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RESUMO

A rapida expansdo da producdo de frangos de corte no Brasil tem apresentado
significativos desafios sanitarios dentro da industria avicola. Entre esses desafios, a
bactéria Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Heidelberg (Salmonella
Heidelberg) destaca-se em surtos globais de salmonelose. Este estudo analisou 13
genomas de Salmonella Heidelberg isolados da cadeia de produgdo pré-abate de
frangos de corte no Brasil. Ao conduzir analises in silico desses genomas, o estudo
investigou potenciais surtos com base em polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs;
do inglés: single nucleotide polymorphisms) e identificou genes que codificam
resisténcia a antimicrobianos, sanitizantes e fatores de viruléncia. Além disso,
elementos genéticos moveis (MGE; do inglés: mobile genetic elements) foram
identificados para avaliar seu papel potencial na propagacao de genes de resisténcia
por meio de transferéncia horizontal de genes. Uma classificacéo de risco também foi
aplicada com base nos resistomas. Os genomas revelaram uma alta prevaléncia de
genes que conferem resisténcia a aminoglicosideos, fosfomicina, sulfonamidas,
tetraciclina e genes relacionados a resisténcia a compostos de aménia quaternaria. O
estudo também identificou seis ilhas de patogenicidade da Salmonella (SPI; do inglés
Salmonella pathogenicity island) e mais de 100 genes que codificam fatores de
viruléncia. A associacdo de MGE com genes codificantes de resisténcia a
antimicrobianos sul2 e blaCMY-2 levantou preocupacdes sobre a transferéncia
potencial para outras bactérias, representando um risco substancial para a
disseminagado de mecanismos de resisténcia, de acordo com o protocolo de risco
utilizado. Além disso, a analise de SNPs indicou relagbes filogenéticas préximas entre
alguns isolados, sugerindo surtos em potencial. Este estudo aprimora nossa
compreensao de isolados de Salmonella Heidelberg, langcando luz sobre cenarios de
potenciais surtos e identificando fatores de risco criticos para a transmissao, abrindo
caminho para a implementacéo de estratégias eficazes de controle, monitoramento e

tratamento na industria avicola.

Palavras-chave: Seguranca alimentar, frango de corte, Salmonella, analise de
genoma, resisténcia a antimicrobianos, elementos genéticos méveis.



ABSTRACT

Genomic characterization of Salmonella Heidelberg isolated from the Brazilian
poultry production chain
The rapid expansion of broiler chicken production in Brazil has presented significant
health challenges within the poultry industry. Among these challenges is the bacteria
Salmonella enterica subsp. enterica serotype Heidelberg (Salmonella Heidelberg)
stands out in global outbreaks of salmonellosis. This study analyzed 13 Salmonella
Heidelberg genomes isolated from Brazil's pre-slaughter production chain of broiler
chickens. In silico analyses of these genomes investigated potential outbreaks based
on single nucleotide polymorphisms (SNPs) and identified genes that encode
resistance to antimicrobials, sanitizers, and virulence factors. Furthermore, mobile
genetic elements (MGE) were identified to evaluate their potential role in the
propagation of resistance genes through horizontal transfer. A risk classification was
also applied based on the resistomes. The genomes revealed a high prevalence of
genes that confer resistance to aminoglycosides, phosphomycin, sulfonamides,
tetracycline, and genes related to resistance to quaternary ammonium compounds
(sanitizers used in the production chain). The study also identified six Salmonella
pathogenicity islands (SPI) and more than 100 genes that encode virulence factors.
The association of MGE with antibiotic resistance-encoding genes sul2 and blaCMY-2
raised concerns about a potential transfer to other bacteria, posing a substantial risk
for spreading resistance mechanisms under the risk protocol used. Furthermore, SNP
analysis indicated close phylogenetic relationships between some isolates, suggesting
potential outbreaks. This study enhances our understanding of Salmonella Heidelberg
isolates, shedding light on potential outbreak scenarios and identifying critical risk
factors for transmission, paving the way for implementing effective control, monitoring,

and treatment strategies in the poultry industry.

Keywords: food safety, broiler chicken, Salmonella, genome analysis, antibiotic
resistance, mobile genetic elements.
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INTRODUCAO

1.1 AVICULTURA

A producgéo e consumo de carne de aves desempenham um papel importante
na industria alimenticia, especialmente no Brasil, que se destaca como um dos
principais produtores e exportadores mundiais (Nhung; Chansiripornchai; Carrique-
Mas, 2017). Em 2022, o pais produziu uma quantidade significativa de frango de corte,
que além de atender as demandas interna, destaca-se como principal exportador de
carne de frango do mundo, exportando para 155 paises, como Arabia Saudita, Japao,
paises da Uni&o Europeia, China e Emirados Arabes (Empresa Brasileira De Pesquisa
Agropecuaria, 2024)

Essa producédo é concentrada principalmente nos estados da Regidao Sul do
Brasil, como Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, que juntos correspondem
a cerca de 78% de todas as exportacdes brasileiras de frango de corte (ABPA, 2022).
A avicultura intensiva envolve o aumento da densidade populacional das aves e
geracdo de residuos. E caracterizada por operacdes verticalmente integradas entre
diversos setores, que vao desde a criagao, até o processamento de carcacas (Medina-
Santana et al., 2022). Durante a criagao, os frangos de corte permanecem em camas
aviarias, formadas por uma camada de substrato, que tem como objetivo facilitar a
absorcao, evaporacgao das excretas e trazer conforto térmico. Conforme ocorre o uso
dessas camas, forma-se uma mistura de materiais, composta por maravalha,
acrescida de excretas das aves (que contém bactérias gastrointestinais de frango e
ragao nao digerida), restos de ragao, penas, pele, insetos e outros materiais de origem
do frango, representando um dos principais residuos da avicultura intensiva. Este
pode ser um ambiente propicio para a disseminagdo e contaminacdo de
microrganismos com potencial patogénico (Oladeinde et al., 2018).

Assim, mesmo adotando medidas de biosseguranga e boas praticas de
saneamento, algum nivel de contaminagéo nesses produtos e no ambiente de criagéo
€ praticamente inevitavel. Esta contaminacdo pode estar associada a presenca e
transmissao de Salmonella potencialmente patogénica nos ambientes, em qualquer
etapa da criacdo animal, desde racdes contaminadas, presenca de roedores e aves

silvestres que facilitam a dispersdo de microrganismos, até durante o abate, em que
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as carcagas podem estar contaminadas por bactérias encontradas no conteudo

intestinal dos animais (Medina-Santana et al., 2022; Zeng et al., 2021).

1.2 SALMONELLA E SALMONELLA HEIDELBERG

Salmonella é o género de uma bactéria pertencente a ordem
Enterobacteriales e familia Enterobacteriaceae (Adeolu et al., 2016). Esta bactéria foi
relatada pela primeira vez por Daniel ElImer Salmon (1850-1914), um veterinario
americano patologista. Salmonella apresenta-se como bastonetes curtos (1 a 2 ym),
Gram-negativas, anaerébias facultativas e nao formadores de enddsporos. Esse
género divide-se em duas espécies principais de importancia clinica: Salmonella
bongori e Salmonella enterica (Al-Khafaji; Al-Bayati; Al-Dahmoshi, 2021).

A espécie Salmonella enterica é subdividida em seis subespécies, que
incluem pelo menos 2.500 sorotipos, que se distinguem por variagbes em antigenos
somaticos (O) e flagelares (H) (Yu et al., 2018). Os genomas de Salmonella consistem
em um unico cromossomo circular, com uma extensdo média de 4.77.897 pares de
bases (pb), variando de 4.460.105 pb. Adicionalmente, € comum encontrar DNA
extracromossémico (plasmideo) na maioria dos sorovares de S. enterica. Observa-se
uma predominancia de familias de genes conservados entre cepas do mesmo
sorovar, como Heidelberg, Typhi e Typhimurium, e esta tendéncia se correlaciona
fortemente com a distancia evolutiva entre essas espécies. Uma analise do
pangenoma indicou que o género Salmonella continuara expandindo seu tamanho
devido ao surgimento de novos genes especificos de cepas, enquanto seu core-
genoma permanecera estavel (Chand; Alam; Singh, 2020). O pangenoma é definido
como o conjunto de todos os genes presentes em uma determinada espécie e pode
ser subdividido em genoma acessorio, presente em apenas alguns dos genomas, e
genoma central, presente em todos os genomas (Brockhurst et al., 2019). Na figura 1
podemos visualizar a representacdo do numero médio de familias génicas

encontradas em cada genoma como sendo exclusivo do seu sorovar.
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Figura 1 - Familias génicas unicas em cada sorovar de Salmonella.
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Fonte: Traduzido de (Jacobsen et al., 2011). Flowerplot apresenta o tamanho do core genoma, as
pétalas estdo representadas os sorogrupos pelas cores e o numero médio de familias génicas

encontradas em cada genoma como sendo exclusivo do sorovar.

A patogenicidade de Salmonella spp. depende do sorotipo, imunidade do
hospedeiro e viruléncia da bactéria. Em geral, a salmonelose € causada por sorotipos
especificos, tiféides e nao tifdides, do género Salmonella. A subespécie enterica tem
maior numero de sorotipos, sendo responsavel por 99% dos isolamentos em animais
de sangue quente. Em humanos, as principais doengas causadas por Salmonella
enterica subsp enterica sao: salmonelose nao-tiféide ndo invasiva (NTS), salmonelose
nao tiféide invasiva (INTS) (principalmente associadas aos sorotipos Enteritidis e
Typhimurium) e febre tiféide (principalmente associadas aos sorotipos Typhi e
Paratyphi), comumente designadas S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Typhi e S.
Paratyphi (Chlebicz; Slizewska, 2018). Estes sorotipos, além de S. Newport, e S.
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Heidelberg (iINTS) sdo responsaveis por infeccdes com mais frequéncia. Cabe
ressaltar que alguns sorotipos sao patdgenos apenas para animais especificos, como
Salmonella enterica subsp enterica sorotipo Gallinarum e Pullorum (S. Gallinarum e
S. Pullorum), que infectam aves e podem causar prejuizos a avicultura (Yu et al.,
2018).

Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Heidelberg (denominada como
Salmonella Heidelberg ou S. Heidelberg) foi descoberta na cidade de Heidelberg na
Alemanha, em 1933 (HABBS, 1933). No Brasil, tem sido isolada desde 1962, em aves
e produtos derivados (Hofer; Silva Filho; Reis, 1997). Em 2016, S. Heidelberg estava
entre os 12 dos 20 sorotipos de Salmonella mais frequentemente relatado em
humanos nos Estados Unidos. Em 2011, ocorreram registros de surtos de infecgoes
causadas por este sorotipo em 34 estados norte-americanos, associados a ingestéao
de carne de peru, afetando 136 pessoas. No mesmo ano, identificou-se um aumento
de infecgbes em Nova Yorque e Nova Jersey, com 190 casos associados ao consumo
de figado de frango grelhado. Entre 2013 e 2014, 634 pessoas foram infectadas por
esta bactéria, em sete surtos identificados em 29 estados nos Estados Unidos.
Investigagdes epidemioldgicas indicaram que o consumo de frango da marca Foster
Farms foi a fonte deste surto de infecgées (CDC, 2011, CDC, 2014).

