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PRESS-RELEASE

Salmonella ¢ um microrganismo que pode causar infecgdes alimentares,
resultando em casos isolados ou até grandes surtos, geralmente associadas ao consumo
de alimentos crus ou malcozidos ¢ de agua contaminada. Muitas vezes, essa bactéria ¢
encontrada em ambientes onde ha criagdo intensiva de animais, ou lavouras que utilizam
dejetos de animais como fertilizantes, podendo assim contaminar as dguas que circulam
nesses locais. Para compreender melhor como ¢ essa situagdo em regides que produzem
leite, frangos, legumes e verduras no Estado do Rio de Janeiro, uma equipe de
pesquisadores da UFRJ coletou amostras de 4gua em locais proximos a granjas, pastos e
plantagdes em duas bacias hidrograficas do estado, e caracterizou as Salmonelas isoladas.

As andlises evidenciaram a ocorréncia de diferentes tipos de Salmonella nessas
aguas, incluindo linhagens mais associadas a animais silvestres, que normalmente ndo
causam infec¢des em humanos, e linhagens com reconhecido potencial patogénico, ja
descritas em surtos de gastroenterite e, em casos mais graves, como causadoras de
infecgdes na corrente sanguinea. O estudo também revelou que algumas amostras de
Salmonella apresentavam resisténcia a varios antibidticos, indicando a circulagdo de
genes de resisténcia fora dos hospitais e alertando para a emergéncia de infec¢des por
Salmonella mais dificeis de tratar. Muitos desses genes estavam em elementos genéticos
moveis, o que permite sua transferéncia entre bactérias de diferentes linhagens e espécies,
agravando o problema da resisténcia antimicrobiana.

As descobertas deste estudo sdo cruciais sob o ponto de vista da saide humana,
ambiental e animal, pois destacam que dguas em areas agropecuarias podem representar
uma fonte de exposicdo a linhagens de Salmonella patogénicas. Essa contaminacao
representa um risco para a saude das pessoas que consomem agua ou alimentos irrigados
com agua contaminada, caso ndo sejam adotados procedimentos adequados, como a
cloragdo. Além disso, ¢ fundamental cuidar da dgua utilizadas nas criagdes de animas e
tratar adequadamente os residuos gerados nestas atividades, incentivando a
implementagdo de praticas que reduzam a contaminacdo ambiental com bactérias de
origem fecal. Tais medidas ndo apenas impactam a qualidade e os aspectos econdmicos
da produgao, com também protegem a satide das comunidades locais e dos consumidores

dos alimentos ali produzidos.
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RESUMO

MOURA, Vinicius de Carvalho. Salmonella sp. Em Aguas Superficiais de Regides
Agropecuarias do Estado do Rio de Janeiro: Ocorréncia, Identidade, Viruléncia e
Resisténcia a Antimicrobianos. Rio de Janeiro, 2025. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias
Biolégicas — Microbiologia), Instituto de Microbiologia Paulo de Goées, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

Salmonella sp. € um género bacteriano da familia Enterobacteriaceae, composto por duas
espécies: S. bongori e S. enterica, sendo esta Ultima de maior relevancia clinica e
econdmica devido a sua subespécie S. enterica subsp. enterica (I), responsavel por
infecgdes em animais de sangue quente, como humanos, bovinos e aves. Esse patdogeno
desempenha um papel central no contexto das Doencas de Transmissao Hidrica e
Alimentar (DTHAs), impactando a saude humana, animal e ambiental. Sua associacdo
com hospedeiros como gado e frangos de corte torna as regides de produgdo agropecuaria
possiveis epicentros de disseminagao, seja por fontes hidricas ou produtos alimenticios.
Diante disso, o objetivo deste estudo foi investigar a ocorréncia de Salmonella em corpos
d’agua de regides agropecuarias do Estado do Rio de Janeiro, abrangendo areas
impactadas pela criagdo de bovinos, aves de corte e olericultura. Além disso, o estudo
visou caracterizar aspectos dos isolados, como sorovares, viruloma, resistoma e
plasmidoma. Foram analisadas 313 amostras de aguas coletadas de rios, riachos e
corregos das bacias hidrograficas do Médio Paraiba do Sul (MPS; marcada pela criagdo
de bovinos e com atividade de olericultura) e Piabanha (Pb, com intensa olericultura e
criacdo de frangos de corte). De 181 (58%) destas amostras, foi possivel isolar
Salmonella. Apods isolamento, a triagem foi realizada por RAPD e sequenciamento de até
cinco isolados por amostra de 4gua. Com base nas analises de bioinformatica, foram
selecionados 308 isolados como representativos da colecdo, considerando aqueles nao
clonais dentro de cada amostra de agua. Entre os isolados, foram identificados 46
sorovares, com destaque para Panama (44/308), Newport (43/308), Typhimurium
(27/308) e Saphra (23/308), sendo os trés primeiros presentes em ambas as bacias € 0
ultimo exclusivo da MPS. Foram detectados 146 genes de viruléncia, com operons como
spv, pef, rck e yopJ/yopP associados a plasmideos do grupo de incompatibilidade IncF,
comumente ligados a genes de viruléncia invasivos. Além disso, foram identificados
mecanismos de resisténcia a B-lactamicos, aminoglicosideos, tetraciclinas, fenicdis,
quinolonas, sulfonamida-trimetoprim em genes cromossomais (mutagdes em gyrd e
ramR), e em contigs associadas a marcadores plasmidiais como Col440I (contendo
qnrB19), ColRNAI (aph(3")-1b, aph(6)-1d, sul2 e tet(4)), IncC/A2 (sul2 e tet(4)), IncFIC
(floR e tet(4)), IncR e IncX (blarem1, blarem.iss € tet(4)), além de genes blacmy.2, aadAl,
aadA2, tet(B), tet(C), qnrS1 e dfrA em plasmideos sem grupo Inc definido. O gene fos47
(fosfomicina) foi encontrado no genoma de todos os isolados de Saphra. Os resultados
deste estudo fornecem insights inéditos sobre a filogenia, viruléncia, resisténcia e
plasmidoma de Salmonella em corpos d’adgua de regides agricolas do Rio de Janeiro,
contribuindo para a compreensdo da disseminacdo e adaptagdo desse patdgeno nesta
regido.

Palavras-chave: Salmonella, é4guas superficiais, agropecudria, sequenciamento de
genoma completo, viruloma, resistoma, plasmidoma
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ABSTRACT

MOURA, Vinicius de Carvalho. Sa/monella sp. in Surface Waters of Agricultural Regions
in the State of Rio de Janeiro: Occurrence, Identity, Virulence, and Antimicrobial
Resistance. Rio de Janeiro, 2025. Dissertation (Master's in Biological Sciences —
Microbiology), Institute of Microbiology Paulo de Godes, Federal University of Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

Salmonella sp. is a bacterial genus of the Enterobacteriaceae tamily, composed of two
species: S. bongori and S. enterica, the latter being of greater clinical and economic
relevance due to its subspecies S. enterica subsp. enterica (1), which is responsible for
causing infections in warm-blooded animals such as humans, cattle, and poultry. This
pathogen plays a central role in the context of Waterborne and Foodborne Diseases
(WFDs), impacting human, animal, and environmental health. Its association with hosts
such as cattle and broiler chickens makes agricultural production regions potential
epicenters of dissemination, either through water sources or food products. In this context,
the aim of this study was to investigate the occurrence of Salmonella in water bodies in
agricultural regions of the State of Rio de Janeiro, focusing on area impacted by cattle
farming, broiler chicken production, and horticulture, as well as to characterize aspects
of the isolates, such as serovars, virulome, resistome, and plasmidome. A total of 313
water samples were collected from rivers, streams, and creeks within the hydrographic
basins of Médio Paraiba do Sul (MPS; marked by cattle farming and horticulture) and
Piabanha (Pb; with intense horticulture and broiler chicken farming). From 181 (58%) of
these samples, Salmonella was successfully isolated. After isolation, screening by RAPD,
sequencing of up to five isolates per water sample, and bioinformatics analyses, 308
1solates were selected as representatives of the collection (all those that were determined
to be non-clonal within each evaluated water sample). Among them, 46 serovars were
identified, with emphasis on Panama (44/308), Newport (43/308), Typhimurium
(27/308), and Saphra (23/308), with the first three serovars present in both basins and the
last one exclusive to MPS. A total of 146 virulence genes were detected, including
operons such as spv, pef, rck, and yopJ/yopP, which were associated with plasmids of the
incompatibility group IncF, commonly linked to invasive virulence genes. Additionally,
resistance mechanisms to f-lactams, aminoglycosides, tetracyclines, phenicols,
quinolones, sulfonamide-trimethoprim were identified in chromosomal genes (mutations
in gyrA and ramR) and in contigs associated with plasmid markers such as Col4401
(containing qnrB19), ColRNAI (aph(3")-1b, aph(6)-1d, sul2, and tet(A)), IncC/A2 (sul2
and tet(4)), IncFIC (floR and tet(A4)), IncR, and IncX (blarem-1, blarem-13s, and tet(4)), as
well as genes blacuy-2, aadAl, aadA2, tet(B), tet(C), gnrS1, and dfrA in plasmids without
a defined Inc group. The fos47 gene (fosfomycin) was found in the genome of all Saphra
isolates. The results of this study provide unique insights into the phylogeny, virulence,
resistance, and plasmidome of Sa/monella in water bodies of agricultural regions in Rio
de Janeiro, contributing to a better understanding of the dissemination and adaptation of
this pathogen in this region.

Keywords: Salmonella, surface waters, agriculture, whole genome sequencing, virulome,
resistome, plasmidome.
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do inglés “Typhoidal Salmonella

tetrationato

do inglés “United States of America”

do inglés “Virulence Factors Database”

do inglés “Whole genome sequencing”

do inglés “Whole genome Single Nucleotide Polymorphisms”
do inglés “Whole genome Multi Locus Sequence Type”
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas do microrganismo e sua relevancia para a satide e a economia

O primeiro isolamento de Salmonella, na ocasido ainda descritos como
“espécimes microscopicos bacilares” associados a febre tifoide, foi feito por Karl Eberth
em 1880. Posteriormente, o microrganismo foi cultivado por Gaftky, a partir de amostras
clinicas de pacientes com febre tifoide, em meados de 1884, sendo, tempos depois,
identificado o género bacteriano Salmonella por Theobald Smith e Daniel Elmer Salmon
a partir de amostras do intestino de porcos com febre suina. Em 1900, Joseph Leon
Ligniéres propds que o nome do género fosse Salmonella, em homenagem ao pesquisador
Daniel Elmer Salmon, que trabalhou com Theobald Smith (Eberth, 1880; Eng et al., 2015;
Ibrahim e Morin, 2018; Jajere, 2019).

O género Salmonella compreende microrganismos com morfologia de
bastonetes curtos, moveis, ou em poucos casos imoveis, com flagelos peritriquios. Sao
Gram-negativos e anaerdbios facultativos, e pertencem a familia Enterobacteriaceae.
Geralmente ndo apresentam cdapsula bacteriana, ndo produzem esporos, sdo mesofilos,
capazes de crescer em temperaturas entre 5°C e 45 °C, com crescimento 6timo em 37 °C
e pH 7,0, com ocorréncia de crescimento em pH entre 4,0 e 9,0. Sdo microrganismos
capazes de utilizar o citrato como fonte inica de carbono, ndo fermentadores de sacarose
e lactose, catalase positivos, oxidase, indol e acetoina negativos e produtores de H»S.
Entretanto, as subespécies e sorovares de Salmonella podem apresentar variacdes por
perfis bioquimicos, como por exemplo, a subespécie diarizonae que ¢ fermentadora de
lactose e o sorovar Cholerasuis que nao ¢ produtor de HoS (Grimont e Weill, 2007;
Trabulsi, 2015).

A salmonelose ¢ considerada umas das infecgdes do trato gastrointestinal mais
comuns em humanos e algumas espécies de animais, sendo usualmente associada ao
consumo de produtos alimenticios contaminados crus ou malcozidos, como aves, ovos,
carne, leite e vegetais, além do consumo de dgua contaminada por fezes e contato com
animais infectados. Tais infec¢des culminam em quadros clinicos que podem variar de
uma diarreia até sepse, conferindo ao género bacteriano uma grande relevancia aos olhos
de sanitaristas quando o assunto sdo as doencas de transmissdo hidrica e alimentar
(DTHAS). Neste contexto, além de fatores externos, como o sorovar envolvido e o nivel

de exposicdo, a saude do hospedeiro também desempenha um papel na ocorréncia da



doenca e gravidade dos sintomas a ela associados. Como em outas DTHAs, criangas,
idosos e individuos imunossuprimidos sdo mais susceptiveis a quadros graves quando
infectados por Salmonella do que a média da populagdo (Matsuoka et al., 2004; Mezal et
al.,2014).

Estima-se que ocorram cerca de 1,3 bilhdo de casos de salmonelose no mundo
por ano. Dados de um estudo retrospectivo, revelam que de 2009 a 2018, de mais de 152
mil pacientes com diarreia aguda na China, Salmonella foi o segundo patdégeno mais
associado ao quadro infeccioso, apds Escherichia coli diarreiogénica (Chimalizeni,
Kawaza, & Molyneux, 2010; L.-P. Wang et al., 2021; Zining Wang et al., 2024). Devido
as hospitalizagdes e enfermidades causadas pelo microrganismo, o mercado de produtos
agropecuarios também ¢ impactado, afetando sobretudo paises com perfil econdmico
pautado na exportacdo desses produtos (Singh ef al., 2013; Eng et al., 2015 Vilela et al.,
2020). De 2000 a 2008 nos Estados Unidos da América (EUA), foi estimado que, de 1
milhdo de casos de infecgdes de origem alimentar, 20.000 resultaram em hospitaliza¢ao
e cerca de 380 progrediram para Obito (Scallan et al, 2011). Mesmo com a
implementagdo de programas de vigilancia e contencao de patdgenos associados a agua
e alimentos, estes valores aumentaram, cerca de 10 anos depois, para 1,35 milhdo de casos
de infeccdes, 26,500 hospitalizagdes e 420 6bitos por ano nos EUA em 2020 (CDC,
2022). Dados da Africa subsaariana sugerem uma situagdo ainda mais critica, onde
estudos apontam que de 1990 a 2017 ocorreram cerca de 66.000 6bitos por Salmonella
Nao-Tifoide invasiva (iNTS, do inglés invasive Non-Typhoidal Salmonella), sendo uma
das mais comuns infec¢des da corrente sanguinea nesses paises (James et al., 2018; Tack
et al., 2020). Anualmente, estima-se que no mundo ocorram 680.000 mortes decorrentes
de infecgdes por Salmonella Nao-Tifoide (NTS, do inglés Non-Typhoidal Salmonella).
(de Jong et al., 2012; Ao et al., 2015; Post et al., 2019). Vale ressaltar que em paises
desenvolvidos, os casos de Salmonelose levam a quadros de doenca autolimitada, mas
em paises em desenvolvimento, frequentemente culminam em manifestagdes clinicas
mais graves, decorrentes da fragilidade de pacientes nos extremos de idade e do debilitado
estado de satide de pacientes sem acesso a tratamentos adequados para doengas
imunodepressoras (Post et al., 2019).

Uma outra perspectiva de andlise transpassa a questdo médica ao interagir
diretamente com questdes econdmicas, como a producao de leite e carne. Um estudo
realizado por Nielsen e colaboradores analisou por 10 anos a presenga de Sal/monella

Dublin em gado infectado, atribuindo pardmetro de qualidade do manejo desses animais



no estudo, como muito bom, bom, pobre ¢ muito pobre. Os resultados indicaram uma
significativa influéncia dos niveis de cuidado com os animais na presenca desse patdégeno,
onde em animais sujeitos a cuidados mais precarios eram mais contaminados com o
microrganismo; o que certamente impactou na producao de leite e novilhos, com
resultados consideravelmente importantes para o ambito econdmico quando aplicada a
analise em escala global (Nielsen, 2013).

No Brasil, observa-se uma grande preocupagdo quanto a ocorréncia de
Salmonella nas culturas de porcos e principalmente aves, importantes tanto para o
mercado interno como o de exportacao (dos Santos Bersot et al., 2019; Alikhan et al.,
2022). A este respeito, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
apresentou em 2003 a Instru¢do Normativa N° 78 que traz como anexo o documento
“Normas Técnicas para Controle e Certificacdo de Nucleos e Estabelecimentos Avicolas
como Livres de Salmonella Gallinarum e de Salmonella Pullorum e Livres ou
Controlados para Salmonella Enteritidis e para Salmonella Typhimurium” (MAPA,
2003). Estes sorovares sao comumente associados a aves, ovos e produtos derivados.
Portanto, a medida visa evitar sua disseminagdo pela rota alimentar (Voss-Rech et al.,
2015). Vale ressaltar que em 2020 o Brasil ganhou destaque por se tornar o pais com o
maior volume de exportagcdo de carne de aves no mundo (EMBRAPA, 2021). Dados de
2023 apontaram um total de 5,1 milhdes de toneladas, representando 37,9% das
exportagdes que circulam no mercado global. Neste mesmo ano o pais teve o segundo
maior rebanho de galindceos do planeta, tendo registro de abate de 5,296 bilhdes de
animais, apenas considerando os vinculados ao selo de inspe¢do federal (SIF) (ABPA,
2024).

Mesmo sendo alvo de controle pela industria de producdo de alimentos,
Salmonella ainda ¢ muito importante no contexto das DTHAs no Brasil. Dados de 2018
relatam que o género Salmonella representava 35% dos agentes associados a DTHAs
identificados no Brasil, seguidos de Escherichia coli (28,2%) e Staphylococcus aureus
(18,2%) (Food Safety Brasil, 2019). Na maioria das vezes, a DTHA causada por
Salmonella apresenta-se como uma sindrome de gastroenterite autolimitada, com
sintomas de diarreia, febre, vomito e dores abdominais (Campos et al.,2019; CDC, 2022).
A principal forma de se evitar contrair esta infec¢do € o correto tratamento térmico de
alimentos e a atencdo as boas praticas na producao de alimentos (Ehuwa, Jaiswal, &
Jaiswal, 2021). Estas medidas podem ser dificultadas em locais onde a populagdo ndo tem

acesso a saneamento basico, e o esgoto ¢ levado a rios e mares, contaminando peixes e



vegetais (irrigagdo), consequentemente aumentando a exposicdo da comunidade a
possiveis infec¢des por Salmonella através de rotas que normalmente ndo deveriam estar
contaminadas com este microrganismo. Além disso, a contamina¢do de alimentos pode-
se dar ao longo da cadeia de processamento, se o alimento entrar em contato com
superficies contaminadas (como esteiras, facas e maos de manipuladores), num fenomeno
conhecido como “contaminagao cruzada” (Carrasco et al., 2012; Fernandes et al., 2018;

Seribelli et al., 2020)

1.1.1 Taxonomia e a classificacio por sorovares

No inicio do século XX, a identifica¢do das cepas de Sal/monella era feita em
virtude das condi¢des clinicas ou do hospedeiro de onde o microrganismo era isolado,
como os sorovares Typhisuis e Abortusovis, que causam “tifo” em suino e abortos em
ovelhas, respectivamente (Langenegger & Langenegger, 1975; Colombo, Leori, Rubino,
Barbato, & Cappuccinelli, 1992). No entanto, a partir de 1920, dois grupos de
microbiologistas, liderados por Fritz Kauffmann e Philip Bruce White, propuseram uma
taxonomia unificada para o género Salmonella, j4 considerando género, espécies €
sorovares, que foi bem aceita no mundo cientifico e forneceu as bases para o esquema
classificatorio Kauffmann-White usado até hoje (Grimont & Weill, 2007; BRASIL, 2011)

No entanto, na década de 1960, Kauffmann propos que cada sorovar identificado
fosse considerado uma nova espécie, o que teria resultado, atualmente, em mais de 2.500
espécies de Salmonella. Na ocasido, tal proposta foi refutada por Crosa e colaboradores,
que por técnicas de hibridizacdo de DNA-DNA, constataram uma grande similaridade
gendmica de muitos sorovares, onde a Ginica excec¢ao era a subespécie V, S. enterica subsp.
bongori (Crosa et al., 1973). Esta e outras analises complementares fizeram com que,
cerca de 20 anos depois, S. enterica subsp. bongori fosse reclassificada como uma
espécie, S. bongori (Reeves et al. 1989; Brenner, Villar, & Angulo, 2000; Ryan,
O’Dwyer, & Adley, 2017)

Desde seu desenvolvimento, o esquema de Kauffmann-White, ainda que
mantenha a racional da classificacdo, vem sofrendo atualizagdes em virtude do
desenvolvimento de novas tecnologias e da facilidade de acesso as mesmas, o que tem
afetado principalmente a diferenciacdo e identificacdo de sorovares. Com dados
gendmicos tornou-se possivel a identificagdo de sorovares de forma mais simplificada, a
consolidagdo da classificagao do género em duas espécies, e inclusive, por andlises de

sequéncias nucleotidicas correspondentes a enzimas comuns entre diferentes bactérias,



contatou-se que Salmonella divergiu do mesmo ancestral de Escherichia coli hé cerca de
100 milhdes de anos (Ochman e Wilson, 1987; Doolittle et al., 1996; BRASIL, 2011;
Trabulsi, 2015).

Salmonella enterica ¢ costumeiramente associada a infec¢des em animais de
sangue quente, ou endotérmicos, como humanos, porcos, bois e aves; enquanto
Salmonella bongori esta, usualmente, associada a animais de sangue frio, ectotérmicos,
como insetos e alguns vertebrados (répteis e peixes). E importante citar que tal associagio
pode ser imprecisa, uma vez que S. bongori pode eventualmente causar infecgdes em
humanos (BRASIL, 2011; Fookes et al., 2011).

A espécie S. enterica apresenta em sua constituicao seis subespécies, também
associadas a numeros em romanos, que sdo: I, S. enterica subsp. enterica; 11, S. enterica
subsp. salamae; 1lla, S. enterica subsp. arizonae; I11b, S. enterica subsp. diarizonae; IV,
S. enterica subsp. houtenae; e V1, S. enterica subsp. indica (Lan et al., 2009; Chattaway
et al., 2021). As subespécies de Salmonella também seguem um padrdo comportamental
em relagdo a preferéncia por hospedeiros. As possibilidades variam entre hospedeiros
endotérmicos e ectotérmicos, onde S. enterica subsp. enterica ¢ comumente encontrada
em animais de sangue quente, enquanto as demais subespécies sdo encontradas em
animais de sangue frio. Entretanto, vale salientar que os sorovares da subespécie enterica,
assim como os das demais subespécies de S. enterica, podem ocasionar infecgdes em
hospedeiros de sangue quente e sangue frio, mesmo que haja uma predilecdo de tais
sorovares por seus respectivos hospedeiros (Lamas et al., 2018). A Figura 1 apresenta
um esquema que ilustra a taxonomia de Salmonella com os nimeros de sorovares ja
identificados em cada espécie e subespécie.

A partir da identificacdo das subespécies e do conhecimento de diferentes
quadros clinicos, geolocalizacdo e hospedeiros, a classificacdo de Salmonella avangou
para a identificagdo de sorovares. Originalmente, esta era feita com base em anticorpos
reativos para antigenos presentes na superficie da bactéria, caracterizando uma
identificacdo por técnicas classicas de sorologia. No entanto, mais recentemente, métodos
de biologia molecular, como sequenciamento de genoma completo (em inglés, Whole
Genome Sequencing; WGS), tém se mostrado eficazes quanto a caracterizacdo do
sorovar, apresentando acuracia maior do que 99% ao combinar analises in silico em
plataformas como SeqSero com a técnica de Multi Locus Sequencing Typing (MLST). Tal
estratégia pode ser uma importante vantagem diante da tipificacdo trabalhosa e onerosa,

que ¢ a sorologia de Salmonella (Banerji et al., 2020; Chattaway et al., 2021).
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Figura 1 — Esquema representativo da classificacdo do género Salmonella. Imagem
esquematizada da distribuigcdo dos sorovares e das subespécies em suas respectivas espécies, com alusdo a
caracteristicas clinicas. Imagem adaptada e atualizada de livro (Trabulsi, 2015), pelo autor com dados
disponibilizados por (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014), na plataforma online https://www.canva.com/.

No esquema de Kauffmann-White atualmente vigente sdo considerados os
seguintes antigenos: antigeno somatico (O), antigeno flagelar (HI e/ou H2) e antigeno
Capsular (Vi). Os antigenos somaticos (O) associados a composi¢do do LPS
(lipopolissacarideos presente na membrana externa de bactérias gram-negativas) sao
codificados por clusters de genes 7fb. O antigeno flagelar (H), codificado pelos genes fliC
e fljB, que codificam duas flagelina (Hle/ou H2), as quais sofrem o fendmeno de variagao
de fases, podendo a célula ser imovel, por ndo apresentar nenhuma flagelina, ou expressar
uma das duas, H1 ou H2. Tal variabilidade deve-se ao fato de que os genes f/iC e fIjB t€m
sua expressao regulada por uma invertase 4in e pelo gene fljA, repressor de fliC. A hin ¢
uma recombinase que pode levar a inversdo do promotor dos genes fliA e fliB, e
dependendo da posi¢do do promotor, em relagdo a esses genes, tais genes poderdo ser
expressos ou ndo. O antigeno capsular (Vi), por sua vez, nao ¢ usual em todos os sorovares
de Salmonella, sendo as estirpes dos sorovares Typhi, Paratyphi C e Dublin, as Unicas
capazes de produzi-lo. A capsula bacteriana desempenha um papel na evasao do sistema

imune, estabilizacdo da bactéria no [umen intestinal e contribuindo para a formagao de



biofilme, entre outras caracteristicas. Ao analisar o conjunto dos antigenos aqui citados,
apenas o antigeno flagelar apresenta papel indispensavel para o processo infeccioso entre
todos os sorovares. A capsula bacteriana, embora contribua para a infec¢do de Salmonella,
ndo ¢ necessaria para que ocorra, vide que apenas trés sorovares — dos mais de 2.600 — a
expressam, como Typhi, Paratyphi C e Dublin (Wain et al., 2005; Banerji et al., 2020). A
Figura 2 evidencia as principais estruturas de superficie em Salmonella, com destaque

para os antigenos de identificacdo dos sorovares.

T3SS
S. hi e = S. Enteritidis
Typ > / \
p. LPS 4
‘ _/»,,// (0) \\,_\ &
o > e e Y ’
- Casula R
Bacteriana -
/ (Vi)
Y s
L llhade Patogenicidade —

de Salmonella

e
- St
//
. ::‘._‘ . Fimbrias ===
Fagh W i Y ~— & N,
¢ B : -¢ 3§ 3
‘ gl T Plasmideos — e T,
\”_’_’_ Flagelina
(H) \y

Figura 2 — Comparagdo de estruturas celulares entre Salmonella Typhi e Salmonella

Enteritidis. A célula da esquerda, Salmonella Typhi, apresenta todos os componentes celulares
caracteristicos do género Salmonella, em destaque o Lipopolissacarideo (LPS) da membrana externa,
representando o antigeno somatico (O), os flagelos, representando o antigeno flagelar (H) e em especial,
exclusivo apenas de alguns sorovares mais virulentos, o antigeno capsular (Vi). A célula a direita,
Salmonella Enteritidis, apresenta os mesmos componentes, com exce¢do da capsula bacteriana (Vi).
Imagem adaptada de artigo (Jong et al., 2012), pelo autor na plataforma online https://www.canva.com/.

Assim, a formula antigénica de Salmonella consiste em trés posigdes: a primeira
relativa ao antigeno O (em nimeros) e as outras duas a antigenos H (em letras e nimeros
respectivamente). Os dados referidos a cada antigeno sdo separados por dois pontos
(O:H:H). Nos trés casos, as possiveis identidades de antigenos identificados sdo separadas
por virgulas (Banerji et al., 2020). A formula antigénica pode ser utilizada para todas as
linhagens de Salmonella. No entanto, sorovares pertencentes a Sa/monella enterica subsp.
enterica sao também comumente nomeados de acordo com a localiza¢do geografica ou
os hospedeiros de onde foram primeiramente isolados. Neste caso, o sorovar ¢ indicado

sem o uso de italico e com a primeira letra do nome em maitsculo (Popoff et al., 2000).



Atualmente ja foram identificados mais de 2.600 sorovares de Salmonella, sendo que
Salmonella enterica subsp. enterica apresenta mais de 1.500 destes, e ¢ responsavel por

99% das infec¢des em animais e humanos (Grimont e Weill, 2007; Ferrari et al., 2019).

1.1.2 Classificacio de Salmonella conforme hospedeiros e patogenicidade

Ao longo dos anos foi estabelecida uma classificagdo genérica do género
Salmonella que se baseia nos possiveis quadros infecciosos, influenciados pela
abrangéncia de hospedeiros que um determinado sorovar pode alcancar. Como
mencionado anteriormente, os mais de 1.500 sorovares de Salmonella enterica subsp.
enterica representam 99% das infecgdes em animais € humanos, onde alguns sorovares
tém maior afinidade por hospedeiros especificos. Assim S. Typhimurium e Salmonella
Cholerasuis sdo comumente associadas a porcos, Sa/monella Gallinarum e Salmonella
Pullorum s3o comumente associadas a frangos, Salmonella Typhi sdo comumente
disseminadas entre humanos, assim como Salmonella Enteritidis, que tem a sua
disseminagdo associada ao consumo de frango e ovos malcozidos. Entretanto, vale
salientar que os sorovares Typhimurium e Enteritidis sdo generalistas, causando infec¢des
em diferentes hospedeiros (Hur et al., 2011; de Jong et al., 2012; Ferrari et al., 2019).

Com relagdo a prevaléncia de diferentes sorovares em casos de salmonelose no
Brasil, um estudo envolvendo 3.554 amostras isoladas de humanos no estado de Sao
Paulo, entre 1996 e 2003, encontrou como sorovar mais prevalente Salmonella Enteritidis
(67% dos casos), seguido, em menores porcentagens por sorovares Typhimurium (5,2%),
4,5,12:1:- (5,1%) Typhi (4,0%), Dublin (2,5%), Infantis (2,3%), Agona (1,4%), Panama
(1,0%), Oranienburg (0,8%), Saintpaul (0,8%), Newport (0,7%), Hadar (0,6%) e Javiana
(0,5%), entre outros 55 sorovares que, individualmente, representavam menos de 0,5%
da colecao (Fernandes et al., 2006). Em contraste, outro estudo focado em 2.123 amostras
de Salmonella isoladas de frangos em todo o Brasil identificou que desde a década de
1960, os sorovares Pullorum e Gallinarum sdo frequentemente isolados desses animais,
mas a partir da década de 1980 passaram também a ser recorrentemente isolados desses
hospedeiros os sorovares Typhimurium, Heidelberg, Enteritidis, Infantis e Hadar (Hofer
et al., 1997). Mais recentemente, os sorotipos Typhimurium e Choleraesuis foram
associados a infec¢cdes em porcos, em um estudo que envolveu nove estados brasileiros
(Meneguzzi et al., 2017).

