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RESUMO

O género Salmonella, pertence a familia Enterobacteriaceae e consiste em bacilos Gram-
negativos, ndo formadores de esporos. As bactérias que constituem o género contém trés
tipos diferentes de antigénios. As propriedades aglutinantes dos antigénios somaticos (O),
flagelar (H) e capsular (Vi), sdo usados para diferenciar sorologicamente através do
esquema de White-Kauffman-Le Minor, os diversos sorovares e assim classificar o
género em duas espécies bacterianas, Salmonella enterica e Salmonella bongori, sendo
que a primeira é dividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae,

houtenae e indica.

Ao longo dos anos esta bactéria de origem alimentar desenvolveu varios mecanismos
moleculares através de genes de resisténcia a antibioticos, frequentemente associados a
elementos genéticos mdveis, que promovem a sua mobilidade, permitindo que eles se
espalhem rapidamente no ambiente. A crescente taxa de resisténcia aos antibidticos em
Salmonella, representa uma preocupacgéo global significativa, muito pelo surgimento de
estirpes multirresistentes e extensivamente resistentes. Desta forma, é essencial uma
melhor compreensdo dos mecanismos de resisténcia a antibioticos em Salmonella, para a

escolha do antibidtico adequado no tratamento de infecdes.

Nesta dissertacdo, identificaram-se 0s mecanismos de disseminacdo de genes de
resisténcia e de que modo estes influenciam a acdo da bactéria na presenca de diferentes
classes de antibidticos. Concluiu-se que a existéncia de métodos genotipicos para
caracterizacdo de Salmonella, em particular a sequenciacdo do genoma completo, séo

fulcrais para entender os processos que estdo na base daresisténcia a antibioticos.

Palavras-chave: resisténcia Salmonella, transferéncia horizontal genes, subtipagem

Salmonella, febre tifoide, salmonelose
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ABSTRACT

The Salmonella genus belongs to the Enterobacteriaceae family and consists of Gram-
negative, non spore forming bacilli. The bacteria that make up the genus contain three
different types of antigens. The agglutinating properties of the somatic (O), flagellar (H)
and capsular (Vi) antigens are used to serologically differentiate through the White-
Kauffman-Le Minor scheme, the various serovars and thus classify the genus into two
bacterial species, Salmonella enterica and Salmonella bongori, the former being divided

into six subspecies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae and indica.

Over the years, this food-borne bacterium has developed several molecular mechanisms
through antibiotic resistance genes, often associated with mobile genetic elements, which
promote its mobility, allowing it to spread rapidly in the environment. The increasing rate
of antibiotic resistance in Salmonella represents a significant global concern, largely due
to the emergence of multidrug-resistant and extensively resistant strains. In this way, a
better understanding of the mechanisms of antibiotic resistance in Salmonella is essential,

for the choice of the appropriate antibiotic in the treatment of infections.

In this dissertation, we identified the mechanisms of dissemination of resistance genes
and how they influence the action of bacteria in the presence of different classes of
antibiotics. It was concluded that the existence of genotypic methods for characterizing
Salmonella, in particular the sequencing of the complete genome, are essential to

understand the processes that underlie antibiotic resistance.

Keywords: Salmonella resistance, horizontal gene transfer, Salmonella subtyping,

typhoid fever, salmonellosis
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I. INTRODUCAO

Ha mais de um século em todo o mundo, a infecdo humana por Salmonella continua a ser
um grande problema de satde publica, tanto ao nivel da morbilidade como de custo
econdmico associado. A Salmonella é um organismo zoondtico e um potencial agente
patogénico pois tem uma propensdo limitada ao trato digestivo de humanos e animais
hospedeiros. Animais como aves, bovinos e suinos constituem o principal reservatorio,
mas a disseminagédo significativa no ambiente mais amplo resultou das atividades de
humanos e outros animais (Rabsch et al., 2013; Wales et al., 2013; Jajere, 2019; Oludairo
et al., 2022).

Além disso, nos ultimos anos, o desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos entre
bactérias de origem alimentar, como Salmonella, tem sido associada a um aumento do
namero de mortes humanas, maior duragdo dos internamentos hospitalares e altos custos
de tratamento devido a falha terapéutica. A facil acessibilidade, o uso crescente e
descontrolado de antibiéticos em produtos alimentares de origem animal, bem como o
controlo da salmonelose humana, pioraram a situacdo em todo o mundo, proporcionando
uma plataforma para a resisténcia induzida. Historicamente, os antibidticos tém sido
usados como promotores de crescimento desde 1950, quand o se descobriu que pequenas
quantidadessubterapéuticas de antibidticos, como penicilina e tetraciclina, fornecidos aos
animais na alimentacdo, poderiam aumentar o peso de aves, suinos e bovinos. Essas doses
baixas de antibidticos, conferem a capacidade aos microrganismos de desenvolver
mecanismos de resisténcia (Ferrari etal., 2017; Jajere, 2019; Pradhan et al., 2019; Castro-
Vargas et al., 2020).

O cenario atual do surgimento de estirpes de Salmonella multirresistentes (MDR) e
extensivamente resistentes (XDR) a antibidticos, reflete ainda mais o papel da sua
adaptacdo evolutiva. Essa adaptacdo estd associada as mudancas genotipicas e
fenotipicas, que ocorrem atraves de genes de resisténcia localizados no cromossoma,
onde sdo herdados por células filhas, mas também, devido a transferéncia horizontal de
genes, que € conhecida como o principal mecanismo de proliferacdo de genes de
resisténcia a antibioticos no ambiente. A rapida disseminacdo horizontal da resisténcia a
antibidticos entre os varios géeneros bacterianos, faz-se sobretudo por elementos genéticos
moveis, em particular plasmideos, transposdes e integrdes (Harbottle et al., 2006;
Pradhan et al., 2019; Zarei-Baygi et al., 2021).
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Estes genes codificam a expressdo de mecanismos de resisténcia a antibioticos envolvidos
em Salmonella, ou seja, reducdo da permeabilidade da membrana externa, inativacdo do
antibiotico, ativacdo de bombas de efluxo e modificagdo do local de acdo. A presenca de
um anico mecanismo de resisténcia, por si s0, ndo garante a sobrevivéncia das bactérias,
pelo que é comum a ocorréncia simultanea de varios mecanismos de resisténcia
diferentes, em diferentes grupos de antibidticos. No caso da Salmonella, resisténcia a
aminoglicosideos, tetraciclinas, antibioticos f-lactamicos, cloranfenicol, sulfonamidas-
trimetoprim, quinolonas e, cada vez mais a colistina, € a mais comummente observada
(Chaudhari et al., 2022; Urban-Chmiel et al., 2022).

Assim, surge a necessidade fundamental de explicar como a resisténcia a antibioticos e
outras caracteristicas fenotipicas, evoluem nos microrganismos ao longo do tempo,
contribuindo para a sobrevivéncia das bactérias e para a gravidade e disseminacdo da
doenca. E neste contexto, que foram desenvolvidas técnicas de caracterizacdo fenotipicas
e genotipicas para detetar eficientemente os casos de infe¢cdo humana por Salmonella e
seus possiveis danos, mas também, melhorar a capacidade do tratamento clinico (Ferrari
et al., 2017; Ricke et al., 2018).

Nesta dissertacdo tem-se como objetivo, compreender a génese da resisténcia aos
antibioticos em Salmonella, para tal, pretende-se identificar os mecanismos de
disseminacao de genes de resisténcia e de que modo estes influenciam a acdo da bactéria
na presenca de diferentes classes de antibidticos, bem como, a existéncia de métodos de
caracterizacdo fenotipica e genotipica cruciais para se entender o comportamento da

Salmonella.

Para a pesquisa bibliogréfica utilizou-se os motores de busca da PubMed, ScienceDirect
e Google Scholar, com preferéncia por artigos publicados entre 2000 e 2022. Foram
utlizadas como palavras-chave: “Antimicrobial Resistance Salmonella”, “Salmonella
enterica resistance”, “Salmonella Horizontal Gene Transfer”, “Salmonella Subtyping”,

“typhoid fever” e “non-typhoidal Salmonella”
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I1. DESENVOLVIMENTO
1. Enquadramento Historico

Foi em 1839 por Soholerin, que a bactéria Salmonella foi encontrada pela primeira vez.
Posteriormente, em 1880, é isolada por Karl Joseph Eberth a partir dos nédulos linfaticos
mesentéricos e do baco de pacientes com febre tifoide, por consequéncia, em sua
homenagem, a bactéria designava-se na altura Eberthella typhosa. Reforcando a
descoberta de Eberth, em 1884 Georg Gaffky também isola com sucesso este bacilo de
pacientes com febre tifoide, o qual mais tarde seria descrito como Salmonela Typhi.
Assistia-se, portanto, a evolucdo na descoberta deste organismo, a qual viria a ter o
contributo do patologista veterinario americano Daniel Elmer Salmon e seu assistente
Theobald Smith, que em 1884 cultivaram o espécime, originalmente chamado de Bacillus
choleraesuis, a partir de porcos que morreram de célera suina, assumindo incorretamente,
que este era 0 agente causador dacolera. A posteriori esta designacéo seria alterada para
Salmonella choleraesuis. Salmon esteve na génese do nome atribuido ao género
Salmonella, formalizado em 1934, por proposta do bacteriologista francés Joseph
Ligniéres, como reconhecimento dos seus esforgos, apesar do contributo de varios
cientistas (Su et al., 2007; Marineli et al., 2013; Rahman et al., 2018; Monte et al., 2020).

O 1° Congresso daSociedade Internacional de Microbiologia em 1930, foi um marco para
0 género Salmonella, com a formacdo de um subcomité com a responsabilidade de dar
respostas as questdes relativas a taxonomia e nomenclatura deste género. O subcomité
publicou em 1934, a primeira lista oficial com nomes aprovados para O género
Salmonella. Os nomes tiveram principio baseado no esquema White-Kauffmann, mas
também, tanto quanto possivel, nas Regras Internacionais de Nomenclatura Bacteriana.
O esquema de White-Kauffmann é baseado na presenca ou auséncia de anticorpos
especificos contra os antigénios somaticos (O) e flagelares (H), os quais foram
acidentalmente descobertos em 1896 e desde entdo, tém sido usados para agrupar o

género Salmonella (Evangelopoulou et al., 2018).
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2. Género Salmonella

O género Salmonella, é um dos mais importantes géneros de bactérias patogénicas
implicadas em doencas transmitidas por via alimentar. A nomenclatura de Salmonella é
controversa e ainda em evolucdo, uma vez que, a taxonomia original do género nao teve
por base o parentesco de DNA e os nomes foram atribuidos de acordo com consideracdes
clinicas. Ainda assim, a identificacdo de Salmonella ao nivel de género, agora apresenta
poucos problemas, pois a maioria dos membros deste género compartilham perfis
bioguimicos comuns e um alto nivel de similaridade genética. Atualmente, os Centros de
Controle e Prevencdo de Doengas (CDC) utilizam o sistema de nomenclatura de
Salmonela recomendado pelo Centro Colaborador da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) (Agbaje etal., 2011; Eng et al., 2015; Lamas et al., 2016).

2.1. Taxonomia

De acordo com a recomendacdo do Centro Colaborador da OMS, o sistema atual
empregado pelos CDC, reconhece Salmonella enterica e Salmonella bongori como as 2
espécies do género Salmonella. Com base nas propriedades bioquimicas e no parentesco
gendmico, a espécie S. enterica é ainda classificada em seis subespécies. Essas
subespécies na nomenclatura sdo indicadas por algarismos romanos ou pelo nome: (1)
Salmonella enterica subsp. enterica; (I1) S. enterica subsp. salamae; (I11a) S. enterica
subsp. arizonae; (111b) S. enterica subsp. diarizonae; (1V) S. enterica subsp. houtenae e
(V1) S. enterica subsp. indica, enquanto a Salmonella bongori é a subespécie V (Figura 1)
(Jajere, 2019; Guard, 2022; Oludairo et al., 2022).

