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RESUMO 

 

As bactérias do gênero Salmonella são um dos principais patógenos transmitidos por alimentos 

causando grandes impactos econômicos e de saúde pública. A capacidade de colonização e 

disseminação de Salmonella spp. em peixes tropicais é pouco compreendida. O objetivo desse 

estudo foi prospectar a ocorrência e fontes de infecção de S. enterica em criações de peixes 

nativos no Brasil, bem como realizar a sorotipagem convencional e a molecular pela técnica de 

MLST e desenvolver protocolos de infecção experimental para determinação da capacidade de 

colonização, persistência e tempo de eliminação das amostras de Salmonella enterica em peixes. 

Para tanto, 569 amostras de carcaças, ração e matérias primas para ração, água dos tanques, 

suabes de brânquias e suabes de TGI de tambaqui, matrinxã, piau, pintado amazônico, curimba 

e caranha foram coletadas nos Estados de Tocantins, Mato Grosso e São Paulo.  As amostras 

foram isoladas em Ágar HK e identificadas por PCR. A sorotipagem foi realizada pelo método 

convencional e por MLST. 39 isolados de S. enterica foram obtidos, sendo um da subespécie 

arizonae e 38 da enterica.  Esses últimos foram classificados como sorotipos Brandenburg 

(n=4), Hadar (n=20), Heidelberg (n=7), Panama (n=3), Saintpaul (n=3) e uma amostra de S. 

enterica subsp enterica (O:4, 5:b:-).No MLST, 21 novos tipos genéticos (ST) (“Sequence 

types”) foram caracterizados, sendo 3 novos STs do sorotipo Brandeburg, 5 do Hadar,7 do 

Heidelberg, 1 do Panama, 3 do Saintpaul,1 ST da amostra não sorotipificável e 1 ST para 

Salmonella arizonae. Cinco STs conhecidos foram caracterizados ST24, ST50, ST 112, ST33 e 

ST 614. A ampla diversidade de sorotipos e STs dos isolados de S. enterica subsp enterica de 

peixes nativos no Brasil sugerem múltiplas fontes de infecção e ausência de amostras 

hospedeiro-específicas. Na infecção experimental em pintado amazônico, piau e tambaqui, foi 

possível detectar a bactéria em fezes após inoculação oral em todas as espécies, dessa forma 

conclui-se que a Salmonella enterica é capaz de colonizar o trato gastrointestinal das espécies 

citadas acima.  

 

Palavras – chave: Salmonella, diversidade genética, peixes nativos. 

 

ABSTRACT 

 

The bacteria of the genus Salmonella are one of the main pathogens transmitted by food. The 

ability of colonization and dissemination of Salmonella sp. in tropical fish is little understood. 

The purpose of this study was to prospect the occurrence and sources of infection of S. enterica 

in native fish creations in Brazil as well, perform the conventional serotyping and molecular by 

MLST technique. The study also intend to develop experimental infection models that 

determine the capacity for colonization, persistence and time of disposal of specimens of 

Salmonella enterica. For that 569 samples of carcasses, feed / raw materials, water tanks, suabes 

of gills and feces of tambaqui, matrinxã, piau, Pintado Amazonico, curimba and caranha  were 

collected in states of Tocantins, Mato Grosso and Sao Paulo. Samples were isolated in Agar HK 

and identified by PCR.  Serotyping was performed by the conventional method and by MLST.  

Through samples of water and fish excreta 39 trials of S. enterica were obtained where one of 

subspecies arizonae and 38 of enterica. These ones were classified as serotype Brandenburg (n = 

4), Hadar (n = 20), Heidelberg (n = 7), Panama (n = 3), Saintpaul (n = 3) and a non-serotyped 

sample. In MLST, 21 new Sequence types were characterized, 3 new STs of Brandeburg, 5 ST 



 

 
 

of  Hadar, 7 ST of Heidelberg, one of Panama, 3 ST of  Saintpaul,1 ST sample not 

sorotipificável and 1 ST for Salmonella arizonae. Five known STs were characterized ST 24, 

ST 50, ST 112, ST 33 and ST 614. The wide diversity of serotypes and STs of S. enterica 

isolates of native fish in Brazil suggest multiple sources of infection and absence host - specific 

samples. Experimental infection was carried out for painted Amazon and piau and tambaqui. It 

was possible to detect the bacteria in faeces after oral inoculation in all species thus concluded 

that Salmonella enterica are able to persist in the gastrointestinal tract carried over the above 

species. 