Além dessa afinidade por hospedeiros especificos, alguns sorovares sao capazes

de causar infecgdes invasivas e, consequentemente, mais graves. Estirpes de Salmonella



com capacidade invasiva podem causar doengas como sepse, meningite, osteomielite e
bacteremia, a depender do hospedeiro (Mankhambo et al., 2006; Crump et al., 2015;
Rohilla et al., 2019). Essas caracteristicas sdo apresentadas em conjunto ao espectro de
hospedeiro do sorovar, o que d4 origem a uma divisdo em dois subgrupos clinicos de
sorovares: os restritos ao hospedeiro humano (Salmonella Tiféide - TS) e os ubiquos/nao
especificos ou generalistas (Sa/monella Nao Tifoéide - NTS) (Feasey et al., 2012).

A este respeito, sorovares de Salmonella que apresentam um repertorio
genomico diverso sdao capazes de infectar um amplo espectro de hospedeiros, sendo,
entio, denominadas generalistas, como Salmonella Typhimurium e Enteritidis. A medida
que esse repertorio diminui, com a perda de fungdo de genes “generalistas” e aquisi¢do
de genes de viruléncia mais especificos para um determinado hospedeiro, os sorovares
passam a ser designados adaptados, e sdo capazes de causar infec¢des invasivas e mais
letais em seus hospedeiros especificos, como Dublin em gado e Choleraesuis em suinos.
Portanto, quando o repertério de genes de viruléncia se afunila mais para genes
especificos, os sorovares passam a ser denominados restritos, como por exemplo Typhi
em humanos e Gallinarum em frangos, os quais sdo capazes de causar infecgdes invasivas
e potencialmente letais em apenas um tipo de hospedeiro (Feasey ef al., 2012).

Em geral, as estirpes que apresentam hospedeiros restritos sdo capazes de
promover infec¢des mais invasivas. E comum, entretanto, que os animais infectados por
sorovares adaptados, mas nao restritos, sejam assintomaticos, tornando-se reservatorios
desses microrganismos. Alguns exemplos seriam os sorovares Choleraesuis e Dublin, que
sdao adaptados a suinos e gado, respectivamente, mas podem ocasionar infec¢des em
humanos (Uzzau et al., 2000). Em raras situacdes NTS causam infec¢des extraintestinais
levando a quadros de bacteremia e infec¢des localizadas. Essas infec¢des sdo causadas
por NTS denominadas invasivas, ou iNTS (Uzzau et al., 2000; CDC, 2019a). Sorovares
como S.Dublin e S. Choleraesuis, por exemplo, s3o comumente identificados em casos
de bacteremia em bovinos e suinos. Em um estudo publicado por Wilkins & Roberts,
1988, com 6.564 amostras de NTS de um periodo de janeiro de 1969 a dezembro de 1983,
194 (~3,0%) das amostras foram isoladas de espécimes clinicos extraintestinais. Destas,
38 eram Typhimurium, 9 Enteritidis, 4 Dublin e 1 Choleraesuis. Entretanto, quando
observada a propor¢do de isolados extraintestinais/isolados totais foi identificada uma
tendéncia de S. Choleraesuis e S. Dublin se comportarem como sorovares mais invasivos.
Os resultados foram: Choleraesuis 1:1 (100%); Dublin 4:6 (66,7%); Enteritidis 9:303
(3,0%); e Typhimurium 38:1737 (2,2%).
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1.2 Aspectos epidemiologicos e manifestacdes clinicas

As manifestagdes clinicas de uma infec¢do por Salmonella variam de acordo
com o sorovar causador da infec¢do. Sabe-se que os sorovares de TS possuem humanos
como seus unicos hospedeiros, sendo disseminados pela ingestdao de alimentos e agua
contaminados com fezes humanas. Portanto, a disseminacao desse organismo ¢ atrelada
a auséncia de um tratamento adequado de dejetos, acesso a agua e comida contaminada
e, possivelmente, auséncia de nogdes basicas de higiene. Tais sorovares, entdo, sdo
comumente encontrados em paises ndo industrializados, que muitas vezes carecem de tais
praticas. As NTS, por sua vez, sdo encontradas em todos os paises, com maior prevaléncia
em paises nao industrializados, dado que para o controle de NTS deve haver programas
de vigilancia e normas reguladoras de patégenos associados a DTHAs. As NTS agrupam
os sorovares de Salmonella que ndo apresentam um hospedeiro exclusivo, e podem
infectar diferentes organismos, o que lhes permite ser disseminada pelo ambiente (dguas
contaminadas com dejetos e restos de abates) e produtos alimenticios de origem animal e
vegetal, com ocorréncia relatada também em paises industrializados. Tal vigilancia,
portanto, deve ser focada em alimentos de diferentes origens, inclusive os prontos para
consumo (MAPA, 2003; Olsen et al., 2003; Gal-Mor et al., 2014).

Normalmente as infec¢des causadas por NTS levam a quadros de gastroenterite
autolimitada, cujo controle ndo depende do uso de antimicrobianos. O principal sintoma
da gastroenterite, a diarreia, ¢ decorrente da invasdo da Salmonella no epitélio
gastrointestinal, que leva a um influxo massivo de neutréfilos, resultando em uma diarreia
inflamatoéria. A gastroenterite aguda ¢ caracterizada pela presenga de sangue nas fezes e
acompanhada de outros sintomas sistémicos, como febre, colica abdominal, ndusea,
vomito e diarreia. Alguns individuos sdo mais suscetiveis a infec¢des sistémicas, como
criangas com menos de um ano de idade e pacientes imunossuprimidos (Wen et al., 2017).

As salmonelas tifoides (S. Typhi e S. Paratyphi), por sua vez, causam a febre
entérica, que ¢ conhecida como febre tifoide e paratifoide, a depender do sorovar causador
da infec¢ao (Buckle, Walker, & Black, 2012). A manifestacao clinica de um caso de febre
entérica pode resultar em um quadro mais leve, com febre baixa, mal-estar e tosse seca;
ou um quadro mais grave, com febre alta, desconforto abdominal e estado mental
alterado. A febre alta pode durar cerca de trés dias, acompanhada de quadros de anorexia,
nausea, vomito, dores abdominais, fezes amolecidas, mialgia, letargia, tosse seca, dores

de cabeca e convulsdes. Diferentes complicagdes podem ocorrer, como perfuracio
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intestinal (uma condi¢do com alta taxa de mortalidade), miocardite, hepatite, choque
séptico e meningite (Qamar, Hussain, & Qureshi, 2022).

Em um estudo retrospectivo realizado por Rahman e colaboradores com 954
pacientes menores do que 15 anos de idade, diagnosticados clinicamente com febre
tifoide, no Hospital Universitario da Universidade de Ilorin, Nigéria, entre 1984 ¢ 1999,
foi relatado que 108 (11%) pacientes apresentaram perfuragdo ileal, uma complica¢do do
quadro infeccioso de Salmonella tifoide. Estes individuos também apresentaram febre
(n =108; 100%), dor abdominal (n = 98; 90,6%), vomito (n = 65; 60%) e diarreia (n = 37,
34%), demonstrando uma manifestacdo variada de sintomas (Rahman et al., 2001).
Estudos indicam que pacientes convalescentes de febre entérica nao tratados podem
continuar excretando S. Typhi através das fezes mesmo apds 3 meses do término da
infeccdo. Alguns casos fazem referéncia a portadores de longo prazo, podendo excretar o
microrganismo por anos. Ou seja, tais portadores podem se tornar uma fonte de
dissemina¢do de Salmonella (Parry et al., 2002).

Infecgdes ocasionadas por iNTS sdo descritas como processos ocasionados por
Salmonella Nao Tifoide em individuos com imunodeficiéncia, permitindo ao
microrganismo a evasao do sistema imune e invasdo do organismo. Tal imunodeficiéncia
pode estar associada a idade, mé& nutricdio e casos de infec¢do por Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), quadros que podem facilitar a instalacdo de eventuais
infec¢des oportunistas e/ou invasivas, como ¢ o caso das iNTS. Um trabalho conduzido
por Crump e colaboradores no Centro Médico Cristdo Kilimanjaro, Tanzania, avaliou ao
longo de um ano 403 pacientes, com mais de 13 anos de idade, que deram entrada no
hospital com febre igual ou maior que 38° C. Destes, considerando os 161 infectados com
HIV, 1,2% (n = 2) dos pacientes apresentavam infec¢ao por NTS e 1,2% (n = 2) infec¢do
por TS, entre vérios outros agentes identificados. No entanto, curiosamente, entre os
individuos ndo infectados com HIV, foi detectada uma maior taxa de infec¢des por
S. Typhi (n = 24; 9,8%) e zero infeccdes por NTS. Os autores destacam que o uso
preventivo de profilaxia com sulfametoxazol-trimetoprim pode estar associado ao
aparente efeito “protetivo” para bacteremia por Salmonella em pacientes portadores do
HIV. No entanto, ¢ notavel a questdo de que entre os ndo portadores do virus, apenas o
sorovar classicamente invasivo foi identificado causando o quadro, e ndo NTS (Crump et
al.,2011). Outros estudos sugeriram que casos de infec¢des prévias por malaria poderiam
favorecer o acometimento de uma infecgdo por uma iNTS (Gal-Mor et al., 2014;

MacLennan, 2014). Um estudo que investigou, de 1999 a 2007, a incidéncia de casos de
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maléria e outras doencas de origem bacteriana no Hospital do Distrito de Kilifi, Kenya,
relatou uma relativa associagao entre casos de infecgdes invasivas como a bacteremia (por

NTS e outras bactérias) e malaria (Scott et al., 2011).

1.3 Tipificacao molecular

O género Salmonella apresenta um desafio significativo em sua classificagao
devido a sua diversidade. Enquanto as classificacdes tradicionais baseadas em
sorotipagem tém sido amplamente utilizadas para validar a variedade de sorovares,
estudos recentes em epidemiologia molecular tém destacado uma heterogeneidade
filogenética. A analise filogenética revela padrdes de divergéncia genética tanto dentro de
um mesmo sorovar quanto entre diferentes sorovares, sugerindo a existéncia de sorovares
monofiléticos e polifiléticos (Yin et al., 2020; Seribelli et al., 2021).

Neste contexto, a técnica de Multi Locus Sequence Typing (MLST), que se baseia
no sequenciamento de sequéncias nucleotidicas de sete genes conservados para criar
agrupamentos denominados Sequence Types (STs), a qual é capaz de evidenciar
similaridades genéticas com maior resolucdo e precisdio do que a sorotipagem.
Especificamente com relagdo a Salmonella, cepas de um mesmo sorovar podem ser
classificadas em diferentes STs, o que ratifica o poder discriminatorio dos sete genes
analisados. Para a maior compreensao filogenética, sdo criados eBurst Groups (eBGs),
grupos de diferentes STs que divergem em apenas um alelo (Single Locus Variant),
caracterizados como filogeneticamente similares (Alikhan et al., 2018; Yan et al., 2021).

Um estudo conduzido por Achtman et al. (2012) examinou a correlacdo entre
sorotipagem e MLST, propondo a substitui¢do da primeira pela Gltima. Nesta pesquisa,
entre 4257 isolados pertencentes a 554 sorovares, o sorovar Typhimurium chama a
aten¢do, pois a grande maioria das cepas pertence ao mesmo ST (ST19) e se enquadram
no eBG1, assim como ocorre com o ST11 de Enteritidis. No entanto, observou-se que,
em alguns casos, cepas do mesmo sorovar podem ser agrupadas em outros ST e eBG.
Essa problematica na tipagem por sorologia também foi evidenciada em isolados dos
sorovares Farsta e Hato, que estdo presentes no eBGl, embora esse grupo seja
predominantemente representado pelo sorovar Typhimurium. Portanto, a tipificacdo
molecular por MLST apresenta uma resolugdo mais refinada na tipificagdo de Salmonella,
em comparacdo com a sorotipagem, visto que isolados geneticamente proximos e
caracterizados como sorovares diferentes estdo enquadrados em um mesmo eBG,

enquanto isolados geneticamente distintos e caracterizados como mesmo sorovar, sao
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alocados em eBGs diferentes. Além disso, foi possivel validar que alguns sorovares sao
polifiléticos, como Newport (com estirpes alocadas nos eBG 2, 3, 7 e 35), Paratyphi B
(presentes nos eBG 5, 19, 32 e 59) e Saintpaul (presente nos eBG14 e 209).

Embora MLST forneca uma representacdo mais precisa dos dados
epidemiologicos, outras técnicas mais robustas, como core genome MLST (cgMLST),
whole genome MLST (wWgMLST) e whole genome SNPs (wgSNPs), oferecem uma
resolugdo ainda maior. Estas técnicas analisam um maior nimero de genes ou
nucleotideos, permitindo uma investigagdo mais detalhada da filogenia de Salmonella,
configurando um maior nimero de cgSTs e wgSTs, (Alikhan et al., 2018; Pearce ef al.,
2018).

Em um estudo retrospectivo, Seribelli e colaboradores (2021) analisaram
genomas de Salmonella Typhimurium coletados ao longo de trés décadas (1983 a 2013),
de diferentes origens (clinica, alimento, suinos), utilizando diversas estratégias, como
MLST, cgMLST, wgSNPs e analise de clusters baseada na presenca de genes marcadores
unicos. Analises de MLST identificaram, entre 120 amostras, 9 ST, sendo eles: ST19;
ST1649; ST3343; ST1921; ST313; ST639; ST14; ST516; e ST64. As analises por
cgMLST e wgSNPs explorando minuciosamente genomas, evidenciaram a ocorréncia de
cepas cuja similaridade gendmica seria maior com STs alternativos aqueles determinados
por MLST. Por outro lado, a anélise acerca de comparacao de clusters baseada na presenca
de genes marcadores unicos, embora evidencie uma diversidade no repertorio de genes
de viruléncia e fatores metabolicos, mostrou-se menos eficaz ao verificar a variagao entre
os grupos filogenéticos. Além disso, o estudo demonstrou que, na referida cole¢do de
genomas de S. Typhimurium, o ST19 foi o mais encontrado entre as amostras de humanos
e alimentos (n = 77/91), enquanto as amostras de suinos se apresentaram mais diversas.
Em todas as andlises, a maioria das amostras de origem humana ficaram agrupadas em
um so cluster. As amostras de alimentos e suinos, entretanto, foram agrupadas em mais

de um subtipo.

1.3.1 Epidemiologia molecular de Salmonella sp.

A epidemiologia molecular, como discutido acima, fornece informacdes
epidemioldgicas mais precisas do que apenas a identificagdo de sorovares, e quando
diferentes técnicas sdao aplicadas em conjunto, a resolu¢do da analise ¢ mais refinada.
Essas andlises permitem o rastreamento de cepas mais virulentas e comumente associadas

a determinados perfis de resisténcia. Dessa forma, a epidemiologia molecular permite
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identificar a circulacao de STs e patotipos de elevada relevancia clinica para a populagao
local (Okoro et al., 2015; Seribelli et al., 2021).

Estudos acerca de epidemiologia molecular se mostram relevantes na busca por
patogenos virulentos e resistentes a antibidticos, causadores de surtos e epidemias em
determinados locais do mundo. Em paises da Africa Subsaariana, cepas do ST313 de
Salmonella Typhimurium sdo comumente encontradas em amostras de sangue e liquido
cefalorraquidiano (CSF) de individuos imunocomprometidos. Embora S. Typhimurium
seja caracterizada como uma NTS, o ST313 apresenta um repertorio de genes de
viruléncia associado a perfil mais adaptado ao hospedeiro humano, causando infecgdes
invasivas (iNTS) (Okoro ef al., 2012, 2015). Em territorio brasileiro, no entanto, o ST313
foi encontrado ndo somente em amostras clinicas de infec¢des invasivas, como também
em amostras de fezes e alimentos. Além disso, as amostras encontradas na Africa
subsaariana apresentaram um perfil resisténcia a multiplas drogas (MDR), enquanto as
brasileiras eram pan-sucetiveis (Gordon et al., 2008; Feasey et al., 2014; Almeida ef al.,
2017; Panzenhagen et al., 2018). No estudo realizado por Panzenhagen et al. (2018), ¢
evidenciada a divergéncia filogenética entre as cepas brasileiras e subsaarianas. Todavia,
a divergéncia filogenética encontrada aponta para processos evolutivos distintos, em que
as cepas subsaarianas parecem demonstrar maior adaptagdo ao hospedeiro humano,
enquanto as brasileiras, apesar de seguir o mesmo caminho evolutivo, ainda ndo
apresentam o mesmo perfil de adaptagdo ao hospedeiro.

Analises realizadas por grupos de pesquisa no Brasil, Chile e México, em uma
colaboracdo com o Joint Institute for Food Safety and Appllied Nutrition (JIFSAN) com
foco em amostras isoladas de aguas de regides agricolas, revelam uma maior prevaléncia
de 3 sorovares entre as estirpes obtidas: Newport (n = 161), Infantis (n = 112) e
Typhimurium (n = 106). Embora a propor¢ao dos isolados de cada sorovar ndo tenha sido
similar, a caracterizacdo molecular dos isolados revelou uma associacgao filogenética entre
as amostras dos 3 paises latino-americanos. Entre os isolados de Newport, foram
observados 7 sequence types (STs 31, 45, 118, 132, 164, 2370 e7815) e, em uma analise
de wgSNPs, foi observada uma grande quantidade de subtipos entre os isolados dos 3
paises e dos isolados de um mesmo pais, 0o que sugere que este sorovar apresenta um
perfil populacional diverso. Ademais, foram encontrados 5 sequence types (STs 19, 34,
99, 213 ¢ 2072) do sorovar Typhimurium, com um carater populacional também variado.
O sorovar Infantis, entretanto, apresentou uma menor diversidade populacional, com a

identificacdo de 4 sequence types (STs 32, 1032, 9835 e um ST ndo identificado), com



15

baixa variagdo de SNPs entre os isolados. Analises relacionadas a presenca e auséncia de
mutagdes em genes de resisténcia aos antimicrobianos (GRAs), assim como a presenga e
auséncia de GRAs e genes de viruléncia, auxiliaram a elaborar uma resposta mais
profunda sobre a filogenia dos isolados, refletindo a influéncia de valores evolutivos e
ambientais em estudos epidemiolédgicos de Salmonella (Chen et al., 2024).

Em uma perspectiva epidemiologica, sabe-se que o emprego de técnicas de
sorotipagem mostram-se pouco discriminatdrias no rastreio de surtos e podem nao
apresentar concordancia com estudos filogenéticos, o que destaca a necessidade de
aplicagdo de técnicas moleculares para tais tarefas. Todavia, o emprego dessas técnicas
nao pode ser arbitrario. A escolha da técnica implementada deve responder a pergunta do
estudo. Dessa forma, uma metodologia mais discriminatoria, como o wgMLST, pode ser
mais informativa do que o MLST convencional. No entanto, o emprego desta técnica
demanda um banco de dados atualizado e alimentado com iniimeros genomas de
referéncia, e se aplica melhor a estudos em pequena e média escala. Em estudos
epidemioldgicos em larga escala, a robustez do banco de dados usado na analise pode nao
ser o suficiente para refletir a diversidade amostral proposta pela analise. Neste caso, uma
tipificagdo por MLST normalmente atende as necessidades do estudo e gera resultados

mais fidedignos quanto a sua interpretacao (Alikhan et al., 2018).

1.4 Patogenia e genes de viruléncia em Salmonella

Salmonella ¢ um microrganismo capaz de habitar o trato intestinal. Sua
viruléncia estd essencialmente associada a capacidade de invadir células presentes na
parede do intestino, como as células epiteliais, as células M, as células dendriticas e os
macrofagos residentes. Em geral, a infec¢ao de células M ¢ mais rapida (Santos &
Béaumler, 2004). Dadas as rotas de aquisi¢ao de Sa/monella, por se tratar de um organismo
associado & DTHAs, ¢ comum que ele seja contraido através da via fecal-oral. E bem
descrito na literatura que, para que ocorra a infec¢do, o patdogeno precisa resistir ao
ambiente hostil do estdbmago, para entdo colonizar o intestino € promover a infec¢ao
(Haraga et al, 2008). Com a sobrevivéncia das células bacterianas, inicia-se 0 processo
de infeccdo, o qual ¢ dividido em 3 etapas: (i) adesdo; (ii) invasdo; e (iii) disseminagao.
A adesdo consiste na associacdo de proteinas adesinas expressas na superficie da célula
bacteriana que, em associacao as proteinas de superficie das células hospedeiras,
promovem o estabelecimento da bactéria no local. A invasdo estd relacionada ao

engolfamento da Salmonella, por um processo chamado ruffling de membrana, que
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consiste na projecao da membrana eucariotica, induzida por proteinas efetoras bacterianas
secretadas por sistemas de secregdo tipo 3 (T3SS), até que ocorra o englobamento da
bactéria e, entdo, invasdo da célula eucaridtica. Apos a invasdo, a formagao de vactiolos
incompativeis com a formagao de fagolisossomos, ¢ a inibicao da apoptose celular, dentre
outros mecanismos, o patéogeno, por intermédio de proteinas efetoras, promove a sua
disseminagdo pelo hospedeiro através da infec¢do de células da imunidade inata, os
macrofagos. A partir da infec¢do dos macrofagos, a Salmonella torna-se capaz de infectar
outros sitios anatdmicos (Haraga et al., 2008; Hume et al., 2017). Eventualmente, o
hospedeiro pode desenvolver uma infec¢do cronica e vir a se tornar um portador e
reservatorio do microrganismo, levando a disseminagao da Salmonella por meio das fezes
(Rehman ez al., 2019).

Para se entender melhor a patogénese de Salmonella, faz-se necessaria a
compreensdo dos mecanismos que facilitam e levam a persisténcia da infecgdo. Esses
mecanismos envolvem os chamados fatores de viruléncia, codificados por genes
presentes no cromossoma bacteriano e em plasmideos. Todo o processo infeccioso conta
com a expressdao desses genes para a adesdo, invasdo e persisténcia e disseminagdo do

patdgeno (Wang et al., 2020).

1.4.1 Adesao

Para que a colonizagdo ocorra, a Salmonella precisa ser ingerida pelo hospedeiro.
Geralmente, a aquisicdo do patéogeno se da pela ingestdo de um alimento, agua
contaminada ou contato com outros animais contaminados (Rukambile et al., 2019). A
Salmonella, entdo, passa pelo estbmago, um ambiente acido e danoso a célula bacteriana.
A sobrevivéncia da Salmonella e outros patdgenos bacterianos no estdomago se da, em
grande parte, pela protecao da célula por barreiras fisicas exercidas pelo proprio alimento
que as carreiam, o que promove a prote¢do contra o HCI, além da possivel ativagdo de
diferentes genes de viruléncia do patégeno, como os genes que sdao regulados
pelaResposta Acido-Tolerante (ATR), que se caracteriza pela expressdo do gene firr, um
importante regulador da ATR. Dada a sobrevivéncia ao pH minimo do estomago, a
Salmonella, j4 no intestino, atravessa a mucosa presente na parede intestinal e interage
com as células epiteliais (Foster, 2008; Palmer e Slauch, 2017; dos Santos et al., 2019).

A adesao ¢ promovida por fimbrias e proteinas adesinas presentes na membrana
da bactéria, que se ligam ao epitélio celular da célula hospedeira, mais especificamente

as células M (Microdobradas). As fimbrias de Salmonella estdo contidas em clusters de
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genes fimbriais de Salmonella (FGCs), que contém entre 4 ¢ 15 genes, e codificam
proteinas que desempenham papéis relativos a estrutura e regulagdo necessarias para a
montagem extracelular da fimbria. Existem diversos genes associados as estruturas
fimbriais, o que resulta em mais de uma possibilidade de montagem dessas estruturas. Tal
diversidade na montagem das fimbrias permite uma forma de classificar as mesmas, que
sdo divididas em 3 vias: (i) Chaperone-usher (CU); (ii) via extracelular de nucleagao-
precipitacdo (N/P); e (iii) um sistema de secrecao do tipo 4 (T4SS). Vale ressaltar que a
via mais comum nos genomas de Sa/monella ¢ a via Chaperone-Usher, seguida da N/P e
T4SS. Além das proteinas estruturais da fimbria, existe a presenga de outras subunidades
proteicas, presentes na extremidade da fimbria, com propriedade de adesinas, as quais
favorecessem também a auto adesdo: ligagdo célula-célula (Rehman et al., 2019).

A adesao de Salmonella as células polares do tecido epitelial € resultado de um
processo que envolve uma adesina e fimbrias que sao codificadas em diferentes ilhas de
patogenicidade. A SiiE ¢ uma adesina gigante (595 kDa) descrita como um importante
fator na invasdo de células epiteliais. Ela é codificada por um gene presente na Ilha de
Patogenicidade de Salmonella 4 (SPI4), no mesmo locus que codifica SiiCDF. No
entanto, a expressdao de genes da SPI4 ¢ corregulada com genes de um Sistema de
Secrecao Tipo 3 (T3SS) codificado em outra ilha de patogenicidade. Tal corregulacao tem
razdes funcionais, uma vez que a adesdo mediada por SiiE ¢ rapidamente seguida pela
invasdo mediada por T3SS, tema que sera tratado em mais detalhe no tdpico a seguir
(Wagner et al., 2011; Li et al., 2019; Rehman et al., 2019).

Para além do papel das fimbrias na associacdo da superficie celular bacteriana
com a superficie das células do hospedeiro, existe a atuagcdo de translocases bacterianas,
como as proteinas SipB, SipC e SipD, que promovem uma associa¢do mais intima com a
membrana do hospedeiro. Um estudo promovido por Lara-Tejero e Galan identificou que
as proteinas SipB, SipC e SipD sdo relevantes para o processo adesivo de S. Typhimurium
a c¢lula hospedeira. Tal presenca se faz tdo relevante que, para que ocorra a associagao
intima do T3SS com a célula hospedeira, ¢ indispensavel a presenca das trés translocases.
O estudo promovido avaliou que cepas mutantes que ndo expressavam estas proteinas
ndo eram capazes de realizar uma associacdo mais intima com a célula eucaridtica. Além
disso, foi observado que a SipD, localizada na ponta do injectossoma, ¢ detectavel antes
do contato com a célula, enquanto as SipB e SipC sdo apenas detectadas apos a associagao
bactéria-célula hospedeira. Foi sugerido que a SipD realiza o papel de sinalizar a

associacdo entre as células e, entdo, o recrutamento das demais proteinas. Foi observado
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ainda, que na auséncia de SipD, a associagdo intima de S. Typhimurium nao foi possivel,
assim como na auséncia de SipB e SipC, a associagdo intima se manteve inviavel. Isso
leva a conclusdo de que a presenca das trés translocases ¢ importante para o processo de

associacdo intima do injectossoma e inicio da etapa de invasdo (Lara-Tejero e Galan,

2009).

1.4.2 Invasao

A invasdo, entretanto, € um processo que depende de estruturas mais complexas,
como o T3SS. O T3SS tem como fun¢ao a introducao de diversas proteinas efetoras na
célula alvo, no caso da Salmonella, as células epiteliais do intestino. Essas proteinas
efetoras sdo responsaveis pela modulagdo do ambiente intracelular e da membrana
eucariotica, o que faz com que seja viavel a invasdo pelo patdogeno.

Em Salmonella, a invasdo ¢ majoritariamente mediada pelo T3SS-1, sendo os
genes responsaveis pela montagem dessa estrutura codificados na Ilha de Patogenicidade
de Salmonella 1 (SPI-1), como os genes do operon inv, prg, org ¢ spa (Lou, Zhang, Piao,
& Wang, 2019a). Existem diversas SPIs, de maior ou menor complexidade, e uma
abordagem mais completa sera realizada no item 1.4.4. A SPI-1 ¢ imprescindivel para o
processo infeccioso, visto que comporta os genes responsaveis pela invasdo das células
epiteliais, como por exemplo os genes codificadores de T3SS-1, SipB, SipC e SipD. A
SPI-1 ¢ ubiqua em todos os sorovares de Salmonella, o que sugere uma imprescindivel
relevancia para os processos infecciosos. Assim como a SPI-1, as SPI-2, 3, 4 e 5, sdo
igualmente ubiquas (Que ef al., 2013; Wang et al., 2020).

Uma vez ocorrida a interagcao do T3SS-1 com a membrana da célula hospedeira,
as proteinas efetoras SopE, SopE2 e SopB sdo liberadas no citoplasma eucaridtico e
promovem a reorganizagao do citoesqueleto celular, através da ativagao de Rho GTPases
Cdc42, Racl e RhoG. Tal processo aciona o “ruffling” da membrana através de uma
reorganizacdo do citoesqueleto culminando com o engolfamento da bactéria. Embora a
Cdc42 esteja envolvida no processo de remodelamento da actina e engolfamento da
Salmonella, um estudo realizado por Patel e Galan, identificou; por meio da inibi¢do de
expressao por RNAi; que apenas a RhoG e Racl eram essenciais para esse processo (Patel
e Galan, 2006; Haraga et al., 2008; Fattinger et al., 2021). Ap6s a macropinocitose, a
célula bacteriana ¢ mantida em um vacuolo, tecnicamente chamado de vactiolo contendo
Salmonella (do inglés, Salmonella Containing Vacuole - SCV), onde fica protegida de

respostas celulares, o que a permite sobreviver e se multiplicar (Haraga ef al., 2008).
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E importante ressaltar que proteinas efetoras do sistema de secre¢ido, como SopE,
SopE2 e SopB, possuem propriedades pré-inflamatorias para induzir a cascata de ativacao
Rho GTPase Cdc42 - MAP kinases (como Jnk), o que leva a indugdo da transcricdo do
fator NF-xB, um regulador chave da resposta inflamatéria. Tal processo causa um
aumento de citocinas pré-inflamatérias (IL-8, TNF-a), quimiocinas e moléculas de
adesdo celular, ajudando no recrutamento de células do sistema imune para o local da
infeccdo, o que poderia ser danoso a infecg¢do por Salmonella. Para contrapor tal efeito,
Salmonella expressa outros fatores que inibem a ativacao de Jnk, como AvrA e, por
consequéncia, a transcricdo de NF-kB (Chen et al., 1996; Collier-Hyams et al., 2002;
Patel e Galan, 2006).

1.4.3 Disseminacio e persisténcia

Com a invasdo na célula hospedeira, hd a formagdo do SCV, um vacuolo que
permite a integridade e replicagdo do patdgeno. Ja dentro da célula hospedeira,
Salmonella ird produzir um outro injectossoma, o T3SS-2, codificado pela SPI-2 e
associado ao transporte de efetores pelo vactiolo (Haraga et al., 2008). Em geral, os genes
contidos na SPI-2 sdo responsaveis pelo processo de disseminagdo e persisténcia do
patégeno no organismo. Um estudo promovido por Brown et al., 2005 concluiu que a
SPI-2 passa a ser expressa nas fases iniciais da infec¢do e que esta envolvida ndo apenas
na manutengdo do SCV, como também no aumento da disseminagdo em sitios sistémicos.
Outra caracteristica observada ¢ a de que o T3SS-2 codificado pela SPI-2, permite a
replicagdo em macrofagos e células fagocitarias do intestino (Brown et al., 2005).

