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“O importante é estar pronto, a qualquer momento, a sacrificar
aquilo que somos a favor do que podemos vir a ser.”

(Charles Dubois)
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RESUMO

SOUZA, Weyber Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2021. Estudo
de viruléncia de Salmonella spp. isolados de linfonodos mesentéricos suinos: Uma
abordagem utilizando o sequenciamento de genoma completo. Orientador: Ricardo Seiti
Yamatogi.

Salmonella spp. € um importante patégeno causador de doengas de origem alimentar, gerando
impactos na economia e saide publica. Esta dissertacdo estd dividida em dois capitulos, o
primeiro com uma revisdo sobre o tema e o segundo a apresentacdo dos resultados da
pesquisa. O objetivo desse estudo foi avaliar os componentes genéticos relacionados aos
fatores de viruléncia e genes ortdlogos de 10 sorovares. Foram utilizados 27 isolados de
Salmonella spp., compreendendo os sorovares S. Derby (n=4), S. Give (n=2), S. Cerro (n=3),
S. Typhimurium (n=4), §. 1.4[5],12:i:- (n=4), S. Panam4 (n=3), S Infantis (n=1), S. Bredeney
(n=4), S. London (n=1) e S. Bovimorbificans (n=1) oriundos de linfonodos mesentéricos
suinos dos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Parand. Os isolados tiveram seus genes
ortologos comparados assim como, a presenca de 142 fatores de viruléncia distribuidos em 20
estruturas que compreendem as ilhas de patogenicidade, ilhotas, genes de regulacdo, adesao,
fimbrias, flagelos, entre outros, por meio do sequenciamento de genoma completo (WGS). O
resultado da comparacdo gendmica agrupou os isolados em 3 grupos principais com destaque
de um grupo formado somente por Sal/monella do Estado de Minas gerais. Além disso, foram
preditos um total de 125 genes de viruléncia, destacando os sorovares S. Typhimurium e S.
1.4[5],12:i:- que apresentaram os maiores quantitativos de fatores de viruléncia,
diferentemente dos sorovares S. Derby e S. Cerro. As analises demonstraram que 38 genes
(invA, hilA, orgA, prgK, sipA, sipB, sipC, sipD, slrP, sopA, sopD, sopE2, spaO, sptP, sifA,
sseB, sseC, sseL, ssrA, ttrC, spiC, mgtC, sopB, pagN, sodC1, phoP, phoQ, tolC, sdiA, entF,
JhuA, leuO, oxyR, slyA, fimA, flgL, flgK, fliC) apresentaram 100% de frequéncia nos isolados.
Os genes relacionados as ilhas de patogenicidade, regulacdo, fimbrias e flagelos se mostraram
bem conservados em todos os genomas estudados. Assim, a constante investigacdo de
Salmonella em suinos fornece dados para subsidiar respostas ligados ao aspecto
epidemioldgico do agente. Além disso, estudo genéticos como, por exemplo, a pesquisa de
genes de viruléncia auxiliam em um melhor entendimento da patogenicidade e subsidiam

informacdes para o controle e desenvolvimento de programas relacionados e este agente.

Palavras-chave: WGS. S. Typhimurium. Sorovares.



ABSTRACT

SOUZA, Weyber Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October 2021. Virulence
factors of Salmonella spp. isolates from swine mesenteric lymph nodes: A WGS
approach. Advisor: Ricardo Seiti Yamatogi.

Salmonella spp. is foodborne pathogen, impacting the economy and public health. This
dissertation is divided into two chapters, the first is a review about main topic topic and the
second is the manuscript. In this study, 27 isolates of Salmonella spp. were used, comprising
the serovars S. Derby (n= 4), S. Give (n= 2), S. Cerro (n= 3), S. Typhimurium (n= 4), S.
14[5],12:1:- (n=4), S. Panama (n= 3), § Infantis (n= 1), S. . Bredeney (n=4), S. London (n= 1)
and S. Bovimorbificans(n= 1) from pigs mesenteric lymph nodes from the Minas Gerais, Sao
Paulo and Parand States. The isolates had their ortholog genes compared, as well as the
presence of 142 virulence factors distributed in 20 structures comprising the pathogenicity
islands, islets, regulatory genes, adhesion, fimbriae, flagella, among others, through complete
whole genome sequencing (WGS). The result of the genomic comparison grouped the isolates
into 3 groups, being a group composed only by Salmonella from the Minas Gerais state. In
addition, a total of 125 virulence genes were predicted, highlighting serovars S. Typhimurium
and SI4[5],12:i:- which presented the highest number of virulence factors, unlike serovars S.
Derby and S. Cerro. A totally of 38 genes (invA, hilA, orgA, prgK, sipA, sipB, sipC, sipD,
slrP, sopA, sopD, sopE2, spaO, sptP, sifA, sseB, sseC, ssel, ssrA, ttrC, mgt , sopB, pagN,
sodC1, phoP, phoQ, tolC, sdiA, entF, fhuA, leuO, oxyR, slyA, fimA, flgL, flgK, fliC) showed
100% frequency in the isolates. The genes related to pathogenicity islands, regulation,
fimbriae and flagella were conserved in all genomes. Thus, investigation of Salmonella in
swine provides data to epidemiological aspect of the agent. In addition, genetic data provides
information to understand the pathogenicity of agent and help the development of new

programs related to this agent.

Keywords: WGS. S. Typhimurium. Sorovars.
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1. INTRODUCAO

A suinocultura brasileira possui grande importancia no agronegdécio nacional, de acordo
com a Associagcdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA) em 2020 foram produzidos 4,436
mil de toneladas de carne suina, sendo 23% desse montante destinados a exportacdo, que
coloca o Brasil como 4° maior exportador dessa matriz no mundo.

Em contrapartida, a carne suina estd classificada como um importante veiculo de
transmissdo de Salmonella spp., fato que tem motivado pesquisas dedicadas a cadeia de
producdo suina. Para conter essa dissemina¢do, a implementagdo de controles sanitdrios para
monitorar a producdo animal e a manipulagdo de produtos de origem suina se fazem
necessdarios neste sistema.

A Salmonelose é uma importante infeccdo veiculada por alimentos, que possuem
diversas caracteristicas, como sua distribuicdo ubiquitdria, uma alta capacidade de
dissemina¢do no ambiente e com diversas fontes de contaminag¢do como, por exemplo, a carne
suina. Segundo o Ministério da Saude, estima-se que a Salmonella seja responsavel por 11,3%
dos surtos de Doengas transmitidas por alimentos (DTA) no Brasil.

Ao encontrar um hospedeiro, a habilidade do género Salmonella em causar doencas é
multifatorial, porém a severidade da doenca € influenciado pelos fatores de viruléncia. Alguns
desses fatores podem estar localizados em elementos genéticos modveis, como regides
especificas do cromossomo da bactéria, as chamadas de ilhas de patogenicidade, além da
presenca de fimbrias, flagelos, mobilidade, habilidade de invasdo e replicdo nas células
epiteliais, resisténcia a antimicrobianos, entre outros.

Em diversos paises, como no Brasil, ndo € rotineiro a caracterizagdo dos sorovares de
Salmonella isoladas em alimentos. Entretanto, devido as caracteristicas do género, €
importante o monitoramento constante e avaliacdo das cepas isoladas em alimentos
contaminados. O conhecimento das cepas circulantes, seu potencial de viruléncia, resisténcia
a antimicrobianos, e também a dissemina¢cdo de fendtipos e gendtipos especificos podem
auxiliar na compreensdo das vias de disseminacdo, formas de transmissdo e origem das
contaminacdes. Essas informagdes subsidiam as autoridades para implementacdo de
estratégias de controle, definir prioridades no monitoramento, além de avaliar as
possibilidades de tratamento das infec¢des mais graves em humanos.

Com os avancos da biologia molecular, tornou-se possivel o desenvolvimento de
técnicas promissoras, como o sequenciamento de genoma completo, para o estudo de

comunidades microbianas e investigacao das caracteristicas individuais de cada patégeno.
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2.1. Cadeia produtiva suina

A suinocultura brasileira possui grande destaque na pecudria nacional, apresentando
uma importancia socioecondmica bem solidificado, contribuindo para a gera¢do de empregos
diretos e indiretos. Além disso, a carne suina € a fonte de proteina animal mais consumida no

mundo (ABPA, 2020).

O Brasil possui um importante papel no cendrio internacional, sendo o 4° maior
produtor e exportador mundial de carne suina, tendo como lideres, em termos produtivos, a
China, Unido Europeia e Estados Unidos. Segundo a Associacdo Brasileira de proteina
Animal - ABPA, os maiores estados brasileiros produtores de carne suina, em termos de
abate, sdo Santa Catarina (30,73%), Parana (21,10%), Rio Grande do Sul (19,08%) e¢ Minas
Gerais (9,95%). Em 2020, foram registradas cerca de 1,970 milhdes de matrizes nas granjas
brasileiras, que representaram a producdo de 4,43 milhdes de toneladas de carne suina

(ABPA, 2020).

Ainda de acordo com a ABPA, 77% da producdo de carne suina brasileira ¢ destinada
ao mercado interno. Nos ultimos anos o consumo per capita de carne suina tem aumentado,
tendo registrado em 2020, uma média de 16,0 Kg/hab (ABPA, 2020). O Brasil possui
excelentes condi¢gdes para a criacdo de suinos, dentre elas é possivel destacar o clima tropical,
mao-de-obra de baixo custo, facilidade para manejo e tratamento de dejetos pelas grandes
dimensdes territoriais, topografia plana, grande producdo de grdos (milho e soja), dentre

outros (FRAGA; CAVATORTA; GONCALVES, 2017).

Na cadeia produtiva de suinos, a contaminacdo por salmonelas ocorre devido a presenca
de sorovares patogé€nicos adaptados a espécie suina, responsdveis pela ocorréncia de
gastroenterites e septicemias, e pelos sorovares adaptados que ndo causam a doenga clinica
nos animais, sendo os principais causadores e fontes contaminacdo de carcacas nos
abatedouros, as quais podem posteriormente infectar os humanos (ZERO; RODRIGUES,
2017).

As fontes de contaminacdo nas etapas da cadeia produtiva suina sdo diversas, sendo
possivel destacar desde problemas de densidade, programas sanitirios nas granjas, assim
como, o contato com utensilios e equipamentos da linha de abate, contato com outras carcagas
contaminadas e com conteudo intestinal que, eventualmente, pode extravasar durante alguma
etapa do processo (PAIM et al., 2019). O processo de abate, quando realizado de forma

adequada do ponto de vista higiénico-sanitdrio e respeitando os programas de autocontrole, é
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capaz de eliminar ou reduzir a niveis aceitdveis a presenca de microrganismos patogénicos

como a Salmonella (FORSYTHE, 2013).
2.2. Caracteristicas do género Salmonella spp.

