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RESUMO

Salmonella enterica é um patdogeno de grande preocupacgao global devido a
sua presenca nos alimentos e potencial zoondtico, que pode levar a surtos de
infeccobes em humanos. Esse patdogeno €& frequentemente associado a
contaminagao de produtos alimentares, incluindo peixes de aquicultura, podendo
causar infecgdes gastrointestinais graves, resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos e até infec¢des sistémicas em grupos vulneraveis. Ha necessidade
urgente do monitoramento de Salmonella no setor aquicola, especialmente no
Brasil, onde o tambaqui é produzido. Com o crescimento da piscicultura intensiva,
aumenta-se o risco de exposigao a patdégenos, tornando essencial o controle de
patdgenos zoondticos para garantir a seguranga dos alimentos e proteger a saude
dos consumidores. A presenca de Salmonella na aquicultura também implica riscos
para o conceito "One Health", que integra saude humana, animal e ambiental.
Deste modo, este estudo teve como objetivo detectar cepas de Salmonella isoladas
de tambaquis em diferentes fases de producdo, buscando caracterizar
genotipicamente o patdégeno. A pesquisa visa contribuir para a compreensao da
epidemiologia de Salmonella na produgédo do tambaqui e, desta forma contribuir
com o desenvolvimento de medidas de controle sanitario e implementagao de
medidas de biosseguridade para garantir a seguranga dos alimentos e a

sustentabilidade desta importante proteina animal.

Palavras-chave: Aquicultura, Biosseguranga, Salmonella enterica, Saude publica.
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ABSTRACT

Salmonella enterica is a pathogen of great global concern due to its presence
in food and zoonotic potential, which can lead to outbreaks of infections in humans.
This pathogen is often associated with the contamination of food products, including
aquaculture fish, and can cause serious gastrointestinal infections, bacterial
resistance to antimicrobials and even systemic infections in vulnerable groups.
There is an urgent need for Salmonella monitoring in the aquaculture sector,
especially in Brazil, where tambaqui is produced. With the growth of intensive fish
farming, the risk of exposure to pathogens increases, making the control of zoonotic
pathogens essential to ensure food safety and protect consumer health. The
presence of Salmonella in aquaculture also poses risks to the “One Health” concept,
which integrates human, animal and environmental health. Therefore, this study
aims to detect strains of Salmonella isolated from tambaquis at different stages of
production, seeking to genotypically characterize the pathogen. The research aims
to contribute to the understanding of the epidemiology of Salmonella in tambaqui
production and, in this way, contribute to the development of health control
measures and the implementation of biosecurity measures to guarantee food safety

and the sustainability of this important animal protein.

Keywords: Aquaculture, Biosecurity, Salmonella enterica, Public-health
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1. INTRODUCAO

O género Salmonella € composto por bactérias Gram-negativas, anaerdbias
facultativas, ndo encapsuladas, nao formadoras de esporos, em forma de bacilos,
pertencentes a familia Enterobacteriaceae e responsavel pelo maior numero de
infecgdes causadas por alimentos e internagdes hospitalares em todo o mundo
(Abey et al., 2024; Chen et al., 2024).

Salmonella, além de ser o patdgeno de veiculagédo alimentar mais importante,
também possui a capacidade de estabelecer uma cadeia de transmissao
fortemente interconectada, que liga o meio ambiente, os animais, incluindo os
peixes, os alimentos e os humanos (Xiau et al., 2024). No caso especifico de
Salmonella spp., a Instrugdo Normativa (IN) n° 161/2022 da ANVISA determina

auséncia em 25 g de amostra.

Este género inclui duas espécies principais: Salmonella enterica e Salmonella
bongori. S. enterica é responsavel por infecgdes alimentares em humanos, desde
gastroenterites leves até infecgbes sistémicas graves, dependendo do sorovar, da
carga bacteriana e do estado imunoldgico do hospedeiro e regiao geografica (Eng
et al., 2015; Fabrega & Vila, 2013).

Atualmente, existem mais de 2700 sorovares de Salmonella, dos quais 1500
subespécies estdo associadas a salmonelose em animais e humanos (Issenhuth-
Jeanjean et al.,, 2014) e o grande problema dessa bactéria é que ela exibe
mecanismos complexos e diversos de resisténcia aos antimicrobianos, como
sistemas de bomba de efluxo, produgédo de (B-lactamase, mutagdes em genes de
resisténcia e sistemas CRISPR-Cas, os quais desempenham papéis criticos em

sua resisténcia (Xiau et al., 2024).

Na aquicultura, Salmonella pode ser introduzida no ambiente pela contaminacao
da agua por dejetos de animais, especialmente aves, ragdo ou contato préximo
entre os peixes em tanques de criagao, o que facilita sua transmisséo (Prystowsky
et al., 2011).

Com o crescimento do setor aquicola e a intensificagcdo da piscicultura,
especialmente no Brasil, onde o tambaqui € a espécie nativa mais produzida, atras
somente da tilapia-do-Nilo, o monitoramento de patdégenos bacterianos torna-se

essencial para garantir a seguranga do produto.
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Estudos apontam que o tambaqui, nativo da Bacia Amazdnica, tem alto potencial
para a aquicultura tropical por suas caracteristicas adaptativas, rapido crescimento
e elevado valor nutricional, sendo fonte importante de proteinas e acidos graxos
essenciais (Baras et al., 2020). Contudo, essas condi¢gbes favoraveis a criagédo
intensiva também aumentam o risco de infec¢des bacterianas e de propagacgao de

patégenos como Salmonella, com implicagdes para a saude humana.

Métodos de deteccdo e genotipagem de patdégenos permitem identificar com
precisdo os isolados e conhecer melhor o perfil de viruléncia, a resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos e adaptacédo a diferentes ambientes. A deteccéo
envolve métodos bioquimicos e o uso de meios seletivos, como o agar XLD e o
agar MacConkey, que auxiliam na diferenciagao inicial das colénias de Salmonella
de outras bactérias entéricas (Foley et al., 2011; Silva et al., 2016). Esses métodos
sdo importantes para triagem rapida e fornecem uma visao preliminar da presenca
do patdgeno. Ja a caracterizagao genotipica utiliza métodos moleculares, como a
amplificagdo dos genes invA e 16S rRNA por PCR , especificos para Salmonella
spp., que sdo essenciais para confirmar a presenga do patégeno com alta
sensibilidade e especificidade (Fratamico & Strobaugh, 1998; Sebastido et al.,
2015).

No contexto da saude publica, o estudo de Salmonella na aquicultura,
especialmente em peixes consumidos em larga escala, como o tambaqui, possui
implicagdes diretas para o conceito "One Health", que integra a saude humana,
animal e ambiental. A presenca de Salmonella em ambientes de criagao de peixes
pode representar um risco zoonético, pois a transmissao aos humanos pode ocorrer
diretamente pelo consumo de pescado contaminado ou indiretamente pela
disseminagao de cepas resistentes no meio ambiente (WHO, 2015).

Além disso, o uso de antimicrobianos na aquicultura pode promover a selegao
de cepas resistentes, criando desafios adicionais para o tratamento de infecgdes
em humanos (Davies & Davies, 2010). Deste modo, a adogao de praticas de
manejo sanitario rigorosas, controle da qualidade de agua, uso responsavel dos
antimicrobianos e a implementacao de alternativas sustentaveis sao fundamentais

para reduzir o impacto desse patdgeno e garantir a seguranga do consumidor.
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O presente estudo contribui para o entendimento da epidemiologia de
Salmonella em ambientes aquaticos e para o desenvolvimento de estratégias
eficazes de identificagdo e caracterizacdo deste importante patégeno. Esse
conhecimento € vital para o setor aquicola, onde o risco de infecgdo cruzada e
propagacao de patoégenos é alto devido a densidade dos animais e a complexidade

das interacdes com o ambiente aquatico.

Dessa forma, este estudo fornece subsidios para a formulagdo de politicas de
controle e monitoramento, visando a sustentabilidade do setor e a promog¢ao de
praticas que assegurem produtos seguros e de alta qualidade para o consumidor
(Frye & Jackson, 2013; Baumler et al.,, 2000). Ao estudar a identificacdo e
caracterizagao genotipica de Salmonella em tambaquis, este trabalho oferece uma
base cientifica para intervengdes sanitarias que busquem reduzir o risco de
infeccdo humana pela bactéria e promover a segurangca dos alimentos na

aquicultura brasileira.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas do género Salmonella spp.

