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RESUMO 

 

VILELA, F. P. Caracterização molecular da diversidade genotípica, perfil de resistência 

e potencial patogênico de linhagens de Salmonella Infantis isoladas de fontes diversas no 

Brasil. 2021. 110f. Dissertação (Mestrado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 

Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

 

Infecções por sorovariedades não-tifóides de Salmonella enterica estão entre as principais 

doenças causadas por alimentos no mundo. Salmonella enterica subespécie enterica 

sorovariedade Infantis (S. Infantis) é uma sorovariedade não-tifoide, ubiquitária, capaz de 

infectar uma ampla gama de hospedeiros animais além de humanos, e está entre as 

sorovariedades mais isoladas mundialmente. No Brasil, ainda que linhagens de S. Infantis 

apresentem uma elevada prevalência, poucos estudos caracterizaram um número expressivo 

de linhagens exclusivamente desta sorovariedade. Deste modo, o presente estudo teve como 

objetivos caracterizar a diversidade genotípica, verificar a presença de marcadores de 

virulência e os perfis fenotípicos e genotípicos de resistência a antimicrobianos de linhagens 

de S. Infantis isoladas de fontes diversas no Brasil. Foram estudadas 80 linhagens de S. 

Infantis, isoladas de alimentos (n=27), ambiente (n=24), humanos (n=19), animais (n=7) e 

ração animal (n=3) entre 2013 e 2018 em nove estados do Brasil. O perfil de susceptibilidade 

a antimicrobianos foi determinado pela técnica de disco-difusão para 18 antimicrobianos. As 

linhagens foram molecularmente tipadas pela técnica de Pulsed-field gel electrophoresis 

(PFGE). A partir da realização do sequenciamento do genoma completo (WGS), as linhagens 

foram pesquisadas quanto a presença de 12 genes de virulência e de genes adquiridos e 

mutações pontuais em genes cromossômicos associadas à resistência a antimicrobianos. Além 

disso, as linhagens também foram caracterizadas pelas técnicas de Multi-locus sequence 

typing (MLST), core genome MLST (cgMLST) e pelas análises de Single-nucleotide 

polymorphisms (SNPs) e Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

(CRISPR) a partir dos dados do WGS. Um total de 72 linhagens (90,0%) apresentou 

resistência ou perfil intermediário de resistência a pelo menos um dos antimicrobianos 

estudados e 31 linhagens (38,8%) apresentaram resistência a três ou mais antimicrobianos de 

diferentes classes. As resistências de maior ocorrência nas linhagens estudadas foram: 

ampicilina (57,8%), piperaciclina (51,3%), tetraciclina (37,5%), cloranfenicol (35%), 

cefotaxime (30%), cefazolina (26,3%) e ceftriaxona (23,8%). Vale destacar que 42,5% das 

linhagens apresentaram perfis intermediários de resistência a ciprofloxacina. O PFGE dividiu 

as 80 linhagens de S. Infantis em 43 PFGE-tipos e três grupos distintos com uma similaridade 

≥80% entre as linhagens de cada grupo e uma similaridade geral ≥78,2% entre as linhagens, 

além de ter apresentado um índice de discriminação (DI) de 0,966. Dentre os 12 genes de 

virulência pesquisados, os genes invA, sopB, sopD, sopE2, sipA, sipD, flgK, flgL, fljB, sifA e 

ssaR foram detectados em todas as linhagens estudadas, enquanto o gene spvB não foi 

detectado em nenhuma das linhagens. Foram detectados os genes de resistência a 

aminoglicosídeos aac(6')-Iaa (100%) e aadA12 (2,5%), os genes de resistência a β-lactâmicos 

blaTEM-1 (40%), blaCTX-M-8 (11,3%), blaCMY-2 (10,0%) e blaCMY-61 (1,3%), e os genes dfrA8 

(37,5%), tet(A) (36,3%) e floR (36,3%), que conferem resistência a compostos à base de 

diaminopirimidinas, às tetraciclinas e aos anfenicóis, respectivamente. Todas as linhagens 

estudadas apresentaram as mutações Gln624→Lys no gene gyrB e Thr57→Ser e 

Thr255→Ser no gene parC, enquanto uma linhagem apresentou a mutação Val702→Ala no 

gene parC, que são capazes de conferir resistência a quinolonas e fluoroquinolonas. A 

mutação Asp28→Tyr no gene pmrA, que pode conferir resistência a peptídeos 

antimicrobianos, também foi detectada em uma única linhagem. Todas as linhagens estudadas 

foram verificadas como pertencendo ao ST32 pelo MLST. O cgMLST e a análise de SNPs 
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dividiram as linhagens estudadas em três e dois grupos distintos, respectivamente, sendo que 

em ambas metodologias mais de 70% das linhagens foram alocadas em um mesmo grupo. A 

análise de CRISPR agrupou todas as linhagens em um único grupo, com similaridade geral 

entre todas as linhagens ≥80,7% e apresentou um DI de 0,696. Em conclusão, a alta 

prevalência dos genes cromossômicos de virulência detectados, envolvidos na motilidade, 

invasão celular e sobrevivência em células fagocíticas, reforça o potencial patogênico das 

linhagens S. Infantis estudadas em causar doença em humanos, assim como o risco de sua 

presença em alimentos, ambiente e fontes veterinárias. As altas taxas de linhagens 

apresentando perfis fenotípicos e genotípicos de resistência a antimicrobianos alertam para o 

potencial risco de falha terapêutica nas infecções causadas por S. Infantis em humanos quando 

o tratamento é necessário. A presença absoluta do ST32 entre as linhagens estudadas 

demonstra a dominância deste ST na sorovariedade Infantis e a capacidade do MLST em 

identificar precisamente linhagens desta sorovariedade. A técnica de PFGE discriminou 

adequadamente as linhagens e os resultados sugerem a circulação de um subtipo prevalente de 

S. Infantis em diferentes fontes e estados do país. Similarmente, a técnica de cgMLST e as 

análises de SNPs e CRISPR sugerem que a maioria das linhagens de S. Infantis estudadas 

descendem de um subtipo prevalente que tem contaminado humanos, animais, ambiente e 

alimentos, corroborando os achados do PFGE. Os resultados em conjunto reforçam o 

potencial perigo que as linhagens de S. Infantis de origem clínica e não-clínica estudadas 

possam representar para os âmbitos de saúde pública e segurança alimentar do Brasil. 

 

Palavras-chave: Salmonella Infantis, gastroenterite, epidemiologia molecular, resistência 

antimicrobiana, potencial patogênico 
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ABSTRACT 

 

 

VILELA, F. P. Molecular characterization of the genotypic diversity, resistance profile 

and pathogenic potential of Salmonella Infantis strains isolated from multiple sources in 

Brazil. 2021. 110f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 

Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

 

Infections caused by non-typhoid Salmonella enterica serovars are among the main causes of 

foodborne diseases worldwide. Salmonella enterica subspecies enterica serovar Infantis (S. 

Infantis) is a non-typhoid and ubiquitous serovar, able to infect a broad range of hosts besides 

humans and is among the most isolated serovars in the world. In Brazil, although S. Infantis 

strains have demonstrated a high prevalence, few studies exclusively characterized an 

expressive number of strains of this serovar. In this way, the present study aimed to 

characterize the genotypic diversity, to verify the presence of virulence markers and the 

phenotypic and genotypic antimicrobial resistance profiles of S. Infantis strains isolated from 

diverse sources in Brazil. A total of 80 S. Infantis strains isolated from food (n=27), the 

environment (n=24), humans (n=19), animals (n=7) and animal ration (n=3) between 2013 

and 2018 from nine Brazilian states were studied. Antimicrobial susceptibility testing was 

performed by disk-diffusion for 18 antimicrobials. The strains studied were molecularly typed 

by Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Whole-genome sequencing (WGS) was 

performed and its data were used for the search of 12 virulence genes, acquired resistance 

genes and chromosomal point mutations associated to antimicrobial resistance. In adittion, the 

strains were also characterized by Multi-locus sequence typing (MLST), core genome MLST 

(cgMLST) and the analyses of Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) and Clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) using WGS data. A total of 72 

strains (90%) showed resistance or intermediate resistance profiles to at least one of the drugs 

tested and 31 (38,8%) showed resistance to three or more antimicrobials of three different 

drug classes. The most frequent resistant rates among the strains studied were ampicillin 

(57,8%), piperacillin (51,3%), tetracycline (37,5%), chloranphenicol (35,0%), cefotaxime 

(30,0%), cefazoline (26,3%) and ceftriaxone (23,8%). It is also important to notice that 42,5% 

of the strains exhibited intermediate resistance profiles to ciprofloxacin. PFGE divided the 80 

S. Infantis strains into 43 PFGE-types, three distinct clusters with a ≥80% similarity among 

the strains comprised in each group and an overall similarity among all strains of ≥78,2%, and 

also presented a discriminatory index (DI) of 0,966. Among the 12 virulence markers 

searched, invA, sopB, sopD, sopE2, sipA, sipD, flgK, flgL, fljB, sifA and ssaR were present in 

all strains, while spvB was absent in all strains analyzed. Strains also harbored 

aminoglycoside resistance genes aac(6')-Iaa (100%) and aadA12 (2.5%), β-lactam resistance 

genes blaTEM-1 (40%), blaCTX-M-8 (11.3%), blaCMY-2 (10.0%) and blaCMY-61 (1.3%), and resistance 

genes dfrA8 (37.5%), tet(A) (36.3%) and floR (36.3%), which are capable to confer resistance 

to diaminopyrimidine compounds, tetracyclines and amphenicols, respectively. All strains 

presented the point mutations Gln624→Lys in gyrB gene and Thr57→Ser and Thr255→Ser 

in parC gene, while a single strain presented the point mutation Val702→Ala in parC gene, 

which are all capable to confer resistance to quinolones and fluoroquinolones. Also, a single 

strain showed mutation Asp28→Tyr in pmrA gene, which is capable to confer resistance to 

antimicrobial peptides. All strains studied belonged to ST32 as demonstrated by MLST. The 

SNP analysis and cgMLST clustered the strains into two and three distinct clusters, 

respectively, and in both methodologies above 70% of the strains were grouped into the same 

cluster. CRISPR analysis clustered all strains into the same cluster, with an overall similarity 
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among all strains of ≥80.7% and a 0,696 DI. In conclusion, the high prevalence of virulence 

markers detected, related to motility, cell invasion and survival within phagocytic cells, 

reinforces the pathogenic potential of this serovar to cause infections in humans, as well as the 

risk of its presence in food, and in environmental and veterinary sources. The high rates of 

strains presenting phenotypic and genotypic antimicrobial resistance alert for the potential risk 

of therapeutic failure in S. Infantis infections in humans when therapy is necessary. The 

absolute presence of ST32 revealed among the strains studied by MLST demonstrates the 

dominance of this ST among strains of serovar Infantis and the capacity of this methodology 

to precisely identify strains of this serovar. PFGE showed an adequate discriminatory capacity 

to differentiate the strains and its results suggest the circulation of a prevalent subtype of S. 

Infantis in different sources and states of the country. Similarly, cgMLST and SNP and 

CRISPR analyses suggest that the majority of the S. Infantis strains studied descend from a 

prevalent subtype that has been contaminating humans, animals, the environment and food, 

corroborating with PFGE results. Together, the results obtained reinforce the potential hazard 

that the S. Infantis strains of clinical and non-clinical sources studied may represent for the 

public health and food safety fields in Brazil. 

 

Keywords: Salmonella Infantis, gastroenteritis, molecular epidemiology, antimicrobial 

resistance, pathogenic potential 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Gênero Salmonella 

1.1.1. Características e origem 

O gênero Salmonella pertence à ordem Enterobacterales e à família 

Enterobacteriaceae. É composto por bacilos Gram-negativos, anaeróbios facultativos, 

flagelados, não formadores de esporos, fermentadores de glicose, termófilos, com 

temperatura ótima de crescimento em 37°C, diâmetro de 0,7 a 1,5µm e comprimento de 2 a 

5 µm (MS, 2011; CAMPOS, 2015; RYAN et al., 2017). 

As bactérias do gênero Salmonella foram relatadas pela primeira vez em 1880 por 

Karl Joseph Eberth, que ao analisar amostras de pacientes que apresentavam a febre tifoide, 

nomeou o agente causador da doença de “Eberthella typhosa” em sua própria homenagem. 

Em 1884, Georg Gaffky foi o responsável por isolar pela primeira vez o bacilo causador da 

doença, confirmando assim as observações de Eberth. Pouco depois no mesmo ano, o 

patologista veterinário Daniel Elmer Salmon e seu assistente, o bacteriologista Theobald 

Smith, foram os primeiros a isolar a Salmonella Choleraesuis de intestino de porco ao 

pesquisar o agente causador da cólera em suínos, tendo então o nomeado como “Bacillus 

choleraesuis”. No entanto, foi em 1900 foi que o bacteriologista Joseph Lignières propôs o 

nome Salmonella ao gênero, em homenagem aos estudos de Salmon (GOSSNER et al., 

2016; MONTE & SELLERA, 2020). 

 

1.1.2. Taxonomia e nomenclatura 

Ainda que sejam complexas, controversas e já tenham sofrido diversas alterações, 

atualmente a nomenclatura e taxonomia de Salmonella são determinadas pelo Centro de 

Referência e Pesquisa em Salmonella do Instituto Pasteur da Organização Mundial da Saúde 

(OMS) em Paris, na França (BRENNER et al., 2000).  

O gênero Salmonella atualmente é divido nas espécies bongori e enterica, sendo que 

esta última é composta por seis subespécies denominadas enterica, salamae, arizonae, 

diarizonae, houtenae e indica. As espécies e subespécies são ainda, por sua vez, 

identificadas em sorovariedades a partir de uma classificação sorológica denominada 

Esquema Kaufmann-White, que se baseia na identificação dos antígenos somáticos (O), 

flagelares (H), e quando presente, do antígeno capsular (Vi) (ISSENHUTH-JEANJEAN et 

al., 2014; CAMPOS, 2015; RYAN et al., 2017). 

Os antígenos somáticos O fazem parte da constituição dos lipopolissacarídeos 

presentes na superfície da membrana externa deste microrganismo, que determinam os 
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sorogrupos aos quais as sorovariedades de Salmonella pertencem, sendo designados por 

números arábicos. Sua identificação é feita em duas etapas, sendo que na primeira é 

realizada a aglutinação em lâmina para determinar o grupo ao qual o isolado pertence, e 

posteriormente à determinação do grupo, são testados os antissoros específicos para a 

identificação dos antígenos individuais (RYAN et al., 2017).  

Os antígenos flagelares (H1 e H2) são compostos por subunidades da proteína 

flagelina, que representam a porção filamentosa dos flagelos bacterianos. Sua identificação é 

realizada em duas etapas, do mesmo modo que para os antígenos somáticos O. As 

sorovariedades de Salmonella podem tanto apresentar nenhum flagelo, sendo assim imóveis, 

quanto apresentar apenas um flagelo de fase única, sendo denominadas monofásicas. No 

entanto, a maioria apresenta flagelos de fase 1 e 2, sendo assim denominadas bifásicas. A 

nomenclatura dos antígenos de fase 1 é dada por letras minúsculas do alfabeto, e para os 

antígenos de fase 2 por números arábicos. Tendo em vista que o número de antígenos 

flagelares de fase 1 é maior que o número de letras do alfabeto, utiliza-se a letra z com 

expoentes numéricos, tais como z1, z2, z3, etc (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014; 

CAMPOS, 2015; RYAN et al., 2017).  

Finalmente, o antígeno capsular Vi apresenta um único tipo sorológico. Este é mais 

frequentemente encontrado em amostras da sorovariedade Typhi, podendo ocasionalmente 

ser encontrado nas sorovariedades Paratyphi C e Dublin (CAMPOS, 2015; RYAN et al., 

2017).  

Atualmente, cerca de 2.659 sorovariedades de Salmonella foram identificadas 

(Tabela 1). As sorovariedades da espécie bongori e as sorovariedades da espécie enterica 

das subespécies salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica são menos isoladas, e 

geralmente estão presentes no ambiente e em animais de sangue frio, como anfíbios e 

répteis. No entanto, cerca de 96% dos isolados de Salmonella pertencem a uma das 1.586 

sorovariedades identificadas da espécie enterica subespécie enterica (Tabela 1), que são 

capazes de infectar uma ampla gama de animais de sangue quente, como aves e mamíferos, 

incluindo ainda aquelas sorovariedades patogênicas para o ser humano (ISSENHUTH-

JEANJEAN et al., 2014; CAMPOS, 2015; RYAN et al., 2017).  
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Tabela 1 – Número de sorovariedades atualmente identificadas em cada espécie e 

subespécie do gênero Salmonella 

Organismo Número de sorovariedades 

Salmonella enterica subesp. enterica 1586 

Salmonella enterica subesp. salamae 522 
Salmonella enterica subesp. arizonae 102 

Salmonella enterica subesp. diarizonae 338 

Salmonella enterica subesp. houtenae 76 
Salmonella enterica subesp. indica 13 

Salmonella bongori 22 

Total 2659 

Fonte: ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014 

 

Rotineiramente, as sorovariedades da subespécie enterica não são referidas por suas 

fórmulas antigênicas, mas sim por nomes que podem representar seu local inicial de 

isolamento, como as sorovariedades Dublin, Heidelberg e Panama, seu hospedeiro, como 

Infantis e Gallinarum, ou a doença causada, como Typhi e Enteritidis (BRENNER et al., 

2000; CAMPOS, 2015). Ademais, ao contrário da nomenclatura das espécie e subespécies, 

onde utiliza-se a escrita na forma minúscula e em itálico, tal formato não é empregado para 

as sorovariedades, sendo escritas sem formatações específicas e com sua letra inicial 

maiúscula. Deste modo, ao se referir rotineiramente às sorovariedades de Salmonella, pode-

se utilizar uma terminologia simplificada, como por exemplo Salmonella Infantis, ao invés 

de sua nomenclatura completa, que seria Salmonella enterica subespécie enterica 

sorovariedade Infantis (BRENNER et al., 2000; CAMPOS, 2015). 

 

1.2. Hospedeiros das diferentes sorovariedades de Salmonella 

As sorovariedades de Salmonella enterica da subespécie enterica são capazes de 

infectar uma ampla gama de animais de sangue quente, como aves e mamíferos, incluindo o 

ser humano, e podem ser agrupadas de acordo com o tipo de hospedeiro que são capazes de 

infectar (UZZAU et al., 2000; AGBAJE et al., 2011; CAMPOS, 2015). 

As sorovariedades hospedeiro-restritas são aquelas capazes de infectar 

exclusivamente um único tipo de hospedeiro, como por exemplo Salmonella Typhi, 

Paratyphi C e Sendai em humanos, Salmonella Abortusovis em ovinos e Salmonella 

Typhisuis em suínos. Já as sorovariedades hospedeiro-adaptadas são fortemente associadas a 

hospedeiros específicos, como Salmonella Dublin em bovinos e Salmonella Choleraesuis em 

suínos, mas eventualmente podem resultar em infecções em outros hospedeiros, como os 

humanos. Finalmente, as sorovariedades ubiquitárias não possuem um hospedeiro específico 
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e são capazes de infectar uma ampla gama de animais incluindo o ser humano, como 

Salmonella Enteritidis, Typhimurium e Infantis (UZZAU et al., 2000; AGBAJE et al., 2011; 

MS, 2011). 

As sorovariedades capazes de infectar humanos ainda podem ser classificadas de 

acordo com a doença que causam. São chamadas de sorovariedades tifoides aquelas capazes 

de causar a febre entérica em humanos, como as sorovariedades Typhi, Paratyphi A, B e C e 

Sendai. Já as sorovariedades não-tifóides são aquelas que usualmente causam quadros de 

gastroenterite em humanos, podendo em alguns casos estar relacionadas a quadros de 

infecções extra-intestinais e sepse, usualmente em indivíduos imunocomprometidos. 

Algumas das sorovariedades não-tifóides mais comuns são Salmonella Enteritidis, 

Typhimurium, Infantis e Heidelberg, por exemplo (UZZAU et al., 2000; BHAN et al., 2005; 

CAMPOS et al., 2015). 

 

1.3. Transmissão e manifestações clínicas 

A contaminação por Salmonella se dá majoritariamente pela via fecal-oral, que 

usualmente ocorre pelo consumo de água, vegetais e hortaliças, leite e, principalmente, ovos 

e produtos cárneos crus ou malcozidos, que tenham sido expostos ao microrganismo e foram 

contaminados. Exposições indiretas, como por exemplo entre trabalhadores e operadores de 

granjas e abates também podem ocasionalmente ocorrer (MS, 2011; CAMPOS, 2015). 

As principais manifestações clínicas da infecção por sorovariedades de Salmonella 

em humanos são a febre entérica e a gastroenterite, que ocorrem em decorrência da 

contaminação por sorovariedades tifóides e não-tifóides, respectivamente (MS, 2011; 

CAMPOS, 2015).  

