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RESUMO

PEREIRA, G. N. Caracterizacdo molecular e fenotipica de linhagens de Salmonella 1,4,
[5],12:i:- isoladas predominantemente no Estado de S&o Paulo entre 1983 e 2020. 2023. 114f.
Dissertacéo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de
Sdo Paulo, Ribeiréo Preto, 2023.

A salmonelose € uma das principais doencas diarreiogénicas transmitidas por alimentos
contaminados. Salmonella 1,4,[5],12:i:-, uma variante monofésica de Salmonella Typhimurium tem
sido associada a casos de gastroenterite em humanos e animais em diferentes paises. No Brasil, S.
1,4,[5],12:i:- foi identificada como uma das principais sorovariedades isoladas no Estado de Sao
Paulo. Entretanto, ha poucos estudos que analisaram o potencial patogénico, o perfil de resisténcia a
antimicrobianos e a diversidade genotipica de tal variante no pais. Assim, este trabalho teve como
objetivo caracterizar molecularmente e fenotipicamente linhagens de S. 1,4, [5],12:i:- isoladas
predominantemente no Estado de S&o Paulo, Brasil. Para isso, foram analisadas 113 linhagens de S.
1,4, [5],12:i:- isoladas de humanos (n=99), animais (n=7), alimentos (n=5) e ambiente (n=2) no
periodo de 1983 a 2020. A frequéncia de 11 genes de viruléncia foi pesquisada por PCR e o teste de
susceptibilidade frente a 13 antimicrobianos foi realizado por disco difusao para todas as linhagens.
Em linhagens fenotipicamente resistentes as fluoroquinolonas foram pesquisados genes de
resisténcia plasmidiais e mutacdes em regiGes determinantes de resisténcia as quinolonas. A
tipagem molecular foi realizada por PFGE e ERIC-PCR para todas as linhagens. Além disso, 40
linhagens isoladas de humanos (n=26) e de fonte ndo humana (n=14) foram tipadas por MLST e
caracterizadas fenotipicamente quanto a sobrevivéncia ao stress acido e oxidativo. A andlise de
viruléncia em Galleria mellonella foi realizada para 20 linhagens selecionadas e os resultados
obtidos dos ensaios de sobrevivéncia em condi¢des de stress, assim como os de viruléncia em G.
mellonella foram comparados com dados de linhagens de S. Typhimurium isoladas no pais. Todos
0s genes associados a viruléncia analisados foram detectados em mais de 91% das linhagens
estudadas, sendo os de maior ocorréncia invA (100%), flgK (99,11%), sipD e sopB (98,23%). Das
113 linhagens estudadas, 54,87% foram resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos testados.
As maiores taxas de resisténcia observadas foram frente a ampicilina (51,33%), acido nalidixico
(39,82%) e tetraciclina (38,05%). Ademais, 39 (34,51%) linhagens apresentaram um perfil
Multidroga Resistente (MDR). As nove linhagens resistentes as fluoroquinolonas apresentaram
mutacdo no gene gyrA e a presenca do gene gnrB. O dendrograma de similaridade genética do
PFGE agrupou as linhagens em quatro clusters denominados PFGE-A a PFGE-D. O cluster que
agrupou o maior numero de linhagens foi o PFGE-A, onde foram alocadas 86 (76,1%) linhagens
isoladas de humanos, alimentos, animais e ambiente entre 1983 e 2020 com >79,5% de similaridade
genética. O dendrograma de similaridade genética do ERIC-PCR agrupou as linhagens em dois
clusters nomeados ERIC-A e ERIC-B. O principal cluster foi o ERIC-A que agrupou 104 (92%)
linhagens isoladas de humanos, animais, alimentos e ambiente com >80,1% de similaridade
genética entre si. Todas as 40 linhagens isoladas de humanos e de fonte ndo humana tipadas por
MLST foram pertencentes ao ST19 e sobreviveram ao stress acido apés 10 minutos e 1 hora de
exposicdo. No stress oxidativo, todas as 40 linhagens sobreviveram apds 10 minutos e 36
sobreviveram apds 1 hora de exposic¢do. Adicionalmente, na analise de viruléncia em G. mellonella,
nove linhagens isoladas de fonte ndo humana e seis linhagens isoladas de humanos demonstraram
perfis de alta viruléncia a viruléncia intermediaria. Em concluséo, o potencial patogénico das
linhagens estudadas foi evidenciado pela alta frequéncia de todos os genes associados a viruléncia
pesquisados. Linhagens MDR foram detectadas e sdo preocupantes e alertam para a importancia de



um monitoramento constante da resisténcia. Os resultados do PFGE e ERIC-PCR sugeriram que a
maioria das linhagens estudadas pertencem a um cluster prevalente ao longo de décadas no Estado
de S&o Paulo e a circulagcdo dessa sorovariedade entre fontes clinicas e ndo clinicas. Todas as
linhagens estudadas descendem de um precursor comum pertencente ao ST19, sugerindo uma
relacdo filogenética mais préxima a S. Typhimurium do que linhagens de Salmonella monofasica do
ST34 isoladas em outros paises. As linhagens de S.1,4, [5],12:i:- isoladas de humanos e de fonte
ndo humana sobreviveram com sucesso em condicGes desfavoraveis presentes no trato
gastrointestinal dos hospedeiros e apresentaram taxa de sobrevivéncia semelhante a S.
Typhimurium. Finalmente, linhagens isoladas de fontes ndo humanas apresentaram maior
proporcédo de isolados com perfil de viruléncia alto a intermediaria em G. mellonella comparado a
isolados de humanos, diferindo dos resultados encontrados em S. Typhimurium e sugerindo uma
possivel diferenca entre essas sorovariedades geneticamente relacionadas.

Palavras-chaves: Salmonella monofésica, potencial patogénico, diversidade genotipica, resisténcia

a antimicrobianos.



ABSTRACT

PEREIRA, G. N. Molecular and phenotypic characterization of Salmonella 1,4, [5],12:i:-
strains predominantly isolated in the State of Sdo Paulo between 1983 and 2020. 2023. 114f.
Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de
Sdo Paulo, Ribeiréo Preto, 2023.

