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RESUMO

Salmonella Derby € uma bactéria causadora de salmonelose nao-tiféide em
seres humanos e animais. Essa bactéria tem os suinos como seu principal
reservatorio, podendo também ser encontrada em aves. A caracterizagao
genbmica das diferentes cepas de Salmonella amplia a capacidade de
compreensao das fontes e vias de contaminagdo nos sistemas de producéo,
permitindo a implementacdo de medidas de controle apropriadas. O presente
estudo objetivou caracterizar o genoma de Salmonella Derby cepa SD115
originada de avicultura de postura no Brasil. Foi realizado sequenciamento do
genoma completo em plataforma lllumina MiSeq. A montagem do genoma foi
realizada através do programa Unicycler versdo 1.0, e sua anotagéo realizada
através do servidor PathoSystems Resource Integration Center (PATRIC). A
tipagem de sequéncia multilocus foi determinada pelo software MLST 2.0.
Genes de resisténcia antimicrobiana e fatores de viruléncia foram identificados
através dos bancos de dados Comprehensive Antibiotic Resistance Database
(CARD) e Virulence Factor of Pathogenic Bacteria Database (VFDB). A
presenca de plasmideos foi avaliada utilizando-se PlasmidFinder. A cepa S.
Derby SD115 foi identificada como sequence type 13 e seu genoma apresentou
tamanho total de 4.787.671 pb, com conteudo C+G de 52,04%. Foram
identificados 4.820 sequéncias codificantes (CDSs), das quais 650 foram
associadas a proteinas hipotéticas. Foram identificados 99 fatores de viruléncia
e 49 genes de resisténcia antimicrobiana, contra oito diferentes classes de
antibidticos. Os resultados do presente trabalho poderdo ser utilizados para
subsidiar investigacdes epidemioldgicas e evolutivas de S. Derby.

Palavras-Chave: salmonelose; industria avicola; sequenciamento de genoma
completo; illumina miseq; analises de bioinformatica.



ABSTRACT

The bacteria Salmonella Derby can cause non-typhoid salmonellosis in humans
and animals. Swine are their main reservoirs but they can also be found in
birds.The genomic characterization of different strains of Salmonella serovarsis is
important to understand the contamination sources and transmission routes in
anial production systems, allowing the implementation of appropriate control
measures. The present study aimed to characterize the genome of Salmonella
Derby strain SD115 originated from laying poultry in Brazil. Whole genome
sequencing (WGS) was performed on the Illumina MiSeq platform. Genome
assembly and annotation were performed by means of the Unicycler version 1.0
program PathoSystems Resource Integration Center (PATRIC) server,
respectively Multilocus sequence typing was determined by the MLST 2.0
software. Antimicrobial resistance genes and virulence factors were identified by
Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) and Virulence Factor of
Pathogenic Bacteria Database (VFDB), respectively. The presence of plasmids
was investigated by PlasmidFinder. The S. Derby strain SD1112.04 was
identified as sequence type 13 (ST13) and its genome had a total size of
4,787,671 pb, with 52.04% C+G contents and 4,820 coding sequences
(CDSs),from which 650 were associated with hypothetical proteins. We identified
99 virulence factors and 49 antimicrobial resistance genes against eight different
classes of antibiotics. The results of the present staudy can be used to support
epidemiological and evolutionary research on S. Derby.

Keywords: salmonellosis; poultry industry; whole genome sequencing; illumina
miseq; bioinformatics analyses.
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1 INTRODUGAO

As bactérias do género Salmonella sédo Gram-negativas (Popoff et al.,
2004) e ubiquas, sendo encontradas no trato gastrointestinal de diversos
hospedeiros (ANDINO; HANNING, 2015). O género possui cerca de 2.659
sorotipo diferentes sototipos, dos quais 1.547 pertencem a espécie Salmonella
enterica, sendo que 99% desses sorotipos podem causar infeccdes em animais
e humanos (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014).

Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Derby (S. Derby) € um
causador de salmonelose n&o-tiféide pouco notificado (EFSA, 2021) e tem os
suinos como seu principal reservatério (LEATI et al., 2021), podendo também
ser encontrada em aves (GARCIA et al., 2011; HAQUE et al., 2021; SALAZAR et
al., 2019; SULTANA et al., 2021).

Com a crescente preocupagdo relacionada a seguranga alimentar,
incluindo as repercussdes no comeércio de alimentos, a agroindustria tem
procurado avangar nas questdes associadas a inocuidade de seus produtos
(CARDOSO; TESSARI, 2008). Na industria avicola, a contaminacdo dos
produtos avicolas por Salmonella € frequente (MUNIZ, 2012) e representa
grande preocupacgao para o setor.

A reducao e o controle de Salmonella na cadeia de producdo de aves
depende de ferramentas que auxiliem na compreenséao dos fatores associados a
presenca e disseminacdo dessas bactérias nos diversos setores de producao,
das granjas até o consumidor final. Nesse sentido, investiga¢gdes envolvendo a
tipificagdo das cepas representam a principal abordagem para a compreensao
de fontes e vias de contaminagao das aves por Salmonella, além de serem
ferramentas bastante uteis nas investigagdes de surtos de salmonelose, nas
quais busca-se rastrear a fonte da infecgao.

O sequenciamento do genoma completo ou whole genome sequencing
(WGS) é um método emergente de elevado poder discriminatério, constituindo
ferramenta importante para esses estudos (ALLARD et al., 2016). Para o
sorotipo S. Derby, no entanto, existem ainda poucos genomas reportados, de
origem asiatica, europeia e norte-americana (GONZALEZ-SANTAMARINA et al.,

2021). O presente estudo objetivou caracterizar e disponibilizar o genoma de S.
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Derby originada de avicultura de postura no Brasil, contribuindo para a
ampliagdo do banco de dados global e subsidiar estudos evolutivos e

epidemioldgicos deste sorotipo.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Caracterizar o genoma de Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo

Derby cepa SD115 originada de avicultura de postura no Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar o sequenciamento do genoma completo de Salmonella Derby
através de sequenciamento de alto desempenho em plataforma lllumina

Miseq;

e Realizar a montagem do genoma a partir dos dados brutos do

sequenciamento;

e Realizar a anotagdo do genoma utilizando ferramentas de bioinformatica

e identificar fatores de viruléncia e genes de resisténcia;

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Producao Animal e Seguranga Alimentar

O envolvimento de governos e industrias na produgcéo de alimentos
contribuiu para a seguranga do consumo de alimentos de origem animal e
vegetal. A qualidade e seguranca dos alimentos tornaram-se essenciais ao
diminuir reacdes negativas de consumidores e organizagdes nas crises do setor
de alimentos de origem animal (CARDOSO; TESSARI, 2008).