A formagdo do SCV parte do engolfamento da Salmonella pela membrana do
hospedeiro. Uma vez formado, inicia-se o processo de maturagdo do SCV, chamado de
endossoma precoce. Primeiramente ele ¢ marcado com proteinas sinalizadoras, como a
Rab5, que recruta EEA1 (Early Endosomal Antigen 1). Cerca de uma hora depois da
formagdo do SCV, inicia-se a maturacao do endossoma tardio, caracterizado pela troca
das proteinas sinalizadoras por Rab7, Lgps (Lysosomal Glycoproteins, como LAMP-1 e
LAMP-2) e v- ATPases (Desjardins, 1994; Steele-Mortimer et al., 1999). Essas proteinas
sdo responsaveis pela atribuicdo de caracteristicas lisossomais ao SCV, como
direcionamento do endossoma (Rab7 e LAMPs) para o lisossoma e acidificacdo do
mesmo (v-ATPases) (Forgac, 2007; Marwaha et al., 2017; Gutiérrez et al., 2021). Mas
durante esses acontecimentos, Salmonella passa a se replicar no SCV. Concomitante a

replicagdo, hd a formacao dos SIFs (Salmonella- Induced Filaments), que ocorre devido
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a ativacao da SPI-2 via OmpR pela acidificacao do vactolo pela v- ATPase (Chakraborty
et al., 2015). Os SIFs sdao proeminéncias da membrana do SCV que permitem a aquisi¢ao
de nutrientes, como aminoacidos de diferentes fontes. Esses filamentos podem, inclusive,
se prolongar para o limen do hospedeiro. Para que ocorra a formacao dos SIFs, faz-se
necessaria a acao de trés proteinas efetoras, SifA, SifB e PipB2. Além de promoverem a
extensdo do SIF, elas promovem a prote¢do e estabilidade do SCV (Henry et al., 2006;
Bakowski et al., 2008; Jackson et al., 2008; McGhie et al., 2009).

Para além das proteinas efetoras citadas, o processo de maturagdo do SCV e
persisténcia da infeccdo ¢ mantido por proteinas como SopD2, SseJ e SseF, as quais
inibem a degradagdo SCV por enzimas lisossomais, promovem a estabilidade do vactolo
e regulam a proximidade do SCV com o complexo de Golgi, permitindo assim a nutri¢ao
do vacuolo (Abrahams et al., 2006; D’Costa et al., 2015; Kolodziejek et al., 2019). A
ubiquitinagdo da proteina SopA, por HsSRMAI, viabiliza a liberagdo da Salmonella no
SCV para o citosol da célula hospedeira. Essa proteina também desempenha uma funcao
de escape do sistema imune; ao realizar um papel regulatorio nas vias de ubiquitinagao
do hospedeiro, ubiquitinando e degradando proteinas E3 ligases do hospedeiro. . A
SspH2, entretanto, apresenta papel pro-inflamatorio pela super ativagdo de receptores
NODI e NOD2 (Zhang et al., 2006; Delyea et al., 2021). Outras proteinas, como SseL,
regulam o killing e autofagia de macréfagos, enquanto SteD inibe a ativacao de células T
pela deplecdo do MHCII (Mesquita et al., 2012; Bayer-Santos ef al., 2016; Azimi et al.,
2020).

1.4.4 Salmonella Pathogenicity Islands (SPIs)

Como abordado anteriormente, as ilhas de patogenicidade de Salmonella (SPIs)
sdo regides do genoma que contém diversos genes de viruléncia. Esses genes de
viruléncia, entretanto, ndo sdo origindrios do genoma de Salmonella. As SPIs sdo
estruturas gendmicas adquiridas por transferéncia horizontal de genes (THG), ou seja,
podem conter genes compartilhados por outras espécies € géneros bacterianos (Hensel,
2004). A aquisi¢ao dessas ilhas permite que os organismos que as adquiriram possam
desempenhar novas fungdes ecoldgicas, infectar novos hospedeiros, apresentar saltos
evolutivos e até sofrerem especiagdo (Groisman e Ochman, 1996).

Ao longo da evolugdo dos estudos do género Salmonella, foram identificadas
diversas sequéncias de genes de viruléncia agrupados em partes dos genomas em regioes

chamadas de Pathogenicity Islands (Pls). Por se tratar de genes de viruléncia que
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conferem patogenicidade a Salmonella, essas ilhas especificas foram dotadas dos nomes
Ilhas de Patogenicidade de Samonella (Hensel, 2004; Jacobsen et al., 2011). Em geral,
SPIs contribuem para aspectos especificos na patogenia da Salmonella, ou seja,
determinadas SPIs tém os seus genes ativados em diferentes etapas do processo
infeccioso. Entretanto, vale salientar que embora os genes sejam expressos em dada SPI,
eles podem estar mais relacionados a uma outra SPI, visto o seu respectivo papel no
processo patogénico. Um exemplo disso € o gene sopB ser expresso na SPI- 5, mas a sua
proteina efetora (SopB) ser translocada pelo T3SS-1 (codificado por genes presentes na
SPI-1), no momento de invasdo celular (Wood et al., 1998; Hur et al., 2011; Wang et al.,
2020). Além disso, ha também a corregulagdo da expressao dos genes entre as SPIs. O
gene hilD, que expressa a proteina HilD, € responsavel por regular a expressao de 4il4 na
SPI-1 (um dos reguladores da expressdao de SPI-1, junto com HilD e InvF) e do operon
ssrAB presente na SPI- 2 (Hensel, 2004; Srikanth et al., 2011; Azimi et al., 2020;).

Como mencionado, algumas SPIs apresentam uma determinada fungdo na
patogenia, ¢ o estabelecimento da func¢do caracteristica implica na estabilidade que tais
ilhas de patogenicidade possuem no género bacteriano, visto que para que a infecgao,
multiplicagdo e dissemina¢do da Salmonella faz-se necessaria a presenca de um
determinado conjunto génico, que precisam ser conservados ao longo das linhagens. A
esse conjunto de genes conservados atribui-se 0 nome de “core genes”, em especificos os
presentes na SPI-1 (Lerminiaux ef al., 2020). Algumas SPIs sdo comumente encontradas
nos genomas de todos os sorovares de Sa/monella, mas ndo necessariamente entre todas
as estirpes. Sao elas: SPI-1, SPI-2, SPI-3, SP1-4 e SPI-5. A SPI-1 ¢ caracterizada como a
ilha de patogenicidade responsdvel pela maioria dos genes de viruléncia expressos no
processo de adesdo e invasao da célula hospedeira. A SPI- 2, por sua vez, ¢ descrita como
importante fator relacionado a sobrevivéncia da Salmonella no SCV e evasdo das defesas
da célula hospedeira. A SPI-3 ¢ principalmente atrelada a produgdo de MgtCB, um
sistema de captura de Mg?*, importante para a sobrevivéncia no fagolisossomo. A SPI-4
ndo apresenta um perfil tdo bem definido quanto as demais. Por fim, a SPI-5 apresenta
um set de genes amplamente utilizado pelos T3SS codificados pela SPI-1 e SPI-2 (Hensel,
2004).

As Ilhas de Patogenicidade de Salmonella, portanto, tangenciam a tematica de
patoidentificagdo a0 momento em que abordam a viruléncia do microrganismo. Ainda,
numa perspectiva mais ampla, SPIs ndo apenas fornecem informagdes sobre o processo

infeccioso da Salmonella, mas também contribuem para a compreensdo da historia
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evolutiva desse microrganismo, que relaciona o seu nicho ecoldgico, transi¢do e

patogenia em diferentes hospedeiros, interagdes microbianas e diversidade de sorovares.

1.5 Farmacos antimicrobianos e respectivos mecanismos de resisténcia

Antimicrobianos podem ser caracterizados como moléculas que tem o potencial
de eliminar um microrganismo ou inibir seu crescimento. Essas moléculas podem ser
produzidas naturalmente por bactérias e fungos, como, também, podem ser sintetizadas
com base em outros antimicrobianos de origem natural; firmacos antimicrobianos
sintéticos. Essas moléculas dao origem a diversas classes de farmacos, que sdo
amplamente utilizados em tratamentos de infec¢des de origem bacteriana (antibidticos),
fungica (antiflingicos) e viral (antiviral) (Madigan, Martinko, & Bender, 2016).

Os antibioticos sintéticos estdo inclusos em cinco classes de antimicrobianos: (i)
quinolonas, envolvidas no bloqueio da replicacao e reparo do DNA, ao agir na enzima
DNA girase; (i1) sulfas, inibem a formagao de 4cidos nucleicos, ao bloquearem a formagao
de co-fatores de acido folico; (iii) oxazolidinonas, inibem a sintese proteica, ao impedir a
associacao entre as subunidades 50S e 30S do ribossoma bacteriano; (iv) nitrofuranos,
que agem na sintese de proteinas; e (v) azdis, que agem, principalmente, no bloqueio da
sintese de ergosterol da parede celular fungica (Carrillo-Mufioz, Giusiano, Ezkurra, &
Quindos, 2006; Guimaraes, Momesso, & Pupo, 2010; Hutchings, Truman, & Wilkinson,
2019).

Por outro lado, os antibidticos de origem natural (como betalactdmicos,
aminoglicosideos, tetraciclinas e macrolideos) sao produzidos por microrganismos, como
bactérias e fungos. E ampla a diversidade e eficacia que esses antibidticos possuem
(Madigan et al., 2016; Hutchings ef al., 2019). Em geral, ao se tratar de bactérias, esses
farmacos (naturais ou sintéticos) podem ser classificados como bactericidas,
bacteriostaticos e bacterioliticos. Os bacteriostaticos, apenas inibem o crescimento
bacteriano, sendo associados a inibi¢do de alguma via metabolica da bactéria, que quando
cessada a administragdo, a bactéria pode voltar a proliferar; os bactericidas, por sua vez,
sdo assim chamados pela sua capacidade de se ligar a bactéria alvo e promoverem a sua
morte, sem a lise celular, deixando as células invidveis, integras; os bacterioliticos
também estdo associados a eliminacgdo das bactérias, mas eles promovem a lise celular,
com a liberagdo do conteudo intracelular bacteriano (Nemeth, Oesch, & Kuster, 2015;

Madigan, Martinko, & Bender, 2016).
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A seguir, estdo detalhadas as principais classes de antimicrobianos ativas contra
Salmonella e os mecanismos de resisténcia capaz de impedir sua agdo ja descritos em

enterobacterales. A Figura 3 representa graficamente a diversidade destes mecanismos.
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Figura 3 — Mecanismos moleculares de resisténcia a antimicrobianos. (a) o bloqueio da
entrada de antibidticos ocorre pela auséncia de porinas na membrana celular; (b) a inativagdo do antibidtico
por enzimas ocorre por uma enzima produzida pela propria bactéria; (c) o efluxo ativo de antibidtico ocorre
pela agdo de uma bomba de efluxo; e (d) a alteragdo do sitio alvo faz com que o antibidtico nio atue
corretamente, pois ndo reconhece mais o sitio alvo. Imagem produzida pelo autor na plataforma online
https://www.biorender.com/.

1.5.1 p-lactamicos

Os B-lactamicos sdo farmacos com potencial antimicrobiano bactericida. O seu
mecanismo de acdo se baseia na inibi¢do do processo de transpeptida¢do; impedindo a
formacao das peptideoglicanas que dao origem a parede celular bacteriana. Este processo
¢ normalmente realizado pelas proteinas PBP, presentes na membrana celular e voltadas
para o espago periplasmatico de bactérias gram-negativas, que ao se associarem
irreversivelmente aos B-lactamicos perdem sua funcionalidade.

Essa classe de antimicrobianos ¢ dividida em varias subclasses, sendo elas:
penicilinas;  cefalosporinas; carbapenemas; e monobactdmicos. Dentro da
antibioticoterapia, ha possibilidade de usar associagdo de alguns PB-lactamicos com
inibidores de betalactamases, preservando a acao da droga frente a estas enzimas (muitas

delas adquiridas), que se configuram um importante mecanismo de resisténcia em
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bactérias gram-negativas. Na classe em questdo, sao encontrados os inibidores acidos
clavulanico, sulbactam e tazobactam, associados a amoxicilina, ticarcilina e piperacilina,
respectivamente. Alguns mecanismos de resisténcia descritos para B-lactimicos sdo: (i)
producao de novas PBPs; (ii) producao de enzimas hidroliticas; (iii) reduzida expressao
de porinas; e (iv) alta expressao de bombas de efluxo (K. Bush & Bradford, 2016;
Madigan et al., 2016; Yuan et al., 2022; Aminov, 2017).

1.5.2 Sulfonamidas

As sulfonamidas sdo antimicrobianos bacteriostaticos, que atuam dificultando o
processo de divisdo celular da bactéria alvo. Essas drogas funcionam como competidoras
antagonistas de moléculas de acido p-aminobenzdico (PABA) no processo de sintese de
acido folico, essencial para a sintese de DNA, ao se associar a enzima dihidropteroato
sintase. A sua agao inibe a sintese do acido dihidrofolato, que impede, entdo, a produgao
do 4cido tetrahidrofolato, sendo ambos parte do processo de sintese de purinas, metionina,
timina e serina. A associacdo de sulfonamidas com trimetoprim auxilia no processo de
inibicao de sintese de DNA, visto que o trimetoprim inibe diretamente a formacao do
acido tetrahidrofolato ao se associar a enzima dihidrofolato redutase. A resisténcia a
ambos os fArmacos, estd associada a: (i) alta expressao das enzimas alvo; e (ii) mutagdes
nos genes codificantes para as enzimas (Skold & Swedberg, 2017; Ovung &

Bhattacharyya, 2021).

1.5.3 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo antibidticos bactericidas, que atuam na inibi¢do da
biossintese de polipeptidios ao se ligarem a por¢do 30S do ribossomo, mais
especificamente no sitio A da regido 16S. Essa associacao pode levar a ndo iniciagdo da
traducdo, bloqueio da tradugdo ou a alteracdo conformacional do sitio, que acaba
permitindo associa¢des indevidas de tRNAs, o que resulta na polimerizagdo de um
polipeptidio malformado. As proteinas sintetizadas ndo funcionardo corretamente,
podendo, inclusive, causar danos a célula e levar a sua morte. A resisténcia a
aminoglicosideos ¢ ocasionada por diversos mecanismos, como: (i) metilacdo do sitio
alvo; (ii) alteracio da droga por enzimas modificadoras de aminoglicosideo

(acetiltransferases, fosfotransferases, nucleotidiltransferases); e (iii) expressao de bombas
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de efluxo (Ramirez & Tolmasky, 2010; Wachino & Arakawa, 2012; Krause, Serio, Kane,
& Connolly, 2016).

1.5.4 Tetraciclinas

As tetraciclinas sdo antibidticos com potencial bacteriostatico, que podem
apresentar a¢ao bactericida em determinados microrganismos. O seu mecanismo de agao
estd associado a interagdo da droga com a regido 16S da por¢ao 30S do ribossomo. Essa
interagdo leva a ndo inicia¢do da traducdo, ou imprecisdo no processo de biossintese de
polipeptidios, mecanismo parecido com o visto em aminoglicosideos. Diferentemente de
outros antibidticos, as tetraciclinas demandam o auxilio de uma molécula de Mg?" para
que a droga se difunda pelas porinas da membrana externa de bactérias gram-negativas.
A posterior desassociagdo entre a tetraciclina e o Mg?* permite a passagem da droga pela
membrana interna da célula. Apos a entrada no citoplasma, a tetraciclina se complexa
com Mg?" para a associagdo com o ribossomo. Entre os mecanismos de resisténcia as
tetraciclinas estdo: (i) presenca de mutagdes nos genes do rRNA (algumas bactérias); (ii)
protecao do sitio alvo por uma proteina repressora (RPP); (iii) expressao de bombas de
efluxo e (iv) inativacdo enzimdtica da tetraciclina (Markley & Wencewicz, 2018;

Grossman, 2016; Beheshti et al., 2020; Nogrado, Unno, Hur, & Lee, 2021).

1.5.5 Macrolideos

Os macrolideos sdo antimicrobianos majoritariamente bacteriostaticos com
potencial bactericida sobre algumas bactérias. Assim como os aminoglicosideos e
tetraciclinas, também atuam na inibi¢do do processo de biossintese de polipeptidios.
Entretanto, diferentemente dos aminoglicosideos e tetraciclinas, os macrolideos se
associam a por¢ao 23S da subunidade 50S do rRNA, mais especificamente no tinel de
saida de peptideos. Entre os mecanismos de resisténcia associados aos macrolideos estao:
(1) mutacdes no gene do 23S; (i) mutagdes nos genes codificantes para as proteinas
ribossomais; (ii1) expressdao de RPPs, ac¢do de proteinas modificadoras de sitio alvo por
metiltransferases; (iv) expressao de bombas de efluxo; e (v) inativagdo enzimatica da
droga (fosfotransferases e esterases) (Fyfe, Grossman, Kerstein, & Sutcliffe, 2016; Dinos,

2017).
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1.5.6 Fenicois

Os fenicois sdo drogas com potencial bacteriostatico, devido a sua caracteristica
de ligacao reversivel a subunidade 50S do ribossoma bacteriano. Entre os mecanismos de
resisténcia associados a falha terapéutica com fenicdis, em especial o cloranfenicol, esta:
(1) expressao de proteinas modificadoras de cloranfenicois (CATs, acetiltransferases e
fosfotransferases); (ii) expressao de bombas de efluxo; (iii) baixa expressdo de porinas;
(iv) mutagdes no gene que codifica o 23S; e (v) modificagdo do sitio alvo por

metiltransferases (Roberts & Schwarz, 2016).

1.5.7 Quinolonas

As quinolonas e suas variantes fluoroquinolonas s3o antimicrobianos com
potencial bacteriostatico e bactericida, a depender da concentracdo do farmaco
administrado. Elas agem na inibicao das topoisomerases do tipo II, Topoisomerase [V e
DNA Girase. A associacdo entre a droga e as topoisomerases ocorre em um sitio
especifico, conhecido como Regido Determinante de Resisténcia a Quinolonas (em
inglé€s, Quinolone Resistance Determining Region — QRDR), que estd associado a
funcionalidade da enzima na modulacdo do nivel de supercoiling do DNA. A inibigdo
desse processo impede, por exemplo, que o DNA bacteriano seja replicado, visto que a
remoc¢ao do supercoilling positivo formado durante a agdo da DNA polimerase ¢ essencial
para que a replicacdo seja concluida. Os mecanismos de resisténcias associados a falha
terapé€utica das quinolonas sdo: (i) mutagdes nos genes das topoisomerases; (ii) reducao
na expressao de porinas; (iii) expressdo de bombas de efluxo; (iv) enzimas capazes de
alterar a droga; e (v) expressdo de proteinas protetoras do sitio alvo (Correia, Poeta,

Hébraud, Capelo, & Igrejas, 2017; N. G. Bush, Diez-Santos, Abbott, & Maxwell, 2020).

1.6 Emergéncia e impacto da resisténcia aos antimicrobianos

A utilizacdo de antibidticos para o tratamento de infec¢des, embora necessaria,
pode contribuir para a evolucao da resisténcia aos antimicrobianos. Neste contexto, a
antibioticoterapia pode selecionar bactérias resistentes a antibidticos, ou induzir o
surgimento de mutacdes e processos de THG associados a alelos que levem a resisténcia
(Huddleston, 2014). A utilizagdo de antimicrobianos, entretanto, se da também no setor
agropecuario, onde muitas drogas podem ser utilizadas associadas a racdo como

melhoradoras de desempenho (destinagao hoje nao mais autorizada em muitos paises) ou
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como medida de prevencao e tratamento de doengas, com foco em aspectos sanitarios e
na mitigacdo de perdas. Os dejetos e carcagas de animais abatidos em fazendas de criagdo
animal sdo lavados, levando a contaminagdo do solo, corpos d’agua e leng¢dis freaticos,
proximos ao local de criagao e abate, com residuos de antibidticos e bactérias resistentes
a antimicrobianos. Tal contaminagdo contribui, igualmente, para o surgimento de novos
microrganismos resistentes, especialmente porque antimicrobianos em baixas
concentragdes no ambiente podem oferecer a condicdo necessdria para a selecdo de
mutacgoes ou transferéncia de genes com bactérias de outras matrizes ambientais. Além
da disseminacdo do esgoto comunitario e hospitalar, e dos dejetos do setor agropecuario,
a industria farmacéutica também contribui para a manuten¢do da pressdo seletiva com
residuos de antimicrobianos no ambiente (He et al., 2020; Zainab, Junaid, Xu, & Malik,
2020; Jian et al., 2021).

A problematica relacionada a disseminac¢dao de resisténcia esta diretamente
associada ao aumento do numero de casos de infecgdes por bactérias resistentes. De
acordo com previsdes em uma perspectiva global, mortes ocasionadas por
microrganismos resistentes a antimicrobianos podem passar por um aumento no nimero
de mortalidade, de 700.000 em 2014, para 10 milhdes de fatalidades anuais em 2050, com
paises asiaticos e africanos a frente das taxas de mortalidade, somando ~8,9 milhoes. Tal
cenario indica a possibilidade de uma perda econdmica global referente a 100 trilhdes de
dolares (O’ Neill, 2014). Mais recentemente, um estudo avaliou as estimativas de morte
mundial associada ou atribuida a resisténcia a antimicrobianos, levando em consideragao
dados de 204 paises e territorios no ano de 2019. Essa avaliacdo incorporou na anélise
informacdes provenientes de revisdes sistematicas, dados clinicos e hospitalares, sistemas
de monitoramento e artigos cientificos, entre outros. Os resultados indicam que no ano de
2019 ocorreram 4,95 milhdes de mortes associadas a resisténcia a antimicrobianos
(aquelas em que o individuo ¢ portador de bactérias resistentes), sendo 1,27 milhdo
atribuidas a resisténcia a antimicrobianos (a resisténcia como o fator determinante para
morte). Entre as andlises feitas, foi observado que paises em desenvolvimento, como
paises africanos, sul-asiaticos, do leste europeu e latinos lideram o ranking mundial de

mortes associadas e atribuidas a resisténcia aos antimicrobianos (Murray et al., 2022).

1.6.1 Resisténcia em Salmonella sp.

O Brasil ¢ um dos maiores produtores e exportadores de proteina animal do

mundo, numa producdo altamente competitiva que demanda alto padrdo de seguranca
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microbioldgica, o que muitas vezes implica na utilizagdo de antimicrobianos.
Considerando essa afirmativa, e aplicando nogdes acerca do impacto da utilizagdo
intensiva de antimicrobianos no setor agropecudrio, ¢ bastante provavel que a selecio de
microrganismos resistentes ocorra neste ambiente (Uddin et al., 2021; Crits-Christoph,
Hallowell, Koutouvalis, & Suez, 2022).

Mesmo que hoje uma série de normativas ndo mais autorize o uso de muitos
antimicrobianos como melhoradores de desempenho (Quadro 1), estas mesmas drogas
podem ser utilizadas para fins profilaticos e terapéuticos. Tal regulagao tem sido feita pela

emissao de instru¢des normativas (Cardoso, 2019; MAPA, 2023).

Quadro 1 — Legislagdes brasileiras que limitaram o uso de antimicrobianos como
melhoradores de desempenho na produgao animal

Ano Legislacao Antimicrobianos contemplados

1998 Oﬁ01r(1)0 (82'3711 grg 8DFPA Avoparcina
27/06/2003 IN n° 09 Cloranfenicol e Nitrofuranos
24/11/2004 INn° 11 Olaquindox
14/11/2005 IN n° 35 Carbadox

Anfenicéis, Tetraciclinas, Beta-lactamicos
09/07/2009 IN n° 26 (benzilpenicildmicos e cefalosporinas),
Quinolonas e Sulfonamidas

17/05/2012 INn° 14 Espiramicina e Eritromicina
22/11/2016 IN n° 45 Colistina
13/01/2020 INn°1 Tilosina, Lincomicina e Tiamulina

Dados obtidos a partir do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA, 2023). DFPA, Departamento de
Fiscalizacdo de Produtos de Origem Animal; IN, Instrugdo Normativa.

Quanto a resisténcia de Sal/monella associadas ao setor produtivo de proteina
animal, uma revisdo publicada em 2020 reuniu dados de estudos publicados no Brasil nos
ultimos 20 anos. Especificamente com relagdo a Sa/monella isoladas de producao avicola,
autores relataram porcentagens variadas de resisténcia a penicilina, cefalosporinas de
primeira e segunda geragdo, sulfonamidas, tetraciclina e nitrofurantoina; e, a partir de
2010, crescentes taxas de resisténcia a quinolonas e fluoroquinolonas e casos de
resisténcia a polimixina (Palmeira ef al., 2016; Koerich ef al., 2018; Rabello et al., 2020).
Entre os estudos abordados, chama aten¢ao o relato de uma colecao de S. Gallinarum
associada a um surto de febre tifoide em aves, com mais de 80% dos isolados resistentes

a quinolonas, um estudo de S. Enteritidis associado a surtos diarreicos com mais de 40%
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de resisténcia a esta mesma classe de antimicrobianos, € um terceiro estudo com mais de
40% das amostras de S. Heidelberg analisadas apresentando resisténcia a cefalosporinas
de terceira geragao (Medeiros, Oliveira, Rodrigues, & Freitas, 2011; Borges et al., 2017,
Koerich et al., 2018).

Perfis fenotipicos de resisténcia a multiplas drogas foram descritos em isolados
de S. Schwarzengrund e S. Newport isoladas no estado de Goids (incluindo cefalosporinas
de terceira geragdo, fluoroquinolonas, tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprim), e S.
Typhimurium e S. Heidelberg isoladas no Parana (cefalosporinas de terceira geracao,
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e tetraciclina) (Penha Filho ef al., 2019; Perin et al.,
2019). Estes sdo apenas alguns exemplos de trabalhos que descreveram relevantes
fenotipos de resisténcia em amostras de Salmonella ligadas a produgdo aviaria. No
entanto, de maneira geral Salmonella tem apresentado taxas e perfis de resisténcia a
antimicrobianos menos expressivos do que os identificados em E. coli isoladas do mesmo
contexto ambiental (Rabello et al., 2020).

Considerando Salmonella isoladas de suinos, subprodutos ou ambiente de
suinocultura, a mesma tendéncia de aumento da resisténcia a fluoroquinolonas foi
observada ao longo dos anos, alinhada a um aumento também de taxas de resisténcia a
penicilinas a partir de 2010, além de constantes altas taxas de resisténcia a tetraciclina
durante todo o periodo. Curiosamente, taxas de resisténcia a aminoglicosideos tém sido
mais altas entre amostras isoladas de suinos do que de aves (Rabello et al., 2020).
Resisténcia a cefalosporinas de terceira geragdo nao ¢ historicamente significativa entre
Salmonella 1solada de suinos (Kich ef al., 2011; Viana et al., 2019).

Poucos estudos descrevem Salmonella isoladas da cadeia produtiva de bovinos.
Num trabalho que caracterizou amostras desta origem, os isolados apresentaram
resisténcia a tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprim, mas ndo a amoxicilina ou
amicacina (Cossi et al., 2013; Rabello et al., 2020).

Contemplando também amostras isoladas de casos em humanos, Vaz e
colaboradores analisaram amostras de S. Enteritdis associadas a carne de frango (n=53),
surtos de salmonelose e amostras de pacientes (n=43) no periodo de 1995 a 2003. Os
dados de resisténcia ilustram uma prevaléncia de 56,25% de resisténcia ou multipla
resisténcia (MDR) entre as amostras. Os perfis de resisténcia foram mais associados as
amostras de origem animal (69,81%) do que associadas aos surtos de salmonelose
(44,83%) e pacientes (28,57%). Em um contexto geral, resisténcia a sulfonamida

(34,4%), trimetoprim-sulfomatoxazol (25%), acido nalidixico (14,6%), estreptomicina
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(2,1%), gentamicina (1%) e tetraciclina (1%) foram observadas (Vaz et al., 2010; Rabello
et al., 2020).

Outro estudo, focando apenas em infec¢des em humanos, caracterizou 789
amostras de NTS obtidas entre 2000 e 2019. Entre os 359 isolados de S. Enteritidis
pertencentes a esta colegdo, foi observada resisténcia a 10 antimicrobianos, com maior
prevaléncia de resisténcia a amoxicilina (n = 41/359; 11,42%), estreptomicina
(n =43/359; 9,47%), tetraciclina (n = 26/269; 7,24%) e gentamicina (n = 15/359; 4,18%);
e 13 isolados com perfil MDR (n = 13/359; 3,62%). Amostras de S. Typhimurium, em
contraste, foram menos prevalentes, mas com taxas de resisténcia mais elevadas a
amoxicilina (n = 17/79; 21,52%), estreptomicina (n = 45/79; 56,96%), tetraciclina
(n=21/79; 26,58%), e sulfametoxazol-trimetoprim (rn = 14/79; 17,72%); com16 isolados
(n =16/79; 20,25%) apresentando perfil MDR. A variante monofésica de Typhimurium,
4,[5],12:1;, apresentou resisténcia a 9 antimicrobianos, predominantemente a
estreptomicina (n = 31/66; 46,97%), tetraciclinas (n = 19/66; 28,79%), amoxicilina
(n=14/66; 21,21%) e gentamicina (n = 11/66; 16,67%); ¢ 15 isolados (n = 15/66;
22,72%) apresentaram perfil MDR (Calarga et al., 2022).

1.7 Transferéncia horizontal de genes no contexto evolutivo

Dentro do contexto genético dos microrganismos, a evolucao ndo se restringe a
selecdo de organismos pela capacidade de reprodu¢do em um habitat (Darwin, 1859), mas
também inclui processos adaptativos, por aquisicdo de material genético em um dado
espaco de tempo (Goldenfeld & Woese, 2007).

O processo de selecao e adaptagdo de individuos ocorre com base na capacidade
de permanecer e se reproduzir em um dado ambiente, seja por caracteristicas inatas ou
adquiridas. Se o ambiente for favoravel as suas caracteristicas, o organismo ird prosperar.
Entretanto, se o ambiente for hostil, e ele ndo conseguir suplantar as adversidades do
ambiente, a sua linhagem ndo serd perpetuada. Conceituar o que seria um ‘“ambiente
hostil” para um dado organismo requer analises particulares sobre ele, envolvendo,
principalmente, o seu contexto genético. Ainda assim, o antagonismo do ambiente para
com o desenvolvimento do microrganismo € particular de cada individuo e sua respectiva
linhagem, tendo em vista a existéncia de diferentes repertorios genéticos entre os
microrganismos (Boto, 2009; Rodriguez-Beltran ef al. 2021). Dessa forma, individuos
que estao aptos a sobreviver e se desenvolver apresentam um fitness mais adequado

aquela situagdo especifica, onde o fitness esta diretamente ligado ao repertério genético
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desse individuo (Lobato-Marquez et al. 2015; Pilla & Tang, 2018). Sendo o repertorio
genético caracteristico de cada linhagem de individuos, os genes sdo passados
verticalmente para os seus descendentes. Entretanto, entre procariotos, o
compartilhamento de genes nao ¢, unicamente, vertical, sendo possivel o
compartilhamento horizontal com outros grupos de individuos. A THG ¢ caracterizada,
segundo Goldenfeld & Woese (2007), como “a transmissdo, ndo genealdgica, de material
genético de um individuo para outro”. Esses genes podem ser associados a sobrevivéncia,
metabolismo e replicacdo, o que favorece a perpetuagdo, ou nao, do organismo recipiente
(Arnold, Huang, & Hanage, 2022; Rodriguez-Beltran ef al., 2021; Boto, 2009).

