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RESUMO GERAL

YURI DUARTE PORTO, filho de Elba Gaya Duarte e Marcio Moises Porto,
nascido na cidade do Rio de Janeiro — RJ no dia 19 de abril de 1986. Em 2003 formou no
curso Técnico em Agropecuéria Organica no Colégio Técnico da Universidade Rural
(CTUR), na cidade de Seropédica — RJ. No segundo semestre de 2006 ingressou no curso
de graduacdo em Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), concluindo-o em 2012. Durante a graduacdo foi estagiario no Laborat6rio de
Leveduras Patogénicas e Ambientais no Departamento de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Veterinaria (DMIV-IV) — UFRRJ, onde também exerceu monitoria na
disciplina de Micologia Veterinaria no periodo de agosto de 2009 a julho de 2012, e foi
auxiliar de apoio tecnico no periodo de agosto a dezembro de 2012 no mesmo laboratorio.
Em mar¢o de 2013 ingressou no mestrado stricto sensu do Programa de Pos-Graduacéao
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PPGCTA) da UFRRJ, desenvolvendo toda
pesquisa em parceria com pesquisadores do Laboratorio de Micotoxinas do Centro
Nacional de Pesquisa de Tecnologia Agroindustrial de Alimentos — CTAA da Embrapa
Agroindustria de Alimentos, em Guaratiba — RJ, sendo aprovado na defesa da dissertacéo
intitulada “Ozonizag¢do em canjiquinha de milho e seu efeito nos niveis de aflatoxinas,
contagem de fungos e qualidade do alimento” em abril de 2017. Em marco de 2019
ingressou no doutorado stricto sensu do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias (PPGCV) da UFRRJ, desenvolvendo a pesquisa com pesquisadores dos
Laboratorios de Bioacessibilidade e Diagnosticos Microbioldgico e Biomolecular do
CTAA da Embrapa Agroindustria de Alimentos, em parceria com professores
pesquisadores do Laboratério de Diagnostico Microbioldgico e Molecular de Alimentos
(LABMMA) e Laboratorio de Carnes e Pescado (LABCarPesc) da Faculdade de Nutri¢éo
e Ciéncia e Tecnologia de Alimentos na UFMT em projeto de investigacdo da ocorréncia
de Salmonella spp. em pisciculturas de peixes redondos nativos na Baixada Cuiabana,
bem como desenvolver solucdes técnicas para controle microbiolégico e mitigacao de
riscos de contaminacdo na cadeia produtiva desses peixes, com previsdo de defesa em
marc¢o de 2023. Em marc¢o de 2020 ingressou no Curso de Especializacdo em Estatistica
Aplicada (UFRRJ), concluido em dezembro de 2021, onde desenvolveu a base de dados
a partir de uma revisao sistematica sobre o diagnostico de Salmonella spp. na aquicultura

no periodo de 2000 a 2020, contida no primeiro capitulo da presente tese.



RESUMO GERAL
PORTO, Yuri Duarte. Vigilancia e diagnostico de Salmonella spp. em
pisciculturas de peixes redondos nativos (Colossoma macropomum). 2023. 99 p. Tese
(Doutorado em Ciéncias Veterinarias) — Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.
2023.

O Brasil possui grande potencial para aquicultura. Contudo o pescado também
pode ser cofator de surtos de doencas transmitidas por alimentos (DTA). A salmonelose
é causada por bactérias do género Salmonella de interesse para satde publica em todo o
mundo pelas suas caracteristicas de morbidade e dificuldade de controle. A Salmonella
spp. possui grande adaptacao fisiologica capaz de sobreviver em solo e dgua permitindo
contaminagdo e disseminacdo entre animais e manipuladores na industria processadora
de pescado. Na legislacdo brasileira a presenca de Salmonella spp. em alimentos é
proibida e quando detectada, todo o lote deve ser descartado e a industria deve passar por
processo de higienizacdo. Caracterizada pela infeccdo por espécies nédo tifoidais do
género Salmonella, embora ndo pertencam naturalmente ao habitat aquatico ou
microbiota dos peixes, os sistemas de criacdo piscicola em tanques podem oferecer
condicbes que propiciam contaminacdo e concentracdo da carga microbiana deste
patdgeno, e como resultado, persistir pos etapas de processamento e beneficiamento
industrial, mantendo-se como risco microbiolégico quando ndo totalmente eliminado.
No Capitulo 1 foi realizada uma reviséo sistematica dos diagnosticos microbiologicos de
Salmonella spp. na aquicultura entre 2000-2020. Dentre os resultados apresentados, o
método de isolamento por cultura foi o mais difundido, apoiado por técnicas mais
precisas como PCR. Os sorovares de Salmonella mais predominantes reportados foram
S. Typhimurium, S. Weltevreden e S. Newport. Asinformacdes produzidas caracterizam
a ocorréncia de Salmonella spp. no setor da aquicultura trazendo um panorama dos
altimos anos. Pesquisas futuras com foco nas estratégias de controle e prevencao de
Salmonella spp. na producéo de pescado sdo necessarias e devem ser incentivadas. No
Capitulo 2, um estudo foi conduzido para verificar a ocorréncia de Salmonella spp. em
criacdes de tambatingas (Colossoma macropomum x Piaractus brachypomus) e tracar
um perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de isolados de 25 pisciculturas
distribuidas em oito municipios pertencentes a regido da Baixada Cuiabana em Mato
Grosso, no periodo de novembro de 2021 a junho de 2022. Para tanto 184 amostras
(peixe, agua e terra do tanque, racdo e fezes) de 25 pisciculturas foram avaliadas para
deteccdo presuntiva de Salmonella spp. pelo método microbiolégico baseado na ISO
6579-1, e confirmados apos reacdo de cadeiade polimerase (PCR) tendo como alvo o
gene hilA e leitura apos eletroforese em gel de agarose. Das pisciculturas, 88% (22/25)
foram diagnosticadas com Salmonella spp. em pelo menos uma das amostras. Alguns
fatores de risco, como o livre acesso de animais alheios a producdo aquicola
(domesticos, aves, de producdo, selvagens) aos tanques de criacdo, foram identificados e
sugerem potencial fonte contribuidora para contaminacdo. Os resultados demonstram
alta prevaléncia, sendo um problema silencioso, visto que o peixe na fase de criacdo
alberga um patégeno de interesse em salde puablica sem manifestar sintomas de
infeccdo aparentes.

Palavras-chave: Salmonella, diagnostico microbioldgico, aquicultura, seguranca
alimentar, satde pablica, revisdo sistematica



GENERAL ABSTRACT

PORTO, Yuri Duarte. Surveillance and diagnosis of Salmonella spp. in native
roundfish (Colossoma macropomum) fish farms. 2023. 99 p. Thesis (Doctorate in
Veterinary Sciences) — Institute of Veterinary Medicine, Department of Animal
Parasitology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2023.

Brazil has great potential for aquaculture. However, fish can also be a cofactor of
foodborne illness (FBD) outbreaks. Salmonellosis is caused by bacteria of the genus
Salmonella of interest to public health worldwide due to its morbidity and control
difficulties. Salmonella spp. it has great physiological adaptation capable of surviving in
soil and water allowing contamination and dissemination between animals and handlers
in the fish processing industry. In Brazilian legislation, Salmonella spp. is prohibited and
when detected, the entire batch must be discarded and the industry must under go a
cleaning process. Characterized by infection by non-typhoidal species of the genus
Salmonella, although they do not naturally belong to the aquatic habitat or microbiota of
fish, fish farming systems in tanks can offer conditions that provide contamination and
concentration of the microbial load of this pathogen, and as a result, persist after stages
of processing and industrial improvement, remaining as a microbiological risk when not
completely eliminated. In Chapter 1, a systematic review of the microbiological diagnoses
of Salmonella spp. in aquaculture between 2000-2020. Among the results presented, the
isolation method by culture was the most widespread, supported by more precise
techniques such as PCR. The most prevalent Salmonella serovars reported were S.
Typhimurium, S. Weltevreden and S. Newport. The information produced characterizes
the occurrence of Salmonella spp. in the aquaculture sector bringing an overview of recent
years. Future research focusing on control and prevention strategies for Salmonella spp.
in fish production are necessary and should be encouraged. In Chapter 2, a study was
conducted to verify the occurrence of Salmonella spp. in tambatinga farms (Colossoma
macropomum X Piaractus brachypomus) and to draw a susceptibility profile to
antimicrobials of isolates from 25 fish farms distributed in eight municipalities belonging
to the Baixada Cuiabana region in Mato Grosso, from November 2021 to June 2022. both
184 samples (fish, pond water and soil, feed and faeces) from 25 farms were evaluated
for presumptive detection of Salmonella spp. by the microbiological method based on
ISO 6579-1, and confirmed after polymerase chain reaction (PCR) targeting the hilA gene
and reading after electrophoresis in agarose gel. Of the fish farms 88% (22/25) were
diagnosed with Salmonella spp. in at least one of the samples. Some risk factors, such as
the free access of animals outside aquaculture production (domestic, poultry, production,
wild) to the breeding tanks, were identified and suggest a potential source of
contamination. The results demonstrate a high prevalence, being a silent problem, since
the fish in the rearing phase harbors a pathogen of interest in public health without
manifesting symptoms of apparent infection.

Key words: Salmonella, microbiological diagnosis, aquaculture, food safety,
public health, systematic review



OBJETIVO GERAL

Estimar a prevaléncia de Salmonella spp. em pisciculturas de peixes redondos

nativos (Colossoma macropomum) da baixada cuiabana do Estado de Mato Grosso e
identificar possiveis fontes de contaminagdo de Salmonella spp. nos tanques de producao.

Objetivos Especificos:

Coletar dados cientificos através de revisdo sistematizada (Salmonella spp. X
Aquicultura);

Estimar a prevaléncia de Salmonella spp. em 25 pisciculturas localizadas em oito
municipios da baixa cuiabana, incluindo regido do pantanal;

Realizar diagndstico microbioldgico de Salmonella spp. em amostras de tambatingas
(R Colossoma macropomum x & Piaractus brachypomus), em amostras do ambiente
de producédo (agua e terra do tanque de criacéo), racdo de peixe e amostras fecais de
animais externos a piscicultura;

Caracterizar o0os isolados de Salmonella spp. quanto ao perfil de
resisténcia/suscetibilidade a antimicrobianos de oito classes diferentes;

Identificar as possiveis fontes de contaminacao durante o cultivo de peixes nativos.
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1 INTRODUCAO GERAL

A salmonelose é uma das principais doengas transmitidas por alimentos (DTA) de
interesse em prevencdo para saude publica. Estd caracterizada pela infecgdo por
espécies nao tifoidais do género Salmonella que, embora ndo pertencam naturalmente
ao ambiente aquatico ou microbiota dos peixes, 0s sistemas de criagdo piscicola podem
oferecer condi¢bes que propiciam contaminagdo e concentracdo da carga microbiana
deste patdgeno, e como resultado, persistir pds etapas de processamento e
beneficiamento industrial, mantendo-se como risco microbioldgico.

Como patdgeno bacteriano que possui ampla distribuicdo em diversas espécies
animais e ambiente, Salmonella spp. é passivel de causar prejuizos econdmicos na
producdo. A presenca deste patdgeno na cadeia produtiva de pescado tem sido observada
em pesquisas ao longo dos anos demonstrando preocupacao sobre o pouco conhecimento
sobre a patogenicidade desta bactéria no pescado e 0s possiveis sorovares que possam ser
encontrados nos peixes, evidenciando questionamentos alarmantes quanto a salde
publica e o quanto ao desenvolvimento econdmico. Salmonella spp. aparentemente nao
causam doenca nos peixes ao longo do cultivo, porém podem contaminar o produto do
pescado em qualquer fase da producéo até chegar ao consumidor.

No Brasil ha poucos estudos sobre ocorréncia de Salmonella spp. em criacdo de
peixes nativos. Como um produto pouco processado, todo o periodo que compreende a
producéo (fases de criagdo, captura ou remocao, processamento e varejo), o pescado esta
sujeito a contaminacdo por microrganismos patogénicos naturalmente presentes no
ambiente aquatico e outros oportunistas introduzidos por meio de dejetos animais e
humanos durante o processamento e/ou preparacdo da cadeia produtiva. Nesse sentido,
Salmonella spp. precisa ser mantida sob vigilancia, pois os produtos aquicolas tém se
tornado potenciais fontes de propagacéo.

Pesquisas sobre diagndstico microbiologico na cadeia produtiva de pescado vém
sendo desenvolvidas no Laboratério de Microbiologia Molecular de Alimentos
(LABMMA), do Departamento de Nutricdo e Alimentos da Universidade Federal de
Mato Grosso (UFMT). Em parceria com o Laboratorio de Bioacessibilidade, da Embrapa
Agroindustria de Alimentos (CTAA — RJ) essa tese foi desenvolvida como objetivo geral
de aprofundar os conhecimentos relacionados a Salmonella spp. que ocorrem em peixes
redondos nativos durante a fase de criacdo nas pisciculturas.

A presente tese foi escrita em formato de artigo, composta por dois capitulos,
sendo cada um deles um artigo. O capitulo | foi publicado como artigo de revisdo na
Revista Animals, sob o titulo “Salmonella spp. in Aquaculture: An Exploratory Analysis
(Integrative Review) of Microbiological Diagnoses between 2000 and 20207
(https://doi.org/10.3390/ani13010027). A capa do artigo encontra-se no Anexo A desta
tese. O capitulo Il sera enviado para publicacdo em breve, apds a realizacdo dos ajustes
necessarios.

No CAPITULO I, foi realizada uma revisao de literatura sistematica integrativa
cujo objetivo geral foi caracterizar por meio da estatistica descritiva, mineracao e analise
textual, um banco de dados formado a partir dos artigos cientificos selecionados por uma
revisao sistematica dos diagndsticos microbiologicos de Salmonella spp. na aquicultura
entre 2000 e 2020.

No CAPITULO II, foi conduzido um estudo microbioldgico para determinar a
ocorréncia de Salmonella spp. em cria¢fes de tambatingas (Colossoma macropomum X
Piaractus brachypomus) de vinte e cinco pisciculturas localizadas em diversos
municipios da Baixada Cuiabana — MT. Foram coletadas e analisadas amostras de peixe



e ambientais. Vinte e dois (22) isolados foram selecionados e avaliados quanto ao perfil
de resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos.



CAPITULO I

Salmonella spp. NA AQUICULTURA: UMA ANALISE
EXPLORATORIA (REVISAO INTEGRATIVA) DOS
DIAGNOSTICOS MICROBIOLOGICOS ENTRE 2000 E 2020



RESUMO

PORTO, Yuri Duarte. Capitulo I: Salmonella spp. na aquicultura: uma analise
exploratéria (revisdo integrativa) dos diagnésticos microbiolégicos entre 2000 e
2020. 2023. 99p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2023.

A salmonelose é caracterizada por uma infeccdo gastrointestinal decorrente da
ingestdo de agua e alimentos contaminados por bactérias do género Salmonella, que
causam a enterocolite. Embora as infeccdes sejam agudas e autolimitadas, os esforgos
para prevenir esse problema de interesse para a salde publica global sdo importantes.
Salmonella spp. distribui-se em diferentes ambientes e espécies animais; portanto, a carne
derivada da producdo animal € uma das principais vias de infeccdo humana, aumentando
a importancia de pesquisas com foco na qualidade microbioldgica e seguranca alimentar.
A aquicultura é um setor em constante crescimento no mundo, e 0 monitoramento de
Salmonella spp. em produtos pesqueiros é importante para a satde publica devido aos
riscos de contaminacdo durante todas as etapas da producgéo. O presente estudo teve como
objetivo caracterizar, por meio de estatistica descritiva, dados de artigos cientificos
selecionados em uma revisdo sistematica integrativa que realizou diagnostico
microbiolégico de Salmonella spp. na aquicultura. Os dados foram obtidos a partir de
artigos de pesquisa publicados nas bases de dados BVS, Scielo, Science Direct, Scopus e
Web of Science. Os estudos selecionados foram publicados entre 2000 e 2020 em
amostras de producdo animal aquicola (peixes, camardes, moluscos bivalves e outros
crustaceos) e amostras ambientais da atividade aquicola (agua, solo e sedimentos). Apos
a aplicacé@o dos critérios de exclusdo, foram selecionados 80 artigos. Dados como pais de
origem, categorias de peixes investigados, métodos de diagnostico microbiolégico de
Salmonella spp., as unidades amostrais analisadas e a maioria dos sorovares relatados
foram minerados. A analise textual da nuvem de palavras e por similitude e classificagcdo
hierarquica descendente com a aplicacdo do algoritmo de Reinert foi realizada por meio
dos softwares R® e Iramuteq®. Os resultados mostraram que uma porcentagem maior dos
artigos selecionados veio de paises asiaticos (38,75%). Peixe foi a categoria mais
amostrada, e as unidades de analise da agua de cultivo, musculo e intestino foram as mais
positivas. O método de isolamento por cultura é o mais difundido, respaldado por técnicas
mais precisas como a PCR. Os sorovares de Salmonella mais prevalentes relatados foram
S. Typhimurium, S. Weltevreden e S. Newport. A analise textual mostrou forte associacao
dos termos “Salmonella”, “peixe” e “agua”, sendo que a classe hierarquica mais alta
agrupou 25,4% dos segmentos de texto associados, como “aquicultura”, “alimenta¢do” e
“saude publica”. As informagdes produzidas caracterizam a ocorréncia de Salmonella
spp. no setor da aquicultura, fornecendo uma visdo geral dos Ultimos anos. Pesquisas
futuras com foco em estratégias de controle e prevencdo de Salmonella spp. na producéo
de peixes sdo necessarios e devem ser incentivados.

Palavras-chave: Salmonella, piscicultura, seguranca alimentar, satde publica,
nuvem de palavras, similitude, algoritmo de Reinert.



ABSTRACT

PORTO, Yuri Duarte. Chapter I: Salmonella spp. in aquaculture: an
exploratory analysis (integrative review) of microbiological diagnoses between 2000
and 2020. 2023. 99p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Salmonellosis is characterized by a gastrointestinal infection resulting from the
ingestion of water and food contaminated by bacteria of the genus Salmonella, of which
causes enterocolitis. Although infections are acute and self-limiting, efforts to prevent
this problem of interest to global public health are important. Salmonella spp. is
distributed in different environments and animal species; therefore, meat derived from
animal production is one of the main routes of human infection, increasing the importance
of research focusing on microbiological quality and food safety. Aquaculture is a
constantly growing sector in the world, and the monitoring of Salmonella spp. in fish
products is important for public health due to the risks of contamination during all stages
of production. The present study aimed to characterize, through descriptive statistics, data
from scientific articles selected in a systematic integrative review that performed a
microbiological diagnosis of Salmonella spp. in aquaculture. Data were obtained from
research articles published in the BVS, Scielo, Science Direct, Scopus and Web of
Science databases. The selected studies were published between 2000 and 2020 on
samples of aquaculture animal production (fish, shrimp, bivalve mollusks, and other
crustaceans) and environmental samples of aquaculture activity (farming water, soil, and
sediments). After applying the exclusion criteria, 80 articles were selected. Data such as
country of origin, categories of fish investigated, methods of microbiological diagnosis
of Salmonella spp., sample units analyzed and most reported serovars were mined. A
textual analysis of the word cloud and by similarity and descending hierarchical
classification with the application of Reinert’s algorithm was performed using R® and
Iramuteq® software. The results showed that a higher percentage of the selected articles
came from Asian countries (38.75%). Fish was the most sampled category, and the units
of analysis of the culture water, muscle and intestine were more positive. The culture
isolation method is the most widespread, supported by more accurate techniques such as
PCR. The most prevalent Salmonella serovars reported were S. Typhimurium, S.
Weltevreden and S. Newport. The textual analysis showed a strong association of the
terms “Salmonella”, “fish” and “water”, and the highest hierarchical class grouped 25.4%
of the associated text segments, such as “aquaculture”, “food” and “public health”. The
information produced characterizes the occurrence of Salmonella spp. in the aquaculture
sector, providing an overview of recent years. Future research focusing on strategies for
the control and prevention of Salmonella spp. in fish production are necessary and should
be encouraged.