O significado do termo “segurancga alimentar” esta ligado aos aspectos de
inocuidade dos alimentos, principalmente em relagdo aos perigos

microbiolégicos (WU; RODRICKS, 2020). Microrganismos patogénicos podem
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contaminar os alimentos em diversos pontos durante a producao,
processamento, armazenamento, transporte e preparagao final para consumo
(VIPHAM et al., 2020). Portanto, a atividade agropecuaria esta diretamente
associada a seguranga dos alimentos de origem animal. Os pilares de higiene e
sanidade, quando bem aplicados, tém funcdo de aumento da producido e
garantia de seguranga, prezando pela saude do animal em si e evitando
contaminacgao do produto final (VIPHAM et al., 2020).

Alimentos como carne, ovos, leite e seus derivados representam
importantes componentes da dieta da populacdo, além de sua importancia
estratégica para a economia do Brasil, um grande produtor e exportador de
proteina animal (ABIEC, 2021). Esses alimentos sao responsaveis por grande
parte da propagacdo de patégenos ao homem, causando as doengas
transmitidas por alimentos (DTAs) (MCELWAIN; THUMBI, 2017).

Um dos principais desafios no ambito da seguranga alimentar € a
prevencao da contaminagdo, mediante a aplicacdo de métodos de diagndstico
ante-mortem e o desenvolvimento de insumos e processos voltados a prevencéo,
vigilancia, controle e tratamento de enfermidades causadas por agentes
zoondticos (SOARES; ROSINHA, 2019).

O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (2020) estima que
48 milhdes de pessoas adoecem, 128.000 pessoas sao hospitalizadas e 3000
pessoas morrem em razdo de doencgas transmitidas por alimentos, a cada ano.
Dentre os principais microrganismos causadores dessas doengas estdo o
Norovirus, Clostridrium perfringens, Staphylococcus aureus, Campylobacter e
Salmonella. A Salmonella nao-tiféide é uma das causas mais comuns de
doencas bacterianas transmitidas por alimentos, estimando-se causar cerca de
93,8 milhées de casos anuais de gastroenterite e 155 mil mortes por ano no
mundo (MAJOWICZ et al., 2010).

3.2 Salmonella spp.

O género Salmonella spp. pertence a familia Enterobacteriaceae e
compreende bacilos Gram-negativas, ndo produtores de esporos, anaerdbios
facultativos e produtores de gas através da fermentagao de glicose, exceto para
o sorotipo Typhi (POPOFF; BOCKEMUHL; GHEESLING, 2004). De acordo com
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o esquema de classificacdo de White-Kauffmann (POPOFF; BOCKEMUHL;
GHEESLING, 2004), esse género é composto por duas espécies: Salmonella
bongori e Salmonella enterica. Este ultimo compreende seis subespécies
diferentes, S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica
subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae e S.
enterica subsp. indica, com aproximadamente 2.659 sorotipos. S. enterica subsp.
enterica compreende aproximadamente 1.547 sorotipos; destes, 99% podem
causar infecgdes em animais € humanos (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014)
(Issenhuth-dJeanjean et al., 2014). O género Salmonella spp. pode ser
encontrado em diferentes habitats, principalmente no trato gastrintestinal de
animais, como gado, aves, répteis e humanos (ANDINO; HANNING, 2015;
HANNING; NUTT; RICKE, 2009; LIU, Huanli; WHITEHOUSE; LI, 2018; RUBY et
al., 2012).

3.2.1 Adaptagdo ao Hospedeiro

Salmonella é considerada um “patégeno universal” porque é isolada de
uma ampla variedade de organismos. A adaptagao de sorotipos a determinados
hospedeiros, ou especificidade sorotipo-hospedeiro de Salmonella spp. refere-se
as diferentes frequéncias de um determinado sorotipo em relacdo ao um
determinado hospedeiro e manifestagao clinica (EVANGELOPOULOU et al.,
2013; WALLIS; MASKELL, 2009). Nesse sentido, Salmonella enterica subsp.
enterica tem sido tradicionalmente classificada em dois grandes grupos:
sorotipos néo tifoide e sorotipos tifdides (HENDRIKSEN et al., 2011) (Hendriksen
et al., 2011). O primeiro grupo, também conhecido como generalistas ou
irrestritos, inclui a grande maioria dos sorotipos, ou seja, Salmonella
Typhimurium (S. Typhimurium), S. Enteritidis, S. Agona, S. Infantis e S.
Saintpaul, que podem infectar uma variedade de espécies hospedeiras, como
humanos, passaros, gado, porcos e roedores (GAL-MOR; BOYLE; GRASSL,
2014). Por causa dessa ubiquidade, sdo altamente significativos na saude
publica pela capacidade de causar infecgdes em humanos, geralmente
associadas ao consumo de alimentos contaminados (GAL-MOR; BOYLE;
GRASSL, 2014). Existem outros sorotipos adaptados ao hospedeiro (isto é, S.
Dublin em bovinos, S. Cholerasuis em porcos, S. Gallinarum-Pullorum em

passaros, S. Abortusequi em cavalos) que exibem fendétipos de infecgéo invasiva
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e podem ocasionalmente causar infecgbes graves em humanos, camundongos e
galinhas (CHIU; SU; CHU, 2004; FANG; FIERER, 1991; SINGH, 2013). Por
outro lado, sorotipoes tiféides (S. Typhi, S. Paratyphi A, C) s&o restritos a
humanos (GAL-MOR; BOYLE; GRASSL, 2014). Portanto, a classificagao de
Salmonella enterica em sorotipos irrestritos, adaptados ao hospedeiro e restritos
ao hospedeiro parece ser mais conveniente, pois reflete a dindmica complexa de
ocorréncia e adaptagao do hospedeiro entre os varios sorotipos (SINGH, 2013).