Com base no esquema de sorotipagem de White-Kaufman-LeMinor, as seis subespécies
relativas a S. enterica, sdo ainda classificadas em sorovares. Até agora, mais de 2.600
sorovares pertencentes a S. enterica tém sido descritos em todo 0 mundo e muitos desses
sorovares sao capazes de causar doengas em humanos e animais. Os sorovares,
Salmonella enterica Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B e Paratyphi C podem ser referidos
coletivamente como Salmonella tifoide, enquanto os outros sorovares de S. enterica, sao
agrupados como Salmonella néo tifoide. A outra espécie, S. bongori é composta por 22

sorovares pouco estudados, por estarem associados principalmente a animais de sangue
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frio e serem pouco comuns em humanos (Crump et al., 2015; Lamas et al., 2018; Jajere,
2019; Guard, 2022).

REINO: Eubacteria

FILO: Proteobacteria

CLASSE: Gammaproteobacteria
ORDEM: Enterobacteriales
FAMILIA: Enterobacteriaceae

GENERO: | Salmonella I

ESPECIE: Sa.{nwnef_.lfa Salnwrfeém
bongori enterica
. . enterica salamae arizonae | |diarizonae| | houtenae indica
Tifoide Nio Tifoide
SOROVARES: eg eg

Salmonella Typhi Salmonella Typhimurium
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Figura 1 - Classificacdo das espécies e subespécies de Salmonella. Adaptado de
(Hurley etal., 2014)

2.2. Caracteristicas Gerais

A Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, é uma bactéria Gram-negativa em
forma de bacilo, anaerdbia facultativa e ndo formadora de esporos. A excecdo dos
sorovares, Salmonella enterica sorovar Pullorum e Salmonella enterica sorovar
Gallinarum, os membros deste género sdo na sua grande maioria moveis dada a presenca
de flagelos peritriquios. A maioria dos sorovares prosperam e crescem numa faixa de

temperatura de 5°C a 47°C, embora a temperatura 6tima seja no intervalo de 35°C a 43°C.
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O pH necesséario para o crescimento de Salmonella varia entre 3,8 a 9,5, com uma faixa
Otima entre 6,5 e 7,5 (Agbaje et al., 2011; Oliveira et al., 2013; Jajere, 2019).

A parede celular em Salmonella possui lipidos, lipopolissacarideos, proteinas e
lipoproteinas. O lipopolissacarideo e a porcdo lipidica da parede celular contém a
endotoxina, que é responsavel pelos efeitos bioldgicos da bactéria. Os polissacarideos do
centro comum da endotoxina sdo chamados de antigénio somatico (O). A Salmonella
também possui os antigénios flagelares (H), os quais sdo compostos por subunidades de
flagelina e sdo a porcdo filamentosa dos flagelos bacterianos, apresentando-se numa ou
duas fases, referidas como antigénio H defase | e/ou fase I1. Ha ainda o antigenio capsular
(V1), que ocorre apenas em Salmonella Typhi, embora seja ocasionalmente identificado
em Salmonella Paratyphi C e Salmonella Dublin. Evidéncias atuais indicam que a
Salmonella pode também produzir inimeras fimbrias, que medeiam uma variedade de
funcbes e sdo importantes para a manutencdo e sobrevivéncia do organismo no

hospedeiro e seu ambiente. (Jones, 2013; Ryan et al., 2017; Oludairo et al., 2022).

De modo geral em provas bioquimicas a Salmonella é positiva para catalase e vermelho
demetilo. Para os testes de urease, fenilalanina, indol e oxidase é negativa. E uma bactéria
aerogénica, produtora de gas sulfidrico, fermentadora de L-ramnose, L-arabinose, D-
sorbitol, D-manitol, D-manose, D-xilose, maltose e trealose. A Salmonela cresce
facilmente em meios de cultura agar sangue e agar MacConkey, inclusive, o agar sulfato
de bismuto (BSA), o agar Salmonella Shigella (SSA) e o agar xilina lisina desoxicolato
(XLD), também podem ser usados no seu isolamento. Nestes meios, a Salmonella
fermenta glicose e manose, mas ndo fermenta lactose e sacarose (Agbaje et al., 2011;
Oliveira et al., 2013; Oludairo et al., 2022).

3. Mecanismos de Patogenicidade e Fatores de Viruléncia em Salmonella

A patogenicidade define-se como a capacidade de um microrganismo em causar doenca.
Os microrganismos patogénicos distinguem-se de outros da mesma espécie, pelo fato de
possuirem e expressarem genes que codificam fatores de viruléncia, ou seja, fatores que

induzem a ocorréncia de eventos associados a alteracdo da fisiologia regular do
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hospedeiro e que levam ao aparecimento de sinais e sintomas anormais (Vieira, 2009;
Oliveira et al., 2013).

A Salmonella é uma bactéria que causa doengas em humanos e animais, por via do
consumo e da ingestdo de alimentos contaminados. Os sorovares de Salmonella tifoide e
Salmonella ndo tifoide (NTS), inicialmente ativam a resposta de tolerancia acida para
sobreviver no ambiente &cido do trato gastrointestinal, de seguida aderem e invadem as
células M do epitélio intestinal. A invasdo pela bactéria induz a expressdo de citocinas, o
que resulta numa resposta inflamatéria e consequente migracdo de neutréfilos e
macréfagos para o intestino. A inflamacgdo causada pelas citocinas pro-inflamatorias leva
a diarreia, Ulceras e destruicdo das células damucosa. As bactérias sdo entdo fagocitadas
pelas células imunes, posteriormente, atraves do sangue e do sistema linfatico, atingem o
linfonodo mesentérico, de onde viajam para tecidos mais profundos, como baco, figado
e até medula 6ssea. Em todos estes tecidos, as bactérias residem dentro dos macrdéfagos,
em compartimentos endossomais especializados, chamados vaclolo contendo
Salmonella (SCV) e la proliferam, por ser desprovido de mecanismos de defesa
antimicrobianos do hospedeiro (Figura 2) (Shinohara et al., 2008; Gal-Mor et al., 2014;
Pradhan et al., 2019; Wojcicki et al., 2021; Alenazy, 2022).
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Figura 2 - Etapas basicas na patogénese da infecdo por Salmonella. Adaptado de
(Pradhan et al., 2019)
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No entanto, todo este processo de patogénese durante a infecdo por Salmonella é muito
mais complexo e esté correlacionado com a presenca de um grande numero de fatores de
viruléncia. Estes fatores incluem flagelos, fimbrias, proteinas da membrana externa,
lipopolissacarideos (LPS), capsula, sintese de enterotoxinas e citotoxinas, bem como a
presencga ilhas de patogenicidade de Salmonella (SPIs). Alguns fatores de viruléncia séo
codificados por genes nos cromossomas e outros estdo presentes em plasmideos (Kaur et
al., 2012; Yue et al., 2020; Wojcicki et al., 2021).

O LPS estimula a libertacdo de citocinas pré-inflamatdrias especificas para Salmonella,
sendo o principal responsavel pelos sintomas clinicos da infecdo. A parte externa do LPS
desempenha um papel importante na colonizagdo do hospedeiro, pois 0 comprimento,
estrutura, composicdo e rugosidade da superficie das cadeias laterais do antigéenio

somatico (O) no LPS, determinam a viruléncia da bactéria (Wojcicki et al., 2021).

Alguns genes sdo conhecidos por estarem envolvidos na adesdo e invasdo, incluindo
fimbrias codificadas por plasmideos (pefA). As fimbrias desempenham um papel
importante na patogénese por Salmonella, pois apresentam os sistemas de adesdo mais
comuns as células do hospedeiro (Gharieb et al., 2015; Jajere, 2019).

As proteinas externas da Salmonella, codificadas pelos genes stn e slyA, para producéo
respetivamente de enterotoxinas e salmolisina, estdo também associadas a manifestacdo

de processos patogenicos (Gharieb et al., 2015; Jajere, 2019).

A maioria dos genes virulentos em Salmonella, esta presente nas SPIs que desempenham
um papel importante na infecdo, sobrevivéncia intracelular e onde existem varios sistemas
reguladores. Até agora, 23 SPIs foram descritas, no entanto, SPI-I e SPI-Il sdo o0s
determinantes de viruléncia mais importantes em Salmonella. Estas SPIs codificam uma
maquina molecular chamada sistema de secrecdo tipo trés (TTSS), que estaenvolvido na
translocagdo de proteinas efetoras através da membrana plasmatica, para a célula
hospedeira, de modo a explorar a maquinaria do hospedeiro no sentido de assegurar a sua

sobrevivéncia e patogénese (Pradhan et al., 2019).

O T3SS localizado na SPI-1 é regulado pela proteina HilA, facilita a captacao e invasao
endotelial, permitindo que as proteinas efetoras sejam translocadas do citoplasma

bacteriano para a célula hospedeira. A expressdo do aparelho de secre¢do T3SS SPI-2 é
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regulado pelo sistema de dois componentes SsrA-SsrB, onde os genes S0 expressos
apenas dentro do SCV dacélula hospedeira. O T3SS SPI-2 ativo facilita a transferéncia
de proteinas efetoras de Salmonela através da membrana do SCV, contribuindo para a
sobrevivéncia e replicacdo dentro das células do hospedeiro, como células epiteliais e

macrofagos (Kaur et al., 2012; Lamas et al., 2018).

4. Epidemiologia

A ocorréncia deinfecGes pelos diversos sorovares de Salmonella amplamente distribuidos
na natureza, varia em diferentes paises e regifes do mundo, causando um espetro de
doencas no homem e animais. Alguns sorovares podem espalhar-se numa area geogréafica
por um determinado periodo de tempo e depois persistir ou haver declinio da sua
incidéncia. A questdo da globalizacdo, intrinsecamente relacionada com o aumento do
volume de comércio internacional envolvendo produtos de origem animal, tem facilitado
a introducdo de novos sorovares de Salmonella para paises importadores. As infegdes por
Salmonella continuam a ser um grande fardo para a saide publica em todo o mundo, tanto
nos paises desenvolvidos como em desenvolvimento. Com base nos padrdes clinicos, as
infecdes por Salmonella sdo separadas em Salmonella tifoide e Salmonella néo tifoide
(Agbaje et al., 2011; Yin et al., 2018; Gal-Mor, 2019).

4.1. Salmonella tifoide

A infecdo por sorovares de Salmonella tifoide redunda em febre tifoide ou paratifoide,
isto se, causada por Salmonella Typhi ou Salmonella Paratyphi A, B ou C,
respetivamente. Tratam-se de sorovares altamente adaptados ao hospedeiro humano, o
qual é usado como seu reservatorio exclusivo. A transmissao da infecéo ¢ feita pela via
fecal-oral e pode ocorrer em dois padrdes principais: (i) ciclo curto, com contaminagéo
de alimentos e agua no ambiente imediato através de medidas inadequadas de higiene e
saneamento, ou (ii) ciclo longo, com contaminagdo mais ampla do meio ambiente, como
poluicdo do abastecimento de agua por esgotos, tratamento inadequado de 4gua encanada
ou uso de fezes humanas néo tratadas como fertilizante agricola (Gal-Mor et al., 2014;
WHO, 2018).
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Desta forma, a febre tifoide assume um importante problema de saide pablica em muitos
paises de médio e baixos rendimento, com a maioria dos casos a ocorrer no sul/sudeste
daAsia e na Africa subsaariana. A cada ano, cerca de 27 milhdes de novos casos de febre
tifoide ocorrem, com mortalidade em torno das 200 000 pessoas. As areas higienicamente
comprometidas de paises em desenvolvimento, como Paquistdo, india e Bangladesh,
juntas, carregam o peso de 85% dos casos ocorridos globalmente. De facto, a incidéncia
de febre tifoide € alta na Asia (exceto Jap3o) e na Africa Austral, com uma taxa superior
a 100 casos por 100 000 habitantes/ano. No norte de Africa, América Latina, llhas
Caribenhas e Oceénia, a incidéncia é média, com a ocorréncia de 10 a 100 casos por
100 000 habitantes/ano (WHO, 2018; Chandankhede etal., 2022; Pund et al., 2022).

Relativamente a incidéncia de febre tifoide na Europa, América do Norte, Australia e
Nova Zelandia, é estimada como baixa, pois ocorrem menos de 10 casos por
100 000 habitantes/ano. A febre entérica, também assim designada, em paises de
elevados rendimentos € adquirida geralmente no exterior e esta associada a viagens para
areas de endemicidade (Crump et al., 2015; Chandankhede et al., 2022).