 

1.3.1. Febre entérica 

A febre entérica em humanos, que também pode ser denominada de febre tifoide ou 

paratifoide a depender do seu agente causador, é causada pelas sorovariedades tifoides 

Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A, B e C e Salmonella Sendai. A doença se 

estabelece diretamente pela via fecal-oral através do contato ou consumo de água e 

alimentos contaminados exclusivamente com fezes humanas, sendo intimamente relacionada 

à falta de saneamento básico, condições precárias de higiene pessoal e indivíduos em 

quadros de imunossupressão (BHAN et al., 2005; MS, 2011; CAMPOS, 2015). 
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O período de incubação de um quadro típico e não-complicado de febre entérica dura 

em torno de 10 a 14 dias, sendo que a partir deste período se iniciam os primeiros sintomas 

da doença, que podem incluir febre baixa e prolongada por 10 a 14 dias, dor de cabeça 

frontal, dor abdominal, mal-estar generalizado, dor muscular, tosse seca, lesões eritematosas 

corporais pequenas, anorexia, náusea, calafrios e letargia. A febre pode se tornar 

progressivamente alta durante a segunda semana e depois retornar à normalidade, podendo 

levar até quatro semanas para tal diminuição se não houver tratamento apropriado. O mal-

estar e a letargia podem levar ainda dois meses para recuperação completa. Ainda que a 

maioria dos casos se restrinja à febre e alguns outros poucos sintomas, indivíduos 

imunocomprometidos podem desenvolver quadros severos que podem incluir sangramentos 

gastrointestinais, perfurações intestinais, encefalopatia e pneumonias, que se não tratados 

rápida e adequadamente com antibióticos apropriados, podem levar ao óbito do paciente 

(BHAN et al., 2005; CAMPOS, 2015). 

 

1.3.2. Gastroenterite 

A gastroenterite em humanos é a doença causada pelas sorovariedades não-tifoides 

de Salmonella, como Enteritidis, Typhimurium, Infantis e Heidelberg, por exemplo, e ocorre 

em decorrência do consumo de água, vegetais e hortaliças, leite e, principalmente, ovos e 

produtos cárneos crus ou malcozidos contaminados com o microrganismo. Ao contrário das 

sorovariedades tifoides, que colonizam exclusivamente humanos, as não-tifóides colonizam 

usualmente uma ampla gama de animais e podem ser transmitidas para o humano diretamente 

pelo consumo de sua carne e produtos derivados contaminados, e não exclusivamente pela 

contaminação com fezes humanas (MS, 2011; CAMPOS, 2015; CDC, 2019a). 

A doença possui um período de incubação curto de 48 horas em média, e é 

caracterizada por sintomas de diarreia com ou sem sangue, febre inicial aguda, dor de cabeça, 

náuseas, vômito e dor abdominal por no máximo 10 dias, sendo que os microrganismos são 

ainda encontrados nas fezes por 4 a 5 semanas. A doença é geralmente autolimitante e 

facilmente controlada com a administração de água e eletrólitos. No entanto, uma pequena 

parcela de casos geralmente associados à pacientes imunocomprometidos podem 

eventualmente evoluir para quadros de infecção de urina, pneumonia, meningites e sepse, 

requerendo assim o tratamento com antimicrobianos (MS, 2011; CAMPOS, 2015; CDC, 

2019a) 
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1.4. Dados epidemiológicos 

Infecções bacterianas de origem alimentar representam um grave problema de saúde 

pública mundial, não apenas devido às altas taxas de morbidade e mortalidade associadas a 

tais doenças, mas também devido ao significativo impacto negativo na economia de setores 

de saúde, veterinária e de produção alimentar (BUZBY & ROBERTS, 2009; TAUXE et al., 

2010). Dados da Organização Mundial de Saúde estimam que anualmente 550 milhões de 

indivíduos adoecem e 230 mil morrem em decorrência de infecções alimentares no mundo, 

sendo estes casos majoritariamente associados a infecções por bactérias dos gêneros 

Salmonella enterica, Campylobacter spp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Vibrio 

spp. (HAVELAAR et al, 2015; WHO, 2020). 

Infecções por sorovariedades não-tifóides de Salmonella enterica são consideradas 

uma das quatro maiores causas de diarreia no mundo, contabilizando aproximadamente 93.8 

milhões de casos e 155 mil mortes anualmente (MAJOWICKZ et al., 2010; WHO, 2018). 

Estimativas sugerem que, apenas nos Estados Unidos, 1,3 milhões de casos, 26.500 

hospitalizações e 420 mortes ocorram todos os anos em decorrência de infecções por estes 

microrganismos (CDC, 2021). Na União Europeia, dados demonstram que sorovariedades 

não-tifóides de Salmonella enterica são o segundo agente causador mais prevalente em 

casos de gastroenterite em humanos, responsáveis por aproximadamente um a cada três 

surtos de infecções alimentares identificados e por mais de 91 mil casos de salmonelose em 

2018 (EFSA & ECDC, 2019).  

No Brasil, as infecções por sorovariedades não-tifóides de Salmonella enterica são 

consideradas como a segunda maior causa de doenças transmitidas por alimentos no país 

(MS, 2019). Porém, ainda que casos de salmonelose sejam de notificação compulsória no 

país, o real panorama da doença e do número de casos em território nacional é incerto, tendo 

em vista que casos de subnotificação podem ocorrer em decorrência da natureza auto 

limitante da doença na maioria dos casos (CAETANO & PAGANO, 2019; MS, 2019).  

 

1.5. Salmonella enterica subespécie enterica sorovariedade Infantis 

A Salmonella enterica subespécie enterica sorovariedade Infantis (S. Infantis) é uma 

sorovariedade não-tifoide, ubiquitária, capaz de infectar uma ampla gama de hospedeiros 

animais além de humanos, e está entre as sorovariedades mais isoladas mundialmente.  

O principal reservatório animal de S. Infantis, assim como a principal via de 

transmissão para humanos por contaminação alimentar, são os frangos seguidos dos bovinos 
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e suínos. No entanto, devido à capacidade de sobrevivência desta sorovariedade em diversos 

ambientes e alimentos, sua presença também já foi reportada em outros tipos de animais de 

criação, animais domésticos, mamíferos e aves selvagens, répteis e até insetos (OLSEN & 

HAMMACK, 2000; MACIEL et al., 2009; MEDEIROS et al., 2011; IKWAP et al., 2014; 

PAIXÃO et al., 2014; GELAW et al., 2018; CUNHA-NETO et al., 2018; AMMAR et al., 

2019). 

Sua principal manifestação clínica é a gastroenterite, causada majoritariamente pelo 

consumo de produtos cárneos contaminados de origem aviária, suína e bovina crus ou 

malcozidos. Ainda que pouco reportados, casos de infecções extra intestinais podem ocorrer 

principalmente em indivíduos imunocomprometidos, sendo que uma característica peculiar 

de S. Infantis é a associação a casos de gastroenterite em recém-nascidos e crianças de pouca 

idade em instalações hospitalares (MORAES et al., 2000; PESSOA-SILVA et al., 2002; 

NÓGRÁDY et al., 2005; ALMEIDA et al., 2013; OZDEMIR & ACAR, 2014; RANJBAR 

et al., 2016; BROWN et al., 2018). 

S. Infantis é reportada em diversos continentes do mundo como uma das 

sorovariedades mais prevalentes de Salmonella em diferentes fontes de isolamento, sendo 

usualmente apenas menos isolada que S. Enteritidis e S. Typhimurium (THAI et al., 2012; 

HARA-KUDO et al., 2013; RAHMANI et al., 2013; SHAHADA et al., 2013; OZDEMIR & 

ACAR, 2014; IKWAP et al., 2014; CRIM et al., 2015; MARZEL et al., 2016; GELAW et 

al., 2018; AMMAR et al., 2019; EFSA & ECDC, 2019). Na União Europeia, S. Infantis foi a 

quarta sorovariedade mais isolada em casos de salmonelose em humanos entre 2016 e 2018 

(EFSA & ECDC, 2019). Nos Estados Unidos, esta sorovariedade foi a sexta mais isolada 

entre humanos em 2014, além de ter apresentado um aumento de 162% em suas taxas de 

isolamento em relação aos anos de 2006 a 2008 (CRIM et al., 2015). Na Ásia, S. Infantis foi 

a quarta sorovariedade mais detectada em Israel em casos esporádicos em humanos entre 

1995 e 2012, contabilizando mais de 5.400 casos por ano, e na Turquia foi a quarta mais 

detectada em isolados de fezes humanas entre 2004 e 2010. Já no Japão, Irã e Vietnã, foi a 

sorovariedade mais isolada em fontes diversas como frangos vivos e carcaças, alimentos a 

granel, efluentes de esgoto e superfícies de mesas (THAI et al., 2012; HARA-KUDO et al., 

2013; RAHMANI et al., 2013; SHAHADA et al., 2013; OZDEMIR & ACAR, 2014; 

MARZEL et al., 2016). Na África, foi a segunda sorovariedade mais prevalente em frangos 

no Egito em 2017 e 2018, a terceira em suínos na Uganda em 2011 e 2012 e a quarta em 
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bovinos, aves, equinos, caprinos e ovinos na África do Sul entre 2007 e 2014 (IKWAP et al., 

2014; GELAW et al., 2018; AMMAR et al., 2019). 

No Brasil, a sorovariedade Infantis foi previamente reportada como a segunda mais 

isolada em carcaças de frango congeladas entre 2004 e 2006 em 15 cidades localizadas nas 

cinco regiões do país, a primeira em efluentes de esgoto de estações de tratamento de água 

em 2011, a primeira em carcaças de frango em matadouros do Mato Grosso entre 2014 e 

2015 e a segunda em swabs de arrasto de granjas em 2009 e 2010 em Santa Catarina, Paraná 

e Mato Grosso do Sul (MEDEIROS et al., 2011; KRZYZANOWSKI et al., 2014; VOSS-

RECH et al., 2015; CUNHA-NETO et al., 2018). Já entre casos em humanos no país, S. 

Infantis foi a quinta sorovariedade mais isolada em amostras de sangue, fezes, urina e 

fluidos diversos entre pacientes hospitalizados de uma unidade de emergência de um 

hospital universitário em Ribeirão Preto - SP entre 1985 e 1999, além de ter sido associada a 

surtos em recém-nascidos em unidades de terapia intensiva (UTIs) de hospitais públicos e 

universitários do Rio de Janeiro - RJ entre 1995 e 1999 (MORAES et al., 2000; CASTRO et 

al., 2002; PESSOA-SILVA et al., 2002, FONSECA et al., 2006). 

 

1.6. Genes de virulência 

Similarmente a outras sorovariedades de Salmonella, S. Infantis dispõe de um amplo 

conjunto de fatores de virulência codificados por diversos genes que visam favorecer o 

escape do microrganismo do sistema imune do hospedeiro, como a formação de cápsula, 

fimbrias, pili e flagelos, secreção de adesinas e toxinas e favorecimento da invasão, 

sobrevivência e replicação em células do hospedeiro. A presença destes genes de virulência, 

que podem estar alocados tanto no cromossomo bacteriano quanto em elementos móveis 

como plasmídeos, são indicativos importantes do potencial patogênico destas linhagens 

(MARCUS et al., 2000; ALMEIDA et al., 2013; JAJERE, 2019). 

A maioria dos genes que codificam importantes fatores de virulência em Salmonella 

encontra-se no cromossomo, mais especificamente em grandes regiões genéticas altamente 

conservadas que são responsáveis por codificar proteínas associadas à virulência, 

denominadas de Ilhas de Patogenicidade de Salmonella (do inglês Salmomella Pathogenicity 

Isnalnds, ou SPIs). Atualmente, ainda que grande parte dos seus genes ainda não tenham sua 

função definida, mais de 20 SPIs já foram identificadas. As principais SPIs e mais 

amplamente estudadas são as SPI-1 e SPI-2, responsáveis por codificar a formação de 

sistemas de secreção do tipo III (SST3), que são estruturas localizadas na superfície de 
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bactérias Gram-negativas capazes de funcionar como seringas moleculares que injetam 

proteínas efetoras diretamente no citosol da célula do hospedeiro (MARCUS et al., 2000; 

DIEYE et al., 2009; RYCHLIK et al., 2009; JAJERE, 2019).  

Ao codificar o SST3, a SPI-1 atua injetando proteínas efetoras no citosol das células 

epiteliais intestinais, promovendo rearranjos do citoesqueleto celular que levam à invasão 

destas células pela bactéria e ao início da resposta inflamatória no intestino. Entre os genes 

da SPI-1 que codificam as principais proteínas estão o invA, responsável por codificar 

proteínas internas de membrana do SST3, sipA e sipD, que atuam na internalização da 

bactéria e translocação de proteínas efetoras, e os genes sopA, sopB, sopD e sopE2, que 

atuam na remodelação da actina da membrana da célula hospedeira e medeiam a secreção de 

fluidos e inflamação (DIEYE et al., 2009; RYCHLIK et al., 2009; JAJERE, 2019). 

Diferentemente da SPI-1, o SST3 codificado pelos genes da SPI-2 é ativado 

intracelularmente em células fagocíticas como macrófagos, onde realizam o transporte de 

proteínas efetoras pela membrana de compartimentos intracelulares de replicação bacteriana, 

denominados Salmonella containing vacuoles (SCVs), para dentro do sistema 

endomembrana e citoplasma da célula hospedeira, atuando assim na replicação bacteriana 

em tais células. Entre os principais genes da SPI-2 estão o ssaR, que está envolvido na 

codificação de proteínas estruturais do SST3, e sifA, que está relacionado ao funcionamento 

do SCV e na replicação bacteriana (DIEYE et al., 2009; RYCHLIK et al., 2009; JAJERE, 

2019). 

Além das SPIs, outros fatores de virulência também se mostram de importante 

contribuição na patogênese de Salmonella, como por exemplo os flagelos, que atuam 

promovendo motilidade a bactéria no meio em que se encontra, e são codificados por genes 

cromossômicos como flgK, flgL e fljB (WOSNIAK et al., 2010; SHAH et al., 2011; 

JAJERE, 2019). 

Entre as sorovariedades de Salmonella, plasmídeos também são relatados e podem 

desempenhar diferentes papéis em sua virulência. Entre os principais genes relatados que 

podem estar contidos em tais plasmídeos, o operon spvRABCD contribui na fase sistêmica 

da infecção, atuando na sobrevivência e replicação intracelular (MAZURKIEWICZ et al., 

2008; GUINEY & FIERER, 2011). Ademais, estudos também demonstram a presença de 

um mega plasmídeo emergente sorovariedade-específico, de aproximadamente 277kb e 

pertencendo aos grupos de incompatibilidade IncI/IncP, em linhagens S. Infantis isoladas em 

diversos países, que carreiam não só genes de resistência a antimicrobianos mas também 
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genes de virulência ligados a funções de regulação, captação de ferro e tolerância ao estresse 

oxidativo, cuja presença sugere maior adesão e invasão a células do hospedeiro, maior 

inflamação intestinal em modelos animais e formação de biofilme mais acentuada (AVIV et 

al., 2014; SZMOLKA et al., 2018; ALBA et al., 2020; BOGOMAZOVA et al., 2020). 

 

1.7. Susceptibilidade a antimicrobianos 

As infecções por sorovariedades não-tifoides de Salmonella geralmente são auto 

limitantes e não requerem o uso de agentes antimicrobianos para seu tratamento, que são 

geralmente empregados apenas quando pacientes imunocomprometidos são acometidos ou 

infecções de maior gravidade se desenvolvem, sendo as fluoroquinolonas e cefalosporinas 

de terceira e quarta geração as drogas de escolha no tratamento da doença (HAEUSLER & 

CURTIS, 2012; CHRISTENSON, 2012; McDERMOTT et al., 2018).  

No entanto, o crescente aumento no número de linhagens de Salmonella resistentes a 

antimicrobianos mostra-se como um grave impedimento para o tratamento adequado de tais 

infecções, o que levou o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC) dos Estados 

Unidos em 2019 a classificar as infecções por sorovariedades não-tifoides e resistentes de 

Salmonella em um nível de “ameaça séria” (CDC, 2019b). Além disso, este fato também 

representa um importante problema de saúde pública e segurança alimentar, tendo em vista 

que a disseminação destes microrganismos se dá principalmente pelo consumo de alimentos 

contaminados e condições de higiene precárias (HAEUSLER & CURTIS, 2012; 

CHRISTENSON, 2012; McDERMOTT et al., 2018; CDC, 2019b). 

Linhagens de S. Infantis, ainda que sejam reportadas como usualmente sensíveis a 

maioria dos antimicrobianos, vem demonstrando nos últimos anos um aumento no número 

de linhagens resistentes não só às cefalosporinas de terceira e quarta geração e 

fluoroquinolonas, que são os antimicrobianos de escolha para tratamento humano, mas 

também a drogas como tetraciclinas, aminoglicosídeos, sulfonamidas e fenicóis, que são 

pouco utilizadas atualmente na terapia humana mas são eventualmente empregadas na 

terapia veterinária e utilizadas ilegalmente como promotores de crescimento em animais de 

produção (FRANCO et al., 2015; FOLSTER et al., 2017; BROWN et al., 2018; ACAR et 

al., 2019; WAJID et al., 2019).  

Dentre as drogas de escolha para tratamento das infecções por Salmonella, os 

antimicrobianos da classe das quinolonas e fluoroquinolonas, como ácido nalidíxico, 

ciprofloxacina, norfloxacina e levofloxacina, atuam inibindo a síntese do DNA bacteriano ao 
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se ligarem às proteínas DNA girase, codificada pelos genes cromossômicos gyrA e gyrB, e 

topoisomerase IV, codificada pelos genes cromossômicos parC e parE (HAWKEY, 2003; 

ALDRED et al., 2014; VILELA et al., 2019). O principal mecanismo de resistência a estas 

drogas se dá através de mutações pontuais nos genes gyrA, gyrB, parC e parE, localizados 

na quinolone resistance determining region (QRDR), que podem levar a substituições nas 

sequências de aminoácidos da DNA girase e topoisomerase IV e resultar em diferentes 

níveis de resistência a estes antimicrobianos (HAWKEY, 2003; ALDRED et al., 2014; 

VILELA et al., 2019). Ainda, genes de resistência a quinolonas mediados por plasmídeos 

(PMQR) também estão associados a resistência a estes antimicrobianos, como os genes 

qnrABCDS, que codificam pentapeptídeos capazes de bloquear a ação da ciprofloxacina na 

DNA girase e topoisomerase IV, os genes oqxAB e qepA, que codificam a formação de 

bombas de efluxo, e o gene aac(6’)-Ib-cr que codifica uma enzima acetiltransferase capaz de 

inibir a ação de antibióticos aminoglicosídeos e reduzir a susceptibilidade a ciprofloxacina 

(PARK et al., 2006; GOUDARZI et al., 2015; VILELA et al., 2019). 

Já as cefalosporinas de terceira geração como ceftriaxona, ceftazidime e cefotaxime, 

e de quarta geração, como cefepime, pertencem ao grupo dos antibióticos β-lactâmicos, que 

atuam impedindo a síntese das moléculas de peptideoglicano constituintes das paredes 

celulares bacterianas através da ligação do anel β-lactâmico presente na molécula destes 

antimicrobianos com as chamadas proteínas ligadoras de penicilina (LIVERMORE & 

WOODFORD, 2006; ALTERTHUM, 2015, ANDRADE & DARINI, 2017). A resistência 

aos antimicrobianos desta classe ocorre em bactérias Gram-negativas com maior frequência 

pela presença de genes geralmente de origem plasmidial que codificam a formação das 

chamadas enzimas β-lactamases, capazes de hidrolisar o anel β-lactâmico destes 

antimicrobianos e assim inativar suas moléculas (LIVERMORE & WOODFORD, 2006; 

ALTERTHUM, 2015, ANDRADE & DARINI, 2017). Entre os genes codificadores destas 

enzimas que são mais prevalentes entre linhagens resistentes de sorovariedades não-tifoides 

de Salmonella estão o blaCMY, que codificam enzimas do tipo cefamicinase/β-lactamases 

tipo AmpC, e blaTEM, blaSHV e blaCTX-M, que codificam enzimas β-lactamase de espectro 

estendido (ESBLs) (CHOI et al., 2015; FRANCO et al., 2015; BROWN et al., 2018; 

McDERMOTT et al., 2018; VILELA et al., 2020a) 

Entre outros mecanismos de resistência a antimicrobianos que são amplamente 

prevalentes em linhagens de Salmonella, pode-se ainda citar as bombas de efluxo 

codificadas pelos genes tet(ABCD), que são os principais mecanismos de resistência a 
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tetraciclina; as diversas variantes dos genes aac, aph e ant/aad, que codificam a formação de 

enzimas modificadoras que promovem a inativação de aminoglicosídeos; os genes catAB e 

floR, que levam à resistência aos fenicóis pela produção de enzimas inativadoras e 

transportadores de drogas, respectivamente; e  as variantes dos genes sul e dfr; que 

promovem respectivamente a resistência a sulfonamida e sua associação com compostos à 

base de diaminopirimidinas, como o trimetoprim (ROBERTS, 1996; SCHNAPPINGER & 

HILLEN, 1996; SKÖLD, 2001; SCHWARZ et al., 2004; RAMIREZ & TOLMASKY, 

2010; POULIKAKOS & FALAGAS, 2013; VILELA et al., 2019; VILELA et al., 2020a). 

 

1.8. Metodologias de tipagem bacteriana 

Diversas metodologias de tipagem bacteriana baseadas em testes fenotípicos, como a 

biotipagem, sorotipagem, fagotipagem e a determinação de perfis de susceptibilidade a 

antimicrobianos, foram utilizadas ao longo dos anos com finalidades epidemiológicas. 

Dentre estes, a sorotipagem ainda é amplamente empregada na caracterização de linhagens 

de Salmonella, se baseando na identificação sorológica dos antígenos somáticos (O), 

flagelares (H, de fase 1 e 2) e, quando presentes, capsulares (Vi) para a determinação de suas 

sorovariedades. No entanto, em decorrência da alta variabilidade e ocorrência de 

recombinações nos genes que codificam os antígenos somáticos e flagelares, um elevado 

número de sorovariedades são atualmente descritas (REEVES, 1993; OLIVE & BEAN, 

1999) 

Tais métodos baseados em testes fenotípicos têm cada vez mais caído em desuso em 

razão de suas limitações, como a baixa reprodutibilidade e capacidade de diferenciação de 

subtipos dentre uma determinada espécie (REEVES, 1993; OLIVE & BEAN, 1999). No 

entanto, o crescente número de técnicas de tipagem baseadas em métodos genotípicos, que 

foram desenvolvidas nas últimas décadas, vem demonstrando o papel essencial de tais 

metodologias para a identificação e caracterização de microrganismos, detecção de surtos, 

interpretação de padrões de infecção e rotas de transmissão de diferentes patógenos (OLIVE 

& BEAN, 1999; SACHSE & MOEBIUS, 2015).  