As bactérias do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae.
Sao bacilos curtos (1,0 um a 2,0 ym), Gram-negativos, nao formadores de esporos,
anaerodbios facultativos, capazes de utilizar o citrato como unica fonte de carbono
e produzir gas a partir da glicose (exceto S. Typhi). Produzem &acido sulfidrico a
partir da reducdo do enxofre por acdo da enzima cisteina desulfidrase e, em sua
maioria, sado méveis por flagelos peritriquios, exceto os sorovares S. Pullorum e S.
Gallinarum (Trabulsi e Alterthum, 2015). A temperatura ideal de crescimento é de
36°C a 43°C, associada a pH em torno de 7, embora suportem a faixa de pH de 4,5
a 9,5 (Brooks et al., 2010).

As bactérias deste género oxidam a glicose (vermelho de metila positivo),
decompdem o peroxido de hidrogénio (catalase positiva) e normalmente reduzem
nitrato a nitrito. A maioria dos sorotipos fermenta a glicose com produg¢do de acido

e gas, nao fermentam a lactose e a sacarose, produzem H2S, ndo produzem urease
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e indol, descarboxilam lisina e ornitina, fermentam o dulcitol e utilizam o citrato
(D’Aoust; Maurer, 2007; Silva et al., 2007).

O género Salmonella pode ser dividido nos sorovares tiféide, composto pela S.
Typhi e S. Paratyphi e sorovar nao-tiféide (SNT) composto por S. Typhimurium e S.
Enteritidis. O sorovar tifdide causa a febre tifdide e paratiféide em humanos, que
pode evoluir para sintomas neuroldgicos, septicemia e consequentemente, a morte.
Ja o sorovar nao-tifdide pode causar gastroenterite moderada a severa e em casos
graves bacteremia (disseminagao da bactéria por todo o corpo) (Billah & Rahman,
2024).

Baseado na analise da sequéncia 16S rRNA, o género Salmonella esta
classificado em duas espécies, Salmonella enterica (2443 sorotipos) e Salmonella
bongori (20 sorotipos). A espécie S. enterica possui seis subspécies, agrupadas de
acordo com semelhangas genéticas e caracteristicas bioquimicas, 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
(Andino e Hanning, 2015). Dentre estas, a subespécie enterica alberga
aproximadamente 60% dos sorovares, a maioria responsavel por causar infecgoes
em inumeros hospedeiros, entre humanos e animais (Issenhuth-Jeanjean et al.,
2014).

Entre essas subspécies, existem mais de 2500 sorovares, potencialmente
patogénicos para humanos e animais, refletindo a diversidade antigénica desse
patégeno (variagdes na estrutura flagelar e lipopolissacaridica) (Billah & Rahman,
2024).

A S. enterica é a responsavel pelo maior numero de surtos de gastroenterite cuja
veiculagao é alimentar em humanos e animais homeotérmicos em todo o mundo
(Majowicz et. al, 2010). As infeccbes causadas pela espécie chegaram a 4.5
milhdes de casos em todo o mundo em 2016, com um média elevada de

mortalidade (22 mortes para cada 100.000 pessoas). (Troeger et al., 2018).

Até o momento foram tipificados mais de 2.659 sorovares de Salmonella spp.
(Tabela 1), dos quais 1500 ja foram isolados de humanos e animais (Issenhuth-

Jeanjean et al., 2014).
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Tabela 1. Caracteristicas dos grupos filogenéticos do género Salmonella.

Espécies Subespécies ZL;T;EE:I: Hospedeiros
enterica 1.586 Animais homeotérmicos
salamae 522
Salmonella diarizonae 338
enterica arizonae 102
houtenae 76 Animais heterotérmicos
indica 13
Sa/mone{/a bongori 22
bongori
TOTAL 2.659

FONTE: Iseenhuth-Jeanjean et. al (2014).

Essas bactérias apresentam caracteristicas bioquimicas que requerem
diagndstico laboratorial acurado com posterior identificagdo molecular (D’Aoust;
Maurer, 2007; Silva et al., 2007).

A Organizag&o Mundial de Saude (OMS) criou em janeiro de 2000 o Programa
Global de Controle de Salmonella com o objetivo de detectar, controlar e prevenir
os surtos alimentares causados por essa bactéria. Dessa forma, laboratorios de
todo mundo s&o capacitados para diagnosticar o agente e os paises participantes
anualmente reportaram os 15 sorotipos mais frequentemente encontrados
(Hendriksen et al., 2011).

2.2. Salmonelose e Saude Publica

Salmonella estd bastante difundida geograficamente em todo o mundo. A
constituigdo genética desta bactéria permite sua adaptacdo a uma variedade de
ambientes e animais, incluindo hospedeiros mamiferos e ndo-mamiferos (Sanchez-
Vargas; Abu-El-Haija; Gomez-Duarte, 2011), sendo o seu principal habitat o trato
gastrointestinal de humanos e animais. Os reservatérios de Salmonella no
ambiente sdo a agua, o solo, as fezes de animais, os insetos e ratos, e as
superficies de equipamentos e utensilios de fabricas e cozinhas, os quais
contribuem para sua transmissdo e alta prevaléncia de infeccdo em humanos
(Scallan et al., 2011).
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A salmonelose é a doenga de origem alimentar mais frequente no mundo
(Bollaerts et al., 2008; Feasey et al., 2012; Fardsanei et al., 2017). Pode ser
transmitida aos humanos através do consumo de carne animal, como frango e
porco cru ou mal cozido, ovos e seus subprodutos, vegetais ou frutas contaminadas
com fezes de animais, frutos do mar (peixes e crustaceos, como caranguejos,
améijoas, lagostas, mexilhdes, vieiras, camardes, ostras). A contaminagao cruzada
em frigorificos ou abatedouros também é uma importante fonte de transmiss&o da
Salmonella, contribuindo com aproximadamente 12% das infecgbdes pela bactéria
(Akil e Ahmad, 2019).

A IN n® 161 de 2022, publicada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), estabelece critérios microbiologicos para a seguranca dos
produtos de pescado destinados ao consumo humano no Brasil. Dentre suas
diretrizes, a normativa reforga a exigéncia da auséncia de Salmonella spp. em 25
g em produtos de pescado e seus derivados, visando a protegao da saude publica
e a garantia da qualidade sanitaria desses produtos. A recomendagao alinha-se as
normas internacionais de seguranga dos alimentos, reconhecendo Salmonella
como um patdgeno de preocupacgao global devido ao seu potencial de causar surtos

de doencas transmitidas por alimentos.

Dependendo do sorovar envolvido, da concentragao do inéculo, dos fatores de
viruléncia expressos pelo agente e do estado imunolégico do hospedeiro, a bactéria
pode ocasionar desde uma infecgao gastrintestinal leve até septicemia ou morte
(Coburn et al., 2007; Verbrugghe et al., 2016; Bierschenk et al., 2017). Os sintomas
caracterizam-se por dor abdominal, diarreia, calafrios, febre, vomito, desidratacéo
e dores de cabecga, sendo que o periodo de incubacéo pode variar de 5 a 72 horas,
frequentemente ocorrendo entre 12 e 36 horas. A recuperacéo ocorre de 1 a 7 dias
apo6s o aparecimento dos sintomas e medicagdo adequada (Bollaerts et al., 2008;
Salem et al., 2017).

A duragdo da doenca é variavel, podendo prolongar-se dependendo do
hospedeiro, da dose ingerida e da cepa de Salmonella envolvida. Alguns grupos de
pessoas, tais como idosos, criangcas com menos de cinco anos e pessoas com
comprometimento do sistema imunolégico, sdo mais propensos a desenvolver uma
doenga grave, podendo resultar em problemas de saude a longo prazo ou morte
(Braden, 2012; Silva et al., 2007).
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Por ser normalmente encontrada no ambiente de produgdao animal é,
consequentemente, muito isolada em alimentos de origem animal e, por isso,
relacionada a grandes problemas de saude publica, pelo seu envolvimento com
doengas de origem alimentar no mundo todo. Portanto, trata-se de uma doencga
zoonotica que pode ser transmitida diretamente ou indiretamente entre os animais
e os seres humanos. Os principais alimentos responsaveis por infecgdes pela
bactéria sdo os ovos, as carnes de aves e suinos, e o leite (EFSA, 2014; WHO,
2015).