No Brasil, entre o periodo de 2013 a 2022, foram notificados 6.523surtos de
doencas transmitidas por alimentos (DTA), com 107.513 doentes e 112 &bitos. Entre
estas notificagdes, 24,8% foram identificados como salmoneloses (BRASIL, 2023). No
pais, somente a febre tifoide €& de notificagdo compulsodria, tornando dificil o
conhecimento de dados epidemiolégicos acerca de sorotipos nao tifoides.
Adicionalmente, estima-se que ha uma subnotificacdo dos casos de salmoneloses,
por razdes como casos que ndo chegam a ser diagnosticados, dificuldade de acesso
aos servicos de saude, ndo reconhecimento de casos suspeitos e uso precoce de
antimicrobianos em situagdes ainda indefinidas (da Costa, 2020).

A salmonelose destaca-se como uma das doencas transmitidas por alimentos
(DTA) mais significativas globalmente, com uma variedade de fontes alimentares
associadas, incluindo carne de aves como frango e peru, além de carne vermelha de
bovino e suino, ovos, frutas, brotos, vegetais diversos e até mesmo produtos
alimenticios processados. Sua presengca nao se limita apenas aos alimentos,
estendendo-se também a ambientes aquaticos, naturais e interacdes entre seres

humanos e animais. Apd0s a ingestdo de alimentos contaminados por células de
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Salmonella, estas podem colonizar tanto o intestino grosso quanto o delgado do
hospedeiro (CDC, 2023). A representacao esquematica Figura 1 (Li et al., 2023) ilustra
0 processo de colonizagao e disseminacédo da Salmonella: 1) A Salmonella ingerida
entra no sistema gastrointestinal do hospedeiro por meio da ingestdo de agua ou
alimentos contaminados; 2) Esta bactéria sobrevive ao ambiente altamente acido do
estdmago; 3) Posteriormente, coloniza o revestimento do intestino do hospedeiro; 4)
Invade as células M e os enterocitos presentes no epitélio intestinal; 5) As Salmonella
liberadas dessas células s&o fagocitadas por células fagociticas, sendo entado
disseminadas através dos sistemas linfatico e circulatorio; 6) Ocorre a colonizacao de
orgaos internos, tais como figado, bacgo e rins; 7) Finalmente, ha um incremento no
numero de Salmonella que penetram nos vasos sanguineos dos diferentes érgéos
afetados, culminando na ocorréncia de bacteremia. Os principais sintomas da
salmonelose incluem célicas abdominais, diarreia e febre, os quais tipicamente se
manifestam entre 6 a 72 horas apds a exposi¢cao ao agente patogénico (Centers for
Disease Control and Prevention, 2019; Liu et al., 2023).

Figura 2 - Processo de colonizacao e disseminagao da Salmonella

" @

o=
-

Salmonella

» Sistema linfatico

» Sistema de circulagao
sanguineo

Intestino
Fonte: Traduzido de Liu et al. 2023.
A figura ilustra o processo de colonizagao e disseminagao da Salmonella no hospedeiro. No item (1)

Salmonella (2) Sobrevivéncia ao ambiente (3) Colonizagdo no intestino (4) Invasdo as células. (5)
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Disseminacgéao pelos sistemas linfatico e circulatério. (6) Colonizagédo 6rgédos internos. (7) Aumento do

numero de Salmonella entra nos vasos sanguineos

1.2.1 Fatores de viruléncia

A patogenicidade, é capacidade de um microrganismo de causar a doenga, e
depende de varios fatores, como, estado imunolégico do hospedeiro, espécies
microbianas envolvidas na exposigcdo, caracteristicas genéticas e moleculares
associadas a determinantes de viruléncia e/ou resisténcia (Biondo, 2022). Para que
Salmonella colonize seu hospedeiro, passando pelas etapas de adesao, invasao as
células e evasdo dos mecanismos imunoldgicos, sao necessarios atributos
especificos, como os fatores de viruléncia, que desempenham papel crucial nos
mecanismos de patogénese/infecciosos. Genes codificantes de fatores de viruléncia
podem ser identificados em diferentes locais do genoma bacteriano, incluindo
elementos genéticos moéveis (plasmideos, transposons, integrons, etc.), ilhas de
patogenicidade de Salmonella (SPIs; do inglés: Salmonella pathogenicity islands) e
DNA associado a infeccédo por bacteriofagos (Yan et al., 2022).Estdo descritos no
Quadro 1 os principais fatores de viruléncia em Salmonella spp, os genes associados

a codificagao destes fatores., bem como suas respectivas fungoes.

Quadro 1 - Principais fatores de viruléncia em Salmonella

Fatores de Genes = T
s ) Funcgéo Referéncia
viruléncia relacionados
CSgA
csgB
csgC Auxilia na adesdo as vilosidades dos
Agf/Csg csgD enterdcitos, e na adesao entre células | Collinson et al., 1996
csgE bacterianas
csgF
csgG
IpfA
IpfB
Lof IofC Facilita a adesao bacteriana as placas | Baumler; Tsolis; Heffron,
P P de Peyer 1996.
IpfD
IpfE
MisL misL. EnvoI_V|do~ nos  mecanismos de Dorsey et al., 2005
colonizacao intestinal




22

Fatores de Genes x R
s e . ) Funcao Referéncia
viruléncia relacionados
Envolvido nos mecanismos de
RatB ratB colonizagdo e infecgdo intestinal Kingsley et al., 2003
cronica
ShdA shdA Contribui para excregdo fecal Kingsley et al., 2000
prolongada
SinH sinH !EnvoI.V|do na colonizagédo e infecgéo Kingsley et al., 2003
intestinal
fimA
fimC
fimD
e rs . . ﬁmF . ~ .
Pili/Fimbria tipo fmH Medeiam a adesac? a uma vanec?ade Muscas et al., 1994
I de receptores de células hospedeiras
fiml
fimw
fimY
fimz
Importante para a sobrevivéncia no
MgtC mgtC macréfago, e em meio empobrecido | Alix; Blanc-Potard, 2007
de magnésio
Fur fur Envolvidos na aquisi¢ao de ferro Tsolis et al., 1995
phoP Regula genes de viruléncia
PhoPQ responsaveis pela adaptagdo em meio | Winfield; Groisman, 2004
phoQ a fatores antimicrobianos
RpoS RpoS Fungéao relac:lopaFja a respo§ta a Fang et al., 1992
estresse, como limitagao de nutrientes
Contribui para a viruléncia, conferindo
capacidade das bactérias patogénicas
Mig-14 mig-14 de resistir a morte por peptideos Brodsky et al., 2002
antimicrobianos que fazem parte da
defesa imune inata do hospedeiro.
hilA
invA
invC
invG
Sistema de orgA Contribuem diretamente para a
Secrecgédo do orgB capacidade invasiva da bactéria, .
tipo Ill — T3SS gH participando na interagdo inicial da Galan, 2001
(codificado na prg bactéria com células epiteliais
SPI-1) prgl intestinais.
prgd
prgK
spaO
spaP/Q/R
SseA Uchiya et al., 1999
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Fatores de Genes = A
s e . ) Funcgéo Referéncia
viruléncia relacionados
sseB
Sistema de sseC A
~ Atuam na sobrevivéncia e
Secrecio do sseE L . .
; multiplicagdo da bactéria no ambiente
tipo - T3SS sseF . . .
. intracelular da célula hospedeira,
(codificado G e . R
sse contribuindo para infec¢ao sistémica.
naSPI-2)
SSrA
ssrB
Rek rek Confere resisténcia ao sistema Heffernan et al., 1992
complemento
SodCl sodCl Prqtege as bactérias do dano oxidativo Fang et al., 1992)
exégeno
SpvB SpvB Contrlbu_l na dllsfyngao dg integridade Sun et al., 2020
da barreira epitelial intestinal

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

As SPIs sdo grandes cassetes de genes inseridos no genoma bacteriano, e que
carreiam genes de viruléncia, provavelmente adquiridos por transferéncia horizontal
de genes. Atualmente, estédo identificadas cerca de 24 SPIs neste género, embora
nem todas foram validadas experimentalmente para contribuir com fendtipos de
viruléncia. As mais estudadas sao a SPI-1 e SPI-2, uma vez que os mecanismos de
invasdo de Salmonella spp. as células do hospedeiro estdo associados a presencga
destas ilhas (Lerminiaux; Mackenzie; Cameron, 2020.Ambas codificam o sistema de
secrecao tipo Il (T3SS), considerado o mais importante fator de viruléncia da
Salmonella, capaz de injetar proteinas bacterianas efetoras, necessarias para a
invasao intestinal e a producao de enterite, através da translocagdo das membranas
bacterianas e do hospedeiro, no citoplasma das células hospedeiras, ou de secrecao
de moléculas no meio intracelular (Lou et al., 2019). O SPI1 codifica um T3SS do
grupo Inv-Mxi-Spa que promove a captagao bacteriana e invasao celular, enquanto o
SPI2 codifica um T3SS do grupo Esc-Ssa, essencial para a sobrevivéncia intracelular,
com uma ponta de agulha mais longa chamada de filamento que facilita a adesao,
persisténcia e passagem de proteinas através do muco intestinal. Além disso, o T3SS
SPI2 de S. enterica previne o trafego endocitico e a maturagdo do fagossomo,
permitindo a sobrevivéncia dentro dos macréfagos. (Hotinger; Pendergrass; May,
2021)
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(A) Inv-Mxi-Spa (B) Esc-Ssa

Membrana externa

Peptidoglicano

Membrana interna

Salmonella spp. (SPI1)

Salmonella spp. (SPI2)

Fonte: Traduzido e adaptado de Hotinger; Pendergrass; May (2021).

Os plasmideos por sua vez tém papel importante na dispersao e aquisicao de
genes de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos. Estudos relatam que grande parte
das cepas de Salmonella possuem plasmideos carreando genes de viruléncia
especificos, como o l6cus denominado spv (do inglés Salmonella plasmid virulence),
que auxilia na multiplicagcdo desse patégeno dentro do sistema reticuloendotelial
(Jajere, 2019). Bacteriéfagos também tem sua contribuicdo na viruléncia bacteriana,
mediando a transferéncia horizontal de genes através de um mecanismo conhecido
como transdugédo, onde o DNA bacteriano é transferido de uma célula doadora a uma
célula receptora a partir da infecgao fagica (Torres-Barceld, 2018).

1.2.2 Resisténcia aos antimicrobianos e sanitizantes

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana € um processo complexo, entre
as células bacterianas e as moléculas dos antimicrobianos. (Christaki; Marcou;
Tofarides, 2020). Quando as bactérias sdo expostas as moléculas de
antimicrobianos, essas moléculas precisam atingir uma concentracéo inibitoria minima

(CIM), que é a menor quantidade de um farmaco que impede o crescimento visivel de
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bactérias, visando alcangar uma concentragdo nao toxica para maximizar a cura e
prevenir resisténcia. No entanto, concentragdes sub-CIM de antimicrobianos podem
promover o desenvolvimento de resisténcia por meio de processos genéticos como
transferéncia horizontal de genes (HGT), recombinacdo e mutagénese. Diversas
classes de antimicrobianos em sub-CIM, como fluoroquinolonas, B-lactamicos e
aminoglicosideos, podem induzir respostas genéticas como SOS e RpoS, que levam
a alteragdes genéticas associadas ao movimento de elementos moveis (préfagos,
ICEs e transposons, que carregam determinantes de resisténcia e viruléncia), ativagéao
de recombinases (integrases e transposases) e aumento na taxa de mutagénese
durante a replicagao cromossomica devido a indugao de DNA polimerases propensas
a erros e supressao da reparagao de incompatibilidades (Andersson; Hughes, 2014)..