Assim como para outras sorovariedades de Salmonella, diversas metodologias 

genotípicas de tipagem molecular bacteriana tem sido empregadas com sucesso ao longo dos 

anos para caracterização de linhagens de S. Infantis, como IS200-polymerase chain reaction 

(IS200-PCR), Amplified fragment length polymorphism (AFLP), Repetitive extragenic 

palindromic PCR (rep-PCR), random amplified polymorphic DNA (RAPD), Enterobacterial 
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repetitive intergenic consensus-PCR (ERIC-PCR), Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), 

Multi-locus variable tandem-repeat analysis (MLVA), Multi-locus sequence typing 

(MLST), e ainda mais recentemente, técnicas baseadas no sequenciamento do genoma 

completo, como Single-nucleotide polymorphism (SNP) analysis, core genome MLST 

(cgMLST) e Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) analysis 

(MERINO et al., 2003; FONSECA et al., 2006; LINDQVIST & PELKONEN, 2007; NODA 

et al., 2010; ALMEIDA et al., 2013; RANJBAR et al., 2016; CUNHA-NETO et al., 2018; 

ALBA et al., 2020). 

 

1.8.1. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 

Entre as metodologias consideradas como padrão-ouro para utilização em estudos 

epidemiológicos de sorovariedades de Salmonella, o PFGE se estabeleceu com sucesso 

como a técnica de tipagem molecular mais utilizada no mundo, e vem  sendo utilizado no 

estudo de linhagens a S. Infantis ao longo de aproximadamente 25 anos (WEGENER & 

BAGGESEN, 1996; FONSECA et al., 2006; NODA et al., 2010; NÓGRÁDY et al., 2012; 

ALMEIDA et al., 2013; RAHMANI et al., 2013; OZDEMIR & ACAR, 2014; 

MASARIKOVA et al., 2016; FOLSTER et al., 2017; PAPADOPOULOS et al., 2017; 

REALPE-QUINTERO et al., 2018). 

Esta técnica foi descrita inicialmente em 1984 para a análise do DNA cromossômico 

de células eucarióticas, tendo sido adaptada com grande sucesso e eficiência para estudos 

epidemiológicos de diversas espécies bacterianas (SCHWARTZ & CANTOR, 1984; 

TENOVER et al., 1995; MAGALHÃES et al., 2005). A metodologia se baseia na confecção 

de blocos (ou plugs) de agarose a partir de uma suspensão contendo células bacterianas. 

Estes blocos são tratados com detergentes enzimáticos capazes de promover a lise das 

células bacterianas e a liberação do DNA bacteriano, que é posteriormente clivado com uma 

enzima de restrição de corte raro, capaz de se ligar a poucos sítios de reconhecimento e gerar 

fragmentos superiores a 10 kb. Os fragmentos gerados são então levados para uma 

eletroforese horizontal em gel de agarose em equipamentos específicos, que são capazes de 

emitir correntes elétricas em múltiplas e alternadas direções por períodos curtos e pré-

determinados de tempo, permitindo que grandes fragmentos de DNA sejam separados 

(TENOVER et al., 1995; MAGALHÃES et al., 2005; RIBOT et al., 2006). Os padrões de 

bandas gerados pela separação destes fragmentos podem ser visualizados nos géis de 

agarose e, após fotografados, podem ser analisados em softwares especializados para 
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comparar os padrões de bandas obtidos e determinar assim a similaridade entre diferentes 

linhagens (TENOVER et al., 1995; MAGALHÃES et al., 2005; RIBOT et al., 2006). 

 

1.8.2. Sequenciamento de genoma completo  

Nos últimos anos, os avanços obtidos em tecnologias de sequenciamento de genoma 

completo (whole-genome sequencing, WGS ou new generation sequencing, NGS) aliados a 

um maior acesso e barateamento de custos, vem promovendo uma revolução no estudo de 

diferentes patógenos através do rápido rastreio e vigilância de rotas de infecção e surtos, 

desenvolvimento de novas metodologias de tipagem molecular e investigação de 

mecanismos de virulência e resistência a antimicrobianos (GILMOUR et al., 2013; 

ALLARD, 2016; TAGINI & GREUB, 2017). 

O desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento pode ser dividido em três 

gerações. A primeira geração é notadamente marcada pela técnica criada por Frederik 

Sanger em 1977, baseada na terminação e fragmentação do DNA e análises em sistemas de 

eletroforese. O método de Sanger se tornou uma técnica padrão-ouro por quase 30 anos e 

revolucionou a biologia moderna, permitindo a descoberta e estudo de genes e de genomas 

inteiros (McGINN & GUT, 2013; VAN DIJK et al., 2014; HEATHER & CHAIN, 2016). 

Com o início Projeto Genoma Humano em 1990, ao passo que diversos progressos foram 

obtidos no desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciamento, foi exposta a 

necessidade de barateamento de custos e redução de tempo na realização de tais técnicas 

(McGINN & GUT, 2013; VAN DIJK et al., 2014). Deste modo, foram desenvolvidas as 

tecnologias de segunda e terceira gerações de sequenciamento, baseadas no sequenciamento 

de high-throughputs e de reads longas, respectivamente, e que possuem como principal 

vantagem a geração rápida de milhões de reads de tamanhos variados de pares de bases em 

corridas únicas (VAN DIJK et al., 2014; LOMAN & PALLEN, 2015; HEATHER & 

CHAIN, 2016).  

Entre as diversas plataformas disponíveis, os sequenciadores de segunda geração da 

Illumina, como o MiSeq®, NextSeq® e HiSeq®, são amplamente empregados no 

sequenciamento de genoma completo de genomas bacterianos devido à qualidade de suas 

performances. Nestas plataformas, que se baseiam no sequenciamento por síntese, o DNA 

das amostras é inicialmente fragmentado e adaptadores que funcionam como códigos de 

barras para identificar as diferentes amostras na corrida são implementados em tais 

fragmentos de DNA, que em seguida são amplificados por uma reação de PCR, 
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sequenciados e, após a obtenção dos dados gerados, são analisados em softwares específicos 

(METZKER, 2010; RAVI et al., 2018). 

Ainda que sejam mais escassos que em relação a outras sorovariedades de 

Salmonella, estudos que utilizam técnicas de tipagem molecular baseadas no WGS já vem 

sendo empregados nos últimos anos na caracterização molecular de linhagens de S. Infantis 

(YOKOYAMA et al., 2014; YOKOYAMA et al., 2015; BROWN et al., 2018; GYMOESE 

et al., 2019; ACAR et al., 2019; MONTE et al, 2019; ALBA et al., 2020). 

 

1.8.3. Análise de single-nucleotide polymorphisms (SNPs) 

Dentre as abordagens disponíveis para a realização de análises filogenéticas através 

de sequências obtidas pelo WGS, a análise de polimorfismos únicos de nucleotídeo (single-

nucleotide polymorphisms, SNPs) é a mais amplamente utilizada atualmente para a 

caracterização da diversidade e correlação genética entre linhagens bacterianas (FOLEY et 

al., 2009; JAGADEESAN et al. 2019). Especificamente, esta tem sido a metodologia mais 

utilizada em análises filogenéticas a partir do WGS para caracterizar linhagens de S. Infantis 

(YOKOYAMA et al., 2014; YOKOYAMA et al., 2015; BROWN et al., 2018; ACAR et al., 

2019; ALBA et al., 2020) 

Os SNPs são caracterizados como variações em nucleotídeos únicos que ocorrem em 

regiões codificantes e não-codificantes dentro dos genomas e estão presentes em níveis 

específicos dentre as diferentes populações. Estas variações podem ser denominadas de 

sinonímias, quando não alteram a sequência de aminoácidos codificadas por tais genes, ou 

de não-sinonímias, que resultam na codificação de um aminoácido diferente em decorrência 

da variação do nucleotídeo. Tendo em vista que as espécies bacterianas evoluem, divergindo 

geneticamente umas das outras através de diferentes formas, a análise de SNPs se baseia 

nestas mutações de nucleotídeos do genoma para diferenciar isolados bacterianos (FOLEY 

et al., 2009; RONHOLM et al., 2016; JAGADEESAN et al. 2019). 

A análise de SNPs é realizada através de softwares específicos que realizam o 

alinhamento das reads de diferentes linhagens com um genoma de referência conhecido, 

sendo que este deve ser completamente sequenciado e deve possuir uma correlação genética 

estreita com as linhagens a serem analisadas, como por exemplo, de uma mesma 

sorovariedade de Salmonella. Após o alinhamento, os SNPs são anotados, quantificados e 

utilizados para determinar a correlação genética entre tais linhagens (JAGADEESAN et al. 

2019). Tais análises utilizam por volta de 95% de todo o conteúdo do genoma, tendo em 
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vista que sequências de plasmídeos, profagos e elementos de inserção, que geralmente são 

adquiridos horizontalmente, são pouco confiáveis para a determinação da correlação 

epidemiológica entre isolados (JAGADEESAN et al. 2019). 

 

1.8.4. Multilocus sequence typing (MLST)  

A técnica de MLST é uma das metodologias moleculares mais difundidas no mundo 

utilizada na tipagem de diferentes microrganismos, incluindo linhagens de S. Infantis 

(ACHTMAN et al., 2012; HAUSER et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013; CHIRONNA et 

al., 2014; RANJBAR et al., 2018; GYMOESE et al., 2019; SODAGARI et al., 2019). Esta 

metodologia foi inicialmente proposta em 1998 por Maiden e colaboradores, visando o 

desenvolvimento de uma técnica que superasse os problemas de baixa reprodutibilidade 

inter-laboratorial enfrentados por outras metodologias (MAIDEN et al., 1998). Entre as 

principais vantagens do MLST, pode-se destacar a alta reprodutibilidade e a facilidade em 

disponibilizar e acessar informações relacionadas em bancos de dados disponíveis 

publicamente online, facilitando a comparação dos resultados obtidos com dados globais 

(MAIDEN et al., 1998; ACHTMAN et al., 2012). Em 2012, o MLST foi ainda proposto por 

Achtman e colaboradores como uma alternativa à sorotipagem tradicional para a 

classificação de isolados de Salmonella enterica em sorovariedades (ACHTMAN et al., 

2012). 

A metodologia se baseia na amplificação e sequenciamento de sete genes essenciais 

ou de manutenção que são altamente conservados dentre diferentes espécies de 

microrganismos, denominados genes housekeeping. Após o sequenciamento, as sequências 

obtidas para cada um dos genes, referidas como alelos, são depositadas em bancos de dados 

específicos onde são identificadas de acordo com as diferentes sequências de nucleotídeos e 

são atribuídas de um número específico. A combinação dos números dos alelos dos sete 

genes housekeeping resulta em um número único denominado sequence type (ST), que pode 

ser comparado com STs de diferentes localidades no mundo, permitindo assim a realização 

de análises filogenéticas, populacionais e evolucionárias de diferentes microrganismos 

(MAIDEN et al., 1998; ACHTMAN et al., 2012). 

Para linhagens de Salmonella enterica, os genes housekeeping analisados no MLST 

são aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA e thrA, enquanto o ST mais reportado 

mundialmente para linhagens da sorovariedade Infantis é o ST32 (ACHTMAN et al., 2012). 
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Com o maior acesso e barateamento de custos do sequenciamento de genoma 

completo, atualmente é possível realizar o MLST in silico, de maneira rápida e simples, 

através do upload de das sequências obtidas em ferramentas virtuais (LARSEN et al., 2012). 

 

1.8.5. core genome MLST (cgMLST) 

Seguindo a abordagem utilizada pela técnica de MLST mas visando aumentar seu 

poder discriminatório entre diferentes linhagens, a metodologia de core genome MLST 

(cgMLST) se baseia, diferentemente da análise de SNPs, numa abordagem denominada 

“gene-a-gene”, que permite verificar as variações presentes nas diferentes regiões 

codificantes dos genes (ou loci) presentes ao longo dos genomas bacterianos (RONHOLM 

et al., 2016; PÉREZ-LOSADA et al., 2018; JAGADEESAN et al., 2019). 

As análises que utilizam a abordagem gene-a-gene se baseiam amplamente nos 

conceitos de pan-genoma (pangenome), genoma central (core genome) e genoma acessório 

(accessory genome). O pan-genoma se refere ao conjunto de todos genes que ocorrem dentro 

de um grupo de indivíduos geneticamente relacionadas entre si, como uma espécie ou 

sorovariedade, por exemplo. O genoma central compreende todos os genes que estão 

presentes obrigatoriamente em todos os indivíduos deste grupo. Por último, o genoma 

acessório corresponde aos genes que estão presentes exclusivamente em uma única 

linhagem ou uma parcela de linhagens deste grupo, não sendo comuns ao todo (RONHOLM 

et al., 2016). 

Deste modo, na técnica de cgMSLT, as sequências de diferentes linhagens obtidas 

pelo WGS são analisadas em softwares específicos que detectam os genes que compõe o 

genoma central e analisam os SNPs presentes dentro destes genes, permitindo a comparação 

das linhagens entre si e a determinação de sua correlação genética (RONHOLM et al., 2016; 

PÉREZ-LOSADA et al., 2018; JAGADEESAN et al., 2019). 

Ainda que seja menos utilizada em relação a análise de SNPs em estudos baseados 

na tipagem molecular pelo WGS, a técnica de cgMLST também vem sendo utilizada na 

caracterização de linhagens de Salmonella, incluindo S. Infantis (GYMOESE et al., 2019; 

ALBA et al., 2020). 

 

1.8.6. Análise de Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) 

Ao longo de sua evolução, os microrganismos desenvolveram diversos mecanismos 

de defesa visando sobreviver às constantes exposições a moléculas de DNA exógeno, 
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promovidas pela transdução, conjugação e transformação por diferentes tipos de elementos 

genéticos móveis (EGMs) (HORVATH & BARRANGOU, 2010). Um destes mecanismos, 

o sistema de Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR), é 

descrito como uma espécie de “sistema imune” bacteriano, que visa promover uma resposta 

adquirida a moléculas de DNA exógeno provenientes principalmente de vírus bacteriófagos 

através da integração de fragmentos de DNA a regiões específicas de seu genoma 

(HORVATH & BARRANGOU, 2010; TOUCHON & ROCHA, 2010; SOREK et al., 2013). 

O sistema CRISPR é encontrado em mais de 40% dos genomas bacterianos e 90% 

dos genomas de arqueas, e sua estrutura é formada tipicamente por uma série de sequências 

repetidas e altamente conservadas de 20 a 50pb, denominadas repetições diretas, que são 

intercaladas por sequências altamente variáveis e de tamanhos similares às repetições 

diretas, denominadas de espaçadores (HORVATH & BARRANGOU, 2010; TOUCHON & 

ROCHA, 2010; SOREK et al., 2013). As sequências de espaçadores são em sua maioria 

adquiridas de bacteriófagos e, em menor quantidade, de plasmídeos, e podem proteger os 

microrganismos frente à futuras exposições a tais moléculas de ácidos nucleicos (LIU et al., 

2011). 

As espécies microbianas podem apresentar diferentes números de loci CRISPR em 

seu genoma, que variam em sua extensão devido a quantidade de espaçadores que neles 

estão contidos (HORVATH & BARRANGOU, 2010; SOREK et al., 2013). Tais 

espaçadores ainda podem se apresentar em uma ampla diversidade e variabilidade genética 

mesmo entre linhagens geneticamente correlacionadas, característica essa que permitiu o 

desenvolvimento de análises filogenéticas baseadas na presença ou ausência dos espaçadores 

para finalidades epidemiológicas e de tipagem molecular entre diversos microrganismos 

(HORVATH & BARRANGOU, 2010; LIU et al., 2011). Ademais, com os avanços obtidos 

através do WGS, atualmente existem ferramentas online capazes de localizar e identificar 

rapidamente os espaçadores e repetições diretas in silico em linhagens sequenciadas 

(COUVIN et al., 2018). 

Dentre as sorovariedades de Salmonella, dois loci CRISPR são comumente 

detectados, nomeados rotineiramente de CRISPR1 e CRISPR2 (LIU et al., 2011). Com o 

auxílio do WGS, a análise de CRISPR permitiu que diversas sorovariedades tenham sido 

tipadas molecularmente com sucesso por esta técnica (SHARIAT et al., 2013; DENG et al., 

2015; ALMEIDA et al., 2017; VILELA et al., 2020b). 
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1.9. Relevância do presente estudo 

Ainda que as infecções causadas por sorovariedades de Salmonella possuam ampla 

importância clínica e econômica nos âmbitos de saúde pública e segurança alimentar e que 

linhagens de S. Infantis estejam entre as sorovariedades de Salmonella mais isoladas no 

Brasil e no mundo, poucos estudos foram conduzidos no país visando caracterizar um 

expressivo número de linhagens exclusivamente desta sorovariedade isoladas de fontes 

clínicas e não-clínicas (PESSOA-SILVA et al, 2002; FONSECA et al., 2006; ALMEIDA et 

al., 2013). 

A maioria dos trabalhos conduzidos no país não compreenderam de forma exclusiva 

o estudo de linhagens da sorovariedade Infantis e geralmente se limitaram a reportar apenas 

suas taxas de isolamento e perfil de resistência a antimicrobianos (MORAES et al., 2000; 

CASTRO et al., 2002; PESSOA-SILVA et al, 2002; FONSECA et al., 2006; MEDEIROS et 

al., 2011; ROWLANDS et al., 2014; CUNHA-NETO et al., 2018). Ainda, poucos trabalhos 

realizados no Brasil até hoje utilizaram técnicas de tipagem molecular para caracterizar 

especificamente linhagens de S. Infantis (FONSECA et al., 2006; ALMEIDA et al., 2013; 

CUNHA-NETO et al., 2018), sendo ainda mais raros trabalhos que utilizaram WGS 

(MONTE et al., 2019).  

No estudo de Almeida e colaboradores (2013), foram estudadas 25 linhagens de S. 

Infantis isoladas de humanos e 10 de alimentos entre 1984 e 2009 em diversas cidades do 

estado de São Paulo, sendo o primeiro estudo a utilizar técnicas de tipagem molecular como 

ERIC-PCR e MLST para caracterizar linhagens de S. Infantis no país (ALMEIDA et al., 

2013). No trabalho de Fonseca e colaboradores (2006), 35 linhagens desta sorovariedade 

foram isoladas de recém-nascidos em quatro hospitais públicos do Rio de Janeiro entre 1996 

e 2001 e foram caracterizadas pela técnica de PFGE (FONSECA et al., 2006). Já no estudo 

de Cunha-Neto e colaboradores (2018), 11 linhagens de S. Infantis isoladas de animais entre 

2014 e 2015 foram estudadas, sendo que apenas uma linhagem foi tipada por rep-PCR em 

comparação a linhagens de outras sorovariedades (CUNHA-NETO et al., 2018). No estudo 

de Monte e colaboradores (2019), três linhagens de S. Infantis isoladas de carne suína em 

São Paulo em 2015 e uma linhagem isolada de caixa de frangos em 2016 em Santa Catarina 

foram sequenciadas e avaliadas quanto a presença de genes de resistência a antimicrobianos, 

genes de virulência e analisadas através do MLST através de dados obtidos por WGS 

(MONTE et al., 2019) 
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Deste modo, estudos conduzidos com um número expressivo de linhagens de S. 

Infantis isoladas de diferentes localidades, fontes e anos mais recentes no Brasil são 

necessários para caracterizar aspectos específicos das linhagens circulantes desta 

sorovariedade no país quanto a seus perfis de resistência a antimicrobianos, seu potencial 

patogênico e epidemiologia molecular através de técnicas de tipagem molecular clássicas, 

como o PFGE, e mais modernas, como análises baseadas no WGS, visando proporcionar um 

melhor entendimento de  linhagens desta sorovariedade isoladas no Brasil. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivos gerais 

Caracterizar a diversidade genotípica, verificar a presença de marcadores de 

virulência e os perfis fenotípicos e genotípicos de resistência a antimicrobianos de linhagens 

de Salmonella Infantis isoladas de humanos, animais, alimentos e ambiente no Brasil. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Determinar o perfil fenotípico de susceptibilidade a antimicrobianos das linhagens de S. 

Infantis de origens diversas através do método de disco-difusão; 

 Verificar a diversidade genotípica de linhagens de S. Infantis isoladas de fontes clínicas e 

não-clínicas por PFGE; 

 Realizar o sequenciamento do genoma completo das linhagens de S. Infantis de origens 

diversas isoladas no país; 

  Investigar o potencial patogênico das linhagens de S. Infantis pela pesquisa dos genes de 

virulência invA, sopB, sopD, sopE2, sipA, sipD, flgK, flgL, fljB, sifA, ssaR e spvB 

utilizando os dados do sequenciamento do genoma completo;  

 Verificar a presença de genes de resistência a antimicrobianos nas linhagens de S. Infantis 

utilizando os dados obtidos pelo sequenciamento do genoma completo; 

 Tipar molecularmente linhagens de S. Infantis pelas análises de MLST, SNPs, CRISPR e 

cgMLST utilizando os dados do WGS. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Linhagens Bacterianas 

Foram estudadas 80 linhagens de Salmonella Infantis, isoladas de alimentos (n=27), 

ambiente (n=24), humanos (n=19), animais (n=7) e ração animal (n=3) entre 2013 e 2018 no 

Brasil (Tabela 2). 

