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Salmonella spp. é reconhecida como uma das bactérias que mais causam doengas de origem
alimentar no mundo. Dentre as diversas sorovariedades de Salmonella, a Typhimurium é uma
das sorovariedades de maior ocorréncia no mundo. Véarias metodologias de tipagem
fenotipicas e genotipicas foram desenvolvidas com o intuito de se delinear a epidemiologia e
diversidade genotipica de Salmonella Typhimurium. Entretanto, a tipagem fenotipica é muitas
vezes limitada por sua baixa capacidade de diferenciacdo de subtipos pertencentes a uma
mesma sorovariedade de Salmonella, um problema minimizado pelos métodos genotipicos.
No Brasil, foram realizados poucos estudos que genotiparam linhagens de S Typhimurium.
Os objetivos deste estudo foram caracterizar linhagens de S Typhimurium isoladas de
humanos, alimentos, animais e ambiente do animal no Brasil quanto ao seu potencial
patogénico, perfil de resisténcia a antimicrobianos e diversidade genotipica. Foram estudadas
119 linhagens de S Typhimurium, isoladas de material clinico de humanos (43), alimentos
diversos (49), material clinico de suinos (22) e do ambiente de suinos (5), entre 1983 e 2013,
provenientes de varias Estados do Brasil. A presenca de 12 genes de viruléncia foi pesquisada
por PCR. O perfil de resisténcia a 13 antimicrobianos foi realizado pelo método de disco-
difusdo. A tipagem molecular foi realizada por Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE),
Enterobacterial repetitive intergenic consensus PCR (ERIC-PCR), Multiple-locus variable-
number tandem-repeats analysis (MLV A), Clustered regularly interspaced short palindromic
repeats - Multi-virulence locus sequence typing (CRISPR-MVLST), Multilocus sequence
typing (MLST) e sequenciamento do genoma completo para 92 linhagens de S Typhimurium
isoladas de humanos (43) e alimentos (46). As metodologias PFGE, ERIC-PCR ¢ MLVA
foram realizadas para 70 linhagens de S Typhimurium isoladas de humanos (43), animais
(22) e ambiente do animal (5). Todas as 119 linhagens apresentaram os genes SipA, flgK, flgL
e invA. O gene SIpD ¢ o gene SOPE2 foram encontrados em 118 (99,2%) linhagens. O gene
fljB foi encontrado em 117 (98,3%) linhagens. O gene sopD foi presente em 114 (95,8%)
linhagens, o gene sopB em 111 (93,3%) linhagens, o gene ssaR em 102 (85,7%) linhagens, o
gene SIfA em 86 (72,3%) linhagens e 45 (37,8%) linhagens apresentaram o gene plasmidial
SpvB. De um total de 119 linhagens, 64 (62,2%) linhagens foram resistentes a pelo menos um
dos 13 antimicrobianos testados, sendo que 36 (30,3%) linhagens foram multi-droga
resistentes (MDR). Na comparagdo dos isolados de humanos e alimentos, as linhagens
isoladas de humanos antes de meados 1990, ficaram alocadas nos grupos PFGE-A, PFGE-BI,
PFGE-B2, ERIC-A, ERIC-B, MLVA-A, MLVA-B1, MLVA-B2 e Gl1, G2, H para CRISPR-
MVLST. As linhagens isoladas de humanos apos esse periodo ficaram alocadas nos grupos
PFGE-B1, ERIC-A, MLVA-B1, MLVA-B2 e G2. As linhagens isoladas de alimentos ficaram
alocadas nos grupos PFGE-A, PFGE-B1, ERIC-A, ERIC-B, MLVA-A, MLVA-B1, MLVA-
B2, G1 e G2. Por MLST, do total de 92 linhagens isoladas de humanos e alimentos, 77
linhagens foram tipadas como ST19. Pelo sequenciamento do genoma completo, as linhagens
isoladas de alimentos e humanos ficaram alocadas no grupos I e J independente das datas de
isolamento. Na comparagao dos isolados de humanos e animais, as linhagens das duas origens
ficaram alocadas nos grupos PFGE-D1, PFGE-D2, ERIC-C1, MLVA-C1 ¢ MLVA-D.



i

Conclui-se que a grande prevaléncia de genes de viruléncia nas linhagens de S Typhimurium
estudadas refor¢a o potencial das mesmas causarem doencas em humanos, bem como, os
riscos de sua presenca em alimentos, animais para consumo humano e ambiente. A ocorréncia
de S Typhimurium multi-droga resistentes isoladas de alimentos diversos e de suinos para
consumo ¢ um alerta para o possivel risco de humanos ingerirem alimentos contaminados por
tais linhagens. Em conjunto os resultados de PFGE, ERIC-PCR, MLVA, CRISPR-MVLST
sugerem que as linhagens de S Typhimurium isoladas de humanos eram geneticamente mais
diversificadas antes de meados de 1990, o que pode sugerir a selecdo de um subtipo de S
Typhimurium mais adaptado, depois que Salmonella Enteritidis tornou-se a sorovariedade de
maior ocorréncia no Brasil apos esse periodo. Com relagdo as linhagens isoladas de alimentos,
os resultados de PFGE, ERIC-PCR, MLVA e CRISPR-MVLST sugerem que durante o
periodo estudado houve a circulagdo de mais de um subtipo no pais. Os resultados de MLST
sugerem que tais linhagens tenham uma origem filogenética comum. Os resultados do
sequenciamento do genoma completo sugerem que houve a circulagdo de mais de um subtipo
de S Typhimurium no pais, com relacao as linhagens de humanos e alimentos. Também alerta
para o possivel risco de linhagens MDR isoladas de alimentos contaminarem humanos e/ou
disseminarem genes de resisténcia a antibidticos para linhagens de origem clinica e nado
clinica. Na comparacdo dos isolados de humanos e animais, os resultados de PFGE, ERIC-
PCR e MLVA sugerem que algumas linhagens isoladas de suinos e humanos podem
descender de um subtipo comum. Ademais, as linhagens MDR isoladas de suinos e do
ambiente de suinos alertam para o possivel risco de porcos usados para consumo
contaminarem humanos, o ambiente e outros porcos.