 

Keywords: Salmonella, genetical diversity, native fish. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

A aquicultura é o ramo da produção animal que mais cresce no mundo. De acordo com dados do 

Boletim Estatístico da Pesca e Aquicultura do Ministério da Pesca no ano de 2011 (Brasil, 

2015) a produção Brasileira de Pescado atingiu 1.431.974,4 toneladas. Em 2014 a produção 

aquícola mundial foi de 66,6 milhões de toneladas (State..., 2014). No Brasil tendência 

semelhante tem sido verificada nas últimas décadas. A produção total de peixes foi 474,33 

toneladas em 2014, o que representou um aumento de 20,9% em relação ao ano anterior 

(Produção..., 2014).  As principais espécies de peixes produzidas no país são as tilápias, 

tambaqui, tambacu, carpa e pintado. (Produção..., 2014). Os Estados com maior produção de 

peixes no Brasil são Rôndonia, Mato Grosso, Paraná e Ceará. Minas Gerais ocupa a 10° posição 

e foi responsável pela produção de 16.530.509 quilos no ano de 2014 (Produção..., 2014).  

A ocorrência de doenças infecciosas é caracterizada como um dos principais entraves para o 

desenvolvimento da aquicultura mundial (State..., 2012). No Brasil não existem levantamentos 

epidemiológicos sobre os principais agentes etiológicos causadores de doenças na piscicultura 

(Figueiredo e Leal, 2012). Além dos impactos diretos ocasionados pelas doenças, a presença de 

patógenos no pescado representa risco para o consumidor e consequentemente para a 

viabilidade da cadeia produtiva a médio e longo prazo. Na aquicultura, alguns micro-

organismos como bactérias dos gêneros Salmonella e Listeria apesar de não estarem associadas 

a doenças nos peixes durante o cultivo, são fonte de preocupação. Essas podem contaminar o 

pescado ou seus produtos processados nos frigoríficos, tornando-se um risco potencial de 

contaminação para os consumidores. Além disso, a ocorrência desses micro-organismos acarreta 

problemas para a comercialização dos produtos e tem sido associada a embargos da exportação 

de pescado produzido no Brasil (Pires, 2012). 

As bactérias do gênero Salmonella são consideradas um dos principais patógenos transmitidos 

por alimentos na atualidade. A Salmonella spp. é capaz de colonizar diversos hospedeiros, e em 

geral a transmissão, a seres humanos, ocorre via ingestão de alimentos contaminados, 

principalmente em produtos de origem animal (Pires, 2012). Bartolomeu et al., (2011) 

detectaram a presença de Salmonella spp. em indústrias de processamento de filés de tilápia 

(Oreochromis niloticus) localizada na região metropolitana de Curitiba-PR. Em outro estudo 

realizado na região metropolitana de São Paulo ao verificar a qualidade de tilápias de 30 

pesqueiros, 70% dos estabelecimentos pesquisados apresentaram contagem de Coliformes e 

Salmonella spp. em desacordo com o exigido pela legislação brasileira (Liuson, 2003). A 

ocorrência de Salmonella spp. em pescado apresenta maior risco para os consumidores que 

outras carnes, pois a carne de peixe em várias preparações culinárias é utilizada crua (Martins, 

2006).  

Os procedimentos térmicos utilizados usualmente para preparação dos alimentos eliminam ou 

reduzem a infectividade desses microrganismos. Em contrapartida, a ingestão de pescado cru 

contaminado com essas bactérias, como por exemplo, na forma de sushi e sashimi, podem 

potencializar a infectividade desses patógenos para os seres humanos (Huss et al., 2000). No 

Brasil alguns inquéritos realizados detectaram a presença de contaminação por Salmonella em 

estabelecimentos comercializadores de pescado cru. Em Fortaleza (CE) a presença de 

Salmonella spp. foi detectada em amostras provenientes de diferentes estabelecimentos que 

comercializam sushi e sashimi em 2006 (Pinheiro et al., 2006). De maneira semelhante à 

bactéria foi encontrada em oito de 64 amostras (12,5%) de sushi coletadas em restaurantes na 

cidade do Rio de Janeiro (Malavota, 2009). Nenhum dos estudos supracitados determinou os 
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principais sorotipos detectados, bem como, avaliou especificamente a ocorrência do patógeno 

em peixes nativos. Adicionalmente, a fonte de infecção desses produtos é desconhecida. 