Entre os patégenos mais envolvidos em infec¢Oes alimentares no mundo, e
reconhecidos pela Organiza¢cdo Mundial da Saide - OMS como um dos mais relevantes por
seu papel na satide publica estd incluso o género Salmonella (WHO, 2021). A histéria da
Salmonella se inicia por volta de 1643 quando Thomas Willis descreveu, de uma forma geral,
a febre tiféide. Em 1718, Junker comecou a esclarecer alguns aspectos sobre a etiologia das
febres tifoides e, em 1856, William Budd acreditava que o agente causador era excretado pela
urina e fezes e que o leite e a 4gua eram importantes veiculos de infeccdo. Entretanto, foi em
1880 que Carl Joseph Eberth conseguiu esclarecer a etiologia da febre tiféide observando o
bacilo tifico em 6rgdos de pacientes da Febre Tiféide. Em 1884, Gaffky, isolou o agente em
cultura pura, entdo a Salmonella ficou por muito tempo conhecida como “bacilo de Eberth”

(LEDERMANN D., 2003; ENG et al., 2015).

A designacdo do género Salmonella foi adotada em 1900, por Lignieres, em
homenagem a Daniel Elmer Salmon, médico veterindrio e bacteriologista americano do
século XIX, que isolou o microrganismo atualmente conhecido como Salmonella enterica
sorovar Choleraesuis de suinos. Desde entdo, diversos sorovares foram isolados de humanos,

animais, alimentos, ragdes, dgua e outras fontes (ENG et al., 2015).

As bactérias do género Salmonella spp. pertencem a familia Enterobacteriaceae, sao
anaerdbias facultativas, Gram-negativas, bastonetes curtos, ndo sao formadoras de esporos e
possuem um requerimento nutricional simples. A maioria dos sorovares sdo moveis e
possuem flagelos com excecdo das S. Gallinarum e S. Pullorum. A temperatura de
multiplicacdo varia de 5 a 46°C, sendo a temperatura 6tima de 37°C, sdo relativamente termo
sensiveis, sendo destruidas a 60°C por 15 a 20 minutos. Sdo organismos quimiotréficos,
apresentando metabolismo tanto respiratério quanto fermentativo, sdo indol negativos e

produzem &cido sulfidrico (FORSYTHE, 2013; ADLEY; RYAN, 2016).

Além disso sdo patdgenos resistentes ao congelamento e a dessecacdo, podendo
sobreviver no ambiente por anos, porém sao sensiveis a luz solar e a maioria dos desinfetantes
fendis, clorados e iodados. Seu crescimento ocorre em pH 6timo entre 6,5 a 7,5, podendo
variar entre 4,5 e 9,0, sendo inativada em pH inferior a 4,1 (BRASIL, 2011; ADLEY; RYAN,
2016).
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A Salmonella estd amplamente distribuida no ambiente e pode causar uma variedade
de doencas em humanos e animais. Por serem microrganismos intracelulares facultativos e
com caracteristicas de sobrevivéncia e multiplicacdo no interior de fagécitos, em humanos, a
infeccdo por Salmonella pode causar doencas diferentes, como febre tiféide, septicemia,

infeccdes localizadas de varios tecidos corporais e gastroenterite (OLIVEIRA et al, 2013).

O método de classificacdo adotado pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) é o
esquema de Kauffmann-White, que divide o género Salmonella em duas espécies, Salmonella
enterica e Salmonella bongori. A espécie Salmonella enterica é dividida em seis subespécies
(enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae € indica) que por sua vez sio classificadas
em sorovares. Atualmente sdo conhecidos 2659 sorovares, sendo a maioria pertencente a
espécie S. enterica (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014; RYAN; O'DWYER; ADLEY,
2017).

Os sorovares sdo diferenciados por seus antigenos somadticos (O), flagelar (H) e
capsular (Vi). De acordo com os fatores antigénicos comuns, esses sorovares sao divididos em
sorogrupos (FORSYTHE, 2013). Entre os diversos sorovares existentes, a Salmonella
Typhimurium e Salmonella Enteriditis sdo mais associados a salmonelose veiculada por

alimentos (TARABEES et al., 2017).

A sorotipagem do agente pode ser realizada considerando todas as estruturas
antigénicas, no entanto, para facilitar a coleta de dados epidemioldgicos é comum utilizar
reacdes mais simples e rdpidas, especificas para o antigeno O, possibilitando a separacao das

estirpes em seis diferentes sorogrupos: A, B, C1, C2, D e E (ENG et al., 2015).

Desse modo, o antigeno O € capaz de determinar o grupo ao qual o isolado pertence,
enquanto o antigeno H determina o sorovar. J4 o antigeno capsular ocorre apenas em S.
Typhi, S. Paratyphi C e em S. Dublin (RYAN; O’'DWYER; ADLEY, 2017). A maior parte
dos sorovares de Salmonella enterica infecta uma grande variedade de animais, mas a
adaptacdo acontece apenas em alguns sorovares. A S. Typhi, por exemplo, s6 infectam

humanos (FORSYTHE, 2013).
2.3. Aspectos epidemiolégicos

Em suinos, a infec¢do por Salmonella por sorovares ndo adaptados € considerada
assintomdtica, nao afetando o crescimento e nem os indices produtivos dos animais. Mesmo

os sorovares adaptados, ndo sdo motivo de preocupacdo na espécie. A Unica excecdo é S.
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Choleraesuis, agente altamente patogénico para os suinos e também classificado como uma

zoonose (VAN DER GAAG et al., 2004; NEITZKE; ROZA; WEBER, 2017).

A infeccdo por Salmonella ocorre pela via fecal-oral. Resumidamente, ao chegar no
intestino, ocorre uma invasao das células M pela bactéria e de enterdcitos por meio de
rearranjo do citoesqueleto dessas células, induzida por proteinas efetoras secretadas pelo
agente. O processo gerado atrai neutréfilos para o local, seguido por uma infiltracio dessas
células na lamina prépria e resultando no alcance a porc¢do basal das células e a fagocitose
macréfagos e neutréfilos. Em humanos, a doenca pode se apresentar de vérias formas,
acontecendo uma dependéncia do sorovar envolvido como, por exemplo, o sorovar adaptado
S. Typhi, responsdvel pela febre tifoide, o S. Paratyphi A e C pela febre entérica. Os demais
sorovares ndo adaptados causam normalmente gastroenterite em humanos (SANTOS et al.,

2003; PAIM et al., 2019).

O periodo de incubagdo da Salmonella pode variar entre 6 € 72 horas, com uma média
de 12 a 36 horas para manifestacdo de sintomas, que podem perdurar até sete dias (EFSA,
2018). Em diversas epécies, tanto o tempo de incubacdo quanto a gravidade da infeccdo
dependem de diversos fatores relacionados tanto ao hospedeiro quanto ao microrganismo.
Criangas, 1dosos, gestantes e pacientes imuno comprometidos sdo mais susceptiveis a
salmonelose com quadros clinicos mais graves. O potencial de viruléncia da cepa, sua
capacidade de invasdo, de resisténcia a antimicrobianos e sua dose infectante também

influenciam na gravidade da doenca (TACK et al., 2019)

De acordo com Gonzalez-Escobedo et al. (2011), a febre tiféide é a enfermidade mais
prevalente em locais com condi¢des de saneamento bdsico precdrias, sendo associada a
ingestdo de alimentos e 4gua contaminada por conteiido fecal. A doenca é caracterizada por
uma manifestacio de sepse, onde tecidos como figado, baco, intestinos, 0ssos e vesicula biliar
podem ser acometidos, cursando em sinais clinicos diversos, como nduseas, vomito, febre,

diarréia, constipacao e até 6bito (CRAWFORD et al., 2010; FORSYTHE, 2013).

A febre entérica apresenta sintomatologia similar a da febre tiféide, porém, com uma
caracteristica mais branda. As infec¢des nestes casos podem ocorrem em decorréncia do
consumo de dgua e alguns alimentos contaminados como o leite cru, ovos, mariscos e
vegetais. A gastroenterite ocorre apds a ingestdo dos sorovares nao adaptados, sendo o S.

Enteritidis o mais relatado, porém, outros sorovares, como o Typhimurium, Derby, Panama,
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Schwarzengrund, Infantis, Agona, ja foram relatados. (CAPALONGA et al., 2014; ZERO;
RODRIGUES, 2017).

A infec¢do dos animais pode ocorrer pela ingestdo de alimentos contaminados, contato
com animais de outras propriedades, como insetos, pulgas, pdssaros, cachorros ou gatos e
pelo proprio ambiente de producdo. A contaminagdo da carne suina, por sua vez, ocorre no
abatedouro, através do contato direto ou pela contaminagdo cruzada da carcaga positivas para

o patégeno com o contetido intestinal ou fezes (CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018).

O jejum pré-abate e o estresse do transporte t€ém sido indicados como grandes fatores
desencadeantes para a excrecdo da Salmonella sp. podendo influenciar a contaminagdo dos
animais em contato nos caminhdes assim como, nas baias de espera dos abatedouros, ja que a
invasdo do agente ocorre poucas horas apds a transmissdo. Essas condi¢des potencializam a
contaminacdo da cadeia produtiva, pois o alto indice de animais infectados determina os
riscos de contaminacdo de carcacas e produtos, através de eventual extravasamento de
conteudo intestinal e contaminacdes cruzadas. (MCKEAN et al., 2001; ZERO; RODRIGUES,
2017)

No processo evolutivo de cada sorovar hd actimulos de mutagdes, que muitas vezes
selecionam cepas que acabam por desenvolver mecanismos préprios para infeccio de um
hospedeiro especifico (JAJERE, 2019). Dentre eles, pode-se citar como sorovares espécie-
especificos S. Pullorum para as aves, S. Dublin para bovinos, S. Cholerasuis para suinos e S.
Typhi e S. Paratyphi para os humanos. A infec¢do de humanos por sorovares especificos para
outras espécies geralmente podem causar complicagdes, uma vez que essas estirpes podem ser

altamente invasivas, e em casos mais graves, pode causar 6bito (NAKAO et al., 2018).

N

A gravidade da salmonelose em humanos estd diretamente relacionada a interacio
hospedeiro-parasita. Condicdes do hospedeiro como idade, genética, doencas cronicas pré-
existentes, comprometimento do sistema imune, entre outros, sdo fatores relacionados a
gravidade da doenga (MENDONCA et al., 2020). Porém, caracteristicas do patégeno, como
resisténcia a antimicrobianos, capacidade de invasdo, produ¢do de fimbrias, codificagdao de
proteinas efetoras, formacgao de biofilmes, entre outras, também estdo relacionadas aos danos
ao hospedeiro, bem como sua manutencdo no ambiente, € consequentemente, na maior

possibilidade de infectar um hospedeiro suscetivel (SILVA et al., 2019).