As linhagens são provenientes da coleção do Laboratório de Enterobactérias do 

Instituto Oswaldo Cruz da Fundação Oswaldo Cruz (LABENT/IOC/FIOCRUZ) do Rio de 

Janeiro-RJ e foram isoladas a partir de material proveniente das regiões Sul (Santa Catarina, 

Rio Grande do Sul e Paraná), Sudeste (São Paulo e Minas Gerais), Centro-Oeste (Mato 

Grosso do Sul e Goiás) e Nordeste (Alagoas e Maranhão).  

Em relação as linhagens isoladas de humanos, por serem amostras de coleção e pela 

Fundação Oswaldo Cruz receber somente o material clínico para a análise e não ter contato 

direto com os pacientes em cujas amostras foram isoladas as linhagens de S. Infantis, o 

estudo foi encaminhado para o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da FCFRP-USP e obteve 

a dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dos pacientes para o uso das 

amostras (Protocolo CEP/FCFRP n° 134). 

A Tabela 2 traz em detalhes os dados relativos ao ano, local, fonte e material de 

isolamento das 80 linhagens de S. Infantis estudadas. 

 

Tabela 2 - Ano, estado, material e fontes de isolamento das 80 linhagens de Salmonella 

Infantis estudadas. 

Amostra Ano Estado Material de Isolamento Fonte 

1348 2013 PR Fezes Humano 

2385 2013 PR Soja Alimento 

2950 2013 AL Fezes Humano 

2951 2013 AL Fezes Humano 

3156 2013 SC Propé Ambiente 

5025 2013 SC Fezes Humano 

124 2014 RS Fezes de suíno Animal 

210 2014 SC Swab de arrasto Ambiente 

212 2014 SC Swab de arrasto Ambiente 

388 2014 SP Farelo de soja Ração animal 

583 2014 SC Carcaça de frango Alimento 

584 2014 SC Massa contendo presunto Alimento 

677 2014 SC Chiffonette  de carcaça Alimento 

723 2014 SC Swab de arrasto Ambiente 

Continua 
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Amostra Ano Estado Material de Isolamento Fonte 

982 2014 RS Fezes de frango Animal 

1143 2014 RS Fezes de frango Animal 

1284 2014 SC Swab de arrasto Ambiente 

1380 2014 RS Fezes de frango Animal 

1408 2014 RS Fezes Humano 

1409 2014 RS Fezes Humano 

1441 2014 RS Maionese Alimento 

1711 2014 RS Fezes de frango Animal 

2378 2014 SC Swab de caminhão Ambiente 

2430 2014 SC Linguiça mista Alimento 

2461 2014 SC Carcaça de frango Alimento 

2463 2014 SC Carcaça de frango Alimento 

2548 2014 RS Fezes de frango Animal 

3836 2014 RS Swab de arrasto Ambiente 

4882 2014 MG Carcaça de frango Alimento 

4892 2014 MG Asa de frango Alimento 

4895 2014 MG Carcaça de frango Alimento 

4901 2014 MG Focinho suíno Alimento 

5247 2014 MG Coxa e sobrecoxa de frango Alimento 

342 2015 SC Coração suíno Alimento 

444 2015 SC Filé suíno Alimento 

447 2015 SC Copa suína Alimento 

1809 2015 SC Farinha de carne Ração animal 

1816 2015 SC Farinha de vísceras Ração animal 

2280 2015 SC Carcaça de frango Alimento 

2302 2015 SC Chiffonette Ambiente 

2370 2015 SC Chiffonette de carcaça Alimento 

2869 2015 MG Sobrecoxa de frango Alimento 

3056 2015 MG Carcaça de frango Alimento 

4764 2015 SC Chiffonette Ambiente 

5391 2015 SC Propé Ambiente 

5837 2015 SC Propé Ambiente 

5853 2015 SC Propé Ambiente 

5859 2015 SC Propé Ambiente 

5911 2015 SC Chiffonette Ambiente 

5912 2015 SC Chiffonette Ambiente 

5915 2015 SC Chiffonette Ambiente 

5923 2015 SC Chiffonette Ambiente 

220 2016 SC Chiffonette Ambiente 

Continua 
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Amostra Ano Estado Material de Isolamento Fonte 

3687 2016 SC Carcaça de frango Alimento 

4447 2016 SC Linguiça suína Alimento 

5946 2016 SC Costelinha Suína Alimento 

6987 2016 MA Fezes Humano 

7876 2016 RS Fezes Humano 

11 2017 PR Swab de arrasto Ambiente 

23 2017 PR Swab de arrasto Ambiente 

238 2017 PR Swab de arrasto Ambiente 

872 2017 MG Carcaça de frango Alimento 

1171 2017 SP Solo Ambiente 

1256 2017 SP Solo Ambiente 

2580 2017 SC Fezes Humano 

2953 2017 GO Swab fecal Humano 

2954 2017 GO Swab fecal Humano 

3380 2017 GO Swab fecal Humano 

3877 2017 MG Asa de frango Alimento 

3906 2017 SP Resíduo de peneira Ambiente 

4065 2017 PR Fezes Humano 

4067 2017 PR Fezes Humano 

4069 2017 PR Sangue Humano 

52 2018 MG Carcaça de frango Alimento 

331 2018 GO Swab fecal Humano 

623 2018 SC Fezes Humano 

661 2018 MS Fezes Humano 

942 2018 RS Swab fecal Humano 

1634 2018 SC Carne de peixe olhete Alimento 

2676 2018 GO Matriz avícola de reprodução Animal 

SP, São Paulo; MG, Minas Gerais, SC, Santa Catarina; RS, Rio Grande do Sul; PR, Paraná; AL, Alagoas; MA, 

Maranhão; MS, Mato Grosso do Sul; GO, Goiás. 

Chiffonette: material similar a um tecido de limpeza sintético, utilizado na indústria alimentícia e granjas para 

coleta de material para cultura microbiana.  

 

3.2. Reativação e reconfirmação da pureza das linhagens 

A determinação da sorovariedade das 80 linhagens de S. Infantis estudadas (Tabela 

1) foi realizada pela técnica de sorotipagem, que é realizada como procedimento padrão de 

rotina para os isolados de Salmonella enterica recebidos ou isolados pelo LABENT/IOC/ 

FIOCRUZ/RJ. 

As linhagens, que foram recebidas em um meio de transporte e armazenamento, 

foram inicialmente inoculadas em 5ml de caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Kasvi) e 
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incubadas em estufa bacteriológica a 37ºC por 18 a 24 horas. Após esse período, as 

linhagens foram cultivadas em placas de ágar Salmonella-Shigella (SS) (Kasvi) e incubadas 

em estufa bacteriológica a 37ºC por 18 a 24 horas para posterior observação da fermentação 

ou não de lactose e produção ou não de H2S. Após esse período, as colônias características 

de Salmonella spp. foram inoculadas em tubos de ágar Triple Sugar Iron (TSI) (Kasvi) e 

incubadas em estufa bacteriológica a 37ºC por 18 a 24 horas para posterior observação da 

fermentação ou não de lactose, sacarose e glicose, e produção ou não de H2S e gás. 

Após a reconfirmação, as linhagens foram novamente inoculadas em 3ml de caldo 

BHI e incubadas em estufa bacteriológica a 37ºC por 18 a 24 horas. Após a incubação, 

1.430µl do crescimento bacteriano foram acrescidos de 570µl de glicerol 70%, transferidos 

para criotubos e armazenados a -80ºC para preservação das amostras até a realização dos 

experimentos subsequentes. 

 

3.3. Extração e verificação da pureza e integridade do DNA genômico 

O DNA genômico das 80 linhagens de S. Infantis estudadas (Tabela 2) foi extraído 

segundo o protocolo descrito por CAMPIONI & FALCÃO (2014) para realização do 

sequenciamento do genoma completo. 

As linhagens foram inicialmente cultivadas em 4ml de caldo BHI (Kasvi) e 

incubadas em estufa bacteriológica a 37ºC por 18 a 24 horas. Em seguida, o cultivo foi 

centrifugado a 14.000rpm por 3 minutos (centrífuga 5810 R da marca Eppendorf) e o 

sedimento obtido foi suspenso em 250µl da solução I (20% de sacarose, 50mM Tris-HCl pH 

8.0 e 50mM de EDTA) a 4ºC. Após incubação de 10 minutos em gelo, a suspensão foi 

acrescida de 500µl da solução II (50mM de NaCl, 1% de Sarcosil e 0,05 mg/ml de 

proteinase K) e foi incubada em banho de água a 37ºC por 2 horas. Após este período, foram 

adicionados às suspensões 750µl de uma mistura de fenol, clorofórmio e álcool isoamílico 

(proporção 25:24:1), e foram novamente centrifugadas a 14.000rpm por 10 minutos 

(centrífuga 5810 R da marca Eppendorf). O sobrenadante obtido das suspensões foi 

coletado, transferido para um novo tubo, foi acrescido de 750µl de uma mistura de 

clorofórmio e álcool isoamílico (proporção 24:1), e foi novamente centrifugado a 14.000rpm 

por 10 minutos (centrífuga 5810 R da marca Eppendorf). O sobrenadante obtido foi 

novamente coletado e transferido para um novo tubo, onde foi acrescido de 1ml de etanol a 

4ºC e incubado em gelo por 15 minutos para precipitação do DNA genômico. Em seguida, o 

DNA genômico foi sedimentado por centrifugação a 14.000rpm por 15 minutos (centrífuga 
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5810 R da marca Eppendorf), teve seu sobrenadante cuidadosamente descartado e foi levado 

para secagem do sedimento em um aparelho do tipo Speed Vac Concentrator (modelo 5301 

da marca Eppendorf). Após a secagem, o sedimento foi suspenso em 400µl de água 

destilada ultrapura e livre de DNAse e RNAse (Thermo Fisher Scientific), onde foram 

adicionados 2µl de RNAse 50mg/ml, e esta suspensão foi incubada em banho de água a 

37ºC por 1 hora. 

A integridade do DNA genômico extraído foi verificada por eletroforese vertical, 

onde 3µl do DNA genômico foram adicionados a 2µl de solução de azul de bromofenol 

(40% sacarose e 0,25% de azul de bromofenol) e aplicados em um gel de agarose 1,0% 

preparado com o tampão Tris Acetato EDTA (TAE) 1X. A corrida foi conduzida a 80 Volts 

por 1 hora e 30 minutos e, depois de finalizada, os géis foram corados em uma solução de 

brometo de etídeo (Thermo Fisher Scientific) 0,5µg/ml por 20 minutos, foram observados 

em um transluminador ultravioleta Gel Doc XR (Bio-Rad) e fotografados utilizando o 

software Quantity One 4.6.1 (Bio-Rad). 

A verificação da pureza e determinação da concentração do DNA genômico 

extraído foram realizadas utilizando um espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher 

Scientific). Foram consideradas como boas as extrações com pureza ≥1,6 e ≤1,9 nos 

comprimentos de onda (λ) de 260nm e 280nm, valores que sugerem um teor baixo de 

impurezas na amostra (SAMBROOK & RUSSELL, 2001).  

 

3.4. Teste de susceptibilidade a antimicrobianos 

O teste de susceptibilidade a antimicrobianos foi realizado para as 80 linhagens de S. 

Infantis estudadas (Tabela 2) de acordo com as normas para a técnica de disco-difusão, 

seleção dos antimicrobianos e a interpretação dos resultados estabelecidos pelo Clinical 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015; 2019). 

As linhagens foram inicialmente cultivadas em 3ml de caldo BHI (Kasvi) e 

incubadas em estufa bacteriológica a 37ºC por 18 a 24 horas. Posteriormente, os cultivos 

foram semeados em placas de ágar Müeller-Hinton (MH) (Oxoid) e incubadas em estufa 

bacteriológica a 37ºC por 18 a 24 horas. Em seguida, com o auxílio de um swab, algumas 

colônias foram selecionadas e suspensas em uma solução salina NaCl 0,8% até que 

visualmente fosse atingida a escala 0,5 de MacFarland, e com o auxílio de um novo swab, 

estas soluções foram semeadas em placas de Petri de dimensões 20x150mm contendo ágar 

MH (Oxoid). Após isto, os discos de antimicrobianos (Oxoid) foram posicionados na 
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superfície do ágar com o auxílio de uma pinça estéril e as placas foram novamente 

incubadas em estufa bacteriológica a 37ºC por 18 a 24 horas para posterior leitura dos halos 

de inibição formados. Os antimicrobianos testados foram amoxicilina-ácido clavulânico 

(30µg), piperacilina (10µg), amicacina (30µg), ampicilina (10µg), gentamicina (30µg), 

imipenem (10µg), trimethoprim-sulfametoxazol (25µg), tetraciclina (30µg), ácido nalidíxico 

(30µg), ciprofloxacina (5µg), estreptomicina (10µg), cloranfenicol (30µg), cefazolina 

(30µg), cefoxitina (30µg), ceftriaxona (30µg), cefotaxime (30µg), ceftazidime (30µg) e 

cefepime (30µg).  

 

3.5. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 

3.5.1. Preparo, lise e digestão dos plugs de agarose 

A técnica de PFGE foi realizada para as 80 linhagens de S. Infantis estudadas 

(Tabela 2) de acordo com o protocolo do PulseNet para Salmonella (RIBOT et al., 2006). 

Inicialmente, as linhagens foram cultivadas em 3ml de caldo BHI (Kasvi) e 

incubadas em estufa bacteriológica a 37ºC por 18 a 24 horas. Em seguida, os cultivos foram 

semeados em placas de ágar triptona de soja (TSA) e novamente incubadas em estufa 

bacteriológica a 37ºC por 18 a 24 horas. Após o crescimento, com o auxílio de um swab, 

algumas colônias foram selecionadas, suspensas em um tampão de suspensão de células 

(100mM Tris, pH 8,0; 100mM EDTA, pH 8,0) até que fosse atingida uma densidade ótica 

(D.O.) (610nm) entre 0,8 e 1,0. Desta suspensão, 200µl foram transferidos para um novo 

tubo plástico de 2,0ml, que foram incubados em gelo para cessar o crescimento bacteriano 

até a etapa seguinte, onde foram incubados em banho-seco a 60ºC e tiveram adicionados 

10µl de proteinase K (20mg/ml) e 200µl de agarose fundida 1% do tipo Seaken Gold 

(Lonza). Desta mistura, aproximadamente 80µl foram distribuídos em moldes dos plugs a 

serem confeccionados e levados por cerca de 5 minutos em geladeira até atingirem sua 

solidificação. 

Após solidificados, os plugs foram transferidos para tubos de 15mL (Falcon) 

contendo 5ml de um tampão de lise celular (50mM Tris, pH 8,0; 50mM EDTA, pH 8,0 e 1% 

de Sarcosil) e 25µl de proteinase K (20mg/ml), foram incubados em banho de água a 54ºC 

por 2 horas e depois agitados vigorosamente por 30 minutos. Em seguida, o tampão foi 

removido e foram realizadas duas lavagens com água MilliQ e quatro lavagens com o 

tampão de lavagem TE (10mM Tris, pH 8,0; 1mM EDTA, pH 8,0), ambos pré-aquecidos a 
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54ºC, por 30 minutos e sob leve agitação. Após as lavagens, os plugs foram armazenados em 

tubos contendo 1ml do tampão TE, em geladeira, até sua digestão. 

A digestão dos plugs foi feita separando um plug em um tubo de 2ml e realizando 

três lavagens com 1ml do tampão TE pré-aquecido a 54ºC por 15 minutos sob leve agitação. 

Posteriormente, o tampão TE foi removido e foi realizada uma lavagem com 300µl do 

tampão comercial da enzima XbaI (Thermo Fisher Scientific) em temperatura ambiente, por 

30 minutos sob leve agitação. O DNA genômico contido nos plugs foi depois digerido com 

um tampão contendo 40 unidades da enzima XbaI (Thermo Fisher Scientific) em banho de 

água a 37ºC por 2 horas. 

 

3.5.2. Condições da eletroforese em campo pulsado  

Para realização da eletroforese em campo pulsado, foram preparados 2,5l de tampão 

de corrida TBE 0.5X (45mM Tris; 45mM ácido bórico e 1mM EDTA, pH 8,0), sendo que 

150ml foram utilizados para preparo do gel com agarose tipo Seaken Gold (Lonza) a 1% e o 

restante foi adicionado na cuba de eletroforese onde foi realizada a corrida até que atingisse 

a temperatura de 14ºC. Após o preparo do gel, foram separados 2ml da agarose fundida em 

um tubo, que foi armazenado em banho-seco a 60ºC, para realizar o posterior selamento dos 

plugs no gel. Em três poços do gel de agarose foram adicionados plugs do marcador de peso 

molecular Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs), de 50 a 1000kb.  

Após a transferência dos plugs para o gel e seu selamento, o gel foi posicionado na 

cuba de eletroforese em campo pulsado do modelo CHEF-DR III (Bio-Rad), onde este foi 

submetido à corrida em um programa de um bloco sob as seguintes condições: tempo total 

de corrida de 19 horas, voltagem de 6V/cm, ângulo de 120º, temperatura de 14ºC e pulso 

inicial de 2,2 segundos e final de 63,6 segundos (RIBOT et al., 2006). 

Após a corrida, o gel foi corado em uma solução de brometo de etídeo (Thermo 

Fisher Scientific) 0,5mg/ml por 30 minutos, foi descorado em água MilliQ por 90 minutos, 

observado em um transluminador ultravioleta Gel Doc XR (Bio-Rad) e fotografados 

utilizando o software Quantity One 4.6.1 (Bio-Rad). 

 

3.5.3. Análise dos dados gerados 

A análise do padrão de bandas gerado através da eletroforese em campo pulsado foi 

realizada utilizando o software Bionumerics 7.6 (Biomérieux). Apenas bandas acima de 

48,5kb foram incluídas na análise. O marcador de peso molecular Lambda Ladder PFG 
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Marker (New England BioLabs) utilizado na corrida do gel foi empregado para normalizar 

as imagens e permitir a comparação entre os géis obtidos na análise. Os dendrogramas de 

similaridade genotípica foram gerados pelo algoritmo Unweighted Pair Group Method with 

Arithmetic Mean (UPGMA), utilizando o coeficiente de similaridade Dice e tolerância de 

1,5. 

 

3.6. Sequenciamento do genoma completo 

O sequenciamento do genoma completo (whole-genome sequencing, WGS) foi 

realizado para as 80 linhagens de S. Infantis estudadas (Tabela 2) pelo Kentucky Division of 

Lab Services, Centralized Lab Facility, na cidade de Frankfort, Kentucky, Estados Unidos, 

em colaboração com o Center for Food Safety and Applied Nutrition (CFSAN) do Food and 

Drug Administration (FDA), na cidade de College Park, Maryland, Estados Unidos. 

As linhagens foram sequenciadas na plataforma de sequenciamento MiSeq®500 

(Illumina) a partir do DNA genômico extraído conforme descrito no item 3.3, cuja pureza e 

concentração foram verificadas em um espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher 

Scientific) e em um fluorômetro Qubit® (Thermo Fisher Scientific), respectivamente. 

 

3.6.1. Diluição do DNA 

Após a quantificação, o DNA das linhagens foi diluído com água destilada ultrapura 

e livre de DNAse e RNAse (Thermo Fisher Scientific) para atingir a concentração de 

0,2ng/μl. Desta solução, foram utilizados 5μl, correspondentes a 1ng do DNA genômico, 

que representa a quantidade mecessária para realização do WGS de cada linhagem.  

As etapas de fragmentação do DNA genômico e preparo das bibliotecas para o 

sequenciamento foram realizadas utilizando os reagentes e o protocolo do Nextera XT 

Sample Prep Kit (Illumina), enquanto a mistura das bibliotecas e sequenciamento foram 

realizados utilizando os reagentes e o protocolo do MiSeq Reagent Kit v3 (2 X 150-bp 

paired-end) (Illumina). 

 

3.6.2. Fragmentação do DNA  

Em cada poço de uma placa de 96 poços foram adicionados 5μl do DNA genômico 

diluído (0,2ng/μl) de cada uma das linhagens, 10μl do tagment DNA buffer e 5μl do 

amplicon tagment mix. Esta mistura foi homogeneizada e a placa foi selada com um adesivo 

tipo Microseal B e centrifugada por 1 minuto a 400rpm e 20ºC. Após a centrifugação, a 
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placa foi incubada em um termociclador a 55ºC por 5 minutos e mantida a 10ºC. 

Posteriormente, foram adicionados 5μl do neutralize tagment buffer em cada um dos poços e 

a mistura foi novamente homogeneizada. A placa foi mais uma vez selada com o adesivo 

Microseal B, foi centrifugada por 1 minuto a 400rpm e 20ºC, e mantida em temperatura 

ambiente por 5 minutos. 

 

3.6.3. Amplificação das bibliotecas 

Em cada um dos poços da placa foram adicionados 5μl do adaptador index 1 (i7), 5μl 

do adaptador index 2 (i5) e 15μl do Nextera PCR master mix. As misturas nos poços foram 

homogeneizadas e a placa foi selada com adesivo o Microseal B, sendo em seguida 

centrifugada por 1 minuto a 400rpm e 20ºC. Após a centrifugação, a placa foi levada para 

amplificação em um termociclador sob as seguintes condições: 3 minutos a 72ºC; 30 

segundos a 95ºC; 12 ciclos de 10 segundos a 95ºC, 30 segundos a 55ºC e 30 segundos a 

72ºC; seguidos de uma etapa de extensão final por 5 minutos a 72ºC e sendo mantida ao 

final a 10ºC. 