Com base nos dadosreportados pelo Centro Europeu de Prevencdo e Controlo de Doencas
(ECDC), relativos ao ano de 2017 (ultimo ano disponivel para consulta), 22 paises
notificaram um total de 1098 casos de febre tifoide e paratifoide, inclusive Portugal ao
apresentar 9 casos confirmados (Tabela 1). A taxa de notificacdo da Unido Europeia/
Espaco Economico Europeu (UE/EEE) foi de 0,28 casos por 100 000 habitantes. Dos
798 casos com informacdes disponiveis, 725 foram relacionados a viagens, dos quais 577
estavam associados a viagens para paises fora da UE/EEE. A indiae o Paquistdo foram
os dois destinos mais visitados, correspondendo a 44,4% e 21,5%, respetivamente
(ECDC, 2020).

Tabela 1 - Casos confirmados de febre tifoide, paratifoide e taxa por 100 000 habitantes
em Portugal e UE/EEE, de 2015-2017. Adaptado de (ECDC, 2020).

2017 2016 2015
CASOS TAXA CASOS TAXA CASOS TAXA
Portugal 9 0,09 9 0,09 8 0,08
UE/EEE 1098 0,28 1161 0,30 1007 0,25
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4.2. Salmonella n&o tifoide

Em contraste com a febre tifoide frequente nos paises em desenvolvimento, as
salmoneloses provocadas pela infecdo por Salmonella ndo tifoide (NTS), ocorrem em
todo o mundo. Resultam da infecdo por uma ampla gama de sorovares zoon6ticos e sdo
transmitidas, em particular (embora ndo exclusivamente), pela ingestdo de alimentos
contaminados. Além de produtos alimentares de origem animal contaminados, como
suinos, bovinos, aves, ovos e laticinios, a transmissdo de NTS pode resultar do contato de
pessoa para pessoa ou do contato com animais de estimacdo, desde gatos, caes, roedores,
répteis ou anfibios. Outra importante fonte de infecdo € o consumo de produtos
contaminados, especialmente vegetais e frutas todos associados a surtos recentes.
Saliente-se ainda que, o processo de abate e desmancha de animais para alimentacdo em
matadouros, € considerado uma das importantes fontes de contaminagdo de 6rgaos e
carcacas com Salmonella (Gal-Mor et al., 2014; Eng et al., 2015; Gal-Mor, 2019;
Wojcicki et al., 2021).

Entre os sorovares de NTS, Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Salmonella
Heidelberg e Salmonella Newport, sdo epidemiologicamente, os mais importantes pois
tém sido associados a maioria da carga de salmonelose humana em todo o mundo.
Salmonella Enteritidis € comummente associado a aves e produtos derivados, em
contraste, Salmonella Typhimurium tem uma gama mais ampla de hospedeiros, incluindo
suinos. No entanto, nas Ultimas décadas, observa-se uma tendéncia de mudanca nos
sorovares de Salmonella associados a salmonelose de origem alimentar, com a expansdo
mundial de sorovares anteriormente menos comuns, como Salmonella Typhimurium
1,4,[5],12:i: e Salmonella Derby (Campos et al., 2019; Jajere, 2019).

Estudos tém mostrado uma incidéncia crescente de NTS, inclusive, um desses estudos
estimou que existem aproximadamente 94 milhdes de casos de gastroenterite por NTS,
resultando a nivel global em 155 000 mortes a cada ano. De acordo com este estudo, a
maior parte da carga de NTS foi encontradanas regifes do Sudeste Asiatico e do Pacifico
Ocidental. Quanto aos Estados Unidos, a NTS é responsavel em média por cerca de 1,4
milhdes de infegdes humanas a cada ano, levando a 116 000 hospitaliza¢Ges e 600 mortes
(Gal-Mor, 2019; Jajere, 2019).

11
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A salmonelose foi a segunda infegéo gastrointestinal de origem alimentar mais relatada
em humanos na Unido Europeia (UE) em 2021, depois da campilobacteriose. Em 2020,
0 nimero de casos humanos confirmados, atingiram 0s niveis mais baixos observados
desde o inicio da vigilancia de Salmonella a nivel da UE em 2007. Isto deveu-se
provavelmente a pandemia da COVID-19 e a saida do Reino Unido da UE. Em 2021
registou-se um ligeiro aumento e o nimero de casos confirmados de salmonelose humana
foi de 60 050, correspondente a uma taxa de 15,7 por 100 000 habitantes. Houve 11 785
hospitalizacBes e 71 mortes. Relativamente a Portugal, foram reportados 361 casos que
representam uma taxade 3,5 por 100 000 habitantes (Tabela 2) (EFSA/ECDC, 2022).

Tabela 2 - Casos humanos confirmados de salmonelose e taxa por 100 000 habitantes
em Portugal e UE, de 2019-2021. Adaptado de (EFSA/ECDC, 2022).

2021 2020 2019
CASOS TAXA CASOS TAXA CASOS TAXA
Portugal 361 3,5 262 2,5 432 4,2
UE 60 050 15,7 52 690 13,7 78 190 20,4

InformacBes relativas aos varios sorovares de NTS, estavam apenas disponiveis para
84,6% do numero total de casos confirmados, isto €, 50 817 casos em 60 050. Tal como
nos anos anteriores, os trés sorovares de Salmonella mais relatados em 2021 foram
Salmonella Enteritidis (54,6%), Salmonella Typhimurium (11,4%) e Salmonella
Typhimurium monofasica (1,4,[5],12:i:-) (8,8%), representando 74,8% dos 50 817 casos
humanos confirmados (Tabela 3). A proporcdo destes trés sorovares, sobretudo
impulsionada pela Salmonella Enteritidis, aumentou durante os ultimos 3 anos, de 70,5%
em 2019 para 72,2% em 2020 e para 74,8% em 2021. Quanto ao quarto e quinto
sorovares, Salmonella Infantise Salmonella Derby, estiveram nos mesmos niveis de 2020
e 2019 (EFSA/ECDC, 2022).

12
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Tabela 3 - Distribuicdo de casos confirmados de salmonelose humana na EU, para 0s
10 sorovares de Salmonella mais frequentes entre 2019-2021. Adaptado de
(EFSA/ECDC, 2022).

SOROVAR 2021 2020 2019
CASOS % CASOS % CASOS %

Enteritidis 27734 | 546 | 24008 | 518 | 39451 | 504
Typhimurium 5781 | 11,4 | 5337 | 115]| 9288 | 11,9
Iﬁgig‘g;'ﬁ‘m 4495 | 880 | 4697 |101| 6432 | 820
Infantis 1019 | 200 | 1064 |230] 1912 | 240
Derby 474 0,93 525 1,13 719 0,92
Coeln 463 0,01 324 0,70 441 0,56
Braenderup 373 0,73 93 0,20 292 0,37
Napoli 352 0,69 412 0,89 493 0,63
Chester 316 0,62 129 0,28 340 0,43
Newport 311 0,61 336 0,73 846 1,08

5. Manifestacdes Clinicas e Antibioterapia
5.1. Manifestac¢Ges Clinicas

A manifestacdo da doenca depende do sorovar envolvido, fatores de viruléncia, dose
infetante e imunidade do hospedeiro. Pacientes imunocomprometidos, criangas e idosos
tendema ser mais suscetiveis e apresentar sintomas clinicos mais graves, incluindo sépsis.
Noutros casos, a infecdo pode causar um estado crénico de transporte assintoméatico no
hospedeiro. Do ponto de vista clinico quanto as doencas causadas, a febre entérica com
origem em sorovares tifoides, difere substancialmente da gastroenterite associada & NTS.
A febre tifoide tem um periodo de incubacdo mais longo, de 5 a 9 dias e uma duracéo
mais longa dos sintomas, em que a febre persiste por aproximadamente trés semanas.
Enquanto a gastroenterite causada por NTS € caracterizada por um rapido inicio, apds um
curto periodo de incubagdo de 12 a 72h e uma breve duracdo inferior a 10 dias (Raffatellu
et al., 2008; Castro-Vargas et al., 2020).
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Na febre tifoide, o sintoma predominante da infecdo em individuos imunocompetentes é
caracterizado por febre alta. Outros sintomas frequentes incluem calafrios, dor
abdominal, hepatoesplenomegalia, erupcdo cutdnea na forma de manchas rosadas,
nausea, anorexia, diarreia ou obstipacdo, dor de cabeca e tosse seca. Caso a doencga ndo
seja tratada, ap6s a segunda semana 0s pacientes podem ver agravados 0s sintomas e as
complicacGes desenvolvem-se. Muitas destas complicagfes foram descritas, das quais
sangramento gastrointestinal, perfuracdo intestinal e encefalopatia tifoide estdo mais
intimamente associadas ao risco de morte. Outras complicacBes incluem distarbios
psiquiatricos e pneumonia (Gal-Mor et al., 2014; Crump et al., 2015; Lokken et al., 2016;
Masuet-Aumatell et al., 2021).

A maioria dos pacientes recupera das infecdes ap0s o tratamento. No entanto, 3% a 5%
dos pacientes tornam-se portadores cronicos, com infecdo cronica na vesicula biliar e
eliminam intermitentemente as bactérias através das fezes e urina. Tal se deve, aos
humanos serem o Unico reservatério de Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi. Assim,
sdo responsaveis pela disseminacao da febre entérica em regides endémicas, pois a via de
transmissdo comum € a ingestdo de agua ou alimentos contaminados com fezes de
portadores cronicos (Eng et al., 2015; Li, 2022).

Em contraste com a febre entérica, os individuos infetados por NTS, geralmente
apresentam gastroenterite autolimitada, caracterizada por diarreia, colicas abdominais,
nauseas, vomitos e febre. Com baixa frequéncia, a bactéria pode espalhar-se além do
intestino, dando origem a infe¢des focais ou bacteremia, que ocorrem principalmente em
criangas, idososou pacientes imunocomprometidos. A apresentacao clinica dabacteremia
¢ caracterizada por febre, enquanto a diarreia € comumente ausente. Estas infecGes
disseminadas também séo referidas na literatura clinica como NTS invasiva. Quase todos
0s sorovares de NTS podem causar bacteremia, em particular Salmonella Dublin e
Salmonella Choleraesuis, sdo duas estirpes invasivas altamente associadas as
manifestacOes de bacteremia. Em condicOes graves, a resposta imune desencadeada pela
bacteremia pode levar ao choque sético, com alta taxa de mortalidade (Eng et al., 2015;
Lokken et al., 2016; Fernandez et al., 2018; Rincon-Gamboa et al., 2021).

14



Caracterizagdo Fenotipica e Genética de Resisténcia Antimicrobiana em Salmonellaenterica
5.2. Antibioterapia

A salmonelose resultante da infecdo por NTS &, geralmente, uma doenca autolimitada
que ndo requer tratamento com antibidticos, nem hospitalizacéo, exceto a reposi¢do de
agua e eletrdlitos, a fim de evitar a desidratacdo. No entanto, o uso de antibiéticos pode
ser necessario no tratamento de infecdo invasiva por NTS e febre tifoide (Michael et al.,
2016; Gut et al., 2018).

Tradicionalmente, ampicilina, cloranfenicol e trimetoprim-sulfametoxazol, eram usados
para tratar esses casos graves, mas 0 numero crescente de cepas de Salmonella
multirresistentes (MDR), isto &, resisténcia a trés ou mais classes de antibioticos, levou a
uma diminuicdo na eficicia deste tratamento. Atualmente, as fluorquinolonas
(ciprofloxacina) e as cefalosporinas de terceira geracdo (ceftriaxona) sdo as drogas de
escolha para o tratamento de adultos e criancas. A azitromicina também pode ser usada
como alternativa. A resisténcia a estes antibidticos recomendados €, no entanto, cada vez
mais descrita em Salmonella, com a evolugcdo de MDR para estirpes extensivamente
resistentes (XDR), ou seja, que exibem resisténcia a ampicilina, cloranfenicol,
trimetoprim-sulfametoxazol, bem como, fluorquinolonas e cefalosporinas de terceira
geracdo. As tendéncias crescentes de casos de XDR, levou a introducdo de
carbapenémicos e colistina, como antibidticos criticos de ultimo recurso (Alcaine et al.,
2005; Cuypers et al., 2018; Akram et al., 2020; Masuet-Aumatell et al., 2021).