A sorotipagem da Salmonella sp. ¢ de grande importancia para a saide publica, a

seguranca dos alimentos e o comércio nacional e internacional de alimentos, em especial os
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de origem animal. O conhecimento dos sorovares mais prevalentes em uma determinada
regido geogrifica ou em produtos especificos, como a carne suina, permite que sejam

adotadas medidas mais efetivas de prevencao e controle da Salmonella (LIMA et al., 2016).

Tanto os Estados Unidos quanto a Unido Europeia, possuem o6rgdos de vigilancia
bastante ativos, com a preocupacdo de identificar o patdégeno envolvido e realizar
notificacdes, para que os dados epidemioldgicos contribuam na rastreabilidade e na
identificacdo de possiveis novos surtos. No Brasil, apesar de possuir 6rgidos de vigilancia
sanitiria e epidemioldgica, a identificacio e a subnotificagdo é outra realidade com
investigacdes incompletas e ndo notificadas aos 6rgdos oficiais, produzindo um sistema
epidemiolégico com dados fragil e falhas. Portanto, a real incidéncia do envolvimento da
Salmonella spp. em casos de infeccdo alimentar € desconhecida no Brasil (SANTOS et al.,

2020).

Dados dos Estados Unidos, do ano de 2018, mostram que Salmonella foi responsavel
por aproximadamente 9.084 casos, 2.416 hospitalizacdes e 36 Obitos, sendo todos
relacionados a doencas de origem alimentar (TACK et al., 2019). Na Unido Européia, apesar
das normas regulatérias para manter os niveis de Salmonella sob controle tanto em animais
quanto em humanos, em 2019, casos envolvendo Salmonella foram confirmados em 87.923
humanos, tendo sido relatados 926 surtos de salmonelose de origem alimentar, que causaram

9.169 manifestagdes clinicas, 1.915 hospitalizacdes e 7 6bitos (EFSA, 2021).

A fragilidade dos dados epidemioldgicos sobre a prevaléncia e a escassez de dados
quantitativos desses patogenos na cadeia alimentar pode inviabilizar a adocdo de medidas
profilaticas adequadas (RISTORI et al., 2017). Dados epidemiolégicos do Ministério da
Saide indicam que os agentes etioldgicos mais frequentes associados as doencas de origem
alimentar sdo de origem bacteriana, predominando Salmonella spp., Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.(BRASIL, 2018a). Entre os sorvares de Salmonella, S. Typhimurium
tem sido relatada como o principal sorovar isolado de infeccdes sist€émicas em humanos e S.

Enteritidis esta mais relacionada a surtos alimentares (REIS et al., 2018)

No periodo de 2003 a 2018, foram oficialmente notificados 10.898 surtos de doengas de
origem alimentar no Brasil, tendo as regides Sul e Sudeste os maiores percentuais registrados.
Os alimentos sdo identificados como causa em 45,6% dos casos, entretanto apenas 21,3% dos

agentes etioldgicos responsdveis foram identificados. Até 2008, a maior ocorréncia registrada
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em alimentos foi associada a Salmonella spp., havendo uma inversdo de agente causador em

2011, quando o agente mais frequente passou a ser a Escherichia coli. (BRASIL, 2018a).

Mundialmente, os quadros de gastroenterite aguda causados por Salmonella nao tifoides
possuem como principais alimentos envolvidos diversos produtos de origem animal como,
por exemplo, suinos, bovinos, frango, ovos, leite, além de frutas e hortalicas (ABEBE;
GUGSA; AHMED, 2020). Esta bactéria faz parte da microbiota em muitas espécies animais
como repteis, passaros, insetos e animais de fazenda, classificando-os como importantes

reservatorio desse patégeno (DESTA SISAY, 2015).

A prevencdo da salmonelose consiste em diversas medidas de controle que devem ser
adotadas do campo a mesa, ou seja, na granja, nas industrias alimenticias, no transporte,
acondicionamento e manipulacdo dos produtos de origem animal, bem como nas cozinhas
industriais e residenciais. Em todas essas fases, a higienizacdo adequada do ambiente e das
instalacOes € primordial para o controle do patégeno, cabendo ao consumidor final continuar
com as priticas de higienizacdo na residéncia e realizar a coccdo adequado do

alimento(TACK et al., 2019).

A presencga de Salmonella sp. em carcacas suinas foi alvo de avaliacio do Ministério
da Agricultura entre 2014 e 2015, obtendo prevaléncia de 10%. A partir destes dados foi
formulado um programa de controle microbiolégico em carcagas com a Instru¢do Normativa
60/2018, onde consta um plano de amostragem em cada etapa do abate e processamento de
acordo com o tamanho do estabelecimento, para se ter um acompanhamento na prevaléncia de
Salmonella sp. nas carcacas (MASSARA BRASILEIRO et al., 2017; BRASIL, 2018b). Na
Europa, em 2016, o indice de detec¢do de Salmonella em carne suina foi de 2,38% (DE

CESARE, 2018).

As salmoneloses ~ possuem  grande  importincia  mundial na  drea
da saude publica, devido as suas caracteristicas de morbidade, por serem epidémicas e
principalmente pela dificuldade de controle. Esses fatores devem-se a diversos parametros
epidemioldgicos, principalmente pelas diversas fontes e vias de infeccdo e transmissdo

presentes em seu ciclo (PAIM et al., 2019).

Estudos tém relatado a presenca de Salmonella na cadeia produtiva suina brasileira nas
ultimas décadas, identificando este patégeno em animais, linfonodos mesentéricos, cortes
processados e linguica frescal (BESSA et al., 2004; SILVA et al., 2008; SPRICIGO et al.,

2008; BANDEIRA et al., 2018). Estudos recentes relacionam suinos como reservatorios de
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Salmonella sp. ao abate, demonstrando uma importante amplificacdo no indice de amostras
positivas ao longo do processamento com matéria-prima proveniente de lotes positivos.
(BERSOT et al., 2019; PAIM et al., 2019; POSSEBON et al., 2020; VIANA et al., 2020; DE
AZEVEDO et al., 2021)

No aspecto de producdo, a realizacio de testes de sorotipagem para identificar quais os
sorovares presentes nas granjas contaminadas ¢ uma importante ferramenta epidemioldgica de
cardter complementar na identificacdo de Salmonella, pois aponta a tendéncia da presenca de
um determinado sorovar em determinada regido geogréfica, facilitando assim a identificagio

de fontes de contaminacio e meios de transmissao (LIMA et al., 2016).

2.4. Fatores de viruléncia

A presenca de uma ancestralidade e o diverso maquindrio bacteriano em comum, a
maioria dos sorovares do género Salmonella geram uma gastrenterite no hospedeiro. Tal
situacdo € consequéncia dos diversos genes-chave de viruléncia adquiridos da coevolugdo e
contato com diferentes hospedeiros, iniciando com os pecilotérmicos e expandindo para
inimero outros hospedeiros as espécies homeotérmicos, alcancando reservatorios de

infeccoes humanas (TANNER; KINGSLEY, 2018).

A familia Enterobacteriaceae é composta por membros similares entre si € o género
Salmonella € bastante estudado dentro desta familia. A variacdo genética deste microrganismo
estd relacionada a codificac@o de estruturas como os lipopolissacarideos, flagelos e fimbrias,
bem como a expressdo de genes de viruléncia especificos que alteram a fisiologia celular ou
protegem o patégeno das defesas do hospedeiro. A variabilidade fenotipica observada em
cepas de Salmonella enterica é determinada por mecanismos bioldgicos em seu genoma € sua
repercussao na epidemiologia da doenca sdo frequentemente objetos de estudos (FIERER;

GUINEY, 2001; HSU et al., 2013; MENDONCA et al., 2020).

Virios sorovares de Salmonella spp. tiveram seu material genético sequenciados e
caracterizados por métodos moleculares, portanto, grande parte dos genes € descrita e também
se conhece a maioria das fun¢des que cada um determina para a bactéria (FIGUEIREDO et
al., 2015). Alguns genes possuem fungdes necessdrias a sobrevivéncia, pois codificam
proteinas funcionais para a movimentacdo, respiracdo, aquisi¢ao de nutrientes entre outras.

Outros genes podem determinar fungdes que definem vantagens evolutivas € competitivas

para o microrganismo, como invasdo da célula hospedeira, resisténcia a determinados
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antimicrobianos e enterotoxinas. Um exemplo, o gene sapA é associado a resisténcia a
antimicrobianos enquanto o gene spvB é um plasmideo com fun¢des relacionado a viruléncia

(MOHAMED et al., 2014; LAN et al., 2018).

Esses genes podem ser localizados em plasmideos ou dentro do cromossomo como
unidades de um ou alguns genes de viruléncia (ilhotas) ou grandes cassettes compostos por
diversos genes e operons (ilhas de patogenicidade). As ilhas de patogenicidade geralmente
acomodam grandes grupos de genes que contribuem para um fendtipo de viruléncia particular,
que pode se manifestar em um momento especifico durante o curso da infec¢do. Assim, para
algumas bactérias entéricas, uma unica ilha de patogenicidade pode converter um

microrganismo normalmente benigno em um patogeno (KIM et al., 2017; JAJERE, 2019).

A patogenicidade da Salmonella depende de uma variedade de fatores de viruléncia que
auxiliam o patégeno nos processos de adesdo, invasdo, sobrevivéncia intracelular, expressao
fimbrial, infeccdo sistémica, producdo de toxinas e absor¢do de magnésio e ferro (ZOU;

KEELARA; THAKUR, 2012; FARDSANEI et al., 2018).

Durante a fase de adesdo, as moléculas adesinas, expressas pela bactéria, interagem e se
fixam em receptores especificos presentes na superficie das células do hospedeiro. Contudo,
as adesinas possuem determinantes antigénicos que sinalizam ao sistema imune acerca da
existéncia de um corpo estranho ativando a resposta inflamatdria das células de defesa, como
neutréfilos (OLIVEIRA, A. P; SOLA, M. C; FEIOSTEL, J. C; MOREIRA, N. M;
OLIVEIRA, 2013).

Essas sinalizacdes que ocorrem nas células do hospedeiro podem induzir a alteracdes
em suas superficies e mudanca na conformacao dos receptores. Dessa forma, o patdgeno pode
trocar seu padrao de adesina por outro para se adaptar melhor ao novo formato de receptores e
dar continuidade a sua colonizacdo bacteriana(FIGUEROA OCHOA; VERDUGO
RODRIGUEZ, 2005).