Em Salmonela as fluoroquinolonas que foram incluidas a partir de 1980 na

Europa para o tratamento da salmonelose em medicina veterinaria, desenvolveu
resisténcia por mutagdo cromossémica e disseminacao epidémica da cepa mutante
pela disseminacdo clonal. Devido ao surgimento de cepas resistentes a
fluoroquinolona, nos ultimos anos, a ceftriaxona e a azitromicina tornaram-se a droga
secundaria de escolha para o tratamento da febre tifoide.
Ja em Salmonella Heidelberg esta frequentemente ligado a resistentes a
cefalosporinas de terceira geracao, tetraciclinas e sulfonamidas. Esses fenétipos de
resisténcia sdo comumente associados ao transporte da blaCMY-2, tet(A) e sul2
respectivamente (Alenazy, 2022; Alikhan et al., 2022).

Os mecanismos de resisténcia podem ser divididos em intrinsecos ou
adquiridos. A resisténcia intrinseca € aquela que faz parte das caracteristicas
fisiologicas e/ou estruturais naturais do microrganismo. Ja a resisténcia adquirida
ocorre quando uma populagao bacteriana inicialmente suscetivel a antimicrobianos,
adquire genes de resisténcia através de mecanismos de Transferéncia Horizontal de
Genes (HGT) e mutagbes. Os genes de resisténcia a antimicrobianos sao
principalmente transmitidos de uma célula doadora para uma célula receptora através
dos mecanismos de transformagao, transdugdo ou conjugagdo. A conjugagao é
mediada por plasmideos ou elementos conjugativos integrativos (transposon
conjugativo) e pelo pilus conjugativo; a transdugédo € mediada por bacteriéfagos; e a
transformacdo esta associada a captagdo de fragmentos de DNA extracelular
(Chaudhari; Singh; Kodgire, 2023). Os mecanismos de resisténcia aos

antimicrobianos podem ser classificados em quatro tipos principais:
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l. Inativagdo dos antimicrobianos: a inativagdo ocorre por degradacao
enzimatica da droga. Afeta comumente antimicrobianos que possuem o anel beta-
lactdmico, como penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos. O exemplo mais
classico sdo as enzimas beta-lactamases, que hidrolisam o anel beta-lactamico
seletivamente. (Chaudhari; Singh; Kodgire, 2023).

Il. Bomba de efluxo: as bombas de efluxo medeiam a resisténcia através
da exportacdo de compostos antimicrobianos pelas membranas celulares, do
citoplasma para o meio externo, impedindo que alcancem uma concentracao efetiva.
Em Gram-negativos como, Salmonella, o envelope celular engloba duas membranas
diferentes, a externa e a interna, divididas por um periplasma. Essas bombas de efluxo
tripartite envolvem diversas proteinas transportadoras, onde os antimicrobianos sao
transportados da membrana interna para o espacgo periplasmatico e, em seguida,
através da membrana externa sao exportados para fora da célula.

Il. Alteragéo no sitio alvo do antimicrobiano: alguns antimicrobianos como
os pertencentes aos grupos dos aminoglicosideos, tetraciclinas e macrolideos,
interferem em alvos especificos das células bacterianas (ribossomos), que impedem
suas fungbes. Quando as espécies bacterianas desenvolvem mecanismos para
alterar ou modificar o sitio alvo do antimicrobiano, podem neutralizar os efeitos dos
antimicrobianos, sem que ocorram alteragdes significativas nas fungdes celulares
(Chaudhari; Singh; Kodgire, 2023; Tortora; Funke; Case, 2016). Por exemplo, a
sintese de variantes das proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), que possuem
afinidade fraca com antimicrobianos B-lactamicos, ja foram relatadas em Salmonella.
Essas variantes alternativas de PBPs, denominadas PBP2sa. ou PBP3saL,
demonstraram estar associadas a resisténcia a cefalosporinas, como a ceftriaxona
(Castanheira et al., 2020).

V. Alteracdo da permeabilidade da membrana celular: Mecanismo
principalmente relacionado a modificacdo da expressao de porinas da membrana
plasmatica, que atuam na entrada de substancias antimicrobianas. Essa resisténcia
pode ser alcancada através da expressao reduzida e mutagdes nas proteinas porinas,
diminuindo o influxo de antimicrobianos hidrofilicos como B-lactamicos, tetraciclinas e
fluoroquinolonas (Chaudhari; Singh; Kodgire, 2023).

A resisténcia aos antimicrobianos adquirida pelas bactérias através de

mutagdes no genoma ou através de mecanismos de transferéncia horizontal de
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genes, geralmente envolve elementos genéticos moéveis (MGE; do inglés Mobile
genetic elements) (Johansson et al., 2021), que também estdo relacionados em
grande parte com a captura, acumulo e disseminacdo de genes de viruléncia
(Partridge et al., 2018). Podemos observar na Figura 2 de Tokuda; Shintani, (2024),
os MGE e seu papel na mediacdo da transferéncia horizontal de genes (HGT),
promovendo a mobilidade intracelular e intercelular do DNA, desempenhando papel
importante na evolugdo do genoma. Entre os MGEs estdo os Elementos conjugativos
(ICEs), podem ser transmitidos entre diferentes células, e podem carregar MGEs
adicionais como, transposons (Tn) que sao pequenos trechos do DNA, que podem
mover-se para novos locais ou diferentes locais de DNA de uma unica célula, e
sequéncias de insergéo (IS). Os integrons (In) usam recombinagao sitio-especifica
para mover genes entre locais definidos. Ja bacteriofagos podem infectar células
microbianas, introduzindo seu DNA no cromossomo do hospedeiro, por transducgao.
Os plasmideos por sua vez, sédo replicons extracromossémicos circulares ou lineares,
que podem transmitir genes por conjugacao (Partridge et al., 2018; Tokuda; Shintani,
2024).

Figura 3 - Elementos genéticos moveis (MGESs) e transferéncia horizontal de genes
(HGT)
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Fonte: Traduzido de Tokuda; Shintani, 2024.
A figura ilustra Elementos genéticos méveis (MGEs) e seu papel na mediacdo da transferéncia

horizontal de genes (HGT) dentro das células microbianas e entre as células.

Com os diversos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos e o elevado
risco de falhas de tratamento e infecgbes recidivas, que sao importantes
impulsionadores do aumento de morbidade e mortalidade, a ameaca imposta pela

resisténcia aos antimicrobianos tem sido bem reconhecida. As medidas de
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biossegurancga tém papel crucial na protecdo de animais e seres humanos contra
substancias bioldgicas ou bioquimicas nocivas. Em conjunto com os sanitizantes,
formam a melhor protegédo contra o crescimento bacteriano indesejado na industria
agricola e de processamento de alimentos (Mc Carlie; Boucher; Bragg, 2020).
Entretanto, mesmo desempenhando papel importante na contencgéo da proliferagéo e
disseminagao desses patdgenos, € cada vez mais recorrente a pressao seletiva
exercida por sanitizantes e desinfetantes, que contribui para a seleg¢ao e disseminagao
da resisténcia bacteriana a estes produtos na cadeia alimentar humana e animal
(Deng et al., 2017; Sun et al., 2020).

Entre os principais sanitizantes utilizados na avicultura estdo os compostos de
amébnia quaternaria, compostos de cloro e iodo, cresol, fenol-formaldeido,
glutaraldeido e perdxido de hidrogénio. O mais largamente utilizado sdo os compostos
de amobnia quaternaria (QACs; do inglés: quaternary ammonium compounds) e o
hipoclorito de sodio (Bassani et al., 2021). Estima-se que o uso excessivo de
sanitizantes no cuidado com os animais tenha potencial de promover também
resisténcia aos antimicrobianos, através de um mecanismo de co-selecdo, que pode
ocorrer por co-resisténcia quando a selegao de um gene promove a manutencao de
outro gene de resisténcia; ou por resisténcia cruzada, em que o gene de resisténcia

pode oferecer protecdo contra multiplos produtos quimicos (Mustafa et al., 2021).

Com isso, é essencial o planejamento de estratégias de mitigacao, avaliando
os riscos associados a fontes ambientais e rotas de disseminagao de resisténcia
(Huemer et al., 2020; Vikesland et al., 2017). A classificagdo de risco em resistomas
propostar por Martinez; Coque; Baquero, (2015), (Figura 3), analisa os genes de
resisténcia a antimicrobianos encontrados em estudos metagenémicos em diferentes
categorias, dependendo dos riscos associados a saude publica, e seu risco de

conferirem resisténcia a patégenos humanos.
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Figura 4 - Classificacédo dos riscos de detecgao de genes de resisténcia em resistomas

Gene de interesse
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conhecido
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Novo mecanismo de
resisténcia
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Fonte: Traduzido de Martinez; Coque; Baquero, 2015.
A figura mostra um fluxograma de decis&o de riscos para a saude publica de encontrar um determinado

( RESCon1 |

gene de resisténcia em um determinado ecossistema iniciando quando um gene de resisténcia é
detectado por ter homologia substancial com genes de resisténcia conhecidos, com maior risco genes
que conferem resisténcia aos antimicrobianos atualmente em uso e que estdo em elementos genéticos

moveis.
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A classificagdo dos riscos para a saude publica de genes de resisténcia em
ecossistemas varia de RESCon 1 a RESCon 7, de acordo com o protocolo de
Martinez; Coque; Baquero, (2015), com cada categoria representando diferentes
niveis de ameacga a eficacia dos tratamentos antimicrobianos. No topo da escala,
RESCon 1 abrange genes conhecidos por contribuir para falhas terapéuticas em
patdgenos bacterianos humanos, enquanto RESCon 7 inclui genes previstos para
conferir resisténcia, sem associagdo conhecida com elementos genéticos moéveis.
Entre esses extremos, RESCon 2 engloba novos genes de resisténcia em bactérias
nao patogénicas, enquanto RESCon 3 abrange genes que conferem resisténcia a
antimicrobianos ainda ndo amplamente utilizados na terapia clinica. RESCon 4 trata
de genes que conferem resisténcia a agentes antimicrobianos em uso clinico, mas
cujo mecanismo de resisténcia ainda no foi totalmente elucidado. Classificar genes
de resisténcia com relagao ao seu risco € importante para mostrar que a presencga do
gene em um determinado ambiente tem o potencial de trazer, de fato, impactos
negativos para a saude animal e humana. Com esta informacgé&o, ha necessidade de
se desenvolver estratégias mais eficientes de prevencao e controle, visando preservar
a eficacia dos antimicrobianos e proteger a saude publica contra a disseminacao da

resisténcia aos antimicrobianos.