Para a prevencgao da doenca sédo necessarias medidas de controle em todas as
etapas da producdo de alimentos, desde a produgédo agricola ou ambiente de
criacdo de animais de producdo, processamento do alimento na industria,
preparacao nos estabelecimentos comerciais e também nas residéncias e cozinhas
industriais. O manuseio seguro da carne crua, bom cozimento e boa higiene na
cozinha podem prevenir ou reduzir o risco representado pelos alimentos
contaminados (EFSA, 2014; WHO, 2015).

2.3. Aquicultura e prevaléncia de Salmonella

No contexto da aquicultura, a prevaléncia de Salmonella spp. € uma
preocupagao crescente, devido a possibilidade de contaminagao ao longo de toda
a cadeia produtiva. Esse patégeno pode ser introduzido nos sistemas de criagédo
de peixes através de fontes externas, como a agua, passaros proximos aos tanques
e a ragao contaminada, além de se propagar facilmente devido a alta densidade de
peixes. Estudos demonstram que a presencga de Salmonella em peixes de producao
pode estar associada a fatores ambientais e praticas de manejo inadequadas,
principalmente relacionada a agua da piscicultura (Prystowsky et al., 2011; Frye &
Jackson, 2013).

Em sistemas intensivos e semi-intensivos de aquicultura, a manutencado da
qualidade da agua e o monitoramento sanitario dos viveiros sdo essenciais para
reduzir a carga de patoégenos. A alta densidade de peixes nesses ambientes,
contudo, pode facilitar a disseminacdo de bactérias patogénicas entre os
individuos, aumentando o risco de infecgcbes e contaminacgdes cruzadas. Isso

ocorre, em parte, porque ambientes de producao favorecem o contato préximo e
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constante entre os peixes, facilitando a transferéncia de patégenos através das
fezes, da agua e dos alimentos compartilhados, principalmente por peixes
filtradores (Scallan et al., 2011; Andino & Hanning, 2015).

Além disso, a presenca de Salmonella na aquicultura representa uma ameaca
nao so6 para a saude dos peixes, mas também para a saude publica, visto que esses
produtos sdo consumidos diretamente por humanos. Estudos sugerem que, mesmo
com o monitoramento constante, patégenos como Salmonella podem persistir em
ambientes aquaticos por muitos anos, exigindo praticas de biosseguranga rigorosas
para prevenir surtos e garantir a seguranga dos produtos derivados do pescado
(Silva et al., 2016). Dessa forma, o controle microbioldgico da agua e dos peixes &
um componente essencial para a produgao segura e sustentavel, protegendo tanto
os consumidores quanto a viabilidade do setor.

2.4. Tambaqui (Colossoma macropomum)

O tambaqui é um peixe nativo da Bacia Amazénica e de grande porte, com
capacidade de atingir até 30 kg, embora o peso médio dos individuos produzidos
seja menor. Esta espécie se destaca na piscicultura devido ao seu rapido
crescimento, adaptabilidade a diferentes condigbes de manejo e alto valor nutritivo,
sendo rico em proteinas e acidos graxos essenciais. Essas caracteristicas tornam
o tambaqui ideal para producdo em sistemas semi-intensivos e intensivos, onde
pode ser produzido em tanques escavados e viveiros (Baras et al., 2020). E a
segunda espécie mais produzida no Brasil com 109,9 mil toneladas, representando
17,8% da produgdo total (IBGE, 2022). Sua criagdo tem aumentado
significativamente, especialmente na Regido Norte do Brasil, onde a piscicultura é

uma importante atividade econémica e fonte de proteina animal (Lima et al., 2021).

Contudo, as condi¢des de producao e a densidade populacional podem levar ao
surgimento de desafios sanitarios, como infecgdes bacterianas. Essas infecgdes
nao s6 comprometem a saude dos peixes, mas também representam um risco para
a saude publica, pois bactérias patogénicas podem ser transmitidas aos
consumidores através do pescado contaminado. O monitoramento sanitario €,

portanto, crucial para manter a saude dos peixes e garantir a seguranga dos
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produtos, preservando a confianga do consumidor e a sustentabilidade do setor
(Silva et al., 2016).

A producdo de tambaqui contribui para o desenvolvimento econémico e social
das regides produtoras, gerando empregos e oferecendo uma fonte acessivel de
proteina animal. Com o crescimento da demanda de proteina oriunda do pescado
no Brasil e em outros paises, o tambaqui desempenha um papel relevante na
sustentabilidade da aquicultura, ajudando a reduzir a pressao sobre a pesca
extrativa e a conservar os recursos naturais locais (Frye & Jackson, 2013).

Por sua importancia econémica e adaptabilidade, o tambaqui tem potencial para
ser um dos pilares da aquicultura sustentavel na Amazbnia, desde que
acompanhado de praticas de manejo sanitario adequadas e de politicas de

incentivo a produgao responsavel.

2.5. Métodos de Detecgao e Genotipagem de Salmonella

A identificacdo de Salmonella em peixes, como no tambaqui, envolve métodos
de deteccgao e caracterizagao genotipica da bactéria para confirmar a presenca do
patégeno e obter informagdes detalhadas sobre sua viruléncia, resisténcia aos
antimicrobianos e adaptabilidade a diferentes ambientes. Esses métodos séo
essenciais para garantir um diagnostico preciso e auxiliar na implementagao de

medidas de controle da bactéria na cadeia produtiva.

A deteccao de Salmonella é baseada em testes bioquimicos e de crescimento
em meios seletivos. Métodos como a incubacdo em agar XLD (Xylose Lysine
Deoxycholate) e agar MacConkey séo frequentemente utilizados para diferenciar
Salmonella de outras bactérias entéricas, uma vez que Salmonella é capaz de
fermentar xilose e reduzir tiossulfato a sulfeto de hidrogénio, produzindo colénias
com caracteristicas distintas. Testes bioquimicos como TSI (Triple Sugar Iron) e LIA
(Lysine Iron Agar) também ajudam a verificar a produgao de H,S, um indicador
comum da presencga de Salmonella spp. (Silva et al., 2016; Foley et al., 2011).
Esses métodos fornecem uma triagem inicial eficiente, mas podem ser

complementados por analises moleculares para confirmacao definitiva.

Ja a caracterizagdo genotipica, utiliza métodos moleculares para identificar
genes especificos de Salmonella, como o gene invA, conhecido por sua
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especificidade e sensibilidade na detecgao de Salmonella spp. Esse gene codifica
uma proteina essencial para a invasao de células hospedeiras, sendo um marcador
confiavel em reagdes de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) para confirmar
a presenca da bactéria (Fratamico & Strobaugh, 1998). Além do invA, o gene 16S
rRNA, utilizado em analises filogenéticas e taxondémicas, ajuda a identificar e
diferenciar espécies de Salmonella com alta precisao. Essas técnicas de PCR sao
essenciais em amostras aquaticas, em que a presenca de multiplas espécies

bacterianas pode dificultar a identificagdo dessa bactéria (Sebastiao et al., 2015).

A deteccao e genotipagem na aquicultura permite ndo apenas a identificagéo de
Salmonella, mas também auxilia na compreensao dos perfis de resisténcia aos
antimicrobianos e dos mecanismos de sobrevivéncia em ambientes aquaticos.
Esses dados s&o fundamentais para o desenvolvimento de estratégias de controle
de patégenos e para o monitoramento da seguranga dos alimentos, especialmente
em sistemas de producéo intensivos, em que a contaminacao por Salmonella pode
comprometer a qualidade do pescado e representar um risco a saude publica (Frye
& Jackson, 2013; Prystowsky et al., 2011).

A aplicacdo combinada desses métodos fortalece a confiabilidade do
diagndstico e oferece uma abordagem ampla para a identificagdo e o controle da

bactéria em ambientes de criagdo de peixes.

2.6. Analise filogenética

A analise filogenética de Salmonella isolada de tambaqui busca entender a
relagao evolutiva entre diferentes cepas da bactéria, auxiliando na identificagao de
suas origens e mecanismos de adaptacédo aos ambientes aquaticos. Esse processo
envolve a comparagao das sequéncias genéticas de Salmonella com outras cepas,
0 que permite agrupar amostras semelhantes e tragar suas relagdes com cepas
isoladas de outros animais ou ambientes. Essa abordagem é essencial para

monitorar a diversidade genética do patdégeno e sua evolugao na aquicultura.

Para a analise filogenética, as sequéncias de genes especificos, como o invA e
0 16S rRNA, sao obtidas de cepas de Salmonella e comparadas com as sequéncias
de outras cepas depositadas em bancos de dados, como o GenBank. O

alinhamento dessas sequéncias é feito com ferramentas como o software MAFFT
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ou BioEdit, garantindo que as regidées homologas sejam alinhadas corretamente
para uma analise precisa das relagdes evolutivas (Katoh & Standley, 2013; Hall,
1999).