 

3.6.4. Purificação das bibliotecas  

Após a amplificação, a placa foi centrifugada por 1 minuto a 400rpm e 20ºC, e uma 

alíquota de 50μl da mistura de cada poço foi transferida para uma nova placa. Em cada um 

dos poços foram adicionados 30μl do AMPure XP beads e, em seguida, a placa foi selada, 

colocada sob agitação por 2 minutos a 1800rpm e centrifugada por 1 minuto a 400rpm a 

20ºC. Ao fim da centrifugação, a placa foi mantida em temperatura ambiente por 5 minutos 

e foi colocada em uma estante magnética até que o sobrenadante das misturas se tornasse 

límpido, que foi descartado na sequência. Posteriormente, foram realizadas 2 lavagens 

compostas da adição de 200μl de etanol 80% em cada poço e do descarte do sobrenadante 

formado. Após esta etapa, a placa foi mantida por 15 minutos na estante magnética para a 

secagem completa do etanol e logo depois foram adicionados 52,5μl do resuspension buffer 

em cada poço. A placa foi novamente selada, colocada sob agitação por 2 minutos a 

1800rpm, centrifugada por 1 minuto a 400rpm e 20ºC, e mantida em temperatura ambiente 

por 2 minutos. Em seguida, a placa foi novamente colocada na estante magnética até que o 

sobrenadante se tornasse límpido, de onde foram retiradas alíquotas de 50μl deste 

sobrenadante. 
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3.6.5. Normalização das bibliotecas 

Em uma nova placa contendo 20μl de cada sobrenadante obtido, foram adicionados 

52μl em cada poço de uma mistura composta de 46μl da solução de library normalization 

additives 1 e 8μl da solução de library normalization beads 1. As misturas dos poços foram 

logo após homogeneizadas e a placa foi selada e colocada sob agitação por 30 minutos a 

1800rpm. Em seguida, a placa foi colocada sob a estante magnética por 2 minutos e teve o 

sobrenadante obtido descartado. Após a placa ser retirada da estante magnética, foram 

realizadas duas lavagens compostas pelas seguintes etapas: adição de 45μl da solução 

library normalization wash 1 em cada um dos poços da placa, selagem e agitação por 30 

minutos a 1800rpm, colocação sob estante magnética por 2 minutos e descarte do 

sobrenadante obtido. Logo depois destas etapas, a placa foi removida da estante magnética e 

30μl de NaOH 0,1N foram adicionados em cada um dos poços. A placa foi então selada, 

colocada sob agitação por 5 minutos a 1800rpm e colocada sob a estante magnética por 2 

minutos. Foram retiradas alíquotas de 30μl do sobrenadante de cada poço, que foram 

transferidas para uma nova placa e tiveram 30μl do library normalization storage buffer 1. 

A placa foi selada e centrifugada por 1 minuto a 1400rpm. 

 

3.6.6. Mistura das bibliotecas  

Antes de prosseguir às bibliotecas, o Reagent cartridge, o cartucho que contém os 

reagentes necessários para a realização do sequenciamento e que é armazenado a -20 ºC, foi 

colocado em um banho contendo água destilada em temperatura ambiente até que os poços 

contendo os reagentes líquidos estivessem descongelados. Após o descongelamento, o 

cartucho foi seco e visualmente inspecionado para verificar quaisquer alterações. 

 Em um tubo plástico de fundo cônico de 2ml, foi criado um pool contendo 5μl de 

cada uma das bibliotecas obtidas ao final do item 3.6.5, contendo assim as bibliotecas de 

cada uma das linhagens estudadas no mesmo pool. Após ser homogeneizado, uma alíquota 

de 24μl do pool de amostras foi transferida para um novo tubo de fundo cônico de 2ml, onde 

foram adicionados 576μl do hibridization buffer HT1 em temperatura ambiente. Em 

seguida, o tubo foi levado a um agitador tipo vortex a 400rpm por 1 minuto, incubado em 

banho-seco a 96ºC por dois minutos e depois incubado em gelo por 5 minutos.  

Por último, 600μl deste pool foram adicionados no cartucho, que foi levado para a 

realização do sequenciamento no sequenciador MiSeq® (Illumina). 
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3.6.7. Análise dos dados gerados 

Os assemblies gerados a partir das reads obtidas pelo sequenciamento das linhagens 

foram obtidos pelo software SKESA 2.2 (SOUVOROV et al., 2018) e a anotação dos 

contigs foi realizada pela ferramenta Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) 

(KLIMKE et al., 2009). 

Os assemblies obtidos foram utilizados na pesquisa de genes de virulência e de 

genes de resistência a antimicrobianos e nas análises de SNPs, MLST, cgMLST e CRISPR. 

O genoma completo fechado da linhagem de referência de S. Infantis SINFA (número de 

acesso LN649235.1), isolada de frango no Reino Unido em 1973, foi obtido através da 

plataforma GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e foi utilizado como 

referência na análise de SNPs  e incluído com a finalidade de comparação nas análises de 

cgMLST e CRISPR. 

 

3.7. Pesquisa de genes de virulência 

A pesquisa dos genes de virulência invA, sopB, sopD, sopE2, sipA, sipD, flgK, flgL, 

fljB, sifA, ssaR e spvB foi realizada para as 80 linhagens de S. Infantis estudadas (Tabela 2) 

através dos assemblies gerados pelo WGS, utilizando a ferramenta online MyDbFinder 2.0 

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/MyDbFinder/).  

Inicialmente, foi criado um banco de dados personalizado com software Bloco de 

Notas (Microsoft) na extensão .txt, contendo as sequências de nucleotídeos dos 12 genes a 

serem pesquisados. Para isto, na primeira linha do arquivo foi adicionada a identificação da 

sequência (>Seq1_nomegene1) e na segunda linha a sequência do respectivo gene, repetindo 

este processo a cada linha para adicionar os demais genes. As sequências de nucleotídeos 

dos 12 genes de virulência pesquisados foram obtidas no genoma de referência da linhagem 

de Salmonella Typhimurium str. LT2 (número de acesso NC_003197.2) disponível no 

GenBank. 

Cada um dos assemblies das linhagens de S. Infantis foi individualmente submetido 

na plataforma junto do banco de dados criado para realizar a pesquisa dos 12 genes 

selecionados, utilizando como parâmetros mínimos para a confirmação da presença de um 

gene uma similaridade de 95% e cobertura de 80%. 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://cge.cbs.dtu.dk/services/MyDbFinder/
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3.8. Pesquisa de genes de resistência a antimicrobianos 

A pesquisa de genes de resistência à antimicrobianos foi realizada para as 80 

linhagens de S. Infantis estudadas (Tabela 2) estudadas através dos assemblies gerados pelo 

WGS utilizando a ferramenta online ResFinder 4.1 

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) (BORTOLAIA et al., 2020).  

Cada um dos assemblies das linhagens de S. Infantis foi individualmente submetido 

na plataforma, onde foram pesquisados quanto a presença de genes adquiridos de resistência 

de 15 classes de agentes antimicrobianos (Aminoglicosídeos; β-lactâmicos; Colistina; 

Fluoroquinolonas; Fosfomicina; Ácido fusídico; Glicopeptídeos; MLS – Macrolídeos, 

Lincosamida e Estreptogramina; Nitroimidazol; Oxazolidinona; Fenicóis; Rifampicina; 

Sulfonamida; Tetraciclina e Trimetoprim) e genes adquiridos de resistência à desinfetantes. 

Foram também pesquisadas mutações nos genes cromossômicos gyrA, gyrB, parC e parE, 

capazes de conferir resistência a quinolonas e fluoroquinolonas; nos genes pmrA e pmrB, 

capazes de conferir resistência a peptídeos antimicrobianos; e no gene 16S_rrsD, capaz de 

conferir resistência a espectinomicina.   

Para realização da pesquisa dos genes e mutações, foi utilizado o filtro específico 

para o gênero Salmonella spp. e foram selecionados como parâmetros mínimos uma 

similaridade de 95% e cobertura de 80% para a confirmação da presença destes genes. 

 

3.9. Análises genômicas pelo sequenciamento do genoma completo 

3.9.1. Single-nucleotide polymorphism (SNP) analysis  

A análise de SNPs foi realizada para as 80 linhagens de S. Infantis estudadas 

(Tabela 2) através dos assemblies gerados pelo WGS utilizando a ferramenta online CSI 

Phylogeny 1.4 (Call SNPs & Infer Phylogeny) 

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny/) (KAAS et al., 2014). 

Inicialmente, todos os assemblies foram submetidos simultaneamente na plataforma 

para a análise, assim como a linhagem LN649235 no campo específico para o genoma a ser 

utilizado como referência. Foram selecionados os seguintes parâmetros para a pesquisa de 

SNPs: qualidade de mapeamento das reads de 25, cobertura mínima da posição dos SNPs de 

10 reads, cobertura relativa mínima da posição dos SNPs de 10%, qualidade dos SNPs de 

30, distância mínima entre SNPs de 10pb e Z-score mínimo de 1,96.  

Após a submissão dos assemblies para análise, o CSI Phylogeny 1.4 realiza o 

mapeamento das reads pelo software Burrows-Wheeler Alignment (BWA) v.0.7.2, a 

https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny/
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cobertura das regiões mapeadas pela ferramenta genomeCoverageBed do software 

BEDTools v.2.16.2 e a identificação dos SNPs pela ferramenta mpileup do software 

SAMTools v.0.1.18 (KAAS et al., 2014).  

Ao final da análise, foi obtido um dendrograma de similaridade genotípica na 

extensão .newick, que foi visualizado e salvo utilizando o software FigTree v. 1.4.2 

(Rambaut Research Group, Institute of Evolutionary Biology, University of Edinburgh). 

 

3.9.2. Multilocus sequence typing (MLST) 

A metodologia de MLST foi realizada para as 80 linhagens de S. Infantis estudadas 

(Tabela 2) através dos assemblies gerados pelo WGS, utilizando a ferramenta online MLST 

2.0 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/) (LARSEN et al., 2012).  

Individualmente, um a um dos assemblies das linhagens de S. Infantis foram 

submetidos na plataforma, onde foi selecionada a configuração do MLST para Salmonella 

enterica, baseada na pesquisa dos sete genes housekeeping aroC, dnaN, hemC, hisD, purE, 

sucA e thrA (ACHTMAN et al., 2012).  

Com a finalidade de comparar os STs das linhagens estudadas com dados globais, 

foi construído um diagrama através do software PHYLOViZ (RIBEIRO-GONÇALVES et 

al., 2016) utilizando os STs e respectivos números dos alelos dos sete genes housekeeping 

de linhagens da sorovariedade Infantis disponíveis para acesso público na plataforma 

Enterobase (http://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/senterica). 

 

3.9.3. core genome MLST (cgMLST)  

A análise de cgMLST foi realizada para as 80 linhagens de S. Infantis estudadas 

(Tabela 1) através dos assemblies gerados pelo WGS, utilizando a plataforma online 

PGAdb-builder (LIU et al., 2016).  

Inicialmente, todos os assemblies foram submetidos simultaneamente para a análise 

na ferramenta Build_PGAdb (http://wgmlstdb.imst.nsysu.edu.tw/index.php), que realiza a 

anotação dos genomas pela ferramenta Prokka e a identificação dos alelos dos genes 

presentes através da ferramenta Roary (LIU et al., 2016). Ao término da análise, o 

Build_PGAdb gera um esquema contendo os alelos obtidos em um arquivo na extensão .xls. 

O download desse arquivo foi realizado utilizando o filtro específico da página para um 

valor de ocorrência dos alelos ≥95%. Deste modo, este esquema obtido possuía apenas os 

alelos dos genes presentes em ≥95% dos assemblies das linhagens estudadas.  

https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/
http://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/senterica
http://wgmlstdb.imst.nsysu.edu.tw/index.php


35 
 

 

A análise filogenética de cgMLST foi realizada utilizando a ferramenta 

Build_wgMLSTtree (http://wgmlstdb.imst.nsysu.edu.tw/wgProfiling.php). Os assemblies 

foram novamente submetidos junto do esquema dos alelos na extensão .xls obtido 

anteriormente, utilizando como parâmetros para a comparação uma cobertura e identidade 

mínimas de 90%. O Build_wgMLSTtree realiza o alinhamento e detecção dos alelos 

presentes nos assemblies pela comparação com o esquema submetido através da ferramenta 

BLASTn, e em seguida o cálculo e construção do dendrograma de similaridade genotípica 

pelas ferramentas Environment for Tree Exploraion (ETE) e PHYLIP através do algoritmo 

UPGMA (LIU et al., 2016).  

Ao final da análise, o dendrograma obtido na extensão .newick foi visualizado e 

salvo utilizando o software FigTree v. 1.4.2 (Rambaut Research Group, Institute of 

Evolutionary Biology, University of Edinburgh). 

 

3.9.4. Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)  

A análise de CRISPR foi realizada para as 80 linhagens de S. Infantis estudadas 

(Tabela 2) através dos assemblies gerados pelo WGS, utilizando a ferramenta online 

CRISPRCasFinder (https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/CrisprCasFinder/Index) (COUVIN 

et al., 2018).  

Individualmente, um a um dos assemblies das linhagens de S. Infantis foram 

submetidos na plataforma, que realiza a busca das repetições diretas e espaçadores, listando 

seus respectivos tamanhos, sequências e localização ao longo do genoma bacteriano 

submetido. Apenas os espaçadores detectados no CRISPR1 e CRISPR2 foram incluídos na 

realização da análise. Os espaçadores presentes de cada uma das linhagens analisadas foram 

listados, e através do software Microsoft Excel foi criada uma matriz binária, onde o número 

“1” representaria a presença e “0” a ausência de determinado tipo espaçador em cada uma 

das linhagens estudadas.  

A análise do padrão dos espaçadores presentes nas linhagens estudadas e a obtenção 

do dendrograma de similaridade genotípica foram realizados através da matriz binária 

construída no software Bionumerics 7.6 (Biomérieux) pelo método Unweighted Pair Group 

Method with Arithmetic Mean (UPGMA), utilizando o coeficiente de similaridade Dice e 

tolerância de 0. 

 

 

http://wgmlstdb.imst.nsysu.edu.tw/wgProfiling.php
https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/CrisprCasFinder/Index
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3.10. Cálculo do índice de discriminação das metodologias de tipagem 

O cálculo do índice de discriminação (DI) dos dendrogramas de similaridade 

genotípica das gerados no PFGE e na análise de CRISPR foi realizado utilizando uma 

variação do índice de diversidade de SIMPSON (1949), onde o índice de discriminação (D) 

utilizado baseia-se na probabilidade de que duas linhagens não relacionadas, escolhidas 

aleatoriamente dentro de uma população, se localizem dentro de grupos de tipagem 

distintos. O índice D é obtido de acordo com a seguinte fórmula: 

 

Onde N representa o número total de linhagens estudadas, s é o número total de tipos 

obtidos no dendrograma e nj é o número de amostras que pertencem ao tipo j (HUNTER & 

GASTON, 1988).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 
 

 

4. RESULTADOS  

4.1. Reativação e reconfirmação da pureza das linhagens 

As 80 linhagens de S. Infantis estudadas (Tabela 2) foram reativadas e tiveram sua 

pureza reconfirmada. Em ágar SS, as linhagens mostraram-se lactose-negativas e produtoras 

de H2S. Em ágar TSI, observou-se resultado positivo para a produção de H2S, fermentação 

de glicose e produção de gás para todas as linhagens estudadas. 

 

4.2. Extração e verificação da pureza e integridade do DNA genômico 

Todas as 80 linhagens tiveram seu DNA genômico extraído e apresentaram pureza 

entre 1,6 e 1,9. A Figura 1 apresenta um gel representativo de uma eletroforese em gel de 

agarose, realizada para avaliação da integridade do DNA genômico de algumas das 

linhagens de Salmonella Infantis estudadas.  

 

Figura 1 - Gel de agarose 1% representando o produto da extração do DNA genômico de 

algumas linhagens de S. Infantis estudadas.  

 
M: marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Canaletas de 1 a 18: linhagens 1348, 

2385, 2950, 2951, 3156, 5025, 124, 210, 212, 388, 583, 584, 677, 723, 982, 1143, 1284 e 1380, 

respectivamente. 

 

4.3. Teste de susceptibilidade a antimicrobianos 

Entre as 80 linhagens de S. Infantis estudadas (Tabela 2), 72 (90,0%) apresentaram 

resistência ou um perfil intermediário de resistência a pelo menos um dos antimicrobianos 

estudados, enquanto oito (10,0%) foram suscetíveis a todos os antimicrobianos testados. 

Ainda, 31 linhagens (38,8%) apresentaram resistência a três ou mais diferentes classes de 

antimicrobianos. A Tabela 3 apresenta as porcentagens de linhagens resistentes ou que 

apresentaram perfis intermediários de resistência aos 18 antimicrobianos testados. O 
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Apêndice 1 apresenta os perfis de resistência a antimicrobianos para cada uma das 80 

linhagens estudadas. 

 

Tabela 3 – Número e porcentagem de linhagens resistentes e que apresentaram perfis 

intermediários de resistência entre as 80 linhagens estudadas de Salmonella Infantis isoladas 

de alimentos, ambiente, humanos, animais e ração animal entre 2013 e 2018 no Brasil. 

Antimicrobianos 
N° Linhagens 

resistentes (%) 

N° Linhagens com perfil 

intermediário (%) 

Penicilinas 

Ampicilina 47 (57,8) 0 

Piperacilina 41 (51,3) 6 (7,5) 

Associações de β-lactâmicos e inibidores de β-lactamases 

Amoxicilina – ácido clavulânico 8 (10,0) 3 (3,8) 

Carbapenêmicos 

Imipenem 2 (2,5) 3 (3,8) 

Cefalosporinas 

Cefazolina 21 (26,3) 26 (32,5) 

Cefoxitina 10 (12,5) 0 

Ceftriaxona 19 (23,8) 2 (2,5) 

Cefotaxime 24 (30,0) 16 (20,0) 

Ceftazidime 11 (13,8) 4 (5,0) 

Cefepime 9 (11,3) 7 (8,8) 

Quinolonas e Fluoroquinolonas 

Ácido nalidíxico 4 (5,0) 10 (12,5) 

Ciprofloxacina 1 (1,3) 34 (42,5) 

Tetraciclinas 

Tetraciclina 30 (37,5) 0 

Anfenicóis 

Cloranfenicol 28 (35,0) 0 

Aminoglicosídeos 

Estreptomicina 2 (2,5) 48 (60,0) 

Amicacina 2 (2,5) 3 (3,8) 

Gentamicina 1 (1,3) 0 

Sulfonamidas 

Trimetoprim-sulfametoxazol 2 (2,5) 3 (3,8) 

 

4.4. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 

A Figura 1 traz um gel representativo de uma eletroforese em campo pulsado em gel 

de agarose PFGE 1% após clivagem do DNA genômico com a enzima de restrição XbaI 
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para visualização dos fragmentos de restrição gerados pelo ensaio de PFGE para algumas 

das linhagens de Salmonella Infantis estudadas. 

 

Figura 2 - Gel de agarose 1%, representativo do ensaio de PFGE de algumas das linhagens 

de Salmonella Infantis estudadas, clivadas com a enzima XbaI.  

 

M: marcador de peso molecular Lambda Ladder PFG Marker (New England). Canaletas de 1 a 23: linhagens 

1348, 2385, 2950, 2951, 3156, 5025, 124, 210, 212, 388, 583, 584, 677, 723, 982, 1143, 1284, 1380, 1408, 

1409, 1441, 1711 e 2378, respectivamente. 

 

A Figura 3 apresenta o dendrograma de similaridade genotípica gerado a partir da 

metodologia de PFGE para as linhagens de S. Infantis estudadas. 

O dendrograma de similaridade genotípica agrupou as linhagens estudadas em 43 

PFGE-tipos e três grupos distintos, que foram denominados PFGE-A, PFGE-B e PFGE-C, 

com uma similaridade ≥80% entre as linhagens de cada grupo, e uma similaridade geral 

≥78,2% entre todas linhagens analisadas (Figura 3).  

O grupo PFGE-A apresentou similaridade ≥80,0% e um total de 27 linhagens, sendo 

destas 13 isoladas de alimentos entre 2014 e 2016, nove isoladas de ambiente entre 2014 e 

2017, quatro isoladas de humanos entre 2016 e 2018 e uma isolada de ração animal em 

2014. Com exceção de duas linhagens isoladas de alimento e ração animal no estado de São 

Paulo, todas as outras pertenciam aos três estados da região Sul (Figura 3). 
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O grupo PFGE-B apresentou similaridade ≥80,1% e um total de 40 linhagens, sendo 

destas 14 isoladas de humanos entre 2014 e 2018, nove isoladas de alimento entre 2014 e 

2018, nove isoladas de ambiente entre 2013 e 2017, cinco isoladas de animais em 2014 e 

2018, e duas isoladas de ração animal em 2015. As linhagens foram isoladas dos estados de 

São Paulo, Minas Gerais, Alagoas, Maranhão, Goiás, Mato Grosso do Sul, Rio Grande do 

Sul, Santa Catarina e Paraná (Figura 3). 

O grupo PFGE-C apresentou similaridade ≥87,3% e um total de 11 linhagens, sendo 

destas quatro isoladas de alimentos em 2014 no estado de Minas Gerais, quatro isoladas de 

ambiente em 2015 no estado de Goiás, duas isoladas de animais em 2014 no estado do Rio 

Grande do Sul e uma isolada de humano em 2018 no estado de Goiás (Figura 3). 

A linhagem 2385, isolada em 2013 de alimento no estado do Paraná, e a linhagem 

4764, isolada de ambiente em 2015 no estado de Santa Catarina, foram alocadas 

externamente a esses três grupos (Figura 3).  

O índice de discriminação obtido pela metodologia de PFGE para as linhagens 

estudadas foi de 0,966. 
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Figura 3 - Dendrograma de similaridade genotípica gerado pelo método UPGMA a partir 

dos padrões de fragmentos gerados por PFGE com a enzima XbaI para 80 linhagens de 

Salmonella Infantis estudadas, isoladas de alimentos (n=27), ambiente (n=24), humanos 

(n=19), animais (n=7) e ração animal (n=3) entre 2013 e 2018 no Brasil. 