A adaptacdo ao hospedeiro € um fenémeno evolutivo complexo e
dindmico em S. enterica. Os mecanismos de transferéncia horizontal de genes
foram cruciais para a especiacao de Salmonella em seus ancestrais. Dados da
literatura indicam que essa bactéria divergiu de Escherichia coli (BAUMLER et
al., 1998; RETCHLESS; LAWRENCE, 2010; UZZAU et al., 2000). Os eventos de
evolugdo divergentes incluem trés fases principais. O primeiro refere-se a
aquisicédo do determinante patogénico SPI-1 (Salmonella Pathogenicity Island-1)
por meio da transferéncia horizontal de genes (COLLAZO; GALAN, 1997). Este
elemento esta presente em todos os sorotipos de Salmonella, mas ausente em
E. coli e outras bactérias Gram-negativas. A segunda fase foi marcada pelo
surgimento de duas espécies diferentes, S. enterica e S. bongori, pois S.
enterica adquiriu o determinante patogénico SPI-2 (Salmonella Pathogenicity
island-2) (HANISCH et al., 2010). A terceira fase foi caracterizada pelo
surgimento da subespécie Salmonella enterica subp. enterica, que se
correlaciona com a adaptacdo do hospedeiro. Enquanto essa subespécie é
adaptada a vertebrados de sangue quente, S. bongori €& principalmente
adaptada a vertebrados de sangue frio. Eventos evolutivos de adaptagcado do
hospedeiro continuam a ocorrer e podem ser observados em certos sorotipos
irrestritos, como S. Typhimurium. (BAUMLER et al., 1998; RETCHLESS;
LAWRENCE, 2010; UZZAU et al., 2000).

3.2.2 Salmonella enterica Subsp. enterica Sorotipo Derby

O sorotipo causador de salmonelose nao-tiféide é pouco notificado,
porém, ainda é classificado como um dos sorotipos mais isolados em humanos
em diversos paises (EFSA, 2021). Salmonella Derby tem menor potencial de
viruléncia do que outros sorotipos clinicos (DIEMERT; YAN, 2020), sendo um

dos principais causadores de infecgdo assintomatica (XU et al., 2021). Também
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€ possivel afirmar que a infec¢ao por S. Derby afeta a composigdo da microbiota
intestinal (YUAN et al., 2022).

Esse sorotipo € um dos mais frequentemente isolados em alimentos
(GUERRERO et al., 2022), principalmente de origem suinicola e avicola. Dentre
os sorotipos encontrados em suinos, a S. Derby € um dos mais frequentemente
isolados (AUNG et al., 2020; BONARDI et al., 2013; CEVALLOS-ALMEIDA et al.,
2019; COTA et al., 2019; EFSA, 2021), sendo essa espécie o maior reservatério
do sorotipo (LEATI et al., 2021) e a maior fonte da bactéria para seres humanos,
através do consumode carne de porco contaminada (EFSA, 2021; MINISTERE
DE L'AGRICULTUTE ET DE L’ALIMENTATION, 2021). As aves representam
outro importante reservatério deste sorotipo (EFSA, 2021; MINISTERE DE
L’AGRICULTUTE ET DE L’ALIMENTATION, 2021), sendo bastante frequente o
isolamento desse sorotipo dos produtos de origem avicola (GARCIA et al., 2011;
HAQUE et al., 2021; SALAZAR et al., 2019; SULTANA et al., 2021). Na Uniao
Européia, os perus sdo a segunda espécie mais frequentemente identificada
como fonte de infecado por S. Derby em humanos (EFSA, 2021).

Em relagdo a sua patogenicidade, a infecgdo produzida por S. Derby
parece ser menos grave do que a produzida por S. Typhimurium (MATIASOVIC
et al.,, 2014) e S. 4,[5],12:i: (NABERHAUS et al., 2020). Entre 2013 e 2018, esse
sorotipo ficou entre a quarta e a quinta causa de surtos de Salmonella em
humanos na Alemanha. Ademais, € o sorotipo mais comum isolado de bebés e
criangas na China, o maior produtor e consumidor de carne suina do mundo
(ROTH, GREGORY et al., 2018). Nos Estados Unidos, esse sorotipo esta entre
os dez sorotipos mais frequentemente isolados de humanos (HAUSER et al.,
2011).

3.2.3 Resisténcia Antimicrobiana

Os antimicrobianos tém a capacidade de inibir o crescimento ou até
mesmo destruir microrganismos (SILVA, 2003). O efeito de cada antibiético é
determinado pelo seu mecanismo de acdo. Dentre esses mecanismos estdo a
inibiciko de duplicagdo cromossOmica ou transcricdo, alteracbes na
permeabilidade da membrana citoplasmatica, interferéncia na replicagcdo dos
cromossomos e interferéncia na sintese proteica (GUIMARAES:; DA SILVA
MOMESSO; PUPO, 2010).
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A utilizagdo indiscriminada de antibidticos contribui para o surgimento e
disseminagao de bactérias resistentes, tornando-se um grande problema de
saude publica. A resisténcia € a consequéncia de um mecanismo de adaptagao
para a sobrevivéncia da espécie (CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2020).

A bactéria pode expressar mecanismos de defesa ao antimicrobiano de
duas formas: intrinseca ou adquirida. Na resisténcia intrinseca ocorre quando o
microrganismo tem algum gene constitutivo que combate a agdo do antibiotico
no seu organismo, tendo em vista que esse gene pode ou nao ser ativo pela
exposicao da bactéria a droga. Além disso, a resisténcia também é intrinseca
quando ndo ha um sitio de ligagdo para o antibiético em exposi¢cao. Por outro
lado, a resisténcia adquirida esta associada a aquisicao de material genético de
outro organismo, pelos mecanismos de conjugacao, transducéao e transformacéo,
que tenha como resultado a transferéncia horizontal de genes de resisténcia a
determinado antibidtico ou classe de antibidtico (CULYBA; MO; KOHLI, 2015).

Ha preocupagdo crescente na avicultura quanto ao wuso de
antimicrobianos. Os antimicrobianos podem ser utilizados na forma de
melhoradores de desempenho (promotores de crescimento, tratamento
terapéutico e tratamento profilatico (e metafildtico). O surgimento e
disseminagao dos genes de resisténcia estdo associados a pressao de selegao
em um determinado ambiente (APATA, 2012). Portanto, o uso abusivo ou
massivo de antibidticos pode contribuir para o aumento da resisténcia
antimicrobiana em bactérias (APATA, 2012). H4, portanto, grande preocupagao
em relacdo ao papel dos alimentos de origem animal como veiculos de

transmissao de agentes resistentes (MENDES et al., 2013).

3.3 Salmonella na Cadeia de Producgao da Avicultura de Postura

A Salmonella € um microrganismo que esta constantemente presente na
cadeia de produgao das aves domésticas (MUNIZ, 2012). Esses animais sao
hospedeiros naturais dos sorotipos Gallinarum-Pullorum (CARDOSO; TESSARI,
2015). Além disso, também pode ser hospedeira de diversos sorotipos sem
apresentacao clinica (BAPTISTA et al., 2018).