1.3 SALMONELLA NO CONTEXTO DE SAUDE UNICA.

A saude unica é uma abordagem holistica e integradora que busca otimizar
sustentavelmente a saude de seres humanos, animais, plantas e ecossistemas,
reconhecendo sua estreita interconexao (Centers for Disease Control and Prevention,
2023a). Um dos fundamentos da saude unica sao as zoonoses, as quais ao longo do
tempo tém desencadeado diversos surtos e pandemias, resultando em inUmeras
mortes e consequéncias significativas para a saude publica, sociedade e economia
(Horefti, 2023).

Dentre as zoonoses, a salmonela nao tifoide (NTS) destaca-se como uma das
principais causadoras de doencgas transmitidas por alimentos globalmente. A fonte
predominante de casos de salmonelose em humanos esta associada a produtos de
origem animal contaminados, especialmente carne insuficientemente cozida e ovos
crus (Centers for Disease Control and Prevention, 2014). Tais infecgdes alimentares

podem ocorrer de forma esporadica ou como surtos, caracterizados quando dois ou
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mais casos estao epidemiologicamente relacionados por individuos, tempo e espaco,
além de serem genotipicamente semelhantes, conforme métodos de
genotipagem(Ferreira et al., 2021).

Acredita-se que a alta viruléncia do NTS derive da expressdo de genes
associados a viruléncia localizados em ilhas de patogenicidade de Salmonella (SPIs).
A patogenicidade do NTS é mediada por dois Sistemas de Secrecéao Tipo Il (TTSSs)
distintos, codificados por SPI-1 e SPI-2. Enquanto os genes SPI-1 estdo envolvidos
na invasao da célula hospedeira e na regulagdo da resposta imune, os genes SPI-2
estao associados a sobrevivéncia e replicagao intracelular. Além disso, o surgimento
de cepas multirresistentes de Salmonella (MDR) pode complicar o tratamento de
infeccbes humanas, representando um desafio significativo no controle da doencga
(Tang et al., 2023).

No contexto da saude unica, compreender a ecologia da transmissao de
Salmonella (Figura 4) é crucial para sua vigilancia e controle, dada a complexidade
das rotas de transmissao entre animais e humanos, aumentando o risco de infeccéo
e transmissao vertical (Liu et al., 2023). A transmisséo vertical pode estar relacionada
a vetores como roedores e insetos, bem como a transmissao entre espécies, incluindo
aves, bovinos e suinos através de alimentos contaminados ou do ambiente, resultante
de praticas inadequadas de manejo de residuos agricolas e esterco, culminando em

poluicdo ambiental em ambientes aquaticos (Liu et al., 2023).
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Figura 5 - Ecologia da transmissao de Salmonella

- Transmissao por via aquética
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Transmissao entre espécies

Transmisséo vertical

Fonte: Traduzido de Liu et al. (2023).

A figura ilustra ecolégico da transmissdo de Salmonella. As setas em verde indicam transmissao por
via aquédtica, setas roxas transmissdo alimentar, setas laranja transmissdo entre espécies e setas
vermelhas transmisséao vertical.

Estudos e intervengcbes baseados na abordagem de saude unica tém o
potencial de prevenir surtos de zoonoses, melhorar a seguranga alimentar, reduzir
infecgdes associadas a resisténcia aos antimicrobianos e promover a saude humana
e animal (Centers for Disease Control and Prevention, 2023b). O monitoramento da
disseminagao de cepas bacterianas contribui para determinar a relagao genética entre
elas e identificar linhagens com alto potencial patogénico, diferenciando e rastreando

espécies bacterianas associadas a surtos de doencgas infecciosas, especialmente na
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vigilancia de patégenos de origem alimentar (Paramithiotis; Hadjilouka; Drosinos,
2018).

A técnica de sequenciamento do genoma completo (WGS: Whole genome
sequencing) permite a investigacao simultanea de sorotipos, perfil de resisténcia aos
antimicrobianos e sanitizantes, perfil de viruléncia e tipagem molecular em um unico
fluxo de trabalho, oferecendo resolugao suficiente para rastrear surtos causados por
Salmonella. Essa abordagem tem sido utilizada para monitorar e rastrear a
prevaléncia de Salmonella, que frequentemente exibe alto grau de similaridade
genética (Di Marcantonio et al., 2020; Koutsoumanis et al., 2019).

A partir disso, este trabalho teve como objetivo a analise gendmica de cepas
de Salmonella Heidelberg isoladas da cadeia de producdo de frango, a fim de
identificar potenciais riscos para saude animal e humana. A hipotese foi de que os
genomas apresentam uma distribuicdo similar de genes de viruléncia e resisténcia aos
antimicrobianos e sanitizantes, sugerindo a disseminagao de isolados geneticamente
relacionadas em diferentes granjas, podendo haver surtos relacionados. Além disso,
uma parcela destes genes encontra-se em elementos genéticos moveis, aumentando

o risco de disseminagao destes para novas cepas e espécies bacterianas.

20BJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os fatores e genes de resisténcia em cepas de Salmonella
enterica subsp. enterica sorotipo Heidelberg, isoladas da cadeia de producdo de

frango, visando avaliar a relagdo com surtos

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Deteccao in silico de possiveis surtos nas granjas a partir do MLST e de analise
filogenética com base em polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs).

e lIdentificagdo in silico de genes codificantes de resisténcia aos antimicrobianos
e sanitizantes

e lIdentificagdo in silico de genes codificantes de fatores de viruléncia
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e |dentificagdo in silico de sequencias relacionadas a elementos genéticos
moveis (MGE)

e Mapeamento in silico de sequencias associadas a bacteriéfagos

e Verificar a presenga de genes codificantes de resisténcia e viruléncia nos MGE

encontrados e avaliar possiveis riscos de disseminacgao.

3 MATERIAL E METODOS

3.1  GENOMAS BACTERIANOS

Este estudo analisou 13 isolados de S. Heidelberg coletados em 2019 e 2020,
de coberturas de sapatos descartaveis utilizados na cama de frango de fazendas de
criacdo de frangos de corte no Brasil. Devido a restricbes de privacidade impostas
pela empresa colaboradora, as localizagbes especificas das fazendasnao foram
fornecidas. No entanto, a Figura 5 ilustra a separagao espacial (em quildmetros; km)
entre as localizagdes das fazendas.

As coletas, processamento das amostras e o sequenciamento foram feitos em
um trabalho anterior (Soares et al., 2023). Resumidamente, os isolados foram
inicialmente inoculados pelo método de esgotamento em agar, em placas Petri
contendo agar Infusdo Cérebro-Coragédo (BHI) (Kasvi®, Brasil). Apos incubacao a
37°C/20h, algumas colbnias isoladas foram coletadas para extragdo de DNA. O DNA
gendbmico foi extraido utilizando o kit de purificacdo de DNA genémico Wizard®
(Promega®, EUA). A concentragao e pureza do DNA foram avaliadas utilizando um

espectrofotdmetro Jasco V-530 (Jasco Inc., Téquio, Japao).

Figura 6 — Informacbes gerais sobre a localizagdo e data de coleta dos isolados

bacterianos.



Legenda
Cidade | Amostra |Data Coleta
= 100km A 9162 |20/05/2019
B 9154 | 06/01/2020
9150 |25/02/2020
9153 |12/02/2020
C 9157 | 26/02/2020
9163 |30/07/2019
=150km 9164 | 13/08/2019
9156 |09/03/2020
0 9160 |22/09/2020
E 9159 |23/09/2019
F 9151 | 28/01/2019
G 9155 |09/09/2019
H 9152 |02/07/2019

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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A figura ilustra a distancia aproximada (em Km) entre oito cidades representadas por letras (A-H). A

legenda a direita indica a data de coleta e o nimero do isolado coletado em cada cidade.
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As bibliotecas de DNA foram construidas utilizando o kit de preparagao de
bibliotecas de DNA Nextera® XT (lllumina Inc., San Diego, CA, EUA) e quantificadas
utilizando o kit de quantificagdo de bibliotecas KAPA (Roche Sequencing Solutions
Inc., CA, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante. O sequenciamento do
genoma foi realizado no sistema lllumina MiSeq® (lllumina Inc.), para gerar leituras
brutas usando sequenciamento em pareamento de 300 ciclos (2 x 150 pb) e
sequenciamento em pareamento de 500 ciclos (2 x 250 pb). O OneShotWGS (Coil;
Jospin; Darling, 2015) foi usado para a montagem. As montagens foram entéo
processadas pelo GMCloser (Tritt et al., 2012). O QUAST foi empregado para avaliar
a qualidade de todas as sequéncias e leituras com pontua¢cdes PHRED abaixo de 20
foram descartadas (Huang; Madan, 1999). O sequenciamento e a montagem de DNA
foram realizados pela Neoprospecta Microbiome Technologies (Florianépolis, SC,
Brasil), caracteristicas dos genomas no Quadro 6. Os dados foram depositados no
GenBank sob o numero de acesso ao BioProjeto PRINA891289. Genes funcionais
foram anotados e classificados usando o servidor RAST (Aziz et al., 2008). A
representacao visual da estrutura do genoma foi gerada usando o DNAPIotter versao
18.2.0 (Carver et al., 2009).

3.2 INVESTIGAGAO DE POSSIVEL SURTO

Em todas as analises gendmicas, foram utilizados os drafts genomas dos
isolados. A investigagdo de possiveis surtos seguiu a definicdo e metodologia
delineadas por Ferreira et al., 2021, com algumas modificagdes. Da mesma forma que
Ferreira e colaboradores, um surto é definido por dois ou mais casos
epidemiologicamente ligados através de individuo, tempo e espago, e
genotipicamente ligados através de métodos de genotipagem. Um caso esporadico &
definido como um caso sem ligagdao epidemiolégica e/ou genotipica. Diferentemente
do estudo anterior, a identificacdo da sequéncia tipo (ST) dos isolados foi realizada
utilizando a plataforma MLST 2.0 (Larsen et al., 2012), e o numero de polimorfismos
de nucleotideo unico (SNPs) foi analisado usando MEGA v.11.0.13 (Tamura; Stecher;
Kumar, 2021).

A arvore filogenética foi gerada no REALPHY v.1.13 (Bertels et al., 2014), de

acordo com Ferreira et al 2021. Nesta ferramenta, a construcédo da arvore é baseada
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no método de busca de topologia de arvores NNIs (do inglés: Nearest Neighbor
Interchange), para investigar a relagdo evolutiva entre as sequéncias nucleotidicas
analisadas. Inicialmente, as sequéncias foram submetidas a uma analise de
substituicdo de nucleotideos utilizando o modelo GTR (do inglés: General Time
Reversible), que permite capturar a complexidade das taxas de substituicdo e
heterogeneidade entre pares de nucleotideos. Durante a execugdo do
algoritmo/software da ferramenta, foi aplicado um numero especifico de seed aleatoério
(674478) para garantir a replicabilidade dos resultados, e minimizar os efeitos da
aleatoriedade nos processos de busca e otimizacdo. O método NNIs foi entdo
empregado para iterativamente buscar diferentes configuragdes topoldgicas da arvore
filogenética.