Com as sequéncias alinhadas, a construgdo de uma arvore filogenética pode
ser realizada usando o método de maxima verossimilhanga (Maximum Likelihood -
ML), que calcula a arvore mais provavel com base nos dados observados.
Softwares como MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) facilitam a
montagem da arvore e a interpretagdo das relagdes filogenéticas entre as cepas,
evidenciando possiveis clados de Salmonella associados a ambientes aquaticos ou

a diferentes hospedeiros (Tamura et al., 2011).

A analise filogenética permite identificar grupos de Salmonella com
caracteristicas adaptativas especificas ao ambiente aquatico, auxiliando no
entendimento de como esses patdégenos sobrevivem e se disseminam na
aquicultura. Isso é fundamental para o desenvolvimento de estratégias preventivas
contra infecgcdes em ambientes de criacdo de peixes, além de auxiliar no controle
de patdgenos que podem ser transmitidos para os humanos através do consumo
de pescado contaminado. Baumler et al. (2000) destacaram que a analise genética
e evolutiva de cepas patogénicas é crucial para rastrear surtos para o controle de

cepas que apresentam resisténcia aos antimicrobianos.

Ao possibilitar o rastreamento de cepas especificas de Salmonella associadas
a surtos, a analise filogenética contribui de forma significativa para a seguranca de
alimentos, a biosseguranga na aquicultura e a formulagao de politicas de uso de

antimicrobianos.

2.7. One Health

O conceito de One Health (Saude unica) propde uma abordagem integrada e
colaborativa para entender e controlar os fatores que impactam a saude humana,
animal e ambiental. No contexto da seguranga de alimentos e da aquicultura, como
na caracterizacdo de Salmonella em peixes, esse conceito é particularmente
relevante, pois destaca a interconexdo entre as praticas de produgcao animal, a

saude dos consumidores e a conservagdo ambiental.
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O conceito One Health reconhece que doencas infecciosas podem se
disseminar entre humanos e animais, influenciadas por fatores ambientais. A
salmonelose por exemplo, € uma doenga que pode ser transmitida de animais de
criacdo, como peixes oriundos da aquicultura, para humanos através do consumo
de produtos contaminados. Essa contaminagdo pode ocorrer ao longo da cadeia
produtiva, especialmente em sistemas de criagdo intensiva, em que as condi¢cdes
sanitarias, muitas vezes precarias, relacionadas principalmente a qualidade da
agua e o manejo inadequado aumentam o risco de disseminagdo de patogenos
(Silva et al., 2016; WHO, 2015).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € uma preocupacao central do
conceito One Health, pois o uso indiscriminado desses produtos veterinarios na
producdo animal pode contribuir para o surgimento de cepas bacterianas
resistentes, que sdo uma ameaca global a saude publica. Na aquicultura, o uso de
antimicrobianos para controlar infeccbes bacterianas, pode levar a selecdo de
cepas resistentes, que podem ser transmitidas aos humanos através do consumo
de pescado contaminado. Essa resisténcia dificulta o tratamento de infecgbes e
reforga a necessidade de praticas de manejo responsaveis e da implementacao de

alternativas aos antimicrobianos (Davies & Davies, 2010; Baumler et al., 2000).

A resisténcia de Salmonella aos antimicrobianos, principalmente da Salmonella
nao-tiféide tem emergido como um grave problema de saude em todo o mundo pois
vem aumentando anualmente, resultando em maior numero de mortes em pessoas
infectadas, pela ineficacia dos medicamentos disponiveis. Foram encontradas
cepas da bactéria resistentes ao cloranfenicol (Montville & Matthews, 2008), a
tetraciclina, acido nalidixico e estreptomicina (Nair et al., 2018), amoxicilina-acido
clavulanico e ampicilina (Elhadi, 2014). Um estudo realizado em 32 pisciculturas na
Malasia, demonstrou elevada resisténcia de Salmonella a ampicilina e
estreptomicina e 20% de resisténcia a colistina, um antimicrobiano fundamental
para a medicina humana, enfatizando que a aquicultura contribui para a resisténcia

bacteriana aos antimicrobianos mundialmente (Dewi et al., 2022).

Ainda com relagédo ao conceito One Health, a biosseguranga na aquicultura é
fundamental para prevenir a introdugdo e disseminagdo de patégenos. O
monitoramento da qualidade da agua, o controle de passaros, a implementacao de
boas praticas de manejo, sdo medidas importantes para reduzir a prevaléncia de
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infeccbes. Essas medidas ajudam a proteger a saude dos peixes, a qualidade

ambiental e, a segurancga dos consumidores(Frye & Jackson, 2013; EFSA, 2014).

O conceito One Health promove a integragcéo entre setores de saude humana,
animal e ambiental, o que exige politicas publicas coordenadas e educagao
continuada para produtores, profissionais de saude e consumidores. A
conscientizagdo sobre os riscos associados a salmonelose, a resisténcia aos
antimicrobianos e as praticas de manejo na aquicultura sao cruciais para reduzir as

ameacas a saude coletiva e preservar os ecossistemas aquaticos (Eng et al., 2015).

A aplicacdo do conceito One Health na aquicultura reforga a importancia de uma
abordagem colaborativa para mitigar riscos e assegurar a sustentabilidade do setor,
priorizando a saude dos animais, a seguranca de alimentos e a conservagao do

meio ambiente.

3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Detectar e caracterizar genotipicamente cepas de Salmonella isoladas de

tambaqui em diferentes fases de produgao (alevino, juvenil e adulto).

3.2. Especificos

- Realizar a deteccao de Salmonella sp. obtida de tambaquis em diferentes fases

de produgao através de analise microbiolégica convencional,

- Realizar a caracterizagdo genotipica das cepas de Salmonella sp. através da

extracao de DNA, PCR, sequenciamento e filogenia;

27



CAPITULO 2:
DETECGAO E CARACTERIZAGAO GENOTIPICA DE
Salmonella enterica ISOLADA DE TAMBAQUI (Colossoma

macropomum)
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RESUMO

Salmonella enterica € uma bactéria zoondtica com alto potencial de infeccao.
Com o crescimento da piscicultura no Brasil, torna-se essencial monitorar
patdgenos para garantir a seguranca dos alimentos e prevenir infecgbes em peixes
como o tambaqui, uma espécie nativa da Amazénia, amplamente produzida na
regido norte do Brasil. Assim, o objetivo deste estudo foi detectar e caracterizar
genotipicamente isolados de Salmonella sp. obtidos de tambaquis em diferentes
fases de producéo (alevino, juvenil e adulto). Os tambaquis foram capturados em
viveiros escavados de uma piscicultura comercial localizada na regido norte do
Brasil. A deteccdo foi realizada através do isolamento da bactéria em meios
seletivos (agar XLD e MacConkey) e testes bioquimicos (TSI e LIA). A
caracterizagado genotipica foi realizada através da PCR e sequenciamento dos
genes invA e 16S rRNA, especificos para Salmonella spp., para confirmagao da
espécie e posterior construgdo da arvore filogenética. Foi identificada a bactéria S.
enterica no trato gastrointestinal de dois tambaquis (59IT e 76IT) e a analise
genotipica mostrou alta similaridade com cepas de Salmonella encontradas em
outros animais e regides geograficas, 0 que sugere uma ampla capacidade de

adaptacao desse patégeno.

Palavras-chave: Filogenia, Peixes, Piscicultura, Salmonella entérica.
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ABSTRACT

Salmonella enterica with high infectious and zoonotic potential. With the
growth of aquaculture in Brazil, it is essential to monitor pathogens to ensure food
safety and prevent infections in fish such as tambaqui, a native species of the
Amazon that is widely farmed in the northern region of Brazil. Thus, the aim of this
study was to detect and genotypically characterize isolates of Salmonella sp.
obtained from tambaqui at different production stages (fingerling, juvenile, and
adult). The tambaqui were collected from earthen ponds in a commercial fish farm
located in the northern region of Brazil. Detection was performed through bacterial
isolation in selective media (XLD and MacConkey agar) and biochemical tests (TSI
and LIA). Genotypic characterization was carried out through PCR and sequencing
of the invA and 16S rRNA genes, specific for Salmonella spp., to confirm the species
and subsequently construct a phylogenetic tree. S. enterica was identified in the
intestinal tract of two tambaqui (59T and 761T), and genotypic analysis showed high
similarity with Salmonella strains found in other animals and geographic regions,

suggesting a broad adaptive capacity of the pathogen.