Palavras-chave: Salmonella Typhimurium; genes de viruléncia; resisténcia a
antimicrobianos; PFGE; ERIC-PCR; MLVA; CRISPR-MVLST; MLST; sequenciamento do
genoma completo.
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1 INTRODUCAO

1.1 Género Saimonella

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae ¢ é reconhecida como
uma das bactérias que mais causam doengas de origem alimentar no mundo (Majowicz et al.,
2010). Na Europa, a Salmonella foi reportada como o principal agente causador de surtos de
origem alimentar ¢ o segundo agente bacteriano em casos esporadicos, segundo dados do
European Food Safety Authority (EFSA) em 2013 (EFSA, 2015). Nos Estados Unidos, a
Salmonella foi o agente bacteriano mais comum em surtos de origem alimentar e também em
casos esporadicos, segundo o Centers and Disease Control and Prevention (CDC) em 2014
(CDC, 2015a). No Brasil, a Salmonella foi reportada como o principal patégeno responsavel
por surtos de origem alimentar entre 2000 e 2015, segundo dados da Secretaria de Vigilancia

em Saude (SVS), do Ministério da Saude (SVS, 2015).

O género foi proposto por Lignieres em 1900, em homenagem ao bacteriologista
americano Daniel Elmer Salmon, que foi o primeiro a isolar Salmonella choleraesuis de
intestino de porco em 1884. O micro-organismo foi originalmente chamado de “Bacillus
choleraesuis’ que subsequentemente foi alterado para Salmonella choleraesuis (Su e Chiu,
2007). Salmonella spp. sdo bacilos Gram-negativos, anaerobios facultativos, fermentadores de
glicose, oxidase negativa, intracelulares facultativos, ndo formadores de esporos e termofilos,

crescendo em temperatura 6tima de 37°C (Nataro €t al., 2007).

A nomenclatura e a taxonomia de Salmonella ja sofreram diversas alteragdes. O
Centro de Referéncia e Pesquisa em Salmonella localizado no Instituto Pasteur, Paris, Franca,
da Organizagdo Mundial da Satude ¢ responsavel pela atualizagdo da taxonomia desse género.
Atualmente, considera-se que o género ¢ composto por duas espécies: Salmonella bongori e
Salmonella enterica, esta tltima por sua vez, ¢ dividida em seis subespécies: S enterica
subespécie enterica, S enterica subespécie salamae, S. enterica subespécie arizonae, S
enterica subespécie diarizonae, S enterica subespécie houtenae e S. enterica subespécie
indica (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014).

A classificagdo soroldgica, que divide as salmonelas em sorotipos ou sorovariedades, ¢
baseada na identificacdo de antigenos somaticos (O), flagelares (H) e capsulares (Vi), este

ultimo quando presente, sendo esse esquema de identificacdo denominado de esquema de
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Kaufmann & White. Atualmente existem 2.659 sorovariedades, entre as quais 1.586

pertencem a S enterica subespécie enterica (Tabela 1) (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014).

Os antigenos O sao designados por nimeros arabicos e caracterizam os sorogrupos de
Salmonella. O antigeno Vi tem apenas um unico tipo sorologico e é encontrado apenas nas
sorovariedades S Typhi, S Paratyphi C e S Dublin (Campos, 2005). J4 os antigenos
flagelares (H) podem ocorrer em duas fases, denominadas 1 e 2. Os antigenos de fase 1 sao
designados por letras minusculas do alfabeto, e os antigenos de fase 2 sdo designados por
numeros arabicos. Como o niumero de antigenos flagelares de fase 1 ¢ maior que o niumero de

letras do alfabeto, a letra z ¢ utilizada com expoentes numéricos, tais como z;, 7z, Z3, etc

(Campos, 2005).

Algumas salmonelas nao possuem flagelo e, portanto sdo imoveis, € outras possuem
flagelo de uma sé fase, denominadas monofésicas. A maioria possui flagelos de fase 1 e de
fase 2, denominadas bifasicas. A mudanca de uma fase para outra é explicada pelo
funcionamento dos seus genes H1 e H2, responséveis pela sintese dos flagelos de fase 1 e de
fase 2, respectivamente. Estudos genéticos demonstraram que o gene H2 pode estar ou ndo
funcional, dependendo da posi¢ao do seu promotor. Quando o H2 est4 funcionando, ele forma
ndo so o flagelo, mas também uma proteina repressora de H1. Quando ndo funcionante, o H1

forma livremente seu flagelo (Campos, 2005).

As sorovariedades mais frequentemente isoladas ndo sdo designadas corriqueiramente
pelas formulas antigénicas e sim por nomes que podem indicar: o local onde foram
primeiramente isoladas como S Panama ¢ S London; seu hospedeiro como S Infantis; a
sindrome que causam como S Typhi e S Enteritidis entre outras. As sorovariedades sao

escritas com a primeira letra maitscula e ndo em italico (Tindall et al., 2005).

Tabela 1 — Numero de sorovariedades presentes em cada espécie e subespécie do género Salmonella

S. enterica Niimero de sorovariedades

subesp. enterica 1586
subesp. salamae 522
subesp. arizonae 102
subesp. diarizonae 338
subesp. houtenae 76
subesp. indica 13
S. bongori 22
Total 2659

Fonte: Issenhuth-Jeanjean et al., 2014
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1.2 Salmonella néo tifoide

As doengas de origem alimentar tem um grande impacto na economia e na saude
publica em todo o mundo. Estima-se que ocorram cerca de 93,8 milhdes de casos anualmente
de gastroenterite devido a Salmonella nao tifoide ¢ 155 mil mortes por ano no mundo todo

(Majowicz et al., 2010).

Nos Estados Unidos, a Salmonella é o principal agente bacteriano causador de surtos ¢
casos esporadicos de doencas de origem alimentar (Scallan et al., 2011; CDC, 2015a). E
responsavel por causar cerca de um milhdo de doencas, o que resulta em mais de 19 mil

hospitalizagdes € em mais de 450 mortes por ano, segundo dados do CDC (2015b).

Na Europa, a Salmonella é o segundo agente bacteriano causador de gastroenterite em
humanos seguido de Campylobacter sp, entretanto é o principal agente etiologico causador de
surtos de origem alimentar (EFSA, 2015). Em 2013, cerca de 82 mil casos de salmonelose

foram confirmados na Unido Europeia, segundo dados do EFSA (2015).