As adesinas de bactérias Gram-negativas sao representadas pela cdpsula, pili, fimbrias,
flagelos e LPS. Por dispor de varias delas, Salmonella spp tem sucesso ao aderir em
superficies vivas e ndo-vivas e, ainda, obtém estabilidade para formar biofilmes (OLIVEIRA,
A. P; SOLA, M. C; FEIOSTEL, J. C; MOREIRA, N. M; OLIVEIRA, 2013). Os genes agfA e
IpfA, por exemplo, codificam a sintese de fimbrias, contribuem na fixacdo das bactérias entre

si ao substrato. Eles sdo associados ao potencial de formagdo de biofilmes, a adaptacdo

ambiental e participam do processo de invasdo celular. As fimbrias sintetizadas colaboram
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ainda, no estabelecimento da colonizacdo bacteriana das células epiteliais do organismo
infectado (YOO et al., 2013). WEBBER et al., (2019) avaliaram a prevaléncia desses genes

em cepas de Salmonella e identificaram a presenga de ambos os genes em 100% das amostras.

Plasmideos estdo presentes em diversos sorovares, podendo transferir informacdes
genéticas além de possuirem a capacidade de codificar fatores de viruléncia mediante seus
genes de viruléncia (VAN DEN BERG et al., 2019). Em especial, um plasmideo de alta massa
molecular, denominado spv (Salmonella plasmid virulence) que codifica cinco genes
(spvRABCD) e se relacionam a capacidade de auxiliar no crescimento, sobrevivéncia e
multiplicacdo da bactéria e sdo considerados como essenciais para a bactéria multiplicar e

sobreviver em estdgios intracelulares da infeccdo (HOOTON et al., 2014).

Ilhas de patogenicidade sdo estruturas contidas no genoma, constituidas por amplas
regides cromossdmicas que variam de 10.000 a 200.000 pares de bases, de alta instabilidade e
com caracteristicas distintas do restante do genoma bacteriano. Estas sdo diferentes do
restante do cromossomo e estdo comumente associadas a genes que codificam RNA
transportador. Suas extremidades possuem regides denominadas de hot spots, que sao
elementos envolvidos na mobilidade genética (FIGUEIREDO et al., 2015; MOHAMMED et
al., 2017).

Nas ilhas de patogenicidade estdo presentes varios genes que podem contribuir para um
determinado fenétipo de viruléncia, o qual € manifestado em um periodo especifico durante o
curso da infec¢do. A aquisicdo de uma ilha de patogenicidade por um organismo ndo garante
a sua transformagdo em um patégeno de fato, a viruléncia é determinada ndo sé pelo
microrganismo, mas também pela susceptibilidade do hospedeiro (OLIVEIRA, A. P; SOLA,
M. C; FEIOSTEL, J. C; MOREIRA, N. M; OLIVEIRA, 2013; LOU et al., 2019).

Existem atualmente, 17 ilhas de patogenicidade descritas no género Salmonella, a SPI-1
€ a mais bem caracterizada, principalmente por estar presente em todas as espécies de
Salmonella e conter o gene invA, muito utilizado na identificacdo do género (JAJERE, 2019).
Na SPI-1 estdo localizados genes necessarios para invasdo, caracteristica importante para

viruléncia (HENSEL, 2004).

Uma das principais operon codificados na SPI-1 é conhecida como sistema de secrecdo
do tipo 3 ou T3SS (Type-3 Secretory System), que regulam o respectivo fenétipo de viruléncia
pela translocagdo de proteinas codificadas pelas bactérias para o citosol da célula hospedeira.

Os sistemas de secrecdo do tipo III sdao usados por muitos patégenos bacterianos para
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viabilizar fatores de viruléncia a célula hospedeira e interferir ou subverter as vias normais de
sinalizacdo da célula hospedeira. Porém, nem todos os genes localizados neste locus estdo
necessariamente relacionados com o T3SS. O cluster do gene sit, por exemplo, que codifica
um sistema de captura de ferro, também estd localizado em SPI-1.(FIGUEIRA; HOLDEN,
2012; OLIVEIRA, A. P; SOLA, M. C; FEIOSTEL, J. C; MOREIRA, N. M; OLIVEIRA,
2013).

A SPI-1 possui aproximadamente 40 kb de tamanho e possuem pelo menos 29 genes,
codificando vérios componentes de um sistema de secrecdo do tipo III, seus reguladores e
seus efetores secretados (JAJERE, 2019). Exemplos de efetores codificados pela SPI-1 sdo
sptP (Salmonella protein tyrosine phosphatase), sipA (Salmonella invasion protein), SipB,
SipC e AvrA (fator de aviruléncia A). As proteinas Sip (SipA, SipB, SipC, SipD) foram
caracterizadas com base em seu envolvimento na invasdo das celulas, contribuindo para os
rearanjos de actina na celula hospedeira para potencializar a invasdao (STUBER et al., 2003;

JAJERE, 2019).

A capacidade de Salmonella em sobreviver no interior de fagdcitos e de replicar dentro
de vesiculas de células eucaridticas € um processo complexo, requerendo o envolvimento de
muitos genes, incluindo aqueles que auxiliam na sobrevivéncia a formas reativas de oxigeénio,
baixo pH e defensinas. A maioria destes genes estd localizada na SPI-2, essencial para
habilidade de proliferar em tecido extra-intestinal e causar infec¢des sist€émicas (SCHMIDT;

HENSEL, 2004; FIGUEIRA; HOLDEN, 2012).

A organizagdo genética e funcional de SPI-3 € diferente de SPI-1 e SPI-2, o principal
fator de viruléncia codificado pela SPI-3 é um sistema de transporte de alta afinidade com
Magnésio (MgtCB), que € importante para o fendtipo de Salmonella intracelular. Para a
replicacdo intracelular, a bactéria precisa adaptar-se ao ambiente microbicida e pobre em
nutrientes do fagossomo, o qual € limitado em purinas, pirimidinas, alguns aminodcidos e ions
de magnésio. Um nimero grande de vias metabdlicas e sistemas de transporte é necessario
para a adaptacdo a este ambiente (BLANC-POTARD et al., 1999; LEE; LEE, 2015). Cepas
mutantes deficientes no sistema MgtCB sdo incapazes de proliferacdo intracelular e viruléncia

sistémica. (LEE; LEE, 2015)

As caracteristicas da SPI-4 na viruléncia de Salmonella ainda ndo estdo completamente
esclarecidas, mas muitos fatores de viruléncia estdo presentes, como o T1SS e ORFs (open

reading frame) (HENSEL, 2004). Genes da SPI-4 sdo necessarios para a fase intestinal da
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infeccdo, pela codificacdo de adesinas nao fimbriais (RYCHLIK et al., 2009; JAJERE, 2019).
SPI-4 codifica um T1SS para a adesina ndo fimbrial SiiE, que media o contato intimo da
bactéria com os microvilosidades da membrana apical, sendo necessdria para adesdo da
Salmonella as células epiteliais polarizadas. A adesdo as células, mediada pela SPI-4 pode ser
um requerimento funcional para a subsequente translocacdo de proteinas efetoras mediada por
SPI-1, resultando em inflamacdo e respostas inflamatdérias. Sem a adesdo mediada pela

secrecdo de SiiE, Salmonella é quase incapaz de ativar a remodelagdo do citoesqueleto celular

mediada pela SPI-1 levando a absor¢do do patégeno (WILLE et al., 2014; JAJERE, 2019).

A SPI-5 é um pequeno 16cus de 7,6 Kb que codifica proteinas efetoras para os T3SS
codificados por SPI-1 e SPI-2. Nesta codifica-se proteinas efetoras que em conjunto a outras
proteinas sdo necessdrias a enteropatogenicidade no hospedeiro suscetivel. O gene SopB €
translocado pelo T3SS codificado pela SPI-1 e a expressdo de sopB € controlada por HilA, o
regulador de transcricao central de SPI-1. Estudos indicam que o gene sopB estd presente em
Salmonella bongori e em todas as subespécies de Salmonella enterica (HENSEL, 2004;

BERTELLONTI et al., 2017)

Um locus de 59 Kb no genoma do sorovar Typhi que foi denominado de SPI-6, onde
contém o gene saf para fimbrias, pagN que codifica uma invasina e muitos genes de funcao
desconhecida. Apesar de SPI-6 codificar muitos genes de viruléncia, o papel dessa ilha €

pouco esclarecido (HENSEL, 2004; MOHAMMED et al., 2017).

A SPI-7 possui tamanho de 133 Kb, € um locus associado aos sorovares Typhi, Dublin e
Paratyphi C (HENSEL, 2004), e sua estrutura em forma de mosaico compreende regides
implicadas na viruléncia. Um importante fator de viruléncia codificado pela SPI-7 € o
antigeno Vi, um exopolissacarideo capsular. O fago sopE que codifica a proteina efetora SopE
do T3SS-SPI1 esta presente em SPI7. Outro fator de viruléncia € o pilus IVB codificado pelo
grupo de genes pil (HENSEL, 2004; SETH-SMITH, 2008; JAJERE, 2019).

As ilhas de patogenicidade 6 a 17 ainda carecem de estudos, sendo algumas fungdes
muito importantes ja identificadas. Na SPI-8 os fatores de viruléncia sdo bacteriocinas,
embora a SPI-8 parece ser especifica para o sorovar Typhi, sua distribuicdo ainda nao foi
investigada em detalhes (HENSEL, 2004), A SPI-11 e SPI-13 possuem um papel importante
que € a permanéncia no interior de macréfagos (SHAH et al., 2005; ELDER et al., 2018).

2.4.1. Sequenciamento de genoma completo
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O estudo de métodos para detec¢do da presenca de fatores de viruléncia em bactérias
patogénicas € foco de muitas pesquisas no intuito de facilitar a sua identificacdo e reduzir os
custos finais nesse processo. Métodos como sequenciamento de DNA, hibridizacao de DNA e
Reacdo em cadeia da polimerase sdo bastante utilizados na deteccdo de genes de viruléncia e
resisténcia a antimicrobianos em numerosos géneros de bactérias. A deteccdo de genes
relacionados a transposons, integrons e plasmideos € realizada principalmente por técnicas de
biologia molecular (IBRAHIM; MORIN, 2018). Ainda, a caracterizacdo de ilhas de
patogenicidade é utilizada para descrever sorovares e linhagens especificos de Salmonella

spp. (CHEN et al., 2005).