Palavras-chave: Salmonella; fish farming; food safety; public health; word
cloud; similarity; Reinert’s algorithm.



1 INTRODUCAO

O género Salmonella spp. pertence a familia Enterobacteriaceae e possui
importantes caracteristicas metabdlicas que ndo apenas promovem sua sobrevivéncia no
ambiente do trato gastrointestinal, mas também possuem mecanismos de viruléncia para
escapar das células de defesa, reproduzir e causar distdrbios homeostaticos no hospedeiro
(WHO, 2014; SANCHEZ-VARGAS et al., 2011). Salmonella spp. causa a salmonelose,
infeccdo classica caracterizada por enterocolite, que na maioria das vezes € aguda e
autolimitada, dificultando o diagnéstico e resultando em subnotificacdo e
comprometendo as ag¢Oes de controle e prevencdo de novos surtos.

A salmonelose é uma doenca transmitida por alimentos (DTA) e representa um
importante problema de saide publica em varios paises do mundo (PINEDO et al., 2022).
Sorovares ndo tifoides do género Salmonella spp. sdo responsaveis por grande parte da
incidéncia de surtos de origem alimentar, com uma variedade de alimentos servindo como
veiculos para aocorréncia de salmonelose em humanos (PINEDO et al., 2022; JACKSON
et al., 2013; FERRARI et al. 2019). Tais alimentos incluem carne (bovina, frango, porco
e peixe), ovos, leite, queijo, frutas frescas, sucos de frutas, vegetais e peixes (FERRARI
et al., 2019; ALI et al., 2020; AMAGLIANI et al., 2012).

Salmonella spp. encontra-se amplamente distribuido no meio ambiente e em
diversas espécies de animais silvestres, de producéo e de estimacdo. Mamiferos, peixes,
aves, répteis, anfibios e plantas podem atuar como reservatorios e disseminadores de
Salmonella spp. (DROZDZ et al., 2021; PILARSKI et al., 2004; MELETIADIS et al.,
2022). Entretanto, a adocdo de medidas corretas e estratégicas no manejo pecuario pode
auxiliar na prevencéo e reducédo dos riscos de contaminacao por Salmonella spp., uma vez
que sua disseminacdo pode ocorrer em diversas etapas da cadeia produtiva, incluindo
todas as etapas de producdo, processamento, distribuicdo, comercializacdo e
manipulacdo/preparacdo (CASANOVA et al., 2016; AKINJOGUNLA et al., 2011;
BASTI et al., 2006; ZHAO et al., 2003).

Salmonella spp. foi isolado de pontos na cadeia de producéo de pescado (WHO,
2014; FERNANDES et al., 2018). Existe um consenso entre os pesquisadores de que
Salmonella spp. ndo pertence naturalmente ao ambiente aquatico, embora seja isolado de
agua, peixes e produtos derivados da aquicultura (FERNANDES et al., 2018; NOVOTNY
et al., 2004; LI et al., 2017; dos SANTOS et al., 2019). A contaminacao de peixes por
Salmonella spp. é pouco conhecido, pois pesquisas relatam que os peixes atuam como
hospedeiros da bactéria por periodos de tempo relativamente curtos sem que haja
descricdo de manifestacdo sintomatica da doenca (FERNANDES et al., 2018;
NOVOTNY et al., 2004; LI et al.,, 2017; dos SANTOS et al., 2019; KODAMA et
al.,1987). Assim, Salmonella spp. tem sido isolado ndo apenas das visceras, mas também
das branquias e da pele dos peixes, contribuindo para o aumento do risco de contaminagédo
cruzada durante 0 manuseio, processamento, armazenamento e comercializacdo devido a
falhas nos cuidados higiénico-sanitarios ou no uso de equipamentos, superficies e
utensilios que sdo higienizados inadequadamente durante a cadeia produtiva
(AKINJOGUNLA et al., 2011; GAZAL et al., 2018; DIB et al., 2018; ANTUNES, 2018
et al., 2018).

E notével que a satde dos peixes depende da qualidade da 4gua. Desta forma, 0s
fatores quimicos, fisicos e microbioldgicos da agua sao de extrema importancia. Entre as
possiveis fontes de contaminacdo, a dgua parece ser um provavel veiculo, pois esta
amplamente exposta a poluicdo humana, agricola e industrial (ESPOSTO et al., 2007,
SAIGAM et al., 2020; KLASE et al., 2019). Além disso, a propria agua utilizada para
aquicultura pode ser uma fonte de contaminagdo. Pesquisas foram realizadas para avaliar
a presenca de Salmonella spp. nas aguas superficiais e na 4gua do mar e a subsequente



contaminacdo dos produtos da pesca e da aquicultura (CASANOVA et al., 2016;
MCCOY et al., 2011). A agua doce é frequentemente contaminada por Salmonella spp.
através de efluentes e, consequentemente, aguas costeiras; mariscos e areas de
piscicultura estdo especialmente sujeitas a este patdgeno (MCCOY et al.,, 2011;
MARTINEZ et al., 2009; AMPOFO et al., 2003). Mesmo que a presenca de Salmonella
spp. na producdo aquicola seja relatada com baixa prevaléncia, € um patdgeno de
interesse em saude publica, devendo ser observadas, testadas e aprimoradas as técnicas
de deteccdo na prevaléncia.

Métodos de identificacdo rapida e precisa de patdgenos na cadeia produtiva séo
importantes para garantir a qualidade dos alimentos e tomar medidas de controle por meio
da rastreabilidade para minimizar perdas econdmicas e danos a satde publica. Os riscos
a salde associados ao consumo de alimentos de aquicultura de baixa qualidade tornam a
avaliacdo e controle de topicos de seguranca alimentar uma preocupacao global (WHO,
2014; AMAGLIANI et al., 2012; AO et al., 2015). Os controles microbiolégicos devem
ser abordados em ambientes de aquicultura designados para préticas adequadas de
gerenciamento de producéo e para programas de educac¢do do consumidor.

Nesse contexto, decidiu-se realizar uma revisdo integrativa das investigacGes
acerca de Salmonella spp. na aquicultura entre 2000 e 2020, com a influéncia do modelo
de revisdo sistematica ja observada em outras revisdes, pois sistematiza 0s
procedimentos de pesquisa, tornando o método explicito e um modelo mais auditavel e
reprodutivel para facilitar a consolidacdo do conhecimento (SUTTON et al., 2019;
BOOTH et al.,, 2016). Os artigos selecionados tiveram como objetivo caracterizar e
produzir informacdes por meio de técnicas de estatistica descritiva e mineracao de texto
(MISHRA et al., 2019; NAHM; MOONEY, 2000) — refere-se a dados extraidos
relativos aos anos de publicacédo, pais de origem, area de estudo, categorias das espécies
de aquicultura mais amostradas, origem da amostragem, métodos de diagndstico
microbiolégico de Salmonella spp., unidades de analise mais avaliadas e sorovares de
Salmonella mais identificados contribuindo para o controle e prevencdo de Salmonella
spp. na producdo de peixes. A analise textual dos resumos foi realizada com
agrupamento em nuvem de palavras de similitude e classificacdo hierarquica
descendente com a aplicacdo do algoritmo de Reinert (REINERT, 1990; SOUSA,
2021); isso foi feito para permitir identificar, organizar e classificar os diferentes temas
mais predominantes abordados nos artigos cientificos para uma melhor interpretacao dos
temas abordados nas investigaces sobre o diagnostico microbiolégico de Salmonella
spp. na aquicultura.



2 MATERIAL E METODOS

2.1. Fontes de dados e estratégia de pesquisa

As buscas realizadas nas bases de dados bibliogréficas eletronicas BVS, Scielo,
Science Direct, Scopus e Web of Science foram restritas aos termos-chave: (fish farming)
AND (Salmonella) OR (salmonellosis); o periodo entre 2000 e 2020; inglés e portugués;
formatos de artigos originais. Um total de 3.373 artigos foram identificados (Figura 1).

. Records identified from: Records removed before screening:
2 Duplicate records removed (n =
® BVS (n = 230); Scielo (n = 260); ! sl i e =
(3} . . o . n 60); Records marked as ineligible
= Science Direct (n = 931); Scopus > by automation tools (n = 0);
e (n = 446); Web of Science (n = Y ;
® Records removed for other
T 1506). Total (n = 3373) reasons (n = 3197)
”
Records screened Records excluded
————»
(n=116) (n=0)
4
Reports sought for retrieval Reports not retrieved
—>
= (n=116) (n=0)
s
@
()
3]
Reports assessed for eligibility Reports excluded:
=116 —> . . - .
(n ) Antimicrobial activity/resistence
(n = 12); Informative review (n =
8); Full-text not available (n = 4);
Diagnosis outside aquaculture (n
=12)
—
e
g Studies included in review (n = 80)
°
Tz Reports of included studies (n = 0)

Figura 1. Estratégia de selecdo dos artigos elegiveis. Fonte: Porto et al. (2023).

2.2. Desenho da pesquisa

A revisdo integrativa foi baseada nas etapas estabelecidas pelo protocolo de
Revisdes Sistematicas e Meta-Analises (PRISMA) (PAGE et al., 2020). Todas as etapas
e estratégias de selecdo dos artigos estdo detalhadas na Figura 1.

2.3. Processo de selecéo

Dois revisores (YDP e AOA) realizaram a sele¢do dos artigos possivelmente
relevantes por meio da leitura critica dos titulos e resumos. Assim, 3.197 artigos foram
excluidos, pois foram considerados sem relagdo direta com o tema estudado. Zotero®
Reference Manager versdo 5.0.96.2. identificou 60 artigos duplicados que foram



excluidos. Um total de 116 artigos foram recuperados e selecionados. Todas as
discordancias foram resolvidas por consenso.

2.4. Critérios de elei¢do

Estudos primarios testados para Salmonella spp. com relatos de contaminagéo
positiva ou negativa de amostras de espécies produzidas na aquicultura, amostras
ambientais (agua de cultivo, solo e sedimentos) da fase de criacdo ou como produto e
derivados para venda em mercados. Portanto, na etapa de triagem, os estudos focaram
apenas na resisténcia ou atividade de Salmonella spp. contra antimicrobianos (12),
revisdes informativas (8), diagndstico de Salmonella spp. em agua e outras amostras
ambientais ndo relacionadas a aquicultura (12) e estudos sem acesso ao documento
completo (4). Assim, 80 producdes foram escolhidas para esta revisdo.

2.5. Resumo e analise de dados

Dois revisores (YDP e WST) realizaram uma analise critica do contetdo dos
artigos que foram escolhidos para extracdo de dados. Dois revisores (WST e AOA)
verificaram a consisténcia dos dados.

As informac6es extraidas foram ano de publicacdo, autores, titulo da pesquisa,
nome do periddico publicado e pais. Informacdes como origem da amostra, espécie
estudada na investigacdo, taxa(s) amostral(is) testada(s), tamanho da amostra testada,
ensaio(s) diagndstico(s) realizado(s), nimero de amostras positivas e sorotipos também
foram extraidas. Algumas informacdes foram categorizadas para melhor interpretacéo.

Toda a analise de dados foi realizada usando o pacote estatistico R® versdo 4.0.2
(22 de junho de 2020) (R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria) (R CORE
TEAM, 2020). As bibliotecas utilizadas foram “tm” e “SnowballC” para text mining e
text stemming (FEINERER; HORNIK, 2020; BOUCHET-VALAT, 2020), o gerador
“word cloud” (FELLOWS, 2018) e o gerador de mapa-mundi para analisar a frequéncia
de produgdes por pais (TENNEKES, 2018). O programa Iramuteq® (Interface de R pour
les Analysis Multidimensionneles de Textes et de Questionnaires) (LERASS—
Laboratoire d'Etudes et de Recherches Appliquées en Sciences Sociales, Toulouse,
Franca), desenvolvido em R®, foi utilizado para a analise de similitude e classificagdo
hierarquica descendente (DHC) com a aplicacédo do algoritmo de Reinert do contetido dos
resumos (REINERT, 1990; SOUSA, 2021).

2.6. Andlise textual

A utilizacdo de técnicas classicas de analise exploratdria de dados (MISHRA et
al., 2019) e técnicas analiticas de mineracdo de texto (NAHM; MOONEY, 2020) para
andlise de dados ndo estruturados identificou padrdes que caracterizaram a producao sob
a Otica da presenca de Salmonella spp. na aquicultura.

Foi gerado um banco de dados contendo os resumos dos artigos selecionados na
revisao integrativa, gerando um corpus com 17.142 palavras, no qual foi produzida uma
nuvem de palavras composta pelas palavras mais frequentes, um grafico de similitude e
um gréafico de classificacdo hierarquica descendente (CHD). A partir da analise de
similitude foi possivel identificar a intensidade de ocorréncia das palavras e os indicios
de ligacdo entre elas. O grafico de similitude apresenta uma estrutura em arvore com
ramificacdes; assim, o conteddo dos resumos selecionados pode ser caracterizado pela
identificacdo das palavras mais utilizadas e pela proximidade entre elas. Para gerar a
imagem grafica visualmente mais legivel, a limpeza foi realizada recortando algumas
palavras de menor ou nenhuma importancia com o contexto e selecionando os termos
cujas frequéncias eram iguais ou superiores a 20. Por fim, aplicou-se a técnica de
classificacdo hierarquica descendente (CHD) para gerar um gréafico contendo o corpus
textual dos resumos divididos por agrupamentos de segmentos de texto de acordo com a



similitude dos termos utilizados. O objetivo de toda a analise textual dos resumos foi
possibilitar a identificagdo dos distintos temas mais predominantes abordados nos artigos
cientificos, organiza-los e, assim, classifica-los para uma melhor interpretacdo dos temas

abordados nas investigacOes sobre diagndsticos microbiolégicos de Salmonella spp. na
aquicultura.

10



3 RESULTADOS

3.1. Numero de artigos, temas de estudo, analise textual e paises

A presente revisdo identificou 3.373 artigos cientificos por meio da estratégia de
busca adotada, onde foram escolhidos 80 artigos de pesquisa para amostras investigadas
quanto a presenca ou auséncia de Salmonella spp. na cadeia produtiva da aquicultura
(Figura 1).

Os artigos foram publicados em 47 periddicos diferentes para abordar e divulgar
os resultados obtidos com forte carater multidisciplinar sobre Salmonella spp. como um
patbgeno contaminante na aquicultura. Uma tabela abrangente resumindo todas as
informacdes essenciais sobre a origem dos estudos, amostras e técnicas de diagndstico
usadas em cada um dos 80 estudos incluidos esta disponivel como Material Suplementar
(Tabela Anexo A).

Foi possivel categorizar sete principais areas de estudo que os autores utilizaram
para divulgar suas pesquisas, enfatizando a importancia da vigilancia de Salmonella spp.
em alimentos produzidos pela aquicultura, e o interesse por um problema de salde
microbiologica que atinge diferentes areas do conhecimento. Ou seja, € considerado um
tema essencialmente multidisciplinar que pode abranger areas relacionadas a ciéncia de
alimentos (38 artigos), producdo animal (12 artigos), meio ambiente (11 artigos),
microbiologia (6 artigos), veterinaria (5 artigos), satde (2 artigos) e areas multiplas (6
artigos).

Seguindo a ideia de abordagem multidisciplinar, os temas dos artigos envolvendo
Salmonella spp. apresentaram propostas diversas em objetivos e estudos. A partir dos
resumos dos artigos selecionados pela reviséo integrativa, foi possivel gerar a nuvem de
palavras (Figura 2) e o grafico de similitude (Figura 3) para analise textual.
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Figura 2. Nuvem de palavras formada a partir dos resumos dos artigos
selecionados pela revisao integrativa sobre diagndsticos microbiol6gicos de Salmonella
spp. em aquicultura entre 2000 e 2020. N total de palavras = 17142. Fonte: Porto et al.
(2023).
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Figura 3. Gréafico de similitude com a relacdo das palavras mais utilizadas nos
resumos dos artigos selecionados pela revisdo integrativa sobre diagnosticos
microbiolégicos de Salmonella spp. na aquicultura entre 2000 e 2020. Fonte: Porto et al.
(2023).

A nuvem de palavras (Figura 2) foi formada pelas palavras mais frequentes
contidas nos resumos. Quanto maior a frequéncia da palavra, maior o tamanho da fonte
da palavra representada na nuvem. Nesta analise, as cinco palavras que mais se
destacaram em ordem decrescente de frequéncia (n;) foram “Salmonella” (212), “fish”
(207), “resistance” (85), “bacteria” (80) e “water” (79), enquanto as demais palavras
contidas na nuvem tiveram frequéncia (n;) inferior a 64. O maior uso dessas palavras de
maior destaque indica que os artigos selecionados enfatizaram Salmonella spp.
(“Salmonella”) como um importante patdgeno mantido sob vigilancia e investigagdo
microbiologica na cadeia produtiva da aquicultura. Nesse sentido, a palavra “bacteria”
geralmente pode apoiar o interesse na seguranga microbiologica e alimentos seguros para
produtos da aquicultura. O “fish” representou a categoria de peixes mais acometida ou de
maior interesse para vigilancia microbioldgica contra Salmonella spp. isso representaria
riscos de causar um DTA. As palavras “water” e ‘“resistance” podem representar,
respectivamente, o veiculo que mais contribui para a disseminacdo e contaminagao
silenciosa do patdgeno na fase de reproducgdo e a preocupacao com a caracterizacdo dos
isolados quanto ao perfil de suscetibilidade ou resisténcia aos antimicrobianos.
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Para analise de similitude, a composic¢ao dos resumos dos artigos gerou um grafico
(Figura 3) com as palavras centrais mais frequentes (n;) “fish” (166), “sample” (151),
“isolate” (137), “Salmonella” (126) e “estudy” (95). Os ramos fazem liga¢Ges com outras
palavras que muitas vezes foram mencionadas simultaneamente nos resumos e, portanto,
observa-se sua relacdo com as respectivas palavras centrais. Dessa forma, foi possivel
contextualizar e entender como o tema Salmonella spp. na aquicultura mostrou-se
estruturada nos artigos selecionados pela revisao integrativa.