No Brasil, a Salmonella foi identificada como o principal agente etiologico causador
de surtos de doencas transmitidas por alimento, no periodo de 2000 a 2015 (SVS, 2015). Do
total de surtos de doencgas transmitidas por alimento ocorridos no Brasil, 58,5% nao tiveram o
agente etiologico identificado. Entretanto, sabe-se que Salmonella spp. foi responsavel por
14,4% dos surtos de doencas transmitidas por alimento no pais, segundo dados da SVS, do
Ministério da Saude. Porém, acredita-se que esse numero possa ser ainda maior, pois nao se
sabe ao certo os verdadeiros nimeros associados a infecgdo por Salmonella spp. no Brasil,
devido a falhas no sistema de vigilancia epidemiolédgica e também do sistema de satde (SVS,

2015).

A salmonelose ¢ um sério problema de saide publica no Brasil, sobretudo, devido a
qualidade precaria de saneamento basico nas regides mais pobres do pais e falta de nogdes
sobre higiene pessoal e manuseio adequado de alimentos por parte de uma parcela da
populacdo brasileira, por isso a dificuldade de se controlar a disseminacdo dessa bactéria

(Hofer e Dos Reis, 1994; Taunay et al., 1996).

A salmonelose ¢ uma doenca de grande importancia e apresenta-se como um desafio
para a saude publica, em razdo da elevada endemicidade, alta morbidade e, acima de tudo,

pela dificuldade do seu controle (CDC, 2015b).
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1.3 Manifestacdes Clinicas e Patogénese

No homem, as manifestacdes clinicas mais comuns causadas pelas salmonelas sdo a
gastroenterite ¢ a febre entérica (Campos, 2005). A gastroenterite ¢ causada pelas
sorovariedades S. Typhimurium, S Enteritidis, S. Infantis, S. Agona, entre outras, também
chamadas de Salmonella nio tifoides. Ja a febre entérica ¢ causada pelas sorovariedades S

Typhi e S Paratyphi A, B ou C, denominadas de Salmonella tifoides (Campos, 2005).

1.3.1 Gastroenterite

A infecgdo por Salmonella inicia-se com a ingestdo de agua ou alimentos
contaminados. A bactéria ¢ capaz de resistir a0 suco gastrico no estdmago, chegando ao
intestino. A Salmonella adere-se a superficie apical do epitélio intestinal e injeta proteinas
efetoras por meio do sistema de secre¢ao do tipo III (T3SS) codificado pela ilha de
patogenicidade de Salmonella 1 (SPI-1) no citosol de enterocitos e de células M. Algumas
proteinas efetoras alteram a via de sinaliza¢do da célula hospedeira que promove a alteragdo
no citoesqueleto com consequente endocitose da Salmonella. A bactéria entdo endocitada
passa a residir no endossoma da célula, multiplicando-se exacerbadamente, e este evento

acontece em células M e enterdcitos (Santos et al., 2003; Fabrega e Vila, 2013).

Em adi¢do ao rearranjo do citoesqueleto, algumas proteinas efetoras da bactéria
desencadeiam uma resposta que aumenta a expressao de fatores quimiostaticos. Em resposta
ao estimulo quimiostatico, ha uma infiltragao de neutrofilos na lamina propria. Uma hora apos
a infecg¢do, a Salmonella atinge a por¢ao basal da camada epitelial e sofre fagocitose por
neutrofilos e macrofagos, podendo ocorrer morte de macréfagos, o que pode aumentar a
reacdo inflamatéria. Em contraste, os neutréfilos ndo sofrem morte celular devido a infecg¢ao
por Salmonella. Como a reac¢do inflamatéria progride, os neutrofilos migram através da
camada epitelial, resultando no acimulo de células inflamatorias e fluido rico em proteinas no
limen intestinal. A reag¢do inflamatoria exacerbada resulta em uma maciga migragdo
transepitelial de neutrofilos, que causa distanciamento das células epiteliais a partir da
membrana basal, favorecendo a secre¢ao de fluido no interior do limen intestinal e diarreia

inflamatoria e autolimitada (Santos €t al., 2003; Fabrega e Vila, 2013).

Devido a liberagao de proteases e outros mediadores a partir de células inflamatorias,
uma necrose extensa da mucosa superficial acontece entre 24 e 48 horas apds a infeccao. Os

detritos resultantes da necrose fornecem um substrato adequado para o crescimento bacteriano
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facilitando a dispersdo e contaminagdo ambiental (Santos €t al., 2003; Campos, 2005; Fabrega

e Vila, 2013).

A gastroenterite clinicamente caracteriza-se por diarréia aguda geralmente
acompanhada de nauseas, dor de cabeca, coOlicas abdominais e, as vezes, febre e vomito. O
periodo de incubacdo varia de 12 a 72 horas. Esse quadro sintomatoldgico dura usualmente
menos de 10 dias. Apos o término da gastroenterite, a bactéria ainda é encontrada nas fezes
durante quatro a cinco semanas. Raramente o tratamento antimicrobiano ¢ aconselhado, pois o
uso de antibidticos desequilibra a microbiota intestinal e favorece a colonizacdo pela
Salmonella, prolongando o periodo de excrecao da bactéria. Normalmente as salmonelas nao-
tiféides limitam-se ao intestino, mas em alguns casos podem ocorrer infec¢do sistémica. A
terapia antimicrobiana sé ¢ indicada para pacientes com a doenca muito severa ou sinais

positivos de doenga invasiva (Santos et al., 2003; Fabrega e Vila, 2013).

1.3.2 Febre Entérica

A febre entérica pode ser ocasionada pelas sorovariedades Salmonella Typhi, que
causa a chamada febre tifoide e pela Salmonella Paratyphi A, B, C, que causa a chamada
febre paratifoide, sendo o homem seu Unico reservatdrio. Sua ocorréncia esta diretamente
relacionada as condi¢des de saneamento basico existentes e aos habitos individuais (Campos,

2005).