Com o passar do tempo, a variabilidade genética pode ocorrer nos microrganismos,
principalmente de genes que estejam situados em elementos mdveis, ja que sdo facilmente
obtidos ou perdidos. Estudos em S. Heidelberg apontou essa variagdo temporal gé€nica no
Brasil. Webber et al., (2019) comprovaram que estirpes isoladas entre os anos de 2016 e 2017
eram distintas geneticamente de outras identificadas em 2006. Para compreender o atual
quadro epidemioldgico da salmonelose e utilizar os melhores métodos de prevengdo e
controle dessa doenca, € importante monitorar os perfis de viruléncia do género e para isto

técnicas de sequenciamento do genoma sao utilizados nos dias de hoje.

O sequenciamento de todo o genoma bacteriano € possivel de ser realizado, apesar de
representar uma técnica laboriosa e onerosa. A respeito de Salmonella, existem dados
publicados de sequenciamento de diversos sorovares e podem ser obtidos na plataforma
GenBank que € administrado pelo Centro Nacional para Informacdo de Biotecnologia
(NCBI). A partir dos dados presentes no GenBank pode-se comparar um ou mais fragmentos
de DNA obtidos de Salmonella sem haver necessidade de sequenciar todo o seu genoma

(AKIBA; KUSUMOTO; IWATA, 2011).

Entre as tecnologias de sequenciamento genético, o Whole Genome Sequencing (WGS)
tem possibilitado o diagndstico e a tipagem molecular de patégenos e se tornado cada vez
mais acessivel (TASMIN et al., 2017). Segundo HOFFMANN et al., (2014), o WGS seria um
método confidvel para distinguir isolados de surtos provocados por Salmonella spp., ja que
permite a detec¢do de alteracdes em poucos nucleotideos entre estirpes aparentemente clonais.
Além do mais, o WGS proporciona a visualizacdo do genoma bacteriano com alto grau de
resolucdo, permitindo niao s6 comparagdes com propdsitos epidemioldgicos, mas também, a
visualizagcdo de alteracOes estruturais ligadas a evolucdo dos microrganismos e aquisi¢do de

caracteristicas de viruléncia (WALKER et al., 2013).
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Monte e colaboradores (2019), ao utilizar técnicas de WGS, identificaram sorovares
raros e resistentes a antimicrobianos na cadeia produtivas de alimentos no Brasil,
demonstrando ser um meio util de conhecer as interacdes filogenéticas e fornecer

genotipagem de alta resolug¢@o em cepas de Salmonella.

Diversos estudos em todo o mundo tém destacado a importancia do uso do WGS na
identificacio e vigilancia de surtos envolvendo Salmonella, permitindo identificar os
sorovares especificos envolvidos, como os genes de viruléncia se disseminam ao longo da
cadeia de alimentos, permitindo a ado¢ao de medidas mais direcionadas e efetivas, pois seu
poder discriminatdrio excede os métodos cldssicos de tipagem como sorotipagem, PFGE e
perfis de resisténcia (CHAUDHARY et al., 2015; MCDERMOTT et al., 2016; INNS et al.,
2017; IBRAHIM; MORIN, 2018; RAU et al., 2018; SIMON et al., 2018).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Investigar os componentes genéticos relacionados aos fatores de viruléncia e genes

ort6logos e compara-los entre os diveros sorovares de Salmonella spp. in silico.

4.2. Objetivos especificos

Comparar o genoma por meio dos grupos e genes ort6logos;
Pesquisar as ilhas de patogenicidade de cada isolado de Salmonella;

Pesquisar os fatores de viruléncia dos isolados de Salmonella;

P » b=

Relacionar e comparar a patogenicidade dos isolados;
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CAPITULO 2: FATORES DE VIRULENCIA DE SALMONELLA SPP.
ISOLADAS DE LINFONODOS MESENTERICO SUINOS: UMA
ABORDAGEM UTILIZANDO O SEQUENCIAMENTO DE GENOMA
COMPLETO
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ABSTRACT

Salmonella spp. € um importante patégeno causador de doengas de origem alimentar, gerando
impactos na economia e saide publica. A distribui¢cdo deste patégeno envolve diversos
alimentos, em destaque a carne suina e seus derivados. Assim, o objetivo desse estudo foi
avaliar os componentes genéticos relacionados aos fatores de viruléncia e genes ortélogos de
10 sorovares. Foram avaliados 27 isolados de Salmonella spp. (S. Derby, S. Give, S. Cerro, S.
Typhimurium, S. 1.4[5],12:i:-, S. Panama, S Infantis, S. Bredeney, S. London e
S.Bovimorbificans) coletados em linfonodos mesentéricos de suinos nos estados de Sao
Paulo, Parand e Minas Gerais. A partir do sequenciamento do genoma completo realizado em
todos os isolados, os dados brutos foram tratados e realizada analise de genes ortélogos assim
como, a presencga de 142 fatores de viruléncia distribuidos em 20 estruturas que compreendem
as ilhas de patogenicidade, ilhotas, genes de regulacdo, adesdo, fimbrias, flagelos, entre
outros. O resultado da comparacdo gendmica agrupou os isolados em 3 grupos principais,
com destaque de um grupo formado somente por Salmonella do Estado de Minas Gerais.
Além disso, foram preditos um total de 125 genes de viruléncia, destacando os sorovares S.
Typhimurium e S. [.4[5],12:1:- que apresentaram os maiores quantitativos de fatores de
viruléncia, diferentemente dos sorovares S. Derby e S. Cerro. Trinta e oito genes (invA, hilA,
orgA, prgK, sipA, sipB, sipC, sipD, slrP, sopA, sopD, sopE2, spaO, sptP, sifA, sseB, sseC,
ssel, ssrA, ttrC, spiC, mgtC, sopB, pagN, sodC1, phoP, phoQ, tolC, sdiA, entF, fhuA, leuO,
oxyR, slyA, fimA, flgL, flgK, fliC) apresentaram 100% de frequéncia e 14 genes ndo foram
identificados em nenhum isolado. Os genes relacionados as ilhas de patogenicidade,
regulacdo, fimbrias e flagelos se mostraram bem conservados em todos os genomas
estudados. Assim, a constante investigacdo de Salmonella em suinos fornece dados para
subsidiar respostas ligados ao aspecto epidemioldgico do agente. Além disso, estudo
genéticos como, por exemplo, a pesquisa de genes de viruléncia auxilia em um melhor
entendimento da patogenicidade e subsidiam informagdes para o controle e desenvolvimento

de programas relacionados e este agente.
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1. Introducao

Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, e possuem mais de 2600 sorovares
descritos. Trata-se de um problema de satde publica, devido a sua ampla distribui¢do na
natureza e seu carater zoond6tico, tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento
(FORSYTHE, 2013). Salmonella entérica é uma das principais causas doengas de origem
alimentar, responsavel por 24,4% dos surtos alimentares. Segundo os dados de Tack et al.,
(2020), nos anos de 2016 a 2019 foram computados um total de 8.556 infecdes, 2.430
hospitalizacdes e 46 6bitos, colocando este patdgeno como o segundo mais importante nos
Estados Unidos. Entre as diversas fontes de transmissdo, estima-se que 10-20% de todos os
casos de salmonelose humana estdo associados a carne suina (COTA et al., 2019). Na Europa,
por exemplo, 4,5% de todos os surtos de origem alimentar causados por Salmonella spp.

foram relacionados a produtos suinos (EFSA, 2018).

A patogenicidade entre os sorotipos de Salmonella sdo determinados pela fungédo e
numero de fatores de viruléncia dos microrganismos e da susceptibilidade do hospedeiro. Os
genes de viruléncia auxiliam nos processos de invasdo, adesdo, coloniza¢do e replicacdo
dentro das células hospedeiras. Estes sdao codificados por genes presentes em uma ampla
gama de elementos genéticos, incluindo o cromossomo bacteriano, plasmideos, profagos e

Ilhas de Patogenicidade (SPIs) (MCGHIE et al., 2009).

A pesquisa de genes de viruléncia e a avaliacdo da proximidade gé€nica entre sorovares
tem permitido a caracterizacdo € um maior entendimento sobre cepas de Salmonella
circulantes na cadeia produtiva de suinos e, assim, podendo contribuir com medidas de
controle durante o processo produtivo com o objetivo de garantir a seguranca dos alimentos

disponiveis ao consumidor (PROROGA et al., 2019).

A evolucgido das ferramentas moleculares propiciou andlises mais completas e o estudo
do sequenciamento de genoma completo (WGS), tornaram-se pontos fundamentais para o
estudo das comunidades microbianas e investigacdo das caracteristicas individuais de cada
microrganismo patogénico. Assim exposto, esse estudo tem como objetivo avaliar o perfil
genético e os fatores de viruléncia de Salmonella spp. provenientes dos estados de Minas

Gerais, Sao Paulo e Parand por meio do sequenciamento gendmico.
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2. Materiais e Métodos
2.1 Origem das cepas

O estudo utilizou um total de 27 isolados de Salmonella provenientes da cole¢do do
Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem Animal — InsPOA localizado no
Departamento de Veterindria - DVT da Universidade Federal de Vicosa — UFV e do Instituto
de Biotecnologia de Botucatu — IBTEC localizados nas UNESP campus Botucatu. Todos os
isolados foram obtidos de linfonodos mesentéricos suinos e foram previamente caracterizados
quanto ao sorovar e origem de criacdo e abate (tabela suplementar 1) conforme descrito em

De Azevedo et al. (2021), Possebon et al. (2020) e Viana et al (2020).
2.2 Sequenciamento genémico

Cada isolado foi ressuspendido em caldo de infusdo de cérebro coragdo e plaqueados
em agar xilose lisina desoxicolato (XLD) afim de verificar a pureza dos isolados. Apds a
verificacdo, o DNA bacteriano foi purificado utilizando-se o kit de extracdo Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega) de acordo com recomendacdes do fabricante. O
conteddo genético foi enviado a empresas terceirizadas para a realizagdo do sequenciando do

genoma completo.

O sequenciamento foi realizado em diversas etapas. A primeira delas foi a mensuragao
da quantidade do DNA utilizando o equipamento e kit Qubit dsDNA BR assay kit
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA). Apds esta etapa, cada amostra obteve a inser¢do dos
adaptadores (index) e o posteriormente o preparo da biblioteca utilizando o kit
SureSelectQXT library preparation kit (Agilent 20 Technologies, Santa Clara, CA, USA)
seguindo as recomendagdes do fabricante. Previamente ao sequenciamento, as amostras foram
quantitativamente normalizadas a 2 nM e as bibliotecas de cada amostra agrupadas, diluidas e
desnaturadas seguindo o protocolo da empresa relacionado a plataforma NextSeq platform
(Illumina, San Diego, CA, 3 USA). Utilizou-se o kit 500-cycle V2 reagent kit, com a corrida

para sequenciando em paired-end.
2.3 Analises de bioinformatica

Os dados brutos (Reads) obtidos foram trabalhados na Universidade Federal de Vicosa
— UFV, Departamento de Veterindria, especificamente no Laboratério de Inspecdo de
Produtos de Origem Animal — INSPOA. Inicialmente, os dados brutos foram avaliados pelo

software FastQC (ANDREWS, 2017), afim de verificar a qualidade das reads agrupando por
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tamanho e classificando conforme seu indice Phred. A quantidade de GC foi investigado para
averiguar contaminacdo por outras espécies bacterianas. Posteriormente, os dados brutos

foram trimados utilizando o software Trimmomatics (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014)

com um ponto de corte 25 (indice Phred 25).

