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_Resumo

Salmonelose é a segunda zoonose mais frequente a nivel mundial. E causa-
da por Salmonella enterica, sendo S. Typhimurium um dos serotipos mais
reportados na Unido Europeia. Um dos maiores riscos para a saude publica
¢ a presenca de Salmonella spp. em alimentos, e consequente associagao
a surtos que podem atingir uma dimensao transfronteirica.

Este estudo teve como principal objetivo caraterizar fenotipica e genotipica-
mente isolados de Salmonella Typhimurium recebidos no Laboratoério Nacio-
nal de Referéncia de Infecdes Gastrintestinais do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge, na sequéncia do aumento consideravel de isolados
deste serotipo observado entre abril e maio de 2024.

Foram estudados 83 isolados, dos quais 64 integravam o mesmo cluster
geneético (77,1%), Cluster 1, identificado por core genome multilocus
sequence typing (Enterobase cgMLST V2 + HierCC V1). Todos os isolados
pertenciam a sequéncia tipo 19. Foi identificada a presenga dos genes de
resisténcia blagupg.,, Sull, aadA2, aac(6’)-laa, tet(G) e floR em 67 isolados,
perfil concordante com o feno6tipo encontrado, AMP-AMC-TET-CHL. A
analise de cgMLST permitiu ainda identificar quatro isolados europeus que
integravam o Cluster 1.

_Abstract

Salmonellosis is the second most frequent zoonosis worldwide. It is
caused by Salmonella enterica, with S. Typhimurium being one of the most
reported serotypes in the European Union. One of the major public health
risks is the presence of Salmonella spp. in food, leading to outbreaks that
can reach cross-border dimensions.

The main goal of this study was to characterise, phenotypically and geno-
typically, the Salmonella Typhimurium isolates received at the National
Reference Laboratory for Gastrointestinal Infections of the National
Institute of Health Doutor Ricardo Jorge, due to the considerable increase
observed between April and May 2024.

In this work, 83 isolates were studied, of which 64 (77.1%) belonged to the
same cluster, Cluster 1, identified by core genome multilocus sequence
typing (Enterobase cgMLST V2 + HierCC V1). All isolates belonged
to sequence type 19. The resistance genes blaCARB-2, sull, aadA2,
aac(6’)-laa, tet(G) and floR were identified in 67 isolates, concordant
with the phenotype detected, AMP-AMC-TET-CHL. Subsequent cgMLST
analysis identified four isolates from other European countries that were
also included in Cluster 1.

_Introdugéo

Salmonella spp. ¢ um bacilo Gram-negativo pertencente a fa-
milia Enterobacteriaceae (1). O género Salmonella compreen-
de mais de 2600 serotipos, de acordo com 0 esquema de
Kauffman-White-Le Minor, e agrupa duas espécies diferentes,
Salmonella enterica e Salmonella bongori (). Integrando o
grupo de Salmonella nao tiféide/paratiféide, S. Typhimurium é
0 segundo serotipo mais reportado na Unido Europeia, com
uma percentagem de 11,4% (2),

Salmonelose, tipicamente caraterizada pelo aparecimento
de sintomas gastrointestinais, é considerada a segunda
zoonose mais frequente a nivel mundial (2). E frequentemen-
te associada a surtos de origem alimentar, podendo ser
transmitida pelo consumo de alimentos contaminados, como
carne de aves, laticinios, ovos, frutas e vegetais, entre outros
(3), Adicionalmente, a existéncia de isolados resistentes a
varias classes de antibiéticos representa um grave problema
para a satde publica (3). Em Portugal, as resisténcias a am-
picilina (31,3%), sulfametoxazol (52,1%), tetraciclina (27,1%) e
a classe das fluoroquinolonas (27,1%) séo as mais frequentes
nas infecdes por S. Typhimurium, podendo a percentagem
de isolados multirresistentes atingir os 31,3% (4),

A vigilancia epidemioldgica laboratorial ¢ uma componente
essencial para a sinalizac&o precoce de surtos, permitindo
a adocdo de medidas de prevencdo e de controlo pelas
autoridades competentes, de forma a minimizar o risco para
a saude publica.
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_Objetivos

Este estudo tem como objetivo caraterizar fenotipica e genotipi-
camente isolados de Salmonella spp. recebidos no Laboratério
Nacional de Referéncia de Infe¢des Gastrintestinais do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), e serotipados
como S. Typhimurium, entre janeiro e maio de 2024.