A febre tifoide ¢ uma infec¢do sistémica, sua transmissao também ocorre através da
ingestdo de agua ou alimentos contaminados. No caso da febre tifoide praticamente nado
ocorre inflamacdo no intestino. A Salmonella Typhi atravessa e invade o epitélio intestinal. A
bactéria invasora ¢ internalizada ou é fagocitada por macrofagos. As proteinas produzidas por
SPI-1 induzem a morte dos macrdofagos infectados através da via dependente de caspase-1
resultando na liberagdo de IL-1. A liberagdo de citocinas pro-inflamatorias induz o
recrutamento de mondcitos do sangue e outras células inflamatorias até o sitio de infecgdo. A
bactéria dissemina-se através do corpo, por meio de células CD18" que foram recrutadas no
sitio de infeccdo. A S Typhi dissemina-se através do sangue, esta bacteremia primaria ¢é
assintomatica e as hemoculturas geralmente sdo negativas. As bactérias se replicam dentro de
orgdos do sistema reticuloendotelial, figado, bago, medula 6ssea. A replicacdo bacteriana
provavelmente ocorre dentro das células de linhagens monociticas. A bactéria entdo retorna a

corrente sanguinea. Esta bacteremia secundaria marca o inicio dos sintomas clinicos. Durante
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a fase sintomadtica da doenga S Typhi pode ser cultivada a partir do sangue. No entanto, o
nimero de bactérias por mL de sangue ¢ baixo (<1 UFC). Alguns pacientes recuperam-se da
doenca enquanto outros desenvolvem uma doenca grave ou uma infec¢do cronica
assintomatica, na qual a bactéria persiste na vesicula biliar, tornando este paciente um

portador assintomatico (Campos, 2005).

A febre tifoide tem um longo periodo de incubagdo, de cinco a nove dias e um longo
periodo de sintomas com febre que persiste por aproximadamente trés semanas (Raffatellu et

al., 2008).

A sintomatologia clinica classica consiste em febre alta, cefaleia, mal-estar geral, dor
abdominal, falta de apetite, bradicardia relativa (dissociagdo pulso-temperatura),
esplenomegalia, manchas rosadas no tronco, constipagdo intestinal ou diarreia e tosse seca.
Atualmente, o quadro clinico completo ¢ de observacao rara, sendo mais frequente um quadro
em que a febre ¢ a manifestacdo mais expressiva, acompanhada por alguns dos demais sinais

e sintomas citados, segundo o CDC (2015c).

1.4 Salmonella enterica subespécie enterica sorovariedade Typhimurium

Das mais de 2500 sorovariedades de Salmonella enterica, a S Typhimurium ¢ uma
das sorovariedades de maior ocorréncia no mundo. Entre os anos 2001 e 2007, nos Estados
Unidos, Canada, Australia e Nova Zelandia, a S Typhimurium foi a sorovariedade mais
isolada. Nesse mesmo periodo, a S Typhimurium foi a segunda sorovariedade mais isolada na
Africa, Asia, Europa, América Latina, incluindo o Brasil, precedida apenas pela S. Enteritidis

(Hendriksen et al., 2011).

No Estado de Sao Paulo, S Typhimurium foi a terceira sorovariedade mais isolada de
fontes humanas e ndo humanas, no periodo de 1991 a 1995 (Tavechio et al., 1996). Nos anos
de 1996 a 2000, a S Typhimurium apresentou um declinio no isolamento a partir de fontes
ndo humanas (Tavechio et al., 2002). Entretanto, no periodo de 1996 a 2003, foi a segunda
sorovariedade mais isolada de fontes humanas atras apenas de S Enteritidis (Fernandes et al.,

2006).

A S Typhimurium pode colonizar diferentes animais, como gado, cabras, ovelhas,
porcos, frango e pode representar um importante fator de risco para a infec¢do humana pela
manipulacdo ou consumo de carne contaminada (Best et al., 2007; Kich et al., 2011). A

infeccdo por S Typhimurium em aves (frango) e porcos pode ser um grande problema na



Introdugdo | 8

deteccdo do patdogeno uma vez que normalmente ndo had sintomas clinicos nos animais,

podendo assim ocorrer a transmissdo da bactéria aos seres humanos (Best et al., 2007).

Devido a grande importancia da sorovariedade S Typhimurium no Brasil e no mundo
varias metodologias de tipagem fenotipicas e genotipicas foram desenvolvidas com o intuito

de se delinear a epidemiologia das infecg¢des causadas por esse patdgeno.

1.5 Genes de viruléncia

A Salmonella possui varias estratégias de viruléncia para escapar da resposta imune do
hospedeiro. A presenca de genes de viruléncia ¢ indicativa do potencial patogénico das
linhagens. A maioria dos genes que codificam importantes fatores de viruléncia estdo
localizados em regides conservadas chamadas de Ilhas de Patogenicidade de Salmonella
(SPIs), e outros sdao encontrados em plasmideos e também no cromossomo (Fabrega e Vila,
2013). A ilha de patogenicidade tipicamente acomoda grandes clusters de genes que
contribuem para um fenétipo de viruléncia particular e estdo localizados dentro do

cromossomo de Salmonella (Marcus €t al., 2000).

Vinte ¢ uma ilhas de patogenicidade diferentes ja foram descritas no género
Salmonella, entretanto muitos genes identificados nessas ilhas ainda ndo tem seu papel claro
na patogénese de Salmonella (Blondel et al., 2009). Especificamente, um total de cinco SPIs
(SPI-1 a SPI-5) foram identificadas como diretamente envolvidas na viruléncia de S
Typhimurium juntamente com outros componentes de viruléncia como o plasmideo pLST que

carrega o operon spv (Fabrega e Vila, 2013).

A SPI-1 codifica varias proteinas efetoras que tem um papel de invasdo no epitélio das
células hospedeiras através do rearranjo do citoesqueleto e consequentemente internalizagao
da bactéria. Essas proteinas efetoras sdo injetadas na célula hospedeira através do sistema de
secrecao do tipo III (T3SS) que também ¢ codificado por genes localizados na SPI-1 (Fabrega
e Vila, 2013). Algumas proteinas importantes codificadas por genes da SPI-I incluem:
proteinas efetoras (SopA-E); proteinas associadas a invasdo (SipA e InvA) e proteina de

montagem (SipD) (Rychlik, Gregorova e Hradecka, 2006; Hur et al., 2011).

A SPI-2 contém mais de 40 genes e ¢ dividida em dois segmentos. A por¢do menor
contém o operon ttrRSBCA o qual estd envolvido na reducdo de tetrationato e sete open
reading frames (ORFs) com fungdo desconhecida (Marcus et al., 2000; Fabrega ¢ Vila, 2013).