Keywords: Phylogeny, Fish, Aquaculture, Salmonella enterica.
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1. INTRODUCAO

Salmonella &€ um género de bactérias Gram-negativas da familia
Enterobacteriaceae, composta por duas espécies principais: S. enterica e S.
bongori. Entre elas a S. enterica é responsavel pela maior parte das infecgdes em
humanos e é subdividida em seis subespécies e mais de 2.500 sorovares, sendo
os sorovares Typhimurium e Enteritidis os mais associados a surtos de origem
alimentar (Eng et al., 2015).

A bactéria é conhecida por sua habilidade de infectar diversos hospedeiros,
incluindo humanos, animais domésticos e silvestres, e até peixes, o que amplia seu
impacto na saude publica. Sua patogénese comega com a ingestado de alimentos
ou agua contaminados. Apds a entrada no sistema gastrointestinal, Salmonella é
capaz de atravessar as células epiteliais intestinais, onde pode sobreviver e se
multiplicar no interior dos macréfagos, evadindo o sistema imunolégico do
hospedeiro (Fabrega & Vila, 2013). A IN 161/2022 do MAPA exige a auséncia de
Salmonella spp. em pescado e impde medidas rigorosas de controle e boas praticas

na cadeia produtiva para garantir a seguranga dos alimentos.

Na aquicultura, Salmonella pode ser introduzida no ambiente através da agua
contaminada por fezes de animais, e pela proximidade entre os peixes nos tanques,
o que facilita sua transmiss&o. A deteccgédo e caracterizagao genotipica dos isolados
de Salmonella em peixes de producido, como o tambaqui, € vital para monitorar a
presenca de patdgenos zoondticos de interesse em saude publica e resistentes aos

antimicrobianos (Prystowsky et al., 2011).

A presenca desse microrganismo em produtos derivados de pescado representa
uma preocupagao crescente, especialmente em regides onde o consumo de peixes
oriundos da piscicultura é elevado. Entre as espécies de importancia econdmica, o
tambaqui € a espécie nativa mais produzida no Brasil e também na América Latina
destacando sua popularidade e valor comercial (Baras et al., 2020). No entanto, a
possivel infecgao por patdgenos como Salmonella pode comprometer a produgao

desta espécie e a seguranga dos produtos, (Silva et al., 2016).

Dada a relevancia de Salmonella para a seguranga dos alimentos, a detecc¢ao
e caracterizagdo genotipica de cepas isoladas de tambaqui torna-se uma

ferramenta essencial para garantir a qualidade do produto final. Essas analises
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fornecem informacdes detalhadas sobre o perfil dessas cepas, além de auxiliarem
na identificacdo de mecanismos de adaptagcdo a ambientes aquaticos (Frye &
Jackson, 2013). Compreender esse perfil € fundamental para desenvolver
estratégias de controle eficazes na produgdo de pescado e reduzir os riscos de

contaminagao ao longo da cadeia produtiva (Baumler et al., 2000).

Desta forma, este estudo busca contribuir para identificagao e caracterizagao
de cepas de Salmonella isoladas de tambaqui, proporcionando uma base cientifica
para intervengdes que visem a reduc¢do do impacto desse patégeno na aquicultura,

de modo a assegurar a qualidade do produto e a confianga do consumidor.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta de amostras

Os peixes, em diferentes fases da producgao (alevino, juvenil e adulto) foram
coletados no més de agosto de 2024, no periodo de estiagem, em uma piscicultura
comercial localizada na Regiao Norte do Brasil, com producdo de peixes em

viveiros escavados, em sistemas semi-intensivo e intensivo.

Também foram coletadas amostras de agua (500 mL) de cada viveiro, para
analise fisico-quimica, utilizando kit colorimétrico (Alfakit®, Florianopolis, Brasil). A
transparéncia foi aferida com o disco de Secchi (Alfakit®, Florianépolis, Brasil) e a
temperatura e oxigénio dissolvido aferidos com o auxilio da sonda multiparametros
(YSI® Pro20).

Foram amostrados 45 tambaquis de nove viveiros escolhidos ao acaso,

conforme esquema apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Esquema de amostragem.

Os peixes, apods a captura, foram anestesiados com 100 mg/L de eugenol,
colocados em sacos plasticos estéreis, lacrados e identificados com numeragao e
fase de producado, sendo eutanasiados através de choque térmico em gelo e
levados ao congelamento em freezer horizontal (-25°C). Apds o congelamento, os
peixes foram novamente embalados em sacos plasticos, armazenados em caixas
isotérmicas contendo gelo seco e encaminhados (transporte aéreo) ao Laboratério
de Microbiologia e Parasitologia de Organismos Aquaticos — LAPOA do Centro de
Aquicultura da UNESP — CAUNESP da UNESP, localizado em Jaboticabal, no
estado de Sao Paulo (Figura 2).

g

B e E - A !,"-v\:“':
Figura 2. Coleta das amostras. (A) Uso da sonda multiparametros (YSI® Pro20) para
afericdo de temperatura e oxigénio dissolvido. (B) Peixes embalados em sacos
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plasticos estéreis, lacrados e identificados. (C) Peixes em congelamento (-25 °C). (D)
Caixa térmica com os peixes embalados para envio ao laboratério.

2.2. Cultivo e identificacao de Salmonella

2.2.1. Pré-enriquecimento

No laboratério, os peixes foram retirados das caixas isotérmicas por ordem de
coleta, lavados em agua corrente, pesados, medidos, limpos com alcool a 70% e
levados para cabine de seguranga biolégica (Bio Seg®12, Veco). Foram
necropsiados com o auxilio de tesoura e bisturi esterilizados, evitando o
rompimento do trato gastrointestinal (TGI) para retirada da musculatura. As
amostras foram pesadas em placa de Petri estéril e diluidos em 225 mL de agua
peptonada tamponada a 0,1% e homogeneizados por um minuto, obtendo diluicdo
10",

A bactéria também foi pesquisada no TGI dos peixes. Para isso, todo conteudo
do TGl de cada peixe foi retirado e pesado em placa de Petri estéril, diluido em 225
mL de agua peptonada tamponada a 0,1% e homogeneizado por um minuto para

obtencao da diluigdo 10-".

Para o isolamento bacteriano dos alevinos, fez-se um pool de trés animais para
obter a quantidade de amostra recomendada que é de 25 g (APHA, 2001). As
amostras de musculo e TGI (pool) foram pesadas em balanga analitica, obtendo-

se de cada pool uma amostra (Figura 3).

Figura . Isolmeno bacteriano. (A) Prepéro ds materiais e meio liquido para
autoclavagem. (B) Medi¢cao do comprimento padrdo e comprimento total dos peixes.
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(C) Pesagem dos peixes. (D) Peixes sendo levados para a sala de microbiologia apds

assepsia. (E) Pesagem das amostras. (F) Coleta de musculo em cabine de seguranga

bioldgica.

Dessa forma, 45 amostras de musculo e 45 de intestino, diluidas em agua
peptonada tamponada, foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para o pré-

enriquecimento primario, totalizando 90 amostras.

2.2.2. Enriquecimento seletivo

Apods o periodo de incubacdo, duas aliquotas de 1 mL cada, da cultura pré-
enriquecida foram inoculadas em 10 mL de caldo selenito cistina e em 10 mL de
caldo Rappaport Vassiliadis (Kasvi®, Brasil) e incubadas a 37°C por 24h. Apos este
procedimento, com auxilio de alga bacteriologica descartavel estéril, foi realizado o
plaqueamento seletivo em duplicata, em que cada cultura do caldo pré-enriquecido
foi semeada pela técnica de esgotamento, em placas de Petri descartavel estéreis
contendo agar XLD (Kasvi®, Brasil) e agar MacConkey (Kasvi®, Brasil), incubadas
a 37°C por 24h. Apds o periodo de crescimento, para o isolamento e pureza da
bactéria, de cada uma das placas semeadas, colbnias com caracteristicas
sugestivas de Salmonella foram inoculadas em novas placas contendo o agar XLD,
incubadas a 37°C por 24h. As colbnias sugestivas do género Salmonella foram
transferidas para tubos do tipo eppendorfs (2 mL) contendo meio Brain Heart
Infusion (BHI) (Kasvi®, Brasil) adicionado de Glicerol na proporgdo 1:1

(concentragao final de 25%), e armazenadas em ultrafreezer a -80°C (Figura 4).