A THG ¢é uma potente forma de adaptacao de bactérias a seus ambientes. Estudos
indicam que, na natureza, microrganismos absorvem e descartam genes conforme
necessario, em resposta ao seu ambiente (Goldenfed e Woese, 2007). A transferéncia de
genes associados a processos metabolicos viabiliza a nutri¢do de microrganismos, antes
inaptos, em novos nichos (Arnold et al., 2022). No contexto da patogenicidade, permite
adquirir um perfil mais virulento, causando infec¢des mais invasivas ou agressivas do que
as causadas pelo mesmo organismo que ndo adquiriam tais genes (Bakkeren et al., 2022;
Newson ef al., 2022). Quando observada pela perspectiva da disseminagdo de genes de
resisténcia aos antimicrobianos, a THG desempenha um papel preocupante no cenario
mundial, associado a satde publica. O surgimento de microrganismos com perfis de
resisténcia ou suscetibilidade reduzida aos antimicrobianos, ndo somente dificulta o
tratamento de infecgdes por antibioticoterapia, como torna estudos epidemioldgicos sobre
essas bactérias e seus perfis de resisténcia, mais complexos. (Fang, Liu, Jiang, Mu, &
Huang, 2024; Oladeinde et al., 2021).

Entende-se que THG é um processo natural entre microrganismos, em que as
vantagens adquiridas podem ser perpetuadas, a depender do custo para o fitness que essa
aquisicdo e manutengdo possa trazer ao microrganismo (Guardatti, Kraychete, & Picao,
2024; Prensky, Gomez-Simmonds, Uhlemann, & Lopatkin, 2021). Considerando ser um
processo que pode ocorrer entre individuos de diferentes espécies e, em alguns casos, até
mesmo diferentes dominios (Guljamow et al., 2007; Nelson-Sathi et al., 2015), ha a
necessidade de uma versatilidade de mecanismos que envolvam esses processos de

transferéncia. Tais processos ocorrem através dos elementos genéticos méveis (EGM).
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1.7.1 Elementos genéticos méveis

Elementos genéticos moveis (EGM) sdo estruturas genéticas passiveis de serem
transferidas verticalmente e horizontalmente entre microrganismos. Como mencionado
acima, ha a possibilidade de transferéncia entre organismos de diferentes espécies e
dominios taxondmicos, o que demonstra uma versatilidade de mecanismos moleculares
envolvidos no processo de transferéncia (Guljamow et al., 2007; Nelson-Sathi et al.,
2015). Entre os principais EGM descritos na literatura, estdo os plasmideos, profagos,
sequéncias de inserc¢do, transposons e integrons; todos elementos genéticos que estdo
envolvidos no processo evolutivo de microrganismos (Frost ef al., 2005; Vale, Lehours,
& Yamaoka, 2022) Neste trabalho, foram explorados apenas os plasmideos e profagos
como EGM.

Para que a THG ocorra, é necessario a presenga de algum vetor ou aparato
molecular que viabilize a passagem do material genético de um microrganismo para
outro. Dessa forma, foram caracterizados 4 mecanismos de THG. Esses mecanismos sdo:
(1) transformacdo, caracterizada pela incorporacdo de material genético disperso no
ambiente por uma bactéria transformante; (ii) transducgdo, incorpora¢do de material
genético viral, mesclado com o de outra bactéria, no genoma bacteriano, apds a
reprodugdo lisogénica ou litica de um bacteridfago; (ii1) conjugacao, transferéncia de um
plasmideo de uma bactéria doadora para uma conjugante; e (iv) transposic¢ao, ocorréncia
de transposons, cassetes de DNA que se replicam ou se transferem para outras regioes do
genoma e entre diferentes materiais genéticos, como plasmideos e profagos (Partridge et
al., 2018; Snyder et al., 2014).

Os plasmideos sao moléculas de dupla fita de DNA, em sua grande maioria,
circulares com quantidade de pares de base varidvel. Alguns autores classificam os
plasmideos como sequéncias nucleotidicas autorreplicantes, que ndo possuem genes
genes essenciais para a replicacdo celular (housekeeping); (Snyder et al., 2014).
Entretanto, Anda et al. (2015) notifica a auséncia do operon de RNA ribossomal (RNAr)
no cromossoma de isolados do género Aureimonas sp. Todavia, a bactéria carrega o seu
unico operon em varias copias (18 a 34 copias) de um pequeno plasmideo (9,39 kpb). Os
plasmideos podem ser classificados como conjugativos ou ndo conjugativos. Os
plasmideos conjugativos apresentam todo o aparato necessario para a sua conjugacao,
como um sitio oriT (sitio de origem da replicacao), relaxases MOB (mobilization) e MPF

(mate-pair formation) Os genes MOB sdo responsaveis por mobilizar a copia recém-
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replicada do plasmideo para a nova célula, enquanto os genes MPF formam o canal que
viabiliza a passagem do plasmideo entre as células (Bafiuelos-Vazquez, Torres Tejerizo,
& Brom, 2017; Waksman, 2019). Os plasmideos ndo conjugativos, entretanto,
apresentam um sitio oriT, mas ndo contém os genes que codificam as proteinas MOB e
MPF. Para que a sua conjugagdo ocorra, outro plasmideo conjugativo (plasmideo
ajudante) deve estar dentro da célula com ele, disponibilizando MOB e MPF (Coluzzi et
al., 2022).

Na sua descrigao, os plasmideos sdo, ainda, identificados de acordo com os seus
grupos de incompatibilidade (Inc.). A incompatibilidade de um plasmideo se refere a
impossibilidade de permanéncia de dois ou mais plasmideos de um mesmo grupo Inc. em
uma mesma célula. Essa caracteristica se da pela possibilidade de regulacdo da replicacao
de um plasmideo pelo outro fazendo com que um plasmideo possa ser favorecido tanto
no processo de replicagdo, quanto no encaminhamento de copias para as células filhas.
(Helinski, 2022; Novick, 1987). Ao todo, sdo conhecidos 28 grupos Inc. na familia
Enterobacteriaceae, com alguns grupos Inc. mais abundantes, como os grupos IncF, Incl,
IncA/C e IncH (Rozwandowicz et al., 2018). Vale destacar que a ocorréncia de muitos
desses plasmideos tem uma estreita correlagdo com a bactéria em que ocorrem, assim
como os genes de resisténcia que carreiam. (Carattoli, 2009; McMillan, Jackson, & Frye,
2020; Rozwandowicz et al., 2018), como descrito na Tabela 1.

Assim como a associagdo entre plasmideos e genes de resisténcia, alguns
plasmideos estdo associados com genes de viruléncia. E visto no género Salmonella a
ocorréncia de plasmideos de viruléncia (pSV — Salmonella Virulence plasmids) em um
grupo estrito de sorovares, sendo eles Abortusovis, Cholerasuis, Dublin, Gallinarum,
Paratyphi C, Sendai, Enteritidis e Typhimurium. Entretanto, a ocorréncia de genes de
viruléncia em plasmideos de Sal/monella esta associada ao grupo IncF, frequentemente
carreando os genes spvBCR de viruléncia (Silva, Puente, & Calva, 2017). Em uma revisao
bibliografica feita por Yang ef al. (2021), todos os plasmideos de viruléncia de isolados
clinicos de Klebsiella pneumoniae foram associados aos grupos IncF e IncHI, carreando
os operons iroBCDN, iucABCD, iutA, rmpA e rmpA2, o que reforca a caracteristica de
plasmideos apresentarem (pelo menos em algumas situagdes) um perfil conservado de

associacao com genes especificos em determinados microrganismos.
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Tabela 1 — Associacdo entre grupos de incompatibilidade (Inc) carreadores de genes de resisténcia aos antimicrobianos e diferentes microrganismos

Grupo

Inc Associacdo com resisténcia ao antimicrobiano Microrganismos
F aminoglicosideos, tetraciclinas, trimetoprim, cloranfenicdis, - E. aerogenes, E. cloacae, E. coli, K. pneumoniae, S. enterica, S.
lactdmicos , sulfonamidas, e fluorogquinolonas marcescens, S. sonnei
C aminoglicosideos, tetraciclinas, trimetoprim, cloranfenicois, - C. freundii, C. koseri, E. cloacae, E. coli, K. oxytoca, K. pneumoniae,
lactamicos e sulfonamidas P. mirabilis, P. stuartii, S. enterica, S. marcescens
aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicdis, B-lactamicos, . . .
H1le H2 & ’ . : . B C. youngae, E. cloacae, E. coli, K. pneumoniae, S. enterica
sulfonamidas, e fluoroquinolonas

N B-lactdmicos e fluoroquinolonas E. coli, K. ascorbata, K. pneumoniae, S. enterica
aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicois, B-lactamicos e . . . .

11 & ’ ) B E. coli, K. pneumoniae, S. enterica, S. sonnei

sulfonamidas

Tabela adaptada de Carattoli (2009) e McMillan, Jackson, & Frye (2020)
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A transferéncia de material genético por bacteridofagos, aqui chamados de fagos,
ocorre através do seu ciclo replicativo. Virus sdo considerados organismos ndo vivos, pela
sua necessidade de infectar um organismo vivo e usufruir da maquinaria genética,
permitindo a sua replicacdo (Madigan, Martinko, & Bender, 2016). No caso dos
bacteriofagos, o ciclo replicativo ocorre no citoplasma de bactérias e pode levar, ou nao,
a morte da bactéria hospedeira apds o fim da sua replicagdo. Sdo conhecidos dois ciclos
replicativos de bacteriéfagos, sendo eles: (i) ciclo litico, que ¢é caracterizado pela
replicacdo do DNA/RNA viral e produgao das particulas virais, levando ao rompimento
da membrana celular bacteriana (lise), no fim do ciclo replicativo; e (ii) ciclo lisogénico,
que ¢ caracterizado por fagos capazes de integrar o seu DNA ao cromossoma bacteriano,
ou manté-lo na forma de plasmideo, sendo chamados de profagos nesse estagio. O seu
material genético ¢ replicado junto ao bacteriano, onde o profago apenas saira do estado
lisogénico se a célula for infectada por outro fago ou sofrer dano ao DNA cromossomal,
induzindo o préfago a entrar no ciclo litico (Snyder et al., 2014). Nesse sentido, os
préfagos sdo os agentes virais responsaveis por introduzir material genético exdégeno no
cromossoma bacteriano.

Devido a sua capacidade de se inserir no cromossoma bacteriano e, em situagdes
de estresse, excisar a cé€lula hospedeira, o fago pode carrear genes e sequéncias
nucleotidicas da bactéria previamente infectada, para uma nova (Nepal, Houtak,
Wormald, Psaltis, & Vreugde, 2022; Touchon, Sousa, & Rocha, 2017). Em um estudo
realizado por Kodo, Kawano e Sugai (2021), foi investigada a ocorréncia de profagos
contendo genes de viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos em diferentes patogenos
nosocomiais (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. e E. coli). Foram
quantificados quantos profagos continham genes de resisténcia aos antimicrobianos,
totalizando 41, enquanto 66 profagos continham genes de viruléncia, e uma baixa
quantidade de profagos continham ambos os tipos de genes. Os dados revelam que todas
as espécies apresentaram profagos contendo genes de resisténcia aos antimicrobianos. A
ocorréncia de genes de viruléncia, entretanto, ndo foi ubiqua entre as espécies, onde A.
baumannii ndo apresentou qualquer profago contendo genes de viruléncia, enquanto K.
pneumoniae € P. aeruginosa apresentaram uma baixa propor¢ao. Os genes encontrados
nos préfagos de cada representante também variaram, na medida em que cada
espécie/género abordado no estudo, continha préfagos com genes especificos que eram,

em baixa frequéncia, comuns aos outros representantes. Esse trabalho suporta a hipotese
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de que os profagos, assim como os plasmideos, sio EGM com perfis caracteristicos e

infectam preferencialmente alguns microrganismos em detrimento de outros.

1.7.2 Elementos genéticos moveis em Salmonella sp.

A literatura acerca do género Sal/monella ¢ extensa, e relata uma diversidade de
tipos de plasmideos e fagos que evidencia o genoma diverso do género (McMillan et al.,
2020; Mottawea et al., 2018).

Embora nenhum plasmideo seja exclusivo de um dado sorovar, em alguns casos
¢ possivel observar forte associagdo entre sorovares e grupos Inc carreando genes
especificos (McMillan et al., 2020; Rychlik, Gregorova, & Hradecka, 2006). Essas
recorréncias sdo vistas com plasmideos IncC codificando strdB, sul2, tetAR, blacuy-2 e
floR em Newport e Dublin (Carroll et al., 2017); IncF, codificando o operon spv em
Abortusovis, Abortusequi, Enteritidis, Cholerasuis, Typhimurium, Gallinarum e Sendai
(Anzai et al., 2005; Silva, Puente, & Calva, 2017); e o plasmideo ColV com genes de E.
coli para patogenicidade em aves, em Kentucky (Johnson et al., 2010).

E possivel também identificar, no relato de surtos ou da emergéncia de algum
sororovar, a associagdo com EGMs considerados interessantes. Inimeros estudos
relataram a emergéncia de cepas de Salmonella Infantis carreando o plasmideo nomeado
pESI (plasmid of Emerging Salmonella Infantis), um IncP, com genes de resisténcia e
viruléncia, como os genes tetRA, sull, dfrA, e os operons mer (tolerancia ao mercurio),
ybt (sideroforos de Yersinia, “yersinbactin’) e fea (fimbrias chaperonas) (Aviv et al.,
2014; Brown et al., 2018). Uma linhagem de S. Infantis carreando um plasmideo mosaico
FIB-12-P pESI-/ike portando a B-lactamase blactx-m-65, fo1 associada, em 2018, a um surto
nos EUA, com o adoecimento de 129 pessoas em 32 estados estadunidenses, com 1 morte
decorrente da infecgdo (CDC, 2019¢c, McMillan et al., 2020). Embora blacrx-u-s5 seja
recorrentemente reportada em plasmideos de E. coli, a sua ocorréncia em Salmonella,
ainda que documentada em diferentes regdes geograficas, esteve sempre associada ao
mesmo plasmideo mosaico (pESI) no sorovar Infantis (McMillan, 2020).

Outro estudo realizado por Cohen e colaboradores (2022) identificou a
ocorréncia do pESI em 10 isolados de Sa/monella Muenchen que emergiram ap6s 2018
em Israel. A andlise evidenciou que a sequéncia do pESI identificado em Israel
apresentava grande similaridade com sequéncias de pESIs isolados de uma amostra
clinica de S. Muenchen descrita nos EUA em 2021 e outra obtida de amostra de fezes

humanas na Africa do Sul em 2019. Ainda, buscando avaliar se o plasmideo teria
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especificidade seletiva para alguns sorovares, o grupo avaliou o potencial conjugativo
desse plasmideo, tendo uma cepa de S. Infantis e outra de E. coli como doadoras, bem
como outros 11 sorovares de Sa/monella como cepas receptoras. Os resultados apontaram
que sorovares como Muenchen, Afula, Anatum, Kentucky, Typhimurium e E. coli
apresentaram uma baixa frequéncia de conjuga¢do, enquanto Enteritidis, Give, Infantis,
Mbandaka e Virchow apresentaram uma alta frequéncia conjugativa. Esses dados
demonstram que diferentes cepas de Salmonella apresentam probabilidades diferentes
para adquirir o pESI, da mesma forma que o plasmideo, uma vez alterado, pode
desenvolver maior especificidade por certos sorovares hospedeiros.

No cenario nacional, ha estudos que relatam a ocorréncia de cepas de Salmonella
carreando pESI e pESI-like, notadamente em S. Infantis (dos Santos et al., 2022; dos
Santos et al., 2021). Mais recentemente, dos Santos e colaboradores também relataram a
emergéncia, no Brasil, de Sa/lmonella Minnesota carreando um plasmideo pESM (plasmid
Emerging Salmonella Minnesota), contendo determinantes de resisténcia (tetd, sul2 e
blacwmy-2) e viruléncia (sider6foros de Yersinia) (dos Santos et al., 2024).

A ocorréncia de profagos também ¢ comum em Sal/monella, e contribui para a
diversidade gendmica deste género bacteriano. Em um estudo realizado por Mottawea et
al. (2018), foram avaliados 1.760 genomas de Salmonella, de 151 sorovares, e apenas trés
deles ndo apresentavam sequéncias nucleotidicas de profagos. O grupo de Mottawea
ainda reconheceu uma elevada prevaléncia do profago de Escherichia MG1655,
ocorrendo em 82 dos 151 sorovares testados, seguido do préfago de Salmonella SPN3UB
em 63 sorovares, Gifsy 2 em 61 sorovares, ¢ Gifsy 1 e o profago de Burkholderia,
BcepMu, em 60 sorovares. Os sorovares com maior ocorréncia de profagos foram: (1)
Typhimurium (148 isolados), onde foi encontrada uma diversidade de 41 profagos
diferentes, com maior prevaléncia de BcepMu (99,3% dos isolados), seguido de Gifsy 2
(95,8%) e Gifsy 1 (91,7%); (i1) Heidelberg (196), com uma diversidade de 26 profagos,
BcepMu (100%), Gifsy 2 (97,4%) e profago de Salmonella 118970 sal4 (92,3%); e (iii)
Enteritidis (208), com uma diversidade de 21 profagos, com destaque para o profago de
Erwinia vB EamP S6 (96,2%), Gifsy 2 (95,8%) e profago de Salmonella SJ46 (88,5%).

Genes essenciais para a patogenia de Salmonella também ocorrem em profagos.
Um exemplo € o gene sopE, uma proteina efetora dependente do T3SS1 responsavel por
induzir a fagocitose da bactéria pela célula hospedeira, que ocorre em SopEP de S.
Typhimurium, (Diard et al., 2017; Mirold et al., 1999). Da mesma forma, os genes gogB

(anti-inflamacdo) em Gifsy 1; sodClI e ssel (agdo antioxidante e evasdo do sistema imune,
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respectivamente) em Gifsy 2; sspHI (interfere nas vias de ubiquitinagao da célula
hospedeira) em Gifsy 3; e nanH e sodCIII (produgdo de acido sidlico como fonte de
carbono e a¢do antioxidante, respectivamente) em FELS-1 (Kropinski ef al., 2007).

Embora a transmissao de genes de resisténcia aos antimicrobianos nao seja tao
associada a eventos transducionais como ¢ pela conjugagao de plasmideos, os profagos
sdo capazes de mediar a transferéncia horizontal desses genes. Schmieger e Schicklmaier
(1999) verificam a transducdo de genes cam (cloranfenicol) e amp (ampicilina) pelo
profago PDT17, e dos genes cam, amp e tet (tetraciclina) por ES18 para uma cepa S.
Typhimurium DT104. Resultados semelhantes foram encontrados por Bearson et al.
(2014), que, apds a indugdo de estresse celular, demonstraram a co-transdugao de SGI1
(Salmonella Genomic Island 1), contendo floR e blapse.1, € tetG para uma cepa DT104.
Outros estudos também relatam a transducao de blacuy.2 e tetAB, por um profago P24 de
uma S. Heidelberg para uma S. Typhimurium; assim como a transdu¢@o de um epissomo
(plasmideo integrado ao genoma) com resisténcia a canamicina entre cepas de S.
Typhimurium (Colavecchio et al., 2017).

A ocorréncia desses EGM em Sal/monella, no contexto de satide publica, deve
ser considerada quando forem pautadas medidas de vigilancia de patdgenos e resisténcia,
como a realizada pelo National Antimicrobial Resistance Monitoring System (NARMS)
nos EUA. O potencial que esses EGM possuem em disseminar genes de resisténcia, que
podem complicar o tratamento de infecgdes invasivas por Sal/monella, assim como a
disseminag¢do de genes de viruléncia, que aumentam o potencial patogénico desses

microrganismos, deve ser considerado por agéncias sanitarias nacionais.
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2 JUSTIFICATIVA E CONTEXTUALIZACAO

Historicamente, surtos de doenga diarreica por Salmonella tém sido fortemente
associados a ovos e carne de frango, € em menor escala a carne bovina e leite (Carrasco
et al.,2012; Jackson et al., 2013; Antunes et al., 2016). No entanto, nas ultimas décadas,
um crescente nimero de casos foi relatado como associado a vegetais. Por exemplo,
surtos causados pelo consumo de chocolates, sucos de laranja, racula, meldes, tomates e
comidas a base de gergelim, entre outras frutas, verduras e alimentos de origem vegetal,
foram relatados nos Estados Unidos, Australia e em paises da Europa (Nillian ez al., 2011;
Jackson et al., 2013; CDC, 2019b). No Brasil, ainda que em muitos casos a fonte da
infeccdo ndo seja identificada, hd uma série de estudos relatando a similaridade entre
linhagens isoladas de alimentos e portadores ou pacientes humanos (Cunha-Neto ef al.,
2020; Seribelli et al., 2020, Vilela et al., 2022). Portanto, no contexto da seguranga dos
alimentos, Salmonella ¢ um microrganismo que desperta atencdo globalmente. Neste
sentido, a identificacdo e caracterizagdo de amostras que circulam em diferentes regides
geograficas pode ser util para viabilizar a identificagdo de origens de surtos, reduzindo o
numero de pessoas afetadas e viabilizando a implementacdo de medidas de contengdo que
evitem novos casos.

O presente projeto nasceu de uma iniciativa do Joint Institute for Food Safety
and Applied Nutrition (JIFSAN), 6rgdo que congrega a Universidade de Maryland e o
Food and Drug Administration (FDA), nos Estados Unidos, com o objetivo de enriquecer
um banco de genomas publico com genomas de Sa/monella isoladas de dguas proximas
a regides produtoras de alimentos, a fim de fornecer dados para estudos epidemioldgicos
e elucidacdo de surtos. Quatro paises fizeram parte do projeto (Estados Unidos, México,
Chile e Brasil). No Brasil, duas regides geograficas foram envolvidas (Rio de Janeiro e
Paraiba).

No polo Rio de Janeiro, nosso grupo de pesquisa coordenou as agdes com apoio
da Dra. Rossiane de Moura Souza, da Empresa de Pesquisa Agropecudria do Rio de
Janeiro (PESAGRO/RJ), realizando amostragens em cerca de 117 pontos de coleta d’agua
de duas grandes regides com atividades agropecudrias distintas no estado: varios pontos
proximos as cidades de Sao José do Vale do Rio Preto e Teresopolis, localizados na bacia
do Piabanha (Pb), os quais estavam mais associados a produgdo de aves de corte e
olericultura; e pontos na regido de Vassouras e Paty de Alferes, localizados na bacia do

Médio Paraiba do Sul (MPS), uma importante area de producdo leiteira. Para isso, um
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grande esforgo coletivo, efetivado por uma equipe que envolveu, professores, técnicos e
alunos de graduacao e pos-graduagdo, foi realizado de 2019 a 2022 (inclusive durante a
pandemia de COVID), com a finalidade de compor uma colecdo de amostras robusta e
representativa.

Assim, o presente projeto se dedica a caracterizar esta colecao de amostras de
Salmonella obtidas no Rio de Janeiro apods 3 rodadas de coletas em cada um dos pontos
(exceto quando algum destes ndo esteve acessivel por algum motivo especifico), quanto
a diversidade de sorovares, sua associagdo com a regido e atividade produtiva local, e
aspectos de resisténcia a antimicrobianos e viruléncia dos isolados. Eu, pds-graduando
que apresento esta dissertacdo, colaborei com todas as etapas do processo, desde o inicio
do projeto, em 2019, quando ainda estava na graduagdo. A descricdo da composi¢do da
cole¢do neste documento se justifica pela relevancia da compreensdo da mesma para a
discussdo dos dados obtidos com as andlises gendmicas que foram realizadas.

A realizagdo deste projeto possibilita, para além do interesse cientifico em
conhecer a ocorréncia deste microrganismo em aguas do estado, estudos futuros de
comparagdo com amostras clinicas, considerando que tais regides fornecem alimentos

frescos para o seu entorno e para a regido metropolitana do Rio de Janeiro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Investigar a ocorréncia de Salmonella sp. em éaguas superficiais de diferentes
bacias hidrograficas em regides agropecudrias, caracterizar os isolados obtidos de acordo
com os seus sorovares, viruloma, resistoma, plasmidoma e avaliar se as caracteristicas
das regides proximas aos pontos de coleta amostrados (no que diz respeito as atividades
econdmicas desenvolvidas e seu nivel de urbanizacdo) impactam na frequéncia,

diversidade e caracteristicas dos isolados caracterizados.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a ocorréncia de Salmonella sp. em aguas superficiais de duas regides
agropecuarias em bacias hidrograficas distintas no estado do Rio de Janeiro.

e Identificar tais isolados de acordo com os seus sorovares e Sequence Types
(STs), compondo uma colegdo de amostras que represente a diversidade de
isolados obtidos nos respectivos pontos de coleta.

e Reportar o viruloma, resistoma e plasmidoma dos isolados, e avaliar a
associacao destes marcadores com sorovares € com as caracteristicas dos

pontos de coleta incluidos no estudo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta de amostras de agua: pontos de amostragem e técnica utilizada

A coleta das amostras de aguas das bacias hidrograficas do Médio Paraiba do
Sul (MPS) e Piabanha (Pb) foi estabelecida em 4 diferentes rotas, sendo duas rotas para

a bacia de MPS e duas rotas para Pb (Figura 4).
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Figura 4 — Areas de amostragem no estado do Rio de Janeiro. Com o perimetro delimitado
das duas regides, ¢ possivel dimensionar o impacto e abrangéncia do estudo quando comparado ao tamanho
do estado do Rio de Janeiro.

Ao final de cerca de 2 anos e meio de coleta foram avaliadas 313 amostras de
agua de 117 pontos de coleta em ribeirdes, corregos e rios pouco caudalosos que passam
dentro ou proximos a propriedades com atividade agropecuaria. Tais pontos foram
definidos com o apoio da pesquisadora da Empresa de Pesquisa Agropecudria do Estado
do Rio de Janeiro (PESAGRO), Dra. Rossiane de Moura Sousa, ao longo das quatro rotas
(33 na rota I de Pb; e 27 na rota II de Pb, 28 pontos na rota I de MPS; 29 na rota II de
MPS) (Figura 5 e Figura 6). Amostras analisadas no presente projeto foram coletadas

entre novembro de 2019 e dezembro de 2022.
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Figura 5 — Rota I e II para coleta de 4gua impactada por atividade agropecuaria na bacia

hidrografica do Médio Paraiba do Sul (MPS). A primeira rota (Rota I) de MPS esta representada
pelos pontos de coleta em amarelo, enquanto a segunda rota (Rota II) de MPS esta representada em verde.
Imagem obtida pela inser¢do de coordenadas dos pontos de coleta no aplicativo Google Maps.
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Figura 6 — Rotas I e II para coleta de d4gua impactada por atividade agropecuaria na bacia

hidrografica do Piabanha (Pb). A primeira rota (Rota I) de Pb esta representada pelos pontos de coleta
em grend, enquanto a segunda rota (Rota II) de Pb esta representada pelos pontos em roxo. Imagem obtida
pela inser¢do de coordenadas dos pontos de coleta no aplicativo Google Maps.
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Foram realizadas viagens com pernoite para coletas de uma rota por vez (coleta
de cerca de 15 pontos por dia, cerca de 30 pontos por campanha), intercaladas por quatro
a seis semanas, de acordo com o fluxo de processamento das amostras no laboratorio e
disponibilidade de condi¢des para que a viagem seguinte acontecesse. Os pontos
identificados nos mapas das Figuras 5 e 6 correspondem as coordenadas de GPS dos
pontos de coleta de cada regido (Google Maps). Ambas as regides estdo associadas a
producdo de animais (criagdo de bovinos e frangos) e olericultura (cultivo de hortaligas).
Entretanto, a predominancia de atividade de cada regido ¢ diversificada. A regido de MPS
corresponde a uma bacia leiteira bovina com alguma atividade de olericultura. Enquanto
a regido de Pb possui uma intensa atividade de criagdo de frangos de corte, além da
olericultura pujante. Alguns poucos pontos sdo proximos também de regides habitadas,
outros de mata virgem. Esta caracterizagdo mais refinada dos pontos de coleta foi
incorporada na dissertagdo para tornar mais completa a analise dos resultados.

A coleta de material microbiano foi realizada através de um aparato que utiliza
um swab de Moore modificado como artefato para filtragem da dgua (Sbodio et al., 2013).
Para tanto, um Swab de Moore (cartucho de gaze enrolada —Figura 7A) foi inserido em
um aparato de PVC (Figura 7B), e ligado a uma bomba que propulsiona a 4gua a passar
pelo swab (Figura 7C). Esta montagem forma um conjunto que pode ser submerso no
corpo d’agua de interesse. Neste projeto, foi padronizada a passagem de agua pelo swab
por 10 minutos. Apoés a filtragem, o Swab de Moore contendo material biologico a ele
aderido era transferido para em um frasco contendo 100 mL de agua peptonada
tamponada (Buffered Peptone Water —- BPW, Difco, Spark, Maryland, EUA) (Figura 7D),
para estabilizagdo das células coletadas, e mantido sob refrigeragao durante todo o tempo

até chegar ao laboratorio.
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Figura 7 — Equipamentos utilizados na coleta de amostras de agua para pesquisa de

Salmonella sp. (A) Swab de Moore, estrutura formada de gaze a qual detém o material biologico presente
nos corpos d’agua que se objetiva amostrar; (B) aparato de PVC que funciona como suporte para o Swab
de Moore que é imerso em corpos d’agua (a seta branca indica o ponto de abertura para a inser¢do do Swab
no sistema); (C) sistema completo consiste no aparato de PVC contendo o swab, conectado a bomba e
ligado a bateria (setas vermelhas indicam o fluxo de agua); (D) Swab de Moore em agua peptonada.

4.2 Caracterizacido dos pontos de coleta

A caraterizagdo dos pontos de coleta em MPS e Pb foi feita empiricamente, onde
as caracteristicas eram observadas e anotadas. Alguns pontos cercados por mata densa,
em topologias mais baixas, ou com a menor possibilidade de avaliagdo do entorno, foram
caracterizados com o auxilio de Google Maps ¢ QGis, para a verificagdo da ocorréncia e
caracterizagao da atividade econdmica de alguma propriedade proxima ao ponto.

Os pontos foram -caracterizados com base na presenca de propriedades
exercendo alguma atividade econdémica (AE), assim como pelo nivel de urbanizagao
(NU). As AE, foram caracterizadas pela presenca de pastos de gado, granjas de frango e
plantios voltados para olericultura. Todos os pontos, sem exceg¢do, foram caracterizados
quanto ao NU, onde areas sem evidéncias de moradias ou com, no maximo, uma
residéncia isolada, foram caracterizadas como rurais; areas com pequenas comunidades
de moradores (em geral os proprios proprietarios e trabalhadores da terra ou granja) foram
caracterizadas como semiurbanas; e dreas com uma certa estrutura social, apresentando
comércio, escolas ou centros religiosos, foram denominadas urbanas. Quanto as AE, para

a maioria dos pontos foi possivel identificar uma ou duas AE (visivelmente, ou com o
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auxilio de ferramentas digitais). Entretanto, alguns pontos claramente estavam em regiao
cujas aguas sofriam impacto do seu entorno, mas ndo tinham a presenca de alguma AE
aparente, o que levou a sua caracterizacao apenas de acordo com a bacia hidrografica em

que estava e seu respectivo NU.