A SPI-2 codifica um sistema de secrecao do tipo III estrutural e funcionalmente distinto do
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T3SS da SPI-1 e proteinas como SsaR e SifA que estdo associadas com a sobrevivéncia e

replicacdo dentro de células hospedeiras (Hur et al., 2011; Fabrega e Vila, 2013)

As outras SPI ndo sao ainda muito estudadas. A SPI-3 contém apenas quatro ORFs; as
proteinas codificadas por genes dessa ilha de patogenicidade estdo envolvidas nos estagios
iniciais e persisténcia da infecgdo bem como sobrevivéncia durante a disseminacdo sistémica.
A SPI-4 contém seis ORFs dispostas em um unico operon (SiiABCDEF) e tem papel na
interacao inicial da bactéria com o epitélio intestinal e possivelmente contribui para a
persisténcia bacteriana no hospedeiro. Finalmente, pouco ¢ sabido sobre a SPI-5, entretanto

sabe-se que esta envolvida no processo patogénico durante a infec¢do (Fabrega e Vila, 2013).

A producdo de flagelos ¢ importante ndo apenas para a motilidade e quimiotaxia, mas
também ¢ requerido para varios outros processos na patogénese. Os flagelos sdo codificados

por genes cromossomais como flgK, fljB e flgL (Shah et al., 2011; Fabrega ¢ Vila, 2013).

Entre as varias sorovariedades de Salmonella, poucas carregam plasmideo de
viruléncia sorovariedade-especifico. As sorovariedades S Typhimurium, S Enteritidis, S
Choleraesuis ¢ S Dublin usualmente sdo positivas para o plasmideo de viruléncia
sorovariedade-especifico. No caso de S Typhimurium, o plasmideo de viruléncia tem
aproximadamente 95 Kb e ¢ denominado de pSLT. Todos eles compartilham o operon
SPVRABCD que pode restaurar a viruléncia. A regido SpV ao que parece promove a
sobrevivéncia e o rapido crescimento no hospedeiro. O primeiro gene SPVR codifica uma
proteina reguladora. SpvB e SpvC sdo proteinas efetoras, o SpvB tem um papel no estagio
intracelular da doenca ¢ o SpvC ¢ importante durante a resposta pro-inflamatoria do
hospedeiro. SpvA ¢ encontrado exclusivamente em membrana externa e o SpvD ¢ exportado

para fora da célula e ambas nao tem um papel bem elucidado (Fabrega e Vila, 2013).

1.6 Resisténcia a antimicrobianos

As infecgdes causadas pelas salmonelas ndo tifoides sdo normalmente autolimitadas e
ndo necessitam de tratamento com antimicrobianos. Na maioria dos casos, 0 paciente se

recupera sem o uso de antibidticos (Fabrega e Vila, 2013).

Apesar da terapia com antimicrobianos ser recomendada apenas em casos de pacientes
com a doenga muito grave ou sinais positivos de doenca invasiva, o teste de susceptibilidade a
antimicrobianos pode ser utilizado a fim de se tentar obter uma correlagao epidemiologica das

linhagens isoladas de diferentes fontes e também como um alerta para o risco de
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contaminagdo por linhagens multidroga resistentes (Campioni, Moratto Bergamini e Falcao,

2012; Sun et al., 2014).

O aumento da resisténcia a antibioticos em S Typhimurium tem sido relatado em
linhagens isoladas de diversas fontes e de varios lugares do mundo incluindo o Brasil (Olsen
et al., 2004; Kich et al., 2011; Costa et al., 2013; Feasey et al., 2014; Sun et al., 2014;
Tamang et al., 2014; Lopes et al., 2015).

No estudo de Sun et al. (2014) das 294 linhagens de S. Typhimurium, isoladas de
pacientes doentes, de 2007 a 2011, na China, 268 (91,16%) foram multi-droga resistentes
(MDR). Um grande numero de resisténcia foi encontrado para ampicilina (87,75%), acido
nalidixico (82.65%), sulfametoxazol (89.79%), trimetoprim (71.43%), tetraciclina (89.12%),
gentamicina (65.31%), estreptomicina (78.57%) e cloranfenicol (74.49%).

No Brasil, Lopes e colaboradores (2015) investigaram o perfil de resisténcia de 225
linhagens de Salmonella enterica subespécie enterica isoladas de fabricas de ragao, ambiente
relacionado a suinos, contetido intestinal de porcos e carcaga. A sorovariedade mais isolada
foi S Typhimurium (33,8%) e dessas 60,5% foram MDR. O perfil de resisténcia mais comum
nas linhagens de S Typhimurium foi ampicilina, acido nalidixico, estreptomicina,

sulfonamida, tetraciclina e trimetoprima.

1.7 Métodos genotipicos de tipagem bacteriana

A biotipagem, sorotipagem, fagotipagem e susceptibilidade a antimicrobianos sao
alguns dos métodos fenotipicos classicos utilizados em estudos epidemiologicos. A
sorotipagem baseada na identificagdo de antigenos somaticos (O) e flagelares (H de fase 1 e
2) ¢ umas das técnicas mais comumente utilizadas na caracterizagdo de linhagens de
Salmonella (Nataro et al., 2007). Porém, os genes que codificam os antigenos somaticos e
flagelares de fase 1 sdo extremamente variaveis e podem sofrer recombinagdes, o que explica

o enorme numero de sorovariedades de Salmonella (Reeves, 1993).

Esses métodos convencionais sdo muitas vezes limitados por problemas referentes a
reprodutibilidade e a sua baixa capacidade de diferenciagdo de subtipos dentro de uma
determinada espécie ou de subtipos pertencentes a uma mesma sorovariedade de Salmonella

(Olive e Bean, 1999).
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Muitos métodos genotipicos tem sido utilizados para a identificagdo, caracterizagio
em estudos epidemiologicos e taxonOmicos bacterianos. Tais estudos de investigagdo
epidemiologica molecular possibilitam determinar qual a fonte e os veiculos de transmissao,
bem como, informam se os microrganismos envolvidos nos surtos representam ou nao um

unico clone, entre outras informagoes (Olive ¢ Bean, 1999).