A coocorréncia das palavras “fish”, “water”, “pond” e “bacteria” aponta para
peixe de agua doce e agua, respectivamente, como a categoria de peixe € 0 meio que mais
favorece a dispersdo microbioldgica; estas foram as palavras mais usadas e analisadas
para o0 diagnostico microbiolégico de Salmonella spp. O uso da palavra “sample” foi
frequentemente seguido de palavras que denotam os relatos dos autores sobre a
investigagdo, deteccdo e identificagdo de cepas (“strain”) ou espécies de Salmonella (“‘S.
enterica”) em diversas amostras de espécies aquicolas, caracterizada pelos termos
“seafood”, “shrimp” e “mussel”.

Ao lado da palavra “Salmonella_spp.” sdao “Escherichia coli” e “Enterobacter
spp.”, representando o interesse e relatos dos autores na investigagdo e diagndstico
microbioldgico de outros importantes patdogenos bacterianos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae em espécies de aquicultura. Associada a este mesmo contexto esta a
palavra “Listeria monocytogenes”, por se tratar de outro patégeno bacteriano de origem
alimentar que causa serios problemas de importancia para a saude publica.

As ramificagdes menores associadas ao termo “study” caracterizam de forma mais
detalhada os rumos tomados pelos autores em relacdo ao objeto de investigacao
(Salmonella). Essa afirmacdo pode ficar mais evidente quando associada ao termo
“antimicrobial resistance”, pois indica que pesquisas tém sido realizadas a respeito do
controle de um problema cronico de contaminagdo. Dessa forma, o termo “isolate” esté
relacionado a técnicas biomoleculares baseadas na reacdo em cadeia da polimerase
(“PCR”) utilizadas em diagnodsticos, bem como a isolados bacterianos com perfil de
resisténcia antimicrobiana ou aqueles submetidos a analises de suscetibilidade ou
resisténcia a grupos de antibioticos. “Tetracyclin” foi 0 mais relatado pelos autores.

Para auxiliar na identificacdo dos temas abordados nos artigos selecionados e,
assim, verificar as linhas de estudos privilegiadas, foi gerado um grafico por meio da
técnica de classificacdo hierarquica descendente (CHD). Assim, foram obtidas cinco
classes ou linhas de estudo diferentes, agrupando os segmentos de texto com maior
semelhanca quanto as palavras utilizadas. A Figura 4 e a Figura 5 apresentam 0s
resultados CHD dos resumos incluidos nesta revisdo. A classe mais representativa
continha 25,4% dos segmentos de texto. A classe menos representativa foi de apenas
13,9%.
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Figura 4. Grafico gerado pela técnica de classificacdo hierarq

uica descendente

(CHD) contendo o corpus textual dos resumos dos artigos selecionados pela revisdo

integrativa sobre diagnosticos microbiologicos de Salmonella spp. na

aquicultura entre

2000 e 2020, divididos por agrupamentos de segmentos de texto de acordo com a
similitude dos termos. Legenda: Classe 1 = Microorganisms (vermelho); Classe 2 = One
health (cinza); Classe 3 = Profiles (verde); Classe 4 = Antimicrobials (azul); Classe 5 =

Food safety (roxo). Fonte: Porto et al. 2023.
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Profiles

Figura 5. Representacdo hierarquica e classificacdo dos cinco grupos formados
pela divisdo do corpus textual dos resumos dos artigos selecionados pela revisdo
integrativa sobre diagnosticos microbioldgicos de Salmonella spp. na aquicultura entre
2000 e 2020, de acordo com a similitude de termos. Fonte: Porto et al. 2023.

Em perspectiva, a Figura 4 e a Figura 5 fornecem uma visualizacdo dos termos de
cada classe realizada no grafo espacial bidimensional para que seja possivel avaliar a
composicdo de cada classe com base no posicionamento e intensidade e no tamanho das
palavras. Observe que enquanto as classes 4 e 5 estdo mais distantes, cada uma em um
quadrante diferente do plano, as demais apresentam algum nivel de sobreposicdo (ver
Figura 4), o que indica que compartilham conteddos comuns. Com base na frequéncia de
ocorréncia dos termos em cada classe, foi possivel atribuir um nome que sintetiza o
significado geral de cada agrupamento de textos (Figura 5).

Foi possivel verificar que a classe 5 foi separada das demais, o que implica em
uma maior diferenciacdo de seu contetido em relacdo as demais classes (Figura 5). Outra
divisdo ocorreu com a separacdo da classe 4, em seguida, uma nova divisdo nas trés
classes restantes ocorreu com base na grande semelhanca entre si.

Na classe 5, destacaram-se palavras como “storage”, “sensory”, “shelf” e
“quality” (Figura 4). Essa classe foi denominada “food safety”, contendo termos que
mencionam o periodo que o alimento tem garantia de estar livre de patdgenos ou a agéo
de microrganismos deteriorantes que modificariam a qualidade, tornando-o improprio
para 0 consumo. Mais distante e diferente da classe 5 esté a classe 4, que foi denominada
“antimicrobials”, onde 0s termos mais frequentes foram “resistence”, “resistant”,
“ampicillin” junto com varios outros termos que sdo nomes de outros antimicrobianos.
Essa maior diferenciacdo ocorreu devido aos estudos com foco em testar como 0s
patdgenos isolados interagem com a acéo de diferentes agentes antimicrobianos.
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A classe 1 (“microorganisms”), a classe 2 (“one health”) e a classe 3 (“profiles”)
apresentam semelhancas marcantes entre si. O termo ‘“aquaculture” (classe 2) €
encontrado juntamente com os termos “food” e “public health”, indicando a importancia
desta atividade produtiva para a alimentacdo humana de forma sustentavel por meio da
pratica do cultivo, aliada a politicas de satde coletiva. Os termos referentes a outros
perigos microbioldgicos a serem evitados em alimentos provenientes da aquicultura
encontram-se na classe 1, por exemplo, “Staphylococcus aureus”, “Aeromonas spp.” e
“Salmonella spp.”, indicando outros patdégenos potencialmente investigados e isolados
em pesquisas em diferentes tipos de amostras. Por outro lado, a classe 3 agrupou termos
como “multiple antibiotic resistence”, “prevalence” e “susceptibility”, indicando que ¢
representativa de termos que se referem a ocorréncia e perfil microbiolégico dos isolados
investigados.

Os produtores aquicolas de 37 paises localizados em todos os continentes, com
excecdo da Oceania, deram origem as producdes cientificas eleitas pela revisdo
integrativa (Figura 6). Portanto, foi possivel observar vigilancia continua de Salmonella
spp. no setor da aquicultura através das publicac6es analisadas ao longo dos ultimos anos.
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Figura 6. Frequéncia de artigos cientificos selecionados na revisdo integrativa
sobre diagnostico microbiolégico de Salmonella spp. na aquicultura entre 2000 e 2020
por paises de diferentes continentes. Fonte: Porto et al. 2023.

Dentre todas as nacdes, o Brasil foi 0 pais com maior nimero de artigos
selecionados pela revisdo integrativa, representando 10% dos artigos selecionados (8
artigos). Os paises do continente asiatico foram responsaveis por 38,75% das publicac6es
(31 artigos), sendo a China (LI et al., 2017; KLASE et al., 2019; BROUGHTON et al.,
2009; L1 et al., 2019; PAWAR et al., 2020; YANG et al., 2015; ZHANG et al., 2015), a
india (SURENDRARAI et al., 2009; KUMAR et al., 2009; KAKATKAR et al., 2011;
PATEL et al., 2020; SAHARAN et al., 2020; SHABARINATH et al., 2007; SHAKILA
et al., 2012), Malasia (BANERJEE et al., 2012; BUDIATI et al., 2013; SING, et al.,
2016), Vietnd (NGUYEN et al., 2016; NOOR UDIN et al., 2015; YEN et al., 2020) e a
Tailandia (DHOWLAGHAR et al., 2018; UPADHYAY et al., 2010) tiveram o maior
namero de publicacdes eleitas. Os paises do continente europeu contribuiram com 25%
(20 artigos), o segundo maior percentual de publicagdes selecionadas, com Espanha
(MARTINEZ et al., 2009; ALVAREZ et al., 2008; DOMENECH et al., 2015;
HERNANDEZ et al., 2009; MARTINEZ-URTAZA et al., 2005; COSTA et al., 2020),
Italia (CARUSO et al., 2004; RUBINI et al., 2018; SMALDONE et al., 2017) e Alemanha
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(ATASSANOVA et al., 2008; BRENNER et al., 2009) tendo maior destaque. No
continente americano, com percentual de 21,25% (17 artigos), o maior nimero de
publicacBes selecionadas estd no Brasil (PILARSKI et al., 2004; dos SANTOS et al.,
2019; ESPOSTO et al., 2007; ARAUJO et al., 2017; CALIXTO et al., 2016; PALHARES
et al., 2014; PASTRO et al.,, 2019; RIBEIRO et al., 2010), seguidos pelos EUA (ZHAO
et al., 2003); AKIYAMA et al., 2011; PAL et al., 2009; PONCE et al., 2008; WANG et
al., 2011) e Chile (AUBOURG et al., 2007, DONDERO et al., 2004), enquanto no
continente africano com 15% (12 artigos), Egito (ABOU-ELELA et al., 2009; ELSAIDY
et al, 2015; MAHMOUD et al.,, 2016), Nigéria (AKINJOGUNLA et al., 2011;
EFUNTOYE et al., 2012), Tunisia (ABBASSI-GHOZZI et al., 2012; BOULARES et al.,
2011), Quénia (WANJA et al., 2020; MIRUKA et al., 2013) e Turquia (BINGOL et al.,
2008; YILDIRIM et al., 2018) teve o0 maior nimero de obras selecionadas. As nacdes que
tiveram 1 publicacéo eleita foram Argélia (DIB et al., 2018), Bangladesh (MANNAN et
al., 2020), Bélgica (HUYS et al., 2007), Camarbes (KAKTCHAM et al., 2017), Colémbia
(AYAZO-GENES et al., 2019), Dinamarca (KROG et al., 2014), Inglaterra (SAGOO et
al., 2007), Gana (AMPOFO et al., 2003), Grécia (ALEXOPOULOS et al., 2011), Hungria
(HUDECOVA et al., 2010), Ird (BASTI et al.,2006), Iraque (ALAMEER et al., 2020),
Japdo (FURUSHITA et al.,, 2003), Letonia (TERENTJEVA et al.,, 2015), Libano
(HARAKEH et al., 2006), México (VALENZUELA-ARMENTA et al., 2018), Noruega
(NESSE et al., 2005), Pol6nia (PYZ-LUKASIK et al., 2018), Portugal (ANTUNES et al.,
2018), Arabia Saudita (AL-HARBI et al., 2006) e Zambia (NTENGWE et al., 2008).

Foi verificada a frequéncia de publicacdes cientificas entre 2000 e 2020 (Figura
7). Observou-se aumento no nimero de publicacGes até 2009 e a partir de 2016; no
entanto, ndo foram observadas tendéncias gerais de aumento ou diminuicéo da producgéo
durante todo o periodo.
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Figura 7. Frequéncia de artigos cientificos sobre diagnostico microbiologico de
Salmonella spp. na aquicultura entre 2000 e 2020 por ano de publicacdo. Fonte: Porto et
al. 2023.

Artigos publicados por um periodo de tempo mais longo dentro do periodo de
cobertura adotado na presente revisdo sistematica integrativa foram publicados por Gana
(AMPOFO et al., 2003), Japao (FURUSHITA et al., 2003) e EUA (ZHAO et al., 2003)
em 2003, enquanto as producdes mais recentes foram publicadas pela india (PATEL et
al., 2020; SAHARAN et al.,, 2020), Bangladesh (MANNAN et al., 2020), China
(PAWAR et al., 2020), Iraque (ALAMEER et al., 2020), Espanha (COSTA et al., 2020)
e Vietnd (YEN et al., 2020). Em 2020 e 2009 foram 0s anos com maior niamero de
publicacdes (8 artigos), seguido de 2018 (7 artigos), 2015 e 2011 (6 artigos), e 2019, 2008
e 2007 (5 artigos). Nao houve producdo cientifica selecionada para esta revisao no periodo
de 2000 a 2002.

3.2. Amostragem e espécies estudadas

Diferentes frequéncias foram observadas quanto a origem, habitat, espécies de
peixes e amostras ambientais coletadas como unidades de analise nos artigos. Em geral,
essas variacdes ocorreram devido aos diferentes objetivos realizados nas pesquisas com
Salmonella spp. sobre investigacdo microbioldgica e seguranca desses alimentos.
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A maioria dos artigos coletou amostras de aquicultura (54 artigos) desenvolvidas
em &gua doce (44 artigos), indicando maior interesse em pesquisas cientificas na
vigilancia de Salmonella spp. sobre este setor da aquicultura.

No total, 192 espécies animais foram investigadas nos estudos aqui incluidos,
incluindo 136 representantes de peixes (76 espécies identificadas), 20 representantes de
camardes (8 espécies identificadas) e 36 representantes de moluscos bivalves, outros
crustaceos e frutos do mar (18 espécies identificadas). Portanto, o peixe foi a categoria de
espécie aquicola mais utilizada para investigacfes de Salmonella spp. nos artigos
selecionados, aparecendo em pelo menos 58 artigos, 31 dos quais investigaram apenas
amostras de peixes. O camardo esteve presente em 12 artigos, enquanto outras espécies
de crustaceos e moluscos bivalves estiveram presentes em 16 artigos. A Figura 8
demonstra algumas das espécies mais relatadas nos artigos.

Oreochromis niloticus
Cyprinus carpio

Clarias gariepinus

Species

Aristichthys nobilis
Colossoma macropomum
Alosa kessleri
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articles

Figura 8. Algumas espécies da aquicultura mais amostradas pelos artigos
selecionados na revisao integrativa sobre os diagnosticos microbiologicos de Salmonella
spp. na aquicultura entre 2000 e 2020. Fonte: Porto et al. 2023.

Entre as espécies de peixes estdo Oreochromis niloticus (ESPOSTO et al., 2007),
Cyprinus carpio (ALAMEER et al., 2020), Salmo salar (DONDERO et al., 2007; NESSE
et al., 2005), Sparus aurata (ALVAREZ et al., 2008), Catla catla (PAWAR et al., 2020),
Colossoma macropomum (ARAUJO et al., 2017), Rachycentron canadum (SHAKILA et
al., 2012), Dicentrarchus labrax (COSTA et al., 2020), Trachurus trachurus
(SMALDONE et al., 2017) e Oncorhynchus mykiss (SMALDONE et al., 2017). As
espécies de camardo foram Litopenaeus vannamei (NOOR UDDIN et al., 2015), Paeneus
monodon e P. vannamei (UPADHYAY et al., 2010). Outras espécies de crustaceos e
moluscos bivalves relatados foram Mytilus edulis (BRENNER et al., 2009; KROG et al.,
2014), Midye Dolma (YILDIRIM et al., 2018), M. galloprovincialis, Venerupis pullastra,
Ruditapes philippinarum, Dosinia exolete e Cerastoderma sp. (MARTINEZ et al., 2009).
Menos artigos cientificos tém focado em Salmonella spp. apenas em amostras ambientais
de &4gua (KLASE et al., 2019; PALHARES et al., 2014; ABOU-ELELA et al., 2009;
NTENGWE et al., 2008) e sedimentos (AL-HARBI et al., 2006). A descricdo das espécies
animal investigada nos artigos cientificos selecionados pode ser encontrada como
Material Suplementar (Tabela Anexo A).

3.3. Metodologias de pesquisa e aliquotas analisadas
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Todos os estudos utilizaram metodologias de cultivo microbiolégico para
investigacao e isolamento de Salmonella spp., dos quais 21 utilizaram a técnica de PCR
e 1 utilizou atécnica de gPCR (KLASE et al., 2019) concomitantemente com o cultivo.

Em geral, nas técnicas de diagndstico aplicadas, foram realizados testes para
determinar as caracteristicas da colénia, morfologia dos isolados, reagédo de coloracdo de
Gram, teste de indol, vermelho de metila e testes de VVoges-Proskauer, uso de citrato, teste
de oxidase, motilidade celular, catalase, hidrogénio producdo de sulfeto, utilizacéo de
acucar, reducdo de nitrato, hidrélise de gelatina, hidrolise de amido e leitura de testes.

Alguns dos estudos (17) relataram a presenca de Salmonella spp. de acordo com
0 método padrdo ISO 6579 (pré-enriquecimento em agua peptonada tamponada,
incubacgédo a 41,5 °C por 24 h em BOD, enriquecimento em Rappaport-Vassiliadis (RVS)
e com tetrationato Muller-Kauffmann Novobiocin (MKTTn), incubado a 42 ° C e 37 °C
por 24 h em BOD, respectivamente, seguido de isolamento para colonias vermelhas
tipicas com centro preto e translicido com halo vermelho em agar xilose lisina
desoxicolato (XLD) incubadas a 37 °C por 24 h e posteriormente submetidas a
confirmacdes bioquimicas), enquanto 13 estudos relataram o método recomendado pelo
Manual Analitico Bacterioldgico do FDA.

Outras metodologias recomendadas por Orgdos importantes, como a APHA
(American Public Health Association) (BASTI et al., 2006; PASTRO et al., 2019;
MAHMOUD et al., 2016) e Association of Official Analyst's Chemists (AOAC)
(PAWAR et al., 2020; CALIXTO et al., 2016; HARAKEH et al., 2006), tambem foram
utilizadas por pesquisadores em pelo menos seis estudos.

Em relacdo as técnicas de PCR utilizadas em vinte e um estudos, os principais
genes-alvo foram o gene invA (ANTUNES et al., 2018; MARTINEZ et al., 2009; PATEL
et al., 2020; SAHARAN et al., 2020; SHABARINATH et al., 2007; SING et al., 2016;
UPADHYAY et al., 2010; PASTRO et al., 2019; ABBASSI-GHOZZI et al., 2012) e 0
gene 16S rRNA (KLASE et al., 2019; COSTA et al., 2020; BOULARES et al., 2011;
HUYS et al., 2007; KAKTCHAM et al., 2017; FURUSHITA et al., 2003). Outros alvos,
como o gene rfb (HARAKEH et al., 2006), hns e invE (SHABARINATH et al., 2007), e
o fliB-fliA regido intergénica (NGUYEN et al., 2016), também foram utilizadas.

O numero de amostras analisadas foi bastante heterogéneo. A publicacdo com
menor nimero de amostras analisadas foi 2 por¢des de curry de peixe (SHAKILA et al.,
2012), enquanto o estudo com maior namero foi de 10.757 amostras de agua e moluscos
bivalves vivos (RUBINI et al., 2018).