Salmonellosis is one of the main diarrheagenic diseases transmitted by contaminated food.
Salmonella 1,4, [5],12:i:-, a monophasic variant of Salmonella Typhimurium has been associated
with gastroenteritis cases in humans and animals in different countries. In Brazil, S. 1,4,[5],12:i:-
was identified as one of the most prevalent serovars isolated in the State of Sdo Paulo. However,
there are few studies that analyzed the pathogenic potential, the antimicrobial resistance profile and
the genotypic diversity of this variant in this country. Therefore, this study aimed to characterize
molecularly and phenotypically S. 1,4, [5],12:i:- strains predominantly isolated in the State of Sdo
Paulo, Brazil. For this, 113 S. 1,4, [5],12:i:- strains isolated from humans (n=99), animals (n=7),
food (n=5) and the environment (n= 2) from 1983 to 2020 were analyzed. The frequency of 11
virulence genes was investigated by PCR and the susceptibility testing against 13 antimicrobials
was performed by the disk diffusion method for all strains. In phenotypically fluoroquinolone
resistant strains, plasmidial resistance genes and mutations in quinolone resistance-
determining regions were searched. Molecular typing was performed by PFGE and ERIC-PCR for
all strains. In addition, 40 strains isolated from humans (n=26) and non-human sources (n=14) were
MLST typed and phenotypically characterized for survival to acid and oxidative stress. The
virulence analysis in Galleria mellonella was performed for 20 selected strains and the results
obtained from the survival assays under stress conditions, as well as those of virulence in G.
mellonella were compared to data of S. Typhimurium strains isolated in this country. All virulence
genes searched were detected in more than 91% of the strains studied, being the most frequent ones
invA (100%), flgK (99,11%), and sipD and sopB (98,23%). Of the total of 113 strains studied,
54.87% strains were resistant to at least one tested antimicrobial. The highest resistance rates found
were against ampicillin (51.33%), nalidixic acid (39.82%) and tetracycline (38.05%). Moreover, 39
(34.51%) strains were classified as Multi Drug Resistant (MDR). The nine fluoroquinolones
resistant strains showed the gyrA mutation and the gnrB gene presence. The PFGE dendrogram
allocated the strains in four clusters named PFGE-A to PFGE-D. The cluster that grouped the
highest number of strains was PFGE-A, where 86 (76.1%) strains isolated from humans, food,
animals, and the environment from 1983 to 2020 were allocated with >79.5% of genetic similarity.
The ERIC-PCR dendrogram allocated the strains in two clusters named ERIC-A and ERIC-B. The
main cluster was ERIC-A which grouped 104 (92%) strains isolated from humans, animal, food and
the environmental with >80.1% of genetic similarity. All 40 strains isolated from humans and non-
human sources were typed as ST19 by MLST and survived to acid stress after 10 minutes and 1
hour of exposure. In oxidative stress, all 40 strains survived after 10 minutes and 36 survived after 1
hour of exposure. Additionally, in the virulence analysis in G. mellonella, nine isolates from non-
human sources and six strains isolated from humans showed high virulence to intermediate
virulence profiles. In conclusion, the pathogenic potential of the strains studied was corroborated by
the high frequency of all virulence related genes searched. MDR strains were detected and are
worrying being an alert for the importance of constant monitoring of resistance. The PFGE and
ERIC-PCR results suggested that most of the strains studied belong to a prevalent cluster over
decades in the State of Sdo Paulo and the circulation of this serovar between clinical and non-
clinical sources. All strains studied descend from a common precursor belonging to ST19,
suggesting a closer phylogenetic relationship to S. Typhimurium than with monophasic Salmonella
ST34 strains isolated in other countries. The S. 1,4, [5],12:1:- strains isolated from humans and non-



human sources successfully survived to the unfavorable conditions found in the human
gastrointestinal tract and presented a survival rate similar to S. Typhimurium. Finally, strains
isolated from non-human sources showed a higher proportion of isolates with a high to intermediate
virulence profile in G. mellonella compared to human isolates, differing from the results found for
S. Typhimurium and suggesting a possible difference between these genetically related serovars.

Keywords: Monophasic Salmonella, pathogenic potential, genotypic diversity, antimicrobial
resistance.
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1. INTRODUCAO
1.1. Género Salmonella

A salmonelose é uma das doencas transmitidas por alimentos (DTASs) mais comuns e
um grande problema de saude publica (QAMAR; HUSSAIN; QURESHI, 2022). Na Europa,
a Salmonella permanece como principal patégeno associado a surtos de origem alimentar e a
salmonelose como segunda doenga zoondtica mais comum, aquém apenas de casos de
campilobacteriose, segundo dados da European Food Safety Authority (EFSA, 2022) e
European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC, 2022) (PINEDO et al., 2022).

Nos Estados Unidos, segundo o Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
séo estimados cerca de 1,35 milhdes de infec¢bes, 26.500 hospitalizagdes e 420 mortes por
Salmonella anualmente (CDC, 2022). Ja no Brasil, essa bactéria foi o agente etiol6gico mais
identificado em casos de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAS) entre 2000 e 2021,
segundo dados do Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo (SINAN-NET),
disponibilizados no site do Ministério da Saltde (MARQUES; TRINDADE, 2022).
Entretanto, considerando apenas a distribui¢do dos agentes etioldgicos mais identificados nos
surtos de transmissdo hidrica e alimentar (DTHA) no Brasil entre 2012 e 2021, Salmonella
spp. foi o terceiro microrganismo mais isolado, responsavel por 11,2% dos casos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, sdo bacilos Gram-
negativos, anaerdbios facultativos, intracelulares facultativos, fermentadores de glicose,
mesofilos, oxidase negativa e ndo formadores de esporos (ANDINO; HANNING, 2015; GUT
et al., 2018; JANDA; ABBOTTB, 2021). A denominacédo de tal género foi proposta em 1900
por Ligniéres, em homenagem ao bacteriologista norte-americano Daniel EImer Salmon, o
qual em 1884 isolou o microrganismo Salmonella choleraesuis, inicialmente denominado de
Bacillus choleraesuis, pela primeira vez do intestino de um suino (ELMI et al., 2021,
KAZMI, 2022).

A nomenclatura e taxonomia de Salmonella sdo complexas e ja sofreram diversas
alteracbes. Atualmente, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) pode-se dividir o
género em duas espécies denominadas Salmonella enterica e Salmonella bongori. Salmonella
enterica é subdividida em seis subespecies: 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 (Tabela 1) (ENG et al., 2015;
ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014; JAJERE, 2019; OLUDAIRO et al., 2022).
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Salmonella apresenta mais de 2.600 sorovariedades, as quais mais de 1.500 destas
pertencem a S. enterica subsp. enterica e sdo predominantemente isoladas de mamiferos e
associadas a 99% das infecgcdes desse género em humanos e animais de sangue quente. Por
outro lado, as demais subespécies de S. enterica, assim como a espécie S. bongori séo
geralmente isoladas de animais de sangue frio e ambiente (ENG et al., 2015; ISSENHUTH-
JEANJEAN et al., 2014; JAJERE, 2019; OLUDAIRO et al., 2022).

Tabela 1 - Numero de sorovariedades identificadas em cada espécie e subespécie de

Salmonella.
S. enterica NuUmero de sorovariedades
S. enterica subespécie enterica 1586
S. enterica subespécie salamae 522
S. enterica subespécie arizonae 102
S. enterica subespécie diarizonae 338
S. enterica subespécie houtenae 76
S. enterica subespécie indica 13
S. bongori 22
Total 2659

Fonte: ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014

Entre as sorovariedades mais importantes como causadoras de doencas em humanos
podem-se citar as sorovariedades S. Typhi, S. Paratyphi, S. Enteritidis e S. Typhimurium
(JAJERE, 2019; OLUDAIRO et al., 2022; QAMAR; HUSSAIN; QURESHI, 2022).
Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi (A, B e C) sdo denominadas de sorovariedades
tifoides e causam a febre entérica, uma infeccdo sistémica em humanos. Por outro lado, as
sorovariedades de Salmonella ndo-tifoides sdo responsaveis geralmente por causar casos de
gastroenterites autolimitadas, associados a inflamacéo intestinal e diarreia, entretanto podem
causar infecgOes extra intestinais (JAJERE, 2019; OLUDAIRO et al., 2022; QAMAR;
HUSSAIN; QURESHI, 2022).