Virios métodos moleculares tém sido utilizados na tipagem de bactérias do género
Salmonella. As metodologias de Enterobacterial Repetitve Intergenic Consensus PCR (ERIC-
PCR), Puseld-field gel electrophoresis (PFGE), Multilocus sequence typing (MLST),
Multiple-locus variable-number tandem-repeats analysis (MLVA), caracterizagao das regioes
Clustered regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR), CRISPR com genes de
viruléncia, denominado de CRISPR-MVLST (multi-virulence locus sequence typing) e mais
recentemente o sequenciamento do genoma completo, vém sendo utilizadas com sucesso para
tais finalidades (Liu et al., 2011; Allard et al., 2012; Campioni, Moratto Bergamini e Falcao,
2012; Almeida et al., 2013; Campioni et al., 2013; Cao et al., 2013; Shariat, Sandt, et al.,
2013; Almeida et al., 2015; Shariat et al., 2015).

1.7.1 Pulsed-field gel electrophoresis— PFGE

A técnica de Pulsed-field gel electrophoresis foi descrita pela primeira vez em 1984
como uma ferramenta para andlise de DNA cromossdmico de organismos eucariotos.
Posteriormente, essa técnica foi aplicada a muitas espécies bacterianas e provou ser altamente
eficiente para tipagem molecular de bactérias (Schwartz ¢ Cantor, 1984; Arbeit et al., 1990;
Goering, 2010).

Essa técnica baseia-se na fragmentacdo do DNA bacteriano por meio de uma enzima
de restricdo que contenha poucos sitios de reconhecimento. Permite a separacdo de
fragmentos de DNA maiores que 10 Kb, por usar uma eletroforese de campo pulsado, ou seja,
a corrente ¢ aplicada em diferentes angulos pré-determinados por curtos periodos de tempo
(pulsos), por grupos de eletrodos, diferente de uma eletroforese convencional ao qual a
corrente ¢ aplicada em uma tnica dire¢do (Schwartz e Cantor, 1984). A partir da foto do gel
de agarose, a analise dos fragmentos ¢ feita com softwares especializados que comparam o

perfil de bandas de cada linhagem estabelecendo a similaridade genética entre elas (Tenover

etal., 1995).
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A técnica de PFGE ¢ considerada uma das técnicas mais reprodutiveis e com maior
poder discriminatorio disponivel e ¢ o método de tipagem de escolha para muitas espécies

bacterianas (Tenover et al., 1995; Goering, 2010).

O PFGE ¢ considerado “padrao-ouro” em estudos epidemiologicos e de tipagem
molecular de Salmonella spp. de origens diversas, isoladas em diferentes locais do mundo,
tendo sido utilizada com sucesso para tal finalidade (Heir et al., 2002; Fernandes et al., 2009;
Kich et al., 2011; Campioni, Moratto Bergamini e Falcdo, 2012; Almeida et al., 2013; Ngoi et
al., 2013; Campioni, Zoldan e Falcdo, 2014; Almeida et al., 2015; Nair et al., 2015).

1.7.2 Enterobacterial Repetitive I ntergenic Consensus PCR — ERIC-PCR

Sequéncias repetitivas de nucleotideos foram descritas em bactérias da familia

Enterobacteriaceae, ¢ em outras familias bacterianas (Versalovic, Koeuth ¢ Lupski, 1991).

Uma familia de elementos repetitivos de 126 pb foram descobertas em Enterobactérias
e denominadas de Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC), também
conhecidas como Intergenic Repeat Units (IRUs). Esses elementos repetitivos sdo altamente
conservados ¢ estdo localizados em regides intergénicas ndo-codificantes do genoma
bacteriano, ou seja, situam-se entre genes transcritos dentro ou fora de operons, com sua
posi¢do variando em relacdo a posi¢do das sequéncias de terminagdo e promotora de genes,
fazendo com que apenas uma pequena parte destas sequéncias ERIC seja transcrita na forma

de mRNA (Versalovic, Koeuth e Lupski, 1991).

As sequéncias ERIC tém sido utilizadas como base para tipagem bacteriana a partir de
uma simples reacdo de cadeia em polimerase (PCR). A metodologia utiliza primers
especificos para amplificar regides entre as sequéncias ERIC do genoma bacteriano. A partir
dessa PCR ¢ possivel fazer uma andlise do perfil de bandas ou fragmentos resultantes da
reacdo, sendo este perfil de bandas visualizados em gel de agarose a partir de uma corrida de

eletroforese horizontal (Lupski e Weinstock, 1992; Wilson e Sharp, 2006).

Cada linhagem bacteriana pode apresentar um perfil de bandas diferente entre si ou até
mesmo igual, isso vai depender do polimorfismo quanto ao niimero e posicdo dessas
sequéncias. A comparacdo de perfis gerados para cada linhagem pode ser utilizado para
determinar o grau de similaridade genética entre as linhagens. Considerando que o perfil de
bandas gerado por PCR ¢ reprodutivel e que uma mesma linhagem bacteriana testada

repetidas vezes, apresenta sempre o mesmo padrao, pode-se dizer que este método de tipagem
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¢ eficiente e que o padrdo de bandas obtido ¢ especifico para cada linhagem (Lupski e

Weinstock, 1992).

Alguns estudos utilizaram com sucesso a técnica de ERIC-PCR para tipar
molecularmente linhagens de S Typhimurium e de outras sorovariedades de Salmonella
(Agin et al., 2011; Campioni, Moratto Bergamini e Falcdo, 2012; Almeida et al., 2013;
Campioni, Zoldan e Falcdo, 2014; Turki et al., 2014; Almeida et al., 2015; Krawiec et al.,
2015; Nair et al., 2015).

1.7.3 Multiple-locus variable-number tandem-repeats analysis- MLVA

Com a andlise de sequéncias de genomas tanto de procariotos quanto de eucariotos foi
descoberto uma alta porcentagem de repetigdes no DNA, variando no tamanho, local,

complexidade e maneira como ocorrem (Lindstedt, 2005).

O genoma bacteriano contém numerosos |0Ci com varias sequéncias de nucleotideos
repetidos ou repetigdes em “tandem”, ou seja, que se repetem uma atrds da outra. As
repeticdes denominadas de “variable numbers of tandem repeats” (VNTRS) sdo repeti¢cdes em
“tandem” encontradas tanto no DNA de procarioto quanto de eucarioto ¢ essas repeticdes
podem variar de uma linhagem para outra quanto ao numero de unidades repetitivas (Kruy,

Van Cuyck e Koeck, 2011)

Acredita-se que essa variagdo nas repeti¢cdes ocorra por erros de pareamento da DNA
polimerase que ao fazer a copia das unidades repetitivas, acaba inserindo ou excluindo as

mesmas (Van Belkum, 2007).