Foi possivel verificar que os artigos utilizaram de uma a sete unidades amostrais
para analise microbiologica de Salmonella spp. (Figura 9), apenas dois artigos estdo
acima disso (ZHAO et al., 2003; KUMAR et al., 2009). Para melhorar a apresentacdo na
Figura 9, as unidades amostrais foram categorizadas em “ambiente” quando os artigos
realizaram analises microbioldgicas para Salmonella spp. em amostras de agua, gelo e
sedimentos (PILARSKI et al., 2004; LI et al., 2017; KLASE et al., 2019; AMPOFO et
al., 2003; COSTA et al., 2020; MAHMOUD et al., 2016), “corpo” para analise de partes
do corpo como concha, cabeca, camardo, carapaca, branquias, pele, muco e swabs
superficiais (LI et al., 2019; SING et al., 2016; YEN et al., 2020), “visceras” para analise
de figado, rins, baco, intestino, hepatopéancreas, tecido gastrointestinal (NGUYEN et al.,
2016; MANNAN et al., 2020; FURUSHITA et al., 2003; NESSE et al., 2005), “tecido”
para analise de musculo, filé (fresco, congelado, salgados, defumados e embalados a
VAcuo), carne, massa de carne, carcaca, sangue e cérebro (ATANASSOVA et al., 2008;
ARAUIJO et al, 2017; CALIXTO et al., 2016; DONDERO et al., 2004), “biofloco”
(AYAZO-GENES et al., 2019) e “fezes” (dos SANTOS et al., 2019; SAHARAN et al.,
2020). A descricdo das taxas amostrais analisadas nos artigos cientificos selecionados
pode ser encontrada como Material Suplementar (Tabela Anexo A).
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Figura 9. Aliquotas de amostras mais analisadas nos artigos cientificos
selecionados pela revisdo integrativa sobre diagnéstico microbioldgico de Salmonella
spp. em aquicultura entre 2000 e 2020. Fonte: Porto et al. 2023.

3.4. Salmonella spp. positivos

Deteccdo de Salmonella spp. foi positivo em 56 (70%) artigos, enquanto 0s
restantes 24 (30%) nao foram detectados. Dentre as amostras positivas para a presenca de
Salmonella spp., os menores percentuais de contaminacgdo detectados foram de 0,93% e
1,43%, representando positividade para apenas uma amostra (BASTI et al., 2006;
ALEXOPOULOS et al., 2011). O maior nimero de positivos detectados foi de 217
isolados (29,7%) (ZHAO et al., 2003). A maioria dos resultados “ndo detectaveis” esta
em investigacdes que utilizam apenas uma unidade amostral (14 artigos).

O namero de sorotipos de Salmonella identificados em artigos cientificos também
foi heterogéneo (Figura 10), mas alguns dos produtos (21 artigos) relataram isolamento
até o nivel de género. Apenas um sorotipo de Salmonella foi identificado e relatado em
alguns artigos cientificos, como S. Dublin (BASTI et al., 2006), S. Enteritidis (WANJA
et al., 2020), S. Saintpaul (AKIYAMA et al., 2011), S. Senftenberg (MARTINEZ-
URTADA et al., 2005), S. Typhimurium (WANG et al., 2011), S. Corvallis (BANERJEE
et al., 2012) e S. Infantis (GAZAL et al., 2018), enquanto 0 maior niUmero de sorotipos
identificados e relatados no mesmo artigo foi de sessenta e quatro (PONCE et al., 2008).
Os sorotipos mais prevalentes encontrados foram S. Typhimurium investigado em peixe
e musculo de camardo (WANG et al., 2011; FURUSHITA et al., 2003), branquias e
intestino de peixe (SING et al., 2016; EFUNTOYE et al.,, 2012) e S. Weltevreden
investigou musculos e visceras de camardo (NOOR UDDIN et al., 2015), masculo de
peixe (KAKATKAR et al., 2011; PONCE et al., 2008), frutos do mar (ZHAO et al., 2003;
KUMAR et al., 2009) e masculo de camardo e molusco (PONCE et al., 2008). Uma
descricdo dos principais sorotipos relatados nos artigos cientificos selecionados pode ser
encontrada como Material Suplementar (Tabela Anexo A).
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Figura 10. Alguns dos sorotipos de Salmonella mais relatados pelos artigos

cientificos selecionados na revisdo integrativa sobre diagndsticos microbiolégicos de

Salmonella spp. em aquicultura entre 2000 ¢ 2020. Legenda: “ND” — Salmonella ndo
detectada; “spp.” — Salmonella spp. relatado. Fonte: Porto et al. 2023.
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4 DISCUSSAO

A salmonelose é um problema de satde publica em escala global. Por meio desta
revisdo sistematica integrativa, foi possivel demonstrar a vigilancia continua de
Salmonella spp. no setor de aquicultura atravées das publicacdes analisadas de diferentes
paises produtores localizados em diferentes continentes ao longo dos anos entre 2000 e
2020 (Figura 6 e Figura 7).

No total, 80 artigos foram incluidos neste estudo apds a eliminacdo daqueles com
base nos critérios de elegibilidade, onde os paises mais representativos em numero de
producdes foram Brasil, China e india. No entanto, ndo s&o apenas os paises considerados
grandes produtores mundiais de aquicultura - como China (LI et al., 2017; LI et al., 2019;
YANG et al., 2015), Bangladesh (MANNAN et al., 2020), Chile (AUBOURG et al.,
2007), Egito (ABOU-ELELA et al., 2009), india (KAKATKAR et al., 2011; SAHARAN
et al., 2020), Noruega (NESSE et al., 2005) e Vietnd (NGUYEN et al., 2016) ou mesmo
Brasil (dos SANTOS et al., 2019; ARAUJO et al., 2017; PALHARES et al., 2014), que
estd em expansdo de producdo — mas também paises com menor relevancia na atividade
tém feito vigilancia de Salmonella spp. Este patdgeno tem um impacto negativo ndo s
na saude publica, uma vez que a salmonelose pode ser transmitida através de produtos
pesqueiros contaminados, mas tambem nos indices de produgdo dos rebanhos, e atua
como uma importante barreira sanitaria as transacées comerciais entre paises.

Ressaltando a importancia e o interesse de vigilancia de Salmonella spp., as
producdes cientificas tiveram seus resultados publicados em diversos titulos de periodicos
que abrangem diversas areas do conhecimento — trata-se de um tema essencialmente
multidisciplinar que pode abranger diversas areas relacionadas a saude (BROUGHTON
et al., 2009; UPADHYAY et al., 2010) e ao ambiente (ANTUNES et al., 2018; KLASE
2019; SAGOO et al., 2007), como microbiologia (SURENDRARAJ et al., 2009),
producdo animal (PILARSKI et al., 2004; CARUSO et al., 2004) e ciéncia de alimentos
(BASTI et al., 2006; ARAUJO et al., 2017).

A partir da analise textual das palavras mais frequentes e analise de similitude,
pode-se inferir, de modo geral, que os estudos selecionados nesta revisdo integrativa
apresentam referéncias inerentes ao diagndstico de patégenos de importancia em saude
publica na producéo aquicola - este ajuda a entender como manter a vigilancia ao relatar
o diagndstico microbioldgico de Salmonella spp. nas espécies aquicolas, onde se destacou
0 pescado proveniente da producdo. Eles também revelam outros aspectos
complementares que ajudam a entender o assunto de forma mais ampla. Entre eles esta a
ligacdo que os trabalhos fazem com o diagnostico microbioldgico, englobando outros
patdgenos bacterianos da familia Enterobacteriaceae e outros patégenos bacterianos como
Listeria monocytogenes, também de interesse para a salde publica, pois também podem
se espalhar pela agua e causar doencas transmitidas por alimentos contaminados (DTA) -
isso mostra que diferentes categorias de peixes também podem abrigar Salmonella spp.
e, portanto, podem aumentar o risco de surtos de salmonelose em humanos; isolados de
Salmonella ja foram testados quanto ao seu perfil de resisténcia antimicrobiana devido a
consideracdo de que sdo uma ameagca a saude.

Mais da metade dos produtos cientificos analisados relatou a presenca de
Salmonella spp. Ao longo dos anos (entre 2000 e 2020), as técnicas classicas de cultura
microbioldgica permaneceram ferramentas fundamentais no diagndstico microbioldgico
de Salmonella spp. em peixes (ANTUNES et al., 2018; NOOR UDDIN et al., 2015;
DOMENECH et al., 2015). Esses dados sugerem que 0 método de isolamento por cultura
ainda é bastante difundido, pois as etapas de analise fornecem uma combinacao de fatores
favoraveis ao isolamento de células viaveis de Salmonella spp., que podem ser
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sorotipadas, cultivadas e classificadas quanto as caracteristicas de viruléncia, como
capacidade de formacdo de biofilme e resisténcia antimicrobiana e perfis de
suscetibilidade.

O uso de metodologias complementares, como o diagnostico molecular
convencional (ZHAO et al., 2003) ou reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo
real (KLASE et al., 2019) para identificar Salmonella spp., técnicas como MALDI-TOF-
espectrometria de massas (LI et al., 2017; DIB et al., 2018) e MLST (Multilocus Sequence
Typing) para sorotipagem foram conduzidos em menor grau nos estudos. Embora o
diagndstico molecular por PCR seja considerado uma técnica mais sensivel com as
vantagens de ndo gerar resultados falsos positivos ou falsos negativos (HOLLMANN et
al., 2022) e ter um diagndstico em menor tempo em comparacdo com as técnicas
microbioldgicas, ha a limitagdo de ndo conseguir diferenciar as células viaveis e ndo
viaveis de um patégeno o que inviabiliza posterior isolamento microbiano. Shabarinath
et al. (SHABARINATH et al., 2007) investigaram 100 amostras e detectaramSalmonella
spp. em 20% deles pela técnica de microbiologia convencional, enquanto a técnica de
PCR detectou positividade em 52%; em contraste, Hollmann et al. (2022) realizaram
técnica de diagnostico microbiologico apos exame de PCR direto das amostras, isolando
aproximadamente 74% dos positivos.

Salmonella € um entre muitos outros riscos microbiologicos a serem evitados na
producdo aquicola (RIBEIRO et al., 2010; EFUNTOYE et al., 2012); portanto, por ser
um importante patdgeno em saude publica, foi possivel observar a inclusdo de Salmonella
spp. em investigacdes microbiologicas em aquicultura (WANG et al., 2011; HARAKEH
et al., 2006), uma vez que este género bacteriano ndo faz parte da microbiota natural dos
peixes, e faltam estudos que possam concluir que o0s peixes sao acometidos por sintomas
clinicos que caracterizem infeccdo. Portanto, mesmo sendo um patégeno da familia
Enterobacteriaceae, foi possivel identificar que Salmonella spp. podem sobreviver e se
multiplicar em outros locais além do trato gastrointestinal dos peixes (dos SANTOS et
al., 2019; COSTA et al., 2020). Nesse sentido, isolados de Salmonella tém sido detectados
em colecdes de agua doce ou salgada (ANTUNES et al., 2018; HUYS et al., 2007) em
diferentes partes anatdmicas externas, como muco, pele e branquias (LI et al., 2017;
AMPOFO et al., 2003; EFUNTOYE et al., 2012) de peixes e produtos alimenticios
congelados importados (WANG et al., 2011). Além de mostrar que esses animais sao
potenciais reservatorios de Salmonella, todos esses achados servem como ferramenta
basica para medidas de controle ou prevencdo a serem tomadas, para evitar a
disseminacdo e contaminacdo cruzada nos sistemas de criacdo e producdo e,
consequentemente, prevenir o risco de ocorréncia de surtos de salmonelose em humanos.

Os estudos apresentaram diversas opcdes de unidades de analise de amostras de
diferentes categorias de espécies aquicolas para o diagnostico microbiolégico de
Salmonella spp. Essa falta de uniformidade pode ser explicada pela diferenca nos
diferentes objetivos da producdo ou outros fatores contextuais no pais que possam
impactar a contaminacdo microbiana dos produtos da aquicultura a serem mantidos sob
vigilancia. Existem também diferencas geogréaficas nos locais de estudo. Fatores
relacionados ao desenho do estudo: tipo de amostra utilizada (musculo ou varias outras
partes) e tipo de testes utilizados para medir a prevaléncia bacteriana (microbiologia,
PCR) ou concentracdo provavelmente contribuem para as diferencas observadas.

Os diferentes intervalos de amostras e resultados de prevaléncia podem ser porque
a maioria dos peixes amostrados foram coletados de forma levemente processada em uma
fazenda ou mercado, onde as chances de contaminacdo séo altas e podem contribuir para
muitos resultados observados nos estudos.

Nos 56 estudos que relataram Salmonella positiva, 164 sorotipos foram
identificados (Figura 10), com 31 deles citados em pelo menos quatro artigos ou mais.
Fatores extrinsecos, como regido, ambiente, espécies de producédo e tipos de amostras

24



analisadas nas investigacoes, sdo alguns dos fatores que contribuem para a diversidade de
sorovares.

S. Typhimurium foi o mais frequentemente identificado em 17 artigos cientificos
de diferentes paises do continente asiatico (LI et al., 2019; KAKATKAR et al., 2011;
SING et al., 2016; NGUYEN et al., 2016; UPADHYAY et al., 2010; YILDIRIM et al.,
2018; FURUSHITA et al., 2003), paises da América do Norte e do Sul (PALHARES et
al., 2014; WANG et al., 2011) e paises africanos (EFUNTOYE et al., 2012), e foi isolado
de &gua doce (PALHARES et al., 2014), masculo, intestino e branquias de peixes de dgua
doce (KAKATKAR et al, 2011; EFUNTOYE et al, 2012), peixes marinhos
(FURUSHITA et al., 2003) e outros frutos do mar (ZHAO et al., 2003; KUMAR et al.,
2009). E o sorotipo que mais comumente causa salmonelose entre o0s sorotipos nio
tifoides (AO et al., 2015) e foi relatado como o sorovar dominante causando infeccéo
humana na China (WANG et al., 2022). Também pode ser isolado de animais de
diferentes setores da pecuaria, como suinos, bovinos e frangos (WALLIS et al., 2005).
Esses resultados concordam com as analises realizadas por Ferrari et al. (2019), em que
0 sorotipo S. Typhimurium apresentou perfil cosmopolita, sendo o mais prevalente e
disseminado mundialmente e sendo considerado um exemplo de sorotipo generalista por
diversas matrizes alimentares (bovina, suina, frango e peixe), mas principalmente pela
carne suina. Em pesquisa recente, Wang et al. (2022) relatou que S. Enteritidis, S. Derby,
S. Typhimurium, S. Thompsom e S. Aberdeen foram 0s sorovares mais comuns
detectados em galinhas, porcos, patos, produtos aquaticos e tartarugas, respectivamente.

S. Weltevreden foi o segundo sorotipo mais relatado em artigos cientificos de
paises da Asia (LI et al., 2017; KAKATKAR et al., 2011; NGUYEN et al., 2016;
UPADHYAY et al., 2010) e América do Norte (PONCE et al., 2008), estando
intimamente associado a aquicultura de peixes de dgua doce (LI et al., 2017), camardes
marinhos (NOOR UDDIN et al., 2015; UPADHYAY et al., 2010) e varios frutos do mar
importados para os EUA (ZHAO et al.,, 2003; PONCE et al., 2008). Este sorotipo
apresenta importancia global em frutos do mar e € mais prevalente no sul e sudeste da
Asia (FERRARI et al., 2019); no entanto, em um estudo recente usando mais de 35.000
Salmonella enterica isolados para explorar a dindmica temporal e espacial dos sorovares
dominantes na China, os autores descobriram que S. Typhimurium é o sorovar dominante
(WANG et al., 2022). Em menor grau, esse sorotipo tem sido a causa de surtos na America
do Norte (JACKSON et al., 2013). Ferrari et al. (2019) sugeriram que as importacdes de
peixes da Asia também podem ter importado esse patdgeno, pois em sua anélise ndo havia
evidéncias de que S. Weltevreden fosse nativo da América do Norte. Na presente revisdo,
foram selecionados dois artigos com amostras de frutos do mar importados para 0s EUA
relatando a presenca de S. Weltevreden (ZHAO et al., 2003; PONCE et al., 2008). Este é
um exemplo classico de transmissdo de patdgenos de regibes distantes, obrigando ao
aprimoramento das medidas de controle higiénico-sanitario.

S. Newport também foi o segundo sorotipo mais relatado em artigos cientificos da
China (YANG et al., 2015; ZHANG et al., 2015), india (KUMAR et al., 2009;
SHABARINATH et al., 2007) e EUA (ZHAO et al., 2003) em amostras de frutos do mar.
Sua maior prevaléncia foi detectada na América do Norte, sendo um patégeno
transmissivel ao homem principalmente pelo consumo de frutos do mar (FERRARI et al.,
2019). No entanto, Zhao et al. (2003) relataram a deteccao de S. Newport de varios frutos
do mar importados de 38 paises.

Outros sorotipos relatados, como S. Stanley (8), S. Kentucky e S. Hadar (5) e S.
Heidelberg (2), também foram discutidos anteriormente em relatorios da FSA e NARMS
como sendo importantes na causa de salmonelose em humanos (EFSA, 2015; CDC,
2015).

Todos 0s sorotipos precisam ser mantidos sob vigilancia, pois os produtos da
aquicultura se tornaram fontes potenciais de disseminacdo de Salmonella spp. Durante
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todo o periodo que compreende a producdo (fases de criacdo, captura ou remocéo,
processamento e comercializa¢do), os produtos da pesca estdo sujeitos a contaminacgao
por microrganismos patogénicos naturalmente presentes no meio aquatico e outros
oportunistas introduzidos através de dejetos animais e humanos durante o processamento
e/ou preparo da cadeia produtiva (AMAGLIANI et al., 2012).
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5 CONCLUSOES

A analise descritiva dos dados extraidos de artigos cientificos possibilitou gerar
informacBes do ponto de vista qualitativo e quantitativo sobre os diagnosticos
microbiol6gicos de Salmonella spp. na aquicultura durante os anos selecionados.

Foi possivel verificar uma grande variedade de periédicos nos quais os artigos
foram publicados, sendo a area de ciéncia de alimentos o tema com maior concentra¢do
de artigos.

A analise textual dos resumos organizou e classificou cinco temas principais que
se correlacionam com Salmonella spp. na aquicultura ligada a temas como seguranca
alimentar e saude publica; entretanto, observou-se a auséncia de palavras ou conjunto de
termos obtidos na nuvem de palavras e na analise de similitude e classificagdo hierarquica
descendente (CHD) que se referem a medidas de prevencédo ou controle da contaminagéo
de peixes. Aparentemente, o0s estudos incluidos estavam mais voltados para a
caracterizacdo do problema (investigacdo da ocorréncia, amostragem de espécies
aquicolas, identificacdo e caracterizacdo do perfil dos isolados) do que na busca de
estratégias para mitigar os riscos de contaminagdo na aquicultura.

De maneira geral, foi possivel observar pelo nimero de publicagcdes anuais que
ndo houve tendéncia de aumento ou diminui¢do na vigilancia de Salmonella spp. na
aquicultura ao longo dos anos; no entanto, hd um nimero constante de publicagdes sobre
0 assunto. Nesse sentido, o interesse em monitorar Salmonella spp. pelo diagndstico
microbioldgico classico foi mostrado mundialmente, com artigos publicados em varios
paises em quase todos os continentes (ndo houve artigos selecionados de paises da
Oceania). Os paises asiaticos sdo considerados os maiores produtores de aquicultura do
mundo e foram as nagdes que tiveram mais artigos cientificos selecionados por esta
reviséo.

