. Embora os sorotipos Enteritidis e Typhimurium sejam frequentemente
relacionados a infeccbes em animais e humanos, outros sorotipos como
Salmonella Minnesota (SM), tem sido isolados a partir de aves de producéo e
produtos de avicolas do Brasil, atraindo a atencéo para a vigilancia em saude.
Diante do exposto, elaborou-se o presente estudo, dividido em trés capitulos: O
primeiro capitulo aborda as salmoneloses aviarias com foco na Salmonella
Minnesota e seus determinantes genéticos responsaveis por fatores de
viruléncia e mecanismos de patogenicidade. O capitulo dois, com objetivo de
avaliar e comparar o genoma completo de cinco estirpes de SM isoladas de fezes
de frangos de corte de granjas da regido sudeste do Brasil, com outras
sequéncias do sorovar Minnesota pertencentes ao ST-548 e disponiveis no
banco de dados Enterobase. Os genes de resisténcia mais frequentes foram aos
aminoglicosideos (aac(6')-laa, aph(3')-la e aadAl), quinolona (gnrB19),
tetraciclina (tetA), sulfonamidas (sul2) e beta-lactamicos (blacmy-2, blactx-m-s,
blactx-m-55 € blarem-126). Diversos genes relacionados a fatores de viruléncia,
como adeséo (faeC, faeE e fimB), adesao nao fimbrial (pegA, staA, fimA, csgD),
absorcao de ferro (mgtB e mig-14) e T3SS (ssaM, sseE, sseJ e cdtB), foram
identificados entre os genomas estudados. Vinte e cinco replicons plasmidiais e
55 diferentes profagos foram identificados nas sequéncias analisadas. Além
disso, a arvore filogenética demonstrou uma estreita relagdo de S. Minnesota
isolados de aves do sudeste do Brasil com aqueles isolados de humanos em
paises com relatos de surtos desse sorovar em humanos. No Capitulo trés,
objetivou avaliar a patogenicidade de SM em duas diferentes linhagens de aves
comerciais desafiadas experimentalmente. No experimento com galinhas
poedeiras, a avaliacdo da excrecéao fecal, as linhagens SM574 e SM573 foram
significativamente maiores (p<0,0001), além de apresentaram infeccao
sistémica em ambas as linhagens desafiadas. Ja a linhagem SM574 apresentou
colonizagédo cecal significativamente maior (p<0,0001) do que as linhagens
SM556 e SM573 até o quinto dpi, demonstrando um atraso nessas linhagens
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durante o inicio da infec¢do nas aves desafiadas. No experimento com frangos
de corte, houve mortalidade de 15 aves durante o estudo, além disso, as aves
desafiadas com SM556 apresentaram excrecao significativamente maior
(p=0,048). Este estudo chama a atencdo para um sorovar com potenciais
problemas de saude publica devido ao seu arsenal de genes de viruléncia e

resisténcia e ao fato de causar infeccéo sistémica.

Palavras-chave: industria avicola, patogenia, saude publica, sorotipos,
viruléncia
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GENETIC CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF
THE PATHOGENICITY OF Salmonella Minnesota IN Gallus gallus