A metodologia MLVA determina o numero de repeticdes em “tandem”, ou o numero
de copias das unidades repetitivas em varios loci (Nadon et al., 2013). Tipicamente, uma
reacdo de PCR multiplex convencional ¢ feita para amplificar os VNTRs. Apos a
amplificacdao, os produtos da PCR sdo corridos em eletroforese capilar. Para determinar o

numero de repeticdes em cada locus sdo utilizados softwares especificos (Nadon et al., 2013).

A técnica de MLVA tem sido muito utilizada para tipar linhagens de S. Typhimurium
e de outras sorovariedades e tem apresentado bons resultados em discriminar linhagens
altamente monomorficas (Lindstedt et al., 2003; Lindstedt et al., 2004; Hopkins et al., 2007,
Larsson et al., 2009; Campioni et al., 2013).
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1.7.4 Clustered regularly interspaced short palindromic repeats— CRISPR

Frequentemente os micro-organismos desenvolvem vdrias estratégias para sobreviver
a exposicao de elementos genéticos externos. Recentemente, um “sistema imune” microbiano
adaptativo denominado de clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(CRISPR) foi descoberto. Esse sistema fornece uma imunidade adquirida a bactéria contra

bacteri6fagos ou plasmideos (Sorek, Kunin e Hugenholtz, 2008; Horvath e Barrangou, 2010).

O CRISPR representa uma familia de repeticoes de DNA encontrados em genomas
bacterianos (~40%) e de archaea (~90%). O conjunto CRISPR e os genes cas (CRISPR-
associated) formam o sistema CRISPR, que pode variar estruturalmente entre as espécies
microbianas (Sorek, Kunin e Hugenholtz, 2008). O conjunto CRISPR ¢ formado por
sequéncias repetidas (direct repeats “DR”) contendo de 21 a 47 pb separadas por espagadores
de tamanho similar. Os espacadores sao por¢des de acidos nucléicos nao pertencentes a célula
bacteriana, como por exemplo, DNA de fagos ou at¢ mesmo de plasmideos (Sorek, Kunin e

Hugenholtz, 2008; Horvath e Barrangou, 2010; Sorek, Lawrence e Wiedenheft, 2013).

Uma sequéncia denominada de lider antecede o conjunto CRISPR. Usualmente, essa
sequéncia ¢ rica em adenina e tirosina. Um novo espagador e DR sempre sdo adicionados ao
conjunto CRISPR entre a sequéncia lider e a unidade adjacente, o que sugere que a sequéncia
lider atue como um promotor, reconhecendo a sequéncia para a aquisicdo de novos

espacadores (Sorek, Kunin e Hugenholtz, 2008).

As proteinas Cas funcionam tipicamente como nucleases, helicases, polimerases e
estdo envolvidas na propagacdo e funcionalidade do CRISPR. Elas foram classificadas em
oito subtipos (Touchon ¢ Rocha, 2010). Em Salmonella, o sistema CRISPR ¢ composto por
oito genes cas do tipo I-E (Shariat et al., 2015).

Especificamente, o género Salmonella possui dois loci CRISPR, CRISPR1 e CRISPR2
separados por ~16 Kb. O polimorfismo de CRISPR em Salmonella resulta mais da delegdo ou
duplicacdo de unidades de espagadores-DR do que da aquisicdo de novos espacgadores
(Shariat et al., 2015). O sistema CRISPR tem sido muito utilizado para subtipar linhagens de
Salmonella (Liu et al., 2011; Shariat, Dimarzio, et al., 2013; Shariat, Kirchner, et al., 2013;
Shariat, Sandt, et al., 2013; Bachmann et al., 2014; Shariat et al., 2015).

Um modelo de andlise proposto por Liu e colaboradores (2011) vem sendo muito
utilizado na caracterizagdo molecular de sorovariedades de Salmonella. O modelo agrega aos

dois loci CRISPR de Salmonella, dois genes de viruléncia, ssel e fimH. O gene ssel tem as
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fungdes de induzir a inflamagdo e a morte de macrofagos e possui 954 pb. O gene fimH
apresenta a func¢do de reconhecer a célula-hospedeira e possui 1.008 pb. Esse método ficou
conhecido como CRISPR- multi-virulence locus sequence typing (CRISPR-MVLST) (Liu et
al., 2011; Shariat, Sandt, et al., 2013).

1.7.5 Multilocus sequence typing — MLST

Multilocus sequence typing ¢ um método de tipagem molecular que utiliza o
sequenciamento de genes housekeeping ¢ vem sendo utilizado por diversos pesquisadores
para diferentes microrganismos. Em 1998, Maiden e colaboradores propuseram a técnica e, a
partir de entdo, ela tem-se apresentado como uma importante e eficaz técnica na
caracterizacdo molecular e investigacao epidemiologica de patdogenos bacterianos (Maiden et

al., 1998).

Este método tem as vantagens de ser altamente reprodutivel e seus resultados poderem
ser compartilhados on-line, pois possui banco de dados, o que possibilita a analise
comparativa da diversidade genética de bactérias isoladas em diferentes partes do mundo

(Maiden et al., 1998; Urwin ¢ Maiden, 2003; Achtman et al., 2012).

MLST baseia-se na amplificacdo e sequenciamento de diferentes genes housekeeping.
Para cada gene, as sequéncias sdo referidas como alelos e do conjunto de diferentes alelos
provém um perfil alélico que difere o sequence type (ST) de cada amostra bacteriana.
Sequéncias que diferem em apenas um nucleotideo sdo considerados como alelos diferentes

(Maiden et al., 1998; Urwin ¢ Maiden, 2003).

Especificamente, a técnica de MLST para Salmonella ¢ baseado em sete genes: aroC,
dnaN, hemD, hisD, purE, sucA e thrA. O banco de dados de Salmonella pode ser encontrado

no endereco eletronico: http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica.