_Material e métodos

De um total de 285 isolados recebidos no INSA entre janeiro
e maio de 2024, foram selecionados todos os isolados perten-
centes ao serotipo Typhimurium. A serotipagem foi realizada
com base no esquema de Kauffman-White-Le Minor () e a de-
terminacao do perfil de resisténcias aos antibiéticos pelo mé-
todo de difusédo em disco, de acordo com as recomendacdes
do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) (6). Foi testado um painel de 18 antibiéticos: 4cido
nalidixico (NAL, 30 pg), amicacina (AKN, 30 ug), amoxicilina+a-
cido clavulanico (AMC, 30 ug), ampicilina (AMP, 10 pg), azitro-
micina (AZM, 15 ug), cefepime (FEP, 30 ug), cefotaxima (COX,
5 ug), cefoxitina (FOX, 30 pg), ceftazidima (CAZ, 10 pg), ceftria-
xona (CRO, 30 pg), cloranfenicol (CHL, 30 pg), gentamicina
(GMN, 10 pg), meropenemo (MEM, 10 ug), pefloxacina (PEF, 5
ug), trimetoprim+ sulfametoxazol (SXT, 25 ug), tetraciclina (TET,
30 pg), tigeciclina (TGC, 15 yg) e trimetoprim (TMP, 5 ug). Os
isolados foram submetidos a sequenciacdo total do genoma
(WGS), utilizando a tecnologia lllumina. A analise genémica foi
realizada com recurso as plataformas Enterobase (https://ente-
robase.warwick.ac.uk/) e Center for Genomic Epidemiology
(https://www.genomicepidemiology.org/services/).

_Resultado

Dos 285 isolados de Salmonella enterica recebidos no INSA
entre janeiro e maio de 2024, 29,1% (83/285) foram serotipados
como S. Typhimurium, um ndmero 4,2 vezes superior ao total
de isolados de S. Typhimurium serotipados no ano de 2023
(6,9%; 46/668). De acordo com o grafico 1, o maior nUmero
de isolados de S. Typhimurium foi observado no més de abril
(63,9%; n=53/83), sendo a maioria proveniente de duas regides
do pais (Lisboa e Vale do Tejo e Alentejo).

Grafico 1: [ Distribui¢do do nimero de isolados de S. Typhimurium
serotipados no INSA, entre janeiro e maio de 2024.
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Relativamente aos testes de suscetibilidade aos antibidticos
(TSA), 80,7% (67/83) dos isolados de S. Typhimurium apresen-
tavam o mesmo perfil de resisténcia a antibidticos, AMP-AM-
C-TET-CHL. Nos restantes 16 isolados, 8,4% (7/83) eram
suscetiveis, 6,0% (5/83) apresentavam o perfil de resisténcia
AMP-TET-TMP-SXT e 1,2% (1/83), cada, os perfis AMP-AMC-
-TET-NAL-CHL-PEF, AMP-TMP-SXT, NAL-PEF e PEF.

Com o objetivo de avaliar a proximidade genética dos 83
isolados de S. Typhimurium sequenciados, recorreu-se a
uma analise de core genome multilocus sequence typing
(Enterobase cgMLST V2 + HierCC V1) considerando-se um
threshold de cinco diferencas alélicas (HC5), tendo sido
identificados cinco clusters genéticos.

O Cluster 1 integra 77,1% (64/83) dos isolados sequenciados,
com 0-2 diferencas alélicas, todos pertencentes a sequéncia
tipo (ST) 19 (figura 1). Todos os isolados do Cluster 1,
apresentam o perfil de resisténcia AMP-AMC-TET-CHL, tendo
sido identificada a presenca dos genes blagugg» IOR, € tet(G),
preditivos deste fendtipo, e ainda a presenca dos genes
aac(6')-laa (criptico em Salmonella spp.), aadA2 (estreptomicina)
e sull (sulfametoxazol). Este perfil de resisténcia a antibidticos
foi igualmente observado em trés outros isolados que néo
integram o Cluster 1.
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Figura 1: [ Andlise filogenética (minimum spanning tree) de S. Typhimurium, baseada no cgMLST de 83 isolados, utilizando
0 esquema cgMLST V1 + HierCC V1 com 3002 loci, disponivel na plataforma Enterobase.
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Os numeros apresentados nos ramos representam as diferengas alélicas entre os isolados.
Os clusters séo formados com <5 diferencas alélicas entre os isolados.
O tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de isolados neles integrados.
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Figura 2: [ Anélise filogenética (minimum spanning tree) baseada no cgMLST de todos os isolados do HC5 410410 disponiveis
na plataforma Enterobase, utilizando o esquema cgMLST V1 + HierCC V1 com 3002 loci.