6. Mecanismos de Disseminacdo de Genes de Resisténcia em Salmonella

Um efeito paralelo inelutavel do uso de antibi6ticos na medicina clinica e veterinaria, por
via da adaptabilidade das bactérias e evolugdo do genoma microbiano, é o surgimento e
disseminacao de bactérias resistentes, ndo apenas em bactérias patogénicas, mas também
na flora endégena do homem e dos animais. Os antibidticos, por si s6, ndo causam
resisténcia, mas a exposicao frequente e elevada das bactérias aos antibioticos, cria uma
pressdo seletiva que desencadeia estratégias de resisténcia por parte das bactérias. A
aquisicdo de genes de resisténcia pelas bactérias, € o fator predominante associado a
emergéncia, evolucédo e disseminacdo desses marcadores genéticos (Philippe et al., 2005;
Miriagou et al., 2006; Sultan et al., 2018; Huang et al., 2021).
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Em Salmonella, assim como noutras bactérias, a resisténcia aos antibioticos (RA) pode
ser mediada, em menor grau, por mutacfes em diferentes loci cromossomicos que fazem
parte de um conjunto central de genes pré-existentes e depois sdo transmitidas a progénie,
através da transferéncia vertical de genes (Figura 3a) (Sommer et al., 2017; Castro-Vargas
et al., 2020; Rodrigues et al., 2020).

Além disso, bactérias comensais de animais de producdo que apresentam resisténcias a
antibiéticos podem contaminar produtos carneos, atingindo assim o trato intestinal de
humanos. Genes de resisténcia, a antibidticos que sdo ou foram usados apenas em animais
logo apds sua introducdo, foram encontrados na flora comensal de humanos, em
patdgenos zoonoticos como Salmonella e em patdgenos estritamente humanos, como
Shigella. S&o evidéncias que ndo ocorre apenas a disseminagdo vertical de genes de
resisténcia. Inclusive, a RA pode ser compartilhada entre bactérias de diferentes ou do
mesmo género, por meio de transferéncia horizontal de genes (THG) (Figura 3b), com a
aquisicdo de novos genes de resisténcia alojados em elementos genéticos méveis (MGES),
como plasmideos, transposdes e integroes (Philippe et al., 2005; Harbottle et al., 2006;
Rodrigues et al., 2020; Castro-Vargas et al., 2021; Ramatla et al., 2021).

a) TRANSFERENCIA VERTICAL b) TRANSFERENCIA HORIZONTAL

0 SIS

CONJUGAGAO

Bactéria /

Célula TRANSFORMAGAO
Recetora

M

MUTAGAO TRANSDUGAO

Figura 3 - Evolucdo da resisténcia. A resisténcia pode evoluir através de dois
mecanismos basicos, transferéncia vertical de genes (a) e transferéncia horizontal de
genes (b). Adaptado de (Sommer et al., 2017).
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6.1. Transferéncia Horizontal de Genes

A primeira descricdo de uma transferéncia horizontal de genes foi um grande avango na
biologia molecular. Griffith, em 1928, demonstrou que as bactérias pneumococicas nao
virulentas podem tornar-se patogénicas simplesmente pelo contato com bactérias
virulentas, mesmo bactérias destruidas pelo calor. Mostrou que existe um principio
termoestavel, capaz de modificar a hereditariedade. Esse principio seria identificadoanos
depois como DNA, capaz de produzir variantes fenotipicas espontaneamente. A
microbiologia médica identificou o problema crescente do aumento de RA de bactérias
patogénicas, estimulando pesquisas em genetica bacteriana que revelaram que, a THG
estd envolvida em algumas dasvariacBes genéticas que causam RA (Arber, 2014; Daubin
et al., 2016).

A THG de resisténcia € um mecanismo antigo e a taxa a que ocorre tem aumentado
significativamente ao longo do tempo. Tem sido relatado que uma porc¢éo consideravel
da maioria dos genomas bacterianos consiste em genes adquiridos horizontalmente,
associados a MGEs, que sdo regides discretas de DNA definidas pela capacidade de se
mover dentro e/ou entre as células bacterianas. Entre os MGEs destacam-se 0s
plasmideos, ou quais podem transportar outros elementos moveis, como transposdes e
integrdes (Tanner et al., 2018; Castro-Vargas et al., 2020; Johansson et al., 2021; Zarei-
Bayqgi et al., 2021).

As bactérias a partir dos MGEs, podem transferir material genético entre elas, tendo por
base mecanismos de conjugacao, transformacdo e transducdo mediada por fagos (Figura
3b). A conjugacao bacteriana medeia a aquisi¢do de plasmideos conjugativos e ocorre por
meio do contato direto entre as células bacterianas doadoras e recetoras. A transformacéo
natural ocorre quandoo DNA € libertado pela lise das células doadorase é posteriormente
absorvido pela célula bacteriana recetora. J4 a transducdo de fagos, é o processo pelo qual
um bacteriofago se liga a uma célula bacteriana recetora e injeta 0 seu DNA viral
(Sommer etal., 2017; Tanner et al., 2018; McMillan et al., 2020).

Em Salmonella, a disseminacdo de genes de resisténcia pode ocorrer entre os diferentes
sorovares, ou de outras espécies bacterianas para Salmonella (Alcaine et al., 2007;
Oladeinde et al., 2019).
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6.1.1. Plasmideos

Os plasmideos sdo segmentos de DNA extracromossomico que se replicam
independentemente do cromossoma e podem ser trocados entre bactérias. Em geral, ndo
sd0 essenciais para a sobrevivéncia, mas normalmente carregam genes que conferem
alguma vantagem seletiva a bactéria hospedeira, como determinantes de viruléncia,
aderéncias e genes de resisténcia antimicrobiana, inclusive, podem servir de veiculo para
outros elementos de resisténcia, como transposoes e integroes (Mc Dermott et al., 2003;
Harbottle et al., 2006; Castro-Vargas et al., 2021).

De acordo com a sua transmissibilidade, os plasmideos classificam-se em duas classes.
Plasmideos conjugativos, que contém um conjunto completo de genes de conjugacéo, e
plasmideos mobilizaveis, que contém apenas um conjunto minimo de genes que permitem
que sejam mobilizados por conjugagdo quando coexistem na mesma célula doadora com
um plasmideo conjugativo. Ambos os plasmideos, conjugativos e mobilizaveis, podem
codificar genes de RA e transferi-los para um novo hospedeiro (Harbottle et al., 2006;
Algarni et al., 2022).

Os plasmideos sdo também classificados em grupos de incompatibilidade (Inc), definidos
como a incapacidade de dois plasmideos se propagarem de forma estavel na mesma
linhagem celular. Vérios grupos de incompatibilidade diferentes tém sido associados a
maltiplos genes de RA em Salmonella e outras bactérias. Por exemplo, plasmideos
IncA/C isolados de Salmonella tém sido associados a genes que conferem resisténcia a
aminoglicosideos, B-lactdmicos, quinolonas, cloranfenicol, sulfisoxazol, tetraciclinas e
trimetoprim. Pesquisas sobre plasmideos IncA/C conjugados, determinaram que estes
plasmideos desempenham um papel fulcral na disseminacdo de MDR entre as espécies
de Enterobacteriaceae, incluindo Salmonella enterica. E o caso da estirpe MDR de
Salmonella Typhimurium ST213 no México, que foi associada ao transporte de
plasmideos IncA/C, com genes blacmy-2 que codifica a resisténcia a cefalosporinas de
espectro estendido. Estes plasmideos, sdo considerados de ampla gama de hospedeiros
devido a sua capacidade de se disseminarem por transferéncia conjugativa entre as

comunidades bacterianas (McMillan et al., 2019; Algarni et al., 2022).
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6.1.2. Integrdes

Os integrbes sdo elementos de DNA mdveis com a capacidade de capturar genes, em
particular aqueles que codificam resisténcia a antibidticos. Podem ser encontrados em
plasmideos, transposdes e cromossomas. Estes elementos moveis sdo compostos por trés
elementos principais, 0 gene que codifica a integrase (Intl), enzima que garante a
integracdo dos genes no esqueleto genético do hospedeiro, o sitio de recombinacéo (attl),
que serve como o sitio primario para capturar as cassetes de genes de resisténcia, e um
promotor para a transcricdo de genes capturados. Estes arranjos promovem
eficientemente a aquisicdo de genes exdgenos, como genes resistentes a antibidticos no
genoma bacteriano (Abatchaet al., 2014; Afolami et al., 2018; Divek et al., 2018; Castro-
Vargas et al., 2020; Algarni et al., 2022).

Foram definidas quatro classes de integrées, com base na homologia das proteinas da
integrase Intl. Assim, os portadores de Intll sdo referidos como classe 1, Intl2 como
classe 2, Intl3 como classe 3 e assim sucessivamente. Genes de Integrase Intl1, Intl2 e
Intl3 foram encontradas associadas a elementos genéticos moveis, enquanto que, genes
Intl4 foram encontrados ligados a integrées cromossomicos (Carattoli, 2003; Sultan et
al., 2018).

A presenca de integrdes de classe 1 e 2 foi relatada em sorovares de Salmonella, isolados
de humanos, produtosalimentares e meio ambiente. Um exemplo de rapida disseminacao
de genes de RA associados a integrfes, € o fago de Salmonella Typhimurium DT104.
Este integrdo € caracterizado por resisténcia a mais de 5 antibidticos, ampicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, sulfametoxazol e tetraciclina, também conhecido como R-
type ACSSuT. Os determinantes genéticos para este tipo R estdo contidos na ilha
gendémica 1 de Salmonella (SGI1), composta por integrdes contendo os genes ASu
(blacars-2 € sull) e SSp (aadA2), com genes derivados de plasmideos que codificam
resisténcia a florfenicol (flo) e tetraciclinas (tetG). Todos os isolados de DT104
multirresistente com o fendtipo ACSSUT, mostraram conter as mesmas cassetes de genes,
independentemente do pais de origem e da fonte (Harbottle et al., 2006; Abatcha et al.,
2014).
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6.1.3. Transposoes

Transposdes sdo sequéncias de genes que se podem mover de um local no cromossoma
para outro, ou do cromossoma para um plasmideo transmissivel e muitas vezes carregam
genes de RA. Sdo constituidos por uma transposase e sequéncias repetidas invertidas
(IRs) nas suas extremidades. As IRs podem acelerar o reconhecimento e a recombinagao
doalvo, enquanto a transposase catalisa 0 movimento de segmentos de DNA para outra
parte do genoma por um mecanismo de recortar e colar, ou por um mecanismo de
transposicdo replicativa (Mc Dermott et al., 2003; Harbottle et al., 2006; Algarni et al.,
2022).

A forma mais simples de um transposdo, consiste em sequéncias de insercdo (ISs)
contendo apenas 0s genes necessarios para a transposicdo. Um avanco no modelo de IS é
visto em transposGes compostos, que consistem numa regido central contendo genes
diferentes dos necessarios para a transposicdo, por exemplo, genes RA flanqueados em
ambos os lados por 1Ss. Um grande nimero de determinantes de resisténcia em muitas
espécies bacterianas diferentes, sdo transmitidos por meio de transposées compostos. Em
Salmonella enterica, sorovares como Typhimurium e Choleraesuis, possuem transposoes
compostos em plasmideos conjugativos, responsaveis pela disseminacdo de genes RA
(Mc Dermott et al., 2003; Harbottle et al., 2006; Algarni et al., 2022).

6.1.4. Mecanismos de Transferéncia Horizontal de Genes

As bactérias possuem extrema habilidade na aquisicdo de informacdo genética necessaria
para sobreviver em ambientes marcados pela presenca de antibioticos. O movimento de
elementos méveis de DNA entre as bactérias € uma consequéncia da troca genética.
Assim, trés principais mecanismos evolutivos de THG séo atualmente reconhecidos,
conjugacado, transformagéo e transducdo. Estes mecanismos juntos, permitem que o0s
elementos moveis de DNA se espalhem facilmente entre géneros bacterianos distantes e
produzam o0 consequente surgimento e disseminagdo de mdltiplas resisténcias a
antibidticos, testemunhadas em muitas espécies bacterianas (Mc Dermott et al., 2003;
Durdo et al., 2018).
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6.1.4.1. Conjugagéo

A conjugacdo é o mecanismo de THG mais estudado e € comummente associado a
plasmideos. Consiste na transmisséo unidirecional de DNA de uma célula para outra via
pili ou via adesinas e um poro (juncdo interbacteriana), pelo qual o DNA € transportado
(Figura 4). A bactéria doadora é descrita como F+, enquanto a bactéria recetora é
chamada F-. A conjugacdo pode ocorrer entre a mesma espécie bacteriana, mas também
pode ocorrer entre populacdes ndo relacionadas com distancia taxondmica substancial,
embora com menor frequéncia. Trata-se do mecanismo mais importante de transferéncia
horizontal, o qual esta amplamente presente nas bactérias (Daubin et al., 2016; Sultan et
al., 2018; Zarei-Baygi et al., 2021; Tao et al., 2022).