1.1.1. Classificacdo soroldgica
A classificagdo sorologica de Salmonella é realizada pelo esquema de Kaufmann e
White, decorrente da sorotipagem do antigeno somatico (O), do antigeno flagelar (H) e do

antigeno capsular (Vi), esse ultimo quando presente (BRENNER et al., 2000). Entretanto,
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essa classificacéo foi adotada apenas em 1966, assim rotineiramente, as sorovariedades mais
isoladas ndo sdo identificadas por sua formula antigénica, mas por nomes que podem indicar
onde foram primeiramente isoladas, como S. Minnesota, seu hospedeiro, como S. Gallinarum
ou a sindrome que causam, como S. Typhi. As sorovariedades sdo escritas com primeira letra
maiuscula e ndo em italico (BRENNER et al., 2000; CAMPOS, 2015, KADHIM, 2019).

Nas formulas antigénicas das sorovariedades de Salmonella obtidas a partir do
esquema Kaufmann e White, os antigenos O sdo representados por numeros aradbicos e
responsaveis pela identificacdo dos sorogrupos desse género (CAMPQOS, 2015; KADHIM,
2019). O antigeno Vi é encontrado apenas nas sorovariedades S. Typhi, S. Paratyphi C e S.
Dublin e apresenta apenas um tipo sorolégico (ENG et al., 2015; CAMPOS, 2015; KADHIM,
2019). Ademais, o antigeno H tem duas formas de expressao alternadas e sdo representadas
por letras minudsculas do alfabeto e nimeros arabicos, respectivamente (ENG et al., 2015;
CAMPOQOS, 2015; KADHIM, 2019).

1.1.2. Variacao de fase flagelar

A variacdo de fase flagelar é a habilidade que algumas sorovariedades de Salmonella
possuem em mudar o tipo de flagelina expresso e apresentam assim duas formas de expressao
alternadas do antigeno H denominadas de fases, onde as proteinas flagelares antigénicas sdo
identificadas como flagelina de fase 1, codificada pelo gene fliC e flagelina de fase 2
codificada pelo gene fljB (BANERJI et al., 2020; EL-LATTIEF et al., 2020; KHALTABADI
et al., 2019; WANG et al., 2022).

O tipo de flagelina expresso esta sob controle de um sistema de variagdo de fase e é
descrito didaticamente como um interruptor “on” e “off”. O gene hin é o responséavel por
guiar o mecanismo de inversdo de fase a partir da codificacdo de uma invertase de sitio
especifica (Hin) (BANERJI et al., 2020; HENDERSON; OWEN; NATARO, 1999;
KHALTABADI et al., 2019). Tal gene esta presente no Operon fljBA, juntamente com 0s
genes fljB e fljA no cromossomo de Salmonella spp. (KHALTABADI et al., 2019).

Os genes fljB e fljA estdo dispostos como uma unidade transcricional de maneira que
ambos 0s genes sdo transcritos de um promotor localizado no fragmento hin. Assim, como ha
a possibilidade de duas orientagdes para o fragmento hin, tal evento determina o tipo de
flagelina a ser expresso durante a divisdo celular (HENDERSON; OWEN; NATARO, 1999;
KHALTABADI et al., 2019; WANG et al., 2022).

Na posicédo “off” a dire¢cdo do promotor ndo permite que ocorra a expresséo dos genes

fljB e fljA, sendo que este ultimo gene é responsavel por reprimir a expressao do gene fliC.



5
Introducdo

Assim, sem o inibidor, o gene fliC é expresso e o antigeno de fase 1 é produzido. Enquanto,
na posigdo “on”, o promotor esta direcionado para a transcricao de fljB e fljA, o que reflete na
inibicdo pds-transcricional do RNAm de fliC e expressao da flagelina de fase 2 pelo gene fljB
(Figura 1) (BOLAND et al, 2015, HENDERSON; OWEN; NATARO, 1999;
KHALTABADI et al., 2019; WANG et al., 2022)

Operon flijBA
A
[ |
OFF bilis 7] ﬂr_C_> Fasel
I Inversao H l'
I Fiic
Jun B ? #ic
ON l Fase 2
l Repressio traducional
/B RNAm _/74RNAm fliC RNAm ipida de degradach
I —"/—:l—’-— lj IE?ENA; egradacio
- m %
FIiB FliA

Figura 1 - Modelo para o mecanismo do controle genético da variacdo de fase flagelar em
Salmonella (adaptado de Yamamoto e Kutsukake, 2006).

Assim sendo, ha variantes de sorovariedades de Salmonella classificadas como
monofasicas, pois sdo bactérias que apresentam auséncia dos mecanismos de mudanca de
variacdo de fase, devido a dele¢fes ou mutages totais ou parciais do gene fljB, podendo ser
acompanhadas pela auséncia ou mutacdes dos genes fljA e hin (BURNENS et al., 1996;
ECHEITA; HERRERA; USERA, 2001; MURASE et al., 2018; SUN et al., 2020a).

A funcdo bioldgica da variacdo de fase flagelar ndo estd completamente elucidada.
Alguns estudos sugerem uma funcdo de escape do sistema imunoldgico por aumentar o
repertério de antigenos expressos pela Salmonella. Entretanto, lkeda et al. (2001)
demonstraram que linhagens de Salmonella Typhimurium que expressam apenas o0 antigeno
flagelar de fase 1 apresentam viruléncia similar a variantes bifésicas, enquanto mutantes que
expressam apenas o antigeno flagelar de fase 2 sdo atenuados (GARCIA-PASTOR;
PUERTA-FERNANDEZ; CASADESUS, 2019; IKEDA et al., 2001).
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1.1.3. Transmissao, patogénese e manifestagdes clinicas

A infeccdo causada por Salmonella spp. inicia-se a partir da ingestdo de agua e/ou
alimentos contaminados, como aves, carne suina e derivados e ovos crus ou malcozidos. Apds
a ingestdo, a bactéria é capaz de sobreviver a acidez estomacal e ap0s isso, atingira o seu
6rgdo alvo que é o intestino (HU et al., 2018; KURTZ; GOGGINS; MCLACHLAN, 2017).

Além de aderir a superficie apical do epitélio intestinal, esse microrganismo apresenta
a capacidade de invadir os enterocitos e células M e modificar a via de sinalizacdo dessas
células epiteliais, promovendo assim a internalizacdo da bactéria. Apds o0 processo de
endocitose, Salmonella ir4 persistir e proliferar exacerbadamente no endossoma nas células
hospedeiras (GOGOI; SHREENIVAS; CHAKRAVORTTY, 2019; LOU et al., 2019).

Em razdo da atividade de proteinas excretadas por essa bactéria, ocorre 0 aumento da
expressao dos fatores quimiostaticos e consequentemente uma infiltracdo de neutrofilos na
lamina propria. Ap6s um periodo, essa bactéria atingird a por¢do basal do epitéelio e sera
fagocitada por macrofagos e neutrofilos, porém tal bactéria € capaz de sobreviver nessas
células, aléem de ocasionar a sua morte com consequente aumento do processo inflamatério do
hospedeiro (FABREGA,; VILA, 2013; GOGOI; SHREENIVAS; CHAKRAVORTTY, 2019;
KHAN, 2014).

Em consequéncia da intensa reacdo inflamatéria no local, podera ocorrer o
distanciamento das células epiteliais a partir da membrana basal, resultando assim na secrecéao
de fluidos no limen intestinal e diarreia (FABREGA; VILA, 2013; GOGOI; SHREENIVAS;
CHAKRAVORTTY, 2019; KHAN, 2014).