Por ser um produto pesqueiro menos processado e mais sujeito a contaminacao
microbioldgica, observou-se que a maior parte da amostragem foi proveniente da
atividade aquicola. Varios tipos de categorias de peixes e amostras ambientais foram
analisados pelos artigos, mas o peixe foi a espécie mais amostrada nos estudos.
Salmonella spp. foi detectado em diferentes unidades de anélise e em diferentes partes
anatdmicas dos peixes em amostras de agua de aquicultura e sedimentos, sugerindo que
0 patdgeno se adapta a varios ambientes favoraveis a multiplicacdo e, consequentemente,
a contaminacao.

As técnicas convencionais de diagndstico microbioldgico utilizadas nos artigos,
por vezes apoiadas por PCR, foram unanimes e tém demonstrado eficacia em termos de
vigilancia.

A maioria dos isolados detectados foi identificada até o nivel de género; no
entanto, foi possivel verificar muitos sorotipos relatados, o que ajudou a entender melhor
0 processo epidemioldgico na aquicultura.

Nossa pesquisa ndo incluiu a caracterizacdo genotipica de Salmonella nos critérios
de elegibilidade. Encorajamos a realizacdo de novas revisdes com foco nas caracteristicas
moleculares da Salmonella.

Por fim, os resultados aqui obtidos podem contribuir para a promocao de novos
estudos que investiguem estratégias de controle e prevencdo de Salmonella spp. na
producéo de peixes, visto que foi observada a necessidade de aumentar os estudos com
esse foco.
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PEIXES NATIVOS NA REGIAO DA BAIXADA CUIABANA E
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RESUMO

PORTO, Yuri Duarte. Ocorréncia e rastreamento da origem de contaminagao
por Salmonella spp. em pisciculturas de peixes nativos na regido da baixada
cuiabana e pantanal Mato-grossense brasileiro. 2023. 99 p. Tese (Doutorado em
Ciéncias Veterinarias) — Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2023.

Estudos sobre a seguranca microbioldgica sdo de grande interesse na aquicultura,
uma vez que os riscos de introducéo e circulacdo de patégenos podem estar intimamente
associados as falhas estratégicas das boas préaticas agricolas e manejo na producéo.
Embora o género Salmonella ndo pertenca naturalmente ao habitat aquatico ou microbiota
dos peixes, o0s sistemas de criacdo piscicola em tanques escavados, abertos e sem
renovacdo de &gua podem oferecer condices que propiciam contaminacdo e
concentracdo da carga microbiana deste patdgeno, e como resultado, persistir pos etapas
de processamento e beneficiamento do produto de peixe, mantendo-se como risco
microbiolégico a saude publica quando ndo totalmente eliminado. O presente estudo
objetivou (i) investigar a ocorréncia de Salmonella spp. em 25 fazendas de piscicultura
de hibridos de tambaqui (Colossoma macroporum) na regido do pantanal e areas
proximas, (ii) caracterizar qualitativamente isolados quanto ao perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos, e (iii) identificar possiveis fontes de contaminagdo através de um
inquerito epidemioldgico e analises microbiolégicas moleculares. Um total de 184
amostras (incluindo diferentes partes anatdmicas de peixes, agua, solo, fezes de animais,
e racao de peixe) foram submetidas ao diagnostico microbiologico direto para Salmonella
spp. baseado na ISO 6579-1, e confirmados apos leitura da reacao da cadeia de polimerase
(PCR) tendo como alvo o gene hilA. Foi detectado Salmonella spp. em 31.5% (58/184)
das amostras, 0 que representa uma ocorréncia de 88% (22/25) nas pisciculturas
estudadas. A maior contaminacdo foi encontrada em peixes (60.3%), com maior
frequéncia nas visceras, guelras, musculo e lavado externo do peixe, respectivamente.
Nas amostras ambientais verificou-se contaminacao das amostras da dgua (9/23), terra do
tanque de criacdo (10/23), aléem de amostras fecais de animais domesticos e selvagens
(4/23). Vinte e dois isolados de Salmonella spp. foram testados e 59.09% (13/22) foram
classificados como multidroga resistentes. Portanto, nossos resultados revelam alta
prevaléncia de Salmonella spp. durante a fase de criacdo de peixes nativos em tanques
escavados e caracterizam um problema silencioso, visto que o peixe pode hospedar um
patdgeno multidroga resistente de interesse em saude publica sem manifestar sintomas de
infeccdo aparentes no animal. Considerando o0s resultados e rastreamento da
contaminacdo de Salmonella spp. apontamos para necessidade da implementacdo de
programas de biosseguranca na atividade de piscicultura e refor¢o dos protocolos de boas
praticas de fabricacdo nos abatedouros frigorificos de peixes para evitar contaminacdes
cruzadas.

Palavras-chave: Salmonella, Colossoma macropomum, piscicultura, resisténcia
antimicrobiana.
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ABSTRACT

PORTO, Yuri Duarte. Occurrence and tracking of the source of contamination
by Salmonella spp. in native fish farms in the region of Baixada Cuiabana and
Pantanal in Mato Grosso do Sul, Brazil. 2023. 99 p. Thesis (Doctorate in Veterinary
Sciences) — Institute of VVeterinary Medicine, Department of Animal Parasitology, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2023.

Studies on microbiological safety are of great interest in aquaculture, since the risks
of introducing and circulating pathogens may be closely associated with the strategic
failures of good agricultural practices and management in production. Although the genus
Salmonella does not naturally belong to the aquatic habitat or microbiota of fish, fish
farming systems in excavated, open tanks and without water renewal can provide conditions
that favor contamination and concentration of the microbial load of this pathogen, and as a
result, persist after processing and improvement stages of the fish product, remaining as a
microbiological risk to public health when not completely eliminated. The present study
aimed to (i) investigate the occurrence of Salmonella spp. in 25 fish farms of tambaqui
hybrids (Colossoma macroporum) in the Pantanal region and nearby areas, (ii) qualitatively
characterize isolates in terms of antimicrobial susceptibility profile, and (iii) identify
possible sources of contamination through an epidemiological survey and molecular
microbiological analyses. A total of 184 samples (including different anatomical parts of
fish, water, soil, animal feces, and fish feed) were subjected to direct microbiological
diagnosis for Salmonella spp. based on ISO 6579-1, and confirmed after reading the
polymerase chain reaction (PCR) targeting the hilA gene. Salmonella spp. in 31.5% (58/184)
of the samples, which represents an occurrence of 88% (22/25) in the studied fish farms.
The highest contamination was found in fish (60.3%), with greater frequency in the viscera,
gills, muscle and external washing of the fish, respectively. In the environmental samples,
there was contamination of water samples (9/23), soil from the breeding tank (10/23), in
addition to fecal samples from domestic and wild animals (4/23). Twenty-two Salmonella
spp. were tested and 59.09% (13/22) were classified as multidrug resistant. Therefore, our
results reveal a high prevalence of Salmonella spp. during the rearing phase of native fish
in excavated tanks and characterize a silent problem, since the fish can host a resistant
multidrug pathogen of public health interest without manifesting symptoms of infection in
the animal. Considering the results and tracking of Salmonella spp. we point to the need to
implement biosafety programs in fish farming activities and to reinforce good
manufacturing practices protocols in refrigerated fish slaughterhouses to avoid cross-
contamination.

Keys words: Salmonella, Colossoma macropomum, fish farm, antimicrobial
resistence.
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1 INTRODUCAO

Salmonella spp. € reconhecidamente um dos principais patdgenos bacterianos
veiculados pela agua e alimentos contaminados pelo contato com material fecal, sendo
causador de agravos a saude publica, prejuizos aos setores produtivos e socioecondmicos,
portanto mantido sobre vigilancia emtodo mundo (PORTO et al., 2023; WANG et al., 2022;
FERRARI et al., 2019). Geralmente os casos de infec¢cdo humana por Salmonella spp. estdo
associados a falhas no controle higiénico-sanitarios de uso da &gua, higienizacdo ou
manipulacdo dos alimentos ao longo da cadeia produtiva (SURYA et al, 2022;
FERNANDES et al., 2021; PASTRO et al., 2019).

Salmonella spp. possui ampla distribuicdo ambiental e tem como habitat natural o
trato intestinal de diversas espécies animais (aves, repteis, anfibios e mamiferos) (LA TELA
et al. 2021; DROZDZ et al., 2021), entretanto, nos ambientes aquéticos a sua presenca tem
sido frequentemente relacionada aos efluentes de poluicdo humana, agricola e industrial
como principais fontes de contaminacdo em colecdes de aguas e, consequentemente, em
areas de atividade aquicola, gerando um ciclo de contaminacdo deste patdgeno dentro da
cadeia produtiva de pescado (CHAHOURI et al., 2022; SAIGAM et al., 2020; KLASE et
al. 2019; FERNANDES et al., 2018).

A ocorréncia de Salmonella spp. no pescado e em seus derivados tém sido relatada
em amostras pouco processadas (PADOVANI et al., 2022; SURYA et al., 2022; GAWISH
et al. 2021), congeladas (DON et al. 2020; CUNHA-NETO, 2019), durante a fase de
processamento nos frigorificos (SURYA et al., 2022; FERNANDES et al. 2021), ou de
atividade piscicola (CUSTODIO et al. 2023; MOTA et al. 2021; DOS SANTOS et al. 2019),
evidenciando que os produtos de pescado estdo sujeitos a contaminagdo por este
microrganismo patogénico introduzido na cadeia produtiva do peixe.

Na ocorréncia de surtos a notificacdo obrigatdria serve de alerta e promocgéo das
tomadas de decisdes para medidas de controle e prevencdo, pois mesmo em menores
porcentagens de casos acometidos, 0s pacientes podem ser vitimados em decorréncia da
gastroenterite causada pela salmonelose, acometendo mais de 94 milhGes de pessoas e
causando 160 mil mortes anualmente emtodo o mundo (PINEDO et al., 2022; EFSA, 2021;
CAETANO & PAGANO, 2019; BALASUBRAMANIAN et al., 2019).

A aquicultura € um importante setor produtivo em escala global, embora os casos
de salmonelose ndo estejam intrinsecamente associados a matéria prima e consumo de
peixes e outros derivados de pescado, ndo sdo raros 0s casos de ocorréncia relatados ao
longo dos anos, portanto estudos microbiologicos tém sido conduzidos neste segmento
produtivo por diversos pesquisadores pelo mundo (PORTO et al., 2023). De maneira geral,
os alimentos derivados do pescado tém apresentado inadequacdo na cadeia para chegar ao
consumidor de forma segura.

Nesse sentido, Salmonella spp. tém sido relatadas em amostras do ambiente de
criacdo piscicola (agua de cultivo e sedimentos) e de peixes criados (superficie externa,
guelras, musculo, visceras e fezes) (CUSTODIO et al., 2023; PORTO et al. 2023;
ANTUNES et al. 2018). Contudo, diversos pesquisadores apontam o fato de ndo haver
evidéncias cientificas que comprovem a capacidade de Salmonella spp. desencadear
doencas nos peixes (PORTO et al. 2023; KODAMA et al.,, 1987). Entretanto este
microrganismo tem demonstrado notavel adaptacéo fisioldgica, pois este patdgeno € capaz
de ser carreado e continuamente ser eliminado nas fezes por peixes durante longos periodos
(DOS SANTOS et al., 2019). Portanto, a configuracdo de um ciclo de contaminagéo via
oro-fecal dentro do ambiente aquatico por animal-ambiente (ou vice-versa) e transmissao
animal-animal, favorece a permanéncia e transmissao continua de Salmonella spp. nos

42



ambientes de préaticas aquicolas (GAUTHIER, 2015). Evidéncias de casos em que as
infeccOes humanas estejam ligadas ao consumo de peixe com infec¢do por Salmonella spp.
ndo existem, portanto, essa bactéria ndo pode ser caracterizada como uma zoonose estrita
(GAUTHIER, 2015).

Diferentes sorotipos de Salmonella spp. foram descritos em peixes em varios paises
como S. Hadar no Brazil (DOS SANTOS et al., 2019), S. Weltevreden, S. Typhimurium e
S. Stanley na China (LI et al., 2017), S. Corvallis, S. Mbandaka, S. Typhimurium na
Malaysia (SING et al., 2016), S. Enteritidis no Kenya (WANJA et al., 2020), e S. Enteritidis
e S. Typhimurium na Nigeria (EFUNTOYE et al., 2012).

A producéo brasileira de peixes nativos criados, que incluem o tambaqui (Colossoma
macropomum) e a pirapitinga (Piaractus brachypomus) tem o Estado de Mato Grosso como
a maior regido de producdo de seus hibridos (tambatinga e tambacu) do pais, com 23.6
toneladas (IBGE, 2021). Dentre os principais atrativos para criacdo e producdo desses
peixes, destacam-se notaveis caracteristicas zootécnicas, dentre elas, a facilidade de
obtencdo de juvenis, bom potencial de crescimento, alta rusticidade e grande aceitacdo pelo
mercado consumidor, que ganha impulso com a redugdo nos estoques naturais de tambaqui
e qualidade superior desse tipo de peixe produzido em cativeiro (EMBRAPA, 2016).

A piscicultura brasileira possui sistema semi-intensivo em viveiros escavados e de
barragens como principal sistema de producao, representando cerca de 80% da atividade
(VALENTI et al. 2021). O potencial de peixes nativos atuarem como acidentais carreadores
de Salmonella spp., informacgdes sobre sorotipos associados a esses hospedeiros, possiveis
fontes de contaminacéo e diversidade genética de cepas sao dados a serem preenchidos com
pesquisas (DOS SANTOS et al.; 2019).

Nesse contexto, o presente estudo buscou estabelecer a ocorréncia de Salmonella
spp. em peixe nativo tambatinga - (2 Colossoma macropomum X & Piaractus brachypomus)
nas pisciculturas da regido do pantanal de Mato Grosso (baixada cuiabana), identificar
fontes de contaminacdo dos tanques escavados usados para producdo de peixes e
caracterizar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos das cepas isoladas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1. Financiamento da pesquisa

A presente pesquisa obteve financiamento e dados gerados como parte do projeto
de pesquisa da Embrapa Agroindustria de Alimentos (Guaratiba — RJ) intitulado
“Ocorréncia de Salmonella spp. emtambaqui cultivado e seus hibridos e desenvolvimento
de boas préticas e tecnologias para sua prevencao e controle (Salmocontrol)” (Codigo
SEG: 20.19.03.049.00.00), e como parte do projeto de pesquisa da Universidade Federal
de Mato Grosso (UFMT) intitulado “Prevaléncia de Salmonella spp. em pisciculturas e
desenvolvimento de tecnologias para sua prevencdo e controle em peixes nativos no
Estado de Mato Grosso, Brasil.”

2.2. Amostragem

2.2.1 Pisciculturas

As coletas a campo foram realizadas em 25 fazendas piscicolas distribuidas em oito
municipios dentro na regido do pantanal mato-grossense e areas circunvizinhas, no estado
de Mato Grosso, centro-oeste do Brasil (Figura 1, Quadro 1), durante o periodo de novembro
de 2021 a junho de 2022, que abrangeu estacdo com chuvas — novembro a abril e o periodo
de seca — de maio a outubro. Os piscicultores foram convidados e participaram
voluntariamente do estudo. Todas as pisciculturas visitadas possuiram como caracteristica
em comum o sistema de criagdo em tanques escavados e fonte d’agua essencialmente de
agua acumulada da chuva.

LB a

Amazonas Pari . /// Jangada

/ Varzea

. Rondénia //ﬁ Grande

Mato Grosso /

Santo Anténio
do
Leverger

16°— / i Nossa Senhora
do
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. BOLIVIA

200 Km

Figura 1: Distribuicdo geografica das 25 pisciculturas visitadas localizadas em oito
municipios dentro e proximos ao pantanal mato-grossense, Mato Grosso, Brasil. Fonte:
Informacdes adaptadas de IBGE, 2017.
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Quadro 1: Coordenadas geogréficas dos municipios e distribuicdo das vinte e cinco
pisciculturas visitadas para coleta de amostras durante o periodo de novembro de 2021 a
junho de 2022.

Pisciculturas Municipios Coordenadas Geograficas

f21, 22, 23 Chapada dos Guimaraes S15°27°38”” W55°44°59”°

8, f25 Cuiaba S15°35°56°° W56°06°05”°

9 Jangada S15°14°08°° W56°29°21”

f4, 15, 16, f10, f11, 13, f14, f17  Nossa Sra. do Livramento*  S15°46°30°” W56°20°44”’
f18 Poconé* S16°15°84°° W56°37°22”

f19 Rosario Oeste S14°50°10°° W56°25°39”

f1, f7, 120, f24 Santo Antbnio do Leverger*  S15°51°56°” W56°04°36’

f2, 13, f12, f15, f16 Varzea Grande S15°38°49°° W56°07°58”

Legenda: *municipios dentro na regido do pantanal mato-grossense.

2.3 Desenho do Estudo

No momento da coleta na piscicultura, um tanque de criacdo de tambatinga
(?Colossoma macropomum x & Piaractus brachypomus) — espécie hibrida do cruzamento
entre tambaqui (Colossoma macropomum) e pirapitinga (Piaractus brachypomus) — foi
sorteado aleatoriamente para coleta. No tanque até quatro espécimes foram coletados
perfazendo um total de 72 animais, com peso médio total de 1,3 kg. Amostras de agua
(25) e terra/sedimentos do entorno do tanque de criacdo (25) foram coletados, bem como
racdo oferecida aos peixes em cada propriedade. No Laboratorio, cada amostra de peixe
foi dividida em unidades analiticas compreendidas por partes anatdmicas, representadas
por 25 unidade amostral de lavado externo do peixe, 25 guelras, 25 musculos da costela
(semescamas) e 25 visceras (esdfago, estobmago, figado e intestino — com ou sem fezes),
um pool dos animais coletados na propriedade foi preparado. Também foram coletadas
amostras de fezes animais em 9 pisciculturas (f17, f18, f19, 120, 121, 22, 23, 24, e 25),
compondo um pool de fezes de animais domesticos (cdo), producdo (frango, caprino,
ovino, bovino e cavalo) e silvestres (aves e mamiferos) encontradas circundantes aos
tanques de criacdo. Na Figura 2 apresenta o fluxograma resumido de coleta das amostras
nas pisciculturas e analises laboratoriais.
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Figura 2: Fluxograma resumido das etapas de coleta das amostras das pisciculturas
e analises laboratoriais para Salmonella spp.