domesticus

Abstract — Salmonella spp. is a global public health problem, and poultry
products are the main vectors of these bacteria to humans. Although serotypes
Enteritidis and Typhimurium are frequently associated with infections in animals
and humans, other serotypes, such as Salmonella Minnesota (SM), have been
isolated from poultry and poultry products in Brazil, raising concerns for health
surveillance. This study was carried out, divided into three chapters: The first
chapter addresses avian salmonellosis, focusing on Salmonella Minnesota and
its genetic determinants responsible for virulence factors and pathogenicity
mechanisms. Chapter two aims to evaluate and compare the complete genomes
of five SM strains isolated from the feces of broilers from farms in southeastern
Brazil with other sequences of serovar Minnesota belonging to ST-548 and
available in the Enterobase database. The most frequent resistance genes were
to aminoglycosides (aac(6')-laa, aph(3')-la and aadAl), quinolone (gnrB19),
tetracycline (tetA), sulfonamides (sul2) and beta-lactams (blacmy-2, blactx-wm-s,
blactx-m-s5s and blartem-126). Several genes related to virulence factors, such as
adhesins (faeC, faeE and fimB), non-fimbrial adhesion (pegA, staA, fimA, csgD),
iron uptake (mgtB and mig-14) and T3SS (ssaM, sseE, sseJ and cdtB), were
identified among the studied genomes. Twenty-five plasmid replicons and 55
different prophage sequences were identified in the analyzed sequences.
Furthermore, the phylogenetic tree demonstrated a close relationship between
SM isolates from poultry in southeastern Brazil and those isolated from humans
in countries with reported outbreaks of this serovar in humans. Chapter three
aimed to evaluate the pathogenicity of SM in two different strains of
experimentally challenged commercial poultry. In the experiment with laying
hens, the fecal excretion of strains SM574 and SM573 was significantly higher
(p<0.0001), and both strains presented systemic infection. Strain SM574
presented significantly greater cecal colonization (p<0.0001) than strains SM556
and SM573 until the fifth dpi, demonstrating a delay in the onset of infection in
these strains. In the experiment with broilers, 15 birds died during the study;



furthermore, the birds challenged with SM556 presented significantly higher
excretion (p=0.048). This study draws attention to a serovar with potential public
health problems due to its arsenal of virulence and resistance genes and the fact
that it causes systemic infection.

Keywords: pathogenesis, poultry industry, public health, serotypes, virulence
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais
1.1. Salmonella spp. para saude publica

Salmonella spp. causam infec¢des gastrointestinais graves em diferentes
localidades. Sorovares S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Paratyphi C e S. Sendai
causam a febre tiféide em humanos, enquanto outros sorovares (S.
Typhimurium, S. Enteritidis, S. Heidelberg e S. Minnesota) causam infeccdes
intestinais (Baumler et al., 1998; Silva et al., 2014).

Estudos globais relataram que a Africa esta liderando com a prevaléncia
de doencas causadas por salmonelas nao tifoides (Crump e Heyderman, 2015;
Balasubramanian et al., 2019), que causam problemas de saude publica para
autoridades de todo o mundo.

Nos Estados Unidos da América, por exemplo, o Centro de Controle e
Prevencao de Doencas (CDC) estima que Salmonella spp., seja responsavel por
aproximadamente 450 6bitos anualmente, sendo que, grupos de riscos como
criancas com menos de cinco anos, idosos e pessoas imunossuprimidas tém
maior probabilidade de ter infeccbes graves por salmoneloses (FDA, 2019),
causadas por diversos sorotipos. Historicamente, Salmonella Enteritidis foi
responsavel por 36% dos surtos de salmoneloses nos Estados Unidos, sendo
ultrapassada por Salmonella Typhimurium na década de 1990 (Guard-Petter et
al, 2001; CDC, 2016), o que demonstra a alternancia da prevaléncia dos
sorotipos e sua disseminagéo.

No Brasil, surtos de Doencas de Transmissao Hidrica e Alimentar
(DTHAS) ocorridos de 2007 a 2020, foram notificados, uma média de 662 surtos,
por ano, com o envolvimento de 156.691 doentes (média de 17 doentes/surto),
22.205 hospitalizados e 152 ébitos. Em 2021, foram notificados 268 surtos de
DTHAs, dos quais, um (0,02%) resultou em 6bito. Dentre esses, Salmonella spp.
foi considerada o segundo principal agente etiolégico envolvido, ocorrendo em
11,3% destes surtos (BRASIL, 2022).