As manifestaces clinicas associadas a infeccdo por Salmonella incluem febre, dor
abdominal, dor de cabeca, nauseas e vomito, com periodo de duracdo inferior a 10 dias.
Apesar das infeccdes por essa variante serem geralmente autolimitantes, em alguns casos
pode ocorrer uma evolucdo desse quadro, resultando em uma infeccdo sistémica devido a
capacidade dessa bactéria invadir, sobreviver e se multiplicar em células do sistema reticulo
endotelial, podendo assim atingir diferentes Orgdos e tecidos no organismo hospedeiro
(GOGOI; SHREENIVAS; CHAKRAVORTTY, 2019; KURTZ; GOGGINS; MCLACHLAN,
2017).

1.1.4. Tolerancia a condi¢des desfavoraveis

Salmonella spp. é resistente a fatores ambientais desfavoraveis e necessita sobreviver

em situacOes de stress para estabelecimento da infeccdo (MS, 2011). A exposicao de células
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bacterianas a ambientes de stress, pode alterar a expresséo de fatores de viruléncia, uma vez
qgue microrganismos adaptados a condigdes de stress tém sido reportados como mais
virulentos em comparacao aqueles que ndo sofreram stress (LENZ; HEW FERSTL; VOGEL,
2010; SIRSAT et al., 2011).

Em humanos, por exemplo, apds a ingestdo da bactéria, Salmonella necessita
sobreviver ao stress acido do estdmago e ao muco intestinal (CAMPIONI et al., 2021).
Entretanto, esse microrganismo apresenta uma adaptabilidade fisiologica, onde apesar de seu
pH 6timo de crescimento ser entre 7.0 e 7.5, esse patdgeno tolera extremos de 3.8 e 9.5 (MS,
2011). Além disso, Salmonella spp. ainda é capaz de se multiplicar em temperaturas entre 35
°C a 43 °C (extremos 5 °C a 46 °C) e sobreviver por longos periodos em alimentos secos,
como o chocolate, o cacau em pd, especiarias ou leite em po, e em produtos congelados, como
sorvetes (MS, 2011).

Ademais, Salmonella spp. € um microrganismo intracelular facultativo que apresenta a
capacidade de sobreviver e se multiplicar no interior de macrofagos, dentro de um
compartimento conhecido como “vactiolo contendo Salmonella” (SCV) (RHEN, 2019;
WEMYSS; PEARSON, 2019). Os macrofagos por sua vez, utilizam a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) como um mecanismo essencial para proteger o hospedeiro.
Assim, a sobrevivéncia a esse mecanismo da resposta imune € caracterizada como uma
condic&o de stress oxidativo, a qual Salmonella necessita resistir para persisténcia da infeccao
(RHEN, 2019).

1.1.5. Salmonella 1,4, [5],12:i:-

Salmonella 1,4, [5],12:i:- € uma variante monofasica de Salmonella Typhimurium que
ndo possui o0 antigeno flagelar de fase 2 codificada pelo gene fljB (SUN et al., 2020a). Desde
seu primeiro relato na década de 1980 a partir de isolados de aves de capoeira em Portugal, S.
1,4, [5],12:i:- passou a ser frequentemente isolada em diferentes paises, incluindo Estados
Unidos, Italia, Reino Unido e Franca (QIN et al., 2022; SUN et al., 2020a).

Diferentes protocolos de PCR foram desenvolvidos para identificacdo de linhagens de
S. 1,4, [5],12:i:- a partir da auséncia e/ou mutacdes no gene de fase flagelar 2 (SUN et al.,
2020a). Tennant e colaboradores (2010) descreveram um método de PCR que objetiva a
analise de dois fragmentos de DNA, o gene fljB que codifica a fase flagelar 2 (ausente) e a
presenca de um elemento de insercdo “1S200” na regido intergénica entre fliB-fliA. Este
protocolo é recomendado pela European Food Safety Authority (SUN et al., 2020a
TENNANT et al., 2010).
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Desde que foi confirmado como um patdgeno emergente, esta variante passou a ser
considerada uma das sorovariedades de Salmonella mais frequentemente isoladas de
infeccdes em humanos e em animais em diferentes paises, principalmente em paises e regides
onde os casos sdo predominantemente associados ao consumo de carne suina (QIN et al.,
2022; SUN et al., 2020a).

Em fevereiro de 2022 um surto envolvendo chocolates contaminados por S. 1,4,
[5],12:i:- ST34 foi relatado no Reino Unido. Até abril deste mesmo ano, 150 casos foram
identificados em nove paises da Europa (ECDC, 2022; LUND et al., 2022). A maioria dos
acometidos foram criangas menores de 10 anos (89%) e apenas em 21 casos foi possivel
investigacdo sobre sintomas e gravidade, onde 57% relataram diarreia com a presenca de
sangue e taxa de hospitalizacdo foi de 43%. Nao foram registrados casos de ébito relacionado
ao surto (ECDC, 2022; LARKIN et al., 2022; LUND et al., 2022).

Varios surtos de origem alimentar tém sido relatados em todo o mundo causados por
S. 1,4, [5],12:i:- devido a contaminacdo de suinos e, consequentemente, de carne de porco e
embutidos (QIN et al., 2022). Esta sorovariedade esta fortemente associada a cadeia alimentar
suina especialmente na Europa, visto que era raramente identificada antes da década de 1990,
entretanto seu isolamento em animais e humanos aumentou nos Gltimos 20 anos, tornando S.
1,4, [5],12:i:- a sorovariedade mais isolada de humanos, porcos e derivados de carne suina nos
paises Europeus (D’INCAU et al., 2021; QIN et al., 2022).

Na Colémbia foi a quarta sorovariedade mais isolada de material clinico pelos dados
do sistema de vigilancia do Instituto Nacional de Saude do Pais em 2019 (CUENCA-ARIAS
et al., 2020). Ja nos Estados Unidos esta entre as cinco sorovariedades mais associadas a
infeccOes por Salmonella (CDC, 2022; SUN et al., 2020a; XIE et al., 2020).

No Brasil, em relacdo as sorovariedades associadas aos casos de gastroenterite, S. 1,4,
[5],12:i:- foi identificada como a terceira sorovariedade mais associada a infeccBes em
humanos, assim como uma das principais sorovariedades isoladas de fontes ndo humanas,
especialmente de animais, no Estado de Sdo Paulo, Brasil entre 2004 e 2020 (FERNANDES
et al., 2022). Assim, S. 1,4, [5],12:i:- € uma das principais sorovariedades de Salmonella
circulantes no pais, entretanto poucos estudos buscaram caracterizar fenotipicamente e
molecularmente linhagens dessa sorovariedade isolada ao longo dos anos (CASAS et al.,
2016; DE QUADROS et al., 2020; FERNANDES et al., 2006, 2022; MOURA et al., 2018;
POSSEBON et al., 2020; SOUZA et al., 2019; TAVECHIO et al., 2009; TAVECHIO;
GHILARDI; FERNANDES, 2004).
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1.2. Genes de viruléncia

A patogenicidade de Salmonella é decorrente da expressao de genes de viruléncia que
podem estar localizados no cromossomo e/ou em plasmideos (KHAN; SHAMIM, 2022). E
importante ressaltar que grande parte desses genes responsaveis pela invasdo, sobrevivéncia e
disseminacdo extra intestinal estdo localizados em regiGes cromossOmicas conservadas
denominadas de Ilhas de Patogenicidade de Salmonella (SPIs), onde esses genes estdo
agrupados e sdo responsaveis por conferir um fenétipo de viruléncia especifico (ANDESFHA
et al., 2019). Atualmente, ja foram descritas 23 Ilhas de Patogenicidade de Salmonella, sendo
que as mais estudadas sdo a SPI-1 e SPI-2 (FOOKES et al., 2011; HAYWARD et al., 2014;
SUEZ et al., 2013; ZHAO et al., 2020).