A etapa de montagem e obtencdo dos contigs/scaffolds seguiu o método De novo e por
meio dos softwares Spades, Mira, AS e Unicycler. A melhor montagem foi escolhida para a
anotacdo (BESEMER, 2001; CHEVREUX et al., 2004; MCARTHUR et al., 2013; NURK et
al., 2013; OVERBEEK et al., 2014; FOUNOU; FOUNOU; ESSACK, 2016; CONSORTIUM,
2019) e sequéncias menores que 500 pares de bases foram eliminadas. A anotacdo do genoma
foi realizada por meio do software PROKKA 1.14.5 (SEEMANN, 2014) e posteriormente, 0s
genomas foram comparados pela avaliagdo dos genes ortélogos utilizando software

OrthoFinder (EMMS; KELLY, 2019)

A segunda etapa do trabalho foi realizar uma andlise comparativa dos fatores de
viruléncia entre os isolados de Salmonella. Os isolados foram testados a presenca de diversos
genes de viruléncia divididos em varios grupos conforme sua fungdo e regidao (FIGUEIREDO
et al., 2015), perfazendo um total de 142 genes avaliados. Os genes foram escolhidos
considerando a literatura cientifica (Tabela suplementar 2). Os genes completos foram
procurados no National Center for Biotechnology Information (NCBI) e utilizados como

banco de dados para as buscas nos genomas em estudo.

A busca foi realizada utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) contida no software Geneious Prime, utilizando uma identidade acima de 80% e por
meio dos arquivos de anotacdo fornecidos pelos resultados do PROKKA. A verificacdo foi
realizada pelo sistema do UniProt (BATEMAN et al., 2021). Os resultados foram mapeados
em uma tabela binaria e analisados utilizando o software Bionumerics 6.6, coeficiente de Dice
50% (Binary analysis) e gerado um dendrograma Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic mean (UPGMA).

3. Resultados

A comparagdo dos 27 genomas de Salmonella esta apresentado na Figura 1. Os dados
resultaram em uma andlise por identidade de genes e estd dividida em 3 grupos: I — Isolados
de Minas Gerais, compreendendo os sorovares S. Cerro e S. Derby, II —isolados de Sao Paulo

e Parand, com os sorovares S. Typhimurium, S. I 4,[5],12:1:- e S. Infantis e III — isolados dos
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trés estados e sorovares S. Panamd, S. Give e S. Bredeney. Os sorovares S. London (PR06) e

S. Bovimorbificans (PR09) ndo foram agrupados em nenhum grupo.

Figura. 1 — Comparacdo dos genomas de Salmonella e os 10 sorovares identificados (S.

Derby, S. Bredeney, S. Typhimurium, S. 1.4,5,12:i:-, S. Panama, S. Cerro, S. Give, S.
Bovismorbificans, S. London, S. Infantis) por meio dos ortogrupos e os genes ortélogos
identificados no software Orthfinder (Emms, D.M. and Kelly, S. 2015) e arvore configurada

utilizando o software Interactive Tree Of Life - ITOL (LETUNIC; BORK, 2021)
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A investigacdo dos fatores de viruléncia e a comparacdo dos 27 isolados estd
apresentando Figura 2. A partir desta comparacao, os isolados foram divididos em 5 cluster
considerando uma similaridade de 85%. O cluster Il agregou o maior nimero de isolados
sendo estes origindrios principalmente do estado do Parand e Sao Paulo, sorovares (S.

Infantis, S. Typhimurium, S. I 4,[5],12:1:-, S. London S. Bovimorbificans, S. Bredeney e S.

Panamad) e o maior contingente génico.
Os isolados de Minas Gerais permaneceram nos clusters I/Il e apresentaram o menor

numero de genes quando comparado aos outros clusters. Além disso, MG03 e MG09 nao

foram agrupados..



Figura 2 — Comparacgado dos fatores de viruléncia (Presencia/Auséncia) em relacdo os 27 isolados investigados (S. Derby, S. Bredeney, S.
Typhimurium, S. 1.4,5,12:i:-, S. Panama, S. Cerro, S. Give, S. Bovismorbificans, S. London, Infantis) utilizando o software Bionumerics 6.6,
Dice 50%, UPGMA.
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Em relacdo ao genes e suas estruturas, os genes da SPI-1 (invA, hilA, orgA,
pregkK, sipA, sipB, sipC, sipD, slrP, sopA, sopD, sopE2, spaO, sptP), SPI-2 (sifA, sseB,
sseC, sseL, ssrA, ttrC, spiC), SPI-3 (mgtC), SPI-5 (sopB), SPI-6 (pagN), Gifsy-2
(sodC1l), Regulagdao (phoP, phoQ, tolC, sdiA), llhota (entF, fhuA, leuO, oxyR, slyA),
Adesao (fimA) e Flagelos (flgL, flgK, fliC) apresentaram 100% de frequéncia.

Em contrapartida, os genes relacionados a SPI-4 (siiF), adesdo (pefA, pefB, pefl)
e fimbrias (bcfF) apresentaram as menores frequéncias, em torno de 3,7%. Quatorze
genes (eacl, gene8, grvA, hldD_DTI104, STMMW_3478, SU5_0826, sefA, sefC,
ST313_td, vexA, vexE, sefR, stgA e sieB) nao foram localizados em nenhum dos

1solados.

A figura 3 apresenta um panorama da quantidade de genes por isolados e por
estrutura. Especificamente sobre os 63 genes das 8 ilhas de patogenicidade (SPI 1 a SPI
11), o cluster III apresentou os isolados com o conteido gé€nico mais conservado,
destacando SP04 (S. Panama), PRO8 (S. 1.4,5,12:1:-) e PROI (S. Typhimurium), PRO7
(S. 1.4,5,12:1:-), PR0O9 (S. Bovimorbificans), PR10. J4 os patégenos MG02 e MGO3 (S.
Derby), apresentaram o menor quantitativo de genes. As ilhas SPI-4, SPI-7 e SPI-11

foram as estruturas menos presente.

O gene cdtB codificado na SPI-11, foi identificado apenas nos sorovares S. Give,
S. Panama e trés isolados de S. Bredeney. Estruturas relacionadas com a adesdo,
fimbrias e flagelos estavam em sua maioria presentes nos isolados investigados.
Especificamente os genes stm4595, stdB, stbD e fimA e todos os flagelares estavam
conservados. Somente o gene bcfF, um gene relacionado a estrutura fimbria, foi

identificado apenas no isolado MGO7 — §. Cerro.

Cabe ressaltar que os isolados PRO1 e PRO8 foram os que apresentaram o maior
nimero de genes de viruléncia, totalizando 76,76% e 73,94% respectivamente,
apresentando as principais estruturas como ilhas de patogenicidade, fimbrias, adesdo e
flagelos conservados. Em contrapartida, o isolado MGO03 apresentou o menor niimero de

genes.

Em relacdo a localidade, os isolados de Minas Gerais permaneceram em grupos
ortdlogos e cluster bem definidos. Diferentemente Salmonella do estado do Parand e

Sédo Paulo se misturaram. Quanto aos sorovares fica evidente uma maior similaridade do



Figura 3 — Frequéncia dos fatores de viruléncia em relacdo os 27 isolados investigados (S. Derby, S. Bredeney, S. Typhimurium, S.
14,5,12:1:-, S. Panam4, S. Cerro, S. Give, S. Bovismorbificans, S. London, S. Infantis). A — Genes presentes nas ilhas de patogenicidade (SPIs); B
- Genes presentes nas outras estruturas; C — Frequéncia total de genes por isolado.
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S. Typhimurium e S. [.4,[5],12:i:- dos demais sorovares, tanto em relacdo aos grupos

ortélogos assim como os principais fatores de viruléncia investigado.
4. Discussao

A comparacdo dos genes ortélogos neste estudo dividiram os isolados de Salmonella
em 3 grupos, apresentando uma divisdo dos isolados do Estado de Minas Gerais quando
comparados aos isolados do Parand e Sao Paulo. Além disso, os dados de viruléncia foram em
sua maioria presente, principalmente os genes relacionados as ilhas de patogenicidade. No
total, 25% dos genes investigados estavam presentes em todos isolados, sendo eles
relacionados as ilhas de patogenicidade (SPI-1, SPI-2, SPI-3, SPI-5, SPI-6), ilhotas, genes

regulatorios, genes de adesdo e flagelares.

A presenca desses genes que compdem tais estruturas reforca a necessidade desse
mecanismo para o patogenicidade e infec¢do da bactéria. A presenca da SPI-1, por exemplo,
possui o sistema de secrecdo tipo-3, maquindrio este que controla a regulacdo de diversos
genes relacionados a viruléncia e consequentemente regula as agdes relacionados a invasao,
colonizacdo e supressdao do sistema imunoldgico (LOU et al., 2019). Outra estrutura bem
conservada foi a presenca da SPI-2, responsdvel pela presenca no interior dos macréfagos e
regulada pelo T3SS (ILYAS; TSAIL; COOMBES, 2017). A presenca desse conjunto é tao
importante que segundo Grant et al., (2012), a auséncia da SPI-2 torna a bactéria menos
virulentas, impossibilitando a replicacdo em células infectadas e como consequéncia

impedindo a propagacdo do organismo.

No geral, estruturas como ilhas de patogenicidade estdo presentes na maioria das
Salmonella, porém a quantidade de genes presente € 0 modo como sdo expressos € 0 que
define os hospedeiros alvos e o fenotipo da doenca (ILYAS; TSAL; COOMBES, 2017). Um
ponto a ser destacado sdo os genes como, por exemplo, invA, sipA, sipB - relacionados com o
processo de invasdo e modificacdo da membrana, sseB, sseC, sseL - relacionados com a
sobrevivéncia do patdgeno intracelular ou em vacuolos, mgtC - gene regulador da SPI, sopB -
relacionado a multiplas agdes como invasdo e a ativacdo pré - inflamatoria, pagN -
codificador de proteina, sodCI - resisténcia ao estresse oxidativo, to/C — regulacdo e fimA —
gene critico para que ocorra a adesdo na célula eucaridtica e fliC — relacionado a
movimentacdo (ZEINER; DWYER; CLEGG, 2012; BURNS et al., 2015; ILYAS; TSAIL
COOMBES, 2017; DE MELO et al., 2021), todos eles sdao genes que foram presentes em
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100% dos isolados e possuem papeis fundamentais para a sobrevivéncia do patégeno e sdo

bem relatados na literatura.