4.3 Recuperacio e isolamento de Salmonella

Com a chegada do material ao laboratdrio, iniciou-se o processamento para
recuperacdo de Salmonella. Primeiramente, os frascos contendo os swabs na agua
peptonada foram incubados a 35 °C — 37 °C por um periodo de 18 — 24 horas, para
recuperagao e crescimento nao seletivo das células bacterianas obtidas. Apos este periodo
o crescimento em agua peptonada tamponada foi repicado para tubos contendo dois
diferentes meios de enriquecimento seletivos para Salmonella, sendo 1 mL no Caldo
Tetrationato (TT, Laboratorios Conda, Torrejon de Ardoz, Madrid, Espanha) e 0,1 mL no
Caldo Rappaport-Vassiliadis (RV, Laboratorios Conda, Torrejon de Ardoz, Madrid,
Espanha), e incubados novamente por cerca de 18-24 horas a 42 °C.

Em seguida, cada um dos tubos contendo meio de enriquecimento (TT e RV)
foram repicados em placas de agar Salmonella-Shigella (SS, Difco, Sparks, Maryland,
EUA) e agar Xilose-Lisina Tergitol-4 (XLT4, Difco, Sparks, Maryland, EUA); acrescido
de um suplemento para XLT4 (Difco, Sparks, Maryland, EUA); meios seletivos e
indicadores utilizados para o isolamento do microrganismo (BRASIL, 2011). As culturas
foram incubadas a 37 °C por 18 — 24 horas.

Colonias caracteristicas de Salmonella (lactose negativas produtoras de HoS) e
algumas atipicas (lactose positivas ou nao produtoras de H>S) foram selecionadas e
repicadas para tubos contendo meio de estoque semissolido, contendo Caldo Luria
Bertani (Difco, Sparks, Maryland, EUA), acrescido de Bacto Agar (Difco, Sparks,
Maryland, EUA) em uma concentragdo de 0,6% do volume total e incubadas a 37°C por
18 — 24 horas (estoque provisério). Esta cultura estoque foi submetida a testes de
identificacdo das amostras e, posteriormente, estocada a -80°C, com glicerol a 80%, no
caso de isolados identificados como Salmonella.

A nomenclatura estabelecida para as coldnias isoladas foi baseada no espécime
de agua de onde foram isoladas, adicionada de um nimero relativo & contagem das
colonias selecionadas para estocagem nas placas de meio diferencial-seletivo. As
amostras sdo primeiramente identificadas com a letra “W” em maitsculo, que denota

“Water”, seguida da numeragdo da 4gua coletada, estabelecida por cronologia.
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Posteriormente, as coldnias selecionadas ganham uma numerac¢ao em ordem crescente de
acordo com a selecdo. Por final, um digito ¢ adicionado para a identificagdo da triagem
completa, sendo o digito “1” para as coldnias isoladas na primeira analise da amostra de
agua e o digito “2” para a segunda analise da mesma amostra de dgua (uma segunda
analise por vezes foi realizada a partir de material estocado, caso a primeira analise tenha
gerado poucos isolados). Nenhuma amostra de dgua foi analisada por mais de duas vezes.
Como exemplo ilustrativo, a décima segunda colonia da terceira amostra de 4gua obtida
na primeira tentativa de obtencao de coldnias tipicas (primeira analise), foi identificada

como W003-12-1.

4.4 Identificacio bacteriana por MALDI-TOF

As bactérias estocadas foram identificadas por espectrometria de massas, através
da técnica Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS). Portanto, as amostras bacterianas foram,
primeiramente, reativadas em agar McConkey em semeadura confluente e, entdo,
incubadas por cerca de 18 a 24 horas a 35 °C — 37 °C. Em seguida, uma fracao da colonia
foi obtidada com a ponta de um palito de madeira e depositada em um dos targets da
placa metalica fornecida pelo fabricante do equipamento Microflex LT (Bruker Daltonik
GmbH, Bremen, Alemanha). Feita a deposi¢do do crescimento na target, foi aplicado 1
pL de acido formico a 70% (v/v) para a ruptura das células bacterianas e exposicao das
proteinas ribossomais. Logo apds foi aplicado 1 pL de matriz acido o-ciano-4-
hidroxicinamico (Bruker, Bremen, Alemanha) diluida na concentracdo de 10 mg/mL em
solvente organico composto por acetonitrila a 50% e TFA a 2,5%. Apos a secagem da
matriz, a placa contendo as amostras foi inserida no equipamento para a obtencdo dos
espectros através do software FlexControl versdo 3.4, utilizando os parametros pré-
estabelecidos no modo MBT (frequéncia de laser 60Hz em modo linear positivo,
voltagens da fonte ionizadora de 20 e 18 kV, intervalo de massa molecular de 2.000 a
20.000 Da).

Os resultados obtidos na leitura realizada pelo equipamento de espectrometria
de massas MALDI-TOF foram avaliados e julgados a partir do score que apresentaram.
O espectrometro de massas MALDI-TOF s6 identifica até o género Salmonella, ndo tendo
uma acuracia boa para a predicdo de espécies (S. enterica e S. bongori), subespécies (I,
S. enterica subsp. enterica; 11, S. enterica subsp. salamae; 1lla, S. enterica subsp.

arizonae; 111b, S. enterica subsp. diarizonae; 1V, S. enterica subsp. houtenae; e VI, S.
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enterica subsp. indica) ou sorovares (Typhi, Typhimurium, Enteritidis, Gallinarum,
Infantis, + 2.600). As amostras com score igual ou maior do que 2.0 para o género foram

estocadas e consideradas elegiveis para envio para sequenciamento.

4.5 Diferenciacao de linhagens por RAPD

A selecdo das amostras para envio para sequenciamento ao JIFSAN levou em
consideracdo uma analise de todos os isolados de Salmonella obtidos a partir de cada
amostra de dgua por Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) (Madico et al.,
1995). A incorporacdo desta etapa de triagem contribuiu para tornar a selecdo das
amostras menos aleatdria, e deixar a cole¢do final a ser caracterizada abrangente e diversa.
Esta etapa do processamento das amostras foi majoritariamente realizada pela Dra. Ana
Paula de Souza da Silva, membro da equipe envolvida no projeto.

Para a realizagdo do RAPD, o DNA molde foi obtido por lise térmica (colonias
bacterianas frescas suspendidas em 200 pL de agua estéril foram levadas a fervura por 10
minutos), resfriadas em gelo por 5 min.

A reacdo de amplificagdo foi preparada com 2,5 pL do DNA template, 6 puL de
Master Mix Green (Promega), 20 pmol de cada primer (1247 e 1283; conforme indicado
no Quadro 2) e 50 mM de MgCl,. As condicdes de ciclagem foram estabelecidas em:
uma fase de desnaturagdo de 15 minutos a 95 °C; 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 36 °C
por 1 minutos e 72 °C por 30 segundos, referentes a desnaturacao da dupla fita de DNA
da amostra, hibridizacdo dos primers e sintese das fitas, respectivamente. Ao final, a
reagdo ¢ deixada por 10 minutos a 72 °C para uma extensao final.

Foram selecionadas para envio até 5 isolados de Sa/monella por amostra de agua,
priorizando aqueles que apresentavam diferentes padroes eletroforéticos por RAPD, ou,
na auséncia de divergéncia, aqueles provenientes de diferentes placas de isolamento em

meio diferencial seletivo.

Quadro 2 — Primers referentes a amplificacdo randomica de sequéncias gendmicas para
diferenciagdo de linhagens de Salmonella por (Madico et al., 1995)

Primer Sequéncia
1247 AAG AGC CC GT
1283 GCG ATC CCC A
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4.6 Preparo das amostras para sequenciamento e acesso as sequéncias

Os isolados bacterianos foram enviados ao FDA para sequenciamento e
cultivados em agar inclinado (Luria Bertani e Bacto Agar, Difco). Apds o envio, os
isolados foram reativados em agar de soja tripticase (TSA; Fisher Scientific Inc.,
Hampton, NH, EUA) e posteriormente transferidos para caldo de soja triptico (TSB;
Fisher Scientific Inc., Hampton, NH, EUA). A partir da cultura em TSB, o DNA dos
isolados foi extraido utilizando o kit Maxwell RSC Cultured Cells DNA Kit (Promega
Corporation, Madison, WI, EUA). Com o DNA extraido, foi preparada a biblioteca
gendmica em um equipamento de automacdo Sciclone G3 NGSx iQ Workstation
(PerkinElmer, Inc., Waltham, MA, EUA), empregando o kit de preparo de DNA Illumina
em conjunto com os indices UD de DNA/RNA da Illumina (Illumina Inc., San Diego,
CA, EUA). O sequenciamento foi realizado na plataforma NextSeq 2000 (Illumina, San
Diego, CA, EUA), utilizando os reagentes NextSeq 1000/2000 P2 (300 ciclos) (Illumina
Inc.) para gerar leituras paired-end de 150 pares de base (pb), conforme descrito em Chen
et al., 2024. As sequéncias foram depositadas em um banco de dados genético do NCBI,

com acesso disponivel nos BioProject PRINA186035 ¢ PRINA560080.

4.7 Montagem e analises genémicas

Para a identificacdo das espécies, subespécies, sorovares, genes de viruléncia,
mecanismos de resisténcia, SPIs e andlises filogenéticas, foi necessaria a montagem do
genoma completo sequenciado.

Para tanto, como tratamento preliminar dos dados, foi avaliada a qualidade das
sequéncias de leitura (reads) obtidas pelo sequenciamento, seguida de trimagem
(exclusao de partes com baixa qualidade e adaptadores) e nova avaliacdo da qualidade.
Com o genoma montado, as analises especificas foram realizadas no servidor do Instituto
de Microbiologia Paulo de Goes (IMPQG), através de softwares gratuitos, os quais estdo
depositados pelos desenvolvedores no GitHUB (https://github.com/) ou em sites de
acesso especificos. Uma visdo geral do que foi feito pode ser observada na Figura 8 ¢

estd detalhada nos topicos a seguir.

4.7.1 Curadoria de Qualidade

Primeiramente, foi realizada a analise da qualidade das reads brutas de cada

genoma geradas pelo sequenciamento. Para essa analise, foi utilizado o software FastQC,
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versdao 0.11.9 (https://github.com/s-andrews/FastQC; Andrews, 2010), o qual sintetiza

informacdes que dizem respeito aos dados gerados tal como a quantidade total de dados
gerados, o tamanho das sequéncias obtidas, se ha e onde se encontram possiveis
problemas de qualidade nas sequéncias, porcentagem de GC e duplicidade de reads, entre
outros fatores. Em seguida, as informagdes geradas para todas as amostras foram
visualizadas em conjunto no sofiware MultiqC, versdo 1.13 (acesso em
https://multiqc.info/; Ewels et al., 2016).

Genomas que apresentaram sequéncias com phred score (indice que atribui um
valor de qualidade para o sequenciamento de cada nucleotideo) abaixo de 30, assim como
a presenca de adaptadores utilizados no sequenciamento, indicaram a necessidade de
tratamento de qualidade antes de serem utilizadas nas analises. Outros parametros foram:
presenca de ruido nos primeiros e ultimos pares de base das sequéncias (Del Fabbro et
al., 2013). Para isso, foi usado o software Trimmomatic, versdao 0.39 (acesso em

https://github.com/usadellab/Trimmomatic; Bolger, Lohse, & Usadel, 2014).

Assim, através do Trimmomatic, foram removidos os adaptadores das
sequéncias das amostras, baseados nos moldes dos seguintes adaptadores utilizados no
sequenciamento por Illumina: NexteraPE-PE.fa; TruSeq2-PE.fa; TruSeq2-SE.fa;
TruSeq3-PE- 2.fa; TruSeq3-PE.fa; TruSeq3-SE.fa. A remocao dos adaptadores foi1 feita
com o seguinte comando: ILLUMINACLIP:adaptors.fa:2:30:10, onde “adaptors.fa” ¢ um
arquivo contendo todas as sequéncias nucleotidicas dos adaptadores em formato FASTA;
seguido de “2”, que define o niimero maximo de mismatches entre o adaptador e a
sequéncia para que ele seja removido; “30” indica que se houver uma sequéncia
complementar (palindromica) ao adaptador com qualidade maior do que 30, ela sera
removida; e “10” indica a correspondéncia minima entre o adaptador e a sequéncia, para
a sua remog¢ao. Além da remogao dos adaptadores, foram aplicados trés ajustes adicionais
para melhorar a qualidade das sequéncias: “LEADING:20”, para eliminar bases de baixa
qualidade no inicio da sequéncia (qualidade < 20); TRAILING:20”, para eliminar bases
de baixa qualidade no final da sequéncia (qualidade < 20); e “MINLEN:30”, para remover
sequéncias com menos de 30 nucleotideos.

Apos a trimagem, os dados foram novamente revisados quanto a problemas na
qualidade pelos mesmos softwares citados acima, para entdo serem utilizados na

montagem dos genomas como descrito a seguir


https://github.com/s-andrews/FastQC
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Figura 8 — Fluxograma da metodologia de bioinforméatica adotada neste estudo. Metodologia de bioinformética dividida em: (I) curadoria de qualidade
das sequéncias obtidas pelo sequenciamento; (II) montagem do genoma e anotacio dos genomas; (I1I) mapeamento de genes de viruléncia, resisténcia aos antimicrobianos
e grupos Inc de sequéncias plasmidiais, identificacdo de perfis clonais e identifica¢do dos sorovares de Salmonella sp.; (IVa) determinag@o dos core genes dos isolados e
busca por SNPs nos core genes, compilagdo de dados e SNPs de core genes, viruloma, resistoma, isolados representantes de complexos clonais, identidade de sorovares

e STs dos isolados em uma arvore filogenética de méaxima verossimilhanga; (IVb) identificacdo dos STs dos isolados de S. Saphra obtidos da plataforma
PathogenDetection, identificagdo de SNPs de core genoma e compilagdo de dados em uma arvore filogenética de maxima verossimilhanga.
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4.7.2 Montagem dos genomas

A montagem do genoma em contigs foi realizada através do software Unicycler,

versao 0.5.0 (acesso em https://github.com/rrwick/Unicycler; Wick et al., 2017). Com os

genomas montados, foi possivel a tipificacdo das amostras e pesquisa dos genes de
viruléncia, resisténcia e associados a grupos Inc, como especificado nos topicos a seguir.

A qualidade de montagem dos genomas foi feita com o sofiware Quast
(Mikheenko, 2018), onde genomas com baixa taxa de GC% (abaixo da faixa de 52%),
>100 contigs, baixo valor de N50 e alto valor de L50, foram investigados pela busca de
uma possivel contaminacdo na plataforma online BLASTn (acesso em

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov), e removidos da colecdo, se necessario.

4.7.3 Identificacao de sorovares in silico

A identificacdo taxonOmica de Salmonella foi feita através do uso de dois

softwares, SeqSero 2 versdo 1.2.1 (acesso em https://github.com/denglab/SeqSero2;

Zhang et al., 2019) que permite a identificacdo a nivel de sorovar, com base nas
sequéncias nucleotidicas dos genes codificantes para os antigenos de superficie. A

implementa¢do do software SISTR (acesso em https://github.com/phac-nml/sistr cmd;

Yoshida et al., 2016) foi feita para a confirmacdo de sorovares com identificagdo ndo
estabelecida, como sorovares com perfis antigénicos parecidos, como Albany e
Duesseldorf, Chincol e Emek, Molade e Wippra e Santiago ¢ Belem. O SISTR, além de
identificar a sequéncia nucleotidica dos genes, realiza uma andlise de cgMLST para
predi¢do mais precisa. A identificagdo dos sorovares pelos sofiwares € feita pela analise

do genoma completo de cada amostra em documento FASTA.

4.7.4 Exclusao de clones

Mesmo com o cuidado de envolver a técnica de RAPD na selecao de amostras
para sequenciamento, ndo foi possivel excluir a possibilidade de que amostras
apresentando um mesmo perfil clonal tenham sido enviadas para sequenciamento. Este ¢
um risco intrinseco na sele¢do de mais de uma colonia de Salmonella de uma mesma
amostra de agua. Dessa forma, para uma maior seguranca de que os dados apresentados
ndo incluissem colonias clonais amplificadas durante o processo de recuperacdo para

isolamento bacteriano de uma dada amostra de agua, foi realizada, através de anélise in
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silico, uma etapa de selecdo. Nela, foi mantida na cole¢do analisada apenas uma
representante de cada perfil clonal identificado por amostra de agua.

Tal analise foi feita a partir de dados sobre a variagio de Polimorfismos de Unico
Nucleotideo (SNPs) entre clusters de isolados € uma mesma amostra, determinados pela
plataforma PathogenDetection. Os isolados de uma mesma amostra de agua que

possuissem menos de 10 SNPs de variagdo no core genoma, foram considerados clonais.

4.7.5 Identificacio de genes de viruléncia

A pesquisa de genes de viruléncia foi realizada através de um banco de dados
disponibilizados pela plataforma Virulence Factors Database (VFDB; Chen et al., 2016),
uma base de dados que contém sequéncias de diversos genes de viruléncia de diferentes
microrganismos. Esta ampla referéncia ¢ interessante porque pode captar ndo somente
genes classicamente descritos em Salmonella, mas também outros adquiridos por
transferéncia horizontal, os quais sdo encontrados em algumas SPIs. Assim, foi possivel
investigar nas amostras a ocorréncia de genes comumente encontrados em outros
microrganismos, como Escherichia coli e Yersinia sp.. Para tal andlise foi utilizado o

software Abricate, versdo 1.0.0 (acesso em https:/github.com/tseemann/abricate;

Seemann, 2020), o qual utiliza o algoritmo de alinhamento entre sequéncias para a
comparacao entre as os genes providos pelo banco de dados especifico que se deseja
analisar (neste caso, 0 VFDB, com dezenas de genomas e sequéncias plasmidiais de cada
um de 32 géneros bacterianos) e o genoma fornecido. Nesta estratégia metodologica,
quando ¢ feita a comparagdo, caso a sequéncia seja identificada com um certo nivel de
identidade (possiveis mutacdes sdo levadas em consideragdo) e cobertura, tal genoma €
identificado como portador, ou ndo, do gene de viruléncia. O Abricate possibilita a
pesquisa por diversos genes de viruléncia em diversos genomas fornecidos

concomitantemente, 0 que minimiza o tempo de andlise.

4.7.6 Identificacao de mecanismos de resisténcia a antimicrobianos

A identificacdo de mecanismos associados a resisténcia a antimicrobianos, como
a presenga de genes de resisténcia e mutagdes em genes especificos, foi feita com o uso
de um banco de dados de genes de resisténcia disponibilizado pelo NCBI, no banco de

dados do AMRFinderPlus (Feldgarden et al., 2019). As mutacdes encontradas em genes
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envolvidos em mecanismos de resisténcia, foram observadas através da plataforma online
PathogenDetection, NCBI (acesso em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/).
A aquisicao dos genes de resisténcia também foi investigada através do software

Abricate, usando como referéncia o banco AMRFinderPlus.

4.7.7 Identificacao de sequéncias plasmidiais e genes de viruléncia e resisténcia

associados

A identificacdo de sequéncias plasmidiais contidas nos dados de sequenciamento
dos genomas, foi feita com base na busca por sequéncias nucleotidicas pareaveis com
sequéncias plasmidiais. O software utilizado foi o geNomad (Camargo et al., 2024). Apds
a analise, um arquivo em formato FASTA foi gerado, contendo todas as contigs associadas
a plasmideos. Foram buscadas sequéncias de grupos Inc nesses arquivos FASTA, para
que se pudesse rastrear contigs contendo sequéncias tipicamente plasmidiais. Para isso,
foi utilizado o software Abricate com o banco de dados do PlasmidFinder (Carattoli et al.,
2014). As contigs que apresentaram a ocorréncia de algum grupo Inc foram extraidas para
busca por genes de viruléncia e resisténcia associados, seguindo a mesma metodologia de

busca desses genes descrita acima (4.7.5 € 4.7.6).

4.7.8 Analise filogenética

A andlise filogenética permite, além da identificacdo de cepas clonais, a
identificacdo de sorovares filogeneticamente proximos dentro do género Salmonella,
como por exemplo a diferenciagdo de sorovares pertencentes a espécie Salmonella
bongori e dos sorovares das demais subespécies de Salmonella enterica, que ndo a
subespécie enterica. Essa andlise permite a avaliacdo da ocorréncia de diferentes
sorovares, ambientais ou ndo nos corpos d’agua em que as cepas isoladas foram
adquiridas, o que fornece material para possiveis estudos epidemioldgicos. Além disso,
pode ser abordada a perspectiva de disseminagao de plasmideos de viruléncia e resisténcia
a antimicrobianos.

Para as anélises filogenéticas, foram buscados nos genomas todos os genes
comuns entre os isolados, ou core genes, chamado de pan-genoma. Neste caso,
diferentemente do core genoma, ndo sdo incluidas sequéncias nao codificantes e outras

estruturas conservadas (regides intergénicas). E uma analise mais permissiva, que
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permite, ainda assim, observar divergéncias filogenéticas entre o0s sorovares,
considerando as variagdes gendmicas que esses apresentam.
Para tal anélise, os genomas foram anotados quanto ao seu contetido génico pelo

software Prokka, versdao 1.14.5 (acesso em https://github.com/tseemann/prokka;

Seemann, 2014). Os arquivos de anotagdao foram submetidos ao software Roary (acesso

em https://github.com/sanger-pathogens/Roary; Page et al., 2015), para calcular e alinhar

0 pan-genoma dos isolados. A partir dessa analise, um arquivo multi-FASTA, com o pan
genoma de todos os 308 isolados, foi submetido ao software snp-sites (acesso em

https://github.com/sanger-pathogens/snp-sites; Page ef al., 2016), para a busca por SNPs

no arquivo de pan-genomas, o que facilita a analise.
Apds a identificagdo dos SNPs no pan-genoma, o arquivo contendo o
alinhamento dos SNPs foi utilizado para montar uma arvore filogenética de maxima

verossimilhanga, pelo software 1Q-Tree (acesso em http://www.igtree.org/; (Nguyen et

al., 2015), versdo 2.3.6, no qual foi utilizado o modelo evolutivo TVM+F+ASC+R3,
predito pela fungdo Model Finder (MF) disponivel (Kalyaanamoorthy et al., 2017). A
arvore foi montada em 1000 bootstraps, pela funcao UltraFast Bootstrap (BB) disponivel
(Hoang et al., 2018). Por fim, a arvore filogenética foi inserida na ferramenta online de
visualiza¢do, anotacdo e gerenciamento de arvores filogenéticas, iTol (acesso em:
https://itol.embl.de/). A partir do 1Tol, foi gerada imagem da arvore filogenética das
amostras analisadas, em conjunto com os metadados de STs, bacia hidrografica de
obtencdo, genes de resisténcia e viruléncia.

Além da analise por SNPs, foi realizada a andalise de MLST das cepas
bacterianas, pela andlise dos genomas da colecao através da plataforma online Enterobase

(acesso em https://enterobase.warwick.ac.uk/). Os genomas podem ser acessados ao

buscar pelos BioProjects, nos filtros de busca, em que estdo inseridos. Ao acessar os
genomas nessa plataforma, foi possivel a montagem de uma arvore filogenética baseada
nos STs de cada, utilizando o programa GrapeTree (ndo € possivel inferir a versao do
programa; acesso em https://github.com/achtman- lab/GrapeTree).

Ainda, foi feita uma analise de SNPs de core genoma para os isolados de S.
Saphra e todos os genomas de S. Saphra disponiveis no NCBI. Para isso, os arquivos de
dados brutos (FASTQ) dos genomas utilizados nessa analise, buscados na plataforma
PathogenDetection, foram submetidos a identificagdo de SNPs de core

genoma pelo software Snippy, versao 4.6.0 (acesso em https://github.com/tseemann/snip

py), onde um genoma da nossa colegdo foi utilizado como referéncia para a busca dos
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SNPs. A construgdo da arvore seguiu os mesmos parametros da analise filogenética de
core genes, porém utilizando o modelo evolutivo TVM+F+I. A analise de MLST foi feita

com o software mlst, versao 2.23.0 (acesso em https://github.com/tseemann/mlst; com

uso de componentes de https://pubmlst.org/; Jolley & Maiden, 2010). Os genes de

resisténcia foram determinados pela plataforma PathogenDetection. Por fim, os dados

foram compilados na plataforma iTol para a visualiza¢do da arvore filogenética.

4.8 Avaliacdo de associacdo da ocorréncia de sorovares, genes de resisténcia e

plasmideos com bacias hidrograficas e atividade econdmica das regioes

O teste estatistico de Fisher e Odds Ratio (OR) com intervalo de confianca (IC)
de 95% foi utilizado para avaliar diferencas entre a ocorréncia de Salmonella nas
diferentes bacias hidrograficas. O teste de Fisher ¢ Qui-Quadrado foram utilizados para
avaliar associagoes de ocorréncia de Sa/monella com as diferentes atividades economicas
e niveis de urbanizagdo. p-valores abaixo (<) de 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Andlises estatisticas foram realizadas utilizando softwares Graphpad Prism,

versdo 9.5.1 e Past, versdao 4.17.
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S RESULTADOS

5.1 Caracterizacio dos pontos de coleta

De acordo com informacgdes fornecidas pelos colaboradores da PESAGRO e
observagdes realizadas in loco durante as coletas, dos 57 pontos em MPS, 28 sao
impactados por criacdo de gado, trés por criacdo de frangos de corte e cinco por
olericultura, sendo 46 deles em regides rurais, seis em semiurbanas e cinco em urbanas.
Para os 60 pontos em Pb, cinco sdo impactados por criagdo de gado, seis por frango de
corte e 39 por olericultura, sendo 32 em regides rurais, 19 semiurbanas e nove urbanas.
Todos os pontos foram caracterizados de acordo com o seu NU. Entretanto, alguns pontos
ndo aparentavam sofrer impacto de qualquer AE, enquanto em alguns casos, alguns
pontos sofriam impacto de duas AE. As caracteristicas e suas intersecdes estdo

representadas na Figura 9.

5.2 Obtencao de espécimes de agua

Um total de 313 amostras de agua foram coletadas e analisadas neste estudo. A
maior parte dos pontos (n = 65) foi alvo de trés coletas em momentos diferentes, mas
alguns foram acessados apenas uma (7 = 16) ou duas vezes (n = 23). Isso ocorreu com
pontos que, em uma dada campanha de coleta, estavam inacessiveis devido a bloqueios
da estrada por deslizamentos, seca do rio/riacho/cérrego, ndo autorizagdo para entrada na
propriedade ou aumento da mata no caminho para o ponto de coleta, ou no proprio ponto
de coleta. Alguns poucos pontos foram coletados quatro vezes (n = 14), por estarem
presentes em coletas piloto do projeto. Entre as 313 amostras de agua coletadas, 153
foram obtidas de MPS e 160 de Pb-

A partir do cultivo das 313 amostras coletadas foi verificada a ocorréncia de
Salmonella sp. em 181 amostras de ambas as bacias hidrograficas. A positividade foi
maior entre as amostras de MPS (64%, 98/153) do que nas amostras de Pb (52%, 83/160),
com uma diferenga significativa na ocorréncia de Sa/monella entre as bacias hidrograficas
analisadas (p-valor = 0,03). A presenga de Salmonella foi 1,65 vezes mais associada a
MPS, com um intervalo de confianga entre 1,05 ¢ 2,60 [Odds Ratio (OR) = 1,65, IC 95%:
1,05 — 2,60] (Figura 10).



58

0 5 10 15 20
0 0 — Gado e Frango
0 0 — Gado e Olericultura >
=
=
=
1 0 — Frango e Olericultura a
g
=
: g
0 0 — Gado =
(=]
g
=
1 0 — Frango g
=
55
13 5 — Olericultura —
10 9 — N/D
T T
B » &
Q,&"‘ S o
& F

“'J—

Niveis de Urbanizac¢io (NUs)

Figura 9 — Heatmap de caracterizagdo dos pontos de coleta de acordo com o impacto de
Atividades Econdmicas (AE) e Niveis de Urbanizacao (NU). Caracterizagio dos pontos de
coleta de acordo com o impacto sofrido pela NU e/ou AE proximas aos pontos de coleta. Eixo X indica os
NU, enquanto o eixo Y indica as AE individuais e AE combinadas, referentes a pontos de coleta impactados
por mais de uma AE. N/D indica a ndo descri¢do do impacto por AE.
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Figura 10 — Analise de ocorréncia de Salmonella em amostras de aguas superficiais (rios,
riachos e corregos) em dareas proximas a propriedades agropecudrias nas bacias
hidrograficas do Médio Paraiba do Sul (MPS) e Piabanha (Pb) do Rio de Janeiro. Colunas
cinzas se referem as amostras onde ndo foi possivel recuperar Salmonella Sp., enquanto as colunas

vermelhas se referem as amostras positivas para o cultivo de Salmonella sp.. O teste de Fisher foi utilizado;
p-valor =0,0304; OR = 1,65, IC 95%: 1,05 — 2,60.
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A distribuicao das amostras de agua obtidas nas duas bacias hidrograficas de
acordo com a AE e o NU do entorno dos pontos de coleta esta apresentada na Figura 11.
Na figura 11, o nimero de amostras a partir das quais foi possivel obter Salmonella foi
destacada com hachuras nas fatias representativas de cada categoria. A visualizagdao dos
dados apresentados sugere que no interior de cada bacia hidrografica a porcentagem de
amostras positivas ndo variou muito conforme AE ou NU.

Assim estratificada, a maior taxa de recuperagdo foi observada em &guas
impactadas por "Gado + Frango" (n = 9/10; 90% em MPS e n = 7/9; 77,7% em Pb). As
amostras impactadas apenas pela criacdo de gado apresentaram 61,4% (n = 35/57) de
ocorréncia de Salmonella em MPS, mas o microrganismo ndo foi recuperado de nenhuma
das amostras com esta caracteristica em Pb. Vale ressaltar que poucas amostras foram
coletadas em pontos impactados por essa AE em Pb. Em contraste, enquanto amostras
impactadas apenas pela criacdo de frango ndo foram coletadas em MPS, das quatro
coletadas em Pb sob esta influéncia direta, trés (75%) foram positivas para Salmonella.
Cerca de 40% das aguas proximas a propriedades com atividade de olericultura estavam
contaminadas com o microrganismo, mesmo considerando o diferente niimero de
propriedades com esta caracteristica amostrada em cada bacia (1 em 5 de MPS, 40%; e
40 entre 88 em Pb, 45,4%). As combinagdes de impactos "Gado + Olericultura" e "Frango
+ Olericultura" também estavam diferentemente representadas entre as bacias, mas
sempre com um numero de amostras relativamente pequeno. Com esta ressalva, foi
observada uma taxa de recuperacdo de Salmonella sob o impacto da combinacdo “Gado
+ Olericultura” de 87,5% (n =7/8) em MPS, e 33,3% (n = 1/3) em Pb. Ja a combinacao
dos efeitos “Frango + Olericultura” foi observada apenas em Pb, com 75% (n = 6/8) das
amostras contendo Salmonella. Amostras com atividade econdmica ndo definida (ND),
que refletem o conjunto das aguas que circulam e se conectam em cada regido tiveram
taxas semelhantes em ambas as bacias (n =45/72; 62,5% em MPS e n =26/46; 56,5% em
Pb).