A SPI-1 é extremamente importante na interacdo entre a bactéria e as células
hospedeiras, pois permite a invasdo de Salmonella nas células epiteliais a partir do rearranjo
do citoesqueleto (LOU et al., 2019; SANCHEZ-ROMERO; CASADESUS, 2018). Tal
mecanismo € possivel devido a acdo de proteinas efetoras que séo injetadas nas células
hospedeiras por meio do Sistema de Secre¢do Tipo Il (TSS3), visto que esse complexo
proteico é codificado por genes presentes na SPI-1 (LERMINIAUX; MACKENZIE;
CAMERON, 2020; LOU et al., 2019; SANCHEZ-ROMERO; CASADESUS, 2018).

H& muitos genes importantes na viruléncia de Salmonella localizados em SPI-1,
incluindo os genes invA e sipA que codificam proteinas associadas a invasdo, o gene sipD
codifica uma proteina montadora de translocons e os genes sop (A-E) que codificam proteinas
efetoras do TSS3 (ALMEIDA et al., 2013; HUR et al., 2011; SHAH et al., 2011).

A SPI-2 apresenta mais de 40 genes, assim como um TSS3 estruturalmente e
funcionalmente distinto do TSS3 codificado pela SPI-1 (BAO et al., 2020). Alguns genes
importantes localizados nessa ilha de patogenicidade sdo o0s genes ssaR e sifA que codificam
proteinas associadas com a sobrevivéncia e replicacdo de Salmonella dentro das células
hospedeiras (ALMEIDA et al., 2013; HUR et al., 2011; SHAH et al., 2011).

A produgdo de flagelos é outro fator de viruléncia importante na patogénese de
Salmonella, visto que conferem motilidade a célula bacteriana no meio que se encontra. Os
flagelos sdo codificados por genes cromossomais como flgK, flgL e fljB (ALMEIDA et al.,
2013; HUR et al., 2011; SHAH et al., 2011).

Ademais, algumas sorovariedades de Salmonella carregam plasmideo de viruléncia
sorovariedade-especifico. O plasmideo de viruléncia especifico de Salmonella Typhimurium e
S. 1,4, [5],12:i:- é denominado pSLT, é um plasmideo de 94 Kb que pertence ao grupo de

incompatibilidade incFlls. Tal plasmideo apresenta uma regido que codifica 0s genes
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SpvRABCD e que quando expressos contribuem na sobrevivéncia e crescimento intracelular
desse microrganismo em macrofagos (ALMEIDA et al.,, 2013; HILEY; GRAHAM,;
JENNISON, 2019; SERIBELLI et al., 2020).

1.3. Resisténcia aos antimicrobianos

Normalmente, infeccdes causadas por Salmonella néo tifoide sdo autolimitantes e ndo
necessitam da utilizagdo de antimicrobianos, porém em casos de infec¢do grave, invasiva ou
que acometa idosos e criangas ou pacientes com comorbidades a antibioticoterapia é
recomendada (GUT et al., 2018; MCDERMOTT; ZHAO; TATE, 2018; MEDALLA et al.,
2017). Nesses casos, 0s antimicrobianos com atividade contra esse microrganismo incluem
fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina, cefalosporinas de terceira geragdo, como a
ceftriaxona, trimetropim/sulfametoxazol ou amoxicilina (MCDERMOTT; ZHAO; TATE,
2018; WEN; BEST; NOURSE, 2017).

A resisténcia a um determinado antimicrobiano resulta na ineficacia do tratamento da
salmonelose, sendo principalmente probleméatica em infeccBes sistémicas, onde a
antibioticoterapia pode salvar a vida do paciente (MCDERMOTT; ZHAO; TATE, 2018).
Ademais, linhagens de Salmonella com diferentes perfis de resisténcia tém sido reportadas em
varios paises, em vista disso, o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), nos
Estados Unidos em 2019 classificou a Salmonella ndo tifoide resistente a antimicrobianos
como uma séria ameaga a salde puablica (CORTES et al., 2022; DAS et al., 2022;
MCDERMOTT; ZHAO; TATE, 2018; QIN et al., 2022).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é um fenémeno natural, entretanto o
crescente numero de linhagens multidroga resistentes de bactérias patogénicas, como
Salmonella esta relacionado a diferentes fatores, como por exemplo, 0 uso excessivo de
antimicrobianos devido ao facil acesso em determinados paises (GUT et al., 2018;
MCDERMOTT; ZHAO; TATE, 2018; MEDALLA et al., 2017). Em razdo do crescimento da
resisténcia, ha uma necessidade de monitoramento dessas linhagens, para que ocorra a
realizacio de uma antibioticoterapia eficiente, quando necesséria, assim como
estabelecimento de uma correlacdo epidemioldgica a partir de linhagens isoladas de diferentes
fontes.

Linhagens de Salmonella 1,4, [5],12:i:- resistentes tém sido relatadas em diferentes
paises, como Tailandia, Italia, e Australia, incluindo linhagens resistentes a cefalosporinas de
amplo espectro e fluoroquinolonas (KONGSOI et al., 2020; PROROGA et al., 2019; QIN et
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al., 2022; SUN et al., 2019). Tais antimicrobianos sdo usualmente utilizados no tratamento de
salmonelose ndo-tifoide em humanos, enquanto as tetraciclinas, sulfonamidas e
aminoglicosideos sdo habitualmente empregados na terapia veterinaria, assim como utilizados
como promotores de crescimento na producdo animal em alguns paises (HOSAIN; LUTFUL
KABIR; KAMAL, 2021; PHIRI et al., 2020; TACK et al., 2020)

1.4. Mecanismos de resisténcia

As quinolonas e fluoroquinolonas sdo antimicrobianos que atuam inibindo a replicacao
do DNA bacteriano a partir da ligacdo dessas moléculas em proteinas como a DNA girase,
uma enzima da classe das topoisomerases tipo Il. Essa enzima é codificada pelos genes
cromossomais gyrA e gyrB (BUSH et al., 2020; PHAM; ZIORA; BLASKOVICH, 2019).
Outra proteina alvo da classe das quinolonas é a topoisomerase IV, que € codificada pelos
genes parC e parE ((BUSH et al., 2020; PHAM; ZIORA; BLASKOVICH, 2019).

O principal mecanismo de resisténcia as quinolonas em Salmonella ocorre a partir da
alteracdo do sitio de ligacdo do antimicrobiano na enzima. Assim, mutacdes pontuais nos
genes gyrA, gyrB, parC e parE, localizados em quinolone resistance-determining regions
(QRDRs), podem desencadear alteracbes nas sequéncias de aminoacidos da DNA girase e
topoisomerase 1V, podendo resultar na ineficAcia terapéutica desses antimicrobianos
(CHAUDHARI; SINGH; KODGIRE, 2023).