Na literatura existem poucos estudos sobre as fontes de contaminação por Salmonella para 

peixes e para os derivados processados. Estudo realizado na Noruega demonstrou que esse 

patógeno não é parte da microbiota de diferentes espécies de peixes marinhos, sendo a 

ocorrência muito baixa naquele país (Assessment..., 2006).  

A capacidade de colonização, persistência e disseminação de Salmonella spp. em peixes 

expostos por via oral é ainda pouco compreendida, principalmente em peixes tropicais 

(Assessment..., 2006). 

 

OBJETIVOS 

 

 Determinar a ocorrência de Salmonella spp. em peixes nativos de diferentes Estados do 

Brasil; 

 Realizar a tipificação molecular por meio do método de MLST (“Multi-locus Sequence 

Typing”) e a sorotipificação para amostras de Salmonella enterica subsp. enterica isoladas de 

diferentes espécies de peixes nativos, água dos tanques de pisciculturas e amostras de fezes 

encontradas próximas aos tanques de cultivo. 

 Avaliar a diversidade genética das amostras por meio do cálculo do Indice de 

Diversidade de Simpson; 

 Desenvolver um protocolo de infecção experimental para determinação da capacidade 

de colonização, persistência e tempo de eliminação de amostras de Salmonella enterica subsp. 

enterica em espécies de peixes nativos de interesse comercial. 
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CAPÍTULO 1 

REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1. Panorama da aquicultura no Brasil e no mundo 

 

A aquicultura principalmente em países em desenvolvimento encontra-se em expansão, e para a 

FAO, o Brasil é um dos países com maiores condições de suprir a produção de pescado. Isto é 

possível principalmente por seu potencial de desenvolvimento da criação de organismos 

aquáticos proporcionado pelo clima e fartura de recursos hídricos (State..., 2014). 

Segundo o Anuário Brasileiro da Pesca e Aquicultura (2014), o Brasil ocupa a 19ª posição 

mundial na produção total de pescado, com 1.264.765 t, sendo a China o líder mundial com 

63.495.197 t, seguido pela Indonésia e Índia com 11.662.343 e 9.348.063 t respectivamente.  

Em relação à produção de peixes em cativeiro o Brasil ocupa a 17° posição com uma produção 

de 479.399 t em 2010, a China é o líder mundial responsável por 60% da produção mundial 

(47.829.610 t), seguida pela Indonésia e Índia. (Anuário ..., 2014). 

O Estado do Rondônia é o maior produtor de peixes em cultivo no Brasil com 75.023.145 

quilos, seguido pelo Estado do Mato Grosso com 60.946.144 quilos, em terceiro lugar está o 

Estado do Paraná com 57.340.461 quilos (Produção..., 2014). No período de 2000 a 2009, 

observou-se o crescente consumo do pescado no Brasil na ordem de 30% chegando à média 10 

kg/Hab/Ano (Anuário ..., 2014).  

O Brasil possui mais de três mil espécies de peixes, a grande maioria com um enorme potencial 

para utilização na piscicultura (Anuário ..., 2014). Dentre as principais espécies produzidas no 

Brasil estão à tilápia, tambaqui, tambacu, carpa, pintado e pacu (Tabela 1). 

TABELA 1 

Principais espécies de peixes produzidas em Kg no Brasil no ano de 2014. 

Espécie ou grupo de peixes Total (Kg) 

Tilápia 198.664.464 

Tambaqui 139.209.130 

Tambacu e tambatinga 40.266.557 

Carpa 20.886.062 

Pintados, cacharas e surubim. 20.437.237 

Pacu e Patinga 14.553.069 

Pirarucu 11.762.850 

Matrinxã 10.717.744 

Fonte: Adaptado de Produção... (2014). 
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1.2 Gênero Salmonella 

 

As bactérias do gênero Salmonella são bacilos Gram-negativos, não formadores de esporos, 

anaeróbios facultativos, catalase positivo e oxidase negativo. Pertencem à família 

Enterobacteriaceae são considerados organismos não exigentes, capazes de multiplicar-se em 

diversas condições ambientais (Germano e Germano, 2015). 