Devidos aos problemas de saude publica, além dos impactos econdémicos
negativos pelos custos em vigilancia, tratamento e prevencdo das infeccdes
(Fouladkhah et a., 2019), as salmoneloses sdo um desafio, tanto para paises
desenvolvidos quanto para os emergentes (Ao et al., 2015; Crump e Heyderman,
2015).



1.2. Producdo avicola e Salmonella spp.

A avicultura industrial € um dos setores que se destaca no contexto
econdmico, impulsionando o Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro. O Brasil € o
maior exportador mundial e o terceiro maior produtor de carne de frango com
14.972 milhdes de toneladas (ABPA, 2025). Além disso, a producado de ovos em
2024 foi de 57.7 bilhdes de unidades, tornando o Brasil o quinto maior produtor
mundial de ovos (ABPA, 2025).

Devido ao aumento da demanda desses produtos, surgem desafios como
a alta densidade na criacdo, uma vez que as aves Sd0 expostas a inumeros
agentes patogénicos seja na cama, na racao, ha agua, pelo ar, que devido ao
modo de producéo, favorecem a transmisséo por contato entre elas (Zaninelli et
al., 2018).

O Sistema de Alerta Réapido para os Géneros Alimenticios e Alimentos
para Animais da Unido Européia (RASFF), emitiu 30 notificacdes de alertas nos
anos de 2020 e 2021, para a categoria de carne de aves e derivados produzidos
no Brasil. Estes alertas geraram 27 rejeicoes, 85% delas pela identificacdo de
estirpes de Salmonella spp. em carne de frango (Ipea, 2022).

Para garantir a produtividade e seguranca alimentar, o Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) criou na década de 90 o
Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) pela portaria n°193/1994, que
estabelece normas para controlar ou erradicar patdégenos de maior impacto para
a avicultura brasileira (BRASIL, 2016). Com relacdo a Salmonella spp., 0 PNSA
estabelece acdes de controle e monitoramento para os sorotipos Gallinarum
(biovares Gallinarum e Pullorum), Typhimurium e Enteritidis (BRASIL, 2016),
embora outros sorotipos de importancia em saude publica e veterinaria estdo

emergindo na industria avicola.

1.3. Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Minnesota

Salmonella spp. s&o bactérias Gram negativas e bastonetes anaerdbico
facultativos. O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae,
dividido em duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella bongori.
Salmonella spp. é classificada em sorovares (sorotipos) baseados no
lipopolissacarideo (O), proteina flagelar (H), e as vezes os antigenos capsulares
(Vi) (Grimont et al., 2000). A espécie enterica abriga mais de 2600 sorotipos
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divididos em seis subespécies (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014). Destes
sorotipos, cerca de 100 ja foram relacionados a casos de infeccdo em seres
humanos e animais (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014; Freitas Neto et al., 2020).

O paratifo aviario € causado por qualquer sorotipo de Salmonella spp. (ex:
Enteritidis, Heidelberg, Infantis, Minnesota, Typhimurium) que ndo seja o
sorotipo Gallinarum. As salmonelas paratificas ndo possuem hospedeiro-
especifico e podem infectar outros animais como mamiferos e répteis, e séo
caracterizadas por eficiente colonizagéo intestinal. Em aves, 0s animais jovens
sd0 mais susceptiveis a infeccado e, quando apresentam quadros clinicos, 0s
sinais sao inespecificos (Barrow et al., 1988; Freitas Neto et al., 2020).

Nos ultimos 10 anos, tem sido reportado que as medidas adotadas pelo
PNSA apresentaram resultado promissor na diminuicdo de infeccdo por
Salmonella spp., especialmente dos sorotipos Typhimurium e Enteritidis
(Antunes et al., 2016; Silveira et al., 2019). Entretanto, os mesmos trabalhos
indicam que outros sorotipos como Heidelberg, Minnesota, Infantis, Senftenberg
e Mbandaka tem sido isolado com maior frequencia em produtos da indUstria
avicola brasileira (Antunes et al., 2016; Silveira et al., 2019).

Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Minnesota (S. Minnesota -
SM) pertencente ao grupo (O) 21 L: fase | (b) e fase Il (e,n,x) na escala
Kauffmann White (Grimont e Weill, 2007), foi isolado pela primeira vez em uma
fazenda de perus no estado de Minnesota (Estados Unidos da América) em 1936
(Edwards e Bruner, 1938). Desde entdo, este sorotipo foi detectado em
diferentes espécies animais e regiées do mundo (Jiménez et al., 2014; Wang et
al., 2017).

Entretanto, surtos em humanos causados por SM néo sao
frequentemente relatados, tendo sido descritos na literatura até o final da década
de 1980 (McCracken, 1954; Al-Ghamdi et al., 1989). No Brasil, os dados da
ocorréncia de infec¢des alimentares por SM em humanos ndo S80 precisos
(Barbosa, 2020). Apesar de ainda ndo ocupar destague como causador de
infeccbes alimentares em humanos, esse sorotipo possui muitos genes
relacionado a fatores de viruléncia e resisténcia, portanto, possui potencial
patogénico (Melo et al., 2020). Estudos recentes, apontam proximidade
genotipica entre estirpes de SM isoladas de fezes de humanos e de frango de
corte da regiao sudeste do Brasil (Moreira et al., 2022).



No Brasil, SM foi isolada em amostras de varias regides do pais (Costa et
al., 2013). Alguns autores reportaram o isolamento de SM em granjas de frango
de corte na regido Sul e Centro-Oeste (Voss-Rech et al., 2015; Kipper et al.,
2020), e em frigorificos na regido Sudeste e Centro-Oeste (Moura et al., 2017;
Mendonca et al., 2019).

Silveira et al. (2019), em estudo com amostras de carne de frango
exportadas do Brasil para Holanda, e fiscalizadas em Portugal, relataram alta
relacdo genética entre genomas de isolados de SM e de S. Heidelberg (SH) de
seu estudo, com os sorotipos encontrados por outros autores na cadeia produtiva
de frangos de corte no Brasil. Esses resultados ascendem o alerta para a
disseminassao desses sorotipos para outros continentes. Entretanto, apesar do
sorotipo SH possuir bastante reportes e publicagdes, pouco se sabe sobre a
infecgao de SM.

1.4. Fatores de viruléncia e mecanismos de patogenicidade
1.4.1 llhas de Patogenicidade de Salmonella (SPI) e genes de viruléncia

A capacidade de invaséo, colonizacdo, multiplicacdo e evasédo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro é fundamental para a sobrevivéncia do
patdgeno (Barrow et al., 1994). Os fatores de viruléncia, que auxiliam os agentes
nesses processos, estdo associados a presenca/auséncia e capacidade de
expressdo desses genes, que podem favorecer estirpes patogénicas, sejam
estes conservados ou que sofreram muta¢des no decorrer da evolucao (Yue et
al., 2012). Além disso, os sorotipos de Salmonella spp., tém apresentado
diferencas gendmicas entre eles e dentro do préprio sorotipo, o que dificulta a
compreensao da patogenia das salmoneloses (Cheng et al., 2019). Apesar dos
avancos dos estudos gendmicos, alguns sorotipos como S. Typhimurium e S.
Typhi tém sido utilizados como referéncia para os estudos comparativos de
Salmonella spp. (Sabbagh et al., 2010; Cheng et al., 2019).

Em Salmonella spp., foram identificadas 24 ilhas de patogenicidade
(Salmonella Pathogenicity Island - SPI) (Foley et al., 2009; Cheng et al., 2019).
Apesar das SPIs serem amplamente difundidas entre varios sorotipos de S.
enterica, algumas SPIs foram associados especificamente a alguns deles e
podem abrigar genes de viruléncia e de resisténcia aos antimicrobianos

diferenciando-os na sua patogenia (Cheng et al., 2019).