Quando a producdo de ovos ocorre em condigbes saudaveis ndao ha

contaminagao do alimento, porém o ovo pode ser contaminado por Salmonella
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antes mesmo da postura (GANTOIS et al., 2008). Chama-se de transmissao
vertical quando o ovo € contaminado em consequéncia de uma infecgao no
ovarios da galinha, também sendo chamado de transmissao transovariana ou
contaminagao primaria (GANTOIS et al., 2008). Porém, galinhas portadoras de
Salmonella enterica podem originar ovos livres da bactéria (GANTOIS et al.,
2008).

Sabe-se que a Salmonella ndo sobrevive ao tratamento térmico do
alimento, como fritura ou cozimento. Os ovos, porém, sado frequentemente
consumidos cru ou semi cru (GONCALVES et al.,, 2016). Recentemente, ha
aumento da preferéncia dos consumidores por ovos produzidos em sistemas
alternativos de criacdo, nos quais as galinhas sao criadas soltas, sem gaiolas
(FANATICO et al., 2008). Esse modelo de producédo é ainda mais suscetivel a
contaminacao por Salmonella (SANTOS et al., 2011).

3.4 Salmonelose em Humanos

A salmonelose é uma doenga transmitida por alimentos, sendo
considerada uma das enfermidades relacionadas ao consumo de alimentos de
origem animal (CDC, 2020). Seu agente etiolégico, Salmonella enterica, é capaz
de causar desde intoxicagao alimentar leve a infec¢des graves, levando a obito,
principalmente em pessoas imunosuprimidas.

A transmisséo da salmonelose ocorre principalmente a partir da ingestao
de alimentos que foram contaminados em alguma etapa do seu processamento
ou distribuicdo (NEVES et al., 2016). Ademais, o rumo e o desfecho da doencga
dependera da imunidade do hospedeiro e a dose de inoculagdo da Salmonella,
dentre diversos outros fatores (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Estima-se que as espécies de Salmonella causem 93,8 milhdes de casos
de gastrinterite em todo o mundo anualmente, levando a 59.100 mortes
(MAJOWICZ et al.,, 2010; ROTH, Lisa et al., 2018). A salmonelose causa um
grande numero de mortes nos Estados Unidos da América. Foram identificados
diversos surtos dentre varios sorotipos ao longo de décadas. Sdo inumeros os
casos de salmonelose nos EUA relacionados ao consumo de alimentos de
origem animal (ELFADALY et al., 2018; HARVEY et al., 2017; LAUGHLIN et al.,

2019). No Brasil, ndo ha um conjunto de dados solidos a respeito da taxa anual
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de infec¢des e mortes por salmonelose. Em geral, gastrointerites mais leves néao
sdo investigadas ao ponto de ter seu agente etiologico identificado, como visto
em diversas pesquisas (KOTTWITZ et al., 2010; RAMOS et al., 2021).

3.5 Analises in silico utilizando a Bioinformatica

A bioinformatica é utilizada para manipular, compreender, visualizar e
armazenar informagbes associadas a macromoléculas biolégicas através da
aplicacao de ferramentas computacionais (BILOTTA; TRADIGO; VELTRI, 2018).

Staats, Morais, Margis (2014) afirmam que a analise in silico do genoma
constitui uma das mais importantes aplicacbes da bioinformatica, e tem como
objetivo desenvolver e utilizar ferramentas para a identificagdo e caracterizagéo
de genes, elementos genéticos moveis e outros elementos presentes em um
determinado genoma, assim como comparar e intercorrelacionar diferentes

genomas com o intuito de buscar aspectos evolutivos comuns.

3.5.1 Sequenciamento de genomas

O sequenciamento de genomas era, inicialmente, baseado na
metodologia de Sanger, utilizando a estratégia denominada sequenciamento
shotgun (SANGER; COULSON, 1975). Nesse método, fragmentos cujo tamanho
geralmente variava de 2.000 a 5.000 pb, eram submetidos ao sequenciamento e
as sequéncias obtidas a partir de cada clone, chamadas de leituras (reads), com
tamanho médio de 600 a 800 pb, eram submetidos a um processamento para
retirada de sequéncias de baixa qualidade (STAATS; MORAIS; MARGIS, 2014).

Posteriormente, surgiram as metodologias denominadas next-generation
sequencing — NGS (pirossequenciamento, Illlumina, SOLID, etc), onde também
ocorre fragmentacao aleatoria do DNA genémico, mas geralmente ndo € preciso
a utilizacdo dos passos de clonagem (CHRISTOFF, 2017; STAATS; MORAIS;
MARGIS, 2014). Os novos métodos permitem a obtencéo de leituras muito mais
rapido, em comparagdao com a metodologia de Sanger, porém, o tamanho das
leituras sdo menores (STAATS; MORAIS; MARGIS, 2014).

Figura 1: Tecnologias de sequenciamento de DNA ao longo dos anos e as principais
contribuicdes de metodologias moleculares para o desenvolvimento dos sequenciadores de DNA.
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O sequenciamento lllumina baseia-se no sequenciamento por sintese e

consiste em fragmentar o DNA de interesse através de sonicacéo, nebulizagao,
ou também por métodos quimicos e enzimaticos. Ao final, os nucleotideos
devem possuir um fosfato livre para a ligacdo dos adaptadores especificos
“lllumina”, que se hibridizam a pequenos primers imobilizados na célula de fluxo
que compde o kit de sequenciamento. Apos a formagao de clusters clonais de
sequéncias pela metodologia de amplificacdo em ponte, utilizando diversos
primers adjacentes aos fragmentos imobilizados na lamina de sequenciamento,
o processo resulta em um fragmento de DNA dupla-fita que é entdo desnaturado
e pode ligar-se novamente a outros primers préximos, também imobilizados,
para um novo ciclo de amplificagao (CHRISTOFF, 2017).

3.5.2 Montagem de Genomas Bacterianos

O sequenciamento gendbmico gera uma grande lista de leituras com
tamanhos variaveis (entre 50 e 800 pb) que séao utilizadas para a montagem de
genoma, utilizando de diferentes estratégias, dependendo do método de
sequenciamento (CHRISTOFF, 2017; STAATS; MORAIS; MARGIS, 2014).

As montagens podem ser realizadas a partir de um genoma de referéncia;
porém, na sua auséncia, € utilizada a montagem de novo do genoma (GOETZE;
PASSAIA; SPERB-LUDWIG, 2017). Dessa forma, as sequéncias de leitura sao
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as obtidas no proprio sequenciamento em estudo, alinhadas umas as outra a
partir da procura de sobreposigdes de regides de dois fragmentos, incorporadas
linearmente no processo de montagem (GOETZE; PASSAIA; SPERB-LUDWIG,
2017).