2.4 Coleta das Amostras

Aleatoriamente, os peixes foram capturados com isca e anzol, depositados
individualmente em saco de polietileno estéril transparente (capacidade de 5000 mL) e
acondicionados na caixa isotéermica com gelo. Uma garrafa de vidro estéril foi utilizada para
coletar 1000 mL da agua do tanque de criacdo, enquanto individualmente em outros sacos
de polietileno estéril transparente (capacidade de 500 mL) foram acondicionadas amostras
de terra de cinco pontos aleatorios em torno do tanque de criacdo, amostras de racdo de
peixe; e amostras de fezes de cdo, animais de producdo (frango, caprino, ovino, bovino e
cavalo), diversas espécies de aves silvestres e mamiferos silvestres encontradas proximas
dos tanques de criacdo, que incluiram Hydrochoerus hydrochaeris (capivara) e Tapirus
terrestris spegazzinii (anta-brasileira), endémicas da regido de Mato Grosso, Brazil.

2.5 Inquérito Epidemioldgico

Durante as visitas nas pisciculturas foi realizado um levantamento epidemiologico
por meio de um check-list (item 3.5, Tabela 3) que reuniu informacdes acerca do ambiente
de criacdo e manejo da producdo. O check-list contemplou quatro tépicos principais: (1)
fonte da agua; (I1) sistema de producdo — tipos de tanques de criacdo, renovacao de agua,
tratamento (afluente/efluente); (I11) criacdo — espécies aquaticas, origem, ciclos de
criacdo/fases de producdo, outra producdo animal; (IV) biosseguranga — animais terrestres
(domesticos e selvagens) nos tanques de criacdo, barreiras (animais terrestres e aves),
controle de transito (pessoas e veiculos), equipamentos de manejo (padronizado), tratadores
(uniforme/Equipamento de Protecdo Individual — EPI), racdo (produzida, inspecionada,
armazenamento, local - controle de roedores).

2.6 Deteccgdo de Salmonella spp.

Todas as analises de diagnéstico microbioldgico, molecular e perfil de resisténcia a
antimicrobianos foram conduzidos no Laboratorio de Microbiologia Molecular de
Alimentos (LABMMA), na Faculdade de Nutricdo (FANUT), localizado na Universidade
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Federal de Matogrosso (UFMT). As etapas de analises podem ser observadas no esquema
apresentado pela Figura 3.
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Figura 3: Esquema resumido das etapas de analise microbioldgica e molecular para
Salmonella spp.

2.7 Preparo da unidade analitica

Cada peixe previamente acondicionado em saco de polietileno estéril transparente
foi pesado, e em seguida adicionada solucdo salina peptonada (0.1%, p/v, Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) na proporc¢éo de 1:4 (ml/g; diluente/massa do peixe), seguido de
homogeneizacdo por massagem manual durante 5 min (ISO, 2015). O enxague resultante
deste lavado externo foi entdo transferido para Becker estéril, compondo a unidade analitica
do lavado externo do peixe a ser performada conforme o item 2.8. Em seguida, cada peixe
foi transferido para bandeja de aco inox estéril, e entdo com auxilio de laminas de bisturi e
pincas estéreis realizou-se a extracdo das demais unidades analiticas em sequéncia: guelras,
musculatura costal unilateral e as visceras (es6fago, estbmago, figado e intestino — com ou
sem fezes), compreendendo todas as unidades analiticas do peixe.

2.8 Analise Microbioldgica para Salmonella spp.

As unidades de analiticas foram submetidas ao protocolo baseado na ISO 6579-1
(1SO, 2017). Para tanto, 25g (ou 25mL) de cada unidade amostral foi inoculada em Agua
Peptonada Tamponada e incubada por 24h a 37 °C em estufa BOD, apds este periodo
aliquota de 0.1 mL foi transferido para tubos contendo 10mL com caldo seletivo Rappaport-
Vassiliadis (RVS) e 1mL para tubos contendo 9mL de caldo Tetrationato (TT), incubados
por 24h a 42 £5 °C e 37 °C, respectivamente, semeadas em agar Xilose Lisina Desoxicolato
(XLD), incubados a 37 °C por 24 h, e em agar Verde Brilhante (AVB), sendo incubados por
24h a 41.5 °C para in6culo vindo do caldo RVS, e a 37 °C aqueles vindos do caldo TT,
respectivamente. Ap0s isto, uma a cinco coldnias tipicas em XLD, translicida com halo
vermelho com centro negro ou ndo, e em AVB translicida com halo vermelho foram
selecionadas e repicadas em agar Nutriente, incubado a 37 °C por 24 horas. Posteriormente,
submetida aos testes bioquimicos em Triple Sugar Iron Agar (TSI) e Lysine Iron Agar
(LIA). As colbnias com resultados presumivelmente positivos para Salmonella spp. foram
conduzidas para posterior anadlise em PCR convencional.
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2.9 Analise Molecular para Salmonella spp.

Extracéo do DNA

A extracdo de DNA cromossomal dos isolados foi realizada por lise térmica em
etapas de centrifugacdo de 1 mL da cultura em microtubo eppendorf (1.5 mL) a 15.000 rpm
durante 5 min, retirada de sobrenadante, e o pellet ressuspendido com &gua ultrapura e
aquecimento em termo bloco a 100 °C por 10 min e resfriamento a -20 °C por 10 min,
retirado o sobrenadante com DNA mantido sob congelamento -20°C.

Preparo da Reacéo de Cadeia de Polimerase (PCR)

Para a reacdo da PCR foi utilizado o gene hilA que amplificam produto de 497 pb,
especifico para Salmonella spp. (GUO et al., 2000). A reacdo foi realizada no volume final
de 25 uL, contendo &gua ultrapura (15.05 pL), 1x tampéo de reacdo (2.5 pL), 3.5 mM de
MgCl2 (1.75 pL), 0.2 mM de dNTPs (Fermentas®) (0.5 pL), 1 mM de forward primer (1
uL) e reverse primer (1 pL) (Fermentas®), 1 U de Tag DNA polimerase Platinum
(Fermentas®) (0.2 pL) e aproximadamente 40 ng/puL de DNA bacteriano (3 pL). As
condicdes da reacdo foram: desnaturagéo inicial a 94 °C por 5 min, seguidos de 35 ciclos
de desnaturacdo a 94 °C por 1 min, anelamento a 58 °C por 1 min e extenséo a 72 °C por 1
min, e uma extensdo final a 72 °C por 10 min no termociclador Veriti® (Applied
Biosystems®). Os produtos da PCR foram analisados em eletroforese de gel de agarose a
1,5%.

2.10 Antibiograma

A técnica de difusdo em disco para analisar in vitro a suscetibilidade
antimicrobiana de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) foi
utilizada. Cada cepa foi inoculada em caldo Miiller-Hinton e incubado a 37 °C por 16 a
18 h. A turbidez do meio foi ajustada aquela da escala de McFarland 0.5
(aproximadamente 108 cfu/ml) semeadas por swarmming em placa de &gar Miller-
Hinton. Entdo discos contendo antimicrobianos foram distribuidos equidistantes, e em
seguida incubados a 35 °C por 16 a 20h (BAUER et. al, 1966). Os 11 antimicrobianos
utilizados foram: ampicilina (10ug), azitromicina (15pg), cefepime (30ug), cefoxitina
(30png),  ceftiofur  (30ug), ciprofloxacina  (5ug), cloranfenicol  (30ug),
sulfametoxazol-trimetoprim (25ug), imipenem (10ug), nitrofurantoina (300ug) e
sulfonamidas (300ug). Os halos de inibigdo foram medidos e classificados como cepas
sensiveis (S), intermediarias (I) ou resistentes (R) de acordo com a sessdao
Enterobacteriaceae (CLSI, 2021). As cepas gque apresentaram resisténcia a antibioticos de
trés ou mais classes quimicas foram classificadas como Multidroga Resistente (MDR)
(MAGIORAKOS et al., 2012). Vinte e duas cepas de Salmonella spp. isoladas das
amostras de peixe e ambiente foram selecionadas para avaliacdo qualitativa do perfil de
resisténcia a onze antimicrobianos pertencentes a oito diferentes classes.

2.11 Analises Estatisticas

Os dados foram avaliados através de analises exploratérias com o intuito de
descrever a presenca ou auséncia de Salmonella spp.

Para verificar as possiveis associac@es entre a ocorréncia de Salmonella spp. e as
demais variaveis da pesquisa foram utilizados os testes ndo-paramétricos de Qui-
Quadrado, quando ambas as variaveis sdo categdricas, o teste de Mann-Whitney, quando
pelo menos uma variavel é quantitativa, e teste de Correlagdo de Spearman, quando
ambas as variaveis sdo quantitativas (CONOVER, 1999). Para todos os testes foi
adotado um nivel de significancia de a = 0.05.
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As variaveis utilizadas no estudo de associagdo com a ocorréncia de Salmonella
spp. foram categorizadas conforme apresentado no Quadro 2.

Quadro 2: Variaveis, categorias e legendas para o estudo de associagao.

Variaveis Categorias Legenda
salmonella positivo diagnostico de Salmonella spp.
negativo
estacdo seca periodo de coleta das amostras na estacdo ‘seca’(maio-
cheia outubro) e ‘cheias’ (novembro-abril).
bioma pantanal tipo de bioma regional a qual a piscicultura esta localizada.
cerrado
tangque chuva fonte de abastecimento dos tanques de cria¢cdo com agua
chuva erio da ‘chuva’ (sem renovagao) e ‘chuva e rio” (minima
renovacao).
amostra peixe matriz das amostras coletadas.
ambiente
sitio de analise escamas unidades analiticas retiradas das amostras e submetidas ao
guelras cultivo microbioldgico direto.
masculo
visceras
agua
terra
(n) peixe 1 espécime guantidade de peixes coletados por piscicultura.
> 2 espécimes
(peso) peixe <1,3Kg média do peso dos peixes coletados por piscicultura

baseado na média total de peixes amostrados (n = 72
espécimes; peso médio total = 1,3 Kg)
>1,3Kg

Foi utilizada a técnica multivariada chamada Anélise de Correspondéncia Multipla
(ACM) para investigar as possiveis relacdes existentes entre a ocorréncia de Salmonella
spp. (‘salmonella’) e as estagdes do ano em que foram coletadas as amostras (‘estagdo’),
localizagdo da piscicultura (‘bioma’), o tipo de abastecimento dos tanques de criagdo sem
renovacdo de dgua ou com minima renovagdo (‘tanque’), e a matriz da amostra coletada
(‘amostra’). ACM é uma técnica da estatistica descritiva multivariada que permite
representar visualmente relagdes entre variaveis categdricas, por meio de proximidades e
distancias relativas em um espaco cartesiano (GREENACRE et al.; 2014; GREENACRE;
1988). Esta técnica foi escolhida, portanto, por oferecer a possibilidade de analise de um
banco de dados com grande niumero de variaveis nominais, cujas categorias ndo podem ser
ordenadas (diretamente) (GREENACRE et al.; 2014; GREENACRE; 1988). A ACM
facilita a interpretacdo de variaveis categdricas nas tabelas cruzadas, fornecendo
informacGes sobre as semelhancas, divergéncias e associacdes entre as variaveis de linha e
coluna (ALVES et al., 2020).

Toda a analise de dados foi realizada usando o pacote estatistico R® versio 4.2.3 (R
CORE TEAM, 2023). As principais bibliotecas utilizadas foram “tableone” (YOSHIDA &
BARTEL, 2022), para realizacdo dos testes ndo-paramétricos; “ggpubr” (KASSAMBARA,
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2023), para confeccdo de alguns gréaficos; “FactoMiner” (LE et al, 2008) e “factoextra”
(KASSAMBARA et al., 2020) para analise multivariada.
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3 RESULTADQOS

3.1 Isolamento bacteriano e distribuicéo

A partir da PCR foi possivel confirmar a identificacdo 110 isolados de Salmonella
spp. A distribuicdo do nimero das cepas de Salmonella spp. por piscicultura variou de uma
Unica cepa (f3, f5 e f6) a 11 como verificado na piscicultura f10 (Tabela 1).

Dentre o total de cepas de Salmonella spp. 62.7% (69/110) foram isoladas do peixe
com predominio a partir das visceras (es6fago, estbmago, figado e intestino — com ou sem
fezes) representando 26.4% (29/69). Dentre as cepas de Salmonella spp. isoladas do
ambiente 17.3% (19/41) foram isoladas com predominio a partir da terra dos tanques de
criacdo (Tabela 1).

A distribuicdo das cepas por regido foi de 49.1% (54/110) isolados de 11
pisciculturas localizadas nos municipios da regido do pantanal mato-grossense, enquanto
50.9% (56/110) das cepas foram isoladas das demais 12 pisciculturas positivas localizadas
em regides circunvizinhas ao pantanal (Quadro 1).

As pisciculturas localizadas nos municipios da regido do pantanal mato-grossense
(Nossa Senhora do Livramento, Poconé e Santo Ant6nio do Leverger) foram responsaveis
por 52% das amostras analisadas, e por 49.1% das cepas de Salmonella spp. isoladas (Tabela
1).

3.2 Prevaléncia de Salmonella spp.

Salmonella spp. esteve presente em 31.5% (58/184) das amostras o que representou
uma prevaléncia de 88% nas pisciculturas avaliadas (22/25). A distribuicdo de amostras
contaminadas com Salmonella spp. foi heterogénea variando de uma a seis amostras
contaminadas por piscicultura (Tabela 1). Entretanto, observou-se que em trés pisciculturas
ndo houve deteccdo de Salmonella spp. em nenhuma das amostras analisadas.

3.3 Sitios de analise

Salmonella spp foi identificada em 60.3% (35/58) das amostras de peixe e 39.7%
(23/58) de amostras ambientais (Tabela 1). Nos peixes, entre as 35 amostras positivas para
Salmonella spp. 11 foram isoladas de visceras (es6fago, estdmago, figado e intestino — com
ou sem fezes), 10 de guelras, 9 dos musculos da costela, e 5 do lavado externo do peixe,
positividade observada em onze pisciculturas de sete municipios, exceto em Cuiaba (Tabela
1). Nas amostras ambientais, entre as 23 positivas para Salmonella spp. 10 foram isoladas
de terra, 9 de &gua e 4 de amostras fecais de animais domésticos e selvagens (Tabela 1),
positividade observada em dez pisciculturas, representando 0s oito municipios.

A deteccdo de Salmonella spp. tanto em amostras de peixe quanto em amostras
ambientais ocorreu em treze pisciculturas, representando sete municipios (exceto Cuiaba).
Cuiaba foi o Gnico municipio sendo detectado Salmonella spp. em pisciculturas somente em
amostras ambientais (fezes). Somente nas pisciculturas f21 e 23 (Chapada dos Guimaraes)
e f10 (Nossa Sra. do Livramento) foram isoladas Salmonella spp. em todas as unidades de
analise do peixe (escamas, guelras, masculo e visceras). Enquanto apenas na piscicultura
f20 (Chapada dos Guimaraes), Salmonella spp. foi isolada em de todas as amostras
ambientais (dgua e terra dos tanques, e fezes animais), e na piscicultura f24 (Sto. Anténio
de Leverger) foi isolado de agua e terra dos tanques, mas nas amostras de fezes nao foi
detectado.

Né&o foi detectado Salmonella spp. nas amostras de racdo de peixe testadas.
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Tabela 1: Frequéncia e distribuicdo dos isolados de Salmonella spp. identificados pelo gene hilA em amostras de peixe e

ambientais.
Municipios/ (n) pisciculturas
Sitios de Total Salmonella spp. Cha_padaNdos Cuiabd Jangada No_ssa Poconé Sto. Antonio varzea
analise isolada (%) Guimaraes Sra. do Livramento do Leverger Grande
(n=3) (n=8) (n=1) (n=4) (n=5)
Cepas de Salmonella spp. isoladas (pisciculturas)
Amostra de
2.7
Peixe 69 (62.7)
escamas 13 (11.8) 3(f21); 1(f23) 3(f10) 0 2(f20); 4(f24) 0
guelras 15 (13.6) 2(f21); 2(f23) 0 1(f10) 3(f18) 2(f1); 1(f24)  1(f2); 1(f16)
musculo 12 (10.9) 3(f22;213(;‘22); 2(f10); 1(fL1); L(FL7) 0 1(f20) 1(f3); 1(fL2)
. 2(f21); 2(f22); 3(f10); 2(f11); 1(f13);
visceras 29 (26.4) 2(f23) 2(f14): 2(f17) 4(f18) 0 3(f2)
Amostra
Ambiental @3
agua 16 (14.5) 1(f22); 3(f23) 1(f5); 2(f11) 2(f18) 2(f20); 1(f24) 2(f12)
terra 19 (17.3) 2(f22); 1(f23) 2(f6); 2(f10); 1(f14) 0 1(f20); 2(f24)  3(f15); 2(f16)
fezes* 6 (5.5 1(f22) 2(f17) 1(f18) 0 -
Outra
Amostra
racdo de peixe 0 0 0 0 0 0
Nenhuma** - - f4 - f7 -
(n) Total (%) 110 (100.0) 27 (24.6) 28 (25.5) 10 (9.1) 16 (14.5) 14 (12.7)

Legenda: *fezes: nove amostras de fezes foram coletadas em nove pisciculturas: 17, 18, f19, f20, f21, f22, 123, 24 e f25.
**Nenhuma: Salmonella spp. ndo foi detectada.



3.4 Perfil antimicrobiano

Um total 22 cepas de Salmonella spp. foram avaliadas quanto a susceptibilidade a
antimicrobianos. Destas, 59.1% (13/22) foram classificadas como multidroga resistentes
(MDR), por apresentarem resisténcia a trés diferentes classes ou mais de antimicrobianos
(Tabela 2). Destacamos que uma cepa ndo apresentou resisténcia a nenhum dos onze
antimicrobianos testados, esta cepa foi isolada de amostra do solo da piscicultura 15
(Tabela 2).

Os antimicrobianos aos quais a maioria das cepas testadas apresentaram
resisténcia foram a macrolideos (azitromicina), nitrofurano (nitrofurantoina) e penicilina
(ampicilina) e aos inibidores da via do folato (sulfametoxazol + trimetoprim),
respectivamente (Tabela 2). Entre as cepas classificadas como Multidroga Resistentes
(MDR) seis foram isoladas em pisciculturas localizadas em municipios localizados no
pantanal, tais como, Nossa Senhora do Livramento, Poconé e Santo Antdnio do
Leverger), (Tabela 2).

53



Tabela 2: Perfil de resisténcia aos antimicrobianos testados nos diferentes isolados das pisciculturas.