Para analises comparativas adicionais, os genomas também foram
submetidos a CSIPhylogeny v.1.4 (Kaas et al., 2014) com configuragdes padréo,
permitindo uma comparacéao direta de filogenias baseadas em SNP. Com base nos
critérios estabelecidos por Ferreira et al., 2021, isolados com <22 SNPs sao
considerados geneticamente indistinguiveis, sugerindo um cenario de surto. Um
isolado esporadico tera mais de 61SNPs (Quadro 2). A arvore filogenética e as
analises genbmicas subsequentes foram conduzidas utilizando o genoma de
referéncia de S. Heidelberg isolado de aves (numero de acesso ao GenBank
GCA_016454385.1 e ASM397152v1) como o modelo genético primario.

Quadro 2 - Classificagéo distancia SNP

SNPs Classificagao

<22 Indistinguiveis

23-30 Estreitamente relacionados

31-60 Possivelmente intimamente relacionados
> 61 Isolados esporadicos

3.3 IDENTIFICACAO IN SILICO DE GENES DE RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS
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Genes de resisténcia a antimicrobianos foram detectados utilizando os drafts
genomas montados como entrada através do ARG-ANNOT v.6 (Gupta et al., 2014),
empregando configuragdes padrdo. Apenas resultados que atenderam aos critérios
de = 98% de identidade e = 100% de cobertura, validados cruzadamente pelo
ResFinder v4.1 (Bortolaia et al., 2020; Johansson et al., 2021) ou pelo Resistance
Gene Identifier (RGI) v5.2.0 do CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance

Database) (Alcock et al., 2020), foram considerados.

3.4 IDENTIFICAGCAO IN SILICO DE GENES DE RESISTENCIA A
SANITIZANTES

Os genes de resisténcia aos sanitizantes foram preditos in silico com base em
niveis de similaridade dos genes listados no quadro 3, selecionados de acordo com a
literatura cientifica, a partir do algoritmo BLASTn (Altschul, 1990), utilizando valores
de corte de = 98% de identidade e = 100% de cobertura, para determinar niveis de
similaridade e cobertura, validados cruzadamente pelo ResFinder v4.1 (Bortolaia et
al., 2020).

Quadro 3 - Genes de resisténcia a sanitizantes

Gene Acesso GenBank Referéncia

gacA MKO040370 ADDETIA et al. 2018.
qgacE X68232 PAULSEN et al. 1993.
qgacEA1 JN566044 GARZA-RAMOS et al. 2012.
qacF KC285363 Z0U et al. 2014.

gacG FJ950725 Ll et al. 2010.

gacH FJ160769 VINUE et al. 2008.
gacL OM517177 .1 EL-BAZ et al. 2022.
SugE(C) X69949 GREENER et al. 1993.
SUgE(P) KC285365 Z0U et al. 2014.

mdfA Y08743 EDGAR et al. 1997.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

3.5 IDENTIFICACAO IN SILICO GENES DE VIRULENCIA
Os genes de viruléncia foram identificados no banco de dados para Salmonella
enterica subsp enterica da plataforma online e gratuita do Virulence Factor Database

(VFDB-2022) (Liu et al., 2022), utilizando a configuracao padrao (default).

3.6 ELEMENTOS GENETICOS MOVEIS (MGE)
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Para identificacdo de MGE, os genomas foram analisados contra o banco de
dados da ferramenta MobileElementFinder 1.0.3 (Johansson et al., 2021), que conta
com 4452 elementos conhecidos, somada a anotagdo de genes de resisténcia do
ResFinder v4.1 (Bortolaia et al., 2020) e deteccao de plasmideos pelo PlasmidFinder
2.1 (Carattoli Alessandraand Hasman, 2020). Adicionalmente, essa analise também
baseou-se nos dados de anotagdo gendmica, para aumentar a confiabilidade da
identificacdo dos MGE(Aziz et al., 2008). Além disso, cada um dos 13 genomas foi
submetido a analise PHASTER (Banco de dados mais recente; 22 de Dezembro, 2020)
(Arndt et al., 2016).identificar sequéncias relacionadas a fagos, com consideragao
exclusiva dada a fagos classificados como "completos" ou "intactos" para investigacao

adicional

4RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 INVESTIGACAO DE SURTO

De acordo com a analise de possivel surto proposta, inicialmente foi realizada
a sequéncia tipo (ST) dos genomas. Todas as amostras, a excegcado da 9163, foram
classificadas como ST 15 (Quadro 4). O genoma 9163 tem 93.7% de chance de ser
um ST15 segundo a ferramenta utilizada, provavelmente por alguma limitagdo no

sequenciamento ou montagem do genoma.

Quadro 4 - Tipagem por Sequenciamento de Mdultiplos Locus (MLST) para
investigacéo de surtos

Isolados | aroC | dnaN | hemD | hisD purE | sucA thrA ST
9150 2 7 9 9 5 9 12 15
9151 2 7 9 9 5 9 12 15
9152 2 7 9 9 5 9 12 15
9153 2 7 9 9 5 9 12 15
9154 2 7 9 9 5 9 12 15
9155 2 7 9 9 5 9 12 15
9156 2 7 9 9 5 9 12 15
9157 2 7 9 9 5 9 12 15
9159 2 7 9 9 5 9 12 15
9160 2 7 9 9 5 9 12 15
9162 2 7 9 9 5 9 12 15
9163 2 9 9 5 9 12 15*
9164 2 7 9 9 5 9 12 15

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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Tipagem por Sequenciamento de Multiplos Locus(MLST). Analise MLST pelo Center for Genomic
Epidemiology(CGE), retornou a predicao da sequéncia tipo (ST) dos genomas. Colunas indicam
respectivamente ID de Salmonella, alelos e o ST. *ST mais préximo da amostra 9163 é 15 nao foi
encontrado o alelo dnaN.

A arvore filogenética, reconstruida por meio de analise comparativa de SNPs
do genoma central usando REALPHY e confirmada no CSlphylogeny, revela
genéticos intimamente relacionados, sendo identificados 3 grupos de isolados (Figura
7).

Figura 7 - Arvore filogenética com base na analise comparativa de SNPs -
9157

9164

9151

GCA_016454385.1

9162

9153

9150

9160

— 9159

— 9155

— 9156

— 9152

S 9154

— 9163

3.0E-6

Eonte: Elaborado pela autora, 2024.
Arvore filogenética do Realphy, visualizada no FigTree, amostras de ID Salmonella.

De acordo com a analise de SNPs (Figura 8), os genomas dos isolados 9157 e
9164 sao indistinguiveis, exibindo uma distancia de SNP de apenas 5. Além disso, o0s
isolados 9153, 9150, 9160, 9159, 9155, 9156, 9152, 9154 e 9163 apresentam também
apresentam perfis genéticos indistinguiveis (destacados em verde) ou intimamente

relacionados (destacados em azul).
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Figura 8 - Numero de SNPs para investigacado de surtos
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9157 5 41 118 61 60 59 62 61 58 60 60 59 55
9164 5 44 121 64 63 62 65 64 61 63 63 62 58
9151 41 44 109 52 51 50 53 52 49 51 51 50 46
GCA_016454385.1 118 121 109 121 120 119 122 121 118 120 120 119 115
9162 61 64 52 121 31 30 33 32 29 31 31 30 26
9153 60 63 51 120 31 3 6 23 20 22 22 21 17
9150 59 62 50 119 30 & 5 2 19 21 21 20 16
9160 62 65 53 122 33 6 5 25 22 24 24 23 19
9159 61 64 52 121 32 23 22 25 21 23 23 22 18
9155 58 61 49 118 29 20 19 22 21 16 16 15 11
9156 60 63 51 120 31 2 21 24 23 16 12 15 M
9152 56 59 47 116 27 18 17 20 19 12 12 11 7
9154 89 62 50 119 30 21 20 23 22 15 15 N 10

9163 65 58 46 115 26 17 16 19 18 11 11 7 10

3.0E-6

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Distancias pareadas (numero de SNPs) entre os isolados € mostrada a direita. NUumeros destacados
em verde exibem <22 SNPs, representando isolados genotipicamente indistinguiveis. Numeros
destacados em azul exibem 23-30 SNPs, representando amostras definidas como genotipicamente
intimamente relacionadas. Nimeros destacados em laranja (31-60 SNPs) representam isolados
definidos como possivelmente intimamente relacionados. Finalmente, nomes e numeros néo
destacados representam isolados esporadicos. A definicdo de um surto, juntamente com os critérios

de interpretacao, foi previamente descrita (Ferreira et al., 2021).

Notavelmente, os isolados 9153, 9150 e 9160 demonstram uma faixa de SNP
menor entre eles, variando de 3 a 6. Embora os dados epidemioloégicos abrangentes
(por exemplo, se sdo da mesma fazenda) para esses isolados n&o estejam disponiveis
para confirmar um surto, os isolados 9157 e 9164 coletados na mesma cidade (Figura
5) sugerem um surto em potencial. Um cenario de surto plausivel também surge em
relagao aos isolados 9153, 9150 e 9160. Interessantemente, os isolados 9153 e 9150
sao originarios da mesma cidade (cidade C), enquanto o 9160 foi coletado de outra
cidade (cidade D), aproximadamente 45 km distante da cidade C (Figura 5). Além
disso, propomos a identificagdo de um potencial terceiro surto envolvendo os isolados
9159, 9155, 9156, 9152, 9154 e 9163, que foram obtidos de seis cidades diferentes,
indicando distancias consideraveis entre algumas dessas localizagdes.

Um estudo de 2014 explorou a diversidade gendmica de S. Heidelberg
analisando SNPs de drafts genomas de 44 isolados de fontes animais, de varejo de
carne e de clinicas humanas nos Estados Unidos da América (EUA). Entre os
isolados, nove foram associados a um surto bem documento no pais, ocorrido em

2011. Os autores reportaram que os isolados associados ao surto eram praticamente
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indistinguiveis na arvore filogenética, mostrando uma variagdo média de apenas 17
SNPs (Hoffmann et al., 2014). Outro estudo analisou 32 genomas de S. Heidelberg
isoladas de um surto ocorrido em 2015 nos EUA, que causou infec¢gdes em pessoas
a partir do contato com bezerros. A analise baseada em SNPs revelou que tanto
isolados bacterianos de humanos quanto isolados dos animais formaram um
agrupamento filogenético separado de outros isolados n&o associados ao surto, e que
a caracteristica comum entre eles foi a presenga de genes fimbriais saf, que estédo
geralmente ausentes em S. Heidelberg. Assim, os autores sugeriram que distribuicdo
de SNPs especificos e 0 ganho de saf podem ter contribuido para o potencial de
transmissao e infeccao destes isolados (Antony et al., 2018). Estes dados evidenciam
como a analise de SNPs contribui para a investigacao de surtos, rotas de transmissao
e potencial de infecgédo de isolados de S. Heidelberg.