Em S. Typhimurium, as SPIs de 1 a 5 descritas como responsaveis por
codificarem as fimbrias, que sdo apéndices finos que auxiliam na fixacdo e
adesdo ou potenciais fatores de viruléncia relacionados a aderéncia
(MacClelland et al., 2001; Cheng et al., 2019), além disso as SPIs mais
estudadas e caracterizadas sao as SPI-1 e SPI-2, que se caracterizam por
carrear varios genes determinantes de viruléncia (Foley et al., 2009). Alguns
desses fatores estdo presentes no sistema de secrecdo do tipo trés (SST3),
codificado por genes da SPI-1, que sdo responsaveis por produzir e transportar
proteinas denominadas efetoras (SipA, SopA, SopB, SopD e SopE) que séo
fundamentais no processo de invasao celular no epitélio intestinal do hospedeiro
(MacClelland et al., 2001; Freitas Neto et al., 2020). Ja os genes presentes na
SPI-2, sdo responsaveis, principalmente, pela sobrevivéncia bacteriana no
interior de fagocitos (Jones et al., 2001). Além disso, SPI-2 carreia genes que
codificam um segundo sistema de secrecdo tipo Il (TTSS-2) e secretam
proteinas efetoras através da membrana do vacuolo contendo (Salmonella
containing vacuole - SCV) e permite a persisténcia da bactéria dentro das células
hospedeiras modulando o trafego vesicular (Morgan et al., 2004).

A ilha SPI-3 foi descrita como inserida em um locus que serve de regido
de insercdo de SPI em cepas de Salmonella Typhimurium e E. coli patogénicas
(Blanc-Potard et al., 1999; Fontes et al., 2012), além de abrigar varios genes
responsaveis pela viruléncia de Salmonella spp., como mgtC e mgtB que séo
necessarios para a sobrevivéncia dentro dos macréfago e multiplicagcdo em
ambiente celular com baixa presenca de Mg* (Blanc-Potard et al., 1999). Além
disso, 0 gene misL que codifica uma proteina autotransportadora e que esta
envolvida na adesdo de Salmonella Typhimurium a matriz extracelular em
camundongos e pintinhos, agindo como um fator de colonizacéo intestinal esta
presente nessa ilha (Retamal et al., 2010).

A SPI-4 codifica um sistema de secrecao tipo | (TSS1) para a adesina
gigante nao fimbrial SIilE que media o contato de Salmonella com
microvilosidades na membrana apical (Gerlach et al., 2008). Sem a adeséo
mediada pela secrecdo de SiiE, Salmonella é quase incapaz de ativar a
remodelacdo do citoesqueleto celular mediada pela SPI-1, interferindo na
sobrevivéncia do patdégeno (Fortes et al., 2012). Acredita-se que a SPI-4 e SPI-
9 possuem a mesma funcdo em S. Typhimurium e S. Typhi (Morgan et al., 2004),
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além disso, as SPI-1 a 6, 9, 11, 12, 13 e 16 foram consideradas comuns entre
0os genomas de S. Typhimurium e S. Typhi, porém a SPI-14 foi considerada
exclusiva de S. Typhimurium (Morgan et al., 2004).

Dez operons de S. Typhimurium contendo genes frimbriais foram
associados a colonizagdo em camundongos agf (csg), fim, Ipf, pef, bcf, stb, stc,
std, stf e sth (Weening et al., 2005), dos quais stbC, csgD e sthB foram
associados também na colonizacdo de aves (Freitas Neto et al., 2020). Esses
genes sdo responsaveis por sintese fimbrial e medeiam as interacdes entre
bactérias e células hospedeiras (Clayton et al., 2008), e assim desempenham
um papel fundamental na adaptacdo ao hospedeiro (Townsend et al., 2001).
Além disso, os genes fimA, fimH, csgA, csgD, pefB, Ipf e o operon safABCD
foram associados a capacidade dos patégenos de formar biofilmes (Ledeboer et
al., 2006; Kisiela et al., 2011; Eran et al., 2020). Essa capacidade ¢é atribuida na
viruléncia de patdégenos, pois a matriz extra-celular presente na estrutura do
biofilme favorece a resisténcia a acdo de desinfetantes e aos antimicrobianos,
permitindo a existéncia constante desse patégeno no ambiente ou no organismo
do hospedeiro (Silva et al., 2019).