A andlise filogenética do genoma apresentou trés agrupamentos. O agrupamento II foi
formado predominantemente por S. Typhimurium e monofésica S. 1.4,[5],12:i:- enquanto os
outros grupos foram formados pela soma de diversos sorvares. O porqué dessa arquitetura
estd relacionado a alta similaridade do genoma desses sorovares quando comparado aos
demais e tal situacdo foi perceptiveis com o estudo de Jacobsen et al., (2011), que ap6s uma
andlise pan-gendmica de diversos sorovares, S. Typhimurium e S. 1.4,[5],12:i:- apresentaram
um homologia préxima a 100%. Além disso, o sorovar monofdsico S. 1.4,[5],12:1:- estd

associado evolutivamente a S. Typhimurium (PROROGA et al., 2019).

Outro fator que refor¢a esta configuracdo estd no trabalho de Pornsukarom et al.,
(2018) que comparou um total de 200 Salmonella de diferentes sorovares, e em sua andlise
filogenética ficou perceptivel um distancia genética entre o sorovar S. Derby quando
comparado a S. Typhimurium e a variante monofasica. Tal situagdo foi visivel na figura 1

desse estudo, corroborando os dados.

A investigacdo dos fatores de viruléncia mostrou-se bem definido, principalmente os
isolados do Estado Minas Gerais (S. Cerro, S. Derby e S. Give). Em contrapartida, os demais
sorovares se misturaram entre os outros clusters prevalecendo o cluster III com o maior
nimero de isolados. Tal configuracdo dos isolados pode estar relacionada a duas situagdes, o

sorovar e a distribuicdo regional.

Os 10 sorovares deste estudo ja foram relatados como causadores surtos ao redor do
mundo (SCHROEDER et al., 2016; TEJADA et al., 2016; GYMOESE et al.,, 2017,
BRANDWAGT et al., 2018; DONACHIE et al., 2018; SIMON et al., 2018; NAGOETTE et
al., 2019; DE MELO et al., 2021) e especificamente S. Typhimurium e S. Derby sdao bem
relatados na cadeia suina, no Brasil (LIMA et al., 2016).

A diferenca entre esses dois sorovares estd no potencial de infec¢do e permanecer
dentro do hospedeiro como, no caso sorovar S. Derby, a capacidade de contaminacdo de lotes
animais € inferior quando comparada com S. Typhimurium. Além disso, a viruléncia das
cepas S. Cerro e S. Derby sdao menores e pouco associado a infecgdes humanas quando
comparadas a S. Typhimurium (COHN et al., 2021; OSTERBERG et al., 2010) e esclarece a

formacdo de um grupo somente com os sorovares S. Cerro, S. Derby.
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Outros fatores sdo as caracteristicas individuais dos sorovares S. Typhimurium e
monofdsica S. [.4,5,12:1:-. Os dados desse trabalho apresentam esses dois sorovares como 0s
maiores albergadores de genes de viruléncia, possibilitando uma maior quantidade de
infeccdo e surtos. Tal situacdo poder ser confirmado por fatos histéricos sobre os dados
epidemiolégicos dessas bactérias. Segundo dados do CDC (2013), S. Typhimurium
apresentou de 1968 a 2011, em torno de 366 mil casos relatados deste sorovar nos Estados
Unidos, enquanto S. Derby se aproximou de 12 mil casos. A variante monofédsica S.
1.4,5,12:i:-. apresentou aproximadamente 10 mil casos em um periodo de 17 anos (1994-

2011) sendo similar aos 43 anos relacionados aos casos de S. Derby.

O segundo ponto € as caracteristicas do patégeno. Segundo Ilyas et al., (2017), esses
sorovares sdo bactérias geneticamente bem estudadas, eficientes quanto a infeccdo de
multiplos hospedeiros e capazes de gerar gastroenterite em diversos modelos animais,
caracterizando seu potencial virulento. Essas informacdes corroboram o fato desses sorovares

serem o0 grupo com a maior presenga de genes de viruléncia como os isolados PRO1 e PROS.

A origem desses isolados talvez tenha relacdo com a variabilidade do sorovar e
consequentemente ao seu potencial de viruléncia. Neste estudo, os isolados de MG
apresentaram os menores nimeros de genes de viruléncia, mesmo em sorovares diferentes,
quando comparados aos isolados de SP e PR. Uma das explicacdes para os isolados de SP e
PR serem similares € o abate de animais em Sao Paulo origindrios de granjas da regido sul do

pais (tabela suplementar 1).

Outro ponto a ser detalhado estd relacionado a cadeia produtiva. O suino € um
reservatério de Salmonella bem relatado na literatura (ADDIS; SISAY, 2015) e envolvido na
contaminacdo de alimentos (ABEBE; GUGSA; AHMED, 2020). ADDIS E SISAY, (2015)
relatam a presenca de Salmonella em diversos animais silvestres, roedores e inseto que podem

ter contato direto ou indireto com os suinos.

Além disso, o fornecimento de uma racdo contaminada pode ser uma hipdtese. A
racdo possui uma grande importancia na veiculacdo de Salmonella spp. e embora os indices
parecam baixos, em torno de 2,5% de prevaléncia, esse produto € geralmente distribuido a
diversas granjas, ampliando os fatores de risco, contaminado as instalagdes e dificultando o
manejo sanitdrio entre lotes (PELLEGRINI et al., 2015). Estudos como Ronngvist et al.,
(2018) relatam a importancia do fornecedor como fonte de uma cepa circulante em uma

mesma regiao.
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Por dltimo, o manejo da granja é multifatorial, sendo a etapa de terminacdo a que
propicia a maior possibilidade de contaminacdo cruzada (MAPA, 2004; MACHADO et al.,
2016). O comportamento do préprio animal amplifica a contaminacido cruzada, gerando
animais reservatdrios que podem disseminar o agente a diversas outras fases da cadeia
produtiva como, por exemplo, o transporte, abatedouros e produto final (NEITZKE; ROZA;
WEBER, 2017). Nesse contexto, este patdgeno é caracterizado em toda cadeia de producdo,

tornando um importante problema de Satide Publica.
5. Conclusao

Todos os 10 sorovares desse estudo apresentaram os genes bdsicos para uma possivel
infecc@o e alguns sorovares como S. Typhimurium e a variante monofasica S. 1.4,[5],12:1:-
apresentaram uma maior quantidade de fatores de viruléncia em seu genoma. Fatores
extrinsecos como a regiao, manejo local e fornecimento da alimentacdo destinada aos animais
sdo pontos que podem determinam o sorovar circulante e por isso devem ser melhor

estudados.
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Tabela Suplementar 1. Origem e sorovares dos 27 isolados de Salmonella utilizados nas

andlises gendmicas e fatores de viruléncia por meio da bioinformaética.

Isolado Laboratério Abatedouro Granja Sorovar Referéncia

MGO1 INSPOA Ponte Nova - MG Piranga - MG Derby (DE AZEVEDO et al., 2021)
MGO02 INSPOA Ponte Nova - MG Piranga - MG Derby (DE AZEVEDO et al., 2021)
MGO03 INSPOA Ponte Nova - MG Piranga - MG Derby (DE AZEVEDO et al., 2021)
MGO04 INSPOA Ponte Nova - MG Piranga - MG Derby (DE AZEVEDO et al., 2021)
MGO05 INSPOA Ponte Nova - MG Urucania - MG Give (DE AZEVEDO et al., 2021)
MGO06 INSPOA Ponte Nova - MG Urucania - MG Give (DE AZEVEDO et al., 2021)
MGO7 INSPOA Ponte Nova - MG Raul Soares - MG Cerro (DE AZEVEDO et al., 2021)
MGO8 INSPOA Ponte Nova - MG Raul Soares - MG Cerro (DE AZEVEDO et al., 2021)
MGO09 INSPOA Ponte Nova - MG Raul Soares - MG Cerro (DE AZEVEDO et al., 2021)
PRO1 INSPOA Itaipulandia - PR Regido Oeste 1 Typhimurium (VIANA et al., 2020)
PRO2 INSPOA Itaipulandia - PR Regido Oeste 3 Bredeney (VIANA et al., 2020)
PRO3 INSPOA Itaipulandia - PR Regido Oeste 3 Bredeney (VIANA et al., 2020)
PRO4 INSPOA Itaipulandia - PR Regido Oeste 4 Bredeney (VIANA et al., 2020)
PRO5 INSPOA Itaipulandia - PR Regido Oeste 4 Bredeney (VIANA et al., 2020)
PRO6 INSPOA Itaipulandia - PR Regido Oeste 6 London (VIANA et al., 2020)
PRO7 INSPOA Itaipulandia - PR Regido Oeste 8 14,[5],12:1:- (VIANA et al., 2020)
PRO8 INSPOA Itaipulandia - PR Regido Oeste 10 14,[5],12:1:- (VIANA et al., 2020)
PRO9 INSPOA Itaipulandia - PR Regido Oeste 10 Bovismorbificans (VIANA et al., 2020)
SPO1 UNESP Lengois Paulista/SP Quatigua - PR Typhimurium (POSSEBON et al., 2020)
SP02 UNESP Lencois Paulista - SP Quatigua - PR 14,[5],12:1:- (POSSEBON et al., 2020)
SP03 UNESP Cerqueira César - SP Cerqueira César - SP 14,[5],12:1:- (POSSEBON et al., 2020)
SP04 UNESP Cerqueira César - SP Cerqueira César - SP Panama (POSSEBON et al., 2020)
SP05 UNESP Cerqueira César - SP Cerqueira César - SP Panama (POSSEBON et al., 2020)
SP06 UNESP Cerqueira César - SP Cerqueira César - SP Panama (POSSEBON et al., 2020)
SPO7 UNESP Suzano - SP Juquia - SP Typhimurium (POSSEBON et al., 2020)
SP08 UNESP Suzano - SP Rondinha - RS Infantis (POSSEBON et al., 2020)
SP09 UNESP Suzano - SP Rondinha - RS Typhimurium (POSSEBON et al., 2020)



Tabela suplementar 2. Identificacdo dos 142 genes de viruléncia investigados nos isolados de Salmonella