A resisténcia a quinolonas ainda pode ocorrer devido a presenca de plasmideos
mediadores de resisténcia a quinolonas (PMQR - Plasmid Mediated Quinolone Resistance).
Os genes plasmidiais 0qxAB e gepA sdo responsaveis pela codificacdo de bombas de efluxo,
0s genes qnrABCDS codificam pentapepitideos que se ligam a DNA girase, bloqueando a
acao dos antimicrobianos, e por fim, o gene aac(6’)-Ib-cr € responsavel pela codificacdo de
uma enzima acetiltransferase capaz de blogquear a acdo de aminoglicosideos e reduzir a
suscetibilidade a quinolonas e aminoglicosideos simultaneamente (CHAUDHARI; SINGH,;
KODGIRE, 2023; URBAN-CHMIEL et al., 2022).

J& as cefalosporinas de terceira e quarta geragdo e os carbapenémicos pertencem a
classe dos antimicrobianos f-lactamicos. Esses antimicrobianos apresentam em sua estrutura
um anel B-lactamico que é responsavel pela inibicdo da sintese da parede celular bacteriana a
partir da ligacdo desse anel em proteinas ligadoras de penicilina (URBAN-CHMIEL et al.,
2022; ZANGO et al., 2019). A resisténcia a essa classe de antibioticos em Gram-negativas

estd principalmente associada a presenca de enzimas, denominadas de p-lactamases, que sdo
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capazes de hidrolisar o anel B-lactdmico, impedindo assim sua atividade (HUSSAIN et al.,
2021; URBAN-CHMIEL et al., 2022).

Os genes codificadores de B-lactamases geralmente sdo de origem plasmidial, dentre
esses genes ha aqueles que codificam enzimas B-lactamases de espectro estendido (ESBL),
que s@o enzimas que conferem resisténcia a maioria dos antimicrobianos [-lactamicos,
incluindo as penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos (HUSSAIN et al., 2021; URBAN-
CHMIEL et al., 2022). Os genes codificadores de ESBL mais frequentemente relatados em
linhagens de Salmonella spp. pertencentes as familias TEM, SHV e CTX-M, incluindo
maltiplas variantes dos genes blatem, genes blasyy € blacrx-m (AKINYEMI et al., 2022;
GAMBINO et al., 2022; GAWISH et al., 2021; SABRY et al., 2020).

Ja em relacdo aos carbapenémicos, que sdo antimicrobianos [-lactdmicos que
apresentam um amplo espectro de acdo, os genes codificadores de carbapenemases que ja
foram reportados em Salmonella spp. incluem variantes dos genes blakpc € blawp
(ABRAHAM et al., 2016; KANAAN et al.,, 2022; PATIL et al.,, 2022; RANJBAR,;
SAFARPOOR DEHKORDI; HEIAT, 2020; RODRIGUEZ; BAUTISTA; BARRERO, 2014).

1.5. Métodos de tipagem bacteriana

Os estudos epidemioldgicos utilizam diferentes metodologias de tipagem bacteriana o
gue permite determinar a fonte e os veiculos de transmissdo, além de inferir se os patdgenos
envolvidos em surtos representam ou nao um unico clone (OLIVE; BEAN, 1999).

Alguns métodos fenotipicos como a biotipagem, fagotipagem, sorotipagem e a
determinacdo de perfis de suscetibilidade a antimicrobianos tém sido utilizados com
finalidades epidemioldgicas, entretanto podem apresentar algumas limitacGes, como
problemas de reprodutibilidade interlaboratoriais para algumas metodologias, dificultando a
comparacdo de resultados obtidos em diferentes laboratorios. Ademais, um ponto
desfavoravel é a capacidade restringida de diferenciacdo entre linhagens de uma mesma
espécie e/ou sorovariedade (OLIVE; BEAN, 1999).

Em relacdo a caracterizacdo de linhagens de Salmonella, a técnica de sorotipagem,
baseada na identificacdo soroldgica dos antigenos somaticos (O), flagelares (H, de fase 1 e 2)
e, quando presentes, capsulares (Vi), € a mais comumente realizada (CAMPQOS, 2015;
ISSENHUTH-JEANJEAN et al.,, 2014). Entretanto, devido a alta variabilidade e
recombinacfes nos genes que codificam tais antigenos, o género Salmonella abrange um

enorme namero de sorovariedades (REEVES, 1993).
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Os métodos de tipagem molecular bacteriana, por sua vez, se baseiam na observagéo
de marcadores moleculares ou genéticos, assim sdo capazes de determinar diferencas
genéticas entre linhagens bacterianas semelhantes e, juntamente com as analises filogenéticas,
essas diferencas sdo utilizadas na classificacdo dessas linhagens em grupos ou complexos
clonais, que é fundamentada na relacdo e diversidade genética entre as bactérias estudadas
(SCHURCH et al., 2018; WANG; JORDAN; MAYER, 2014).

Diferentes métodos de tipagem molecular, como Pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE), Multilocus Sequence Typing (MLST) e Enterobacterial repetitive intergenic
consensus PCR (ERIC-PCR) tém sido utilizados com sucesso para uma melhor caracterizagéo
epidemioldgica e da diversidade genética de diferentes sorovariedades de Salmonella,
incluindo S. 1,4, [5],12:i:- em diferentes paises (BANERJI et al., 2020; MARIN et al., 2020;
MURASE et al., 2018; POONCHAREON et al., 2019; SUN et al., 2020a).

1.5.1. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

O Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), descrito inicialmente em 1984 para analise
cromossdmica de DNA eucarioto, é considerado uma técnica padrdo-ouro na tipagem
molecular de diferentes patogenos, incluindo Salmonella, visto que apresenta alta
reprodutibilidade e poder discriminatério elevado (GOERING, 2010; NEOH et al., 2019;
SCHWARTZ; CANTOR, 1964; TENOVER et al., 1995).

Tal metodologia é baseada na fragmentacdo do DNA bacteriano. Inicialmente as
células sdo envolvidas em plugs de gel de agarose e sdo lisadas com Proteinase K e
detergentes. A fragmentacdo do DNA ocorre a partir da utilizacdo de enzimas de restricdo de
cortes raros, originando assim fragmentos de DNA de peso molecular maior que 10 Kb
(MAGALHAES et al., 2005; NEOH et al., 2019; RIBOT et al., 2006; SCHWARTZ;
CANTOR, 1984). Para que ocorra a separacgdo desses fragmentos de DNA, essa técnica utiliza
uma eletroforese em campo pulsado, ou seja, a corrente elétrica é aplicada em diferentes
angulos durante curtos periodos (pulsos) a partir de grupos de eletrodos (MAGALHAES et
al., 2005; RIBOT et al., 2006; TENOVER et al., 1995).

Posteriormente a corrida, ocorre a analise do gel de agarose a partir da utilizacdo de
softwares especializados, permitindo assim a comparacdo do padréo de fragmentos de cada
linhagem e a andlise da similaridade genotipica entre essas (MAGALHAES et al., 2005;
NEOH et al., 2019; RIBOT et al., 2006; TENOVER et al., 1995).
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Em relacdo a S. 1,4, [5],12:i:-, trabalhos demonstram que o PFGE tem sido aplicado
com sucesso na tipagem de linhagens dessa variante monofasica (ANDREOLLI et al., 2017,
KIM et al., 2015; MANDILARA et al., 2021; MARIN et al., 2020; MURASE et al., 2018).