Para explorar a relagdo entre cada AE e a ocorréncia de Salmonella, organizamos
os dados considerando diferentes combinagdes de efeitos (Gado + Frango, Gado +
Olericultura, e Frango + Olericultura) para ambos os critérios. A comparagdo dos
impactos (Gado, Frango, Olericultura e ND) nas duas bacias, em associagdo com a

ocorréncia de Salmonella, sugeriu diferencas entre as AE (p-valor = 0,01; > = 11,15).
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Figura 11 — Distribuicao de amostras de dgua de acordo com as Atividades Econdmicas (AE) e Niveis de Urbanizagdo (NU). (a e b) Distribuigdo das
amostras segundo AE em Médio Paraiba do Sul (MPS) e Piabanha (Pb); (c e d) Distribuicdo das amostras segundo o NU em MPS e Pb. Niimeros indicam o nimero de amostras
contemplado em cada critério. Fatias hachuradas correspondem as amostras que foram positivas para a deteccdo de Salmonella. Numeros apresentados fora dos graficos
referenciam o total de amostras representantes de cada categoria. Teste do ¥? foi utilizado nessas analises. p-valor = 0,01 e 4> = 11,15.N/D, Néo Descrito; SemiUrb, Semiurbano.
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Em seguida, comparando a ocorréncia de Salmonella entre as AE, foi
identificada uma diferenga entre o impacto de olericultura, em relagdo a frango (p-valor
=0,003) e gado (p-valor = 0,022). A ocorréncia de Salmonella em pontos impactados por
frango foi 4 vezes maior do que em pontos associados a olericultura (OR = 4; IC 95%:
1,52 — 10,53). Da mesma forma, a ocorréncia em areas impactadas por gado foi 2 vezes
maior em comparag¢dao com a olericultura (OR = 2; IC 95%: 1,12 — 3,55). Foi visto que
50% dos pontos impactados por olericultura foram positivos para a ocorréncia de
Salmonella. Outras comparacdes nao apresentaram diferengas consideraveis (Figura
12a). A mesma anélise foi conduzida para investigar a associacdo entre a ocorréncia de
Salmonella sp. e os NU de cada bacia hidrografica. Diferentemente das AE, ndo foi

observada qualquer associagdo entre a ocorréncia de Salmonella sp. e os NU (Figura
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Figura 12 — Andlise de associacao entre a ocorréncia de Salmonella sp. e o impacto das
atividades econdmicas (AE) e Niveis de Urbanizag¢do (NU). (a) Andlise de associagio entre a
ocorréncia de Salmonella sp. e o impacto das AE nos pontos de coleta. Colunas amarelas indicam impacto
por criacdo de gado, colunas vermelhas indicam impacto por criacdo de frango, colunas verdes indicam
impacto por olericultura e colunas cinza escuro indicam auséncia de impacto direto, refletindo a
contaminag¢do das dguas que circulam na regido. (b) Analise de associac@o entre a ocorréncia de
Salmonella sp. e o impacto dos NU nos pontos de coleta. Colunas ocre sindicam amostras de regides
rurais, colunas verde pastel indicam amostras de regides semiurbanas e colunas roxa pastel indicam
amostras de regides urbanas. Semi-Urb: Semi-Urbano; Teste exato de Fisher foi utilizado nessas analises.

**: p-valor =0.003; *: p-valor = 0.022.
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5.3 Montagem da colecio de estudo

Ao todo, 12.881 isolados bacterianos foram obtidos ao longo dos trés anos de
coleta e, no maximo, quatro visitas em cada bacia hidrografica. Destes, 2.367 foram
identificados como pertencentes ao género Salmonella sp. por MALDI-TOF MS. Todas
as amostras selecionadas para compor a colecao a ser caracterizada neste estudo seriam
sequenciadas e limitamos este nimero a um maximo de cinco isolados por amostra de
agua. Para tanto, selecionamos primariamente amostras que apresentassem diferentes
perfis de bandas na técnica de RAPD, entre os isolados provenientes de cada amostra de
agua. Quando o conjunto dos isolados de uma amostra de agua apresentavam menos de
cinco perfis, a complementacao do nimero a ser sequenciado foi alcancada pela selecio
de isolados com diferentes caracteristicas morfologicas de coldnia, ou que eram
provenientes de diferentes meios de enriquecimento seletivo (Rappaport-Vassiliadis ou
Tetrationato) e foram isoladas em diferentes placas de Agar SS ou Agar XLT-4. Assim,
625 isolados foram selecionados e enviados para sequenciamento. No entanto, 29
genomas nao foram publicados a tempo para serem processados e abordados nesse estudo
(19 de MPS e 10 de Pb), resultando em 596 genomas analisados.

Apds o sequenciamento dos genomas, a partir dos dados disponibilizados na
plataforma www.pathogendetection.com, foram selecionados 308 isolados como
representantes ndo clonais de suas respectivas amostras de dgua. A selecdo levou em
consideracdo sorovar e, para as pertencentes a um mesmo sorovar, a detec¢do de pelo
menos 10 SNPs de diferenca como marcadores de possivel diversidade. Isolados com
identidades gendomicas semelhantes obtidos de diferentes amostras de agua foram

mantidos no estudo.



63
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Figura 13 — Diagrama que ilustra, em valores numéricos, a representatividade da

obtencdo de isolados selecionada para o estudo. Cada esfera representa o contingente amostral de
isolados selecionados por cada técnica até a definigdo dos 308 que foram analisados.

5.4 Identificacdo dos isolados

Todos os isolados sequenciados foram confirmados como pertencentes ao género
Salmonella. A analise dos genomas permitiu identificar as amostras em nivel de espécie
e subespécie, sendo que 273 isolados foram identificados como S. enterica subespécie
enterica (I); cinco como S. enterica subespécie salamae (I1); sete como S. enterica
subespécie diarizonae (I111b); 22 como S. enterica subespécie houtenae (IV); e um como
S. enterica subespécie VII. Nenhum isolado foi identificado como sendo de S. bongori,
assim como nao foram identificados isolados pertencentes as subespécies arizonae (11la)
e indica (V1) de S. enterica.

Foram identificados 46 sorovares entre os 308 isolados de Salmonella. Desses
sorovares, apenas 15 tém mais de cinco isolados representados na colecdo, sendo eles:
Panama (n = 44); Newport (n = 43); Typhimurium (n =27); Saphra (n = 23); Carrau (n =
20); Infantis (n = 15); 1V 43:z4,z24:- (n = 15); Braenderup (n = 13); Santiago ou Belem
(n =9): Sandiego (n = 9); Jos (n = 8); Oranienburg (n =7); Oslo (n =7); Corvallis (n = 5);
e Il 42:r:- (n = 5). A ocorréncia de sorovares nas bacias hidrograficas do MPS e Pb estéo
apresentados na Figura 14 e os dados estratificados por subespécie na Tabela

Suplementar 1 dos Anexos.
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5.5 Ocorréncia de sorovares associada a bacia hidrografica

A ocorréncia de alguns sorovares aparenta estar associada com as bacias
hidrograficas. Todos os 23 isolados do sorovar Saphra, por exemplo, foram obtidos
apenas de MPS, assim como os isolados de Oslo (n = 7), Jos (n =7) e Il 42:r:- (n = 5).
Enquanto isso, cerca de 60% dos isolados de Panama (n = 26/44) e Newport (n = 28/43)

foram isolados a partir de amostras de agua de Pb (Figura 14).
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Figura 14 — Ocorréncia de sorovares nas bacias hidrograficas Médio Paraiba do Sul

(MPS) e Piabanha (Pb). (a) Ocorréncia de sorovares em MPS, onde colunas vermelhas indicam
sorovares que foram identificados apenas em MPS (b) Ocorréncia de sorovares em Pb, onde colunas
vermelhas indicam sorovares identificados apenas em Pb.
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Para investigar a correlagdo dos sorovares com dados relativos a AE e NU dos
pontos de coleta, foi realizada uma analise de correspondéncia (CA), integrando os dados
das diferentes bacias hidrograficas. Nela, os sorovares que foram identificados
exclusivamente ou majoritariamente em propriedades impactadas por uma dada AE
aparecem graficamente proximos a ela. Em contraste, sorovares mais ao centro do grafico
indicam uma distribuicdo mais uniforme, sendo encontrados nas AE em diferentes
proporgdes. Os sorovares Bovismorbificans (n = 3), 14,[5],12:1:- (n =2), Emek (n=1) e
Miami (n = 1) apresentaram uma maior associacdo com a producao de olericultura. J& os
sorovares Enteritidis (n =2), [ 4:b:-(n=1), [lIb35:r:z(n=1),1V 48:g,251:- (n=1) e IV
21:74,723:- (n = 1) apresentam uma maior correlacdo com as amostras impactadas pela
criagdo de gado. Os sorovares IIIb 38:(k):z35 (n = 2) e Isangi (n = 1) apresentaram uma
maior correlagdo com pontos impactados por frango. Sorovares como Panama (n = 44),
Infantis (n = 15), IV 43:z4,224:- (n = 15), Carrau (n = 20), Typhimurium (n = 27) e
Heidelberg (n = 3) apresentam uma distribui¢do mais uniforme entre as AE (Figura 15).

A andlise ilustra a aproximagdo entre os sorovares sobrerepresentados (Jos,
Saphra, Oranienburg e Sandiego) com pontos impactados por gado e frango, o que sugere
uma possivel associagdo entre a criacdo de animais com a ocorréncias desses sorovares.

A mesma analise foi feita para avaliar a correspondéncia entre os sorovares € 0s
NU. A maior associacao foi com pontos de coleta rurais, onde cerca de 20 sorovares,
como Enteritidis, Rubislaw, Abaetetuba, Jos, Isangi, Grumpensis, Saphra, Santiago ou
Belém, entre outros, apresentaram maior associa¢do. Essa maior associa¢do pode se dar
a grande representatividade de pontos de coleta rurais no desenho experimental do estudo,
0 que, inclusive, traz a zona de influéncia de “rural” para proximo do eixo central. Embora
alguns sorovares com menos de cinco isolados identificados (Emek, Albany e Soerenga)
foram recuperados em pontos de coleta urbanos, isolados do sorovar Corvallis (n = 5)
tiveram a ocorréncia inclinada para pontos urbanos. J4 os sorovares Kenctucky e Agona
(pouco representados) estiveram mais associados a pontos semiurbanos (Figura 16).

Os graficos de correspondéncia sdo uteis para a identificagdo de tendéncias, mas
precisam ser considerados com cuidado quando o numero de amostras obtidas sob cada
impacto (AE ou NU) diverge. Também, como o niimero de isolados representantes de
cada sorovar ¢ muito diverso, destacamos os que sdo mais representados na colegdo em
dourado. Todos os sorovares escritos em preto foram identificados apenas 1 a 4 vezes na
cole¢do, e sua vinculagdo muito proxima a uma AE ou NU pode ser também um fruto do

acaso.
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Figura 15 — Analise de correspondéncia (CA) entre sorovares com as diferentes atividades economicas (AE). Analise de CA entre os sorovares com as
diferentes AE que impactam os pontos de coleta onde as amostras de agua sdo coletadas. Pontos vermelhos indicam alguma AE (olericultura, frango ou gado). Pontos pretos
indicam a disposi¢do espacial dos sorovares no mapa. Sorovares e pontos dourados indicam sorovares que representam até 81,2% da coleg@o de estudo (5 isolados ou mais).

N/D, Nao Descrito.
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Figura 16 — Analise de correspondéncia (CA) entre sorovares com as diferentes Niveis de Urbanizagao (NUs). Analise de CA entre os sorovares com as
diferentes NUs dos pontos de coleta em que as amostras de dgua sdo coletadas. Pontos vermelhos indicam os NU (rural, semiurbano e urbano). Pontos pretos indicam a disposi¢ao
espacial dos sorovares no mapa. Sorovares e pontos dourados indicam sorovares que representam até 81,2% da colegdo de estudo (5 isolados ou mais).
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5.6 Sequence-Types de Salmonella sp. em MPS e Pb

Os 46 sorovares identificados nas amostras se distribuiram em 57 diferentes STs.
A maioria dos sorovares sao representados por apenas um ST, como o sorovar Saphra
(ST1604) e Panama (ST48). Entretanto, sorovares como Newport (ST45, ST2370 e
ST10982), Typhimurium (ST19 e ST313) e IV 43:24,z24:- (ST9482, ST9483 e ST9486)
apresentam mais de um ST, o que implica no maior nimero de STs do que sorovares
(Tabela 2).

Entre os trés STs vinculados ao sorovar Newport, ST45 (n =17), ST2370 (n =
25) e ST10982 (n = 1), os STs 45 e 2370, mais prevalentes, ndo apresentaram uma
distribuicdo proporcional entre as duas bacias hidrograficas (p valor = 0,0202), onde o
ST45 ocorreu 10 vezes em MPS e sete vezes em Pb, enquanto o ST2370 ocorreu cinco
vezes em MPS e 20 vezes em Pb. Para outros sorovares, como Oranienburg (ST23 e
ST124), Infantis (ST32 e ST1032), Sandiego (ST20 e ST126), Javiana (ST2783 e
ST4557), lIb 50:r:z (ST2374 e ST9869), IV 16:2z4,z32:- (ST9491 e ST10978), 1V
42:74,724:- (ST9482, ST9483 e ST9486) e IV 21:74,z23:- (ST9485 e ST9866) nao foi
possivel inferir uma correlagdo de um dado ST com bacia hidrogréfica especifica, devido

ao baixo numero amostral de cada ST.

Tabela 2 — Ocorréncia do Sequence Type (ST) de cada sorovar nas bacias hidrograficas
do Médio Paraiba do Sul (MPS) e Piabanha (Pb)

Sorovar* STs MPS Pb Total
Abaetetuba 2041 2 - 2
Agona 13 1 - 1
Albany 292 - 1 1
Bovismorbificans 150 3 3
Braenderup 22 5 8 13
Carrau 226 11 9 20
Emek 76 - 1 1
Corvallis 1541 3 2 5
Enteritidis 11 2 - 2
Grumpensis 751 - 1 1
Hadar 33 1 2 3
Heidelberg 15 - 3 3
| 4:b:- 10980 1 - 1
Il 42:r:- 1208 5 - 5
I11b 35:r:z 9865 1 - 1
I11b 38:(k):z35 4340 2 2
I11b 50:r:z 2374 - 1 1
I11b 50:r:z 9869 - 2 2
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Sorovar* STs MP Pb Total
b 61:1,v:z 9868 1 - 1
Infantis 32 5 7 12
Infantis 1032 1 2 3
Isangi 216 1 - 1
1V 16:24,224:- 10981 1 - 1
1V 16:24,232:- 9491 - 2 2
1V 16:24,232:- 10978 1 - 1
1V 21:24,223:- 9485 1 - 1
1V 21:24,223:- 9866 1 - 1
1V 43:24,224:- 9482 5 5 10
1V 43:24,224:- 9483 - 1 1
1V 43:24,224:- 9486 4 - 4
IV 48:9,251:- 10686 - 1 1
Javiana 2783 2 1 3
Javiana 4557 - 1 1
Jos 9867 8 - 8
Kentucky 198 - 1 1
Mbandaka 413 - 3 3
Miami 140 - 1 1
Minnesota 548 2 2 4
Molade 544 1 1 2
Newport 2370 5 20 25
Newport 45 10 7 17
Newport 10982 - 1 1
Oranienburg 23 - 3 3
Oranienburg 174 4 - 4
Oslo 1370 7 - 7
Panama 48 18 26 44
Rubislaw 1575 - 1 1
Saintpaul 50 - 2 2
Sandiego 20 5 2 7
Sandiego 126 2 - 2
Santiago ou Belem 9484 6 3 9
Saphra 1604 23 - 23
Schwarzengrund 96 2 1 3
Soerenga 1659 1 - 1
Typhimurium/I 4,[5],12:i:- 19 12 16 28
Typhimurium 313 1 - 1
VII 38:9,z51:- 9490 - 1 1

* Sorovares com mais de um ST estdo destacados em negrito
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5.7 Caracterizacio de grupos Inc plasmidiais identificados nos genomas dos

isolados

A andlise dos genomas montados permitiu encontrar sequéncias plasmidiais,
através da identificagao de grupos Inc em algumas contigs. Alguns isolados apresentaram
dois ou trés diferentes grupos Inc, sugerindo a coocorréncia de mais de um plasmideo.
Ao todo, foram encontrados 17 grupos Inc entre os isolados, sendo eles: IncFIB/IncFII
(n =34); Col440I (n =25); RepA 1 pKPC (n = 22); IncFII (n = 22); ColRNAI (n = 12);
Col440I1/ColRNALI (n = 10); IncA/C2 (n = 7); Col4401/Col44011 (n =7); ColpVC (n = 6);
IncR (n = 3); IncFIB (n = 2); Incll (n = 2); IncX4 (n = 2); IncFIC (n = 2); Incl (n = 2);
IncX1 (n = 1); IncFIC(FII) (n = 1); IncFIA (n = 1); Col440II (n = 1); Col(BS512) (n=1).
Alguns sorovares parecem ser mais receptivos para portar plasmideos, como sugere a
Tabela 3. A descrigdo da ocorréncia de cada grupo Inc ¢ feita na Tabela Suplementar 2
nos Anexos deste documento.

Em 113 dos 308 genomas amostrados foi possivel identificar sequéncias
contendo grupos Inc. Ao todo, 163 sequéncias tipicamente plasmidiais foram analisadas.
Isolados pertencentes a 13 sorovares apresentaram duas ou mais sequéncias plasmidiais
com caracteristicas diferentes, codificando, ou ndo, algum gene de viruléncia ou
resisténcia. Por exemplo, um isolado de S. Typhimurium (W022-37-1) apresentou duas
sequéncias plasmidiais, uma associada a IncFIB/IncFII e outra a IncFII, mas somente na
primeira foram identificados genes de viruléncia. Andlises complementares com énfase
na identidade destas sequéncias indicaram baixo grau de homologia, sugerindo que se
trata de sequéncias plasmidiais distintas. De forma parecida, foi observado em sequéncias
de um isolado de Corvallis (W006-66-1), trés sequéncias plasmidiais, sendo uma de
Col4401/Col440I1 e duas de Col440I, mas apenas em uma sequéncia de Col4401 foi
identificado um gene de resisténcia. O mesmo foi observado em outro isolado de
Corvallis (W254-21-1), que apresentava trés sequéncias associadas a Col4401, apenas
uma delas com gene de resisténcia.

Alguns isolados de S. Typhimurium apresentaram Sequéncias associadas a
IncFIB/IncFII e Col440I na amostra W022-37-1, enquanto as amostras W041-25-1 e
W275-12-1 apresentavam as sequéncias de IncFIB/IncFII e ColRNAI, onde sequéncias
de IncF carreavam genes de viruléncia e as de Col4401 e ColRNAI carreavam genes de

resisténcia. De forma parecida, isolados de Panama, Minnesota e Schwarzengrund
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apresentaram diferentes mecanismos de resisténcia associados a sequéncias com
diferentes grupos Inc numa mesma amostra.

A ocorréncia de alguns tipos plasmidiais, como IncFII e ColRNALI, foi diferente
nas bacias hidrograficas (Figura 17). Entretando, em geral, a prevaléncia de grupos Inc
em ambas as bacias foi similar. Ao todo 85 sequéncias plasmidiais ocorreram em MPS e
78 em Pb, ndo havendo diferenga neste critério entre as bacias hidrograficas (p-valor =

0,8573).
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Figura 17 — Ocorréncia de grupos Inc e prevaléncia de sequéncias plasmidiais nas
bacias hidrograficas do Médio Paraiba do Sul (MPS) e Piabanha (Pb). n: numero de vezes

que cada tipo Inc foi encontrado nos isolados de cada bacia hidrografica. Esferas vermelhas indicam a
ocorréncia de grupos Inc em MPS, enquanto quadrados cinzas indicam a ocorréncia de grupos Inc em Pb.
Teste exato de Fisher foi utilizado nessa analise. p-valor = 0,8573.

5.8 Caracterizacdo molecular de genes de viruléncia

A andlise de busca por genes de viruléncia e resisténcia foi realizada com os
genomas montados, considerando tanto contigs pertencentes aos genomas como contigs

identificadas como de origem plasmidial.



Tabela 3 — Ocorréncia de grupos Inc nos sorovares identificados neste estudo

zrioclag?;rupo Inc/n total do sorovar) Perfis de Grupos Inc identificados (n)

Typhimurium (27/27) IncFIB/IncFII (27), IncFlI (1), Col440I (1), ColRNAI (2), Col4401/Col440I11 (1)
Panama (18/44) RepA_1 pKPC (13), Col440I (4), Col44011/ColRNAI (3), IncR (3), Incll (1), IncFIC (2), IncX1 (1), IncFIC(FII) (1), IncFIA (1)
Santiago ou Belem (9/9) RepA_1 pKPC (1), IncFII (8), Col44011/ColRNAI (1)

Carrau (6/20) RepA_1 pKPC (2), Col440I (1), IncFII (3), Col44011/ColRNAI (1),
Jos (6/8) IncFII (6)

Corvallis (4/5) Col440I (7), Col4401/Col44011 (1)

Minnesota (4/4) Col4401 (3), IncA/C2 (4), ColpVC (1), Incll (1), Col(BS512) (1)
Heidelberg (3/3) Col4401 (1), ColRNAI (1), ColpVC (3), IncA/C2 (3),

Hadar (3/3) Col440I (3),

Javiana (3/4) IncFIB/IncFll (1), Incl (2)

Newport (3/43) Col440I (2), Col44011/ColRNAI (1), ColRNAI (1), ColpVC (1)
Oranienburg (3/7) Col44011/ColRNAI (3), ColRNAI (6),

IV 43:24,224 (2/15) IncFIB/IncFII (1), IncFIl (1)

Schwarzengrund (2/3) Col4401 (1), ColRNAI (1), ColpVC (1)

Oslo (2/7) RepA_1 pKPC (2)

Molade (2/2) Col440I (1), Col4401/Col44011 (2), Col44011 (1)

Infantis (2/15) IncX4 (2)

Enteritidis (2/2) IncFIB/IncFIl (2)

Abaetetuba (2/2) IncFIl (3), IncFIB (2), ColRNAI (1),

Sandiego (2/9) RepA_1_pKPC (2)

IV 21:24,223:- (1/2) IncFIB/Enchi (1),

IV 48:9,251:- (1/1) IncFIB/IncFII (1),

| 4,[5],12:i:- (1/2) IncFIB/IncFII (1),

Miami (1/1) RepA_1_pKPC (1)

Rubislaw (1/1) RepA_1_pKPC (1)

Soerenga (1/1) Col44011/ColRNAI (1)

Mbandaka (1/3) Col440I (1)

Isangi (1/1) Col4401/Col44011 (2)

* Foram contabilizadas as sequéncias Inc obtidas de diferentes isolados e sequéncias com identidades diferentes detectadas em um mesmo isolado
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Todos os 46 sorovares de Salmonella foram submetidos a pesquisa de 143 genes
de viruléncia. Alguns genes cromossomais sdo candnicos em Salmonella enterica,
geralmente inseridos em ilhas de patogenicidade de Sal/monella (SPIs) comuns entre os
sorovares. Estes incluem os operons invABCEFGHIJ, ssaCDEGHIJKLMNOPQRSTUV
spaOPQRS, prgHIJK e sipABCD, por exemplo. Embora sejam genes candnicos, algumas
células podem perder esses genes ou as ilhas gendmicas a ele associadas. Isso foi
observado no isolado W039-35-1, do sorovar Heidelberg, que ndo apresenta qualquer
gene associado a SPI-1, ilha de patogenicidade relacionada com o processo de adesdo e
invasdo das células hospedeiras (operons inv, prg, sic, spa, org € sip) no genoma
montado.

Outros genes de viruléncia ndo estdo em ilhas de patogenicidade mas sdo mais
especificos de algum sorovar, ou estdo inseridos em EGMs associados a certos sorovares,
como os operons de genes spvBCR (reponsaveis por despolimerizagdo da actina,
supressdao de processos inflamatérios e regulagdo dos outros genes, respectivamente) e
pefABCD (formam uma fimbria que permite a adesao as células epiteliais) inseridos em
plasmideos de viruléncia IncFIB/IncFII. Neste trabalho, estes foram encontrados nos
isolados de S. Enteritidis (n = 2/2), S. Typhimurium (n = 26/27) e da varicdo monofasica
de S. Typhimurium, I 4,[5],12:1:- (n = 1/2). Dois isolados, um de Typhimurium (W004-
32-1) eum de I 4,[5],12:1:- (W047-28-1) tinham em seus genomas os operons pef e spv,
mas nossas analises ndo os vicularam a sequéncias plasmidiais.

Por outro lado, um outro isolado de I 4,[5],12:1:- que continha uma sequéncia
plasmidial IncFIB/IncFIl, carreava, também, o gene rck (associado a protecao da
Salmonella contra o killing do sistema complemento). Ainda, yopJ/yopP (um sistema de
secrecdo do tipo III de Yersinia sp.) foi encontrado em sequéncias ligadas a IncFII, em
todos os isolados de Santiago ou Belem (z = 9). E importante destacar que nenhum gene
de viruléncia foi encontrado em plasmideos que nao possuam replicons de IncF.

O gene sspH|1, tipicamente associado ao profago Gifsy-3 e codificante de uma
E3 ubiquitina ligase que suprime a resposta imunoldgica via ubiquitinacdo, foi
identificado em uma sequéncia plasmidial de IncFIB/IncFIl em IV 48:2,z51:-. um sorovar
da subespécie houtenae. Embora esse isolado tenha apresentado esse gene em uma
sequéncia plasmidial, ele esta presente no cromossoma de outros sorovares da subespécie
enterica, subespécie houtenae (IV 16:z4,224:-, IV 16:z4,232:- e 1V 43:z4,724:-) ¢
subespécie VII (VII 38:g,z51:-).



74

Também foi observada a ocorréncia do operon spvBCR em todos os 3 isolados
de IV 16:z4,232:-. Curiosamente, esse operon, incomum nessa subespécie, ndo foi
associado a nenhuma contig claramente plasmidial nestes isolados. Contudo,
considerando que a ocorréncia desse gene € associada a plasmideos em sorovares da
subespécie I, ndo ¢ possivel inferir, com os dados que dispomos, se tal operon, nestes
isolados do sorovar IV 16:z4,7z32:-, ¢ em outro casos peculiares, encontram-se no
cromossomo ou em alguma sequéncia plasmidial ndo reconhecida pela estratégia
metodoldgica adotada no projeto.

Para apresentar os genes de viruléncia identificados nos diferentes sorovares foi
construido um Heatmap (Figura 18) no qual os genes comuns a todos os isolados ndo
foram incluidos. Tal visualiza¢do evidencia que isolados de um mesmo sorovar em geral
apresentam perfis de viruléncia semelhantes ou com poucas diferencas.

A associacdo entre os genes de viruléncia e os sorovares reflete a proximidade
que os sorovares t€m entre si. Ao analisar a influéncia da abundancia de genes de
viruléncia especificos entre os sorovares, ¢ possivel observar a formacao de grupos que
partilham dos mesmos mecanismos de viruléncia, e reconhecer sorovares ou isolados que
se distanciam, formando grupos diversos (Figura 19).

Nesta analise, por exemplo, o isolado de S. Heidelberg sem os genes da SPI-1
influenciou o distanciamento de Heidelberg dos demais sorovares da subespécie I.
Sorovares como Typhimurium, sua variante monofasica I 4,[5],12:i:- e Enteritidis, que
carreiam os operons spv € pef e possuem um repertorio de genes de viruléncia mais rico,
também se distinguem das demais amostras. Da mesma forma, sorovares de subespécies
ndo enterica ndo se associam com outros sorovares, ou se associam apenas entre si,
evidenciando os diferentes rumos evolutivos refletidos na aquisi¢ao e perdas de genes de
viruléncia entre as subespécies. Genes que ocorreram em mais de 90% dos isolados foram
desconsiderados nas andlises comparativas com énfase em viruléncia, sendo incluidos
apenas 57 (Figura 18 e Figura 19). Para a andlise de clusterizagdao (Figura 19) foi
estabelecido um ponto de corte de similaridade nos padrdes de associagdo (75%) entre

sorovar e viruléncia, para melhor visualizagdo desses padroes.
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Figura 18 — Heatmap da ocorréncia de genes de viruléncia que variam entre os sorovares. A escala de ocorréncia de 57 genes de viruléncia varia de 0 a 1, onde 1 representa a
ocorréncia em todos os isolados daquele sorovar, enquanto valores abaixo de 1 representam a ocorréncia ndo tdo abundante daquele gene para com o sorovar. Para esta analise foram excluidos

os genes comuns entre todos os isolados.
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Figura 19 — Clusterizacao de sorovares com base nos genes de viruléncia, por analise de

redes. Esferas vermelhas indicam a disposi¢io dos sorovares no mapa. O tamanho das esferas é
proporcional a quantidade de interagdes entre sorovares. As linhas representam as associagdes, sendo mais
espessas para associagdes fortes e mais finas para associagdes mais fracas. O indice de similaridade aplicado
foi Bray-Curtis, e o algoritmo de visualizac¢do utilizado foi Fruchterman-Reingold.

5.9 Caracterizacdo molecular de genes de resisténcia a antimicrobianos

A ocorréncia de alguns genes de resisténcia também estd associada a EGMs. Ao
todo foram identificados nas amostras 15 genes de resisténcia tipicamente adquiridos por
transferéncia horizontal, associados a sete classes de antimicrobianos: aminoglicosideos
(aadAl, aadA2, aph(3')-la, aph(3")-1b e aph(6)-ld); B-lactamicos (blacmy-2, blarem-1 €
blarem-135); fenicois (floR); fosfomicina (fosA47), trimetoprim (dfrA); sulfonamidas (sull
e sul2); quinolonas (qnrB19 e gnrS1); e tetraciclinas (tet(4), tet(B) e tet(C)). Além destes,

foram encontradas mutagdes em genes intrinsecos associadas a resisténcia, em gyr4, na
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posicdo S83F da girase, proteina alvo de quinolonas; ¢ em ramR, na posicao T18P do
regulador transcricional RamR.). Esses mecanismos de resisténcia ocorreram em 18
sorovares, como ilutrado na Figura 20.

De maneira geral, a maior parte dos genes de resisténcia foi identicada em mais
de um sorovar, mas em alguns casos parece haver uma correlagdo com os sorovares, como
o gene blacuy.2 ocorrendo em todos os isolados de Minnesota (rn = 4) e Heidelberg (n =
3); e todos os isolados de Saphra (n = 23) apresentando o gene fosA47. Além disso, alguns
genes como sul2, tet(4), aph(3")-Ib e aph(6)-1d ocorreram de forma combinada nos
sorovares Panama, Schwarzengrund e Typhimurium, o que sugere que possam estar em
algum plasmideo. De fato, em dois isolados de Typhimurium (n = 2/27), este conjunto de
genes foi identificado vinculado a uma sequéncia plasmidial com marcador Inc ColRNAI.
Sequéncias IncA/C2 foram associadas a sul2, tet(A) nos sorovares Minesota (n = 4/4) e
Heidelberg (n= 3/3); e todas as 11 ocorréncias do gene gnrB19, mesmo em diferentes
sorovares, foram associadas a Col440l. A distribuicdo dos genes de resisténcia em
sequéncias Inc, bem como de genes sem vinculagdo a Inc especificos, detectada nos
diferentes sorovares, estd descrita na Tabela 4. Contigs com marcadores Inc ColpVC,
Col44011, Incll, RepA 1 pKPC, IncX4, Col(BS512), IncFIA e Incl ndo foram
identificadas como carreadoras de genes de resisténcia a antimicrobianos neste trabalho.