Plasmideo CONUEACAT Gene de RA

(o &5 &)

Célula Doadora Célula Recetora

Figura 4 - Mecanismo de transferéncia horizontal de genes - Conjugacdo. Adaptado de
(Mutuku et al., 2022)

6.1.4.2. Transformacao

A transformacdo ocorre através da absorcdo direta de DNA extracelular da bactéria
doadora lisada, pela bactéria recetora, integrando-o no seu genoma de modo a adquirir
novas caracteristicas (Figura 5). O DNA extracelular é principalmente DNA plasmidial e
DNA fragmentado, libertado durante a secrecdo ativa ou por lise de bactérias, muitas
vezes carregando genes de RA (Zarei-Baygi et al., 2021; Tao et al., 2022).
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TRANSFORMACAO
Bactéria Morta Libertacdo do DNA
Célula Doadora Célula Recetora

Figura 5 - Mecanismo de transferéncia horizontal de genes - Transformacdo. Adaptado
de (Mutuku et al., 2022)

6.1.4.3. Transducao

A transducdo € um tipo de transferéncia genética que ocorre atraves de um bacteriéfago
que transmite DNA cromossomico ou plasmidial, de uma célula para outra (Figura 6).
Bacteriofagos (ou simplesmente fagos), sdo virus bacterianos que captam e transferem
genes que sdo vantajosos para o0 seu hospedeiro microbiano. Os fagos podem coexistir
com genes de resisténcia no mesmo ambiente ecoldgico e na mesma bactéria, logo,
desempenham um papel importante na disseminacdo de genes de RA (Daubin etal., 2016;
Zarei-Baygi et al., 2021; Tao et al., 2022).

TRANSDU(;/"\O
Fago
Célula Doadora Célula Recetora

Figura 6 - Mecanismo de transferéncia horizontal de genes - Transducéo. Adaptado de
(Mutuku et al., 2022)
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7. Mecanismos de Resisténcia a Antibioticos

Ao longo dasua evolucao, a Salmonella acumulou um grande numero de mecanismos
metabolicos e protetores, incluindo a resisténcia a antibidticos. A resisténcia a
antibiéticos em Salmonella é atribuida a varios mecanismos, como inativacdao do
antibiotico, alteracdo do local de acdo, diminuicdo da permeabilidade da membrana
externa e ativacdo de bombas de efluxo (Figura 7) (Abatcha et al., 2014; Castro-Vargas
et al., 2020; Chaudhari et al., 2022).

Inativacdo do Antibiético Bombas de Efluxo
> 3
-~
: I
| 2 Q E)
"%a ¢
k]

/ Plasmideo )
Cassete de
Integrdo  Gene Alteracio do Local de Acdo

Transposdo

1

.o:/\: "

Diminuicdo da Permeabilidade da Membrana

Figura 7 - Mecanismos de resisténcia aos antibioticos em Salmonella. Adaptado de
(Castro-Vargas et al., 2020)
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7.1. Inativacdo do Antibiotico

Este € o mecanismo mais comum de resisténcia, no qual a Salmonella altera a substancia
ativa dos antibioticos, por hidrdlise ou através de modificacBes quimicas mediadas pela
acdo de varias enzimas bacterianas e que catalisam reacdes de acetilacdo, fosforilacdo,

adenilagéo e ribosilacdo (Castro-Vargas et al., 2020; Chaudhari et al., 2022).

7.2. Alteracdo do Local de Acéo

A Salmonella pode adquirir resisténcia protegendo ou modificando o sitio alvo do
antibidtico, que pode ser uma enzima ou uma estrutura celular especifica, de modo a que
ndo seja mais suscetivel ao medicamento (Ugboko et al., 2014; Castro-Vargas et al.,
2020).

7.3. Diminuicédo da Permeabilidade da Membrana Externa

As bactérias Gram-negativas, incluindo Salmonella, comparativamente com as bactérias
Gram-positivas tém uma permeabilidade intrinseca mais baixa aos antibiéticos. A
constituicdo da membrana externa, composta por fosfolipidos, lipopolissacarideos e
proteinas de membrana, desempenha um papel crucial na reducdo da entrada dos
antibidticos (Chaudhari et al., 2022).

A diminuicdo da permeabilidade da membrana ocorre quando novas informagdes
genéticas alteram a natureza das proteinas na membrana. Consequentemente, ha alteracdo
dos canais de porina do sistema de transporte da membrana, impedindo a passagem de
antibidticos (Ugboko et al., 2014; Castro-Vargas et al., 2020).

7.4. Bombas de Efluxo

As bactérias possuem bombas de efluxo, um mecanismo primario e comum de resisténcia
a agentes antimicrobianos. Desempenham um papel significativo na retirada de

antibioticos estruturalmente diversos e alguns metabolitos para fora da célula bacteriana.
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Os antibidticos entram na célula bacteriana e atingem o citoplasma através da membrana
externa, via canais de porina. De seguida, as bombas de efluxo expelem os antibiéticos
do periplasma para 0 meio externo (Wodjcicki et al., 2021; Alenazy, 2022; Chaudhari et
al., 2022).

As bombas de efluxo sdo proteinas de transporte, codificadas por genes localizados no
cromossoma bacteriano ou em plasmideos. Estas sdo induzidas sob certos estimulos
ambientais, na presenca de um substrato adequado ou podem ser expressas

constitutivamente (Algarni et al., 2022).

7.5. Mecanismos de Resisténcia em Salmonella por Classe de Antibioticos

Historicamente, os antibioticos tém sido usados como promotores de crescimento desde
que se descobriu que pequenas quantidades subterapéuticas de antibidticos administradas
a animais na alimentacdo, poderiam aumentar o peso de aves, suinos e bovinos. O
primeiro relato de resisténcia foi ao cloranfenicol dois anos apds a sua introducéo no
mercado e ocorreu em Salmonella Typhi. Desde entéo, estirpes resistentes a antibioticos

foram isoladas em todo o0 mundo (Figura 8) (Castro-Vargas et al., 2020).

ESTREPTOMICINA (S) | 1944

CLORANFENICOL (CL) | 1948 | ——

TETRACICLINA (TE) | 1949 | ———

NEOMICINA (NM) e ——
COLISTINA (CS) | 1959

AMPICILINA (AM) | 1962

ACIDO NALIDIXICO | 1967

1950 = Resisténcia CL em S. Typhi - Inglaterra

1963 » Plasmideo MDR S. Typhimurium — Alemanha
1965 # Plasmideo MDR S. Typhimurium — Gra-Bretanha

1972 * Surto S. Typhi no Méxaco (CL)
= Surto S Typhi na India (CL, AM)
1973 e Surto S. Typhi no Vietname (CL, AM)

TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL (T/S) | 1973

CEFOTAXIMA (CFT) | 1976

CIPROFLOXACINA (CP) | 1980

1975 = Resisténcia T/S Salmonella — Franca

1984 « MDR 5. Typhimurium DT104 (AM, CL, S, TE) — Reino Unido

19902 » Resisténcia CP em S. Typhi — Reino Unido
» Cefotaximase plasmidica em S. Typhimurium

2016 » Resisténcia CS mediada por gene mer-1 — Reino Unido

Figura 8 - Linha do tempo representando a implantacdo de antibidticos e resisténcias
ocorridas em Salmonella para esses antibidticos. Adaptado de (Castro-Vargas et al.,
2020).
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7.5.1. Tetraciclinas

As tetraciclinas sdo antibioticos de amplo espectro, que apresentam atividade contra
muitas das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, quer sejam aerObias ou
anaerobias. Atuam por inibicdo dasintese proteica bacteriana, pois impedem aligacdo do
tRNA a subunidade 30S do ribossoma bacteriano, impossibilitando assim a adi¢cdo de
aminoacidos (Abatcha et al., 2014; Pavelquesi et al., 2021).

A atividade de amplo espectro e baixa toxicidade das tetraciclinas levou ao seu uso
intensivo na terapia de infeces humanas e animais, desde a sua introducdo em 1950.
Também, desde entdo, tém sido usadas por agricultores na criacdo de animais como
promotores de crescimento. Este uso extensivo propiciou o surgimento de resisténcia as
tetraciclinas num grupo diversificado de bactérias o que provocou restricdes na sua

utilidade clinica (Pavelquesi et al., 2021).

Na maioria das bactérias a resisténcia as tetraciclinas deve-se a aquisicdo de elementos
genéticos mdveis, mutacdes no local de ligagdo ribossdmica e mutagcdes cromossomicas.
Estas resisténcias levam ao aumento da expressdo de mecanismos de resisténcia as
tetraciclinas, como bombas de efluxo dependentes de energia, proteinas de protecao

ribossomal ou inativacdo enzimatica (Sultan et al., 2018; Pavelquesi et al., 2021).

Diferentes tet genes, tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(G) e tet(H), foram descritos com
capacidade para conferir resisténcia a tetraciclinas, em sorovares de Salmonella enterica
ndo tifoide. Genes tet(A) sdo encontrados em plasmideos, integrées e cromossomas,
enquanto, Genes tet(B) sdo detetados em plasmideos transferiveis e cromossomas. Os
genes que codificam mecanismos de efluxo dependentes de energia s&o 0s mais comuns
(Abatcha et al., 2014; Divek et al., 2018).

7.5.2. Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos estdo entre os antibidticos ativos contra bacilos Gram-negativos e
geralmente, sdo usados em associagdo com outros antibiéticos de modo a garantir um
amplo espectro de a¢do. O principal mecanismo de acéo envolve a ligacdo do antibidtico

a sequéncias conservadas dentro do rRNA 16S, da subunidade ribossomal 30S, ligacéo
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que leva & inibicdo datraducéo (Alcaine et al., 2007; Abatcha et al., 2014; Urban-Chmiel
et al., 2022).

A resisténcia aos aminoglicosideos em Salmonella esta associada a genes responsaveis
pela inativacdo enzimatica do antibidtico, por meio de modificacdo quimica. Estes genes
estdo frequentemente localizados em elementos genéticos méveis, como plasmideos e
transposdes, 0 que permite que eles se disseminem entre as bactérias. Relativamente as
enzimas modificadoras de aminoglicosideos, dividem-se em trés grupos denominados de
acordo com os tipos de reacBes que catalisam: acetiltransferases, fosfotransferases e
nucleotidiltransferases (Alcaine et al., 2007; Urban-Chmiel et al., 2022).

As aminoglicosideos acetiltransferases sdo codificadas por genes designados aac, e
normalmente estdo localizados em ilhas genomicas de Salmonella, integrbes e
plasmideos. Essas acetiltransferases conferem resisténcia aos principais antibiéticos deste
grupo, como gentamicina e canamicina, catalisando a acetilacdo dos seus grupos amina.
Quanto ao grupo das aminoglicosideos fosfotransferases, os genes codificantes sdo
conhecidos como aph (37)-1b e aph (6)-1d, também denominados como strA e strB,
respectivamente. Sao genes encontrados em plasmideos, abrigados por varios sorovares
de Salmonella e fornecem resisténcia a estreptomicina, canamicina e neomicina ao
catalisar a fosforilagdo, dependente de ATP, dos grupos hidroxilo. As
nucleotidiltransferases sdo as ultimas do grupo de enzimas que fornece resisténcia aos
aminoglicosideos, que tal como as fosfotransferases, fosforilam os grupos hidroxilo num
processo dependente de ATP. Os genes que codificam estas enzimas sdo designados
como aad, também conhecidos como ant e foram encontrados em cassetes de genes de
integrdes. O gene aadA, referido como ant (3”), confere resisténcia a estreptomicina em
Salmonella, enquanto o gene aadB, ou ant (2')-la, atribui resisténcia a tobramicina e
gentamicina (Abatcha et al., 2014; Divek et al., 2018).