Importante ressaltar que, uma biosseguranca adequada e a higiene geral é
essencial para reduzir efetivamente a presenca e disseminacdo de Salmonella.
Seguindo, principios basicos: limpeza a seco seguida de limpeza umida para remover
sujeira e matéria organica que possam prejudicar o uso de desinfetantes; uso
apropriado de desinfetantes para matar microrganismos; enxague para limpar
residuos e fumigacao. Nos diversos processos de produgao avicola que podem ser
fontes potenciais de introducdo de Salmonella, incluindo pintos reprodutores,
incubatorio, manejo de insetos e roedores, descontaminagao da agua, ragédo e cama
(Obe et al., 2023).

4.2 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS E SANITIZANTES

A analise gendmica revelou a presenga de varios genes de resisténcia a
antimicrobianos em todos os 13 genomas (Figura 8). Notavelmente, todos os
genomas continham genes que conferem resisténcia a aminoglicosideos (aac6),
fosfomicina (fosA7), sulfonamidas (sul2) e tetraciclina [tet(A)]. O gene blaCMY-2, que
codifica resisténcia a beta-lactamase, foi detectado em 61,5% (8/13) dos genomas,
enquanto o blaCTX-8, que também codifica beta-lactamase, estava exclusivamente
presente no genoma 9160.

Os genomas geneticamente mais proximos (Figura 5) exibem uma distribuicéo
muito semelhante dos genes de resisténcia a antimicrobianos. Por exemplo, os

isolados geneticamente indistinguiveis 9157 e 9164 compartiham um conjunto
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comum de genes aadA71 e aadA2 (aminoglicosideos), sul3 (sulfonamida), dfrA12

(trimetoprim) e cmlIA1 (cloranfenicol), reforcando a hipétese do surto (Figura 9).

Figura 9 - Distribuicdo de genes de resisténcia a antimicrobianos e sanitizantes
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

O lado esquerdo exibe a arvore filogenética. O lado direito representa um mapa de presencga e auséncia
que mostra os resultados da analise in silico, revelando genes de resisténcia dentro dos genomas
usando ARG-ANNOT. Apenas genes consistentes com CARD ou ResFinder foram considerados. As
colunas representam o ID do gene, e as linhas representam os isolados de Salmonella, indicando a
presenga (azul escuro) ou auséncia (azul claro) do gene de resisténcia. As informagdes sobre
mecanismo de resisténcia e fendtipo sdo obtidas do CARD. "Ref." indica o genoma de referéncia
descrito na metodologia.

Em 2021, uma analise de perfil gendbmico de 68 S. Heidelberg isoladas no
Brasil, na regido Sul e Sudeste, também encontrou altas frequéncias de fosA7 (100%),
tet(A) (100%), sul2 (64; 94,1%), e o blaCMY-2 (56; 82,3%), e mdf(A) que nao foi
localizado no presente trabalho (Kipper et al., 2021). Resultados semelhantes foram
reportados por Monte et al., 2022, que investigaram o resistoma de S. Heidelberg,
tendo encontrado resisténcia a fosfomicina (fosA7; 100%), sulfonamida (su/2; 100%),
tetraciclina (tet(A); 100%) e aminoglicosideo (aac(6')-laa; 100%).

Também corrobora com essa pesquisa um recente trabalho realizado na regiao
sul do Brasil, que analisou cepas de S. Heidelberg resistentes a antimicrobianos
isoladas de carne de frango e bovina, entre 2013 e 2017, e identificou que todas as
11 cepas analisadas apresentaram genes de resisténcia a antimicrobianos, como
fosA7 (fosfomicina), aac(6')-laa (aminoglicosideos), sul2 (sulfonamidas), tet(A)
(tetraciclina) e blaCMY-2 (beta-lactamicos) (Vilela et al., 2023).
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O gene fosA7, que esta presente em todos os isolados deste trabalho, e nos
trabalhos citados anteriormente, foi relatado pela primeira vez em 2017 em isolados
de S. Heidelberg recuperados de frangos de corte na Columbia Britanica, Canada. A
presenga deste gene causa grande preocupacdo, devido ao aumento do uso de
fosfomicina em ambientes clinicos e veterinarios (Rehman et al., 2017).

Entretanto, é importante ressaltar que os isolados estudados neste trabalho
foram testados fenotipicamente através do teste de disco-difusdo em um estudo
anterior (Sielski Galvdo Soares et al., 2023). Os resultados mostraram perfis
genotipicos e fenotipicos de resisténcia a sulfonamida e a tetraciclina concordantes,
mas discordante de fosfomicina, que apresentou genotipo resistente, mas nao
apresentou resisténcia fenotipica (Anexo A). A auséncia de expressao de resisténcia
em bactérias com o gene fos7 pode ser explicada pela heterorresisténcia, onde
subpopulag¢des dentro da mesma populagao bacteriana apresentam diferentes niveis
de resisténcia, e pela epistasia, que sao interagdes entre genes que podem alterar a
expressao fenotipica da resisténcia de maneira complexa e n&o aditiva. Além disso,
fatores ambientais, como condi¢gdes de crescimento e presencga de outros compostos
quimicos, podem modificar drasticamente a expressao dos genes de resisténcia
(Hughes; Andersson, 2017).

Em relagdo ao uso de antimicrobianos na pecuaria, embora proibido para
promogao do crescimento em varios paises, mais de 70% dos antimicrobianos
produzidos globalmente sdo utilizados na pecuaria, principalmente em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, para promover o bem-estar e o crescimento dos
animais. No mundo devido ao aumento da agricultura intensiva em grande escala em
paises como Russia, india, China e Africa do Sul, projeta-se um aumento da aplicagéo
desses compostos. Esses antimicrobianos podem ser usados para diferentes
finalidades: tratamento de doengas, metafilaxia (administragédo a um grupo de animais
contendo individuos doentes e saudaveis, supostamente infectados), profilaxia (uso
em animais saudaveis, mas em risco de infec¢ao) e melhoria de desempenho (para
acelerar o ganho de peso). Entre os compostos antimicrobianos utilizados estao,
peptideos ciclicos (ex.: bacitracina), ionéforos (ex.: monensina, narasina),
estreptograminas (ex.: virginiamicina), ortossomicinas (ex.: avilamicina) e macrolideos
(ex.: tilosina, espiramicina), auxiliando a aumentar o ganho de peso e a eficiéncia
alimentar em animais de produgao (Plata et al., 2022; Van Boeckel et al., 2019). De

acordo com a Instrugdo Normativa n° 1/2020 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
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Abastecimento, os anfenicdis, tetraciclinas, beta-lactamicos (benzilpenicilamicos e
cefalosporinas), quinolonas e sulfonamidas sistémicas sdo de uso exclusivo em
produtos antimicrobianos veterinarios, sendo vedada sua utilizagdo como aditivos
zootécnicos melhoradores de desempenho ou conservantes de alimentos para
animais. Esta pratica € de grande preocupacgao, pois a exposi¢ao repetida de animais
a pequenas doses de antimicrobianos pode contribuir para a resisténcia (Ministério da
Agricultura, 2020).

Quanto aos genes relacionados a resisténcia a sanitizantes, o gene qacH foi
identificado em todos os genomas analisados, enquanto o gene sugE(p) foi detectado
em 69,2% (9/13) dos genomas examinados. Os genes qacF, qacG e qacL foram
encontrados exclusivamente nos genomas geneticamente indistinguiveis 9157 e 9164
(Figura 9).

Quando utilizados de forma adequada, os sanitizantes tem papel essencial na
diminuicdo da propagacao de infecgbes e doencgas, por sua ampla atividade
antimicrobiana. No entanto, quando a limpeza e desinfec¢gao ndo ocorrem de forma
eficiente no ambiente de producgao das aves, os patdégenos que sobrevivem t€m maior
potencial de exibir resisténcia a estes produtos (Bezek et al., 2023). Os sanitizantes a
base de cloreto de benzalconio (composto de amébnia quaternaria-QACs) sao
amplamente utilizados na avicultura brasileira, e os relatos relacionados a resisténcia
tem sido mais frequentes, estando ligados a mutacédo de genes ou transferéncia
horizontal de elementos genéticos méveis (Barbosa, 2020).

Investigacdes genotipicas de resisténcia a sanitizantes em Salmonella isoladas
de cadeias produtivas de frangos na China, detectaram os genes qacEA1 (26,7%,
n=52), qacF (7,7%, n=15) e somente uma amostra com sugE(p) (Long et al. 2016).
Adicionalmente, Deng et al. (2017) relataram os genes qacED1 (8,6%, n = 13), qacF
(18,4%, n = 28) e qacED1 (8,6%, n = 13) e nenhum sugE(p). Em ambos os estudos
nao foram detectados qacE e gacG. Um estudo realizado em Sao Paulo em 2019
identificou genes codificantes de resisténcia a QACs em 17 cepas de Salmonella spp.
pertencentes as diferentes origens (humano, animal e alimento). Foi observada a
presenca do gene mdfA em todas as cepas, gacE e qacEA1 em 7 (41,1%) e sugE(p)
em 5 (29,41%). Nao foram detectados sugE(c), emrE, qacA, qacH e gacL (Muhoz,
2019).

O gene gacH, membro da pequena familia de resisténcia a multiplas drogas

(SMR), foi originalmente identificado em espécies de Staphylococcus, e é conhecido
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por seu papel em conferir resisténcia a antissépticos por meio da codificagdo de
bombas de efluxo de multiplas drogas carregadas por plasmideos. Apesar de sua
identificacdo principalmente em cepas Gram-positivas, relatorios também indicaram
sua presengca em cepas Gram-negativas (Antony et al., 2018). Contudo, até o
momento, nenhum estudo documentou a presenca do gene gacH em Salmonella
isolada do Brasil. E importante notar que durante a validagéo cruzada no Resfinder, a
predicdo desses genes de resisténcia a sanitizantes nao foi observada. No entanto,
em trés isolados especificos (9155, 9157 e 9764), o gene sug(E) foi identificado por

meio de anotacdo RAST.

4.3 FATORES DE VIRULENCIA

No presente estudo, as SPIs identificadas englobam C63PI (excluindo o
genoma 9151), SPI-1, SPI-2, SPI-3, SPI-13 e SPI-14 em todos os genomas.

As ilhas de patogenicidade da salmonela (SPIs) sdo aglomerados de genes
localizados em certas areas dos cromossomos, responsaveis por codificar os varios
fatores de viruléncia, entre eles, fatores relacionados a adesao, invasao e produgao
de toxinas. Atualmente, reconhece-se que Salmonella possui cerca de 23 ilhas de
patogenicidade (SPI) documentadas, com SPI-1 a SPI-5 amplamente distribuidas
(Kipper et al., 2021; Monte et al., 2022). Entre elas, a C63PI esta envolvida no
transporte de ferro na ilha de patogenicidade 1 (SPI-1) (Bugarel et al., 2019). SPI-1
carreia um conjunto de genes de viruléncia, codificando um minimo de dez proteinas
distintas, cruciais para invasao bacteriana em células dos hospedeiro. SPI-2 carreia
genes associados a infecgdes sistémicas e replicacdo dentro de macréfagos. Ja SPI-
3 contribui para a sobrevivéncia de macrofagos e proliferacdo de Salmonella em
ambientes com baixos niveis de magnésio (Jajere, 2019). Além disso, SPI-13 é
conservada em varias sorovares de S. enterica., e é crucial para a colonizacao
sistémica de camundongos e frangos por varias sorovares (Lerminiaux; Mackenzie;
Cameron, 2020). Por fim, SPI-14 parece desempenhar um papel crucial na viruléncia
de Salmonella, mediando a invasao bacteriana em modelos experimentais (Jiang et
al., 2017).