No caso de sequenciamento de genomas bacterianos, ao final do
processo é esperada a obtencdo de uma sequéncia unica, que represente toda
a sequéncia nucleotidica do cromossomo (STAATS; MORAIS; MARGIS, 2014).
Porém, os plasmideos podem ser encontrados em diversos micro-organismos,
por isso o numero de contigs dependera do numero de plasmideos e, em casos
com menor frequéncia, do numero de cromossomos presentes naquela bactéria
(STAATS; MORAIS; MARGIS, 2014).

A qualidade do genoma €& acompanhada por alguns indices, como a
cobertura, que reflete a quantidade de leituras associados a um determinado
fragmento de DNA (STAATS; MORAIS; MARGIS, 2014). O N50 e N75, outros
indices importantes, referem-se a uma medida estatistica utilizada para avaliar a
qualidade da montagem, tendo em vista que revela o quanto de um genoma é
coberto por contigs grandes, sendo que um valor de N50 e N75 igual a n
significa que 50% e 75% das leituras estdo montados em um contig de tamanho
n ou maior (STAATS; MORAIS; MARGIS, 2014). Outros dois parametros sao
L50 e L75, referentes ao numero minimo de scaffolds necessario para cobrir
metade (L50) ou 75% (L75) do genoma (RODRIGUES, 2018).

3.5.3 Anotacdo de Genomas Bacterianos

Apos a montagem dos genomas, segue-se para a anotagdo do genoma
ou identificagdo génica. Trata-se de um conjunto de protocolos e fluxos de
trabalho utilizados para delimitar possiveis genes e predizer a sua fungdo com
base na similaridade com sequéncias conservadas (STAATS; MORAIS;
MARGIS, 2014).

Sao utilizadas diferentes plataformas para a anotagcdo de genomas
bacterianos de interesse, algumas delas estéo relatadas na Tabela 1, porém, ha

diversos softwares além desses.

Tabela 1: Lista de plataformas utilizadas na anotagéo de genomas bacterianos.
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Plataforma Endereco Eletronico Referéncia
EGene http://www.lbm.fmvz.usp.br/egene/ DURHAM et al., 2005.
PGAP https://github.com/ncbi/pgap TATUSOVA et al., 2016.
Prokka https://github.com/tseemann/prokka SEEMANN, 2014.
RAST https://rast.nmpdr.org/ AZIZ et al., 2008.

RefSeq https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/ PRUITT et al., 2002.
Fonte: PROPRIA.

Ha dois grandes grupos de genes avaliados, sendo o0 primeiro grupo
referente aqueles cujo produto é reconhecido pelos ribossomos e dara origem a
uma proteina (ou seja, RNAm), ja o segundo engloba os genes cujo produto tera
fungdes estruturais e funcionais dependentes da propria molécula de RNA, como
RNAt e RNAr (STAATS; MORAIS; MARGIS, 2014). Sao utilizadas diferentes
abordagens para identificar cada um dos grupos de genes.

Fluxogramas de anotagao inteiramente automatizados sao bastante uteis
para a caracterizagao do genoma de microrganismos. Porém, pode introduzir e
propagar anotacdes de genes inconsistentes e incorretas, podendo ser feitas
algumas mudangas para melhorar a anotagdo, através da etapa de curadoria
manual (RICHARDSON; WATSON, 2013).

4 METODOLOGIA

A bactéria Salmonella enterica subsp. enterica sr. Derby cepa SD115 foi
isolada de galinha poedeira no estado de S&o Paulo, Brasil, no ano de 2018,
sendo identificada por sorotipagem e testes bioquimicos na Fundagcdo Oswaldo
Cruz, que é composta por laboratérios oficiais vinculados ao Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Apds a identificagdo, a bactéria foi
armazenada a -80°C.

O DNA genbmico total foi extraido utilizando kit comercial (DNA Power
Soil kit, Qiagen) e quantificado por fluorometria (Qubit, LifeTechnologies,
Carlsbad, CA, United States). A integridade do DNA foi avaliada visualmente em
gel de agarose a 1%. A biblioteca foi preparada usando o kit Nextera XT library
preparation kit (lllumina, San Diego, CA, United States). Em seguida, os
tamanhos dos fragmentos foram avaliados usando um sistema de eletroforese

capilar (Fragment Analyzer, Agilent, Alemanha) e o sequenciamento (paired-end)
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foi realizado em plataforma lllumina MiSeq (lllumina, Carlsbad, CA, Estados
Unidos) usando um kit v3 de 600 ciclos (2 x 300).

Antes da montagem do genoma, a qualidade das leituras brutas foram
avaliadas através do software FastQC
(https:/lwww.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), em seguida, os
dados brutos foram trimados para remocédo dos adaptadores lllumina, assim
como, das leituras de baixa qualidade (Phred score<20) por meio do programa
Trimmomatic (Bolger et al.,, 2014). As reads foram montadas pelo método de
montagem de novo através do montador Unicycler versao 1.0 (Wick et al., 2017).
Em seguida, foi realizada a anotagdo do genoma pelo servidor PathoSystems
Resource Integration Center (PATRIC) (https://www.patricbrc.org/). A tipagem de
sequéncia multilocus foi determinada pelo software MLST 2.0 via
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/), com base nas sequencias dos genes de
manutengao aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA e thrA (KIDGELL et al., 2002).
Para determinacdo dos genes de resisténcia e fatores de viruléncia foram
utilizados os bancos de dados: Comprehensive Antibiotic Resistance Database
(CARD) (https://card.mcmaster.ca) e Virulence Factor of Pathogenic Bacteria
Database (VFDB) (LIU, Bo et al, 2022) via PATRIC, respectivamente,
considerando apenas os genes com identificagao igual ou maior que 90%. Ainda,
foi utilizado o} software PlasmidFinder

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/) para identificagdo plasmidial.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

O sequenciamento gerou um total de 2.562.414 leituras, com 720.038.334
pares de bases de dados brutos de sequenciamento e média de 281 pares de
bases por leitura. A montagem do genoma completo resultou em 50 contigs com
cobertura de 150,4 X. Os parametros de montagem e qualidade de montagem
do genoma identificados foram: N50 de 403.406 pb e N75 de 148.690 pb, assim
como, valores de L50: 5 e L75: 10. A anotacdo do genoma permitiu a

reproducao do mapa circular do genoma (Figura 2).

Figura 2: Representagdo do mapa circular do genoma completo da bactéria S. Derby cepa
SD115.
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De acordo com a montagem, o genoma apresenta tamanho total de
4.787.671 pb, com um conteudo de G+C de 52,04%, com 4 RNA ribossémicos
(rRNA) e 76 RNA transportadores (tRNA). Foram identificadas 4.820 sequéncias
de DNA codificantes (CDSs), das quais 650 sao associadas a proteinas
hipotéticas (Tabela 2).