 
Alagoas, AL; Goiás, GO; Maranhão, MA; Mato Grosso do Sul, MS; Minas Gerais, MG; Paraná, PR; Rio 

Grande do Sul, RS; Santa Catarina, SC; São Paulo, SP. (i), perfil intermediário de resistência. AMC, 

Amoxicilina-ácido clavulânico; AMP, Ampicilina; AK, Amicacina; C, Cloranfenicol; CAZ, Ceftazidime; CIP, 

Ciprofloxacina; CN, Gentamicina; CRO, Ceftriaxona; CTX, Cefotaxime; FEP, Cefepime; FOX, Cefoxitina; 

IPM, Imipenem; KZ, Cefazolina; NA, Ácido nalidíxico; PRL, Piperacilina; S, Estreptomicina; SXT, 

Sulfametoxazol-trimetoprim; TE, Tetraciclina. 
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4.5. Sequenciamento do genoma completo (WGS)  

O WGS foi realizado para todas as 80 linhagens de S. Infantis estudadas (Tabela 2). 

Os assemblies gerados apresentaram de 30 a 96 contigs, tamanho de 4,6 a 5,2Mb e cobertura 

de 34 a 296X. Os dados individuais dos assemblies gerados para cada uma das linhagens 

estudadas e os respectivos números de acesso estão listados no Apêndice B. 

 

4.6. Pesquisa de genes de virulência 

Dentre os 12 genes de virulência pesquisados através dos assemblies das 80 

linhagens de S. Infantis (Tabela 2), os genes invA, sopB, sopD, sopE2, sipA, sipD, flgK, flgL, 

fljB, sifA e ssaR foram detectados em todas as linhagens estudadas, enquanto o gene spvB 

não foi detectado em nenhuma das linhagens estudadas de acordo com os parâmetros 

descritos no item 3.7. 

 

4.7. Pesquisa de genes de resistência a antimicrobianos 

Entre as 80 linhagens de S. Infantis estudadas (Tabela 2), todas apresentaram ao 

menos um gene adquirido de resistência a antimicrobianos ou mutação em genes 

cromossômicos, que foram pesquisados conforme descritos no item 3.8. 

Foram detectados os genes aac(6')-Iaa (n=31/100%) e aadA12 (n=2/2.5%), que 

conferem resistência a antimicrobianos da classe dos aminoglicosídeos; blaTEM-1 

(n=32/40%), blaCTX-M-8 (n=9/11.3%), blaCMY-2 (n=8/10.0%) e blaCMY-61 (n=1/1.3%), que 

conferem resistência à antimicrobianos da classe dos β-lactâmicos; dfrA8 (n=30/37.5%), que 

confere resistência a compostos a base de diaminopirimidinas, como o trimetoprim; tet(A) 

(n=29/36.3%), que confere resistência a antimicrobianos da classe das tetraciclinas; e floR 

(n=29/36.3%), que confere resistência a antimicrobianos da classe dos anfenicóis. 

Entre as mutações pesquisadas em genes cromossômicos, foram encontrados três 

tipos de mutações no gene parC e um tipo no gene gyrB, que conferem resistência a 

antimicrobianos das classes das quinolonas, e um tipo no gene pmrA, que confere resistência 

a peptídeos antimicrobianos.  

No gene gyrB, foi encontrada a mutação pontual da base C para A no códon que 

codifica o aminoácido Glutamina (Gln) 624, levando a formação do aminoácido Lisina 

(Lys). Já no gene parC foi detectada uma mutação pontual da base C para G no códon que 

codifica o aminoácido Treonina (Thr) 57, levando a formação do aminoácido Serina (Ser), e 

uma segunda mutação pontual da base A para T no códon que codifica a formação do 
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aminoácido Thr255, levando a formação de uma Ser. Estas três mutações foram detectadas 

em todas as linhagens estudadas. 

A linhagem 2580/17 apresentou adicionalmente uma mutação pontual no gene parC, 

de base T para C no códon que codifica o aminoácido Valina (Val) 702, levando a formação 

de uma Alanina (Ala). A linhagem 124/14 apresentou também no gene pmrA uma mutação 

pontual de base G para T no códon que codifica o aminoácido Aspartato (Asp) 28, levando a 

formação de uma Tirosina (Tyr).  

No Apêndice 1 são apresentados os genes de resistência adquiridos e as mutações em 

genes cromossômicos detectados em cada uma das 80 linhagens de S. Infantis estudadas. 

 

4.8. Análise de single-nucleotide polymorphisms (SNPs) 

A Figura 4 apresenta o dendrograma de similaridade genotípica gerado a partir da 

análise de SNPs realizada com os assemblies das 80 linhagens de S. Infantis estudadas. 

O dendrograma de similaridade genotípica agrupou as linhagens estudadas em dois 

grupos distintos, que foram denominados SNP-A e SNP-B (Figura 4). 

O grupo SNP-A apresentou um total de 20 linhagens, sendo destas oito isoladas de 

alimentos entre 2014 e 2016, seis isoladas de ambiente em 2014 e 2015, quatro isoladas de 

humanos entre 2016 e 2018 e duas isoladas de ração animal em 2015 (Figura 4). Todas as 

linhagens do grupo SNP-A pertencem aos três estados da região Sul. 

O grupo SNP-B apresentou um total de 56 linhagens, sendo destas 17 isoladas de 

alimentos entre 2013 e 2018, 16 isoladas de ambiente entre 2013 e 2018, 15 isoladas de 

humanos em 2013 e 2018 e uma isolada de ração animal em 2014. Todas as sete linhagens 

estudadas, isoladas de animais em 2014 e 2018, foram agrupadas no grupo SNP-B (Figura 

4). As linhagens foram isoladas dos estados de São Paulo, Minas Gerais, Alagoas, 

Maranhão, Goiás, Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Paraná. A 

linhagem de referência LN649235 foi alocada junto das 56 linhagens de S. Infantis no grupo 

SNP-B (Figura 4). 

As linhagens 583 e 584, isoladas de alimento em 2014 no estado de Santa Catarina, a 

linhagem 5911, isolada de ambiente em 2015 também no estado de Santa Catarina, e a 

linhagem 3906, isolada de ambiente em 2017 no estado de São Paulo, foram alocadas 

externamente a estes dois grupos (Figura 4). 
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Figura 4 - Dendrograma de similaridade genotípica gerado a partir da análise de SNPs das 

80 linhagens de Salmonella Infantis estudadas, isoladas de alimentos (n=27), ambiente 

(n=24), humanos (n=19), animais (n=7) e ração animal (n=3) entre 2013 e 2018 no Brasil. 

 

A linhagem “reference” representa a linhagem de S. Infantis LN649235, que foi utilizada como genoma de 

referência na análise de SNPs e também para fins de comparação. 
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4.9. Multilocus Sequence Typing (MLST) 

Todas as 80 linhagens de S. Infantis estudadas (Tabela 2) foram analisadas pela 

metodologia de MLST e todas apresentaram o mesmo sequence type, o ST32. A Figura 4 

apresenta o diagrama de similaridade genotípica entre as 80 linhagens de S. Infantis 

pertencentes ao ST32 e dos STs de outras 7.128 linhagens desta sorovariedade obtidos 

através da plataforma Enterobase no dia 30 de janeiro de 2021. 

 

Figura 5 - Diagrama de similaridade genotípica gerado através do software PHYLOViZ com 

os STs das 80 linhagens de Salmonella Infantis estudadas, isoladas de alimentos (n=27), 

ambiente (n=24), humanos (n=19), animais (n=7) e ração animal (n=3) no Brasil entre 2013 

e 2018, e os STs de 7.128 linhagens obtidas através da plataforma Enterobase. 

 

No centro do diagrama, representado pelo círculo azul, está representado o ST32, o principal ST encontrado 

entre as linhagens de S. Infantis analisadas neste estudo e entre as linhagens disponíveis na plataforma 

Enterobase. A linha amarela ao redor do círculo azul do ST32 e o círculo amarelo do ST603 indicam que estes 

são os STs centrais detectados entre as linhagens de S. Infantis, onde os outros STs (representados em círculos 

azuis claros) são variações destes STs principais. O tamanho das esferas é proporcional à quantidade de 

linhagens. 

 

4.10. core genome MLST (cgMLST) 

A Figura 6 apresenta o dendrograma de similaridade genotípica gerado a partir da 

análise de cgMLST realizada com os assemblies das 80 linhagens de S. Infantis estudadas. 

O dendrograma de similaridade genotípica agrupou as linhagens estudadas em três 

grupos distintos, que foram denominados cgMLST-A, cgMLST-B e cgMLST-C.  



46 
 

 

O grupo cgMLST-A apresentou um total de 60 linhagens, que foram divididas em 

dois subgrupos denominados cgMLST-A1 e cgMLST-A2. O grupo cgMLST-A1 apresentou 

um total de 28 linhagens, sendo destas 13 isoladas de humanos e entre 2013 e 2018, seis 

isoladas de alimentos entre 2014 e 2018, seis isoladas de ambiente entre 2014 e 2017, duas 

isoladas de animais em 2014 e 2018 e uma de ração animal em 2014 (Figura 6). As 28 

linhagens foram isoladas dos estados de São Paulo, Minas Gerais, Alagoas, Maranhão, 

Goiás, Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Paraná. O grupo cgMLST-

A2 apresentou um total de 32, sendo destas 13 isoladas de alimentos entre 2013 e 2016, 13 

isoladas de ambiente entre 2013 e 2017, quatro isoladas de humanos entre 2016 e 2018 e 

duas isoladas de ração animal em 2015 (Figura 6). Todas as linhagens do grupo cgMLST-B 

foram isoladas dos três estados da região Sul. 

O grupo cgMLST-B apresentou um total de 14 linhagens, sendo destas oito isoladas 

de 2013 a 2015, cinco isoladas de ambiente em 2015 e 2017 e uma isolada de humano em 

2017 (Figura 6). As 14 linhagens do grupo cgMLST-B foram isoladas dos três estados da 

região Sul e do estado de São Paulo. 

 O grupo cgMLST-C apresentou um total de seis linhagens, sendo destas cinco 

isoladas de animais em 2014 no estado do Rio Grande do Sul e uma isolada de humano em 

2017 no estado do Paraná (Figura 6). 

A linhagem de referência LN649235 foi alocada externamente aos quatro grupos 

contendo as 80 linhagens de S. Infantis estudadas (Figura 6). 
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Figura 6 - Dendrograma de similaridade genotípica gerado a partir da análise de cgMLST 

das 80 linhagens de Salmonella Infantis estudadas, isoladas de alimentos (n=27), ambiente 

(n=24), humanos (n=19), animais (n=7) e ração animal (n=3) entre 2013 e 2018 no Brasil. 

 
A linhagem de S. Infantis LN649235 foi incluída para fins de comparação no dendrograma. 
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4.11. Análise de Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) 

No CRISPR1 das 80 linhagens estudadas de S. Infantis foram encontrados 35 tipos 

de espaçadores com tamanhos de 25 a 72pb. Em cada linhagem estudada foram encontrados 

de 26 a 32 espaçadores, que resultaram na formação de 14 diferentes alelos do CRISPR1. 

No CRISPR2 das 80 linhagens estudadas de S. Infantis foram encontrados 26 tipos 

de espaçadores com tamanhos de 32 a 33pb. Em cada linhagem estudada foram encontrados 

de 22 a 26 espaçadores, que resultaram na formação de 14 diferentes alelos do CRISPR2. 

A análise dos espaçadores presentes nos diferentes alelos de CRISPR1 e CRISPR2 

das 80 linhagens de S. Infantis estudadas foi utilizada para gerar um dendrograma de 

similaridade genotípica, como demonstrado na Figura 7. As 80 linhagens foram 

diferenciadas em 21 CRISPR-tipos e agrupadas em um único grupo, já que a similaridade 

geral obtida no dendrograma entre todas as linhagens estudadas foi ≥80.2% (Figura 7). Entre 

os tipos encontrados, a linhagem de referência LN649235 e 43 linhagens isoladas de 

alimentos, ambiente, humanos, animais e ração animal entre 2013 e 2018 dos estados de São 

Paulo, Goiás, Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Paraná pertenceram 

a um mesmo tipo com similaridade de 100%, sendo assim consideradas indistinguíveis por 

esta metodologia (Figura 7). 

O índice de discriminação obtido pela metodologia de CRISPR para as linhagens 

estudadas foi de 0,696. 
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Figura 7 - Dendrograma de similaridade genotípica gerado pelo método UPGMA a partir 

dos espaçadores detectados na análise de CRISPR das 80 linhagens de Salmonella Infantis 

estudadas, isoladas de alimentos (n=27), ambiente (n=24), humanos (n=19), animais (n=7) e 

ração animal (n=3) entre 2013 e 2018 no Brasil. 

 
LN6, S. Infantis LN649235. Alagoas, AL; Goiás, GO; Maranhão, MA; Mato Grosso do Sul, MS; Minas 

Gerais, MG; Paraná, PR; Rio Grande do Sul, RS; Santa Catarina, SC; São Paulo, SP. (i), perfil intermediário de 

resistência. AMC, Amoxicilina-ácido clavulânico; AMP, Ampicilina; AK, Amicacina; C, Cloranfenicol; CAZ, 

Ceftazidime; CIP, Ciprofloxacina; CN, Gentamicina; CRO, Ceftriaxona; CTX, Cefotaxime; FEP, Cefepime; 

FOX, Cefotaxime; IPM, Imipenem; KZ, Cefazolina; NA, Ácido nalidíxico; PRL, Piperacilina; S, 

Estreptomicina; SXT, Sulfametoxazol-trimetoprim; TE, Tetraciclina. 
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5. DISCUSSÃO 

A salmonelose por sorovariedades não-tifóides de Salmonella está entre as infecções 

bacterianas mais comuns no mundo causadas pela ingestão de alimentos e água 

contaminados (MAJOWICKZ et al., 2010; WHO, 2018). S. Infantis é uma sorovariedade 

não-tifoide, ubiquitária, capaz de infectar uma ampla gama de hospedeiros animais além de 

humanos, e vem sendo relatada nos últimos anos entre as sorovariedades mais isoladas de 

Salmonella em diversos países (SHAHADA et al., 2013; CRIM et al., 2015; MARZEL et 

al., 2016; GELAW et al., 2018; AMMAR et al., 2019; EFSA & ECDC, 2019). No Brasil, a 

sorovariedade Infantis é reportada em uma alta prevalência entre linhagens isoladas de 

alimentos, animais e do ambiente, além de estar relacionada a quadros de infecções 

hospitalares em adultos e recém-nascidos. (MORAES et al., 2000; CASTRO et al., 2002; 

PESSOA-SILVA et al., 2002; MEDEIROS et al., 2011; ALMEIDA et al., 2013; 

KRZYZANOWSKI et al., 2014; VOSS-RECH et al., 2015; CUNHA-NETO et al., 2018). 

No entanto, apesar da importância clínica e econômica que as infecções causadas por 

S. Infantis podem representar nos âmbitos de saúde pública e segurança alimentar, poucos 

estudos foram conduzidos no país visando caracterizar genotipicamente linhagens desta 

sorovariedade, limitando-se geralmente ao seu isolamento e determinação do perfil de 

resistência a antimicrobianos (MORAES et al., 2000; CASTRO et al., 2002; PESSOA-

SILVA et al, 2002; FONSECA et al., 2006; MEDEIROS et al., 2011; ALMEIDA et al., 

2013; ROWLANDS et al., 2014; CUNHA-NETO et al., 2018, MONTE et al., 2019). Deste 

modo, são necessários estudos que investiguem aspectos como a diversidade genotípica, o 

potencial patogênico e perfil genotípico e fenotípico de resistência a antimicrobianos em um 

expressivo número de linhagens de S. Infantis isoladas de fontes e localidades diversas no 

país, permitindo assim uma melhor caracterização de isolados desta sorovariedade no Brasil 

No presente estudo, a presença de marcadores de virulência e os perfis fenotípicos e 

genotípicos de resistência a antimicrobianos foram verificados em 80 linhagens de S. 

Infantis isoladas de alimentos, ambiente, humanos, animais e ração animal no Brasil entre 

2013 e 2018. Ainda, foram utilizadas metodologias de tipagem molecular tradicionais, como 

o PFGE, e metodologias baseadas nos dados obtidos pelo WGS, como MLST, cgMLST, e 

análises de SNPs e CRISPR, para investigar a diversidade genotípica das linhagens 

estudadas. 

Em relação ao potencial patogênico das linhagens de S. Infantis estudadas, todas 

apresentaram os genes de virulência invA, sopB, sopD, sopE2, sipA, sipD, flgK, flgL, fljB, 
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sifA e ssaR, enquanto o gene spvB não foi detectado em nenhuma linhagem estudada. A 

presença em altas frequências de genes cromossômicos de virulência de Salmonella, 

majoritariamente presentes nas ilhas de patogenicidade 1 e 2, foi previamente descrita para 

linhagens de S. Infantis isoladas em diferentes locais do mundo, tendo em vista que são estes 

os principais responsáveis por promover a patogenicidade deste microrganismo através da 

formação de flagelos, invasão a células epiteliais intestinais e sobrevivência e replicação em 

macrófagos do hospedeiro (DIEYE et al., 2009; RYCHLIK et al., 2009; ALMEIDA et al., 

2013; SEVER & AKAN, 2018; JAJERE, 2019). Por outro lado, similarmente ao presente 

estudo, o gene spvB também já foi reportado em baixas frequências ou até mesmo ausente 

em S. Infantis, sugerindo que linhagens desta sorovariedade provavelmente não possuam o 

plasmídeo associado a virulência que contém os genes spv (MAZURKIEWICZ et al., 2008; 

GUINEY & FIERER, 2011; ALMEIDA et al., 2013; SEVER & AKAN, 2018). 

Em 2013, Almeida e colaboradores relataram a presença dos genes invA, sopB, sopD, 

sipA, sipD, ssaR, sifA, flgK, fljB e flgL em mais de 90% de 35 linhagens de S. Infantis 

isoladas de humanos e alimentos no estado de São Paulo entre 1984 e 2009, enquanto o gene 

spvB esteve ausente em todas (ALMEIDA et al., 2013). Similarmente, Sever e Akan (2018) 

reportaram a presença dos genes sipA, sipD, sopD, sopB, sopE, ssaR e sifA em mais de 88% 

das 220 amostras isoladas de frangos e perus na Turquia, enquanto o gene spvC foi 

detectado em pouco mais de 8% das linhagens estudadas (SEVER & AKAN, 2018). 

Deste modo, mesmo que genes plasmidiais como o spvB estejam ausentes, a 

presença absoluta de importantes genes de virulência cromossômicos de Salmonella 

reforçam o potencial patogênico de linhagens desta sorovariedade em causar doença em 

humanos, assim como o risco de sua presença em alimentos, ambiente e fontes veterinárias. 

Ainda que as infecções por sorovariedades não-tifoides de Salmonella geralmente 

sejam auto limitantes, os antimicrobianos das classes das fluoroquinolonas e cefalosporinas 

de terceira e quarta geração, que são drogas de escolha no tratamento da salmonelose, 

podem ser necessários quando pacientes imunocomprometidos são acometidos ou infecções 

de maior gravidade se desenvolvem (HAEUSLER & CURTIS, 2012; CHRISTENSON, 

2012; McDERMOTT et al., 2018). No entanto, o crescente aumento das taxas de resistência 

a diversas classes de agentes antimicrobianos utilizados na terapia humana e veterinária se 

mostram como um grave problema de saúde pública e segurança alimentar, já que a 

disseminação destes microrganismos ocorre principalmente pelo consumo de alimentos 
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contaminados e condições de higiene precárias (FRANCO et al., 2015; FOLSTER et al., 

2017; BROWN et al., 2018; ACAR et al., 2019; MONTE et al., 2019; WAJID et al., 2019).  

No presente estudo, foram detectadas taxas de resistência fenotípica de 2,5 a 57,8% a 

antimicrobianos do grupo dos β-lactâmicos entre as 80 linhagens de S. Infantis estudadas, 

incluindo às cefalosporinas de terceira e de quarta geração, detectadas em taxas de 11,3 a 

30,0% (Tabela 3). Já em relação à resistência genotípica aos β-lactâmicos, foram detectados 

através do WGS os genes blaTEM-1 em 40% das linhagens estudadas, blaCTX-M-8 em 11,3%, 

blaCMY-2 em 10,0% e blaCMY-61 em 1,3%. Similarmente ao presente estudo, outros autores já 

reportaram a presença destes genes e perfis fenotípicos de resistência aos antimicrobianos do 

grupo dos β-lactâmicos em linhagens de S. Infantis no Brasil e no mundo (MORAES et al., 

2000; FONSECA et al., 2006; SHAHADA et al., 2010; VINUEZA-BURGOS et al., 2016; 

MONTE at al., 2019; VILELA et al., 2020). 