As ilhas de patogenicidade mais extensivamente estudadas sdo SPI-1 e SPI-2,
dada sua associagcdo com 0s mecanismos subjacentes a invasao de células

hospedeiras por Salmonella spp. (Tang et al., 2023). Ambas as ilhas codificam o
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sistema de secrecdo do tipo Il (T3SS), reconhecido como o principal fator de
viruléncia de Salmonella. Esse sistema pode injetar proteinas efetoras bacterianas
necessarias para a invasao intestinal e a produgao de enterite. Esse processo envolve
a secrecao de moléculas do interior da célula bacteriana para o ambiente intracelular
da célula do hospedeiro (Lou et al., 2019).

Em termos de genes relacionados a viruléncia, mais de 100 genes associados
a varios fatores de viruléncia foram identificados em todos os 13 isolados, de acordo

com a quadro 5.

Quadro 5 - Fatores de viruléncia in silico presente em todas as amostras de S.

Heidelberg
thor?s c_ie Genes relacionados Fatores de Viruléncia Genes relacionados
Viruléncia

CSgA ssaC

csgD ssaD

Agf/Csg csgE ssaE

csgF ssaG

csgG ssaH

IpfA ssad

IpfC ssaK

Lpf

IpfD ssalL

IpfE ssaN

MisL misL ssaO

RatB ratB Sistema de Secreg&o do tipo Il — ssaP

ShdA shdA T3SS (codificado na SPI-2) ssaQ

SinH sinH ssaR

fimA ssaU

fimC ssaV

fimD SSCA

fimF sscB

Pili/Fimbria tipo |

fimH sseB

fiml sseC

fimwWw sseE

fimZ SSrA

mgtB ssrB

Mg2+ transporte

mgtC Efetores TTSS translocados sirP

Mig-14 mig-14 SOpA
phoP Efetores translocados TTSS-1 sopB/sigD

PhoPQ
phoQ sopD
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I\?_torﬁes Qe Genes relacionados Fatores de Viruléncia Genes relacionados
iruléncia
invA SopE2
invB pipB2
invC SifA
invE sifB
Sistema de :
Secrecao do tipo invF sopD2
Il - T3SS invG sseF
(codificado na SPI- - Efetores translocados TTSS-2
1) invH sseG
invl ssed
invd sseK2
spaO ssel
spaP sspH2

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
Fatores de viruléncia e genes relacionados identificados pelo Virulence Factor Database (VFDB)

Figura 10 - Genes de viruléncia encontrados nos genomas de S. Heidelberg e que
diferiram entre os isolados.
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|| Eretores TTSS-2 translocados
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|| sisterna de sacreqio da tipo Il - T3SS

o164

9151

GCA_016454385.1

@150

@180
—_ 9158

8155

—_ 8156
I Presente

’; 9152

Ausente

&

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Arvore filogenética do Realphy, visualizada no FigTree. Genes de viruléncia identificados no Virulence
Factor Database (VFDB). Colunas e linhas representam amostras de ID do gene e Salmonella,
respectivamente, e indicam a presenga ou auséncia de genes de resisténcia nas amostras. Acima os
fatores de viruléncia que os genes estio relacionados.

Os resultados dos genes relacionados a viruléncia neste estudo estdao em
consonancia com os achados de Kipper et al., 2021, que identificaram 139 genes de
viruléncia em isolados de S. Heidelberg de aves produzidas no sul e sudeste do Brasil,
incluindo os genes IpfA, invA e avrA. Em um estudo realizado em aves produzidas no
sul do Brasil em 2020, todos os 20 isolados de S. Heidelberg testados apresentaram
os genes ompC, invA, sodC, avrA, IpfA e agfA por meio de PCR (Tavares, 2020). No

ano seguinte, 20 cepas de S. Heidelberg isoladas de frangos de corte apresentaram
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esses mesmos genes em todas as cepas, além do gene luxS em 70% delas (n=14)
(Melo et al., 2021).

Os fatores de viruléncia identificados sugerem capacidade de invas&o, adesao,
sobrevivéncia e multiplicacdo bacteriana. O fator de viruléncia mais prevalente entre
0s genes analisados foi o T3SS, evidenciando o potencial de invasao bacteriana

durante uma infecgao(Lou et al., 2019).

4.4 ELEMENTOS GENETICOS MOVEIS

O método de sequenciamento utilizado neste estudo, o qual obteve
sequéncias de leituras curtas (short reads), possui limitagdes e desafios técnicos na
analise das chamadas regides gendémicas repetidas, muito comumente presentes nos
MGE, uma vez que estas regides sao mais dificeis de serem montadas corretamente
e, portanto, apresentam desafios interpretativos.

O presente estudo detectou elementos transponiveis IS, Tn composto e
Elementos Transponiveis Miniature Inverted Repeat (MITEs) entre os genomas
(Figura 11). A maioria dos MGEs identificados estava associada aos elementos |S.
Notavelmente, o IS630 estava presente em todos os genomas, seguido pelo 1S1380
(exceto genomas 9155 e 9162). Esses elementos IS podem influenciar a expressao
génica e facilitar a mobilidade de genes através da formagdo de Tn Composto e
Unidades Translocaveis (TUs), incluindo genes associados a resisténcia e a viruléncia
(Partridge et al., 2018).

Figura 11- Distribuicdo de Elementos Genéticos Moveis (MGE) entre os genomas de S.
Heidelberg.
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| Tipo Tipo
| |Familia Eﬁepeticﬁes Invertidas em Miniatura (MITEs)

Sequéncias de Insercao (ISS)
9157 T C tos (ComTns)

ransposons Lomy 05 (Lomins,
9164 po pos

9154 Familia

GCA_016454385.1 g e
:.9162 iss
9153 155
9150 1SB30
9160
9159
o155
9156 I Presente
9152
9154 Ausente
9163

3.0E-B

ISEch12
MITEEcH
ISEcl10
IS102
ISSty2

cn_36568_15100

cn_14117_ISEch12

cn_34577_ISEcl10

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

As colunas e linhas representam os MGE previstos e os isolados de Salmonella, respectivamente,
indicando a presenca (azul escuro) ou auséncia (azul claro) de MGE. As cores indicam a familia e o
tipo de MGE identificado.

Nos genomas 9150, 9153, 9157, 9160, 9162 e 9164, os genes de resisténcia
sul2 e tet(A) foram observados como potencialmente associados aos MGEs, devido
ao fato de estarem proximos no genoma (em média 1Kbp de distancia), especialmente
em sequéncias IS. Além disso, sequéncias IS também foram encontradas proximas
aos genes blaCMY-2 nos genomas 9152, 9155, 9157 e 9164. Em adigcdo a
identificacdo de MGEs e genes de resisténcia, nas amostras 9150, 9153, 9157 ,9160,
9162 e 9164 estava presente fosfoglicerato mutase e superfamilia transportador de
drogas/metabdlitos (DMT). Nas amostras 9155, 9157 e 9164, lipocalina bacteriana
(Blc) (Figura 12)

Figura 12 - Posicdo genémica de elementos genéticos moveis (MGE), genes de

resisténcia a antimicrobianos e sanitizantes
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Essa representacéo linear ilustra o contexto gendmico em fragmentos de oito genomas (9150, 9152,
9153, 9155, 9157, 9160, 9162 e 9164). As setas azuis indicam MGE, enquanto os genes de resisténcia
a antimicrobianos e saneantes sao destacados com setas vermelhas. Fragmentos adicionais de DNA
sdo representados em preto. As barras pretas indicam a posi¢cao gendmica e a distancia em pares de
bases entre os elementos.

Quando comparado este resultado com um genoma de referéncia de S.
Heidelberg isolado de aves dos EUA (GenBank GCA_016454385.1) repetindo o
mesmo método, foi identificado genes aph(3’)-la, sul1, aadA1 associado a MGEs. Um
estudo publicado em 2023 teve como objetivo correlacionar genes de resisténcia a
MGE em plasmideos entre isolados de Salmonella. Os autores reportaram dois
clusters dentro do plasmideo IncFIB, cada um contendo um transposon da familia Tn2
contendo genes fetR, que conferem resisténcia as tetraciclinas. Além disso, foi
identificado um integron de classe 1, acompanhado por um operon mer, que codifica
resisténcia ao mercurio. O integron carreava genes de resisténcia a antimicrobianos
e sanitizantes, nomeadamente ant(3')-la, gacEA1 e sul1, codificando resisténcia a
aminoglicosideos, amoénio quaternario e sulfonamidas, respectivamente.
Notavelmente, esses clusters eram predominantemente compostos por sequéncias
de insercao 1S26. Esses elementos modveis carregavam genes de resisténcia a
aminoglicosideos, como aph(3')-la, acc(3)-IVa, aph(4)-la, bem como genes de
resisténcia a fosfomicina, fosA3 (Kruger et al., 2023).

A fosfoglicerato mutase identificada neste trabalho, pode facilitar a conversao
do plasminogénio em plasmina, uma protease ativa. Essa plasmina, por sua vez, pode
desempenhar um papel importante na viruléncia bacteriana, ativando outras proteinas
do hospedeiro que auxiliam na infeccdo e na degradacgao dos tecidos do hospedeiro
(Constance, 2019). Corroborando com os resultados obtidos nos genomas deste
trabalho, um estudo de Maguire et al. (2019) identificou sugE associada a resisténcia
a compostos quaternarios de aménio, no mesmo plasmideo com predi¢cao de blaCMY-
2. E identificaram a presenga do gene de lipocalina (blc) diretamente adjacente. A
presenca deste blc adjacente pode ser um potencializador da resisténcia, uma vez
que estas tém sido relatadas em outras bactérias para aumentar CIMs de
antimicrobianos B-lactamicos por ligagéo do antimicrobiano no meio. Também esteve
presente em alguns genomas a superfamilia transportador de drogas/metabdlitos
(DMT), esses transportadores de efluxo bacterianos multidrogas sdo importantes

facilitadores de mecanismos de resisténcia a drogas, principalmente porque
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patdogenos multirresistentes podem se tornar refratarios a agentes antimicrobianos,

resultando em infecgbes bacterianas potencialmente intrataveis (Kumar et al., 2020).

4.4.1 Plasmideos

Alguns plasmideos carreiam genes de Vviruléncia e resisténcia a
antimicrobianos de importancia clinica e epidemiolégica, e sua identificacdo e
caracterizagado podem ajudar nas investigacdes de surto e rastreamento de fontes de
transmissao (Li et al., 2020;).

Quatro plasmideos foram identificados entre os genomas: IncA/C2(IncC),
IncX1, Incl-1(Alpha) e ColpVC. O plasmideo IncC foi detectado em todos os genomas
pesquisados, enquanto ColpVC estava presente em todos, exceto no genoma 9151.
IncX1 foi observado em todos os genomas, exceto 9157 e 9164. Por ultimo, o
plasmideo Incl1(Alpha) foi identificado em 7 dos 13 genomas, representando 53,8%

das amostras analisadas (Figura 13).