A cepa foi identificada como S. Derby tipo de sequéncia (ST) 13 (S. Derby
ST13). Nao foram identificados plasmideos. Um total de 99 genes de viruléncia
(Apéndice A) e 49 genes de resisténcia antimicrobiana foram identificados
(Apéndice B).

Tabela 2: Caracteristicas gerais da montagem e anotagdo do genoma da bactéria S. Derby
cepa SD115.

Caracteristicas gendmicas S. Derby

Cepa SD115
Identificagao 1143/18



Tamanho do genoma (pb)

Numero de reads

Bases totais de reads

(bases)

Média de read (pb)

maximo de read (pb)

N50 (pb)

N75 (pb)

L50

L75

Cotings

Cobertura

CG (%)

CDS

rRNA

tRNA

Repeticao CRISPR
Espacador CRISPR
Matriz CRISPR
MLST (ST/CG)'
Proteina Hipotética
Plasmideos?

Resistoma

Fatores de viruléncia

4787671
2562414

72003833
4

281
301
403406
148690
5

10

50
150,3943
52,04
4820

4

76

40

37

3

13

650

0

49

99

Fonte: PROPRIA.

" https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/; 2 https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/.
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Salmonella pode ser frequentemente encontrada em amostras de galinha
poedeira (GARCIA et al., 2011; HAQUE et al., 2021; SULTANA et al., 2021),

incluindo o sorotipo S. Derby

2010).

(BENEVIDES et al., 2020; BETANCOR et al.,
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A auséncia de plasmideos pode indicar baixa viruléncia da cepa, ja que a
sua presenga esta associada a maior viruléncia em alguns sorotipos
(KARASOVA et al., 2009). Os plasmideos, muitas vezes, contém fatores de
viruléncia e resisténcia, independentes do DNA cromossomal, que potencializam
a adaptacao da bactéria.

Dentre os genes de viruléncia identificados, a maioria foi associada ao
sistema de secrecao (62), invasao celular (33), e aderéncia fimbrial (15). Foram
também detectados genes associados a aderéncia nao fimbrial (3), captacao de
magnésio (2), autotransporte(1), captacdo de ferro (1), antimicrobianos
peptidicos (1), resisténcia ao soro (1) e endotoxina (1).

Os 62 genes relacionados a secrecdo mediam a translocacdo de
proteinas efetoras especificas via sistemas de secrecao tipo 3 para a célula
hospedeira. Shem-Tov e Gal-Mor (2022) descrevem um ensaio de secrec¢ao de
Salmonella que pode ser utilizado para o estudo mais aprofundado desse
sistema.

Apesar da grande diversidade de genes de viruléncia, incluindo invA, invH,
sopB e avrA, também identificados em outras cepas de S. Derby (BEUTLICH et
al., 2011; CHUANCHUEN et al., 2010; COTA et al., 2019), este sorotipo é
menos virulento pela, ja citada, auséncia de plasmideos. Além de possuir menor
volume de genes de viruléncia em comparagao a outros sorotipos (DIEMERT;
YAN, 2020).

A auséncia dos genes sugR e rhuM indica a auséncia de identificacéo de
SPI-3 na cepa investigada, o que ja foi anteriormente observado em S. Derby
(LITRUP et al., 2010). O gene gtrB identificado na cepa em estudo também foi
anteriromente identificado em cepas do mesmo sorotipo (GONZALEZ-
SANTAMARINA et al., 2021). Esse gene localiza-sena SPI-16, e esta envolvido
na conversdo do sorotipo através da glicosilagdo do antigeno (GONZALEZ-
SANTAMARINA et al., 2021).

Foram identificados genes de resisténcia associados aos seguintes
antibidticos: elfamicina, sulfonamida (folP), fluoroquinolona (parC, parE, gyrA,
gyrB e mfd), aminocumarina (cysB e alaS), fosfomicina (GlpT, murA e UhpT),
polimixina (PhoP), rifampicina (rpoB), aminoglicosideos (AAC(6’)-ly e kdpE) e
antibidticos peptidicos (bacA). A resisténcia bacteriana pela produgcdo de

enzimas inativadoras € causada pelos genes que atuam na neutralizagdo do



26

antibidtico por diversos mecanismos (APATA, 2012), o que confere o caso dos
genes mfd, alaS, AAC(6’)-ly, kdpE e bacA. No caso dos demais genes que
conferem resisténcia aos antimicrobianos citados, trata-se da ocorréncia de
mutacdo de genes preditos. A resisténcia a sulfonamida, fosfomicina e
aminoglicosideos, ja foram descritas em S. Derby (BONARDI et al., 2013;
GONZALEZ-SANTAMARINA et al., 2021).

Dentre os antimicrobianos citados, foi proibido o uso das sulfonamidas no
Brasil, em 1998 (MAPA, 2018). A primeira conferéncia global sobre o uso
responsavel e prudente de agentes antimicrobianos em animais resultou em um
documento que descrevia recomendagdes sobre o uso de antimicrobianos,

incluindo as fluoroquinolonas (ANVISA, 2018).

6 CONCLUSOES

Esse estudo resultou na obtencdo do primeiro sequenciamento de
genoma completo de Salmonella do sorotipo Derby, ST13, originada de
avicultura de postura no Brasil, e sua caracterizagao. Os resultados do presente
trabalho poderao ser utilizados para subsidiar investigagcdes epidemiologicas e
evolutivas de S. Derby. Além de contribuir com estudos de resisténcia a
antimicrobianos na industria avicola e, consequentemente, com o
aprimoramento das diretrizes de sanidade animal aplicado pelo zootecnista na

avicultura de postura.
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APENDICE A - LISTA DE GENES DE VIRULENCIA IDENTIFICADOS NO
GENOMA DA S. DERBY SD115