Ap0ds o periodo de incubacao, testes bioquimicos foram realizados, retirando de
cada uma das placas, trés a cinco colbnias, as quais foram inoculadas em tubos
contendo agar TSI (Thermo Scientific™ Oxoid™) e agar LIA (Thermo Scientific™
Oxoid™) e incubadas a 37° por 24h. Concomitantemente, colbnias foram

submetidas a coloracdo de Gram.
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Figura 4. Esquema geral das analises microbioldgicas realizadas para isolamento da
bactéria.

2.3. Confirmagao genotipica

2.3.1. Extracao de DNA
Para a identificagdo da bactéria, coldénias sugestivas de Salmonella foram

repicadas em meio BHI, incubadas a 37°C por 24h e submetidas a extragdao do DNA
com o auxilio do kit comercial DNeasy Blood & Tissue Handbook (QIAGEN®),
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seguindo o protocolo de purificagdo total do DNA de tecido animal fornecido pelo

proprio fabricante.

O DNA extraido foi avaliado em espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific®) para observag¢ao da concentragdo e mensuragao da absorbéancia a 230,
280 e 260 nm para estabelecimento das relacées 260/280 e 260/230, indicando

contaminantes por solventes organicos e proteinas respectivamente.

2.3.2. Reagédo em Cadeia Polimerase (PCR)

A partir do DNA das amostras, foram realizadas reacdées de PCR para a
deteccdo dos genes invA e 16S rRNA presentes em Salmonella spp. (Tabela 2). A
PCR foi realizada em um volume final de 25 L, adotando as recomendacdes para
uso do kit Platinum™ || Tag Hot-Start DNA Polymerase (Invitrogen™) utilizando
primers especificos para o gene invA. As condicdes de amplificacdo no
termociclador foram: desnaturacao inicial a 94°C por dois minutos, 30 ciclos de
94°C, 60°C e 68°C por 15 segundos cada, apds os 30 ciclos a reacéo é resfriada

se mantendo por 4°C.

Tabela 2. Sequéncias dos genes para reagdes de PCR.

Produto
Gene Sequéncia (5’-3’) amplificado Referéncia
(pb)
invA F: CGGTGGTTTTAAGCGTACTATT 796 Fratamico &
R: CGAATATGC TCCACAAGG TTA Strobaugh 1998
Triyanto &
UN-20 F: GCCCTAGTTACCAGTTTTAC Wakabayashi
16S ’
1.450 1999
rRNA Darwish &
R1438 R: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Wi
Ismaiel 2005

O produto de PCR obtido foi analisado em gel de agarose 1,5% corado com
Nancy® (ThermoFisher, CA, EUA). O gel resultante foi fotografado sob a luz UV

utilizando scanner de gel (Loccus Biotecnologia).
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2.3.3. Sequenciamento genético

As cepas identificadas molecularmente pelos genes invA e 16S rRNA foram
encaminhadas ao Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia Gendmica (CREBIO)

para realizagao do sequenciamento genético.

2.3.4. Processamento dos dados de sequenciamento

Inicialmente, as sequencias brutas foram avaliadas visualmente com o auxilio
dos programas Bioedit (Bioedit 7.7.1; Hall, 1999) e FinchTV (Geospiza) (Gallagher
e Wiley, 2008) para remover leituras de baixa qualidade. As leituras de baixa
qualidade foram removidas em cada sequéncia forward e reverse, e sequéncias
consenso foram realizadas através do programa Bioedit, as quais foram usadas
para a identificagcao das cepas através do banco de dados “GenBank”, utilizando a
ferramenta BLAST no “National Center for Biotecnology Information” (NCBI). As
sequéncias consensos obtidas serdo depositadas no banco de dados NCBI
GenBank.

2.4. Caracterizagao genotipica: analise filogenética

Para a analise filogenética, foi criada uma biblioteca no NCBI, com sequéncias
do gene invA de isolados clinicos e ambientais, em paises da Asia, Europa e Africa.
Adicionalmente, uma sequéncia de Citrobacter freundii foi utilizada, pois ela € uma
espécie proxima e de referéncia na confecgdo da filogenia, com o objetivo de
enraizar a arvore. As sequéncias foram alinhadas com o auxilio da ferramenta
MAFFT v.7 (Katoh & Standley, 2013), obtendo um numero de posi¢cdes para a
determinacdo do modelo evolutivo e posterior analise filogenética. Para a
construgdo da arvore foi usado o método de Maxima Verossimilhanga (ML)
confeccionada através do software MEGA 7 (Tamura et al. 2011), que consiste em
procurar pela arvore que tenha maior probabilidade de acordo com o conjunto de
dados observados. A arvore foi refinada com o auxilio do programa que permite
editar a imagem (PowerPoint).
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3. RESULTADOS

3.1. Amostras

Cepas de Salmonella foram isoladas de tambaquis produzidos em viveiros
escavados em diferentes fases de produgdo (alevino, juvenil e adulto). Os
parametros fisico-quimicos da agua (Tabela 3) apresentaram valores considerados
normais para a espécie e em conformidade com as normas estabelecidas na
Resolugao n°® 357/2005 pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA.

Tabela 3. Parametros fisico-quimicos da agua dos viveiros em relagao aos parametros
estabelecidos pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005.

FASE VIVEIRO TEMP.°C pH O.D. AMONIA ALC. TRANSP.
1 30.6 7.0 8.2 0.10 30 22
Engorda 2 30.1 8.0 8.1 0.10 40 13
3 30.4 7.0 8.2 0.25 40 34
1 30.0 7.5 7.5 0.10 50 10
Juvenil 2 29.3 7.0 7.4 1.0 50 14
3 30.2 7.0 7.7 0.10 30 29
1 30.1 7.0 7.4 0.25 30 40
Alevino 2 30.2 6.5 5.6 0.10 60 29
3 30.1 7.0 4.1 0.10 30 36

Resol. CONAMA

357/2005 25-30 65-80 40 <10  >40 <100

3.2. Cultivo e identificagcao de Salmonella

De um total de 90 amostras entre musculo e intestino coletadas de tambaquis
nas fases de alevino, juvenil e adulto, obteve-se 54 isolados sugestivos de
Salmonella nos caldos de enriquecimento seletivo Selenito Cistina e/ou Rappaport,
seguidos de plaqueamento em meio XLD e MacConkey, com repiques de colbénias
sugestivas em meio XLD (Figura 5) e descarte das demais, representando 40

animais possivelmente infectados dos 45 que foram amostrados.
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Caldo Selenito Caldo
Cistina Rappaport Repique

Agar XLD

Agar
MacConkey

Figura 5. Cultivo em Agar XLD e Agar MacConkey, obtidas apos enriquecimento em
Caldo Selenito Cistina e Caldo Rappaport. Repique em Agar XLD para pureza da
bactéria.

Para a caracterizagado e classificacdo inicial das bactérias, foi realizada a
coloragdo de Gram, que permitiu verificar que todos os isolados se tratavam de

bactérias Gram-negativas (Figura 6).

Figura 6. Coloragéo de Gram das amostras para caracterizagao inicial das bactérias.

Dos 54 isolados submetidos aos testes bioquimicos em tubos contendo agar
TSI, 44 foram positivos com caracteristicas sugestivas de Salmonella,
apresentando coloragcéo avermelhada na parte superior e amarelada com uma zona
enegrecida na parte inferior e 10 foram negativos exibindo coloragdo amarelada na

parte inferior, ou em todo o meio, e com produgao de gas. Ja para LIA, 45 foram
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positivos apresentando coloracdo purpura com a presenca de Lisina
Descarboxilase, como sugere a literatura, tornado a interpretacdo das amostras
mais precisa, e 9 foram negativos exibindo coloragdo amarelada, esverdeada ou

sem alterag&o aparente. (Figura 7).

Figura 7. Interpretacdo dos tubos contendo meio TSI e LIA inclinado. (A)Amostra
controle contendo meio TSI sem inoculagédo de bactérias; (B)Amostra Positivo -
produgcao de H.S; (C)Amostra Positivo — produgdo de H,S e aparéncia de meio
amarelado; (D)Amostra Negativo — todo 0 meio na cor amarelo, sem producao de H,S
e alta producdo de COo; (E)Amostra Negativo — sem produgéo de H,S, amarelo na
parte inferior e avermelhado na superior; (F)Amostra controle contendo meio LIA sem
inoculagao de bactérias; (G)Amostra Positivo — cor purpura; (H)Amostra Positivo — cor

purpura; ()Amostra Negativo — cor esverdeada; (J)Amostra Positivo — cor purpura.