1.5.2. Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC-PCR)

Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC), também conhecidas como
Intergenic Repeat Units (IRUs), sdo uma familia de elementos repetitivos que foram descritas
nas Enterobacteriaceae e em outras familias bacterianas (VERSALOVIC; KOEUTH,;
LUPSKI, 1991; WILSON; SHARP, 2006).

Essas sequéncias apresentam 127 pb e encontram-se em multiplas copias no DNA de
enterobactérias e vibrios. Ademais, possuem uma regido central altamente conservada e estdo
presente em regides intergénicas ndo-codificantes do genoma bacteriano, isto €, encontram-se
entre genes transcritos dentro ou fora de operons com sua posi¢do variando em relacdo a
posicao das sequéncias de terminacdo e promotora dos genes. Portanto, apenas uma pequena
parte dessas sequéncias ERIC sdo transcritas em mRNA (SHARPLES; LLOYD, 1990;
VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI, 1991; WILSON; SHARP, 2006).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase baseada nas sequéncias ERIC utiliza primers
especificos descritos por Versalovic e colaboradores (1991) que se hibridam nas sequéncias
ERIC, assim ocorrera a amplificacdo da regido de DNA entre as sequéncias ERIC do genoma
bacteriano (VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI, 1991; WILSON; SHARP, 2006).

Posteriormente a reacdo de PCR, é realizada uma analise do perfil de bandas e
subsequentemente esse perfil é analisado em gel de agarose a partir de uma corrida de
eletroforese horizontal. Como o numero e a posicdo das sequéncias ERIC varia entre
linhagens distintas devido a polimorfismos, esse padrdo de fragmentos amplificados
(amplicons) é entdo utilizado para determinar o grau de similaridade entre tais linhagens, visto
que o perfil de amplicons gerados por PCR € reprodutivel, ou seja, uma mesma linhagem
bacteriana sempre apresentara 0 mesmo perfil de fragmentos (LUPSKI; WEINSTOCK,
1992).

Alguns trabalhos utilizaram com sucesso a técnica de ERIC-PCR na tipagem de
linhagens de diferentes sorovariedades de Salmonella, incluindo S. 1,4, [5],12:i:-
(HERRERA-SANCHEZ; RODRIGUEZ-HERNANDEZ; RONDON-BARRAGAN, 2020;
KACZOREK-LUKOWSKA et al., 2021; MARIN et al., 2020; RAMTAHAL et al., 2022).

1.5.3. Multilocus Sequence Typing (MLST)
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A técnica de Multilocus Sequence Typing (MLST) baseia-se no sequenciamento e
identificacdo de polimorfismos em genes essenciais ou de manutengédo, denominados de genes
housekeeping (MAIDEN et al., 1998). O MLST pode ser realizado a partir de reacdes de PCR
e sequenciamento dos amplicons. Entretanto, devido ao fato do sequenciamento de nova
geracgdo estar se tornando um método cada vez mais acessivel, os dados desta técnica podem
ser obtidos in silico através do sequenciamento do genoma completo, visto que atualmente o
banco de dados EnteroBase aceita apenas o depdsito de sequéncias obtidas a partir desse
método (KIMURA, 2018).

Esta técnica tem sido aplicada em estudos epidemioldgicos de diferentes
microrganismos, além de que seus resultados poderem ser compartilhados on-line devido a
banco de dados, permitindo a analise comparativa dos resultados obtidos com dados mundiais
(ACHTMAN, 2008; MAIDEN et al., 1998; URWIN; MAIDEN, 2003).

Cada sequéncia obtida ap6s amplificacdo e sequenciamento dos genes housekeeping
corresponde a um alelo, visto que sequéncias diferentes sdao consideradas alelos diferentes.
Esses alelos recebem um numero para identificacdo e assim, a combinacdo dos nimeros dos
alelos dos genes housekeeping gera um nimero Unico, denominado de Sequence Typing (ST),
que pode ser comparado com STs de diferentes locais do mundo, possibilitando a realizagéo
de andlises filogenéticas, populacionais e evolucionarias dos microrganismos (ACHTMAN,
2008; MAIDEN et al., 1998; URWIN; MAIDEN, 2003).

Na analise dos dados de MLST, as sequéncias que diferem em apenas um unico alelo
sdo classificadas como single locus variants, assim como aquelas que diferem em dois alelos,
double locus variants. Ademais, linhagens que apresentam ao menos 4 alelos em comum sdo
geralmente definidas como o mesmo Complexo Clonal (CC) (FEIL et al., 2004; TUMMLER,
2020).

Para linhagens de Salmonella enterica os sete genes housekeeping analisados sao:
aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA e thrA, enquanto os STs mais reportados mundialmente
para S. Typhimurium e sua variante monofésica sao aqueles pertencentes ao Complexo Clonal
19 (https://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/senterica).

Diferentes trabalhos foram realizados onde o MLST foi utilizado para analise
filogenética de S. 1,4, [5],12:i:- isoladas em diferentes locais do mundo (LEE et al., 2021;
LONG et al., 2022; POSSEBON et al., 2020; XIE et al., 2020)

1.6. Galleria mellonella
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Galleria mellonella também conhecida como traga-da-colmeia ou traca-da-cera, € uma
espécie de inseto lepidopteros, pertencente a familia Pyralidae. O periodo de
desenvolvimento larval com sete instares varia entre 34 a 48 dias, sendo que essas larvas se
alimentam de cera velha, polen e mel e sofrem transformacGes e metamorfoses, nas quais
resultam em formacdes de pupas e posteriormente em mariposas (KWADHA et al., 2017).

As larvas de G. mellonella tém sido cada vez mais utilizadas como modelo alternativo
de infeccdo no estudo da interacdo patdgeno-hospedeiro, devido a particularidades dessas
larvas, como o seu tamanho (12-20 mm), o que permite uma facil manipulacdo. Além disso,
podem ser mantidas a 37°C, sdo facilmente cultivadas em grande nimero e com baixo custo
(KAVANAGH; FALLON, 2010; KWADHA et al., 2017; PEREIRA et al., 2020). Assim,
com o aumento da utilizacdo deste modelo, houve a necessidade de criacdo de larvas em
laboratdrios de pesquisa e desenvolvimento de diferentes dietas artificiais, com base na
alimentacdo natural, mel, cera e polen (KWADHA et al., 2017; PEREIRA et al., 2020).

A resposta imune de G. mellonella compartilha uma alta similaridade com o sistema
imune inato dos mamiferos. Essas larvas contém células imunes fagociticas, chamadas
hemdcitos, que sdo responsaveis pela fagocitose, encapsulamento e nodulacdo. Além disso, a
resposta imune de G. mellonella ainda compreende 0s processos de opsonizacdo, melanizacéo
e secrecdo de peptideos antimicrobianos (AMPs) (KAVANAGH; FALLON, 2010; PEREIRA
et al., 2020, 2018).

Na literatura pode-se observar a utilizacdo desse modelo alternativo de infeccdo em
diferentes estudos com Salmonela spp. (FREITAS et al., 2021; SERIBELLI et al., 2020;
SILVA et al., 2021; VILELA et al., 2020;).