 

1.2.1 Nomenclatura do gênero Salmonella 

 

A nomenclatura das bactérias do gênero Salmonella é bastante complexa e diversas atualizações 

foram realizadas ao longo dos anos, todavia a uniformidade da nomenclatura é necessária para 

correta comunicação entre os microbiologistas, profissionais da área de saúde e pelos órgãos 

oficiais (Brenner et al., 2000). 

Até a década de 70 o conceito de espécie no gênero era baseado em características bioquímicas, 

da estrutura antigênica, além de informações baseadas na epidemiologia. Desta forma os nomes 

de espécies eram atribuídos de maneira aleatória, muitas das vezes relacionados à síndrome, ou 

a especificidade do hospedeiro. A partir da década de 70, após estudos de hibridização de DNA 

ficou demonstrado que as estirpes de Salmonella formavam um único grupo de hibridização, 

com sete subgrupos (Crosa et al., 1973). Em seguida, estudos realizados por Reeves et al. 

(1989), utilizando a técnica de análise de eletroforese de enzimas multilocus confirmaram a 

existência de subgrupos consistentes com os estudos anteriores com uma exceção, que conduziu 

a criação de uma outra espécie, Salmonella bongori. 

Dessa forma, o sistema recomendado pelo Centro de Controle e Prevenção de Doenças dos 

Estados Unidos da América (CDC) para os membros do gênero Salmonella são baseados em 

duas espécies, Salmonella enterica e Salmonella bongori. Sendo a Salmonella enterica 

subdividida em seis subespécies (Tabela 2)  

TABELA 2 

Subespécies de Salmonella enterica. 

I enterica 

II salamae 

IIIa arizonae 

IIIb diarizonae 

IV houtenae 

V indica 

 

A utilização de nomes para os sorotipos foram mantidos apenas para os sorotipos da subespécie 

enterica e a utilização de fórmulas antigênicas para as demais subespécies descobertas após 

1966.  Os nomes dos sorotipos normalmente referem-se à localização geográfica onde o 

sorotipo foi isolado, e esses nomes não devem ser indicados em itálico, mas devem apresentar a 

primeira letra em maiúsculo (Brenner et al., 2000). 
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1.3 Principais sorotipos de Salmonella enterica. 

 

Atualmente são descritos mais de 2.650 sorotipos (Salmonela..., 2015).  De forma geral os 

sorotipos Typhimurium e Enteritidis são os mais prevalentes em países desenvolvidos, embora 

outros sorotipos predominam em regiões específicas tais como a Stanley e Weltevreden na Ásia 

(Hendriksen et al.,2009). Estas diferenças podem ser justificadas devido a mudanças na forma 

de criação dos animais e do grande fluxo de comércio entre diferentes países (D’Aoust, 1994).  

A Organização Mundial de Saúde (OMS) criou em janeiro de 2000 o Programa Global de 

Controle de Salmonella com o objetivo de detectar, controlar e prevenir os surtos alimentares. 

Dessa forma, laboratórios em todo mundo são capacitados para diagnosticar o agente e os países 

participantes anualmente reportam os 15 sorotipos mais frequentemente encontrados 

(Hendriksen et al.,2011). 

TABELA 3 

Distribuição dos cinco sorotipos mais frequentemente encontrados em amostras isoladas de humanos, 

animais, alimentos e ambiente em diferentes países no Mundo no período de 2001 a 2007, segundo a 

OMS. 

Países Sorotipos 

Senegal, República dos Camarões, Tunísia Enteritidis 

Typhimurium 

Livinsgtone 

Corvallis 

Typhi 

Japão, República da Coreia, Malásia, Tailândia Enteretidis 

Weltevreden 

Typhi 

Stanley 

Typhimurium 

Bulgária, Croácia, Finlândia, Alemanha, Grécia, 

Israel, Itália, Luxemburgo, Espanha 

Enteritidis 

Typhimurium 

Hadar 

Virchow 

Infantis 

Canadá e EUA Typhimurium 

Enteritidis 

Newport 

Heidelberg 

Javiana 

Austrália e Nova Zelândia Typhimurium 

Enteritidis 

Virchow 

Saintpaul 

Infantis 

Argentina, Chile, Colômbia, Costa Rica, 

Paraguai, Peru, Uruguai e Brasil. 