Em um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, os genes blaTEM-1, blaCTX-M-8 e 

blaCMY-2 foram detectados entre 54 genomas sequenciados de linhagens de S. Infantis 

isoladas de animais, alimentos e do ambiente entre 2005 e 2016 no Brasil, que estavam 

disponíveis em um banco de dados público (VILELA et al., 2020a). Vinueza-Burgos e 

colaboradores (2016) reportaram que, entre 52 linhagens de S. Infantis isoladas de cortes de 

frango no Equador entre 2013 e 2014, aproximadamente 80% apresentavam resistência a 

ampicilina e cefotaxime e 5% a ceftazidime, que estavam associadas a presença do gene 

blaCTX-M em mais de 60% destes isolados (VINUEZA-BURGOS et al., 2016). Shahada e 

colaboradores (2010) detectaram taxas de 24% de resistência a ampicilina em 9% a 

cefotaxime e ceftazidime entre 120 linhagens de S. Infantis isoladas de granjas no Japão 

entre 2007 e 2008, estando majoritariamente associadas a presença do gene blaTEM entre 

estes isolados resistentes (SHAHADA et al., 2010). Nos estudos de Moraes e colaboradores 

(2000) e de Fonseca e colaboradores (2002), foram identificadas linhagens de S. Infantis em 

casos de infecções hospitalares em recém-nascidos em hospitais públicos do Rio de Janeiro 

entre 1995 e 2001 apresentando extensa resistência a cefalosporinas e ampicilina associadas 

a presença do gene blaTEM (MORAES et al., 2000; FONSECA et al., 2006). No trabalho de 

Monte e colaboradores (2019), três linhagens de S. Infantis isoladas de carne suína em São 

Paulo em 2015 tiveram o gene blaTEM-1 identificado através do WGS (MONTE et al., 2019)  

Em relação aos antimicrobianos das classes das quinolonas e fluoroquinolonas, no 

presente estudo foram detectadas baixas taxas de resistência fenotípica ao ácido nalidíxico e 

a ciprofloxacina (Tabela 3), assim como a ausência de genes PMQR de resistência a esta 
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classe de drogas. No entanto, mais de 40% das linhagens estudadas apresentaram perfis 

intermediários de resistência fenotípica a ciprofloxacina, além da presença absoluta em todas 

as linhagens estudadas de mutações nos genes gyrB (Gln624→Lys) e parC (Thr57→Ser e 

Thr255→Ser), responsáveis por conferir resistência a estes antimicrobianos desta classe. 

Deste modo, a presença de resistência intermediária a ciprofloxacina alerta para a 

necessidade de um monitoramento mais frequente de linhagens de S. Infantis em vista do 

potencial de seleção de linhagens resistentes a antimicrobianos desta classe, que são 

considerados de escolha para tratamento da salmonelose em humanos. 

As diferentes mutações nos genes cromossômicos da QRDR podem conferir 

diferentes níveis de resistência a quinolonas e fluoroquinolonas nas linhagens em que estes 

estão presentes. As mutações no gene gyrA são geralmente as mais prevalentes e as mais 

associadas a níveis elevados de resistência a estes antimicrobianos, sendo a mutação 

Asp87→Tyr no gene gyrA a mais encontrada em linhagens de S. Infantis (KEHRENBERG 

et al., 2006; KARCZMARCZYK et al., 2010; VELHNER et al., 2014; NAKATSUCHI et 

al., 2018). A mutação parC (Thr57→Ser) já foi previamente descrita em linhagens de 

Salmonella, estando relacionada a um aumento de susceptibilidade à ciprofloxacina 

(EAVES et al., 2004), corroborando com as baixas taxas de resistência observadas 

fenotipicamente entre as linhagens estudadas. Já as mutações gyrB (Gln624→Lys), parC 

(Thr255→Ser) e parC (Val702→Ala), sendo esta última presente em apenas uma linhagem, 

não foram previamente reportadas em linhagens de Salmonella. Em conjunto, estes 

resultados podem sugerir que linhagens de S. Infantis possam estar desenvolvendo baixos 

níveis de resistência fenotípica às quinolonas e fluoroquinolonas em decorrência da presença 

de diferentes tipos de mutações pontuais em genes da QRDR. No entanto, são necessários 

estudos adicionais para investigar com maior precisão os níveis de resistência às quinolonas 

e fluoroquinolonas conferidos pelas mutações citadas nestes isolados. 

É importante notar que, entre as linhagens estudadas, foram encontradas taxas 

significativas de resistência fenotípica assim como a alta presença de genes adquiridos de 

classes de antimicrobianos como tetraciclinas, anfenicóis, sulfonamidas e aminoglicosídeos, 

que são pouco utilizados atualmente no tratamento clínico da salmonelose em humanos, mas 

ainda são empregados na área veterinária. Similarmente, outros estudos também reportam 

estes perfis fenotípicos e genotípicos de resistência em linhagens de S. Infantis isoladas de 

humanos, alimentos e animais no Brasil e no mundo (SHAHADA et al., 2010; 

KRZYZANOWSKI et al., 2014; VINUEZA-BURGOS et al., 2016; HINDERMANN et al., 
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2017; ASGHARPOUR et al., 2018; BROWN et al., 2018; CUNHA-NETO et al., 2018; 

RANJBAR et al., 2018; WAJID et al., 2019). Estes perfis podem ser decorrentes não só do 

elevado uso clínico destes agentes na terapia humana no passado, mas também de seu amplo 

e indiscriminado uso profilático e como promotor de crescimento na criação de animais de 

produção como frangos, bovinos e suínos, que ainda ocorrem ilegalmente no país, podendo 

assim influenciar na disseminação da resistência a antimicrobianos em microrganismos 

causadores de infecções alimentares, como Salmonella (McDERMOTT et al., 2018; XIONG 

et al., 2018; VILELA et al., 2019).  

Em vista disso, a presença de perfis fenotípicos e genotípicos de resistência a 

múltiplos antimicrobianos em S. Infantis isoladas de fontes diversas enfatizam o risco que 

linhagens desta sorovariedade possam representar nos âmbitos de saúde pública e segurança 

alimentar na disseminação da resistência a antibióticos. 

Metodologias de tipagem molecular bacteriana vem sendo amplamente empregadas 

em substituição a técnicas de tipagem fenotípicas em razão de suas maiores 

reprodutibilidade e capacidade de diferenciação de subtipos entre linhagens, que permitiram 

ao longo dos anos a identificação e caracterização de diferentes microrganismos, detecção 

de surtos, interpretação de padrões de infecção e rotas de transmissão (OLIVE & BEAN, 

1999; SACHSE & MOEBIUS, 2015). Para linhagens de S. Infantis, diversas técnicas vêm 

sendo empregadas com sucesso ao longo dos anos, desde metodologias tradicionais e 

amplamente empregadas por décadas, como o PFGE, até as mais modernas e que se baseiam 

na utilização dos dados gerados por WGS para sua realização, como as análises de SNPs, 

CRISPR e cgMLST (WEGENER & BAGGESEN, 1996; FONSECA et al., 2006; 

ALMEIDA et al., 2013; YOKOYAMA et al., 2014; YOKOYAMA et al., 2015; MARZEL 

et al., 2016; BROWN et al., 2018; GYMOESE et al., 2019; ALBA et al., 2020)  

No presente estudo, as 80 linhagens de S. Infantis estudadas foram tipadas 

molecularmente pelas metodologias de PFGE e, a partir do WGS, pelas análises de SNPs, 

MLST, cgMLST e CRISPR. 

A técnica de PFGE é considerada como umas das metodologias padrão-ouro para 

caracterização molecular de linhagens de Salmonella, sendo a mais utilizada ao longo dos 

anos no Brasil e no mundo para caracterizar diversas sorovariedades, incluindo S. Infantis 

(PESSOA-SILVA et al., 2002; FONSECA et al., 2006; NODA et al., 2010; ALMEIDA et 

al., 2013; RAHMANI et al., 2013; PAPADOPOULOS et al., 2017; REALPE-QUINTERO 

et al., 2018). Neste estudo, o PFGE dividiu as 80 linhagens estudadas em 43 PFGE-tipos, 
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três grupos distintos com uma similaridade ≥80% entre as linhagens de cada grupo, e ainda 

uma similaridade geral ≥78,2% entre todas as linhagens estudadas, com um DI de 0,966 

(Figura 3). O grupo PFGE-B agrupou o maior número de linhagens (n=40) com similaridade 

≥80,1% isoladas de alimentos, ambiente, humanos, animais e ração animal de 2013 a 2018 

em estados de diferentes regiões do Brasil (Figura 3), o que sugere a ocorrência de um 

subtipo prevalente de S. Infantis que tem contaminado fontes diversas no país. Ademais, a 

relativa alta similaridade entre todas as linhagens alocadas mos três grupos obtidos (≥78,3%) 

reforçam esta hipótese. 

Diversos estudos reportaram diferentes tipos de resultados obtidos por esta técnica na 

caracterização de linhagens de S. Infantis em diversas localidades no mundo (NODA et al., 

2010; RAHMANI et al., 2013; PAPADOPOULOS et al., 2017; REALPE-QUINTERO et 

al., 2018). No estudo de Papadopoulos e colaboradores (2017), 40 linhagens de S. Infantis 

isoladas de humanos, alimentos e animais na Grécia entre 2007 e 2010 foram agrupadas pelo 

PFGE em 31 PFGE-tipos, quatro grupos com similaridade ≥87% entre o total de linhagens e 

um índice de discriminação de 0,965 (PAPADOPOULOS et al., 2017). Noda e 

colaboradores (2010) detectaram a presença de 24 PFGE-tipos e um índice de discriminação 

de 0,86 entre as 74 linhagens estudadas de S. Infantis isoladas durante surtos alimentares e 

casos esporádicos de 1996 e 2005 no Japão (NODA et al., 2010). Realpe-Quintero e 

colaboradores (2018) identificaram dois grupos distintos de linhagens de S. Infantis pela 

técnica de PFGE entre 19 isolados de carne bovina e humanos no México de 2008 a 2010 

(REALPE-QUINTERO et al., 2018). Rahmani e colaboradores (2013) identificaram, entre 

27 linhagens de S. Infantis isoladas de frangos entre 2007 e 2011 no Irã, a presença de 

apenas dois PFGE-tipos, sendo 26 linhagens consideradas indistinguíveis perante esta 

técnica (RAHMANI et al., 2013). 

Ainda que poucos estudos tenham sido conduzidos no Brasil com S. Infantis, a 

metodologia de PFGE foi a mais utilizada, até o momento, na caracterização molecular de 

linhagens desta sorovariedade no país (PESSOA-SILVA et al., 2002; FONSECA et al., 

2006; ALMEIDA et al., 2013). No estudo de Almeida e colaboradores (2013), embora o 

PFGE tenha sido capaz de dividir as 35 linhagens de S. Infantis isoladas de humanos e 

alimentos no estado de São Paulo entre 1984 e 2009 em diversos PFGE-tipos e com um 

índice de discriminação de 0,965, não foi observada nenhuma formação de grupos devido a 

uma similaridade geral ≥80,7% entre as linhagens, que sugeriu a presença de um subtipo 

prevalente de linhagens contaminando humanos e alimentos por 25 anos no estado de São 
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Paulo (ALMEIDA et al., 2013). No estudo conduzido por Pessoa-Silva (2002) e 

colaboradores, a metodologia caracterizou 27 linhagens de S. Infantis isoladas de fluidos 

humanos e do ambiente hospitalar de uma UTI neonatal no Rio de Janeiro - RJ como sendo 

geneticamente indistinguíveis (PESSOA-SILVA et al., 2002). Fonseca e colaboradores 

(2006) reportaram a presença de cinco subtipos de linhagens de S. Infantis apresentando 

uma alta similaridade de 85% pelo PFGE entre 35 isolados de sangue e fezes humanas de 

quatro hospitais públicos no Rio de Janeiro - RJ entre 1996 e 2001 (FONSECA et al., 2006). 

Estes trabalhos supra-citados também reforçam a possível ocorrência de um subtipo 

prevalente de S. Infantis no país. Deste modo, o presente estudo contribuiu para uma melhor 

caracterização de linhagens circulantes de S. Infantis de diferentes fontes e em anos mais 

recentes no país através desta metodologia. 

A técnica de MLST, que foi realizada através da análise dos assemblies gerados pelo 

WGS, demonstrou que as 80 linhagens de S. Infantis estudadas pertenceram ao ST32. 

Similarmente a outros trabalhos, este ST demonstra uma alta predominância em linhagens 

desta sorovariedade, sendo o mais reportado em estudos conduzidos no Brasil e no mundo 

(HAUSER et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013; RANJBAR et al., 2018; FUENTES-

CASTILLO et al., 2019; MONTE et al., 2019; SODAGARI et al., 2019; MEJÍA et al., 

2020). No entanto, como pode ser observado no diagrama gerado na comparação com os 

dados obtidos na plataforma Enterobase (Figura 5), outros STs derivados do ST32 também 

podem ser encontrados em linhagens de S. Infantis, ainda que em proporções reduzidas. No 

estudo de García-Soto e colaboradores (2020), entre 30 isolados S. Infantis provenientes de 

frangos na Alemanha, foram encontrados o ST2283 em linhagens isoladas entre 2014 e 2019 

e o ST1032 em linhagens isoladas em 1995 e 1996, além do ST32 (GARCÍA-SOTO et al., 

2020). Kürekci e colaboradores (2021) detectaram o ST7091 em uma única linhagem desta 

sorovariedade isolada de frangos em 2017 na Turquia (KÜREKCI et al., 2021).  

Portanto, ainda que o MLST não possua uma capacidade adequada para permitir a 

diferenciação e subtipagem de linhagens de S. Infantis, a metodologia demonstra sua 

capacidade para caracterização de isolados desta sorovariedade devido à elevada dominância 

do ST32, demonstrando a capacidade da técnica em identificar STs específicos em linhagens 

desta sorovariedade e reforçando a possibilidade de seu uso como uma alternativa a 

sorotipagem tradicional (ACHTMAN et al., 2012). 

Com o maior acesso às tecnologias de WGS, a análise de CRISPR foi uma das 

técnicas cuja realização foi facilitada em razão da rápida capacidade de detecção de 
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sequências de espaçadores em genomas bacterianos sequenciados através do uso de 

ferramentas online (COUVIN et al., 2018). Deste modo, análises filogenéticas baseadas na 

presença ou ausência destes espaçadores foram conduzidas e reportadas para diversos 

microrganismos, incluindo sorovariedades diversas de Salmonella (SHARIAT et al., 2013; 

DENG et al., 2015; ALMEIDA et al., 2017; VILELA et al., 2020b).  

No presente estudo, a busca pelos espaçadores foi realizada através dos assemblies 

obtidos pelo WGS e revelou a presença de 35 tipos de espaçadores no CRISPR1 e 26 tipos 

no CRISPR2 entre as linhagens estudadas. No dendrograma de similaridade gerado para a 

análise de CRISPR, as linhagens foram agrupadas em 21 CRISPR-tipos e em único grupo 

com uma similaridade geral ≥80.7% entre todas as linhagens analisadas, com 43 linhagens 

de S. Infantis e a linhagem de referência utilizada consideradas como indistinguíveis perante 

a metodologia, além apresentar um índice de discriminação de 0,696 (Figura 7).  

Estes resultados indicam que a técnica de CRISPR teve um poder de discriminação 

reduzido para caracterizar as linhagens estudadas. Até o presente momento, nenhum estudo 

conduzido no Brasil ou em outros países com linhagens de S. Infantis utilizou a análise de 

CRISPR com finalidades de tipagem molecular. No entanto, em razão da presença altamente 

conservada de espaçadores nesta sorovariedade, três trabalhos encontrados realizaram a 

busca de espaçadores pelo WGS para o desenvolvimento de esquemas de reação da 

polimerase em cadeia quantitativa (do inglês, quantitative polymerase chain reaction, ou 

qPCR) para detecção de linhagens de S. Infantis (RICHARDS et al. 2020; SHARIAT et al., 

2020; DEAVEN et al., 2021). Deste modo, ainda que a análise de CRISPR demonstre um 

baixo poder discriminatório como metodologia de tipagem molecular em linhagens de S. 

Infantis, a presença altamente conservada dos espaçadores presentes nesta sorovariedade 

demonstram o potencial desta técnica para fins de detecção, que pode ser facilitada pelo uso 

do WGS, sendo necessários mais estudos para investigar esta possível função.  

Com os avanços obtidos nos últimos anos que permitiram um maior acesso e 

barateamento de custos em tecnologias de sequenciamento de WGS, diferentes 

metodologias de tipagem molecular bacteriana puderam ser desenvolvidas visando a 

detecção, caracterização e vigilância de diferentes patógenos bacterianos (GILMOUR et al., 

2013; ALLARD, 2016; TAGINI & GREUB, 2017).  Embora poucos estudos conduzidos até 

o presente momento tenham utilizado estas metodologias para tipar linhagens de S. Infantis, 

estes trabalhos em sua maioria utilizaram o cgMLST e a análise de SNPs para caracterizar 
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estes isolados (YOKOYAMA et al., 2014; YOKOYAMA et al., 2015; BROWN et al., 2018; 

ACAR et al., 2019; GYMOESE et al., 2019; ALBA et al., 2020).  

No presente estudo, as 80 linhagens estudadas desta sorovariedade também foram 

analisadas de acordo com estas duas metodologias. Na análise de SNPs, as linhagens foram 

agrupadas em dois grupos distintos, sendo o grupo SNP-A composto por 20 linhagens e o 

grupo SNP-B por 56 linhagens (Figura 4). Já pela análise de cgMLST, as linhagens foram 

agrupadas em três grupos distintos, sendo o grupo cgMLST-A formado por 60 linhagens, o 

grupo cgMLST-B por 14 e o grupo cgMLST-C por seis linhagens (Figura 6). Similarmente 

aos dados obtidos pelo PFGE, o cgMLST e a análise de SNPs sugerem a presença de um 

subtipo prevalente de linhagens S. Infantis no Brasil que vem contaminando fontes diversas 

em diferentes estados do país. 

Pela literatura, até o momento, não foram encontrados estudos baseados nas análises 

de SNPs e cgMLST que tivessem caracterizado linhagens de S. Infantis isoladas no Brasil, 

sendo encontrados apenas trabalhos conduzidos em outros países que apresentam diferentes 

resultados por estas técnicas (YOKOYAMA et al., 2014; YOKOYAMA et al., 2015; 

BROWN et al., 2018; ACAR et al., 2019; GYMOESE et al., 2019; ALBA et al., 2020). Nos 

trabalhos de Yokoyama e colaboradores (2014; 2015), a análise de SNPs revelou a presença 

de cinco grupos geneticamente distintos em 67 linhagens de S. Infantis isoladas entre 1996 e 

2015 de humanos, carne de frango e ambientes comerciais no Japão (YOKOYAMA et al., 

2014), e ao comparar estes isolados com outras 19 linhagens de S. Infantis isoladas de carne 

de frango em 2011, o grupo também observou que estas também pertenciam a dois dos 

cincos grupos descritos anteriormente (YOKOYAMA et al., 2015). Brown e colaboradores 

(2018), em estudo com 34 linhagens de S. Infantis isoladas de humanos e uma linhagem de 

carne de frango isolados entre 2012 e 2015 nos Estados Unidos, reportaram a presença de 

dois grupos pela análise de SNPs entre todos os isolados analisados, sendo que o maior 

grupo conteve 32 isolados e exibiu uma elevada similaridade (BROWN et al., 2018). No 

trabalho de Acar e colaboradores (2019), foi observado que 23 linhagens de S. Infantis 

isoladas de carne de frango na Turquia entre 2012 e 2013 foram alocadas em um grupo com 

alta correlação genética em comparação com outros 234 genomas de linhagens de S Infantis 

isoladas de nove países por esta mesma análise (ACAR et al., 2019). Finalmente, Alba e 

colaboradores (2020) reportaram a presença de nove grupos distintos de linhagens de S. 

Infantis ao comparar 382 linhagens isoladas de fontes diversas em nove países da Europa 

pela análise de SNPs (ALBA et al., 2020). No estudo de Gymoese e colaboradores (2019), 
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que comparou 56 linhagens isoladas de humanos na Dinamarca com outras 44 linhagens de 

outros países, foi observada a formação de oito grupos distintos entre estes isolados pela 

metodologia de cgMLST, o que demosntra que a metodologia conseguiu diferenciar 

adequadamente as linhagens estudadas (GYMOESE et al., 2019). 

É importante notar que, no presente estudo, todas as metodologias utilizadas 

apresentaram diferentes capacidades de caracterizar e subtipar as linhagens de S. Infantis 

estudadas. No entanto, principalmente entre o PFGE, cgMLST e a análise de SNPs, pode-se 

notar que estas metodologias apresentaram resultados concordantes entre si, apesar de 

utilizaram diferentes abordagens em suas análises. Mesmo apresentando divisões em 

diferentes quantidades de grupos, as três técnicas puderam demonstrar características em 

comuns entre algumas das 80 linhagens estudadas nos três dendrogramas obtidos, como a 

prevalência de linhagens isoladas na região Sul do Brasil em determinados grupos e o 

agrupamento de linhagens com alta proximidade genotípica isoladas de fontes de humanos 

ou de animais, por exemplo. Deste modo, os resultados sugerem que estas metodologias 

apresentam uma boa capacidade para discriminar e caracterizar isolados de S. Infantis, 

sendo, portanto, adequadas e concordantes para uso em estudos de tipagem molecular. As 

metodologias de PFGE, MLST, cgMLST e as análise de SNPs e CRISPR sugerem a 

possível presença de um subtipo prevalente de S. Infantis circulantes em diferentes fontes de 

origem clínica e não-clínica e regiões do país. Tais resultados reforçam a importância da 

investigação e rastreio de linhagens desta sorovariedade por autoridades de saúde pública e 

segurança alimentar no Brasil. 