1.7. Relevancia do estudo de Salmonella 1,4,[5],12:i:-

A salmonelose ndo tifoide é uma das principais Doencas Transmitidas por Alimentos
(DTASs) no mundo, com estimativa de 197,35 milhdes de casos e 84.799 mortes anualmente.
Especificamente no Brasil, Salmonella spp. foi 0 género mais identificado em surtos de DTAS
entre 2009 e 2021, com cerca de 39.314 (14,77%) casos e 34 (16,04%) mortes (GBD, 2018;
MARQUES; TRINDADE, 2022).

Salmonella 1,4,[5],12:i:- € uma das principais sorovariedades isoladas de infecgdes em
humanos e em animais em diferentes locais do mundo, como Reino Unido, China, Espanha,
Italia e Estados Unidos (PROROGA et al., 2019; QIN et al., 2022; SUN et al., 2020a). Surtos
de origem alimentar causados por S. 1,4, [5],12:i:- veem sendo relatados devido
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principalmente a contaminagdo de produtos suinos (PROROGA et al., 2019; QIN et al.,
2022). Tal associacdo com esses animais juntamente com o aumento de relatos de linhagens
de S. 1,4, [5],12:i:- multidroga resistentes elevou as infec¢Bes causadas por S. 1,4,[5],12:i:- ao
status de emergéncia global de saude publica (PROROGA et al., 2019; QIN et al., 2022; SUN
et al., 2020a).

Especificamente no Brasil, essa sorovariedade foi identificada como a terceira mais
isolada de infecgbes em humanos e a oitava mais isolada de fontes ndo humanas no Estado de
Sdo Paulo entre 2004 e 2020 (FERNANDES et al. 2022). Entretanto, poucos estudos
avaliaram caracteristicas epidemioldgicas e a diversidade genética de S. 1,4,[5],12:i:- no pais
(CASAS et al., 2016; DE QUADROS et al., 2020; FERNANDES et al., 2006, 2022;
POSSEBON et al., 2020; SOUZA et al., 2019; TAVECHIO et al., 2009; TAVECHIO;
GHILARDI; FERNANDES, 2004).

Um dos principais fatores associados a gravidade da infeccdo em humanos causada
por Salmonella spp. é a presenga de genes que codificam fatores de viruléncia, assim como a
capacidade de tolerar algumas condicBes desfavoraveis, incluindo sua capacidade de
sobreviver ao pH &cido do estdmago e ao sistema imune do hospedeiro (BARILLI et al.,
2018; NABERHAUS et al., 2020; SUN et al., 2020a). Além disso, em condicGes graves de
salmonelose é necesséria a realizacdo de tratamento com antimicrobianos que assegurem uma
terapia eficiente no Brasil e no mundo (BARILLI et al., 2018; MURASE et al., 2018).

Contudo, poucos estudos no Brasil dispdem de informacgdes sobre o perfil de
viruléncia, sobrevivéncia em condi¢cfes de stress e suscetibilidade a antimicrobianos de S.
1,4,[5],12:i:- isolados de diferentes fontes no pais. Além disso, a maioria desses trabalhos
objetivaram o isolamento e a identificacdo de diferentes sorovariedades de Salmonella, e
apenas Tavechio e colaboradores (2004; 2006) estudaram especificamente a variante
monofasica de S. Typhimurium no Brasil. (CASAS et al., 2016; DE QUADROS et al., 2020;
FERNANDES et al., 2006, 2022; MOURA et al., 2018; POSSEBON et al., 2020; SOUZA et
al., 2019; TAVECHIO et al., 2009; TAVECHIO; GHILARDI; FERNANDES, 2004).

Ademais, comparacOes entre linhagens de S. 1,4,[5],12:i:- com S. Typhimurium
realizadas com isolados da década de 90 no Brasil demonstraram grande similaridade
genotipica e fenotipica entre tais sorovariedades (TAVECHIO et al., 2009). Entretanto, apesar
da estreita relacdo genética entre tais variantes, atualmente ja foram descritas diferencas
significativas nos perfis genéticos de S. Typhimurium e S. 1,4,[5],12:i:-, como prevaléncia de
genes de viruléncia cromossomais e/ou transmitidos por plasmideos que diferem entre os dois
sorotipos relacionados (NGOI, YAP, THONG, 2018; PROROGA et al., 2019).
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Assim, considerando a escassez de trabalhos com linhagens de S. 1,4,[5],12:i:- no
Brasil, estudos que objetivem caracterizar fenotipicamente e molecularmente linhagens dessa
variante monofasica isoladas de diferentes fontes durante décadas no pais, sdo de grande
importancia, e deverdo contribuir para o entendimento da diversidade genotipica, potencial
patogénico, perfil de resisténcia a antimicrobianos e viruléncia dessa importante

sorovariedade de Salmonella.
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. CONCLUSOES

O potencial patogénico das linhagens de Salmonella 1,4, [5],12:i:- estudadas foi

evidenciado pela alta frequéncia de todos 0s genes associados a viruléncia pesquisados;

A deteccdo de uma relativamente alta porcentagem de linhagens de S. 1,4, [5],12:i:- MDR
é preocupante e alerta para a importancia de um monitoramento constante da resisténcia, a

fim de garantir o sucesso do tratamento antimicrobiano, quando esse for necessario;

Mutacdo pontual no gene gyrA e a presenca do gene plasmidial gnrB foram os principais
mecanismos de resisténcia encontrado em linhagens resistentes a fluoroguinolonas,
evidenciando um alerta a salde publica pois esses antimicrobianos sdo utilizados como

escolha no tratamento de infec¢des por Salmonella;

As técnicas de PFGE e ERIC-PCR discriminaram similarmente linhagens de S. 1,4,
[5],12:i:- e seus respectivos resultados sugerem que a maioria das linhagens estudadas
pertencem a um cluster prevalente ao longo de décadas no Estado de S&o Paulo e a

circulacdo dessa sorovariedade entre fontes clinicas e nao clinicas;

O resultado do MLST indica que todas as linhagens de S. 1,4, [5],12:i:- estudadas isoladas
no Brasil descendem de um precursor comum pertencente ao ST19 que € o principal ST de
S. Typhimurium, sugerindo que as linhagens estudadas séo filogeneticamente mais
préximas a essa sorovariedade do que linhagens de Salmonella monofasica do ST34

isoladas em outros paises;

As altas taxas de sobrevivéncia das linhagens de S. 1,4, [5],12:i:- isoladas de fonte humana
e ndo humana sob o stress acido reforcaram a capacidade desse patogeno de tolerar essa
condicéo desfavoravel,

Linhagens de S. 1,4, [5],12:i:- isoladas de humanos e fonte ndo humana apresentaram taxas

semelhantes de sobrevivéncia ao stress acido e oxidativo, indicando que tal capacidade
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independeu da fonte de isolamento, o que também foi observado para linhagens de S.

Typhimurium;

O ensaio de viruléncia em Galleria mellonella mostrou que linhagens de S. 1,4, [5],12:i:-
isoladas de fonte ndo humana foram mais virulentas do que linhagens isoladas de humanos,
diferentemente do observado em S. Typhimurium, onde as linhagens de humanos foram
mais virulentas, sugerindo uma possivel diferenca entre essas sorovariedades

geneticamente relacionadas.
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