1f /
1
\ [ Portugal [64]

: [ Franga [2]
@ Reino Unido [2]

-
11\0
N

Os numeros apresentados nos ramos representam as diferengas alélicas entre os isolados.
O tamanho dos circulos é proporcional ao numero de isolados neles integrados.
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Para além do Cluster 1, foram identificados quatro clusters
adicionais, embora de menores dimensdes: o Cluster 2, que
integra cinco isolados, com o perfil de resisténcia AMP-TET-T-
MP-SXT; os Clusters 3 e 4, com trés isolados cada, suscetiveis
aos antibidticos testados; e o Cluster 5, com dois isolados
resistentes a, respetivamente, NAL-PEF e PEF. Os restantes
seis isolados né&o integram nenhum Cluster.

Uma vez identificado o Cluster 1, pertencente ao HC5 410410,
procedeu-se a uma nova analise de cgMLST, desta vez incluin-
do todos os isolados deste HC5 disponiveis na plataforma
Enterobase, de forma a verificar se o Cluster 1 integrava isola-
dos internacionais (figura 2). Esta analise levou a identificagdo
de quatro isolados europeus, dois isolados de Franca e dois
isolados do Reino Unido, todos de 2024. O circulo de maiores
dimensdes engloba 51 isolados de Portugal, um de Franca e
dois do Reino Unido, que apresentam zero diferencas alélicas
entre si. Os restantes 13 isolados, apresentam ¢inco ou menos
diferencas alélicas entre si.

_Discusséo

S. Typhimurium é o segundo serotipo mais notificado a nivel
europeu (7); sendo, em Portugal o terceiro serotipo mais
comum, depois de S. Enteritidis e S. Typhimurium monofasi-
ca. Em abril de 2024, foi observado um aumento no numero
de isolados serotipados como S. Typhimurium, comparativa-
mente ao ano de 2023. Simultaneamente, constatou-se
que a maioria destes isolados estavam circunscritos a duas
regides de Portugal. Todos estes factos, indiciavam a possi-
vel existéncia de um cluster genético. De facto, 77,1% (64/83)
dos isolados de S. Typhimurium recebidos de janeiro a maio
de 2024, integraram o mesmo cluster genético, Cluster 1
(HC5 410410). Este cluster integrou ainda quatro isolados
europeus, dois de Franga e dois do Reino Unido. Todos os
isolados do Cluster 1 pertenciam ao ST19, ST do serotipo
Typhimurium mais frequente a nivel mundial (8). Estes dados
reforgam a importéncia da vigilancia laboratorial continua
e 0 seu papel na identificacdo de surtos, sendo cada vez
mais comum a vigilancia genémica o ponto de partida de
investigacao epidemiolégica de surtos (9.

Adicionalmente, todos os isolados pertencentes ao Cluster
1 apresentavam o mesmo perfil de resisténcia aos antibioti-
cos (AMP-AMC-TET-CHL), perfil pouco comum em Portugal
(dados nao apresentados). Contudo, a resisténcia aos
antibidticos ampicilina, tetraciclina e cloranfenicol sao das
mais frequentes em S. Typhimurium a nivel europeu (32,1%,
26,8%, 14,5% respetivamente) (4). As resisténcias fenotipi-
cas foram suportadas a nivel gendmico pela presenca dos
genes blag,ps., (@mpicilina e amoxicilina), tet(G) (tetraciclina)
e floR (cloranfenicol). Adicionalmente, foram identificados
0s genes sull, preditivo de resisténcia a classe das sulfona-
midas, e aadA2, preditivo de resisténcia a estreptomicina.
O perfil de resisténcia ACSSUT (ampicilina-cloranfenicol,
estreptomicina, sulfametoxazol e tetraciclina) é o perfil mais
comum a nivel europeu (4). A detegdo simultanea destes
genes foi associada a estirpes multirresistentes e virulentas
de ST19 na Europa, Asia e Estados Unidos da América
(10). Importa ressaltar que, de acordo com a Organizagéo
Mundial de Saude (1), alguns destes antibiéticos estdo
classificados como antibidticos de importancia critica para
a saude humana.

_Concluséo

Este estudo destaca a importancia da vigilancia continua e
da caraterizacao detalhada de isolados de Salmonella para
melhor compreender a dindmica de surtos e a disseminacao
de estirpes multirresistentes.

A identificacdo precoce de clusters e a compreensdo dos
perfis de resisténcia sao cruciais para implementar medidas de
controlo efetivas e, assim, prevenir a disseminagao de infecoes.
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