1.4.2 Interacdo de Salmonella spp. hospedeiro-especifico e ndo especifico
A colonizacéo e infecc@o em diferentes espécies animais tem sido um dos
fatores importantes para compreender a patogénese de sorotipos de Salmonella
spp. (Morgan et al., 2004). A infeccéo sistémica é o resultado da infeccao de
humanos e animais de producéo por sorotipos hospedeiro-especificos, como S.
Typhi, S. Dublin e S. Gallinarum, espectivamente. No entanto, sorotipos que
infectam ampla quantidade de hospedeiros tém apresentado infecgéo sistemica
em experimentos in vivo (Herrero- Fresno e Olsen, 2018; Saraiva et al., 2021).
Os patégenos hospedeiro-especificos apresentam uma multiplicacéo
lenta e persisténcia em ambiente mais protegido (Silva et al., 2014), com isso
esses sorotipos adquirem mais mutacdes de perda de funcéo (pseudogenes) do
gue sorotipos de amplo espectro de hospedeiros (Silva et al., 2014). No entanto,
alguns desses pseudogenes, beneficiam esses sorotipos de Salmonella spp.
durante a infecgcdo, pois impedem a expressdo de produtos génicos que
estimulam uma resposta imune (Silva et al., 2014). Analises do genoma completo

de S. Typhi detectaram pelo menos 204 pseudogenes (Parkhill et al., 2000),
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engquanto no genoma de S. Typhimurium LT2 foram identificados 39 e a maioria
dos pseudogenes identificados em S. Typhi estdo intactos e totalmente
funcionais em S. Typhimurium (McClelland et al., 2001; Sabbagh et al., 2010).

No entanto, os estudos que avaliam a relacdo patdgeno-hospedeiro de
sorotipos de Salmonella focam em camundongos como modelo animal (Fields et
al. 1986; Herrero-Fresno e Olsen, 2018; Ferreira et al., 2024), dificultando um
conhecimento holistico da relacéo, uma vez que a resposta imunoldgica entre os
hospedeiros e a patogenia pode ndo ser a mesma. Fields et al. (1986),
reportaram que S. Typhimurium mutantes que ndo sobreviveram dentro dos
macrofagos em experimentos in vitro, indicando uma atenuacdo da bactéria,
demostraram viruléncia em experimentos in vivo em camundongos. Além disso,
Barrow et al. (1987), reportaram a importancia da interacdo do patégeno no
organismo do hospedeiro para o sucesso da infec¢ao e nao atribuindo apenas a
viruléncia de Salmonella spp., como fator isolado na patogénse de S.
Typhimurium.

Nas aves, linhagens leves (poedeiras brancas), apresentam um maior
nivel de resisténcia a infec¢cdo por S. Gallinarum que as aves de linhagens
pesadas (frango de corte) (Berchieri et al., 2001). Vale salientar que essa
caracteristica ndo se restringe a sorotipos especificos das aves, tendo sido
reportado, também, em alguns sorotipos paratificos (Saraiva et al., 2021).

A idade e as condi¢des imunolégicas dos hospedeiros também podem
interferir na patogenicidade de sorotipos nao tiféides de Salmonella spp. em
humanos (Saraiva et al., 2020), uma vez que individuos imunocomprometidos,
como pessoas em tratamento de cancer, portadores de HIV, criangcas com
menos de cinco anos e idosos podem apresentar quadros de septecemia e até
ir a 6bito pela infeccdo (Gordon et al., 2008; Saraiva et al., 2022; Mori et al.,
2021). Além disso, a dose infectante também pode interferir na patogenia, uma
vez, que de 10° a 108 células de Salmonella spp. podem causar a infeccdo, no
entanto, em pacientes imunocomprometidos, tém sido observadas doses < 103
células bacterianas para alguns sorovares envolvidos em surtos de infeccao
alimentar (BRASIL, 2011).