7.5.3. Sulfonamidas e Trimetoprim

Desde o final da década de 60 do século passado, que as sulfonamidas e o trimetoprim
tém sido usados em combinacdo para o tratamento de infe¢Ges bacterianas, embora

inicialmente, fossem prescritos em separado. Na medicina veterinaria, as sulfonamidas
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foram os primeiros antibidticos a ser utilizadas em doses terapéuticas. Sdo antibioticos
bacteriostaticos, que atuam por inibicdo competitiva das enzimas envolvidas na sintese
do &cido tetrahidrofolico. As sulfonamidas inibem a dihidropteroato sintetase (DHPS) e
o trimetoprim inibe a dihidrofolato redutase (DHFR). No entanto, 0 Seu USO excessivo
impds pressdes seletivas generalizadas sobre as bactérias, particularmente em bactérias
Gram-negativas, isoladas de animais e humanos em todo o mundo (Alcaine et al., 2007;
Abatchaet al., 2014; Pavelquesi et al., 2021; Urban-Chmiel et al., 2022).

A resisténcia as sulfonamidas em bactérias Gram-negativas esta associada a presenca de
genes sul, isto &, genes sull, sul2, sul3 e sul4, que codificam a DHPS de modo a que, néo
seja inibida pelo antibiético. Da mesma forma, a resisténcia ao trimetoprim é mediada
por variantes dos genes dhfr e dfr, como dhfrl, dfrAl e dhfr12, que codificam a DHFR.
A resisténcia as sulfonamidas e ao trimetoprim também pode ser mediada por mutacao
cromossomica no gene que codifica as enzimas DHPS e DHFR, respetivamente (Alcaine
et al., 2007; Ugboko et al., 2014; Pavelquesi et al., 2021; Urban-Chmiel et al., 2022).

Genes sull, sul2 e sul3 sdo os mais comuns nos varios sorovares de Salmonella, podem
ser transferidos entre bactérias via integrdes, transposoes, ilhas gendmicas de Salmonella,
ou plasmideos transferiveis. J& os genes dhfr e dfr, foram encontrados como parte de
cassetes de genes de integrbes, também associados com genes sull e sul3, em plasmideos
transferiveis carregando outros genes de resisténcia e em ilhas gendmicas de Salmonella
(Alcaine et al., 2007; Divek et al., 2018; Pavelquesi et al., 2021).

7.5.4. Anfenicois

Nesta classe de antibioticos estdo incluidos o cloranfenicol, outrora fa&rmaco de escolha
no tratamento da febre tifoide, e o florfenicol. A producdo do cloranfenicol por
Streptomyces venezuelae, foi descoberta em 1947. O cloranfenicol atua ligando-se ao
centro da peptidiltransferase da unidade ribossomica 50s, impedindo a formacdo de
ligagGes peptidicas. E um antibidtico de amplo espectro contra bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas e a sua eficacia e capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica
torna-o num farmaco de escolha no tratamento de infecdes sistémicas. O desenvolvimento

do florfenicol para uso na pecuaria, teve como objetivo diminuir a resisténcia ao
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cloranfenicol em humanos, este que foi banido do uso veterinario na Europa em 1994
(Alcaine et al., 2007; Abatchaet al., 2014; Cosby et al., 2015).

Em Salmonella, existem dois mecanismos principais de resisténcia ao cloranfenicol, a
inativacdo enzimatica do antibidtico pela cloranfenicol O-acetiltransferase e remocao do
antibidtico por bombas de efluxo. A enzima cloranfenicol O-acetiltransferase ndo tem
capacidade de inativar o florfenicol, uma vez que, a posicdo C3 fluorada no florfenicol
ndo aceita grupos acetilo. Outros mecanismos de resisténcia ao cloranfenicol em
Salmonella sdo descritos, como alteracdo dapermeabilidade da membrana celular externa
e mutagdes cromossomicas que alteram a proteina da subunidade ribossomal 50S (Cosby
et al., 2015; Divek et al., 2018; Urban-Chmiel et al., 2022).

Os genes que codificam a cloranfenicol O-acetiltransferase séo designados, genes cat. Os
genes catl e cat2 foram isolados de vérios sorovares de Salmonella e encontram-se
principalmente associados a plasmideos, transposdes ou cassetes de genes. Genes como
cmlA e floR que codificam bombas de efluxo para cloranfenicol e florfenicol, também
foram descritos em Salmonella, embora o gene cmlA ndo tenha a mesma distribuicdo. Ja
o gene flor, é amplamente difundido em ilhas genémicas de Salmonella, bem como, em
muitos plasmideos diferentese intimamente associado a multirresisténcia (Abatchaet al.,
2014; Divek et al., 2018; Urban-Chmiel et al., 2022; Wang et al., 2022).

7.5.5. Beta-Lactamicos

Os B-lactéamicos s&o compostos por 4 grupos principais, as penicilinas, cefalosporinas,
carbapenemos e monobactamos. O mecanismo de acéo destes antibioticos € mediado pela
capacidade de interferirem nas proteinas de ligagdo a penicilina (PBPs), envolvidas na
sintese do peptidoglicano, um componente da parede celular bacteriana. Os [3-lactdmicos
sdo geralmente bactericidas, mas a atividade varia entre os B-lactamicos, organismos e
PBPs alvo. Em Salmonella, a inibicdo das PBPs leva a atividade bactericida (Abatcha et
al., 2014; Cosby et al., 2015).

O mecanismo mais comum de resisténcia aos B-lactdmicos em Salmonella, é a secrecédo
de B-lactamases, enzimas que hidrolisam a estrutura do anel pB-lactamico, produzindo f-

aminoacidos sem atividade antimicrobiana. Existem varios esquemas de classificacao
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para B-lactamases. A classificacdo de Ambler ¢ a mais utilizada, divide as f-lactamases
em quatro classes, A, B, C e D, com base nas suas sequéncias de aminoacidos (Alcaine
et al., 2007).

Em geral, as B-lactamases de classe A séo as mais relatadas em Salmonella, codificadas
por genes encontrados em plasmideos que conferem uma gama de resisténcia contra
penicilinas, cefalosporinas e carbapenemos. Na classe A, a familia de enzimas do tipo
TEM ¢é a mais prevalente em Salmonella. Estas séo codificadas por genes como blatem1
e blatem-s2. Outros genes foram encontrados, como blakec-2 que confere resisténcia ao
imipenemo. Ainda o gene blapse-1, igualmente conhecido na literatura como blacars-2,
também identificadoem varios sorovares de Salmonella, tal como, o surgimento de genes
blactx-m, que conferem resisténcia a ampicilina e cefalosporinas (Alcaine et al., 2007;
Abatchaet al., 2014).

As B-lactamases de classe C, s@o a segunda classe mais comum em Salmonella que
propicia resisténcia contra cefalosporinas, como cefoxitina e ceftiofur. Estas f-lactamases
denominam-se AmpC e sdo mediadas por plasmideos, ja que a Salmonella ndo transporta
0 gene AmpC cromossomico. Entre as B-lactamases AmpC mediadas por plasmideos, as
CMY codificadaspelo gene blacwmy-2, tém sido associadas a resisténcia ao ceftiofure desta
forma, mediar a resisténcia cruzada, ou reduzir a suscetibilidade a ceftriaxona, antibiotico
de escolha para o tratamento de infecdes por Salmonella em criangas. Outros genes que
codificam B-lactamases declasse C, como blacmy-4 e blacmy-7, também foram encontrados
em alguns sorovares de Salmonella (Philippe et al., 2005; Alcaine et al., 2007; Abatcha
et al., 2014; Crump et al., 2015).

A classe B, corresponde as metalo-p-lactamases, enzimas que conferem resisténcia a
todos os antibidticos B-lactdmicos e que ndo sdo comumente encontradas em Salmonella.
Contudo, foram ja identificadas B-lactamases de classe B mediadas por plasmideos em
diferentes sorovares de Salmonella, codificadas por genes blavim-1 € blanom-s (Abatcha et
al., 2014; Mthembu et al., 2021).

Por fim, as B-lactamases de classe D, do tipo OXA. Enzimas ligadas a resisténcia a
ampicilina, cefalocitina e que possuem forte atividade hidrolitica contra oxacilina e

cloxacilina. Apesar de serem incomuns, alguns sorovares de Salmonella ja foram
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identificados na presenca de genes blaoxa-1, blaoxa-3o e blaoxa-4s (Abatcha et al., 2014;
Divek et al., 2018).

7.5.6. Quinolonas

Quinolonas e fluorquinolonas sdo antibidticos sintéticos bactericidas, que contém um
nucleo de quinolona ou naftiridona. O &cido nalidixico foi a primeira quinolona aprovada
para uso médico. Varias geracdes de quinolonas foram desenvolvidas com base na
modificacdo do &cido nalidixico e resultou na introducéo das fluorquinolonas, a primeira
das quais a norfloxacina, através da conjugacdo de um atomo de fldor na posicdo C6
(Alcaine et al., 2007; Cosby et al., 2015; Shaheen et al., 2021).

As quinolonas funcionam bloqueando a replicacdo e a transcricdo do DNA bacteriano,
ambas necessarias para o funcionamento adequado da célula. Tém como alvo as
topoisomerase bacterianas do tipo I, em especifico, a DNA girase e a DNA
topoisomerase 1V, as quais sdo codificadas pelos genes gyrA, gyrB e parC, parE,
respetivamente. Assim, a inibicdo destas enzimas pelas quinolonas, resulta na morte
bacteriana (Cuypers et al., 2018; Ndako et al., 2022).

A pressdao de selecdo imposta pelo uso de antibidticos como as quinolonas, levou
bactérias, incluindo Salmonella, a desenvolver uma variedade de mecanismos de evaséo,
como expressdo de proteinas cromossémicas e codificadas por plasmideos. A resisténcia
as quinolonas em Salmonella, tem sido associada a dois mecanismos. O mecanismo
regularmente identificado, € mediado por mutacdes alvo na regido determinante da
resisténcia as quinolonas (QRDR), nos genes gyrA, gyrB e parC. O segundo mecanismo,
envolve alteraces na expressao do sistema de efluxo AcrAB-TolC, como resultado de
mutacdes nos seus genes reguladores. A superexpressao deste sistema de efluxo, resulta
na diminuicdo da sensibilidade da bactéria as quinolonas (Alcaine et al., 2007; Shaheen
et al., 2021; Urban-Chmiel et al., 2022).

Além dos mecanismos mutacionais, genes de resisténcia a quinolonas mediados por
plasmideos (PMQR), também ocorrem em Salmonella. Sdo isolados com alta frequéncia
genes gnrD, bem como as variantes gnrA, gnrB e gnrS, que codificam proteinas protetoras

de ligacdo a topoisomerase do DNA. Os genes gepA e qxAB codificam bombas de efluxo
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especificas de quinolonas. Referéncia também para o gene aac(6’)-Ib-cr encontrado em
Salmonella, o qual codifica uma enzima que diminui a atividade das quinolonas (Michael
et al., 2016; Cuypers et al., 2018; Divek et al., 2018).

7.5.7. Macroélidos

Os antibioticos da classe dos macrdélidos inibem a sintese de proteinas bacterianas pela
ligacdo ao rRNA 23S, na grande subunidade ribossomal 50S. A exemplo do que sucede
em outras classes de antibidticos, varios mecanismos de resisténcia aos macrolidos tém
sido identificados em diferentes espécies bacterianas (Fyfe et al., 2016; Hooda et al.,
2020).

Relativamente a Salmonella, esta € intrinsecamente resistente a eritromicina através da
bomba de efluxo AcrAB, mas naturalmente suscetivel a azitromicina. No entanto, a
resisténcia emergente contra a azitromicina, o Unico antibidtico oral remanescente para
tratar a febre tifoide extensivamente resistente (XDR), tem suscitado preocupacédo. Desde
o primeiro relato deresisténcia a azitromicina no Bangladesh em 2019, outro casos foram
relatados no Nepal, india e Paquistdo. A base genética desta resisténcia é uma mutagao
pontual na posicdo do aminoacido 717 (R717Q/L), na bomba de efluxo codificada pelo
gene acrB (Gunell et al., 2010; Sajib et al., 2021).

Outros mecanismos de resisténcia a azitromicina em Salmonella, estdo ligados a
mutacBes nos nucledtidos A2058 e A2059 do 23S rRNA, inclusive, mutacbes nos genes
ripD e rlpV que codificam, respetivamente, a alteracdo das proteinas L4 e L22 da
subunidade ribossomal 50S (Heidary et al., 2022).