No que diz respeito a ocorréncia nas duas bacias hidrograficas, gene blacuy-2
considerado critico por conferir resisténcia a cefalosporinas de terceira geragdo, e
mutagdes em gyrA, ocorreram principalmente em isolados obtidos em amostras de dgua
de Pb. Contudo, isolados MDR foram identificados nas duas bacias: representantes dos
sorovares Albany, Heidelberg, Infantis, Minnesota, Schwarzengrund e Typhimurium em Pb
e dos sorovares Minnesota e Panama em MPS. A descri¢do dos genes de resisténcia
identificados em isolados de diferentes sorovares, bem como as AE e NU a eles

associadas, estdo apresentados na Tabela 5.
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Figura 20 — Heatmap de ocorréncia de genes de resisténcia aos antimicrobianos em cada sorovar. No eixo Y, estdo listados os sorovares juntamente com o
numero de isolados que foram caracterizados neste estudo. A escala de ocorréncia varia de 0 a 1, onde 1 indica a presenga do gene em todos os isolados daquele sorovar (100%),
enquanto valores inferiores a 1 representam a ocorréncia proporcional do gene no respectivo sorovar.
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Tabela 4 — Genes de resisténcia associados a sequéncias plasmidiais com grupo Inc e sorovares em que foram detectados*

Sorovares Col4401 IncA/C2 ColRNAI IncX1 IncFIC(FII) IncR IncFIC
Minnesota gnrB19 sul2, tet(A) - - - - -
Typhimurium gnrB19 - aph(3")-1Ib, aph(6)-1d, sul2, tet(A) - - - -
Panama gnrB19 - - blaTEM-135, tet(A) floR, tet(A) blaTEM-1 floR, tet(A)
Heidelberg - sul2, tet(A) - - - - -
Hadar gnrB19 - - - - - -
Corvallis qnrB19 - - - - - -
Newport qnrB19 - - - - - -
Schwarzengrund gnrB19 - aph(3")-1Ib, aph(6)-Id, sul2, tet(A) - - - -

* Todos os genes apontados relativos aos respectivos grupos Inc estavam em uma mesma contig.

Tabela 5 — Distribui¢do dos genes de resisténcia aos antimicrobianos nos isolados caracterizados de acordo com a bacia hidrografica e atividade
econdmica

Sorovar (n)* Genes associados®® Bacia Hidrografica/NU* AE®
Agona (1) fosA7 MPS/Semiurb -
Albany (1) aadAl, tet(C), dfrA, sull, gyrA_S83F Pb/Urbano -
Corvallis (1) gnrB19 Pb/Rural Olericultura
Corvallis (1) agnrB19 Pb/Urbano -
Corvallis (1) agnrB19 MPS/Rural Gado
Corvallis (2) anrB19 MPS/Urbano -
Grumpensis (1) fosA7 Pb/Rural -
Hadar (1) anrB19, aph(3")-1b, aph(6)-Id, tet(A) Pb/Rural Olericultura

Hadar (1) anrB19 Pb/Urbano Olericultura



80

Sorovar (n)*

Genes associados®®

Bacia Hidrografica/NU*

AE®

Hadar (1)

Heidelberg (1)
Heidelberg (1)
Heidelberg (1)

I 4,[5],12:i:- (1)
| 4,[5],12:i:- (1)

Infantis (1)
Infantis (2)

Isangi (1)

Minnesota (1)
Minnesota (1)
Minnesota (1)
Minnesota (1)

Molade (1)
Molade (1)

Newport (1)
Newport (1)

Oranienburg (1)
Oranienburg (1)
Oranienburg (1)
Oranienburg (1)

Panama (1)
Panama (1)
Panama (1)

gnrB19, aph(3")-Ib, aph(6)-Id, tet(A)

sul2, tet(A), blacwy-2, fosA7, gyrA_S83F
sul2, tet(A), blacwy-2, fosA7, gyrA_S83F
sul2, tet(A), blacwy-2, fosA7, gyrA_S83F

tet(B), aadA2, dfrA,
tet(B), aadA2, dfrA,

ramR_T18P
blarem-1, floR, tet(A)

anrB19

anrB19, sul2, tet(A), blacwy-2, aph(3')-la,
anrB19, sul2, tet(A), blacwy-2, aph(3")-la,, aadAl
gnrB19, sul2, tet(A), blacwmy-2

gnrB19, sul2, tet(A), blacwy-2, aph(3")-la,, aadAl

anrB19, fosA7
anrB19, fosA7

anrB19
anrB19

fosA7
fosA7
fosA7
fosA7

anrB19, blarem1, floR, tet(A), gnrS1
anrB19, blarem1, floR, tet(A), qnrS1,
gnrB19, blatem-135. test(A), floR, aph(3'")-Ib, aph(6)-1d, sul2, dfrA

MPS/Rural

Pb/Rural
Pb/Rural
Pb/Semiurb

Pb/Rural
Pb/Semiurb

Pb/Rural
Pb/Rural

MPS/Rural

Pb/Rural
MPS/Rural
Pb/Urbano
MPS/Rural

MPS/Rural
Pb/Semiurb

MPS/Rural
MPS/Semiurb

MPS/Rural
MPS/Rural
MPS/Urbano
MPS/Semiurb

MPS/Rural
MPS/Rural
MPS/Semiurb

Gado, Frango
Olericultura

Olericultura
Olericultura

Gado, Frango
Olericultura

Gado, Frango

Gado

Gado, Frango
Gado

Gado

Gado, Frango
Gado
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Sorovar (n)* Genes associados?® Bacia Hidrografica/NU* AE®
Panama (1) blarem-1, floR, tet(A), qnrS1 MPS/Urbano -
Sandiego (1) fosA7 Pb/Rural Olericultura
Sandiego (1) fosA7 Pb/Semiurb Olericultura
Sandiego (1) fosA7 MPS/Rural Gado, Frango
Sandiego (2) fosA7 MPS/Rural Gado
Sandiego (1) fosA7 MPS/Rural -
Sandiego (1) fosA7 MPS/Rural Gado, Olericultura
Saphra (11) fosA7 MPS/Rural Gado
Saphra (4) fosA7 MPS/Rural Gado, Olericultura
Saphra (2) fosA7 MPS/Rural Gado, Frango
Saphra (5) fosA7 MPS/Rural -

Saphra (1) fosA7 MPS/Semiurb -
Schwarzengrund (1) gnrB19 Pb/Rural -
Schwarzengrund (1)  gnrB19, aph(3'")-Ib, aph(6)-Id, sul2, tet(A), MPS/Rural Gado, Frango
Schwarzengrund (1) gnrB19 MPS/Rural Gado
Typhimurium (1) anrB19 MPS/Rural -
Typhimurium (1) aph(3')-1b, aph(6)-1d, sul2, tet(A) Pb/Rural Gado, Olericultura
Typhimurium (1) aph(3')-1b, aph(6)-1d, sul2, tet(A) Pb/Semiurb Frango, Olericultura
Typhimurium (1) aadA2, dfrA, tet(B) Pb/Rural Olericultura

' Ntimero de isolados com os marcadores e caracteristicas descritos; > Genes ou conjuntos de genes sublinhados foram identificados em uma mesma contig associada & alguma
sequéncia plasmidial neste trabalho; > Genes ou conjunto de genes em negrito foram identificados em sequéncias Inc detectadas no respectivo sorovar; * NU: Nivel de
Urbanizag¢do, Rural: indica que a amostra foi coleta de uma regido com auséncia de populacdo ou presenca de uma propriedade agropecudria, Semiurbano: indica uma regiao
com baixa densidade demografica, mas que ha permanéncia de uma pequena populagio, e Urbano: indica uma regido com a presenca de uma comunidade densa; ° AE:
Atividade Econdmica desenvolvida na proximidade do corpo d’agua de onde foi coletada a amostra; - : auséncia de AE reconhecida representa a contaminacao das aguas que
circulam na regido sob influéncias diversas.
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Também foi avaliado se os isolados resistentes a antimicrobianos, ou o0s
portadores de genes adquiridos estariam mais relacionados a alguma AE especifica.
Contudo, observamos que, mesmo estratificada por AE, a taxa de recuperacao de isolados
resistentes a algum antimicrobiano variou entre 20 e 33%; a recuperacdo de isolados
carreando genes adquiridos de resisténcia a antimicrobianos (excluimos aqui as mutagdes
e genes fosA7) variou entre 10 e 12%; e a de recuperagao de isolados com dois ou mais
genes de resisténcia adquiridos, de 5 a 10%. Assim, proporcionalmente, ndo houve
diferencas importantes observadas, indicando que a ocorréncia de resisténcia a
antimicrobianos ndo esteve associada a nenhuma AE especifica (Tabela 5 ¢ Tabela 6).
Considerando os dados em conjunto, pode-se de dizer que, do total de isolados de
Salmonella caracterizados, 24,7% carreavam algum gene de resisténcia; 11,6%
carreavam algum gene adquirido e 7,7% carreavam dois ou mais genes adquiridos, sendo
que as duas Ultimas categorias estdo associadas a plasmideos. Isolados com mais de dois
genes adquiridos de resisténcia estiveram concentrados nos sorovares Albany (n = 1/1),
Hadar (n=2/3), Heidelberg (n=3/3), Minnesota (n=4/4), Panama (n=4/4),
Schwarzengrund (n=1/3), e Typhimurium (n=3/4) e sua variante monofésica I

4,[51,12:1:- (n=2/2).

Tabela 6 — Associacdo da ocorréncia de mecanismos de resisténcia com as diferentes
atividades econdmicas associadas as amostras de 4gua coletadas

NuUmero de isolados

Atividade

econdmica Tof[al macrg:éz?g: de Carrequo genes Carreando .2.ou mais
obtido resisténcia (%) adquiridos (%) genes adquiridos (%)

Gado 102 35 (33,3%) 11 (10,7%) 6 (5,8%)

Frango 45 10 (22,2%) 5(11,1%) 4 (8,8%)

Olericultura 89 18 (20,2%) 11 (12,3%) 9 (10,1%)

N/D 124 26 (20,9%) 15 (12,1%) 9 (7,2%)

Total * 360 89 (24,7%) 42 (11,6%) 28 (7,7%)

* O total ndo reflete a soma dos isolados em cada categoria, pois aqueles obtidos sob impacto de mais de
uma AE foram computados em cada uma das respectivas categorias.

5.10 Filogenia por Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)

A fim de visualizar os dados obtidos com os isolados organizados numa

perspectiva molecular detalhada, estes foram analisados de acordo com polimorfismos de
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l6cus tnicos no core genes (cgSNPs). Para verificar a acuracia da analise em agrupar os
isolados correspondendo aos seus respectivos clados de sorovares, subespécies ou
espécie, foram incluidos seis genomas de referéncia, sendo eles: S. bongori NCTC12419
(GCF_000252995.1); S. Typhimurium LT2 (GCF _000006945.2); S. enterica subsp.
salamae RSE09 (GCF 003994635.1); S. enterica subsp. diarizonae MZ0080
(GCF_002211965.1); S. enterica subsp. houtenae CVM24399 (GCF_016454305.1); e
S. enterica subsp. VII SGSC3121 (GCA_018338515.1). Esta analise foi capaz de separar
os isolados de subespécies diferentes, como € possivel observar o agrupamento de
isolados de cada subespécie em diferentes clados, assim como separar os isolados
conforme seus sorovares. A analise foi capaz, inclusive, de identificar o perfil polifilético
entre os isolados de Newport, onde os isolados do ST45, ST2370 e ST10982, foram
agrupados em subclados do sorovar. Da mesma forma, a profundidade da anélise permitiu
elucidar o perfil parafilético de Oranienburg, esse flanqueando o sorovar
Schwarzengrund.

A integragdo da filogenia com os dados obtidos em outras analises realizadas
neste documento, permite uma visdo geral da ocorréncia e distribuicdo de genes de
resisténcia e viruléncia nos sorovares e nas bacias hidrograficas analisadas. Entendemos
que na versao impressa deste documento pode ndo ser possivel identificar o nome dos
sorovares ou 0s genes de resisténcia que correspondem a cada quadro; contudo, recursos
de aproximagdo podem ser utilizados na versdo digital desta dissertacdo para acesso a
todos os metadados ali descritos (Figura 21).

Nesta anélise, os isolados de Saphra chamaram ateng@o por apresentarem, sem
excecoes, o gene fosA7, pertencerem todos ao mesmo ST (ST1604) e serem todos obtidos
da mesma bacia hidrografica (MPS). Dadas estas particularidades, uma analise mais
profunda foi realizada com o objetivo de responder se a ocorréncia desse gene ¢
caracteristica desse sorovar, se ele possui diferentes STs e se a sua ocorréncia estd
associada a amostras de 4gua/ambientais. Para isso, foram selecionados sequenciamentos
por short reads (illumina) de isolados do sorovar Saphra a partir da plataforma
PathogenDetection. Foram identificados 98 sequenciamentos, onde 38 sdo amostras do
Brasil (amostras coletadas no presente estudo), 1 do Canada, 1 da Irlanda, 3 do México,
7 do Reino Unido (UK) e 37 dos Estados Unidos da América (USA) e 10 ndo tinham
dados de pais/regido/localizacao de obtencdo. Ao todo, 42 amostras eram ambientais (38
de 4gua deste estudo), 1 de animal, 37 de humanos, 8 de alimentos e 9 ndo tinham dados

de isolamento. Das 98 amostras disponiveis na plataforma PathogenDetection, 7 ndo
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foram incluidas no estudo, pois nao tinham o nimero de acesso (codigo SRR ou ERR)
que permitisse o download dos genomas. Além dessas, 13 amostras da nossa cole¢do ndo
foram incluidas, pois foram removidas na etapa de remocao de clones, restando apenas
24 amostras nao clonais da propria cole¢dao de estudo. Como nao foi possivel encontrar
um genoma de referéncia para este sorovar, uma amostra do Rio de Janeiro foi definida
como a de referéncia para a andlise (Figura 22).

Foram identificados quatro STs (ST1604, ST2310, ST5947 e ST10885)
associados ao sorovar Saphra. Isolados de STs diferentes se agruparam em clados
diferentes. O gene fosA7 foi encontrado apenas nos isolados do ST1604 (37), sem
excegoes. A ocorréncia desse ST, entretanto, ndo aparentou ter qualquer relagcdo com a
localizagao onde foi isolado ou com a origem da amostra, o que sugere que o gene fosA7
¢ caracteristico do ST1604 e ndo esta correlacionado com localiza¢do e origem da

amostra.
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Figura 21 — Arvore filogenética
de SNPs de core genes integrada

a metadados. Na arvore estio
representados 314 genomas (seis
referéncias e 308 genomas da colegdo
de estudo). Roétulos iniciados em “W”,
apo6s os nodos da arvore indicam o
nome dos isolados na colegdo de estudo.
Os intervalos contendo nomes de
sorovares indicam quais isolados
pertencem aquele sorovar. Seis cepas
controles, com nomes marcados em
laranja, foram inseridas na &rvore

(NCTC12419, SGSC3121,
CVM24399, MZ0080, RSE09 e
TyphimuriumLT2) para maior

confianca na topologia da arvore.
Numeros em amarelo, apos a
classificagdo dos sorovares indicam o
ST do isolado. Na faixa de MPS/Pb,
esferas preenchidas em turquesa
indicam ocorréncia em MPS, enquanto
esferas vazias indicam ocorréncia em
Pb. A presenca ou auséncia dos genes de
resisténcia esta destacada nos espagos
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Figura 22 — Arvore filogenética de SNPs de genoma completo de isolados de Salmonella

Saphra. Ao todo 78 isolados de sorovar Saphra foram obtidos de localizagdes geograficas e tipo amostral
diferentes. Cddigos iniciados em SRR ou ERR indicam o numero de acesso aos genomas dos isolados.
Codigos numéricos em laranja indicam o ST dos isolados. Siglas em cinza indicam o pais de origem.
Quadrados vermelhos indicam a presenca (preenchido) ou auséncia (vazio) do gene fosA7 no genoma da
amostra. Esferas cinzas preenchidas indicam a origem da amostra em que foi obtido o isolado de S. Saphra.
STs: Sequence Types. N/D: Nao Descrito. USA: United States of America. UK: United Kingdom.
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6 DISCUSSAO

A proposta inicial deste trabalho foi investigar a ocorréncia de bactérias do
género Salmonella em éaguas superficiais de duas regides que produzem alimentos no
Estado do Rio de Janeiro. Nos ambientes agropecudrios amostrados, a ocorréncia de
Salmonella em corpos d’agua se justifica tanto pela presenca de animais silvestres em
areas de baixa urbanizacdo quanto pela criacdo intensiva de animais, como bovinos e
aves. Adicionalmente, o uso de fertilizantes organicos — possivelmente tendo em sua
composi¢ao camas de aviarios e residuos animais — pode levar bactérias vidveis ao solo,
que a irrigacdo e as chuvas podem arrastar para corpos hidricos. Esse percurso, do solo
para a agua, aumenta o risco de contaminacdo de fontes utilizadas para recreacdo,
producdo animal/irrigacdo e abastecimento, ressaltando a importancia do conceito “Uma
S6 Saude” e a necessidade de vigilancia continua na qualidade da 4gua (Levantesi et al.,
2012; Liu, Whitehouse, & Li, 2018; Z. Chen et al., 2024).

Numa comparacao entre as regides amostradas, a prevaléncia de Sa/monella foi
maior na regido do MPS do que na do Pb. Isto, a principio, ¢ curioso, porque em MPS
havia mais areas sem atividade econdmica visivelmente proximas aos pontos de coleta.
Contudo, nesta regido, muitos pontos estavam conectados com pastagens, onde animais
livres podem ser a fonte de contaminacao das dguas. Por outro lado, na bacia do Pb havia
mais produ¢do de frango e areas dedicadas a olericultura. De fato, nossas andlises
apontaram que a producdo de frango, isoladamente ou combinada a outras atividades,
esteve mais associada a contaminagao das dguas por Sa/monella, seguida da producdo de
gado, do que areas sem AE proxima visivel (mesmo em dguas que sabidamente passam
por varias propriedades rurais ativas), ou a atividade de olericultura. Este fato pode estar
relacionado a uma possivel descarga de residuos das granjas nas dguas, o que ocorre
menos no caso da criacao de gado, uma vez que a produg@o costuma ser menos intensiva
e espalhada em uma grande area. Vale ressaltar que, embora areas proximas a plantagdes
ndo tenham sido associadas a uma maior ocorréncia de Salmonella, o microrganismo foi
identificado em 50% das amostras de 4gua coletadas nestas areas.

Quanto ao nivel de urbanizacao, observou-se a recuperagdo de Salmonella de
todos os contextos avaliados (rural, semi-urbano e urbano), com um certo destaque para
as areas rurais da bacia do MPS, o que pode ser devido ao grande numero de amostras
proximos a areas de pastagem nestas areas. Quanto a variedade de sorovares obtidos, em

ambas as bacias foram identificados cerca de 30 diferentes sorovares, tendo 15 sido
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exclusivamente identificados em MPS. Contudo quando verificada a distribui¢do dos
sorovares segundo o NU, observou-se que areas rurais concentram uma maior diversidade
de sovares do que areas urbanas e semiurbanas, ainda que grande parte dos sorovares mais
representados na colegao tenham sido recuperados de todos os tipos de AE e NU. Ao todo,
cerca de 80% dos isolados da colecdo foram representados por apenas 15 sorovares —
entre eles, Panama (n = 44), Newport (n = 43), Typhimurium (n = 27), Saphra (n = 23),
Carrau (n = 20), Infantis (n = 15), IV 43:z4,z24:- (n = 15) e Braenderup (n = 13) —, um
fendmeno que foi similar entre MPS e Pb.

A maior diversidade de sorovares em 4reas rurais pode se justificar pela maior
presenca de diferentes animais, incluindo animais silvestres. Muitos sorovares detectados
apenas em areas rurais eram de outras subespécies que ndo S. entérica subsp entérica.
Aqui, vale um destaque para a abordagem metodologica adotada neste projeto, em que se
partiu de um grande niimero de colonias tipicas, seguido de identificacdo e triagem por
RAPD para envio ao sequenciamento. Estudos com outros desenhos, como os de
Topalcengiz et al. (2017) e Chevez et al. (2024), ao utilizarem a triagem por PCR (gene
invA) seguida de sorotipagem de um Unico isolado representativo por amostra, relataram
baixas ocorréncias de Salmonella em lagoas de irrigacdo na Florida e Georgia (EUA)
(6,81% e 4,81%, respectivamente). Ja Callahan e colaboradores (2019), aplicaram uma
metodologia mais versatil nas 46 amostras de 4gua coletadas de 24 pontos de coleta ao
longo de 4 rios da costa de Maryland, onde trabalharam com mais de um isolado por
amostra de agua para identificagdo e caracterizagdo, identificaram a presenca de
Salmonella em 65% das amostras avaliadas, em que 157 isolados tiveram o sorovar
identificado, levando a identificagdo de 18 sorovares. Aplicar critérios na selecdo de
isolados evidencia como a metodologia pode influenciar a percep¢do da diversidade
epidemioldgica.

De fato, os resultados deste estudo demonstram como a metodologia adotada
permitiu uma analise detalhada da epidemiologia dos sorovares de Salmonella nas
respectivas regides. A capacidade da metodologia em capturar a diversidade ¢ evidenciada
pela abundancia de sorovares e representantes clonais nas amostras de dgua. Por exemplo,
nas amostras W0038 e W0047, todos os 5 isolados obtidos pertenciam a sorovares
diferentes (Panama, Typhimurium, Santiago, Belem, Carrau e 1V 43:z4,7z24:- na W0038;
e Newport, Typhimurium, I 4,[5],12:1:-, Carrau e 1V 43:z4,z24:- na W0047). Em outras
amostras, diferentes isolados de um mesmo sorovar com mais de 10 SNPs de diferenca

no core genoma, foram mantidos nesse estudo. Foi o que ocorreu na amostra W245 (3
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isolados de Saphra, 1 de Panama e 1 de Schwarzengrund) e W252 (3 isolados de Saphra,
1 de Panama e 1 de Carrau), entre outras.

A realizagdo de estudos epidemiologicos sobre Salmonella é essencial devido a
grande diversidade desse género e seu potencial de causar surtos associados a alimentos
contaminados. Diversos estudos evidenciaram a relagdo de surtos de salmonelose
causados por S. Newport com o consumo de produtos agricolas irrigados com agua
contaminada. Por exemplo, surtos nos EUA foram associados ao consumo de tomates em
2005 (Greene et al., 2008), pepinos em 2014 (Angelo et al., 2015) e cebolas entre 2016 ¢
2019 (McCormic et al., 2022). Nos casos dos tomates ¢ cebolas, a contaminagdo foi
diretamente ligada ao uso de 4gua contaminada na irrigagdo (McCormic et al., 2022). No
primeiro estudo citado, uma cepa (PFGE JJIPX01.0061) foi identificada como persistente
em pocos de irrigacdo de plantios de tomates na regido de Delmarva, onde essa mesma
cepa esteve associada a um surto pelo consumo de pepinos produzidos nessa mesma
regido. No caso do surto ocorrido em 2014 devido ao consumo de pepinos contaminados
(Angelo et al., 2015), a origem exata da contamina¢@o nao foi identificada, sugerindo
possiveis falhas no manejo dos produtos.

A influéncia de Salmonella em alimentos que dispensam cozimento também foi
observada em surtos relacionados ao consumo de melancias produzidas no Brasil e
exportadas para seis paises europeus (Inglaterra, Pais de Gales, Irlanda do Norte, Escocia,
Irlanda e Alemanha) em 2014 (Byrne ef al., 2014). Esses dados refor¢am o potencial do
patdgeno em causar surtos associados a alimentos de origem ndo animal, especialmente
quando contaminados por agua de irrigacao inadequada. A contaminagao da dgua, por sua
vez, estd frequentemente ligada a atividades agropecudrias, como também evidenciado
no estudo de McCormic et al. (2022), que associou a contaminacdo de cebolas a
proximidade de criagdes de bovinos. Da mesma forma, a contaminac¢do de um rio urbano
com esgoto doméstico e escoamento de residuos agricolas e de pastagem de bovinos, no
nordeste brasileiro, foi relatada por Ceballos et al. (2003). Foram encontrados isolados de
Salmonella em todos os 7 pontos de coleta nesse rio, onde a maior frequéncia foi em
pontos impactados por esgoto doméstico e escoamento de residuos agropecuarios. Entre
os 141 isolados, foram identificados os sorovares Hadar, Anatum, Newport, Florian e
Saintpane (Ceballos et al., 2003).

Essa conexdo entre dgua contaminada e surtos ¢ corroborada pelos dados de
nosso estudo, que identificou Salmonella Newport como um dos sorovares mais

frequentes em aguas superficiais de regides agropecuarias. Nao ¢ possivel afirmar,
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contudo, se a ocorréncia de Salmonella nestes locais ¢ uma consequéncia da atividade ali
realizada ou reflete outras atividades a montante e apenas representa um risco para os
vegetais irrigados com estas dguas. De qualquer forma, nossos resultados sugerem que S.
Newport ¢ relativamente comum em aguas superficiais em areas agricolas no estado do
Rio de Janeiro, o que inspira atengdo para a qualidade da agua utilizada na producgao de
vegetais que ndo serdo submetidos a tratamento térmico antes de seu consumo.

Entretanto, ¢ importante ter ciéncia que a ocorréncia de Salmonella em
ambientes aquaticos pode ndo estar ligada a fontes de contaminagdo proximas ou
facilmente rastredveis. Essa situacdo ¢ ilustrada por um surto de Salmonella Enteritidis
na Croacia em 2014, associado ao consumo direto de dgua subterranea contaminada. A
fonte de agua estava localizada em uma éarea com intensa atividade agricola, onde
residuos animais eram usados como fertilizantes, ¢ residéncias que nao estavam
conectadas ao sistema de esgoto central contribuiam para a contaminagdo. O surto
coincidiu com o periodo de fertilizacdo e chuvas intensas (>250 L/m?), que levaram ao
escoamento de residuos agricolas e esgoto para a fonte de agua (Kovaci¢, Huljev, & Susic,
2017). Esse caso refor¢a a importancia de monitorar a qualidade da 4gua em regides
agricolas, especialmente considerando sorovares capazes de causar infeccdes em
humanos (Mkangara, 2023).

Neste trabalho, em locais influenciados pela criacdo de frangos, foram
encontrados isolados de Salmonella Typhimurium, Panama, Braenderup, Newport,
Infantis, Oranienburg e outros 15 sorovares. J4 em pontos impactados por olericultura, os
sorovares mais prevalentes foram Newport, Panama, Typhimurium, Infantis e
Braenderup, entre outros 19 sorovares. Somando os dois cenarios, os sorovares Newport
(n=21), Panama (n=18) e Typhimurium (n=17) destacaram-se como o0s mais
frequentes. Esses achados estdo alinhados com estudos anteriores, que relatam a
prevaléncia de Newport e Typhimurium em amostras de agua de pogos de irrigacao e
lavagem e camas de aviarios (Levantesi et al., 2012; Gu 2019). No entanto, uma maior
ocorréncia de Salmonella Panama nao tem sido comum em estudos com esta énfase em
outras regides, o que ressalta a singularidade dos dados aqui apresentados.

Outra caracteristica interessante na epidemiologia dos sorovares nestas bacias
hidrograficas do Rio de Janeiro, foi a frequente deteccdo de isolados de Salmonella
Saphra apenas em MPS, regido essa com maior impacto da criagdo de gado. Poucos
estudos dedicados a Salmonella abordam o sorovar Saphra. Isso que pode ser um reflexo

de sua menor prevaléncia ou do fato de ndo ter sido recentemente associado a surtos
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importantes de gastroenterites em paises que realizam e publicam este monitoramento.
As andlises gendmicas desse sorovar da nossa cole¢do, em conjunto com 0s genomas
obtidos no PathogenDetection evidenciam que, de todos os 97 genomas de Saphra
publicados, 38 eram genomas da colecao de amostras do nosso grupo. A respeito dos
demais genomas publicados, 36 eram dos EUA, sete eram do Reino Unido, dois do
México, um do Canadé, um da Irlanda (a grande maioria dos isolados obtidos de humanos
e de alimentos) e 8 ndo tinham dados relativos a geolocalizagdo de obtencao dos isolados.
A analise por STs da epidemiologia de Salmonella facilita a compreensao da
ocorréncia de linhagens de sorovares geograficamente. O conhecimento sobre a
endemicidade de determinado ST, em uma dada regido, facilita estudos de rastreio desse
patogeno. A ocorréncia do ST19 de Typhimurium neste estudo ndo surpreende, visto que
este ¢ o ST mais comum e recorrente deste sorovar (Achtman et al., 2012; Seribelli et al.,
2021). Entretanto, um dos isolados de Typhimurium que caracterizamos foi identificado
como do ST313, conhecido por causar infecgdes mais invasivas e inflamatdrias em
individuos imunocomprometidos, caracteristico em surtos endémicos da Africa sub
saariana (Okoro et al., 2015). O isolado no Rio de Janeiro foi obtido de uma amostra de
agua de uma regido urbana em MPS, sem impactos por AE; mas, no que diz respeito a
viruléncia, ndo identificamos nenhuma diferenca neste isolado em comparacao aos
demais isolados de Typhimurium pertencentes ao ST19. Contudo, com foco no mesmo
questionamento, Seribelli e colaboradores. (2021), verificaram, através de andlises de
RNAseq, uma maior expressao dos genes de viruléncia sopD2, pipB e ssaS em isolados
de ST313, quando comparada a expressao dos mesmos genes em isolados do ST19.
Alguns sorovares sdo conhecidos pelo seu carater polifilético, onde a
sorotipagem nao ¢ sensivel o suficiente para detectar diferencas gendmicas entre os
isolados de um mesmo sorovar, que pode apresentar diferentes perfis génicos e, inclusive,
ndo compartilharem de um mesmo ancestral comum. Essa caracteristica dificulta a
rastreabilidade desses isolados uma vez que podem apresentar 0 mesmo sorovar, mas
terem hospedeiros prioritarios, causar diferentes infeccdes e estarem associados a
diferentes geolocalizagdes (Yin et al., 2020). Sorovares como Newport, Saintpaul e
Kentucky sdo citados como alguns dos principais sorovares polifiléticos de Salmonella
(Worley et al.,2018; Yin et al., 2020) e foram identificados neste trabalho. Embora devido
a baixa representatividade de Kentucky (apenas um isolado obtido) e Saintpaul (dois
isolados pertencentes ao mesmo ST) ndo foi possivel evidenciar um perfil polifilético,

onde o sorovar Newport, com 43 isolados, esteve vinculado a trés STs (1 isolado de
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ST10982, 25 isolados de ST2370 e 17 isolados de ST45). Nosso estudo evidenciou uma
organizac¢do dos isolados de Newport em diferentes ramos da arvore filogenética, mas
ainda assim compartilhando o mesmo ancestral comum. Também ¢ possivel observar um
perfil parafilético entre os isolados do sorovar Oranienburg, onde quatro isolados do
ST174 se agrupam em um ramo intercalado com isolados do sorovar Schwarzengrund (3
isolados), separando os demais trés isolados do ST23 de Oranienburg em outro ramo da
arvore, neste caso inclusive com diferentes marcadores de resisténcia a antimicrobianos.
Esse fenomeno de parafilia € visto por Worley ef al. (2018) com o sorovar Saintpaul.
Embora a analise realizada ndo tenha produzido evidéncias sobre a ocorréncia de outros
grupos polifiléticos e parafiléticos, alguns grupos apresentaram divergéncias substanciais
nos core genes entre os isolados de diferentes STs de um mesmo sorovar, como o0s
sorovares Javiana, Sandiego e IV 43:z4,724:-, onde os isolados de diferentes STs ainda
pertenciam ao mesmo clado, mas se distribuiam em diferentes ramos, demonstrando
divergéncias evolutivas nos core genes. Sorovares monofiléticos, como Infantis e
Typhimurium, apresentaram uma distribuicdo mais uniforme na arvore filogenética,
mesmo tendo apresentado mais de um STs de cada sorovar. O mesmo foi observado para
os isolados do sorovar Panama, que estdo todos vinculados ao ST48.