1.4.3. Resisténcia antimicrobiana

A utilizacéo indiscriminada dos antimicrobianos nha medicina humana e na
medicina veterinaria, tem causado uma pressao seletiva e proporcionado
sobrevivéncia de estirpes resistentes (Saraiva et al., 2018). A persisténcia e a
disseminacgdo de resisténcia aos antimicrobianos (RAM) entre patégenos, sao
consideradas as maiores ameacas aos seres humanos (Tian et al., 2011; Balbin
et al.,2020; Salgueiro et al., 2023). Estima-se que até 2050, dez milhdes de
mortes serdo acasionadas por patdgenos multirresistentes, além disso as perdas
econdmicas poderdo chegar a 100 trilh8es de ddlares (Neill, 2014).

Os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos de patégenos podem
ser intrinsecos, como aqueles especificados por genes naturais do cromossomo
microbiano, como a B-lactamase AmpC de bactérias gram-negativas em bombas
de efluxo (Alekshun e Levy, 2007), e producéo de proteases (Fei et al., 2020),
ou adquiridos por meio de elementos genéticos moveis, como plasmideos,
bacteriéfagos e transposons (Alekshun e Levy, 2007).

Sorotipos de Salmonella spp. como S. Minnesota, S. Typhimurium, S.
Newport, S. Infantis, S. Kentucky, S. Heidelberg e S. Mbandaka isolados de
produtos da industria avicola brasileira, foram identificados carreando genes de
resisténcia a uma variedade de classe de antimicrobianos e de viruléncia (Monte
et al., 2019; Souza et al., 2020; Benevides et al., 2024).

Estudo de isolados de Salmonella spp., circulantes na cadeia produtiva de
alimentos do Brasil de 2000 a 2016, demostrou 36 cepas multirresistentes a trés
ou mais classes de antimicrobianos (MDR), além disso os autores identificaram
genes de resisténcia de amplo espectro as cefalosporinas e fluoroquinolonas,
além de genes que codificam resisténcia aos aminoglicosideos (aadAl, aadA2,
aac(6'), aac(3)-lva, aph(4)-la e aac(3)-lia), sulfonamida (sull e sul2), tetraciclina
(tetA e tetB), trimetoprima (drfAl), fenicol (floR), estreptomicina (strA e strB),
fosfomicina (fosA7), macrolideo (inuF) e amoénio quaternario (qacEdeltal)
(Monte et al., 2019).

O papel dos elementos méveis (plasmidios e fagos) na disseminacgao de
genes de resisténicia aos antimicrobianos e de viruléncia, ainda ndo séo
totalmente esclarecidos, no entanto eles podem favorecer as mutacdes entre
patogenos envolvidos em infec¢cdes (Sharma et al.,, 2019). Além disso, a

transferéncia de genes pode ocorrer tanto em espécies do mesmo género quanto
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entre microrganismos filogeneticamente distantes (Courvalin, 1994). Como por
exemplo, o plasmidio de 106.516 pb (pHCMZ2), em Salmonella Typhi que
apresenta ancestralidade comum com o plasmidio de viruléncia identificado em
Yersinia pestis (Parkhill et al., 2001). Além disso, o plasmidio incH1 de 218.150
pb (pHCM1), também foi identificado abrigando genes que conferem multipla
resisténcia a medicamentos a esse sorotipo tiféide (Parkill et al., 2001).