Em conjunto os resultados obtidos possibilitaram uma melhor caracterização quanto 

a diversidade genotípica, potencial patogênico e perfil genotípico e fenotípico de resistência 

a antimicrobianos de S. Infantis isoladas de diversas fontes de origem clínica e não-clínica 

em diferentes regiões do Brasil. Ademais, estes resultados reforçam o potencial perigo que 

linhagens de S. Infantis de origens diversas possam representar para os âmbitos de saúde 

pública e segurança alimentar do Brasil. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 A alta prevalência de genes cromossômicos de virulência detectados, relacionados à 

motilidade, invasão celular e sobrevivência em células fagocíticas, reforça o potencial 

patogênico desta sorovariedade em causar doença em humanos, assim como o risco de 

sua presença em alimentos, ambiente e fontes veterinárias; 

 

 As altas taxas de linhagens apresentando perfis fenotípicos e genotípicos de resistência a 

antimicrobianos utilizados na área clínica alertam para o potencial risco de falha 

terapêutica nas infecções causadas por S. Infantis em humanos que requerem tratamento, 

bem como alertam para o potencial risco de linhagens resistentes em alimentos e no 

ambiente; 

 

 A técnica de PFGE discriminou adequadamente as linhagens e os resultados sugerem a 

circulação de um subtipo prevalente de S. Infantis em diferentes fontes e regiões do país;  

 

 A presença absoluta do ST32 revelada pelo MLST entre as linhagens estudadas reforça a 

dominância deste ST na sorovariedade S. Infantis em isolados do Brasil e de outros 

países, demonstrando a capacidade desta técnica em identificar linhagens desta 

sorovariedade em STs específicos; 

 

 A alta similaridade e a ausência de grupos entre as linhagens estudadas pela análise de 

CRISPR demonstraram uma baixa capacidade discriminatória desta metodologia para 

subtipar linhagens de S. Infantis; 

 

 As técnicas de cgMLST e análise de SNPs sugerem que a maioria das linhagens de S. 

Infantis estudadas descendem de um subtipo prevalente que tem contaminado humanos, 

animais, alimentos e ambiente em diferentes locais do Brasil, corroborando os achados de 

PFGE; 

 

 Os resultados em conjunto reforçam o potencial perigo que linhagens de S. Infantis de 

origem clínica e não-clínica podem representar para os âmbitos de saúde pública e 

segurança alimentar no Brasil. 
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Apêndice A - Perfis fenotípicos e genotípicos de resistência a antimicrobianos das 80 linhagens estudadas de Salmonella Infantis, isoladas de 

alimentos (n=27), ambiente (n=24), humanos (n=19), animais (n=7) e ração animal (n=3) entre 2013 e 2018 no Brasil. 

Linhagem Estado Material de isolamento Fonte Perfis fenotípicos de resistência Perfis de genotípicos de resistência*
1
 

1348/13 PR Fezes HU KZ, CRO(i), CTX, CAZ, NA(i), CIP(i) aac(6')-Iaa 

2385/13 PR Soja AL S(i) aac(6')-Iaa 

2950/13 AL Fezes HU KZ, S(i), NA(i), CIP(i) aac(6')-Iaa 

2951/13 AL Fezes HU S(i), NA(i) aac(6')-Iaa 

3156/13 SC Propé AMB AMP, PRL, KZ, CTX(i), S(i) aac(6')-Iaa, aadA12, blaTEM-1 

5025/13 SC Fezes HU S(i), CIP(i) aac(6')-Iaa 

124/14*
2
 RS Fezes de suíno AL 

AMP, PRL(i), AMC, KZ, FOZ, CRO, CTX, 

CAZ, S(i), CIP(i) 
aac(6')-Iaa, blaCMY-2 

210/14 SC Swab de arrasto AMB 
AMP, PRL, KZ(i), CRO(i), CTX(i), S(i), TET, 

CIP(i), C 
aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

212/14 SC Swab de arrasto AMB AMP, PRL, KZ(i), S(i), TET, CIP(i), C 
aac(6')-Iaa, aadA12, blaTEM-1, floR, dfrA8, 

tet(A) 

388/14 SP Farelo de soja RA PRL(i), S(i), CIP(i) aac(6')-Iaa 

583/14 SC Carcaça de frango AL 
AMP, PRL(i), KZ(i), S(i), TET, NA(i), CIP(i), 

C 
aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

584/14 SC Massa contendo presunto AL AMP, PRL, KZ, IPM, S, TET, CIP(i), C aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

677/14 SC Chiffonette  de carcaça AL 
AMP, PRL, KZ(i), CTX(i), CAZ(i), S(i), 

NA(i), CIP(i) 
aac(6')-Iaa, blaTEM-1 

723/14 SC Swab de arrasto AMB 
KZ(i), CTX(i), FEP(i), IPM(i), S(i), NA(i), 

CIP(i) 
aac(6')-Iaa 

982/14 RS Fezes de frango AL 
AMP, PRL, AMC, KZ, FOX, CRO, CTX, 

CAZ, FEP(i), S(i), NA(i), CIP(i) 
aac(6')-Iaa, blaCMY-2 

1143/14 RS Fezes de frango AL 
AMP, PRL, AMC, KZ, FOX, CRO, CTX, 

CAZ, NA(i), CIP(i) 
aac(6')-Iaa, blaCMY-2 

1284/14 SC Swab de arrasto AMB AMP, PRL, KZ(i), S(i), TET, C aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

1380/14 RS Fezes de frango AL AMP, AMC, KZ, FOX, CRO, CTX, CAZ, S(i) aac(6')-Iaa, blaCMY-2, blaCMY-61 
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Linhagem Estado Material de isolamento Fonte Perfis fenotípicos de resistência Perfis de genotípicos de resistência*
1
 

1408/14 RS Fezes HU KZ, FOX, CRO, CTX, FEP, S(i) aac(6')-Iaa 

1409/14 RS Fezes HU KZ, FOX, CRO, CTX, FEP, S(i) aac(6')-Iaa 

1441/14 RS Maionese AL KZ(i), S(i) aac(6')-Iaa 

1711/14 RS Fezes de frango AL AMP, AMC, KZ(i), FEP(i) aac(6')-Iaa, blaCMY-2 

2378/14 SC Swab de caminhão AMB 
AMP, PRL(i), KZ, FOX, CRO, CTX, CAZ, 

S(i), TET, C 
aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

2430/14 SC Linguiça mista AL AMP, PRL(i), S(i), TET, NA(i), CIP(i), C aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

2461/14 SC Carcaça de frango AL AMP, PRL, S(i), TET, NA(i), CIP(i), C 
aac(6')-Iaa, blaTEM-1, blaCTX-M-8, floR, 

dfrA8, tet(A) 

2463/14 SC Carcaça de frango AL AMP, PRL, TET, CIP(i), C 
aac(6')-Iaa, blaTEM-1, blaCTX-M-8, floR, 

dfrA8, tet(A) 

2548/14 RS Fezes de frango AL AMP, PRL(i), AMC(i), KZ(i), S(i), CIP(i) aac(6')-Iaa, blaCMY-2 

3836/14 RS Swab de arrasto AMB S(i) aac(6')-Iaa 

4882/14 MG Carcaça de frango AL 
AMP, PRL, AMC(i), KZ, CRO, CTX, FEP(i), 

S(i) 
aac(6')-Iaa, blaCTX-M-8 

4892/14 MG Asa de frango AL AMP, PRL, KZ, CRO, CTX, FEP, S(i), CIP(i) aac(6')-Iaa, blaCTX-M-8 

4895/14 MG Carcaça de frango AL 
AMP, PRL, KZ, CRO, CTX, FEP, S(i), AK(i), 

CIP(i) 
aac(6')-Iaa 

4901/14 MG Focinho suíno AL AMP, PRL, KZ, CRO, CTX, FEP aac(6')-Iaa, blaCTX-M-8 

5247/14 MG Coxa e sobrecoxa de frango AL AMP, PRL, KZ, CTX, FEP(i) aac(6')-Iaa, blaCTX-M-8 

342/15 SC Coração suíno AL AMP, PRL, KZ(i), CTX, S(i), TET, CIP(i), C aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

444/15 SC Filé suíno AL AMP, PRL, CTX(i), TET, C aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

447/15 SC Copa suína AL 
AMP, PRL, AMC(i), KZ(i), CTX(i), TET, 

CIP(i), C 
aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

1809/15 SC Farinha de carne RA AMP, PRL, KZ(i), CTX(i), S(i), TET, C aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 
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Linhagem Estado Material de isolamento Fonte Perfis fenotípicos de resistência Perfis de genotípicos de resistência*
1
 

1816/15 SC Farinha de viceras RA 
AMP, PRL, KZ(i), CTX(i), S(i), TET, CIP(i), 

C 
aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

2280/15 SC Carcaça de frango AL 
AMP, PRL, KZ(i), CTX(i), S(i), TET, CIP(i), 

C 
aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

2302/15 SC Chiffonette AMB CTX(i) aac(6')-Iaa 

2370/15 SC Chiffonette de carcaça AL CTX(i), S(i), CIP(i) aac(6')-Iaa 

2869/15 MG Sobrecoxa de frango AL KZ(i), CTX, S(i), AK(i), NA, CIP(i) aac(6')-Iaa 

3056/15 MG Carcaça de frango AL AMP, PRL, KZ, CRO, CTX, CAZ(i), FEP aac(6')-Iaa, blaCTX-M-8 

4764/15 SC Chiffonette AMB AMP, PRL, KZ(i), CTX, CAZ(i), S(i), TET, C aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

5391/15 SC Propé AMB AMP, PRL, AMC, KZ, FOX, CRO, CTX, CAZ aac(6')-Iaa, blaCMY-2 

5837/15 SC Propé AMB - aac(6')-Iaa 

5853/15 SC Propé AMB - aac(6')-Iaa 

5859/15 SC Propé AMB CTX, CAZ, S(i), AK, CIP(i) aac(6')-Iaa 

5911/15 SC Chiffonette AMB AMP, PRL, KZ(i), S(i), TET, SXT(i), CIP(i), C aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

5912/15 SC Chiffonette AMB AMP, PRL, TET, C aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A)  

5915/15 SC Chiffonette AMB AMP, PRL, TET, CIP(i), C aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

5923/15 SC Chiffonette AMB AMP, PRL, TET, CIP(i), C aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

220/16 SC Chiffonette AMB AMP, PRL, KZ(i), S(i), TET, C aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

3687/16 SC Carcaça de frango AL 
AMP, PRL, KZ(i), CTX(i), FEP(i), TET, 

CIP(i), C 
aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

4447/16 SC Linguiça suína AL 
AMP, PRL, KZ(i), CTX(i), CAZ(i), IPM(i), 

S(i), TET, C 
aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

5946/16 SC Costelinha Suína AL AMP, PRL, KZ(i), TET, SXT(i), C aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

6987/16 MA Fezes HU AMP, PRL, KZ(i), S(i), AK(i), SXT, CIP(i) aac(6')-Iaa, blaTEM-1, dfrA8, sul2 
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Linhagem Estado Material de isolamento Fonte Perfis fenotípicos de resistência Perfis de genotípicos de resistência*
1
 

7876/16 RS Fezes HU AMP, PRL, KZ, CRO, CTX, FEP, TET, C 
aac(6')-Iaa, blaTEM-1, blaCTX-M-8, floR, 

dfrA8, tet(A) 

11/17 PR Swab de arrasto AMB S(i) aac(6')-Iaa 

23/17 PR Swab de arrasto AMB S(i) aac(6')-Iaa 

238/17 PR Swab de arrasto AMB - aac(6')-Iaa 

872/17 MG Carcaça de frango AL IPM(i) aac(6')-Iaa 

1171/17 SP Solo AMB CTX(i), S(i) aac(6')-Iaa 

1256/17 SP Solo AMB - aac(6')-Iaa 

2580/17*
3
 SC Fezes HU S(i) aac(6')-Iaa 

2953/17 GO Swab fecal HU - aac(6')-Iaa 

2954/17 GO Swab fecal HU KZ(i), S(i), CIP(i) aac(6')-Iaa 

3380/17 GO Swab fecal HU S(i) aac(6')-Iaa 

3877/17 MG Asa de frango AL CTX(i) aac(6')-Iaa 

3906/17 SP Resíduo de peneira AMB 
AMP, PRL, KZ(i), CTX, CAZ, FEP(i), S(i), 

TET, SXT(i), C 
aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

4065/17 PR Fezes HU AMP, PRL, KZ(i), S(i), TET, C aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

4067/17 PR Fezes HU AMP, PRL, S, TET, CIP(i), C aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

4069/17 PR Sangue HU S(i) aac(6')-Iaa 

52/18 MG Carcaça de frango AL AMP, PRL, KZ, FOX, CTX, FEP aac(6')-Iaa, blaCTX-M-8 

331/18 GO Swab fecal HU - aac(6')-Iaa 

623/18 SC Fezes HU - aac(6')-Iaa 

661/18 MS Fezes HU - aac(6')-Iaa 
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Linhagem Estado Material de isolamento Fonte Perfis fenotípicos de resistência Perfis de genotípicos de resistência*
1
 

942/18 RS Swab fecal HU AMP, PRL, KZ(i), CTX(i), S(i), TET aac(6')-Iaa, blaTEM-1, floR, dfrA8, tet(A) 

1634/18 SC Carne de peixe olhete AL CIP(i) aac(6')-Iaa 

2676/18 GO 
Matriz avícola de 

reprodução 
AL AMP, PRL, AMC, KZ, FOX, CRO, CAZ, CTX aac(6')-Iaa, blaCMY-2 

Alagoas, AL; Goiás, GO; Maranhão, MA; Mato Grosso do Sul, MS; Minas Gerais, MG; Paraná, PR; Rio Grande do Sul, RS; Santa Catarina, SC; São Paulo, SP. 

Chiffonette: material similar a um tecido de limpeza sintético, utilizado na indústria alimentícia e granjas para coleta de material para cultura microbiana.  

(i), perfil intermediário de resistência.  

AMC, Amoxicilina-ácido clavulânico; AMP, Ampicilina; AK, Amicacina; C, Cloranfenicol; CAZ, Ceftazidime; CIP, Ciprofloxacina; CN, Gentamicina; CRO, Ceftriaxona; 

CTX, Cefotaxime; FEP, Cefepime; FOX, Cefotaxime; IPM, Imipenem; KZ, Cefazolina; NA, Ácido nalidíxico; PRL, Piperacilina; S, Estreptomicina; SXT, Sulfametoxazol-

trimetoprim; TE, Tetraciclina. 

*1 Todas as linhagens estudadas apresentaram mutações pontuais nos seguintes genes: gyrB (Gln624-Lys), parC (Thr57-Ser e Thr255-Ser). 
*2 A linhagem 124/14 apresentou adicionalmente uma mutação pontual no gene pmrA (Asp28-Tyr). 

*3 A linhagem 2580/17 apresentou adicionalmente uma mutação pontual no gene parC (Val702-Ala). 
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Apêndice B - Dados dos assemblies gerados pelo sequenciamento do genoma completo das 

80 linhagens de Salmonella Infantis estudadas, isoladas de alimentos (n=27), ambiente 

(n=24), humanos (n=19), animais (n=7) e ração animal (n=3) entre 2013 e 2018 no Brasil.  

Linhagem N° CFSAN 
Nº de acesso do 

GenBank 

N° de 

Contigs 

Tamanho 

(Mb) 
Cobertura 

1348/13 CFSAN107127 AAWRHH000000000.1  30 4.685.354 72X 

2385/13 CFSAN107129 AAWRGU000000000.1  39 4.639.975 35X 

2950/13 CFSAN107130 AAWRHS000000000.1  37 4.694.965 62X 

2951/13 CFSAN107131 AAWRHN000000000.1  35 4.619.292 75X 

3156/13 CFSAN107132 AAWRGH000000000.1  57 4.849.812 82X 

5025/13 CFSAN107133 AAWRGA000000000.1  45 4.730.564 59X 

124/14 CFSAN107134 AAWRDW000000000.1  67 4.796.946 43X 

210/14 CFSAN107136 AAWREM000000000.1  60 4.745.933 34X 

212/14 CFSAN107137 AAWRDZ000000000.1  66 4.887.562 88X 

388/14 CFSAN107138 AAWRER000000000.1  31 4.756.799 58X 

583/14 CFSAN107139 AAWREP000000000.1  53 4.785.260 66X 

584/14 CFSAN107140 AAWREX000000000.1  51 4.761.334 50X 

677/14 CFSAN107141 AAWRFG000000000.1  53 4.785.741 35X 

723/14 CFSAN107142 AAWRFD000000000.1  47 4.739.027 60X 

982/14 CFSAN107143 AAWRHV000000000.1  67 4.843.644 55X 

1143/14 CFSAN107144 AAWRHU000000000.1  45 4.935.012 108X 

1284/14 CFSAN107145 AAWRIM000000000.1  60 4.839.954 68X 

1380/14 CFSAN107146 AAWRIF000000000.1  48 4.747.908 52X 

1408/14 CFSAN107148 AAWRIL000000000.1  31 4.639.197 66X 

1409/14 CFSAN107149 AAWRHF000000000.1  34 4.624.103 52X 

1441/14 CFSAN107150 AAWRHL000000000.1  32 4.696.002 66X 

1711/14 CFSAN107151 AAYKFJ000000000.1 96 5.114.771 119X 

2378/14 CFSAN107152 AAWRHR000000000.1  70 4.879.261 89X 

2430/14 CFSAN107153 AAWRHO000000000.1  56 4.884.337 73X 

2461/14 CFSAN107154 AAWRGI000000000.1  65 4.883.413 68X 

2463/14 CFSAN107155 AAYKFK000000000.1 68 4.914.689 77X 

2548/14 CFSAN107156 AAWRDS000000000.1  42 4.920.125 96X 

3836/14 CFSAN107160 AAXBHC000000000.1  33 4.757.086 86X 

4882/14 CFSAN107164 AAXBHW000000000.1  61 4.896.419 173X 

4892/14 CFSAN107165 AAXAKM000000000.1  62 4.834.947 133X 

4895/14 CFSAN107166 AAXAKH000000000.1  51 4.758.951 79X 

4901/14 CFSAN107167 AAXAKN000000000.1  60 4.812.020 95X 

5247/14 CFSAN107168 AAXAKJ000000000.1  67 4.785.236 88X 

342/15 CFSAN107171 AAXHSY000000000.1 83 4.877.593 111X 

444/15 CFSAN107172 AAXHRH000000000.1 78 4.841.826 97X 

447/15 CFSAN107173 AAXHRI000000000.1  87 4.948.504 121X 

1809/15 CFSAN107179 AAXHSE000000000.1  70 4.854.355 118X 

1816/15 CFSAN107180 AAXHVG000000000.1 90 4.813.298 79X 

2280/15 CFSAN107182 AAXHUK000000000.1 78 4.868.375 85X 
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Linhagem N° CFSAN 
Nº de acesso do 

GenBank 

N° de 

Contigs 

Tamanho 

(Mb) 
Cobertura 

2302/15 CFSAN107183 AAXHUC000000000.1 52 4.676.437 84X 

2370/15 CFSAN107185 AAXHUH000000000.1 58 4.703.025 77X 

2869/15 CFSAN107190 AAXHUP000000000.1 35 4.684.214 70X 

3056/15 CFSAN107193 AAXHUJ000000000.1 57 4.842.379 97X 

4764/15 CFSAN107197 AAXHVH000000000.1 73 4.809.343 54X 

5391/15 CFSAN107200 AAXHUD000000000.1 52 4.816.351 79X 

5837/15 CFSAN107201 AAXHTN000000000.1  53 4.682.394 72X 

5853/15 CFSAN107202 AAXJLL000000000.1  31 4.646.034 36X 

5859/15 CFSAN107203 AAXHWB000000000.1  34 4.826.566 89X 

5911/15 CFSAN107204 AAXHVK000000000.1 56 4.785.749 64X 

5912/15 CFSAN107205 AAYKGL000000000.1  60 5.039.845 161X 

5915/15 CFSAN107206 AAYKGJ000000000.1 60 5.048.568 141X 

5923/15 CFSAN107207 AAYKGQ000000000.1 58 5.084.316 185X 

220/16 CFSAN107212 AAYKGB000000000.1 91 4.808.674 83X 

3687/16 CFSAN107222 AAYKGA000000000.1  73 5.193.987 206X 

4447/16 CFSAN107224 AAYKGC000000000.1 60 4.741.274 44X 

5946/16 CFSAN107226 AAYAAA000000000.1  71 4.781.146 89X 

6987/16 CFSAN107229 AAYAIC000000000.1  49 4.849.107 99X 

7876/16 CFSAN107233 AAYAFO000000000.1  94 4.961.253 109X 

11/17 CFSAN107235 AAYARD000000000.1  51 4.712.369 127X 

23/17 CFSAN107237 AAYAFK000000000.1  52 4.696.020 94X 

238/17 CFSAN107238 AAYAFN000000000.1  48 4.762.239 96X 

872/17 CFSAN107239 AAYAFR000000000.1  37 4.641.528 61X 

1171/17 CFSAN107242 AAYAFL000000000.1  52 4.596.651 49X 

1256/17 CFSAN107243 AAYAFP000000000.1  54 4.580.506 39X 

2580/17 CFSAN107259 AAYKFO000000000.1 72 4.866.248 140X 

2953/17 CFSAN107261 AAYKFZ000000000.1  39 4.843.782 126X 

2954/17 CFSAN107262 AAYKFE000000000.1  38 4.916.543 223X 

3380/17 CFSAN107263 AAYKFP000000000.1 51 4.691.340 112X 

3877/17 CFSAN107264 AAYKFX000000000.1 38 4.958.292 205X 

3906/17 CFSAN107265 AAYKFS000000000.1 59 4.695.925 57X 

4065/17 CFSAN107266 AAYKFR000000000.1  60 4.845.749 102X 

4067/17 CFSAN107267 AAYKGD000000000.1 84 5.080.992 296X 

4069/17 CFSAN107268 AAYKFD000000000.1 39 4.692.193 95X 

52/18 CFSAN107270 AAYKFI000000000.1  48 4.767.821 96X 

331/18 CFSAN107273 AAYKFT000000000.1  57 4.586.964 86X 

623/18 CFSAN107279 AAYKFY000000000.1 82 4.604.903 52X 

661/18 CFSAN107280 AAYKFW000000000.1  52 4.596.946 47X 

942/18 CFSAN107281 AAYKFM000000000.1 68 4.981.050 128X 

1634/18 CFSAN107284 AAYKFQ000000000.1 35 4.641.031 84X 

2676/18 CFSAN107285 AAYKFF000000000.1 56 4.803.122 84X 
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