Gene Produto Identificacao E-value
ratB Putative outer membrane protein 98 3e-34
spaS Type Il secretion inner membrane 99 1e-199

protein (YscU,SpaS,EscU,HrcU,SsaU,
homologous to flagellar export
components); Surface presentation of
antigens protein SpaS

ssalL Type Il secretion cytoplasmic protein 99 1e-186
(YscL)
fepC Ferric enterobactin transport ATP- 92 1e-138

binding protein FepC (TC 3.A.1.14.2)

spaR Surface presentation of antigens protein 100 1e-148
SpaR; Type lll secretion inner
membrane protein
(YscT,HrcT,SpaR,EscT,EpaR1,homolo
gous to flagellar export components)

csgC Putative curli production protein CsgC 100 6e-55

orgA Oxygen-regulated invasion protein 98 1e-108
OrgA

ssaM Type Il secretion protein SsaM 97 1e-66

SifB secreted effector protein 96 1e-178

ssed Secreted effector J SseJ 95 1e-237

invl Surface presentation of antigens protein 98 4e-76
SpaM

invd Type Il secretion host injection and 99 1e-192

negative regulator protein (YopD);
Surface presentation of antigens protein
SpaN (Invasion protein InvJ)

sseF Type Il secretion effector SseF 97 1e-140

invB Type Il secretion system protein BsaR; 100 1e-72
Surface presentation of antigens protein
SpaK (Invasion protein InvB)

sscB Secretion system chaparone SscB 100 1e-80

mgtB Mg(2+) transport ATPase, P-type (EC 99 0.0



invG

IpfB
SOpA
prgH

spaO

SipA/sspA

fiml

sipD

ssaS

SSCA
sseG

csgF

fimD

csgD

spiC/ssaB
SOpE2
ssaE

ssaQ

ssel

3.6.3.2)

Type Il secretion outermembrane pore

forming protein (YscC,MxiD,HrcC,
InvG); Protein InvG precursor

Chaperone protein LpfB
E3 ubiquitin-protein ligase SopA

MxiG protein; Pathogenicity 1 island
effector protein

Type Il secretion inner membrane
protein (YscQ,homologous to flagellar
export components); Surface
presentation of antigens protein SpaO

Type Il secretion injected virulence
protein (YopE)

Fimbriae-like adhesin Fiml

Type Il secretion host injection protein
(YopB); Cell invasion protein SipD
(Salmonella invasion protein D)

Type lll secretion inner membrane
protein (YscS,homologous to flagellar
export components)

Secretion system chaparone SscA
Type Il secretion effector SseG

Curli production assembly/transport
component CsgF

Outer membrane usher protein SfmD

Transcriptional regulator CsgD for 2nd
curli operon

Type Il secretion protein SsaB
G-nucleotide exchange factor SopE
Secretion system effector SsaE

Type Il secretion inner membrane
protein (YscQ,homologous to flagellar
export components)

Deubiquitinating protease ElaD

100

99
97
99

99

97

98
98

100

98
97
100

99
100

98
96
98
98

93

0.0

1e-129
0.0
1e-230

1e-176

0.0

6e-98
1e-191

2e-41

1e-87
1e-128
3e-75

0.0
1e-123

2e-67
1e-131
3e-37
1e-188

1e-173



cheY Chemotaxis regulator - transmits
chemoreceptor signals to flagellar motor
components CheY

ssaT Type Il secretion inner membrane
protein
(YscT,HrcT,SpaR,EscT,EpaR1,homolo
gous to flagellar export components)

sopB/sigD  Inositol phosphate phosphatase sopB

(EC 3.1.3.-)
sseD Secretion system effector SseD
spaP Type Il secretion inner membrane
protein

(YscR,SpaR,HrcR,EscR,homologous to
flagellar export components); Surface
presentation of antigens protein SpaP

invC Type Il secretion cytoplasmic ATP
synthase (EC 3.6.3.14,
YscN, Spal,MxiB,HrcN,EscN); Probable
ATP synthase SpalL (EC 3.6.3.14)
(Invasion protein InvC)

ssaJ Type Il secretion bridge between inner
and outermembrane lipoprotein
(Yscd,Hred,Escd, PscJ)

ssaO Type Il secretion spans bacterial
envelope protein (YscO)

csgE Curli production assembly/transport
component CsgE

ssaC Type Il secretion outermembrane pore
forming protein (YscC,MxiD,HrcC, InvG)

csgB Minor curlin subunit CsgB, nucleation
component of curlin monomers

prgkK Type Il secretion bridge between inner
and outermembrane lipoprotein
(Yscd,Hrcd,Escd, PscJ)

mgtC Mg(2+)-transport-ATPase-associated
protein MgtC

SipB/sspB Cell invasion protein SipB
SseA Secretion system effector SseA
sinH adherence and invasion

90

98

97

93
100

100

98

100

99

99

100

99

99

99
99
99

39

4e-61

1e-144

0.0

1e-95
1e-123

1e-248

6e-68

1e-63

1e-70

1e-281

8e-79

1e-141

1e-124

0.0
3e-53
0.0



entS
IpfC

sseB
steC
ssaH
invH

ssaR

fimH

prgd
sicP
sirP

orgC

ssaP

ssaN

misL

orgB

SicA

fimC
csgG

sopD
pipB

ssaV

outermembrane protein (Inv,enhances
Peyer's patches colonization)

Enterobactin exporter EntS
Outer membrane usher protein LpfC
Type Il secretion effector SseB
Putative inner membrane protein
Type Il secretion protein SsaH
Invasion protein invH precursor

Type Il secretion inner membrane
protein

(YscR,SpaR,HrcR,EscR,homologous to

flagellar export components)

Uncharacterized fimbrial-like protein
SfmH

Pathogenicity 1 island effector protein
Chaperone protein SicP
Leucine-rich-repeat protein

Putative effector protein OrgC of SPI-1
type lll secretion system

Type Il secretion protein (YscP)

Type Il secretion cytoplasmic ATP
synthase (EC 3.6.3.14,
YscN, Spal,MxiB,HrcN,EscN)

autotransporter

OrgB protein, associated with InvC
ATPase of type lll secretion system

Chaperone protein SicA (Salmonella
invasin chaperone)

Probable fimbrial chaperone SfmC

Curli production assembly/transport
component CsgG

Secreted protein
Pentapeptide repeat family protein

Type Il secretion inner membrane

90
99
93
93
100
99
99

98

100
100
94
97

96

99

98

100

100

98
100

98
96
99

1e-213
0.0
1e-101
1e-249
7e-35
2e-78
1e-117

1e-191

5e-48

5e-69
0.0

7e-78

3e-66

1e-252

0.0

1e-127

4e-93

1e-125
1e-155

1e-167
1e-163
0.0

40



ssal
ompA

invE

prgl

sptP

sseK1

invA

SifA
fimF

ssal

sseC
mig-14
CSgA
IpfA
gtrB
ssaG
sseE
ssaD
IpfE
spaQ

channel protein (LcrD,HrcV,EscV,SsaV)
Type lll secretion protein Ssal
Outer membrane protein A precursor

Type Il secretion outermembrane
contact sensing protein
(YopN, Yop4b,LcrE); Invasion protein
InvE