Classe molecular/

Total Salmonella

Sitio de analise de origem da cepa de Salmonella spp. isolada (n) de cada piscicultura

Antimicrobiano _ spp. escamas guelras musculo viscera agua terra fezes
resistente (%0) (n=14) (n=5) (n=2) (n=7) (n=1) m=2) (n=1)

Penicilinas
Ampicilina (AMP) 11 (50.0) f21; 24 9; f18; f23 3 fl11; f19; f22 Lis) 0 25
Macrolideos
Azitromicina (AZM) 18 (81.8) f10; f20; f21; f24  f1, f16; f18; 123 3; f12 f2; f11; f13; f17; 22 5 6 25
Cefalosporinas
Cefepime (CPM) 2(9.1) 20 9 0 0 0 0 0
Cefoxitina (CFO) 4(18.2) f24 9 0 fl1 0 0 25
Ceftiofur (CTF) 6 (27.3) f21; 24 9; 23 0 f17 0 0 25
Quinolonas
Ciprofloxacina (CIP) 6 (27.3) f20; 21 f9; f18; f23 0 0 0 0 25
Fenicol
Clofanfenicol (CLO) 3(13.6) f21 fo 0 0 0 0 25
Carbapenemos
Imipenem (IPM) 6 (27.3) f20; f24 f16; f18; f23 0 f22 0 0 0
Nitrofuranos
Nitrofurantoina (NIT) 16 (72.7) f20; f21; f24 f9; f16; f18; 23 f3 f11; f13; f14; f17; f19; f22 5 0 25
Antagonista cadeia Folato
Sulfametoxazol + 4(18.2) 0 fl f3 0 5 6 0
Trimetoprim (SUT)
Sulfonamidas (SSS) 11 (50.0) f10 f1; f23 3; f12 2; f11; f17; 22 5 6 0
DS* 1(4.5) 0 0 0 0 0 f15 0
DR* 8 (36.4) f10 fl f12 f2; f13; f14; f19 0 f6 0
MDR 13 (59.1) f20; f21; f24 f9; f16; f18; f23 f3 f11; f17; f22 5 0 25

Legenda: *DS, Salmonella spp. ndo apresentou resisténcia a nenhum dos 11 antimicrobianos. **DR, Salmonella spp. resistentes a 1
ou 2 classes de antimicrobianos. ***MDR, Salmonella spp. com multirresisténcia foi definida quando houve resisténcia a trés ou mais
classes diferentes de antimicrobianos.



3.5 Inquérito Epidemioldgico

Durante as visitas e coleta das amostras nas pisciculturas foram observadas
informacdes acerca do ambiente de criacdo e manejo da producdo. Através de um check-
list que contemplou quatro topicos principais: (1) fonte de agua; (1) sistema de producédo
(111) criacdo e (IV) biosseguranga (Tabela 3).

Apesar das grandes distancias entre todas as fazendas e suas particularidades foi
possivel identificar que estas compartilham semelhancas entre si, caracteristicas comuns
quanto ao ambiente e manejo de producdo, ndo havendo distingdo quanto ao sistema e
manejo das pisciculturas dos municipios pertencentes a regido do pantanal (Nossa Sra. do
Livramento, Poconé e Sto. Antdnio do Leverger), quanto aquelas dos municipio das
regides circunvizinhas, tais como Chapada dos Guimardes, Cuiaba, Jangada, Rosario
Oeste e Varzea Grande (Quadro 1, Figura 1 e Tabela 3).

Todos os tanques de criacdo das fazendas foram do tipo escavado em contato
direto com a terra, abastecidos pelo armazenamento de dgua da chuva, com excec¢do em
Chapada dos Guimaraes, sustentado por uma fonte hidrica préxima (rio), (Tabela 3). Ndo
foram observados manejo especifico de renovagdo das dguas dos tanques. Também néo
foram observados manejo de tratamento sanitario prévio das aguas dos tanques de criacao
ou dos efluentes da producao.

Quanto ao sistema de producao observou-se a predominancia de recria de alevinos
adquiridos de outros produtores. Sendo que na maioria das fazendas o manejo adotado
foi o de policultivo com outras espécies de peixes nativos, ou ainda, houve diversos casos
de presenca de espécies de peixe consideradas acidentais nos tanques de criagéo, pois nao
tinham finalidade de producdo. Em duas pisciculturas (em Varzea Grande e Rosario
Oeste) foram observados manejo desde a fase de producédo dos alevinos. De maneira geral
foi observado que nas fazendas eram realizadas outras atividades de producédo animal
(frango, suinos, caprinos, ovinos e bovinos) e vegetal (hortalicas, milho e tubérculos)
concomitantes a pratica da piscicultura (Tabela 3).

Os tanques de criacdo apresentaram caracteristicas essencialmente rusticas,
expostos a fatores ambientais, bem como outras fragilidades de manejo de controle.
Foram observados livre acesso de aves e outros animais terrestres (pets, animais de
producdo e silvestres) aos tanques de criacdo. Ndo foram observados manejo especifico
de controle de trénsito de pessoal ou veiculos na producdo piscicola. Ndo foram
observados padronizacdo do uso de equipamentos de manejo exclusivo da piscicultura.
Também ndo foram observados padronizagdo dos uniformes/EPI dos tratadores. Todas as
pisciculturas utilizaram racGes comerciais (inspecionadas e dentro da validade),
armazenadas em galpdes, porém ndo foram observadas armadilhas para controle de
roedores (Tabela 3).
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Tabela 3: Distribuicdo por municipio e as principais caracteristicas observadas pelo check-list, identificacdo das cepas de Salmonella spp. isoladas e
perfil antimicrobiano observados nas 25 pisciculturas visitadas.

Municipios/ (n) pisciculturas

Principais topicos do Chapada dos Cuiaba Jangada Nossa Sra. Poconé Rosario Sto. Antbnio Véarzea
check-list Guimaraes do Livramento Oeste do Leverger Grande
(n=3) (n=2) (n=1) (n=8) (n=1) (n=1) (n=4) (n=5)
Fonte de agua
chuva nenhum 1 1 8 1 1 4 4
chuva/rio 3 1 nenhum nenhum nenhum nenhum nenhum 1
Criacéo
recria 3 2 1 8 1 1 4 4
policultivo 1 1 1 4 nenhum 1 2 2
outra producdo (animal ou 3 2 1 8 1 1 4 5
vegetal)
Sistema de producao
tanques escavados 3 2 1 8 1 1 4 5
renovacdo de agua (minima) 3 1 nenhum nenhum nenhum nenhum nenhum 1
tratamento (efluente/afluente) nenhum nenhum nenhum nenhum nenhum nenhum nenhum nenhum
Biosseguranca
barrei nédo nédo nédo ndo ndo ndo ndo nao
arreiras (tanque sorteado) observado observado observado observado observado observado observado observado
le de traf nado nédo ndo nao nao nao nao nao
controle de trafego observado observado observado observado observado observado observado observado
. nédo nédo ndo nao nao nao nao nao
tratadores (uniforme/EP1) observado observado observado observado observado observado observado observado
. dronizad néo nao nao nao nao nao nao nao
equipamentos (padronizado) observado observado observado observado observado observado observado observado
le d d nao nao nao nao nao nao nao nao
controle de roedores observado observado observado observado observado observado observado observado
Salmonella spp.
amostras de peixe f21; f22; 23 nenhum fo f10; f11; f13; f14; f17 f18 f19 f1; f20; f24 2; 13; f12; f16
amostras de ambiente f22; 23 25 fo 5; f6; f10; f11; f14; f17 f18 f19 f20; f24 f12; f15; f16
DR* nenhum nenhum nenhum 6; f10; f13; f14 nenhum f19 fl f2; f12
MDR** f21; f22; 23 25 o 5; f11; f17 f18 nenhum f20; 124 f3; f16
NSD*** - 8 - f4 - - f7 -




Legenda: *DR, Salmonella spp. resistentes a 1 ou 2 classes de antimicrobianos. **MDR, Salmonella spp. com multirresisténcia foi
definida quando houve resisténcia a trés ou mais classes diferentes de antimicrobianos. ***NSD, Salmonella spp. ndo detectada.
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3.6 Anélises estatisticas

Foi verificada diferenca significativa na deteccdo de Salmonella spp. entre as
amostras que foram coletadas durante a estacdo das cheias (novembro — abril) e estacdo
seca (maio — outubro) (Tabela 4). A prevaléncia de Salmonella encontrada durante
estacdo seca foi 0 dobro que no periodo das cheias, sendo assim verificado uma diferenca
significativa da prevaléncia entre os periodos (Tabela 4). Nao foram verificadas
diferencas significativas na deteccdo de Salmonella spp. com relacdo a regido das
pisciculturas (pantanal ou cerrado), aos tanques sem renovacao das aguas (abastecidos
somente com &gua da chuva) ou com minima renovacao (abastecidos com dgua da chuva
e rio), tipos de amostras (peixe ou ambiental), sitio de analise (escamas, guelras, musculo,
visceras, agua e terra dos tanques), peso dos peixes amostrados e quantidade de peixes
coletados para andlise, (Tabela 4).
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Tabela 4: Resultados das anélises de Qui-quadrado sobre as variaveis estudadas em relacéo a Salmonella spp.

Desfecho
Salmonella
. . Salmonella Salmonella .
Variaveis Categorias . . prevaléncia  p-valor
negativo positivo
(%)
n=96 n =54
estacdo (%) seca 33 (34.4) 33 (61.1) 50.0 <0.01*

cheia 63 (65.6) 21 (38.9) 25.0

bioma (%) pantanal 43 (44.8) 23 (42.6) 34.8 0.929
cerrado 53 (55.2) 31 (57.4) 36.9

tangue (%) chuva 81 (84.4) 39 (72.2) 32.5 0.116
chuva erio 15 (15.6) 15 (27.8) 50.0

amostra (%) peixe 65 (67.7) 35 (64.8) 35.0 0.857
ambiente 31 (32.3) 19 (35.2) 38.0

sitio de analise (%) escamas 20 (20.8) 5 9.3) 20.0 0.576
guelras 15 (15.6) 10 (18.5) 40.0
musculo 16 (16.7) 9 (16.7) 36.0
visceras 14 (14.6) 11 (20.4) 44.0
agua 16 (16.7) 9 17.7) 36.0
terra 15 (15.6) 10 (18.5) 40.0

(n) peixe (%) 1 espécime 13 (20.0) 3 (8.6) 18.7 0.230
> 2 espécimes 52 (80.0) 32 (91.4) 38.1

(peso) peixe (%) <1,3Kg 29 (44.6) 15 (42.9) 34.1 1.000
>1,3Kg 36 (55.4) 20 (57.1) 35.7

* Significativo ao nivel de o = 0.05.



Foi verificada diferenca estatistica significativa com relacdo a quantidade de cepas
de Salmonella isoladas das amostras coletadas nas estacdes, sugerindo que houve maior
namero de células vidveis recuperadas nas amostras da estacéo seca (Tabela 5). Todas as
demais varidveis analisadas ndo houve diferenga significativa, ou seja, sugere que as
diferencas sdo apenas aleatédrias quanto ao nimero de cepas de Salmonella isoladas. Os
resultados podem ser observados na Tabela 5.

Tabela 5: Resultados das analises do teste de Mann-Whitney sobre as variaveis estudadas
em relacdo ao numero de cepas de Salmonella spp. isoladas.

(n) Cepa
Salmonella (n) Cajre_gorlas (n) Cepa o-valor
X positivas Salmonella
(variavel)
estacdo seca 33 68 <0.01*
cheia 21 36
bioma pantanal 23 43 0.806
cerrado 31 61
tanque chuva 39 75 0.064
chuva erio 15 29
amostra peixe 35 69 0.713
ambiente 19 35
sitio de anélise escamas 5 13 0.540
guelras 10 15
masculo 9 12
visceras 11 29
agua 9 16
terra 10 19
(n) peixe 1 espécime 3 5 0.126
> 2 espécimes 32 64
(peso) peixe <1,3Kg 15 29 0.964
>1,3Kg 20 40

* Significativo ao nivel de a = 0.05.

Foi verificada a auséncia de correlacdo da quantidade de cepas de Salmonella
isoladas com o peso dos peixes amostrados (p-valor = 0.711), ou com a quantidade de
peixes coletados do tanque (p-valor = 0.803) para analises microbiologicas e moleculares.

Pela Analise de Correspondéncia Multipla (ACM) foi gerado um grafico
bidimensional com os eixos obtidos da matriz de dados (Figura 4). A primeira dimenséo
explicou 36.3% da variancia, enquanto a dimensdo dois explicou 21.26% da variancia.
Somadas as dimensdes explicaram 57.56% da variancia (Figura 4), nesse sentido, o
percentual total obtido representa o quanto se pode compreender da variabilidade do
conjunto de dados estudado. Para a dimenséo 1, denominada como dimensdo dos fatores
intrinsecos e extrinsecos de manejo de criacdo, as variaveis apresentadas foram ‘estagao’,
‘tanque’ e ‘bioma’. A dimenséo 2 denominada como a dimenséo da relagdo do desfecho,
as variaveis apresentadas foram ‘amostra’ e ‘salmonella’ (Figura 4).
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Figura 4: Grafico da Analise de Correspondéncia Multipla demonstrando as categorias contidas
na Dimens&o 1 e Dimenséo 2.

A Figura 5 apresenta o grafico das variaveis e dos individuos no plano delimitado
pelos eixos da ACM, com as categorias (triangulo preto) e os pontos do desfecho negativo
(ponto vermelho) e desfecho positivo (ponto azul), distribuidas em quatro quadrantes das
duas dimensdes apresentadas anteriormente (Figura 4). As proximidades entre as
categorias e a localizacdo delas dentro do mesmo quadrante indicam possiveis
associacdes entre 0s parametros, exceto quando se encontram na regido central do
diagrama, onde ha pouca influéncia do respectivo parametro sobre o tema estudado.
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Figura 5: Representacdo grafica da Analise de Correspondéncia Mdltipla entre as
categorias das variaveis ‘estacdo’, ‘bioma’, ‘tanque’, ‘amostra’ e ‘salmonella’, para deteccido de
Salmonella spp. em 22 pisciculturas da regido da baixada cuiabana, Mato Grosso, Nov2021-
Jun2022.

De maneira geral, pelas elipses representando o desfecho no grafico de nuvens
(Figura 5) observa-se certo nivel de sobreposicdo entre as categorias, portanto, ndo
apontou agrupamento exclusivamente heterogéneo de fatores predominantes que levaram
a deteccdo de Salmonella spp., porém foi possivel observar os casos de deteccdo positiva
e negativa com caracteristicas semelhantes. Nesse sentido, 0 maior destaque pode ser
observado no primeiro quadrante, onde as categorias ‘seca’, ‘Salmonella Pos’ e
‘ambiente’ ficaram proximas contidas no mesmo quadrante com ocorréncia predominante
dos pontos azuis da nuvem (Figura 5). Este resultado demonstrou que a detecdo de
Salmonella spp. ocorreu conjuntamente de forma mais frequente nas amostras ambientais
coletadas durante o periodo de estacdo da seca (entre maio e outubro). Nesse sentido, o
gréafico apresentou associacao dessas categorias com a deteccdo de Salmonella spp., sendo
essa prevaléncia com diferenca estatistica significativa observada (Tabela 4). Na estacédo
seca, com menor indice pluviométrico, os animais silvestres buscam fontes de agua que
estdo mais escassas para mitigacdo da sede, entéo se acumulam mais ao redor dos tanques
de criacdo, nesse sentido ha mais riscos de contaminacdo dos tanques pelas fezes desses
animais.
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No quadrante 4 foi possivel observar que houve ocorréncia conjunta em
amostragem de pisciculturas da regido do pantanal (‘pantanal’) e tanques abastecidos com
agua da chuva — sem renovacao (‘chuva’) na deteccao tanto positiva quanto negativa para
Salmonella spp. (Figura 5). Esta coocorréncia se traduz, portanto, na amostragem as
pisciculturas localizadas no bioma do pantanal possuem tanques predominantemente
bastecidos pela &gua acumulada da chuva, e sem manejo de renovacao. Da mesma forma
pode ser observado no quadrante 2 para amostragem de pisciculturas da regido do cerrado
e tanques abastecidos com &gua de chuva e rio —alguma renovacéo (‘chuva e rio’) (Figura
5). Embora o gréafico mostre uma proximidade entre essas categorias com casos positivos
de deteccdo de Salmonella spp., ndo foi observado diferenca estatistica significativa
(Tabela 4).

No quadrante 3 foram observadas as categorias ‘peixe’ e ‘cheias’ mais associadas
com a ocorréncia de diagnostico negativo de Salmonella spp. (Figura 5). Os peixes € 0
ambiente de criacdo (agua de cultivo e terra do tanque) estdo intimamente ligados. Nesse
sentido, o ambiente de criagdo contaminado tende a contaminar também o peixe,
entretanto, Salmonella spp. podem estar amplamente distribuida pelo ambiente, mas nao
¢ considerada um patdgeno natural em peixe, 0 que explicaria essa diferenca do
comportamento de associacdo dessas categorias com a presenca de Salmonella spp.
ocorrendo simultaneamente em ambos os tipos de amostras, apresentado pelo gréafico
(Figura 5). Em 13 pisciculturas (13/22) a deteccdo de Salmonella spp. ocorreu
simultaneamente em ambientais e peixe, entretanto, ndo foi observado diferenca
estatistica significativa na deteccdo de Salmonella spp. em amostras de peixe e amostras
ambientais (Tabela 4).
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4 DISCUSSAO

A presenca de Salmonella spp. em peixes nativos no Brasil tem sido relatada em
amostras comercializadas, que apontam para muitas fontes de contaminagdo do peixe
devido a manipulagdes diversas a partir da captura ao produto final (PADOVANI et al.,
2022; DE ALMEIDA et al., 2021; PASTRO et al.; 2019; CUNHA-NETO, 2019; VIANA
et al., 2016), entretanto observa-se escassez de estudos sobre as condicdes
microbioldgicas desses peixes durante as fases de criagdo (MOTA et al. 2021; DOS
SANTOS et al. 2019, MELLO et al., 2010) o que justifica a abordagem desse estudo.

Nossos achados revelam as vias de contaminagdo dos peixes nativos por
Salmonella spp. pela &gua de cultivo, terra em torno do tanque escavado e por fezes dos
diversos animais (domésticos, silvestres e producdo) amplamente observadas proximas
aos tanques de criagéo, apresentando esta via como principal fonte e risco de introducéao
deste patdgeno durante a fase de criacdo, pois cepas de Salmonella spp. foram isoladas
dessas amostras ambientais. Apesar da principal fonte de infeccdo por Salmonella ser
via transmissdo fecal-oral entre os individuos positivos e negativos, outras fontes,
incluindo&gua, pets, animais silvestres e animais de producdo, podem estar associadas a
transmissdo (DROZDZ et al. 2021; LA TELA et al. 2021, DOS SANTOS et al., 2019; LI
et al., 2017; GAUTHIER, 2015).