7.5.8. Colistina

A colistina é um antibiotico polipéptido pertencente a classe das polimixinas, classe com
atividade contra a generalidade das bactérias Gram-negativas. E composta pelas
polimixinas A, B, C, D e E, das quais, apenas a colistina (polimixina E) e a polimixina B
sdo utilizadas na pratica clinica. A colistina desloca competitivamente os catides

divalentes dos lipidos da membrana, ligando-se ao lipido A do lipopolissacarideo (LPS),
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na membrana externa de bactérias Gram-negativas. Esta interacdo eletrostatica entre a
colistina cationica e o LPS carregado negativamente, leva a desorganizacao da membrana
externa, com 0 consequente vazamento do contelddo bacteriano e morte celular
(Apostolakos et al., 2018; Lima et al., 2019; Mthembu et al., 2021).

Em Salmonella enterica, a resisténcia cromossémica a colistina envolve a ativacdo dos
sistemas reguladores de dois componentes PmrA/PmrB e PhoP/PhoQ, responsaveis pela
biossintese de L-Ara4N e PEtn. A ativacdo é feita por estimulos ambientais ou por
mutacdes especificas, nesses mesmos sistemas reguladores de dois componentes que
codificam genes. Estas mutacOes levam a expressdo constitutiva de PmrA/PmrB e
PhoP/PhoQ, com consequente adi¢do permanente de L-Ara4N e PEtn, ao lipido A do
LPS. Desta forma, hd reducdo da afinidade da colistina para a superficie bacteriana
(Apostolakos et al., 2018; Lima et al., 2019).

Também a resisténcia a colistina mediada por plasmideos, conferida por genes mcr, foi
identificada em diferentes sorovares de Salmonella enterica. Além disso, 0s genes mcr
podem ser localizados em plasmideos que codificam outros genes de resisténcia, como
blactx-m, floR e gnr, originando cepas multirresistentes. Em novembro de 2015, foi
relatado na China o surgimento de um gene de resisténcia mediado num plasmideo
transferivel, chamado mcr-1, o qual mudou a resisténcia a colistina de um problema
contido, para uma questdo global. Também na China, foi detetado o gene mcr-1 em
Salmonella Indiana, que expressou co-resisténcia a ciprofloxacina, cefotaxima e
colistina. Inclusive, este mesmo gene transferivel de resisténcia a colistina, mcr-1, foi ja
detetado em isolados de Salmonella no Reino Unido, Espanha, Portugal e Franga
(Michael et al., 2016; Apostolakos et al., 2018; Lima et al., 2019; Hu et al., 2022).

8. Caracterizagdo Fenotipica e Genotipica de Salmonella

A caracterizacdo de uma bactéria além do nivel de espécie e/ou subespécie define-se
como subtipagem bacteriana (Ferrari et al., 2017). Assim, o desenvolvimento de métodos
rapidos e sensiveis para a caracterizacdo de Salmonella, tem impacto significativo em
qualquer etapa da producdo de alimentos e no controlo de infe¢Ges causadas por esta
bactéria (Wattiau et al., 2011; Tang et al., 2019).
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Os métodos tradicionais de subtipagem incluem abordagens com base no fenétipo, como
sorotipagem, fagotipagem e perfil de resisténcia antimicrobiana, nos quais 0s organismos
sdo agrupados de acordo com o resultado da expressdo do seu genotipo (Ferrari et al.,
2017). No entanto, duranteas ultimas décadasassistiu-se ao desenvolvimento de métodos
moleculares alternativos, a maioria deles baseados nas diferengas entre genomas
bacterianos em vez das suas caracteristicas fenotipicas e com maior sensibilidade de
subtipagem. Como métodos de genotipagem destacam-se, eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE), andlise de repeticdo em tandem de nimero variavel de multiplos locus
(MLVA), tipagem de sequéncia multilocus (MLST), repeticdes palindromicas curtas
agrupadas e regularmente interespagadas (CRISPR), ribotipagem, sequenciacdo do
genoma completo (WGS), identificagéo de polimorfismos de nucleodtido tnico (SNPs) e
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Wattiau et al., 2011; Ferrari et al., 2017,
Mthembu et al., 2021).

Tais métodos podem preencher a lacuna deixada pelas abordagens fenotipicas e fornecer
maior precisdo, crucial para investigacdes epidemioldgicas. Logo, devem ser capazes de
diferenciar estirpes ndo relacionadas entre si, permitindo agrupar todos os isolados
associados a mesma fonte, mantendo-se assim o mais proximo possivel a classificacdo
atual de Salmonella em subespécies e sorovares (Wattiau et al., 2011; Ferrari etal., 2017).
Nos pontos a seguir, serdo descritos os métodos fenotipicos e genotipicos acima referidos,

usados na subtipagem de Salmonella.

8.1. Métodos Fenotipicos

Embora hoje em dia a genotipagem se tenha tornado rotina, métodos fenotipicos, como
sorotipagem e fagotipagem, por vezes combinados com perfil de resisténcia
antimicrobiana, sdo as técnicas de escolha para a atribuicdo classica de fontes de
Salmonella. Em alguns casos particulares, estas abordagens possuem poder
discriminatério suficiente para explorar a origem das diferentes estirpes (Ferrari et al.,
2017).
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8.1.1. Sorotipagem

Nos dltimos 90 anos, a subtipagem de Salmonella enterica tem sido realizada
rotineiramente por sorotipagem. Com base no esquema de White-Kauffmann-Le Minor,
este método classifica o género Salmonella em sorovares a partir dos antigénios de
superficie, os antigénios somaticos (O) e flagelares (H). Estes sdo altamente variaveis,
com 67 O e 114 H identificados através de reacdes de aglutinacdo com antissoros
especificos. Na superficie de uma Unica célula podem ser expressos varios antigénios O,
por contraste, apenas uma Unica proteina flagelar é expressa de cada vez, apesar da
maioria dos sorovares de Salmonella possuir duas cépias diferentes do gene que codifica
a proteina flagelar. A maioria destes isolados sdo, portanto, denominados difasicos, H1 e
H2 relativamente aos antigénios flagelares (Grimont et al., 2007; Wattiau et al., 2011;
Tang et al., 2019).

Todas estas variagcdes tornam a sorotipagem de Salmonella um processo complexo, pois
0s sorovares sdo determinados pela combinacdo dos antigénios O, H1 e H2. Logo, devido
a grande variedade de sorovares, um laboratorio necessita manter mais de 250 antissoros
de tipagem de alta qualidade e 350 antigénios diferentes para sorotipagem convencional
de Salmonella. O tempo de resposta para a sorotipagem de um Unico isolado €
habitualmente superior a 3 dias, noutros casos, pode demorar muito mais tempo, pois
varias reacdes de aglutinacdo podem ser necessarias. A sorotipagem tradicional é,
portanto, demorada, trabalhosa, exige técnicos bem treinados e experientes. N&o fornece
informacgdes sobre parentesco genético e perspetivas evolutivas entre os sorovares de
Salmonella, no entanto, ainda é definido como o método de referéncia e comumente usado
como triagem inicial, seguido de subtipagem molecular para identificar cepas
relacionadas num determinado surto (Wattiau et al., 2011; Tang et al., 2019; Wan
Makhtar et al., 2021).

8.1.2. Fagotipagem

Desde meados da décadade 90, a tipagem fagica provou ser uma valiosa ferramenta na
caracterizagcdo de estirpes de Salmonella, para atribuicdo de fontes e investigacOes de

surtos. Os bacteriofagos sdo predominantes na natureza, definem-se como virus com
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capacidade para infetar e lisar bactérias. A fagotipagem € usada para discriminar estirpes
de Salmonella pertencentes a0 mesmo sorovar, com base na capacidade de um
determinado fago para lisar seletivamente a estirpe investigada. Inicialmente, estatécnica
foi projetada para Salmonella enterica sorovar Typhi, Salmonella enterica sorovar
Paratyphi A e Salmonella enterica sorovar Typhimurium, que sdo conhecidos por serem
bastante monofiléticos, embora posteriormente, o método tenha sido estendido para
Salmonella enterica sorovar Enteritidis e alguns outros sorovares (Wattiau et al., 2011;
Ferrari etal., 2017; Wei et al., 2019).

Este metodo é limitado, devido ao baixo numero de fagos disponiveis, necessita de
padronizacdo para garantir a comparagdo entre os laboratorios e reprodutibilidade do
ensaio. Alem disso, a tipagem de fagosrequer experiéncia na interpretacdo dosresultados,
uma biblioteca de fagos e metodologia precisa. A vantagem da fagotipagem reside na
simplicidade da sua implementacdo, técnica na qual, apenas sdo necessarios

equipamentos basicos de laboratério (Wattiau et al., 2011; Ferrari et al., 2017).

8.1.3. Perfil de Resisténcia Antimicrobiana

Os perfis de resisténcia obtidos pelo método de Kirby-Bauer combinados com a analise
de cluster, podem fornecer dados de tipagem valiosos, complementares a outras
abordagens. Apesar de alguns mecanismos de resisténcia serem muito estaveis, como
algumas mutacdes situadas em genes cromossdmicos, atransferéncia horizontal de genes
entre estirpes, reduz a relevancia deste método para fins epidemioldgicos, isto porque,
diferentes linhagens podem ao mesmo tempo desenvolver padres de resisténcia
semelhantes, assim como, isolados pertencentes a uma mesma linhagem podem diferir no
perfil de sensibilidade. Assim, o perfil de resisténcia antimicrobiana tem sido usado com
menos frequéncia como uma abordagem de subtipagem para estudar a correlagéo entre
estirpes de Salmonella e ndo é um indicador adequado para analise de surtos quando

usado sozinho (Ferrari et al., 2017).
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8.2. Métodos Genotipicos

Os métodos genotipicos acedem aos elementos genéticos do DNA cromossémico e/ou
extracromossomico, 0 que permite a diferenciacdo entre linhagens intimamente
relacionadas. O alto nivel de discriminacdo entre espécies relacionadas obtidas por
abordagens gendmicas, gera resultados completos e por isso, sdo ferramentas valiosas
para rastrear a presenca de Salmonella, 0s genes resistentes a antimicrobianos associados
e explicar como as caracteristicas fenotipicas evoluem nos microrganismos ao longo do
tempo. E, portanto, vital incluir estes métodos na monitorizacdo e caracterizacdo de
Salmonella (Ferrari etal., 2017; Mthembu et al., 2021).

8.2.1. Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)

O método de PFGE foi descrito pela primeira vez em 1984 e desenvolvido como método
desubtipagem para Salmonella na décadade 90. Tem sido usado por autoridadesde satde
publica e entidades reguladoras alimentares para investigacfes de surtos e rastreio de

fontes a nivel global (Ferrari et al., 2017; Tang et al., 2019).

Esta técnica tem por base, 0 uso enzimas de restricdo que reconhecem locais especificos
ao longo do DNA gendmico e fragmentam esse DNA em tamanhos diferentes. Os
fragmentos sdo depois separados em gel de agarose, onde é aplicado um campo pulsado.
A interpretacdo dos resultados é baseada num protocolo padronizado e permite a
comparacao do padrao PFGE de um determinado isolado, através de um banco de dados
formado por padrdes PFGE coletados num pais ou regido (Wattiau et al., 2011; Tang et
al., 2019; Mthembu et al., 2021).

Embora a PFGE seja usada com sucesso ha mais de trés décadas na subtipagem de
Salmonella em humanos, alimentos e animais de producao, esta abordagem € demorada,
além de que, ndo revela nenhuma informagéo genética, como potencial de viruléncia ou
presenca de genes de resisténcia antimicrobiana, pois os fragmentos de DNA sdo
separados por tamanho e ndo por sequéncia. Outra limitacdo relacionada com a
capacidade discriminatéria, prende-se com ocorréncias genéticas Unicas, como

integracgdo, polimorfismos de nucledtido Unico, eventos de recombinagdo ou delecéo, que
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podem resultar em diferencas nas impressoes digitais do DNA (Ferrari et al., 2017; Tang
et al., 2019).

8.2.2. Analise de Repeticdo em Tandem de NUumero Variavel de Mdultiplos
Locus (MLVA)

A MLVA éum dos métodos de subtipagem mais populares usados na vigilancia da satde
publica e investigacdo de surtos de Salmonella, especialmente na Europa. A MLVA,
geralmente, é realizada ap0s sorotipagem ou PFGE para vigilancia derotina como técnica

complementar na caracterizagdo de Salmonella (Tang et al., 2019).