Figura 13 - Distribuicdo de plasmideos e seus genes de resisténcia a antimicrobianos
associados entre os genomas de S. Heidelberg

(A 9150 8) Incl-1(Alpha) Inex1
9150
9151 9154
9152 9152
9153
9153 9154
9155
o154 9156
9155 9157
9159
9156 9160

9162
9157 0183
9159 9164

9160
9162
9163
9164

IncC
IneXx1

I Presente

Ausente

ColpVC
Incl1-1{Alpha)

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

(a) Colunas e linhas representam os plasmideos identificados e os genomas de
Salmonella, respectivamente, indicando a presenga (azul escuro) ou auséncia (azul
claro) do plasmideo. (b) Colunas e linhas representam os plasmideos identificados e
0s genomas de Salmonella, respectivamente, indicando a presenga (azul escuro) ou
auséncia (azul claro) dos genes de resisténcia.

A predicao dos genes de resisténcia a antimicrobianos nos plasmideos revelou

a prevaléncia de sul2 e tet(A) em 69,2% (9/13), com ambos os genes notavelmente
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associados ao IncC. Além disso, o gene blaCMY-2 foi identificado nos genomas 9155,
9159 e 9162, ligado ao Incl1 (Alpha) (Figura 12).

Corroboram com os resultados obtidos um estudo realizado na regido sul do
Brasil, onde ColpVC (100%), IncX1 (97%) e IncA/C2 (95,5%) foram prevalentes entre
os 68 genomas de S. Heidelberg (Vilela et al., 2023). O plasmideo IncC ja foi
associado com a disseminagao de genes de resisténcia a betalactamicos de espectro
estendido (ESBL) e carbapenemases (AMBROSE et al. 2018). Segundo dados da
literatura, IncX1 carreia principalmente genes de resisténcia a quinolonas (ZHANG et
al. 2018). No Brasil, foi relatado a presenca de Incl1-1 em S. Heidelberg isoladas de
fontes ambientais em 2014 a 2016. Este plasmideo foicarreava o gene de resisténcia
blaCMY-2 (Tiba-Casas et al., 2018).

4.5 IDENTIFICACAO IN SILICO DE BACTERIOFAGOS

Os principais fagos identificados foram o Gifsy-2, presente em todos os
genomas, seguido pelo Escher-500465 em nove (69,2%) genomas. Além disso, 0
SPN1S foi detectado em sete genomas (53,8%) e o UAB_Phi20 em seis genomas
(46,1%) (Figura 14).

Figura 14 - Distribuicdo de bacteriéfagos entre os genomas de S. Heidelberg.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
As colunas e linhas representam os bacteriofagos previstos e os isolados de

Salmonella, respectivamente, indicando a presencga (roxo escuro) ou auséncia (roxo
claro) de MGE.

Diversos estudps tém levantado preocupagdes quanto a presenca de
sequéncias de fago nos genomas bacterianos, devido a possibilidade de transferéncia
de genes, incluindo os de resisténcia a antimicrobianos, entre bactérias. Estes virus
podem carrear e disseminar tais genes por meio do mecanismo de transducao. (Pilati
et al., 2023).Através do mecanismo de transdugao, varios fagos podem desempenhar
um papel na patogenicidade da Salmonella, abrigando genes de viruléncia e
facilitando a disseminacgao de genes de resisténcia a antimicrobianos. Por exemplo, o
fago Gifsy-2, presente em todos os genomas examinados, carreia o gene que codifica
para uma superoxido dismutase (sodC1), o que poderia aumentar a sobrevivéncia de
Salmonella spp intracelularmente destruindo os radicais toxicos dos macrofagos
hospedeiros (Seribelli et al., 2021).

46 CLASSIFICAGAO DE RISCO NO RESISTOMA

De acordo com o protocolo de risco utilizado, em 61,54% (n=8) dos genomas,
os genes de resisténcia previstos, tet(A), sul2 e blaCMY-2, sédo classificados como
RESCON 1 (Figura 15) (Martinez; Coque; Baquero, 2015).

Figura 15 - Classificagéo de risco dos genes de resisténcia
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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O lado esquerdo exibe a arvore filogenética. O lado direito representa um mapa de presencga e auséncia
que mostra os resultados da classificagdo de risco dos genes de resisténcia no resistoma, conforme
protocolo de Martinez; Coque; Baquero (2015). As colunas representam o ID do gene, e as linhas
representam os isolados de Salmonella, indicando a classificagdo RESCon1 (laranja) ou gene de

resisténcia intrinseca (verde).

O RESCON 1 compreende genes de resisténcia que ja sdo conhecidos por
contribuir para desafios no tratamento com antimicrobianos, e que foram previamente
relatados em MGE hospedados por patdgenos bacterianos humanos. Este resultado
indica um risco substancial para a disseminagcdo de mecanismos de resisténcia e
potenciais desafios no tratamento de infecgdes humanas e animais. Os outros cinco
genomas foram considerados como portadores de genes de resisténcia pertencentes
ao resistoma intrinseco, cuja deteccdo deve ser considerada apenas como um
marcador da abundancia local da bactéria a que pertence, apesar da sua contribuicéo

para a resisténcia intrinseca do organismo.
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5CONCLUSAO

Este estudo fornece uma contribuicdo substancial para a compreensio dos
isolados de S. Heidelberg, especialmente dentro do contexto da saude unica, uma vez
que aborda a presenga e a abrangéncia da resisténcia aos antimicrobianos e a
sanitizantes, e seus fatores de viruléncia associados a esse patdégeno no ambiente de
producdo, destacando a importéncia de uma abordagem integrada para lidar com
questdes de saude publica.

A investigacado de genes de resisténcia e os polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs), além de nos ajudar a compreender melhor as relagdes filogenéticas
entre os isolados, indicou possiveis surtos, fornecendo insights da necessidade de um
melhoramento na vigilancia epidemiolégica e o controle de doengas.

A andlise dos fatores de risco para a transmissao da S. Heidelberg é crucial
para orientar politicas de saude publica e praticas na industria avicola, promovendo a
seguranga alimentar e a saude tanto humana quanto animal. Entre essas praticas
podemos destacar aspectos de limpeza e cuidado dentro do ambiente de producgao,
com uma implementagcdo rigorosa de protocolos de limpeza e desinfecgao.
Treinamentos continuos para os trabalhadores sobre praticas de higiene pessoal e
procedimentos corretos de manuseio de aves, manutencao regular de instalagdes e
equipamentos, somado a um monitoramento ambiental para assegurar a identificagéo
de possiveis fontes de contaminagdo. Ao entender esses riscos e implementar
medidas proativas de controle, monitoramento e tratamento, podemos mitigar os
impactos na saude publica e garantir a integridade dos sistemas de producgao de

alimentos.
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Acesso Cobertura Tamanho
Amostra Data coleta alinhamento genoma Gene %GC
Genbak(SRA) (%) montado (pb)
SAMN3131788 4735
9150 25/02/2020
8 95,27 4.928.815 52,06
SAMN3136697 4.757
9151 28/01/2019
5 92,09 4.945.093 52,09
SAMN3136738 4.909
9152 02/07/2019
6 85,33 5.079.999 52,01
SAMN3136779 4.783
9153 12/02/2020
3 86,99 4.969.963 52,05
SAMN3136797 4.687
9154 06/01/2020
2 88,36 4.898.004 52,09
SAMN3136832 4.893
9155 09/09/2019
7 85,45 5.073.343 52,00
SAMN3136934 4.910
9156 09/03/2020
2 85,31 5.076.465 52,00
SAMN3137013 4.733
9157 26/02/2020
4 87,78 4.931.462 52,17
SAMN3137031 4.845
9159 23/09/2019
2 86,15 5.028.381 50,02
SAMN3137034 4.888
9160 22/09/2020
5 85,47 5.063.524 50,02
SAMN3137047 4.877
9162 20/05/2019
7 85,37 5.055.072 52,04
SAMN3137097 4.799
9163 30/07/2019
0 86,68 5.000.398 52,05
SAMN3137227 4,707
9164 13/08/2019
0 87,8 4.901.221 52,17

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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ANEXO B - DETECTION OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS FROM
NARES OF ELDERLY LIVING IN A BRAZILIAN NURSING HOME
Iniciei o PPG no projeto de Caracterizagdo Staphylococcus aureus em uma
populacao idosa residente em instituigdo de longa permanéncia de Floriandpolis-SC,
no qual tive participagdo com experimentos complementares. Infelizmente por
questdes pessoais nao foi possivel dar continuidade ao projeto, mas os dados gerados
contribuiram na complementagdo desse artigo, que foi publicado no Diagnostic

Microbiology and Infectious Disease.
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Abstract

Asymptomatically nasal colonization by Staphylococcus aureus is a well-established risk

factor for S. aureus infections. The aimed of the study was to identify the prevalence and
factors associated with nasal carriage of S. aureus and Methicillin-resistant S. aureus
(MRSA) from individuals residing in one Brazilian nursing home (NH). Three time-
separate nasal swab collections were obtained from the elderly enrolled. The S. aureus
isolates identified were submitted to Antimicrobial Susceptibility test (AST). The study
showed a high prevalence of 5. aureus (n=9; 60%) and MRSA (n=4; 26.7%) among elderly.

Resistance to erythromycin was the most detected. S. aureus or MRSA colonization could
not be associated to the data collected on demographics, personal habits, and medical
history of the participants. Despite the small number of individuals enrolled, our study
can contribute to improve the control of S. aureus and MRSA dissemination within the
community, especially among the most vulnerable like the elderly.
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ANEXO C - GENOMIC CHARACTERIZATION OF SALMONELLA
HEIDELBERG ISOLATED FROM THE BRAZILIAN POULTRY PRODUCTION
CHAIN
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ANEXO D — ANTIBIOGRAMA CEPAS DE SALMONELLA HEIDELBERG

Quadro 7 — Antibiograma realizado por Soares et al. 2023.

Amostra | AMX KAN EFT ENR | FOS CN |LSP| NEO | NOR | SUL | TET
9150 S S S S S R S S S R R
9151 R S I S S S S S S R R
9152 R S R S S S S S S R R
9153 S S S I S S S S R R R
9154 S S S | S S S S S R R
9155 R S S I S S S S S R R
9156 R S S S S S S S S R R
9157 R S S S S S R S S R R
9159 R S R S S S S S S R R
9160 R S R S S S S S S R R
9162 R S I S S S S S S R R
9163 R S S S S S S S S R R
9164 R S S S S S R S S R R

Fonte: Adaptado de Soares et al. 2023.

AMX: Amoxicilina (10ug). KAN: Canamicina (30ug). EFT: Ceftiofur (30ug). ENR: Enrofloxacina (5ug).
FOS: Fosfomicina (50ug). CN: gentamicina (10ug). LSP: Lincomicina + espectinomicina (109ug). NEO:
Neomicina (30ug). NOR: Norfloxacina (10ug). SUL: Sulfonamidas (300ug). TET: Tetraciclinas (30ug).
R: Resistente. |: Intermediario. S: sensivel.
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