3.3. Confirmagao genotipica

Para a confirmagdo genotipica, foram selecionadas 18 cepas com
caracteristicas distintas, dentre um total de 54 isolados sugestivos de Salmonella.
Essas cepas foram previamente repicadas em meio BHI, incubadas a 37 °C por 24
horas e submetidas a extragcdo de DNA, com o objetivo de otimizar o uso dos kits

de extragao disponiveis no inicio da pesquisa.

Dentre essas 18 cepas, oito eram provenientes de tambaquis adultos, trés de
juvenis e sete de alevinos. Todas foram amplificadas com o gene invA, e apenas
quatro destas foram repicadas e amplificadas com o gene 16S rRNA, conforme

apresentado na Tabela 4.
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Tabela 4. Relagdo das amostras submetidas a extracdo de DNA.
MT = musculo tambaqui; IT= intestino tambaqui.

PCR AMOSTRA GENE FASE

1 14MT invA Adulto
2 37TMT invA Alevino
3 51IT invA Adulto
4 67IT invA Juvenil
5 S. Dublin* invA -
6 AMT invA Adulto
7 6MT invA Adulto
8 1MIMT invA Adulto
9 18MT invA Juvenil
10 20MT invA Juvenil
11 31MT invA Alevino
12 39MT invA Alevino
13 44MT invA Alevino
14 491T invA Adulto
15 56IT invA Adulto
16 59IT invA Adulto
17 76IT invA Alevino
18 84IT invA Alevino
19 85IT invA Alevino
20 14MT 16S rRNA Adulto
21 37MT 16S rRNA Alevino
22 511T 16S rRNA Adulto
23 67IT 16S rRNA Juvenil
24 S. Dublin* 16S rRNA -

* Amostra controle positivo.

Por meio da técnica de PCR e da amplificacdo do gene invA presente em
Salmonella, duas amostras (59IT e 76IT) apresentaram resultado positivo para a
bactéria. Na amplificacdo do gene 16S rRNA, quatro amostras foram positivas
(14MT, 37MT, 51IT e 67IT), conforme demonstrado na Figura 8.

As 36 amostras remanescentes foram processadas posteriormente, apds a
aquisicao de novos kits, e submetidas a amplificacdo do gene invA; entretanto,
nenhuma delas apresentou resultado positivo para Salmonella. Dessa forma,
apenas as amostras que obtiveram resultado positivo foram encaminhadas para

sequenciamento genémico e confirmagao da espécie.
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gene 165 rRNA

Figura 8. Eletroforese em gel agarose 1,5% com visualizagao de produto amplificado
com o gene invA e com o gene 16S rRNA para identificacao de Salmonella spp. PM:
Marcador de Peso Molecular Ladder 1 kb Plus (Invitrogen); CN: Controle Negativo; CP:
Controle Positivo (S. Dublin); (pb) pares de base.

Das amostras sequenciadas pelo CREBIO (Tabela 5), duas (59IT, 761T) foram
identificadas como Salmonella enterica, trés (37MT, 511T e 67I1T) como Edwardsiella
tarda, e uma (14MT) nao obteve amplificagdo necessaria para identificagdo, sendo
gerada a sequéncia consenso entre os amplicons senso e antisenso sequenciados.
As amostras usadas como controle positivo sdo de S. Dublin, um sorovar de
Salmonella pertencente a S. enterica subespécie enterica, 0 que corrobora com o0s

resultados obtidos.

Tabela 5. Identificagdo das amostras encaminhadas para sequenciamento genético
e resultados obtidos.

Amostra Gene Fase Resultado
59IT invA Adulto Salmonella enterica
761T invA Alevino  Salmonella enterica
14MT 16S rRNA Adulto -
37TMT 16S rRNA Alevino Edwardsiella tarda
511T 16S rRNA Adulto Edwardsiella tarda
671T 16S rRNA Juvenil Edwardsiella tarda

43



Os isolados identificados como Salmonella enterica correspondem a amostras
retiradas do intestino de tambaqui, sendo 59IT obtida do tambaqui na fase adulto e

76IT na fase de alevino.

As sequéncias analisadas foram corrigidas manualmente com auxilio das
ferramentas FinchTV e alinhadas com
BLASTn(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PRORGRAM=blastn&PAGE_TYPE
=BlastS earch&LINK_LOC=blasthome). Com o uso dos softwares Bioedit e AliView
foi possivel a construgdo da arvore filogenética, a qual foi comparada com uma
biblioteca criada com 24 sequéncias obtidas do gene invA existentes no GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Na analise filogenética, as sequéncias parciais do gene invA das cepas 59IT e
761T, bem como a cepa de controle de S. Dublin, apresentaram similaridade acima
de 98% com diversas sequéncias de Salmonella depositadas no GenBank,
incluindo aquelas isoladas de pacientes na Tailandia (CP104805, CP104820),
sangue humano na Tanzania (CP129108), Chile (CP120394) e Israel (CP156168),
e fezes humana na Suica (CP160169, CP160181) e na China (CP162902), além
de animais como porco na Coréia do Sul (CP149167) e cachorro na Tailandia
(CP169317). Conforme demonstrado na Figura 9. As cepas deste estudo foram
incluidas no clado de S. enterica e diferenciadas de outros taxons reconhecidos de

S. bongori na arvore construida usando sequéncia de gene invA.
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Figura 9. Arvore filogenética enraizada construida pelo método de Maxima
Verossimilhanga (ML) com base em analises individuais de sequéncias de gene invA
de dois isolados clinicos deste estudo (59IT e 76IT), juntamente com a cepa CP (S.
Dublin) usada como controle positivo, 24 cepas de Salmonella isoladas de diferentes
hospedeiros. A cepa Citrobacter freundii foi usada como referéncia para enraizamento
da arvore. O conjunto de dados final foi de 1.827 pb. As analises evolutivas foram
realizadas no MEGA 7.

4. DISCUSSAO

A presenca de Salmonella nos tambaquis corrobora com estudos prévios que
indicam que ambientes de producéao intensiva podem ser fontes de contaminacgao
por patdogenos devido a alta densidade de peixes e a possivel contaminagao da

agua por dejetos animais.

Neste estudo, a bactéria foi identificada em amostras do intestino de alevinos e
adultos de tambaqui. Nossa hipotese é que existe uma fase de produgao de ponto
critico de controle e que ha maior incidéncia de contaminacao dos peixes ainda na
fase de alevinagem, através da agua contaminada com Salmonella, principalmente
nos meses de temperaturas mais elevadas, que propiciam a multiplicacdo mais
rapida da bactéria, facilitando a infec¢cado dos peixes (Waldner et al., 2012; Akil et
al., 2014).

Com a necessidade de reabastecimento dos viveiros em periodo de estiagem,

a introdugdo e disseminacdo de Salmonella na piscicultura pode ocorrer
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frequentemente pela contaminagdo da agua, seja por uso de rios poluidos ou de
aguas residuais de atividades agricolas ou de residéncias préximas a rios (El-Shafai
et al., 2004). Embora Salmonella n&o seja nativa de ambientes aquaticos, ela pode
sobreviver neles na presenca de matéria organica (Winfield & Groisman, 2003).
Estudos também relatam que, em areas em que a agua € compartilhada entre
irrigacado agricola, criagdo de gado e piscicultura, o risco de contaminagéo por

Salmonella é significativamente maior (Gaul et al., 2013).

Em paises como os Estados Unidos e Canada, onde os padrées de
biosseguranga na aquicultura sdo mais rigorosos, a incidéncia de Salmonella nos
peixes oriundos da piscicultura € menor, mas ainda relevante. Relatérios do FDA
(Food and Drug Administration) indicam que surtos de Salmonella podem ocorrer
em instalagbes onde ha falhas no controle de qualidade, como em casos
contaminagao cruzada, em que o manuseio de utensilios ou a alimentagao é
contaminada, ou a agua de origem é inadequadamente tratada (Gaul et al., 2013).
Na Europa, a situagcdo é semelhante. Na Espanha e lItalia, a contaminagdo dos
peixes de piscicultura por Salmonella tem sido associada ao uso de aguas

superficiais contaminadas por esgotos agricolas ou urbanos (Pintar et al., 2012).