Este método baseia-se na determinagdo da variagdo do nimero de sequéncias de DNA
repetidas em tandem, referidas como repeticdes em tandem de nimero variavel (VNTR),
em varias regides do genoma bacteriano de modo a caracterizar isolados bacterianos. As
VNTR podem variar em tamanho, como em sequéncia de nucleotideos, mesmo entre

estirpes da mesma espécie e sorovar (Ferrari et al., 2017; Tang et al., 2019).

O método provou ser muito Util para detetar e investigar surtos, pois tem a capacidade de
diferenciar estirpes estreitamente relacionadas. E tecnicamente simples, rapido e barato
de executar em comparacdo com outros métodos. Além disso, a MLV A demonstra boa
repetibilidade e reprodutibilidade internacional para sorovares especificos, como
Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis. Uma grande desvantagem da MLVA
para subtipagem de Salmonella é que, os protocolos de MLV A mais eficazes descritos
até agora sdo especificos para um sorovar, portanto, os isolados devem ser sorotipados
antes de selecionar um esquema de MLV A especifico para subtipagem adicional (Wattiau
et al., 2011; Denget al., 2015; Tang etal., 2019).

8.2.3. Tipagem de Sequéncia Multilocus (MLST)

Um primeiro esquema de MLST foi desenvolvido em 2002 para estudar a clonalidade de
Salmonella Typhi e a sua divergéncia com as demais subespécies de Salmonella enterica.
Posteriormente, em 2012, foi estendido a todos os outros sorovares (Wattiau et al., 2011;
Tang etal., 2019).
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E uma abordagem baseada nas variagdes que ocorrem naturalmente na sequéncia de DNA
de sete genes housekeeping, aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA e thrA, geralmente
usando a tecnologia de sequenciagio de Sanger. E usado principalmente em estudos de
pesquisa, avaliando a genética populacional e evolucdo da Salmonella (Ferrari et al.,
2017; Tang et al., 2019).

Um grande beneficio do uso da MLST é que, além da subtipagem de bactérias, fornece
inimeras sequéncias que podem ser analisadas de diferentes maneiras para estudo da
estrutura da populacdo e evolucdo de estirpes bacterianas. Além disso, esta técnica é
altamente reprodutivel e possui uma nomenclatura padronizada internacionalmente,
permitindo gerar resultados inequivocos. No entanto, é uma técnica com alto custo, é
extremamente trabalhosa, demorada e pode até ser insuficientemente discriminatoria para
uso rotineiro em investigacGes de surtos e vigilancia de uma bactéria em especifico
(Achtman et al., 2012; Ferrari et al., 2017).

8.2.4. Repeticdes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespacadas (CRISPR)

Foi identificada em algumas espécies bacterianas, incluindo Salmonella, uma nova
familia de sequéncias curtas repetidas (SSRs) no DNA. Estas SSRs foram chamadas de
CRISPR e sdo formadas por DNA conservado em repeticdes diretas, separado por
sequéncias variaveis, designadas espagadores. Estes contém comprimentos variaveis e
s&o obtidos de acidos nucleicos estranhos de plasmideos ou bacteriéfagos. E precisamente
nos espacadores das CRISPR que reside a base desta técnica, na medida em que, estes
sdo adquiridos ou perdidos durante a evolucdo da bactéria ao longo do tempo de maneira
sequencial, construindo assim um conjunto Unico de padrdes de sequéncia de DNA, de
modo a fornecer resolucdo suficiente para a subtipagem bacteriana (Ferrari et al., 2017,
Tang etal., 2019).

Este método tem-se mostrado viavel na subtipagem de Salmonella, afirmando-se pela
robustez, rapidez e alto rendimento. No entanto, é uma técnica cara, pouco usada a nivel
internacional, pois ndo possui protocolo padronizado e depende de bases de dados

interlaboratoriais (Ferrari et al., 2017; Tang et al., 2019).
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8.2.5. Ribotipagem

A ribotipagem, é também conhecida como método de andlise de polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricio (RFLP). O principio da técnica assenta nos
operdes de acido ribonucleico ribossomal (rRNA) bacterianos altamente conservados, 0s
quais sdo flanqueados por regides de DNA varidveis. Através da enzima de restricao
Pvull, geralmente usada em Salmonella, o DNA bacteriano é digerido. Apoés eletroforese
em gel e transferéncia dos fragmentos para uma membrana, eles sdo sondados com uma
regido do operdo de rRNA para revelar os padrdes de genes rRNA, a fim de serem
interpretados. Nesse sentido, 0 uso da enzima de restricdo Pvull aumenta a incidéncia
desses mesmo padrdes de ribotipagem, para os sorovares de Salmonella mais comuns
(Bailey et al., 2002; Ferrari et al., 2017).

Devido & sua complexidade técnica, este método ndo é escolha habitual na subtipagem
bacteriana, até porque, s@o raros os resultados equivalentes entre diferentes laboratoérios.
Além disso, aribotipagem ndo pode ser usada na subtipagem massiva de Salmonella para
estudos de atribuicdo de fonte, devido ao seu baixo poder discriminatério (Ferrari et al.,
2017).

8.2.6. Sequenciagdo do genoma completo (WGS)

Antes damaturacdo daWGS eram maioritariamente usadas as técnicas ja citadas, as quais
apresentam dificuldade na padronizacao e resolugcdo mais baixa. A WGS veio em muito
melhorar o espectro analitico e resolu¢do dos dadosobtidos, o que permite um melhor
rastreio de isolados no suprimento de alimentos e aumento de rastreios epidemiolégicos
durante situagbes de surto. Logo, tornou-se um método de sequenciacdo muito mais
rotineiro e 0 mais avancado da ultima década (Bell et al., 2016; Ricke et al., 2018; Chen
et al., 2020).

A partir desta técnica, é possivel sequenciar todo o genoma bacteriano em questao de
horas e detetar diferencas apenas de nucledtidos Unicos no genoma, 0 que permite a
distincdo de cepas de alta clonalidade em surtos de origem alimentar de Salmonella até

ao nivel da origem de producdo (Bell et al., 2016; Ferrari et al., 2017).

40



Caracterizagdo Fenotipica e Genética de Resisténcia Antimicrobiana em Salmonellaenterica

Assim a WGS, simplifica os testes laboratoriais, suplantando esquemas de tipagem
fenotipicos e genotipicos menos robustos. Prediz com precisdo o0s padres de
suscetibilidade antimicrobiana, determina o sorotipo e fornece varios perfis de viruléncia
para uma Unica estirpe de Salmonela, viabilizando como nenhuma outra técnica a
realizacdo de estudos epidemiolégicos logo que ocorre um surto. A WGS tera cada vez
mais peso na investigacdo de incidentes por contaminacdo na industria alimenticia, pelo
aumento da facilidade de uso e pela diminuigdo do custo (Bell et al., 2016; Ferrari et al.,
2017; Tang et al., 2019).

8.2.7. ldentificacdo de Polimorfismos de Nucleétiso Unico (SNPs)

Uma abordagem frequentemente usada para explorar dados de WGS ¢ a identificacdo de
SNPs. A concecdo de que, os SNPs podem ser usados para tracar algumas diferencas
taxondmicas em Salmonella ndo € nova e tem sido avaliada (Ricke et al., 2018; Gal-Mor,
2019).

A analise de SNPs, utiliza alteracdes de nucledtidos em posi¢cdes especificas no genoma
bacteriano para a discriminagdo entre estirpes. Os SNPs, muitas vezes sdo estaveis no
genoma bacteriano e como tal, sdo analisados comparando os dados de sequéncia de
isolados de interesse contra um genoma de referéncia. Podem ser usados para capturar o
aspeto microevolutivo das diferencas de sequéncia bastante minimas em genes Unicos,
distinguir isolados e rastrear surtos. Trata-se, portanto, de outra abordagem valiosa e
poderosa para subtipagem de Salmonella (Ricke et al., 2018; Gal-Mor, 2019; Mthembu
et al., 2021).

8.2.8. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR é uma técnica desenvolvida na década 80 que revolucionou a biologia molecular,
permitindo a amplificacdo rapida e exponencial de sequéncias de DNA alvo, usando um
primer de PCR direto e reverso e uma enzima conhecida como DNA polimerase. A PCR
convencional compreende trés etapas: (i) desnaturacdo do DNA de fita dupla a 95°C, (ii)
associacdo dos primers de PCR entre 50° a 60°C e (iii) sintese do DNA a 72°C. APCR é
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usada rotineiramente em laboratérios de microbiologia para detetar quaisquer genes que
possam estar presentes nas bactérias. O produto do gene amplificado por PCR pode ser
visualizado executando géis de agarose e outros corantes fluorescentes quelantes de DNA
(Anjum etal., 2017; Green et al., 2019).

Desde o desenvolvimento da PCR, houve vérios avangos, que incluem a PCR em tempo
real, também conhecida como PCR quantitativa (QPCR). A principal diferenca entre a
PCR convencional e a PCR em tempo real € que nesta tltima, aamplificacdo dasequéncia
de DNA alvo é monitorizada em tempo real a medida que ocorre, e ndo no final, devido
a presenca de corantes fluorescentes na reacdo. Os ensaios de PCR convencionais séo
adequados para detetar a presenca ou auséncia de genes (de resisténcia), mas sao menos

adequados para a detecdo de mutagfes pontuais nos genes alvo (Anjum et al., 2017).

O avanco para a detecdo mais rapida de Salmonella tem estado no reino da biologia
molecular, onde PCR e qPCR estéo a ser predominantemente aplicados como métodos de
escolha para a etapa de caracterizacdo entre sorovares. Embora as vantagens 6bvias dos
ensaios de PCR/gPCR sejam a rapidez na obtencdo do resultado, sensibilidade e
especificidade da detecdo, também existem desvantagens. Estas incluem a necessidade
de equipamentos caros e pessoal treinado, a purificacdo do DNA para a reacdo de
PCR/gPCR e a necessidade de cultivar as amostras para atingir o limite de detecdo (Bell
et al., 2016; Guyassa et al., 2022).
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I11. CONCLUSAO

Com esta dissertacdo tinha-se como objetivo, compreender a génese da resisténcia aos
antibidticos em Salmonella, identificando os mecanismos de disseminacdo de genes de
resisténcia, 0 modo pelo qual estes influenciam a acdo da bactéria na presenca de
diferentes classes de antibioticos, bem como, a existéncia de métodos de caracterizacdo

fenotipica e genotipica cruciais para se entender o comportamento da Salmonella.

Apos esta revisdo bibliografica, fica percetivel que ao longo dos anos o tratamento de
primeira linha para infegdes provocadas por Salmonella esgotou-se. Antibidticos como,
ampicilina, cloranfenicol ou trimetoprim-sulfametoxazol, eram inicialmente utilizados.
As opcOes alternativas recairam na ciprofloxacina (fluorquinolona) ou ceftriaxona
(cefalosporina de 3.2 geragdo). No entanto, dados comprovam a existéncias de falhas no
tratamento de infe¢des por Salmonella, com estes dois antibidticos. Isto sucede porque a
Salmonella, tal como as demais bactérias, tem a capacidade de integrar no seu genoma
novas informacdes genéticas, através de mutacGes cromossdémicas, mas sobretudo, pela
aquisicdo de genes por transferéncia horizontal, veiculados em elementos genéticos

madveis como plasmideos, transposdes e integrdes.

Estes genes adquiridos, podem ser genes que codificam resisténcia a antibiéticos e assim
alteram o fen6tipo bacteriano. E neste sentido, que atualmente, ha cada vez mais
sorovares de Salmonella a expressarem fendtipos de multirresisténcia, isto é, resisténcia
a pelo menos trés classes de antibidticos, ampicilina, cloranfenicol e trimetoprim-
sulfametoxazol. Além disso, estdo a surgir com frequéncia, sorovares extensivamente
resistentes, pois além deexpressarem multirresisténcia, exibem resisténcia acrescida para

mais duas classes de antibioticos, as fluorquinolonas e cefalosporinas.

Assim, o surgimento de técnicas genotipicas, mais do que as técnicas fenotipicas, foram
um grande avanco no sentido da caracterizacdo genética bacteriana. Em particular, a
sequenciacdo dogenoma completo fornece informacoes relativas a alteracfes do genoma,
permitindo explicar ao pormenor o motivo pelo qual surgem os fendtipos de resisténcia a

antibioticos.
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