Alguns estudos mostram a utiliza¢do do MLST para analise filogenética de Salmonella
enterica (Kidgell et al., 2002; Kotetishvili et al., 2002; Fakhr, Nolan e Logue, 2005; Torpdahl
et al., 2005; Achtman et al., 2012; Sun et al., 2014; Campioni et al., 2015).

1.7.6 Sequenciamento do genoma completo

Na década de 1970, Sanger e colaboradores (1977) e Maxam e Gilbert (1977)

desenvolveram métodos para sequenciar o DNA por técnicas de terminacdo e fragmentagao,
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respectivamente. Essa descoberta revolucionou o campo da biologia e permitiu decifrar genes
completos e mais tarde genomas inteiros. O sequenciamento de Sanger, comumente chamado,
tornou-se o método de sequenciamento mais utilizado por requerer menos manipulagdo com
produtos quimicos toxicos e radiois6topos do que o método proposto por Maxam e Gilbert

(Van Dijk et al., 2014).

Em 2004, o National Human Genome Research Institute (NHGRI) iniciou um
programa com o objetivo de reduzir o custo do sequenciamento do genoma humano para
USS$1000 em 10 anos. Isso estimulou muito o desenvolvimento das tecnologias de

sequenciamento de nova geragdo (Schloss, 2008; Van Dijk et al., 2014).

A primeira tecnologia de next-generation sequencing (NGS) foi lancada em 2005
através do método de pirosequenciamento do 454 Life Sciences, agora da Roche (Margulies
et al., 2005). Um ano depois, a plataforma Solexa/lllumina foi comercializada (Illumina
adquiriu a Solexa em 2007). Em 2007, foi langado a plataforma Sequencing by Oligo Ligation
Detection (SOLiD) na época pela Applied Biosystems. Em 2010, Ion Torrent langou o
Personal Genome Machine (PGM). Outras metodologias foram langadas como o Helicos

BioSciences e o mais atual sequenciador langado foi o PacBio (Van Dijk et al., 2014).

Nos anos recentes, o custo do sequenciamento do genoma completo tem diminuido
drasticamente e a tecnologia de NGS tem sido cada vez mais utilizada em laboratdrios.
Ademais, o tempo de duracdo do sequenciamento estd diminuindo para dias e talvez para
horas num futuro proximo. O baixo custo e a alta velocidade de NGS permite que o
sequenciamento do genoma completo se torne muito util e pratico em varios laboratorios de

estudos de bactérias, incluindo uso para diagnostico e saude publica (Van Dijk et al., 2014).

Sequéncias gendmicas completas de multiplas linhagens bacterianas podem agora ser
coletadas e analisadas, em apenas alguns dias, ressaltando o potencial desta tecnologia como
uma ferramenta epidemiologica molecular para auxiliar na investigacao de surtos de origem
alimentar, filogenia, evolugdo etc (Holt et al., 2008; Harris et al., 2010; Gardy et al., 2011;
Allard et al., 2012; Cao et al., 2013; Hoffmann et al., 2014).

O sequenciamento do genoma completo tem sido utilizado com sucesso para elucidar
a evolugdo, epidemiologia e diversidade genotipica de algumas sorovariedades de Salmonella

(Allard et al., 2012; Okoro et al., 2012; Cao et al., 2013; Leekitcharoenphon et al., 2014).
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7 CONCLUSOES

e A grande prevaléncia de genes de viruléncia nas linhagens de S Typhimurium
estudadas reforca o potencial das mesmas causarem doencas em humanos, bem como,

os riscos de sua presenca em alimentos, animais para consumo humano e ambiente;

e A ocorréncia de S Typhimurium multi-droga resistentes isoladas de alimentos
diversos e de suinos para consumo ¢ um alerta para o possivel risco de humanos

ingerirem alimentos contaminados por tais linhagens;

e Na comparagdo das linhagens de S Typhimurium isoladas de humanos e alimentos, os
resultados de PFGE, ERIC-PCR, MLVA e CRISPR-MVLST sugerem que as
linhagens de S Typhimurium isoladas de humanos eram geneticamente mais
diversificadas antes de 1990 em comparagdo aos isolados apds esse periodo, o que
pode sugerir a selecao de um subtipo de S Typhimurium mais adaptado depois que S
Enteritidis tornou-se a sorovariedade de maior ocorréncia ap6s meados da década de

90 no Brasil;

e Os resultados de PFGE, MLVA, ERIC-PCR e CRISPR-MVLST sugerem que, em
relacdo as linhagens isoladas de alimentos, ocorreu a circulagdo de mais de um subtipo
prevalente no Brasil. Ademais, as linhagens MDR isoladas de alimentos sdo um alerta

do possivel risco de humanos ingerirem alimentos contaminados por tais linhagens;

e Na comparagao das linhagens de S Typhimurium isoladas de humanos e alimentos, as
metodologias de PFGE e CRISPR-MVLST foram capazes de agrupar as linhagens
isoladas de humanos de acordo com seu perfil de resisténcia e, portanto forneceram

informagdes epidemiologicas adicionais em comparagdo ao ERIC-PCR e MLVA;

e Na comparacdo das linhagens de S Typhimurium isoladas de humanos, suinos e
ambiente do suino, os resultados de genotipagem por PFGE, ERIC-PCR ¢ MLVA
sugerem que algumas linhagens isoladas de suinos e humanos podem descender de um

subtipo comum. As linhagens MDR isoladas de suinos saudaveis e do ambiente de
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suinos alertam para o possivel risco de porcos usados para consumo contaminarem

humanos, o ambiente e outros porcos;

Os resultados de MLST sugerem que a maioria das linhagens estudadas de S
Typhimurium isoladas de humanos e alimentos no Brasil possuem uma origem
filogenética em comum com as linhagens da mesma sorovariedade isoladas de

diversas fontes em diferentes locais do mundo;

Os resultados obtidos a partir do sequenciamento do genoma completo sugerem que as
linhagens isoladas de humanos antes de meados de 1990 eram mais resistentes a
antimicrobianos do que as isoladas apos esse periodo. Também alerta para o possivel
risco de linhagens MDR isoladas de alimentos contaminarem humanos e/ou
disseminarem genes de resisténcia a antibidticos para linhagens de origens clinicas e

ndo clinicas;

Os dados do sequenciamento do genoma completo sugerem que em relagdo as
linhagens isoladas de humanos e alimentos houve a circulagdo de mais de um subtipo

prevalente no pais.
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