MxiH protein; Type Il secretion
cytoplasmic protein (YscF)

Type Il secretion injected virulence
protein (YopH,tyrosine phosphatase of
FAK and p130cas, prevents
phagocytosis)

Uncharacterized protein STM2137

Type Il secretion inner membrane
channel protein
(LcrD,HrcV,EscV,SsaV); Invasion
protein InvA

SifA protein

Uncharacterized fimbrial-like protein
SfmF

Type Il secretion inner membrane
protein (YscU,SpaS,EscU,HrcU,SsaU,
homologous to flagellar export
components)

Secretion system effector SseC
Putative transcription activator mig-14
Major curlin subunit precursor CsgA
Long polar fimbria protein A
Bactoprenol glucosyl transferase
Type Il secretion protein SsaG
Secretion system effector SseE
Type lll secretion protein SsaD
Protein LpfE

Type Il secretion inner membrane

95
92
100

93

98

99
100

91
99

99

94
98
100
97
90
100
98
98
99
100

9e-35
1e-191
1e-208

2e-35

1e-307

1e-199
0.0

1e-181
5e-93

1e-198

1e-261
1e-179
7e-82
1e-89
1e-160
2e-32
1e-73
1e-235
2e-96
2e-42
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protein (YscS,homologous to flagellar
export components); Surface
presentation of antigens protein SpaQ

ssakK Type Il secretion protein SsaK

avrA Type Il secretion injected virulence
protein (YopP,Yopd, induces apoptosis,
prevents cytokine induction, inhibits
NFkb activation)

invF Type Il secretion thermoregulatory
protein (LcrF,VirF,transcription
regulation of virulence plasmid)

ssaJ Type Il secretion bridge between inner
and outermembrane lipoprotein
(Yscd,Hred,Escd, PscJ)

sipC/sspC  Type lll secretion negative modulator of
injection (YopK, YopQ,controls size of
translocator pore); Cell invasion protein
SipC (Effector protein SipC)

pipB2 hypothetical protein

98
99

99

98

99

90

1e-123
1e-162

1e-121

2e-48

1e-222

1e-183
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APENDICE B - LISTAGEM DE GENES DE RESISTENCIA IDENTIFICADOS
NO GENOMA DA S. DERBY SD115

Gene Produto Identificacao E-value
ramR Transcriptional regulator, AcrR family 100 1e-106
marR Multiple antibiotic resistance protein 92 3e-72
MarR
parE DNA topoisomerase |V subunit B (EC 100 0.0
5.99.1.3)
mdtH Multidrug resistance protein MdtH 92 1e-218
Yojl ABC-type siderophore export system, 91 1e-293
fused ATPase and permease
components
mdsA Multidrug efflux system, membrane 99 1e-226
fusion component => MexP of MexPQ-
OpmE system
mdsC Multidrug efflux system, outer 98 1e-272
membrane factor lipoprotein of
OprM/OprM family
acrB Multidrug efflux system AcrAB-TolC, 93 0.0
inner-membrane proton/drug antiporter
AcrB (RND type)
mdsB Multidrug efflux system, inner 99 0.0
membrane proton/drug antiporter (RND
type) => MexQ of MexPQ-OpmE
system
mdtG Multidrug resistance protein MdtG 91 1e-207
acrD Aminoglycosides efflux system AcrAD- 94 0.0
TolC, inner-membrane proton/drug
antiporter AcrD (RND type)
emrR Multidrug resistance regulator EmrR 93 2e-90
(MprA)
msbA Lipid A export permease/ATP-binding 96 0.0
protein MsbA
rpoB DNA-directed RNA polymerase beta 98 0.0
subunit (EC 2.7.7.6)
baeR Response regulator BaeR 96 Te-131



GlpT

murA

soxS

H-NS

PhoP
mdtC

SdiA

bacA

cysB

UhpT

CRP
gyrB
alaS

7AAC(6')-
ly

cpxR

golS
mdtK

marA

Translation elongation factor Tu
Glycerol-3-phosphate transporter

UDP-N-acetylglucosamine 1-
carboxyvinyltransferase (EC 2.5.1.7)

DNA-binding transcriptional dual
regulator SoxS

DNA-binding protein H-NS
Translation elongation factor Tu
Translation elongation factor Tu

Transcriptional regulatory protein PhoP

Multidrug efflux system MdtABC-TolC,
inner-membrane proton/drug antiporter
MdtC (RND type)

N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserine
lactone-binding transcriptional activator
@ N-(3-oxooctanoyl)-L-homoserine
lactone-binding transcriptional activator

Undecaprenyl-diphosphatase (EC
3.6.1.27)

Cys regulon transcriptional activator
CysB

Hexose phosphate transport protein
UhpT

Cyclic AMP receptor protein
DNA gyrase subunit B (EC 5.99.1.3)
Alanyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.7)

Aminoglycoside N(6')-acetyltransferase
(EC 2.3.1.82) => AAC(6')-Ic,f,g,h,j,k,l,r-z

Copper-sensing two-component system
response regulator CpxR

Translation elongation factor Tu
Transcriptional regulator, MerR family
Uncharacterized transporter YeeO

Multiple antibiotic resistance protein

99
96
97

100

95
100
100
93
91

99

97

95

96

99
99
95
99

97

100
100
99
95
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1e-156
1e-267
1e-233

2e-56

2e-67
1e-19
2e-18
1e-115
0.0

1e-139

1e-149

1e-178

1e-260

1e-116
0.0
0.0

3e-81

1e-126

2e-36

2e-84
1e-274
1e-65



gyrA

SOXR

mdtB

patA

parC

emrA

mfd
kdpE
folP

emrB

CpXA

MarA
DNA gyrase subunit A (EC 5.99.1.3)

Redox-sensitive transcriptional activator
SoxR

Multidrug efflux system MdtABC-TolC,
inner-membrane proton/drug antiporter
MdtB (RND type)

Putrescine aminotransferase (EC
2.6.1.82)

DNA topoisomerase |V subunit A (EC
5.99.1.3)

Multidrug efflux system EmrAB-OMF,
membrane fusion component EmrA

Transcription-repair coupling factor
DNA-binding response regulator KdpE
Dihydropteroate synthase (EC 2.5.1.15)

Multidrug efflux system EmrAB-OMF,
inner-membrane proton/drug antiporter
EmrB (MFS type)

Translation elongation factor Tu

Copper sensory histidine kinase CpxA

100
100

91

94

99

90

95
92
91
95

100
97

0.0
9e-84

0.0

1e-252

0.0

1e-200

0.0
1e-117
1e-148
1e-289

2e-36
1e-259
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