Nosso check-list nos forneceu informacgdes que apontam diversas fraquezas em
comum aplicados aos ambientes de manejo das pisciculturas. Dentre as mais evidentes
estdo a falta de controle do acesso de animais externos a producao aos tanques de criacao,
a falta de manejo de renovacao e tratamento sanitario das aguas dos tanques e auséncia
de padronizacdo de uniformes e PPE e equipamentos de uso exclusivo da piscicultura
pelos tratadores. Este fato, portanto, pode justificar o alto percentual de fazendas
contaminadas que foi observado (88%). Nesse sentido, Salmonella spp. foram
confirmadas por PCR com frequéncia de 31.5% do total de amostras coletadas (ambiental
e de peixe), sendo 59% (13/22) das pisciculturas com positividade em ambas as amostras,
evidenciando que ha necessidade de correcdo de manejo de criagdo, pois um patogeno de
importancia em saude publica como a Salmonella é capaz de manter-se circulante durante
a criacdo dos peixes. Outros pesquisadores relataram Salmonella spp. positivos em
amostragem de peixes nativos diretamente de pisciculturas, porém a conducdo destas
pesquisas se diferenciou na quantidade de pisciculturas visitadas, a amostragem, o
método de coleta (por swabs superficiais) e isolamento microbiologico (semeadura direta
em caldo seletivo para Salmonella spp.). Mota et al. (2021) relataram 6.67% (3/45) em
fezes de Colossoma macropomum (tambaqui) em uma Unica piscicultura de tanques
escavados das trés que foram visitadas. Santos et al. (2019) identificaram presenca de
Salmonella spp. em 6.9% (12/173) de amostras de fezes de Colossoma macropomum
(tambaqui) em trés pisciculturas de quatro visitadas de tanques escavados, porém com
alguma porcentagem de renovacdo de agua. Mello et al. (2010) identificaram uma
amostra positiva (8,33%) em pool de amostras de figado de Brycon microleps
(piraputanga) criados em uma piscicultura amostrados mensalmente abrangendo o
periodo de chuvas e o periodo de seca.

Nossos achados confirmaram que células viaveis de Salmonella spp. podem ser
albergadas principalmente no trato gastrointestinal de tambatingas criadas. Durante a
retirada das amostras das visceras (esdfago, estbmago, figado e intestino) ndo foram
observados macroscopicamente alteracGes anatdmicas que pudessem caracterizar lesdes
suspeitas de doenca. Santos et al. (2019) detectaram os sorotipos S. Heidelberg, S. Hadar
e S. Panama a partir de swabs de fezes de Colossoma macropomum (tambaqui) e em
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outros peixes nativos criados. Os mesmos autores identificaram o sorotipo S. Hadar como
sendo capaz de colonizar transitoriamente o intestino de tambaqui e ser eliminado nas
fezes durante pelo menos quarenta dias, além disso, realizaram exames histopatologicos
em diversos 6rgdos do peixe e constataram ndo haver lesdes causadas pela Salmonella
(DOS SANTOS et al., 2019).

Evidenciamos ainda que a pele, escamas, guelras e musculo sdo locais de
colonizacdo e instalacdo de Salmonella spp. nas tambatingas (Tabela 2). As guelras ja
foram relatadas como fonte de instalagio de S. Panama em Brycon orbignyanus
(piracanjuba) e tambaqui (Colossoma macroporum) (DOS SANTOS et al., 2019).

O sitio de isolamento de Salmonella spp. sdo mais frequentes no trato
gastrointestinal (PORTO et. al, 2023), portanto, nos abatedouros frigorificos de peixes
nativos, a etapa de evisceracdo é de maior risco capaz de gerar contaminagdo cruzada
durante a manipulacdo (FERNANDES et al., 2021). Corroborando com este fato, S.
Abony e S. Schwarzengrund ja foram detectadas em 5.76% de amostras de produtos
congelados de peixes nativos em Mato Grosso (CUNHA-NETO, 2019), bem como S.
Ndolo, S. Mbandaka, S. Typhimurium, S. Rough e S. O:16 no processamento de
tambatingas em frigorificos (FERNANDES et al. 2021). Ambos os estudos confirmam
falhas de eficiéncia do sistema de controle microbioldgico de qualidade no frigorifico
para eliminacdo do patdgeno em questdo, porém nd@o houve como esclarecer com
informacdes quanto a fonte primaria de Salmonella detectada nas amostras, entretanto,
nossos achados contribuem com esta informacdo apontando que o peixe vindo das
pisciculturas pode estar contaminado ndo apenas na superficie, mas também nas visceras,
aumentando os riscos de contaminacdo cruzada durante a manipulacao.

Nossos achados apontam para uma fonte primaria de contaminagdo por
Salmonella spp. nas fazendas durante o0 manejo de criacdo, uma vez que Salmonella spp.
foram identificadas em fontes ambientais (dgua de criacéo, terra e fezes de animais).
Adocdo de estratégias de manejo como uso da agua sem renovacao e tangques sem
protecdo expostos ao livre acesso de animais silvestres (aves e terrestres) e domesticos,
demonstram-se ser falhas sanitarias no sistema de producdo, comumente observada nas
fazendas visitadas. Em animais de producdo, a fonte priméria de infeccao por Salmonella
é a transmissdo fecal-oral entre individuos positivos e negativos (DOS SANTOS et al.
2019). Entretanto, outras fontes como a propria agua, animais silvestres e insetos, podem
estar associadas a transmissdo (CHAHOURI et al. 2022; MELETIADIS et al., 2022). As
aves silvestres observadas nas fazendas podem introduzir e disseminar bactérias
patogénicas por toda area préxima aos tanques de criacao, através da agua ou outras vias
de contaminacéo direta do ambiente (lixiviacdo da terra). Também ndo foram observados
controle sanitario no trafego (veiculos e humano), sendo considerado outro risco crucial
de infecces por Salmonella em diversas criacbes de animais de producao
(BAKHSHANDEH et al., 2022).

Ainda foi possivel identificar Salmonella spp. em amostras agrupadas de fezes
animais em quatro de nove fazendas analisadas (Tabela 1). Isso evidencia potencial fonte
de contaminacdo cruzada dos tanques de criacdo uma vez que pets, animais silvestres e
de producdo capazes de transportar Salmonella spp. estéo circundantes e com acesso livre
aos tanques de criacdo. Dentre estes, destacaram-se 0 acesso livre de aves silvestres e
capivara (Hydrochoerus hydrochaeris), considerados reservatorios comuns de
Salmonella spp. (DOS SANTOS et al. 2019; FARIKOSKI et al. 2019). Néo foi possivel
coletar fezes de outras espécies de animais silvestres como jacarés, cobras e sapos
flagrados acidentalmente durante as coletas. Essas espécies silvestres sdo endémicas da
regido do pantanal e regides circunvizinhas em Mato Grosso, portanto podem atuar como
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potenciais fontes de Salmonella spp. pelo livre acesso aos tanques das pisciculturas (LA
TELA et al. 2021).

Salmonella spp. ndo foi identificada nas amostras de ragdo de peixe coletadas
direto dos galpBes de armazenamento. A maioria das racfes para peixes é extrusada, um
processo que combina alta presséo de vapor com a alta temperatura (130 ° C), eliminando
assim a maioria dos contaminantes (SARKER et al., 2023), porém Parker et al. (2022)
mostram evidéncias de que a prevaléncia da deteccdo de Salmonella em alimentos
acabados e no equipamento de moagem e ambiente continua sendo um desafio para o
processamento de ragdo. Os mesmos autores apontam que oS riscos de introducdo
Salmonella em uma fazenda por meio de racdo animal deve, portanto, basear-se nas
caracteristicas individuais da fabrica sobre praticas de gerenciamento HACCP, incluindo
0 monitoramento microbiano (PARKER et al., 2022).

A auséncia de Salmonella spp. nas ra¢des das pisciculturas ndo confirmou essa
via como uma via de contaminag&o. Este fato corrobora com os resultados de dos Santos
et al. (2019) que também ndo detectaram Salmonella nas ragBes das pisciculturas,
entretanto, ndo descartamos riscos de contaminagdo por falhas no controle de qualidade
durante a fabricacdo (PARKER et al., 2022) e a possibilidade de contaminacéo via rac6es
durante 0 manejo de arragoamento, visto que os tratadores ndo utilizaram EPI
(Equipamento de Protecdo Individual) nem padronizacdo do uso de equipamentos da
piscicultura, além disso, ndo foram observadas armadilhas para controle de roedores
dentro dos galpdes deestocagem das racOes (Tabela 3), sendo estes animais um fator de
risco de contaminacdode Salmonella spp.

A utilizacdo da ACM para observacao de caracteristicas ambientais e manejo de
criacdo agregou informacdes importantes quanto ao estudo de investigacdo de ocorréncia
de Salmonella spp. em pisciculturas durante a fase de criacdo. Nesse sentido, a ACM
revelou que os fatores de manejo associados ao ambiente de criacdo sdo relevantes na
caracterizacdo dos casos positivos de deteccdo, pois na analise bidimensional houve boa
discriminacdo desses casos (Figura 5). Além da associagdo com 0s casos positivos, foi
observado que durante a estacdo da seca houve diferenca estatistica significativa na
ocorréncia de Salmonella spp. com relacdo ao periodo da estacdo das aguas (Figura 5 e
Tabela 4).

A ACM também evidenciou outros aspectos importantes para o estudo ao sinalizar
a dimensdo dos fatores intrinsecos e extrinsecos de manejo de criagdo (dimensédo com
maior variancia explicada, Figura 4) como potencial forma de identificar deteccdo de
Salmonella nas pisciculturas, sendo tais aspectos associados ao fator manejo de renovagéo
das aguas dos tanques de criacdo (‘tanque’) e 0 bioma a qual a piscicultura se localiza. A
presenca da dimensdo de fatores intrinsecos e extrinsecos de manejo de criacdo que
relaciona as caracteristicas ambientais pode sugerir que estes componentes podem ser
potencialmente contornaveis. Nesse sentido o melhor caminho seria intervencdes no
manejo, pois ajudaria na resolucdo da condicdo geral sanitaria.

De maneira geral, os resultados obtidos neste estudo fundamentam a necessidade
de uma abordagem na resolucdo do problema sanitario de Salmonella na fase de criacao
nas pisciculturas, tendo em consideracao a relevancia especifica das diferentes categorias
estudadas. A observacdo das dimensdes pode auxiliar mais estudos com objetivos de
identificar se a contaminacdo por Salmonella spp. estd mais relacionada com
caracteristicas de manejo ou ambientais, levando a intervengdes mais assertivas pelas
boas praticas agropecuarias, tendo em vista que os aspectos relacionados ao manejo sdo
potencialmente mais modificaveis do que os ambientais.

A utilizacdo da ACM permitiu que os dados investigacdo da presenca de
Salmonella spp. emamostras das pisciculturas na fase de criagdo fossem analisados como
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forma de obter informag6es em conjunto da anélise laboratorial e observacional (inquérito
epidemioldgico) dos ambientes de criacdo. Através da reducao da dimensionalidade dos
dados foi possivel realizar uma andlise descritiva do banco de informagdes como umtodo,
que seria dificultoso numa analise b em arranjo por tabela de contingéncia, que poderia
induzir a interpretacdes equivocadas sobre analise das variaveis categdricas estudadas na
presente pesquisa. Por fim, existe também vantagem na possibilidade de classificar as
dimens6es pela ACM, pois as medidas de estratégias de intervencdo podem ser baseadas
nos agrupamentos que foram observados no estudo.

A identificagdo de peixes nativos contaminados com Salmonella ainda nos
tanques de producdo revelada nesse estudo, confirma o potencial de prejuizos a salde
publica e econdbmicos. Também revelamos que o peixe certamente chega contaminado no
frigorifico elevando os riscos de contaminacdo cruzada durante o beneficiamento.
Sugerimos, ainda, que novos estudos sejam conduzidos para melhor compreensdo da
interacdo fisiologica Salmonella-peixe nativo.
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5 CONCLUSOES

Nosso estudo realizou diagndstico microbioldgico e molecular de Salmonella spp.
em pisciculturas de peixes nativos, as quais apresentaram alta prevaléncia deste
microrganismo. Em 13 de 25 pisciculturas, cepas de Salmonella spp. foram isoladas tanto
dos peixes criados, quanto dos ambientes de criacdo, ocorrendo nas aguas de cultivo e na
terra dos tanques escavados.

Uma cepa de Salmonella spp. isolada de cada piscicultura foi testada contra
diferentes antimicrobianos, sendo azitromicina e nitrofurantoina antimicrobianos que as
cepas apresentaram resisténcia em maior frequéncia, dentre estas 13 cepas foram
caracterizadas como multidroga resistentes.

Apontamos que a falta de padronizacdo e diversas falhas de biossegurancga
observadas no manejo de producéo das pisciculturas, que incluem fezes acumuladas de
diversos animais alheios a piscicultura comumente encontradas préximas dos tanques dos
peixes, estdo desencadeando este problema sanitario de contaminagdo dos peixes por
Salmonella spp. Durante o periodo das secas a contaminacgéo por foi Salmonella spp. foi
detectada com mais frequéncia.

Por fim, os resultados aqui obtidos caracterizam um real problema na fase de
criacdo de peixes nativos dentro das pisciculturas. Boas préaticas agropecudrias necessitam
ser implementadas e padronizadas especialmente nas pisciculturas durante todo o manejo
de criacdo. Nesse sentido, incentivamos a promogéo de novos estudos direcionados para
aplicacdo de medidas assertivas e estratégias de controle e prevencdo de Salmonella spp.
nas pisciculturas de peixes nativos.
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CONCLUSAO GERAL

A estratégia bibliométrica para mineracéo de texto empregada conjuntamente com
as técnicas de andlise exploratdria de dados se mostrou como um eficiente recurso na
analise das informacdes produzidas pela revisao sistematica.

Essa revisdo mostrou uma crescente preocupagao no controle microbioldgico da
Salmonella spp. na aquicultura, e constante monitoramento para garantir alimento seguro
e evitar prejuizos econémicos pela perda da producao.

Nos estudos inclusos as técnicas de diagndstico microbiolégico utilizadas se
mostraram eficientes quanto a vigilancia de contaminagdo por Salmonella spp. em
pescado. Os isolados recuperados variaram de diversas fontes sugerindo que o patdgeno
tem se adaptado bem em diversos ambientes que foram favoraveis para multiplicagdo. Os
dados obtidos servem de ferramentas para investigagdes com viés em salde publica,
fornecendo informagbes de para que medidas assertivas e corretivas sejam tomadas
objetivando o controle e prevencdo da Salmonella spp. neste setor produtivo.

Os resultados experimentais apresentados sugerem que os fatores ambientais
associados as falhas sanitarias de manejo dos tanques de criacdo de peixes nativos podem
explicar parcialmente os altos indices percentuais de contaminagdo de Salmonella spp.
nas fazendas. Maioria das pisciculturas sdo abastecidas com agua da chuva, sendo
somente trés localizadas em Chapada dos Guimardes abastecidas com agua corrente
advinda de rio, que apresentaram contaminacdo por Salmonella spp. equivalente,
percentualmente, mesmos sendo distantes entre si, tanto estando na regido do pantanal ou
de regibes circunvizinhas.

Uma adaptac@o da Salmonella spp. a fisiologia dos peixes nativos, bem como as
caracteristicas fisico-quimicas do ambiente, podem ser atribuidas a Salmonella spp.
isoladas nas pisciculturas analisadas e justificar o percentual significativo de amostras de
peixe e amostras ambientais contaminadas nos ambientes de criacao.

N&o foram observadas sintomatologia que caracterizasse quadro de doenca nas
tambatingas, também ndo foram observadas alteracbes anatomopatologicas
macroscopicas nos Orgaos amostrados (escamas, guelras, musculo lateral costal e
diferentes 6rgéos do trato gastrointestinal).

As caracteristicas de producdo piscicola encontradas em todas as fazendas
visitadas demonstraram a presenca de diversos fatores que denotam a vulnerabilidade
frente a exposicdo e ao risco de salmonelose por ingestao de produtos derivados de peixes
nativos criados.

E importante enfatizar que o presente trabalho realizou extensa coleta a campo e
analisou grande numero de amostras utilizando técnicas microbioldgicas oficiais
padronizadas, e técnicas moleculares mais sensiveis para diagnostico como a PCR.

O presente estudo trouxe dados cientificos que sdo fundamentais para nortear 0s
gestores da area da vigilancia e saide dos municipios, em unido com o setor produtivo e
academia cientifica para criacdo de estratégias de controle e prevencdo da contaminagdo
de Salmonella spp. nas pisciculturas e em toda cadeia produtiva do peixe nativo criado.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo revisitou um problema microbiolégico crbnico na cadeia
produtiva de pescado mundial, que também se reflete na cadeia produtiva de peixe nativo
brasileiro. Os resultados aqui apresentados apontaram o risco microbiolégico para surtos
de salmonelose pelo consumo de peixe nativo criado em areas de atividade piscicolas sem
padronizacdo de boas préticas agricolas, entretanto, mais trabalhos demandam para
continuidade e permanéncia, uma vez que as condig¢des sociais, ambientais e de producdo
da regido expressam a vulnerabilidade e exposi¢do de Salmonella spp. Nesse sentido, 0s
estudos que caracterizam os isolados fornecerdo mais informacdes a cerca da relacdo do
peixe nativo com este patdgeno, além disso, estudos de intervencao no manejo de criagcdo
s80 necessarios para mitigacdo desta contaminagéo.
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Anexo A — Artigo de revisdo intitulado “Salmonella spp. in Aquaculture: An Exploratory
Analysis (Integrative Review) of Microbiological Diagnoses between 2000 and 20207, publicado na
Revista Animals (https://doi.org/10.3390/ani13010027).
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Simple Summary: Salmonellosis is characterized by a gastrointestinal infection resulting from the
ingestion of water and food contaminated by bacteria of the genus Salmonella, of which causes
enterocolitis. Although infections are acute and self-limiting, efforts to prevent this problem of
interest to global public health are important. Salmonella spp. is distributed in different environments
and animal species; therefore, meat derived from animal production is one of the main routes of
human infection, increasing the importance of research focusing on microbiological quality and food
safety. Aquaculture is a constantly growing sector in the world, and the monitoring of Salmonella spp.
in fish products is important for public health due to the risks of contamination during all stages
of production. In this context, the present study carried out a systematic integrative review of the
microbiological diagnoses of Salmonella spp. in aquaculture between 2000 and 2020 with the objective
of characterizing and contributing to the promotion of measures to control and prevent this pathogen
in aquaculture production. A database generated was composed of information that was mined
from articles such as the most sampled aquaculture species, the microbiological diagnostic method(s)
conducted in the investigation of Salmonella spp., and the main reported serotypes.

Abstract: The present study aimed to characterize, through descriptive statistics, data from scientific
articles selected in a systematic integrative review that performed a microbiological diagnosis of
Salmonella spp. in aquaculture. Data were obtained from research articles published in the BVS,
Scielo, Science Direct, Scopus and Web of Science databases. The selected studies were published
between 2000 and 2020 on samples of aquaculture animal production (fish, shrimp, bivalve mollusks,
and other crustaceans) and environmental samples of aquaculture activity (farming water, soil, and
sediments). After applying the exclusion criteria, 80 articles were selected. Data such as country of
origin, categories of fish investigated, methods of microbiological diagnosis of Salmonella spp., sample
units analyzed and most reported serovars were mined. A textual analysis of the word cloud and
by similarity and descending hierarchical classification with the application of Reinert’s algorithm
was performed using R® and Iramuteq® software. The results showed that a higher percentage
of the selected articles came from Asian countries (38.75%). Fish was the most sampled category,
and the units of analysis of the culture water, muscle and intestine were more positive. The culture
isolation method is the most widespread, supported by more accurate techniques such as PCR. The
most prevalent Salmonella serovars reported were S. Typhimurium, S. Weltevreden and S. Newport.
The textual analysis showed a strong association of the terms “Salmonella”, “fish” and “water”, and
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