Outro fator que deve ser levado em consideragdo € as aves e pequenos
mamiferos que transitam préximos aos viveiros, pois as aves sdo hospedeiros
frequentes de Salmonella e podem excretar a bactéria em suas fezes,
contaminando o solo e a agua, o que facilita a transmissao para peixes (Foley et
al., 2008). Nas pisciculturas onde os viveiros sao abertos e ndo possuem protegao
antipassaros, as aves selvagens sao frequentes e a probabilidade de contaminagao
por aves infectadas aumenta. Esse cenario foi observado em surtos de
salmonelose em aves canoras na América do Norte, em que a bactéria foi
encontrada em grande numero nas fezes e ambientes frequentados por aves
migratorias e locais (CDC, 2024; UC Davis, 2021).

Alguns estudos mostram que cepas de S. enterica isoladas de peixes
compartilham similaridade genética com cepas encontradas em outros animais,
sugerindo uma possivel origem comum ou transmissdao cruzada. Em estudo
realizado por Li et al. (2014), foi observado que cepas de S. enterica isoladas de
tilapias provenientes de piscicultura, na China, apresentavam perfis genéticos

semelhantes aos encontrados em suinos e aves na mesma area. Esses achados
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reforcam a hipotese de disseminacao interespécies de Salmonella em ambientes
de produgao animal, indicando que praticas de manejo e biosseguranga sao
cruciais para evitar a propagacgao do patégeno entre diferentes espécies, conforme
recomenda o Manual de Boas Praticas para Controle de Salmonella em Tambaqui

e Peixes Redondos (Galvao; Fabricio, 2023).

Levando em consideragao o sistema produtivo, a alta densidade de estocagem,
as mudancas bruscas de temperatura e de pH, podem estar associados a
susceptibilidade dos peixes a infeccdo por Salmonella devido ao estresse.
Condicdes estressantes causam imunossupressdao do sistema imunoldgico,
tornando-os mais vulneraveis a infeccbes bacterianas, incluindo Salmonella,
principalmente em ambientes em que o numero de patégenos é elevado (Barton,

2002; Weyts et al., 1999; Reed et al., 2012).

Em nosso estudo, Salmonella enterica permaneceu viavel nos peixes mesmo
apos o0 armazenamento em sacos plasticos estéreis, congelamento e o transporte
até o laboratério, demonstrando sua resisténcia as condi¢gdes adversas e eleva
significativamente o risco de surtos alimentares. Nos Estados Unidos, casos de
salmonelose em humanos foram associados ao consumo de frutos do mar e peixes
importados de paises em que as praticas sanitarias sdo menos rigorosas (Gaul et
al., 2013). Dessa forma, surtos de Salmonella relatados em pisciculturas tém
implicagdes diretas na saude publica, pois a infeccdo em humanos pode ocorrer
tanto pelo consumo direto de peixes contaminados quanto pela contaminacao

cruzada em frigorificos, cozinhas e instalagdes de processamento de alimentos.

A presenca de Salmonella enterica em tambaquis de piscicultura representa um
risco potencial para a saude publica, especialmente para as regides em que o
consumo de pescado € alto. Outro ponto a ser levado em consideragcédo é o numero
de cepas dessa bactéria resistentes aos antimicrobianos, alguns importantes para
a medicina humana, se tornando uma ameaca a saude publica pelo risco de
disseminagdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos. A identificacdo de
Salmonella em ambientes aquaticos e o entendimento de seus mecanismos de
sobrevivéncia em tais condigdes podem orientar praticas mais seguras e 0 uso

racional de antimicrobianos.
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O isolamento de Salmonella spp. em tambaquis e outros peixes de produgao
apresenta desafios significativos devido a exigéncia nutricional da bactéria e a sua
semelhanga microbiolégica com Proteus spp., que pode crescer em meios seletivos
e dificultar a identificagdo. Métodos microbiolégicos convencionais, como o uso de
meios seletivos (XLD, MacConkey) e testes bioquimicos (TSI, LIA), muitas vezes
nao sao suficientes para diferenciar com precisdo essas bactérias, tornando
essencial a aplicagdo de técnicas moleculares, como PCR para os genes invA e
16S rRNA.

A genotipagem por PCR, especialmente do gene invA, amplamente aceito como
marcador para deteccdo de Salmonella, foi fundamental para a confirmacao da
espécie. Fratamico & Strobaugh (1998) destacaram a especificidade do gene invA,
que possui alta sensibilidade para detec¢cao de Salmonella em diferentes tipos de
amostras. A detecgdo positiva em duas amostras e a amplificagdo do gene 16S
rRNA em quatro amostras, confirma a presengca de Salmonella enterica,
corroborando a precisao do protocolo genotipico empregado. Esse tipo de analise
molecular contribui significativamente para a identificagao precisa de patogenos em

produtos alimentares (Sebastido et al., 2015).

A presenca de Salmonella em pescado representa um risco a saude publica, o
que reforga a importancia do cumprimento da legislagdo sanitaria, como a IN 161
de 2022 do MAPA, que estabelece critérios microbiolégicos para produtos da
pesca, incluindo a auséncia de Salmonella em 25g de amostra. Assim, o
monitoramento rigoroso da bactéria em sistemas de produgéo aquicola, aliado a
adocao de boas praticas de manejo e controle sanitario, é essencial para garantir
a seguranga dos alimentos e atender as exigéncias regulatorias. De modo a
contribuir, a longo prazo, para a sustentabilidade da cadeia produtiva e
consequentemente para exportacdo com a obtencdo do selo de indicacao

geografica.

Os resultados da analise filogenética indicam que as cepas de S. enterica
proveniente do intestino de tambaqui compartilham alta similaridade genética com
cepas de Salmonella isoladas de diversos hospedeiros e areas geograficas, e que
as sequéncias do gene invA das cepas 59IT e 76IT apresentam mais de 98% de
similaridade com sequéncias de Salmonella isoladas de amostras humanas e

animais em diferentes paises, reforgcando a ampla distribuicdo e potencial de
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adaptacao desse patégeno a multiplos hospedeiros e ambientes. A alta similaridade
do gene invA entre cepas de diferentes regides e hospedeiros esta associada a sua
conservagao evolutiva, pois este gene € crucial para a sobrevivéncia e viruléncia

de Salmonella em diferentes ambientes e nichos ecologicos (Fan et al., 2022).

Vale ressaltar que um fator limitante deste trabalho foi a condugao do processo
de coleta das amostras, que tiveram de ser congeladas para o transporte aéreo até
laboratorio. Esse procedimento ocorreu devido a falta de profissionais da area
microbioldgica na regido, bem como a falta de estrutura e equipamentos adequados
para realizacdo das analises, além de materiais necessarios para as devidas
coletas. Essas limitagdes tornam este trabalho de grande relevancia, considerando
que mesmo apds o congelamento das amostras a uma temperatura -25°C, foi
possivel ainda detectar duas cepas de Salmonella entérica nas amostras de
tambaqui, fato que comprova a necessidade de investimento em pesquisas no setor

aquicola da regiao Norte do pais.

5. CONCLUSAO

A deteccao e caracterizagdo genotipica de Salmonella enterica em tambaquis
(Colossoma macropomum) evidenciaram a presenca desse importante patdogeno
zoonotico em diferentes fases da producdo aquicola, inclusive em individuos nas
fases de alevino e adulto. A confirmacao molecular, por meio da amplificacdo dos
genes invA e 16S rRNA, seguida da analise filogenética, demonstrou alta
similaridade das cepas isoladas com outras cepas de Salmonella oriundas de
diferentes regides geograficas e hospedeiros, indicando a capacidade adaptativa e
o risco de disseminacdo desse microrganismo em ambientes de criagdo. Os
resultados reforcam a necessidade do monitoramento microbiolégico constante e
da adocgao de praticas rigorosas de biosseguridade, considerando fatores como
qualidade da agua, densidade de estocagem e presenca de vetores. A identificagédo
de S. enterica em uma das espécies de peixe mais consumidas no Brasil destaca
a urgéncia na implementacdo de medidas eficazes de controle sanitario ao longo
de toda a cadeia produtiva. Assim, este estudo contribui significativamente para o
entendimento da epidemiologia de Salmonella na aquicultura, fornecendo subsidios

para politicas publicas voltadas a seguranga alimentar, saude publica e
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sustentabilidade do setor, dentro do conceito One Health, que integra a saude
humana, animal e ambiental, além de servir para a elaboragado de protocolos que

visem minimizar o risco de contaminacao pela bactéria na aquicultura.
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