As enzimas CMY and CTX-M, que séo considerederadas B-lactamases
de espectro-estendido (ESBL), por exemplo, sédo codificadas pelos genes
blaCMY-2 e blaCTX-M, respectivamente e esses genes foram reportados sendo
carreados pelo plasmidio IncC (Tian et al., 2011; Monte et sl., 2019). Ja o
plasmidio COL(pHAD28) foi reportado carreando o gene grnB19, que confere
resisténcia as quinolonas (Monte et al., 2019; Benevides et al., 2024).

Os profagos também podem desempenhar um papel na disseminacgéo de
genes de viruléncia e de resisténcia aos antimicronianos (Salgueiro et al., 2023).
Wendling et al. (2021), reportaram que bactérias carreando fagos podem realizar
a transferéncia horizontal de genes independente do ambiente que a interacéo
entre eles ocorram. Com isso, a presenca de estirpes multirresistentes
habrigando um arsenal de genes de resisténcia aos antimicrobianos dificulta o

tratamento de infeccbes causadas por esses patogénos (Balbin et al., 2020).

1.5. Sequenciamento do genoma completo (WGS)

O sequenciamento do genoma completo (Whole Genome Sequencing -
WGS) é um método que tem sido utilizado para apoiar investigacées, estudando
tanto estirpes individuais, quanto popula¢gdes microbianas de Salmonella spp.,
com intuito de melhor a compreenséo atual do comportamento deste género
bacteriano (Harb et al, 2019; Chattaway et al, 2019).

Harb et al. (2019) sugerem que os resultados obtidos por WGS podem ser
valiosos para validar a identificacéo de sorotipos de Salmonella spp., uma vez,
gque essa técnica permite a comparagdo entre os genomas depositados nos
bancos de dados publicos de sorotipos estudados mundialmente. A técinca de
PCR (polymerase chain reaction), por exemplo, embora muito utilizada para a
deteccdo e diagnostico de patdgenos, possue limitacdes quando da

possibilidades de comparacéo genomicas.



Embora o WGS seja a ferramenta mais apropriada para estudos
epidemioldgicos e de vigilancia em saude, sua utilizacdo em rotina ndo é algo
simples. Chattaway et al. (2019), em um estudo na Inglaterra e Pais de Gales
citam os desafios de implementar WGS como uma rotina para vigilancia em
saude publica, porém os autores destacam a importancia da utilizacdo desse
método para melhor compreensdo de patogenicidade desses agentes

causadores de doencas em humanos e animais.

1.6. Objetivos
1.6.1 Objetivo geral

Realizar analise de genbmica comparativa de estirpes de Salmonella
Minnesota isoladas de fezes de frango da regiao sudeste do Brasil e comparar a
capacidade de colinizacdo e infeccdo sistémica em linhagens de aves

comerciais.

1.6.2. Objetivos especificos

o Avaliar o genoma completo de SM isoladas de fezes de frango da regiao
sudeste do Brasil.

o Avaliar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos de SM isoladas de fezes
de frango da regido sudeste do Brasil.

o Realizar genbmica comparativa das estirpes de SM isoladas de frango do
Brasil com outros genomas de SM isoladas de diferentes fontes e regides do

mundo obtidas em banco de dados publicos de referéncia.

o Avaliar a presenca de plasmidios, bem como predizer os genes de

resisténcia aos antimicrobianos, viruléncia e patogenicidade carreados por eles.

o Compreender as relacdes filogenéticas e inferir potenciais correlacdes
evolutivas entre os genomas de estirpes de SM com outros isolados de

diferentes fontes disponivel em banco de dados.
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o Comparar a colonizacdo cecal e a excrecgéao fecal de estirpes de SM em

aves de linhagens comercial experimentalmente infectadas.

o Avaliar a mortalidade e a infeccdo sistémica de aves de linhagens
comercial experimentalmente infectadas por estirpes de SM.

o Avaliar achados macroscoépios e histolégicos em figado, baco, intestino
(duodeno, jejuno, ileo e ceco), tonsila cecal e bursa cloacal.
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