Essa possibilidade de ocorréncia de sorovares polifiléticos associados a
diferentes geolocalizacdes € vista em Newport, onde entre os trés STs de Newport que
foram encontrados na nossa cole¢ao; o ST10982 ocorreu uma tnica vez; o ST45 ocorreu
em proporcdes similares em ambas as bacias hidrograficas, e o ST2370 ocorreu quatro
vezes mais em Pb, indicando que esse ST tem uma maior correlagdo com essa bacia. Nao
houve nenhuma outra correlagdo de STs especificos com bacias hidrograficas, com
excecdo de Newport.

Outro aspecto da diversidade dos sorovares ¢ refletido na aquisi¢do e
transferéncia de genes associados a plasmideos. Diversos tipos de plasmideos sdo
conhecidos em géneros da familia Enterobacteriaceae, como Salmonella (Carattoli,
2009), o que reflete a plasticidade genotipica desses individuos em adquirir material
genético exdgeno (McMillan et al., 2020). Entre os 308 isolados com genomas
sequenciados, em 113 foi possivel identificar, nos genomas montados, sequéncias
nucleotidicas com identidade plasmidial associada a algum grupo de incompatibilidade
(Inc). Nessas sequéncias havia genes de viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos
associados. Foram encontrados 17 grupos Inc nestas amostras, onde alguns ocorreram em

conjunto nas mesmas contigs, como IncFIB/IncFII, Col440II/ColRNAI e
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Col4401/Col440I1. A deteccao de mais um gene relacionado a diferentes sistemas de
replicagdo em um mesmo plasmideo ndo ¢ um fendmeno comum, e sequenciamentos
baseados em long reads serdo necessarios para confirmar se ocorreu um fenomeno de
cointegracdo, ou se a detec¢ao dos dois marcadores Inc numa mesma contig pode ser
consequéncia de um artificio de montagem de plasmideos. Sabe-se que plasmideos tipo
Col sdo pequenos (cerca de 10 kb) e normalmente estdo em multiplas copias na célula
bacteriana (Novick, 1987; Ares-Arroyo, Rocha & Gonzalez-Zorn, 2021). Um estudo
recente propds uma estrutura com grandes areas de homologia entre Col440I1 e ColRNAI,
(Miller et al, 2020) o que suporta a hipotese de que seriam diferentes plasmideos e nao
um Unico plasmideo com dois sistemas Rep.

Neste estudo também observamos que mais de 30 isolados apresentaram duas
ou mais contigs identificadas como sequéncia plasmidial, o que pode ser interpretado
como mais de um plasmideo por célula. Em muitos casos estas sequéncias estavam
vinculadas a diferentes genes de resisténcia ou viruléncia. No entanto, seguindo os dados
da literatura, ndo foi encontrada nenhuma sequéncia plasmidial contendo, na mesma
contig, genes de viruléncia e resisténcia.

Um total de 38 isolados, com representantes de cinco sorovares (Typhimurium
e sua variante monofasica, Enteritidis, Santiago ou Belem e IV 48:g,z51:-) apresentaram
algum replicon de IncF contendo genes de viruléncia (operons spvBCR, pefABCD, rck,
yopJ/yopP e sspH1). Na literatura, replicons de IncF (IncFIB/IncFII) sdo frequentemente
descritos como plasmideos de viruléncia por sua associacdo com os operons spvBCR e
pefABCD (Silva et al., 2017; McMillan et al., 2020). Neste trabalho, isolados de
S. Typhimurium (27) e S. Enteritidis (2) apresentaram, quase todos, sequéncias
plasmidiais de replicons de IncF contendo os mesmos operons. Apenas um isolado de
Typhimurium (W004-32-1) apresentou a sequéncia plasmidial de IncFIB/IncFII sem
nenhum gene associado, embora os operons mencionados tenham sido encontrados no
genoma montado desse isolado. Essa falha pode ser atribuida a um erro na identificagdo
de sequéncias plasmidiais. Considerando a qualidade da montagem do genoma, é possivel
que o software geNomad nao tenha identificado com acuracia as sequéncias plasmidiais
contendo os operons.

Contudo, o gene rck (relacionado a resisténcia ao killing do sistema
complemento), foi encontrado neste trabalho em wuma sequéncia plasmidial
IncFIB/IncFIl, contendo os operons spvBCR e pefABCD, apenas em S. Typhimurium
monofasica (I 4,[5],12:i:-) (Koczerka ef al., 2021). Ainda, os genes yopJ/yopP (um
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sistema de secre¢do do tipo III) que normalmente ocorrem em plasmideos IncF de
Yersinia (Villa et al., 2010), foram identificados em sequéncias plasmidiais IncF de 8/9
isolados de Santiago ou Belem (todos isolados em locais e momentos diferentes).

Ja o gene sspHI (relacionado a supressdo da resposta imunoldgica via
ubiquitinagdo), comumente associado a profagos Gifsy-3 (Kropinski et al., 2007), foi
identificado em um plasmideo de S. IV 48:g,z51:-. A identificacdo desse gene em uma
sequéncia plasmidial pode também ser um indicativo no erro de processamento dos dados
genomicos pelo software geNomad, assim como um indicativo de inser¢ao desse gene de
profago na sequéncia plasmidial.

Além dos genes adquiridos, a presenca de uma ilha de alta patogenicidade de
Yersinia (High Pathogenicity Island, HPI), contendo os genes fyud, irpl, irp2 e o operon
vbtAEPQSTUX, em todos os isolados de quatro sorovares da subespécie diarizonae, bem
como nos sorovares Heidelberg, Miami e em trés dos quatro isolados de Minnesota,
sugere que essa HPI conferiu vantagens adaptativas ao longo do processo evolutivo de
Salmonella, permitindo sua manutengao integra nesses sorovares. Genes associados a HPI
também foram identificados em cerca de 60% dos genomas de 175 isolados de
S. Heidelberg obtidos no Brasil entre 1968 e 2018 e disponiveis na base de dados do
NCBI, caracterizados no estudo feito por dos Santos e colaboradores (2021). No trabalho,
os autores relatam que entre 775 isolados pertencentes a 41 sorovares, genes tipicos da
HPI foram identificados apenas no sorovar Heidelberg (dos Santos ef al., 2021). J& no
estudo de Oelschlaeger et al. (2003), 74 isolados de Salmonella foram testados para a
presenca de HPI, onde a ocorréncia dessa ilha de patogenicidade foi vista apenas em 1/9
1solado da subespécie arizonae, todos os 11 isolados da subespécie diarizonae e 2/8
isolados da subespécie indica (Oelschlaeger et al., 2003). A HPI também foi identificada
em 80/134 isolados, em sequéncias plasmidiais associadas ao grupo IncA/C2, de
Salmonella Minnesota, obtidas de diferentes fontes e geolocalizagcdes do mundo (dos
Santos et al., 2024), assim como no cromossoma de 45/107 isolados, também de
diferentes fontes e geolocaliza¢des (Kipper et al., 2020). Neste sentido, o presente
trabalho traz novos dados, pois, além da ocorréncia de HPI em Sa/monella ter sido pouco
documentada em Heidelberg, Minnesota e na subespécie diarizonae, ndo hé relatos sobre
a ocorréncia no sorovar Miami.

Algumas SPIs sdo quase universais entre os sorovares, como SPI-1 e 2 (Hensel,
2004), entretanto, a ocorréncia de todos os genes que as compoe nao ¢ mandatoria, sendo

sujeita a delecdes e perdas de genes ali contidos, ou até mesmo de todos os genes da ilha
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inteira, como o que possivelmente ocorreu com o isolado W039-35-1 de Heidelberg, onde
a SPI-1 ndo esta codificada no genoma montado do isolado. A perda dessa ilha poderia
refletir na perda de patogénese desse isolado (Diard et al., 2013), visto que genes ali
contidos como os do operon inv, prg, sipABCD (translocases) e gene sptP (desfaz a
remodelagdo da actina), essenciais para o processo de invasao da célula hospedeira, estao
ausentes no genoma. De todos os genes da SPI-1 ausentes nesse isolado, apenas o gene
avrA4 (inativagdo de vias pro6 inflamatdrias por NF-«B e indugdo da apoptose) (Lou ef al.,
2019) foi encontrado.

E possivel ver que alguns genes de ilhas candnicas de todos os sorovares nio
necessariamente estardo presentes em todos os isolados, como observado nos estudos de
Gan et al. (2011), que indicaram que os genes avr4, sptP e sifB estao ausentes ou ocorrem
em baixa frequéncia em sorovares de subespécies ndo enterica. A auséncia desses genes
pode refletir na sua baixa infecciosidade em hospedeiros humanos. Dessa forma, a
evolucdo do viruloma dessas subespécies pode corresponder a adaptacao dessas, também,
a microbiota dos seus hospedeiros. Como descrito na revisdo de Lamas e colaboradores
(2018), ha casos de infecgdes por subespécies ndo enterica em humanos, mas sdo casos
isolados, onde o individuo acometido pela infeccdo apresenta, na maioria das vezes,
alguma imunodepressdo, doenca prévia, idade avancada ou € recém-nascido.

Na perspectiva dos genes de resisténcia aos antimicrobianos, 16 genes
adquiridos, capazes de conferir resisténcia a seis classes de antimicrobianos foram
identificados nos isolados caracterizados: tetraciclinas (tet(4), tet(B) e tet(C); 19/80,
23,7%) aminoglicosideos (aadAl, aadA2, aph(3")-Ib ¢ aph(6)-1d; 16/80, 20%); B-
lactamicos (blarem-1, blarem-135 € blacmy.2; 13/80, 16,2%), sulfonamidas (sull e sul2;
12/80, 15%), quinolonas (gnrB19; 11/80, 13,7%); fenicois (floR; 6/80, 7,5%) e
trimetoprim (dfr4; 3/80, 3,7%). A maior parte deles estava codificada em sequéncias
plasmidiais; mas tet(B) e tet(C), aadAl, aadA2, blacmy-2, gnrS1, fos e dfrA nao foram
identificados em contigs contento marcadores de grupos Inc. Para muitos destes genes
com provavel ocorréncia em EGMs, serd possivel a investigacdo desses casos com a
realizagdo de sequenciamentos por long-reads. Ainda, identificamos a presenca de fosA47
(n=41), intrinseco em alguns sorovares, € mutacdes em genes gyrd (n=4) e ramR
(n=1), as quais afetam a atividade de fosfomicina, fluoroquinolonas e betalactamicos,
como sera discutido mais adiante.

Entre os genes de resisténcia mais frequentemente descritos nos isolados esta

tet(A); que foi identificado em 6 sorovares (Panama, Minnesota, Heidelberg,
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Typhimurium, Hadar e Schwarzengrud) em combinagdo com diferentes genes de
resisténcia vinculados a diversos grupos Inc. O gene fet(B) foi identificado somente na
variante monofésica de S. Typhymurium (I 4,[5],12:1:-). O uso de tetraciclinas por mais
de 50 anos na producao animal, pode ter levado a contaminagdo do ambiente com estas
moléculas, mantendo-as na forma original ou parcialmente degradadas no solo por longos
periodos de tempo, oferecendo pressdo seletiva a bactérias que ali circulam (Zhu Wang,
Li, Wang, & Li, 2024). Martins e colaboradores, inclusive, evidenciaram muitos e
diversos genes de resisténcia a tetraciclina em Plesiomonas shigelloides isoladas de
tilapias cultivadas em pequenas propriedades no Estado do Rio de Janeiro (Martins et al.,
2019). De fato, genes tet(A4) e tet(B) sdo amplamente distribuidos em elementos genéticos
que circulam entre géneros da familia Enterobacteriaceae (Roberts, 2005) e ndo ¢
surpreendente que sejam identificados em bactérias isoladas deste contexto.

Além disso, o gene gnrB esteve associado a plasmideos Col4401 em sete
sorovares (Corvallis, Hadar, Minnesota, Newport, Panama, Schwarzengrund e
Typhimurium), assim como ocorreu em contigs que ndo foram classificadas como
plasmidiais pelo geNomad (Isangi e Molade). A presenca de genes gnrB em isolados
relacionados a agricultura no Brasil ja foi relatada em diversos contextos (Rabello ef al.,
2020). Outros estudos focados especificamente em Sal/monella no Brasil também
evidenciaram esta ocorréncia no género (Monte ef al., 2019; Monte ef al., 2021; Braga et
al., 2023). Assim como a ocorréncia do gene em Col440I também foi observada
(Akinyemi et al., 2023; Aworh et al., 2024). O gene gnrS foi identificado somente em S.
Panama e ndo foi possivel estabelecer sua relagdo com nenhuma Inc especifica ou
sequéncia plasmidial nesse trabalho.

Quanto aos genes codificadores de B-lactamase, o gene blareu-135 ocorreu apenas
em sequéncias plasmidiais de Panama, em IncX1; e blareu-; esteve associado a sequéncias
IncR em outros isolados de S. Panama, juntamente com genes floR e tet(A) em sequéncias
IncFIC. Curiosamente, ainda que ndo tenha sido possivel identificar os marcadores Inc
em S. Infantis, estes mesmos genes da combinagao IncR e IncFIC foram identificados em
dois isolados deste sorovar. A este respeito, uma analise simples de hibridagdo entre as
contigs contendo marcadores Inc e genes de resisténcia identificadas em S. Panama e as
contigs contendo apenas os genes de resisténcia em S. Infantis sugere que os mesmos
plasmideos IncX e IncR podem estar em S. infantis. Plasmideos IncX1 sdo conjugativos,
mas tém esta funcionalidade normalmente reprimida, e contém entre 30 e 50 kb (Johnson

et al., 2012). Zhang e colaboradores, em um estudo que envolveu bancos de dados
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diversos, identificou que S. enterica e E. coli sao importantes carreadores de plasmideos
IncX1, muitos carreando blaresiz (X.-Z. Zhang et al., 2018). J& IncR, plasmideos,
descritos originalmente em Klebsiella e S. Montevideo, ndo s3o conjugativos por nao
conterem genes fra ou uma relaxase, mas podem ser mobilizados (McMillan et al., 2020).
Segundo MacMillan e colaboradores, plasmideos IncR ndo sao comumente relatados,
mas ja foram descritos em S. Newport carreando genes de resisténcia a cinco classes de
antimicrobianos num surto nos Estados Unidos (Plumb, 2019).

Quanto ao gene blacmy.2, que ocorreu nos sorovares Heidelberg e Minnesota,
nossa abordagem metodologica ndo permitiu estabelecer uma clara vinculagao desse gene
com sequéncias plasmidiais. Contudo, isso sera investigado em analises complementares
utilizando estratégias como sequenciamento com long reads, e analises de unidades
taxondmicas de plasmideos (plasmid taxonomic units, PTUS) (Garcillan-Barcia,
Redondo-Salvo, & de la Cruz, 2023). Uma exploracdo mais detalhada da identidade dos
genes associados a blacuy.> ¢ necessaria porque ¢ sabido que este gene ocorre em
diferentes plasmideos em E. coli ndo somente no Brasil, mas também em outros lugares
do mundo (Bortolaia et al., 2014; Ferreira et al., 2017; Pietsch et al., 2018; Botelho et al.,
2020).

Ainda, aminoglicosideos normalmente ndo sdo usados no tratamento de
infeccdes por Salmonella, devido a sua baixa capacidade de penetrar células do
hospedeiro, o que ¢ importante no caso de bactérias que tém parte do seu ciclo de infec¢ao
no ambiente intracelular (Maurin & Raoult, 2001). Sabe-se ainda que isolados
pertencentes a espécie S. enterica podem carrear copias de genes aad em seu cromossomo
(Koskiniemi et al., 2011). Mesmo assim genes de resisténcia a aminoglicosideos foram
identificados em isolados neste trabalho, alguns vinculados a plasmideos ColRNAI e
outros sem vinculagao a Inc.

Genes fosA codificam uma glutationa-S-transferease, e tém sido identificados
como diferentes variantes (fosd, fosA2 a fosA6, fosB, fosC, fosX, entre outras) em
plasmideos que circulam entre membros da familia Enterobacteriaceae e Pseudomonas
aeruginosa. Contudo, em 2015, Dhanani e colaboradores descreveram uma nova variante,
nomeada fosA7, no genoma de isolados de S. Heidelberg obtidos de frangos de corte no
Canada (Dhanani et al., 2015; Rehman et al., 2017). Estudos subsequentes evidenciaram
a ocorréncia do gene também no genoma de Salmonella Derbi e Reading, isoladas de
animais de cria¢do na China, e demonstraram que a metaloenzima, produto do gene fosA47,

¢ capaz de conferir resisténcia a fosfomicina tanto em seus hospedeiros originais quanto
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em outros sorovares de Salmonella ou em E. coli, se mobilizado por plasmideos (Rehman
etal.,2017; Wang et al., 2021). No presente trabalho com amostras do Estado do Rio de
Janeiro, o gene fosA7 foi identificado nos sorovares Agona, Grumpensis, Heidelberg,
Molade, Oranienburg, Sandiego e Saphra, com ocorréncia variada em Oranienburg (4/7)
e Sandiego (7/9), e ocorrendo em todos os 23 isolados de Saphra.

Considerando que havia um nimero significativo de isolados do sorovar Saphra
caracterizados na colegdo, realizamos uma anélise complementar com o objetivo de
investigar se a ocorréncia do gene nestes isolados seria mais provavelmente uma
caracteristica intrinseca do sorovar, ou se refletiria uma questdo regional. A andlise
filogenética realizada em comparacdo com genomas de outros estudos publicados,
sugeriu que o gene fosA7 parece ser intrinseco do ST1604 de Saphra, mas nao de outros
STs ligados ao sorovar. Dois isolados de S. Saphra obtidos de contextos de producdo
animal no estado do Parana caracterizados no estudo de Monte e colaboradores (2021)
também pertenciam ST1604 e carreavam o gene fosA7.

Uma mutagdo na regido que determina resisténcia a quinolonas em gyr4
(gyrA_S83F) ocorreu em todos os trés isolados de Heidelberg e no unico isolado de
Albany. Todos os isolados com essa mutagdo foram obtidos de MPS em pontos com
diferentes NU e impactos de AE. A ocorréncia dessa mutagdo em gyr4 ja foi detectada
em ambos os sorovares em estudos prévios sobre a ocorréncia de Heidelberg e Albany
em carnes e fezes de frango na Coreia do Sul e Brasil, respectivamente (Saidenberg et al.,
2023; Hong et al., 2025).

Da mesma forma, uma mutagdo pontual foi identificada em ramR (ramR_T18P)
de um isolado de S. Infantis. Esse gene ¢ um regulador negativo da bomba de efluxo
AcrAB, associada a perfil de multipla resisténcia aos antimicrobianos (Abouzeed,
Baucheron, & Cloeckaert, 2008; Trampari et al., 2023). Mutac¢des que levam a perda de
funcionalidade desse gene resultam na superexpressao da bomba de efluxo e consequente
aumento da concentracdo minima inibitéria de diferentes classes antimicrobianos para
Salmonella, como quinolonas/fluoroquinolonas, tetraciclinas, betalactimicos e
macrolideos (Abouzeed et al., 2008; Trampari et al., 2023). Posteriormente, sera
verificada, por testes de suscetibilidade aos antimicrobianos, a influéncia que as mutagdes
gvrd S83F e ramR _TISP tiveram sobre a suscetibilidade destes a diferentes
antimicrobianos.

Entre as caracteristicas avaliadas no género Salmonella, genes de resisténcia

normalmente estdo mais associados a EGMs, sobretudo plasmideos, e refletem processos
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adaptativos relacionados ao ambiente. Em contraste, genes de viruléncia estdo, na maioria
das vezes, localizados no cromossoma e refletem a evolucdo dos sorovares quanto a seus
hospedeiros, influenciando, inclusive, proximidades filogenéticas (Tanner & Kingsley,
2018; Rodriguez-Beltran et al., 2021). Nossos estudos de filogenética foram baseados em
SNPs de core genes, dessa forma, muitos genes acessorios, como genes plasmidiais e de
profagos, ou genes de viruléncia que variavam entre os isolados, ndo foram considerados
na montagem da topologia da arvore. Essa andlise permitiu organizar os isolados quanto
a aspectos evolutivos dos genes que compartilhavam, e o produto obtido evidenciou
concordancia com varios outros esquemas classificatorios distanciando os isolados de
diferentes subespécies, aproximando isolados de um mesmo sorovar e, entre deles, os
STs. A arvore filogenética construida e sua associagdo com metadados que divergiam
entre os isolados, possibilitou a visualizag¢do de sorovares (em alguns casos, isolados) que
carreiam mais genes de resisténcia (Infantis, Heidelberg, Typhimurium, Minnesota e
Panama) e sorovares que possuem genes de viruléncia especificos (Typhimurium e
pertencentes a subespécies ndo enterica).

Contudo, a integracdo dos dados com as demais andlises realizadas neste
documento sugere que, ainda que a proximidade de pontos de coleta a regides produtoras
de frango e bovinos esteja associada a uma maior probabilidade de recuperagdao de
Salmonella do que a proximidade de pontos de coleta a areas onde ocorrem plantagdes,
as caracteristicas dos sorovares ndo foram afetadas por nivel de urbanizagdo e atividade
econdmica, tendo sorovares patogénicos sido identificados em todos os contextos
ambientais, assim como isolados resistentes a antimicrobianos foram recuperados de
aguas sob diferentes impactos diretos. Ainda assim, estudos complementares com énfase
na amostragem direta de residuos provenientes de propriedades agropecuarias, adubos
organicos, microbiota de animais silvestres, animais de criagdo e esgoto urbano nessas
regides, poderiam aprofundar o entendimento sobre as fontes e as rotas de disseminacdo
dos sorovares mais virulentos ou isolados mais resistentes a antimicrobianos. Tais estudos
poderiam contribuir para o desenvolvimento de estratégias eficazes de controle e
mitigacdo de riscos associados as infecg¢des transmitidas por dgua e alimentos. Ao todo,
cerca de 25% dos isolados caracterizados apresentaram algum gene de resisténcia, em
12% foram identificados genes adquiridos € 7% carreavam dois ou mais genes de
resisténcia.

Diante do exposto, evidencia-se que a utilizacdo de aguas superficiais para fins

recreacionais, produ¢do animal e irrigagdo pode ser uma rota de disseminacdo de
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Salmonella sp., bactéria patogénica de transmissao hidrica e alimentar. A deteccao de
genes de resisténcia a antimicrobianos nestas cepas também merece atencdo, pois
evidencia Salmonella como microrganismo envolvido na rota de disseminagdo ambiental
destes marcadores, além de potencialmente influenciar no tratamento de infecgdes
causadas por estes microrganismos quando o uso de antimicrobianos for necessario.
Nesse contexto, a implementagdo de medidas que minimizem a contaminagao
das aguas por dejetos provenientes de animais de criacdo reveste-se de grande
importancia, uma vez que contribui para a preservacao da qualidade hidrica, trazendo
beneficios significativos para a satide publica e o bem-estar coletivo. Recomenda-se,
adicionalmente, a integracao de estratégias educativas focadas na conscientizacio sobre
arelevancia de manter a 4gua em boas condi¢des tanto nos ambientes de produgao animal
quanto vegetal, com o objetivo de reduzir os riscos de transmissdo direta e indireta de
patdégenos. De forma complementar, ¢ essencial que toda a comunidade tenha acesso a
programas educativos sobre as boas praticas de manipulacdo de alimentos, além de
compreender a importancia do tratamento térmico de alimentos de origem animal e
vegetal, assim como a cloragdo de alimentos ndo cozidos, visando a seguranga dos
alimentos e a prevencao de doencas. Por fim, ressalta-se a importancia de abordagens de
pesquisa fundamentadas no conceito de “Uma S6 Saiade”, que reconhecam a
interdependéncia entre a saide humana, animal e ambiental, como elemento essencial

para o controle eficaz de doengas de origem hidrica e alimentar.
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7 CONCLUSAO

e Este estudo demonstrou, de forma robusta, a ocorréncia de Salmonella sp. em
aguas superficiais de regides agropecuarias do Estado do Rio de Janeiro. Os dados
indicam que a maioria dos pontos de coleta tinha a presenca do microrganismo,
com maior probabilidade de ocorréncia em pontos proximos a produgao de frango
e gado em relacdo a pontos proximos de plantagdes ou sem impacto aparente. Nao
observamos impacto do nivel de urbanizagdo na ocorréncia ou ndo de Salmonella
em suas aguas.

e A alta diversidade de sorovares observada sugere uma influéncia de multiplas
fontes ecoldgicas na 4area amostral, principalmente em 4areas rurais. Ainda,
sorovares patogénicos ao hospedeiro humano (como Panama, Newport,
Typhimurium, Infantis, Braenderup, Corvallis, Sandiego, Santiago ou Belem, Jos,
Saphra, e Carrau), os mais prevalentes na coleg¢@o, ocorreram em areas sob o efeito
de todos os niveis de urbanizacdo e atividades economicas contempladas no
estudo.

e Sorovares Typhimurium (e sua variante monofasica), Enteritidis e Santiago ou
Belem, portavam genes plasmidiais associados a mecanismos invasivos,
sugerindo a possibilidade de perfis iNTS.

e Plasmideos de de mais de 17 grupos Inc foram identificados na cole¢do. Alguns
destes grupos Inc estavam associados a genes de resisténcia (IncCol4401 com
gnrB; IncA/C2 com sul e tet(4); IncColRNAI com aph(3”)-1b, aph(6)-1d, sul2 e
tet(4), IncX com blatem-135 € tet(A), IncF com floR e tet(A) e IncR com blatem-1.
Em geral, estes plasmideos e genes foram associados a sorovares especificos.
Cerca de 25% dos 1solados caracterizados carreavam genes de resisténcia a algum
antimicrobiano e 12% portavam genes adquiridos.

e Os resultados deste estudo demonstram o valor do monitoramento de corpos
d’4gua em regides agropecudrias, como ferramenta para a vigilancia
epidemioldgica dos sorovares de Salmonella. Além disso, evidenciam a
necessidade de atencdo constante quanto a contaminacdo destas aguas por
material fecal, e tomada medidas para manté-la em niveis minimos aceitaveis,

bem como de um uso responsavel deste recurso pela populagdo local e atores
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econdmicos que ali atuam, com o objetivo de minimizar os riscos a saide humana,

animal e ambiental, na perspectiva de “Uma S6 Satde”.
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Tabela Suplementar 1 — Ocorréncia de sorovares nas bacias hidrograficas do Médio Paraiba do Sul (MPS) e Piabanha (Pb) e sua distribuigao
conforme a subespécie a que pertencem

MPS Pb
Sorovar Numero de Isolados S. enterica subs. S. enterica subsp.
enterica salamae diarizonae houtenae Subspecie VII | enterica salamae diarizonae houtenae Subspecie VII
Panama 44 18 - - - - 26 - - - -
Newport 43 15 - - - - 28 - - - -
Typhimurium 27 13 - - - - 14 - - - -
Saphra 23 23 - - - - - - - - -
Carrau 20 11 - - - - 9 - - - -
Infantis 15 6 - - - - 9 - - - -
IV 43:24,224.- 15 - - - 9 - - - - 6 -
Braenderup 13 5 - - - - 8 - - - -
Santiago or Belem 9 6 - - - - 3 - - - -
Sandiego 9 7 - - - - 2 - - - -
Jos 8 8 - - - - - - - - -
Oranienburg 7 4 - - - - 3 - - - -
Oslo 7 7 - - - - - - - - -
Corvallis 5 3 - - - - 2 - - - -
I142:r:- 5 - 5 - - - - - - - -
Minnesota 4 2 - - - - 2 - - - -
Javiana 4 2 - - - - 2 - - - -
Mbandaka 3 - - - - - 3 - - - -
Hadar 3 - - - - 2 - - - -
1V 16:24,232:- 3 - - 1 - - - - ) _
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MPS

Pb

enterica salamae
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S. enterica subs.
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S. enterica subsp.

enterica salamae diarizonae houtenae Subspecie VII

I11b 50:r:z
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Schwarzengrund
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Enteritidis
Molade
Agona
Rubislaw

VIl 38:9,z51:-
Miami
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IV 48:9,251:-
Grumpensis
Isangi

| 4:b:-

IV 16:z4,z24:-
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Sorovar

Ndmero de Isolados

MPS

Pb

S. enterica subs.

S. enterica subsp.

enterica salamae diarizonae houtenae Subspecie VII |enterica salamae diarizonae houtenae Subspecie VII
Total 308 143 5 3 13 0 131 0 3 9 1
Tabela Suplementar 2 — Grupos Inc nos diferentes sorovares de Salmonella
Sorovar i'\slolgg IncFIB/Inc RepA_1_p IncF Col44 Col4401I/ColR ColRN IncA/ Colp Col440l/Col4 Inc IncFl Incl Inc IncFl Inc Inc IncFIC(F IncFl Col44 Col(BS5
0s Fll KPC 1 0l NAI Al C2 VvC 4011 R B 1 X4 C | X1 1) A on 12)
Typhimuriu 27 ) 1 1 } 2 ; ; 1 ; ; R R R R R i, i, - R
m 27
Panama 18 - 13 - 3 3 - - - - 3 - 1 - 2 - 1 1 1 - -
Santiago or
Belem 9 ) 1 8 ) 1 ) ) - : - - - - - - - - - - -
Carrau 6 - 2 3 1 1 - - - - - - - - - - - - - - -
Jos 6 - - 6 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Corvallis 4 - - - 4 - - - - 1 - - - - - - - - - - B
Minnesota 4 - - - 3 - - 4 1 - - - 1 - - - - } . B 1
Heidelberg 3 - - - 1 - 1 3 3 - - - - - - - - - - - -
Oranienburg 3 - - - - 3 3 - - - - - - - - - - - - - -
Hadar 3 - - - 3 - - - - - - - - - - - . - } . _
Newport 3 - - - 2 1 1 - 1 - - - - - - - - - - - -
Javiana 3 1 ) ) ) ) ) ) ) . ) ) . . . 2 . ) ) ) .
Abaetetuba 2 - - 2 - - 1 - - - - 2 - - - - - - - B
Sandiego 2 . 2 . . . . . . - . . - ° ° ° ° . . . B
v
4324724 2 ! - - - - - - - .o ) ] ] .
Molade 2 - - - 1 - - - - 2 - - - - - - R _ _ 1 R
Infantis 2 - - - - - - - - - - - - 2 - - - - - . R
Schwarzengr
o ) - - - 1 - 1 - 1 - - - - - - - - - - -
Enteritidis 2 2 - - - - - - - - - - - - - - - . . B



Oslo
Mbandaka
Rubislaw
14,[5],12:i:-
Miami

Soerenga
v
21:74,223:-
v
48:9,251:-

Isangi
Total

[ = T = S = SN Y

113

34

22

21

21

10
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