Estrutura Gene Acesso NCBI Funcao
avrA QKX35995.1 T3SS effector protein-regulator of Salmonella-induced inflammatory response
hilA QVZ52849.1 Invasion genes transcription activator
hilD QKX36004.1 Regulatory helix-turn-helix proteins, araC family
iacP CP055130.1 Acyl carrier protein
invA QKX36025.1 Secretory apparatus of type III secretion system
invB LT904777.2 Secretory proteins; surface presentation of antigens protein SPAK
invE QKG16282.1 Invasion protein
invH QKX36028.1 Needle complex outer membrane lipoprotein precursor
invl CP075134.1 Surface presentation of antigens
SPL-1 orgA QWO008749.1 Needle complex assembly protein
prel UAI72010.1 type III secretion system apparatus
prgK CBW18949.1 type III secretion system apparatus
prgH QKX36003.1 Cell invasion protein
prgl QWYV88106.1 Type III secretion system apparatus
SPI-1 T3SS effector protein-involved in actin bundling and polymerisation leading to epithelial cell invasion
SipA QOT90037.1 and formation of the SCV
sipB UAI78481.1 Salmonella invasion protein B
sipC UAI78481.1 Salmonella invasion protein C
sipD QKW84060.1 Cell invasion protein
SirA QKX35133.1 Invasion response-regulator


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860451724
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2049617793
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860451733
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1847751708
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860451757
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2050669827
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860451732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2056219153
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1920772298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860206290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860450862

SitA QKG16247.1 Iron transport protein, periplasmic-binding protein
slrP QKG14273.1 Type III secretion system effector protein, leucine rich repeat-Acts as a ubiquitin ligase for thioredoxin.
SOpA QKG15475.1 Secreted effector protein
sopD QKX31743.1 T3SS effector protein-involved in bacterial invasion, also promotes secretion or accumulation of fluid
T3SS effector protein, invasion-associated secreted protein-by rearranging the actin cytoskeleton and
sopEl QKX96736.1 disrupting tight junctions
sopE2 QVZ99420.1 T3SS effector protein, protein-causes membrane ruffling and disrupts tigh junctions
spaO QKX36020.1 Surface presentation of antigens protein SpaO
spaN CP076092 involved in invasion
spaR QKX36017.1 Surface presentation of antigens protein SpaR
sprB CP055130.1 Transcriptional regulator
SpiA QKX34627.1 Survival within macrophage
sptP QKX36007.1 T3SS effector protein, Inhibition
pipB2 QKX35916.1 Secreted effector protein
ORF242 CP050753.1 Hypothetical transcriptional regulator
orf408 CP055130.1 Hypothetical ribokinase/regulatory protein
sifA QKX34468.1 Lysosomal glycoprotein (Igp)-containing structures, replication in macrophages; SIFA protein
SPI-2 sifB QKX34818.1 Secreted effector protein
ssaJ QKX34641.1 Needle complex inner membrane lipoprotein
ssaQ QKX34648.1 Type III secretion system protein
sseB QKX35735.1 Translocation machinery component
sseC AZR50971.1 Translocation machinery component
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1847751673
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1847749699
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1847750901
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860447472
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1861334786
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2049687647
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860451749
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860451746
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860450356
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860451736
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860451645
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860450197
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860450547
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860450370
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860450377
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860451464
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1545888138

sseLL QJH39726.1 inhibiting the cellular inflammatory pathway
sseF QKX34637.1 Secreted effector protein
ssrA CP075141.1 protein autophosphorylation
ssrB CP055130.1 Transcriptional activator
ttrC QIU30231.1 Tetrathionate reductase subunit C
spiC QKX34626.1 Secretion system apparatus protein B
virK QKX98777.1 cellular response to DNA damage stimulus
marT CP055130.1 Hypothetical transcriptional regulator
mgtC QKX32566.1 Mg(2+) transport ATPase protein C
SPI-3 misL QKX32559.1 Hypothetical autotransported protein
rhuM QKX32557.1 Hypothetical DNA-binding protein
sugR CP055130.1 Hypothetical ATP binding protein
siiF CP055130.1 Hypothetical type-1 secretion protein
siiA QJH37300.1 Salmonella intestinal infection
SP siiD AP020332.1 Hypothetical type-I secretion protein
siiE CP050753.1 Large repetitive protein
pipD CP053865.1 Hypothetical secreted peptidase
o sopB QKX34343.1 Type III secretion system effector protein
pagN QIU31248.1 Possible outer membrane adhesin
sl pagC QVZ95745.1 involved in bacterial virulence and macrophage survival
SPI-7 pilV QOTI91646.1 Type IV prepilin
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1836441472
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860450366
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1828423893
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860450355
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1861336827
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860448295
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860448288
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860448286
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1836133948
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860450072
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1828424910
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2049683972
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1920774146

pilR AXA99246.1 Pilus integral membrane protein
SPI-11 cdtB QKX98004.1 Putative toxin-like protein
spvC QKX36244.1 Salmonella plasmid virulence protein
spvB CAB4119131.1 is associated with Salmonella proliferation in macrophages
PL. Virulencia SpVA QKX36283.1 Virulence protein
spvD QKX36287.1 effector SpvD suppresses proinflammatory immune responses
spvR QGR44630.1 Salmonella plasmid virulence lysR family regulator
ratB QO0T90299.1 Hypothetical outer membrane protein
CS54 island
shdA QOT90300.1 Host colonisation factor
Enterotoxin stn CP055130.1 production of enterotoxin
Gifsy-1 gogB QKX35782.1 Type III secretion system effector protein
Gifsy-2 sodC1 CP041005.1 Bacteriophage encoded superoxide dismutase
sspH1 QDG12582.1 Hypothetical protein
Gifsy-3
sspH2 QDG11623.1 Type III secretion system effector protein-E3 ubiquitin ligase
Putative . . .
virulence bigA QDB84918.1 Hypothetical surface-exposed virulence protein
phoP QVZ99930.1 Transcriptional regulatory protein PhoP, regulator of virulence determinants
phoQ QKX34475.1 Sensor protein PhoQ, regulator of virulence determinants
Regulation
tolC QKX31975.1 Multidrug efflux pump subunit TolC
sdiA QKX35136.1 quorum-sensing genes
entF QKX33921.1 Enterobactin synthetase component F
Ilhota
envR QVZ98086.1 TetR-family transcriptional regulator


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1861336054
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860452023
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860452027
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1780409902
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1920772560
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1920772561
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860451511
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1695490198
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1695489239
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1685649319
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2049688157
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860450204
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860447704
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860450865
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860449650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2049686313

thuA QKX33502.1 Ferrichrome-iron receptor
iroB QKX35910.1 Hypothetical glycosyltransferase
leuO QKX33429.1 Probable activator protein in leuABCD operon
msgA QWO006182.1 Hypothetical virulence protein
oxyR QKX32887.1 Hydrogen peroxide-inducible regulon activator
slyA QKX34673.1 Transcriptional regulator slyA
srfl QKG17706.1 A virulence factor, a gylcoside hydrolase family enzyme
sseK2 QIU29462.1 Type III secretion system effector protein
sitC QKX35993.1 Salmonella iron transporter C
iroN QKX35914.1 Iron regulatory proteins
pagK QWO009615.1 Bacteriophage encoded pagK
agfA QVZ95896.1 Major curlin subunit precursor
bcefC QKX33340.1 Fimbrial usher protein
befG QKX33344.1 Fimbrial chaperone
fimA QKG14048.1 Type-1 fimbrial protein, a chain precursor
fiml QKX33885.1 Major pilin protein
adesdo
IpfD QJH38512.1 Hypothetical fimbrial protein
pefB QKX36301.1 Kappa-fimbriae regulatory protein
pefA CP050718.1 Plasmid-encoded major fimbrial subunit
pefD QKG18138.1 Kappa-fimbriae chaperone protein
pefl QKX36307.1 Putative regulatory protein
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860449231
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860451639
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860449158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2050667260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860448616
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860450402
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1847753132
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1828423124
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860451722
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860451643
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2050670693
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2049684123
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860449069
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860449073
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1847749474
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860449614
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1836440258
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860452041
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1847753573
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860452047

safC QKX33600.1 Salmonella atypical fimbria outer membrane usher

SrgA CP050718.1 Thiol:disulfide interchange protein dsbA precursor

srgB CP040646.1 Outer membrane protein

srgC CP050718.1 Porin thermoregulatory protein envY

staA CP053702.1 Putative fimbrial protein

stbD QKX33689.1 Hypothetical outer membrane usher protein

stcC QKG15556.1 Hypothetical fimbrial protein

steB QVZ99697.1 Type III secretion system effector protein

stfE QKX33508.1 Minor fimbrial subunit stfe (putative minor fimbrial subunit)

stiC QOT88273.1 Fimbrial usher

stjB QKX33290.1 Fimbrial usher protein

stm4595 QKX33313.1 Putative fimbrial chaparone protein

tcfA QIY48859.1 Fimbrial protein

IpfA QKX32446.1 Fimbrial protein

befF CP055130.1 interfere na expressao ou funcao de outras fimbrias.
Fimbria IpfC QJH38511.1 Encodes fimbrial usher protein

stdB QKG16409.1 Probable outer membrane fimbrial usher protein

stdC QKX31823.1 Probable fimbrial chaperone protein

flgk QKX34428.1 gene codes for a hook-associated protein
Flagelos flgl QKX34429.1 gene codes for a hook-associated protein

fljB QJH54739.1 mechanism to enable escape from the host immune system
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860449329
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860449418
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1847750982
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2049687924
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860449237
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1920770534
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860449019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860449042
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1830062525
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860448175
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1836440257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1847751835
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860447552
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860450157
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860450158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1836437354

fliC QKX35145.1 mechanism to enable escape from the host immune system
eacl CP003416.1 Phage EaC protein
gene8 AY052766.1 Scaffold protein, similar to bacteriophage P22 gp8
grvA AF266469.1 Gifsy related virulence gene
hldD_DT104 AY462995.1 HldD-like protein
rck CP003387.1 Resistance to complement killing
STM14_1441 CP001363.1 Protein of unknown function
STMMW_34781 FN424405.1 Type II secretion system protein
SU5_0826 CP003416.1 Outer membrane usher protein HtrE
sefA CP000026.1 Fimbrial structural protein
Outros
sefC CP053702.1 an important step in the Salmonella infection process
ST313_td L.S997973.1 associated with the virulence and systemic infection in invasive S. Typhimurium
vexA AL627283.1 Vi polysaccharide export protein
vexE AL627283.1 Vi polysaccharide export protein
SPI4R CP053865.1 predicted to encode a type I secretion system
sefR CP000026.1 Fimbrial regulator
stgA AL627280.1 Probable fimbrial subunit protein
sieB CP000026.1 Superinfection exclusion protein [Enterobacteria phage P22]
stmmw_34781 CP050753.1 Type II secretion system protein
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1860450874
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/type-i-secretion-system
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