Enteritidis 

Typhimurium 

Typhi 

Agona 

Paratyphi 

Fonte: Adaptado de Hendriksen et al. (2011) 
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Diversos sorotipos já foram detectados em peixes e produtos derivados do pescado (Tabela 4), o 

sorotipo mais comumente encontrado é Worthington seguido pelo Weltevreden (FAO..., 2010).  

 
TABELA 4 

Sorotipos de Salmonella enterica encontrados em peixes e produtos derivados do pescado em diferentes 

regiões do mundo. 

Sorotipo Índia/

Ásia 

África América 

Central 

Caribe Europa  México América 

do Norte 

América 

do Sul 

S. Agona +     +  + 

S.Anatum +   + + +  + 

S.Arizonae +     +  + 

S. Bradford +        

S. Enteritidis + +    + + + 

S. Hadar  +     +   

S. Heidelberg +       + 

S. Infantis  +  +      

S. Montevideo +        

S. Muenchen  +     +   

S. Javiana  +       + 

S. Newport  +  +   +  + 

S. Panama        + 

S. Saintpaul  +     + + + 

S. Typhi  +        

S. 

Typhimurium  

+  + +  + + + 

S. Worthington +        

S. Weltervreden +  +  + +  + 

 Fonte: Adaptado de FAO... (2010). 
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1.4 Salmonella spp. como agente patôgenico veiculado em alimentos. 

 

A salmonelose é uma zoonose de importância para a saúde pública em todo mundo e a 

Salmonella spp. é um patógeno responsável por graves intoxicações alimentares, sendo o agente 

mais descrito como responsável por surtos em vários países (Maijala et al., 2005).  

O primeiro surto de salmonelose registrado na literatura ocorreu na Alemanha em 1888, quando 

após o consumo de 800 gramas de carne crua, 59 pessoas ficaram doentes e uma morreu 

(Evangelista, 2002). A partir de então diversos casos foram descritos ao longo do tempo em 

diferentes países. As mudanças nos hábitos alimentares e aumento do consumo de alimentos 

pré-preparados e produzidos fora da residência são condições apontadas como fatores de risco 

para a ocorrência dos surtos (Cardoso e Araújo, 2003). 

Em sua maioria os surtos de gastroenterite causados pela bactéria ocorrem sem a necessidade de 

internações em hospitais, esse fato contribui para a subnotificação de casos de salmonelose, 

assim como ausência de dados como alimentos consumidos, tempo decorrente da infecção e 

outros importantes fatores a serem considerados para traçar medidas de prevenção e controle 

(Shinohara et al., 2008). Segundo Germano e Germano (2015), apenas 10% do total de casos de 

surtos de origem alimentar são notificados no país, em consequência das falhas no sistema de 

notificação.  

Segundo dados do Ministério da Saúde no período de 2000 a 2015, ocorreram no Brasil 10.666 

surtos de doenças transmitidas por alimentos, totalizando 209.240 doentes e 154 óbitos, desses 

58,1% não tiveram o agente etiológico identificado e 14% foram causados por Salmonella spp., 

o agente com maior índice seguido por Stahylococcus aureus com 7,7 %. A região Sudeste 

representa 39,9% dos surtos ocorridos no período seguido pela região Sul com 35,3%. A região 

Norte apresenta menor índice por região com um percentual de 4,1% dos surtos ocorridos entre 

2000 a 2015 (Análise..., 2015). 

Em um estudo realizado em Minas Gerais com o objetivo de determinar o agente causador de 

doença diarreíca aguda no período de 2006 a 2008, na Fundação Ezequiel Dias (Funed) foram 

realizadas 2.478 coproculturas, sendo 13,1% dessas culturas positivas para algum agente 

patogênico e dessas amostras 76,23 % identificadas como Salmonella spp. (Alves, 2009).  

De acordo com dados do CDC, a cada ano a Salmonella spp. é responsável por um milhão e 

duzentos mil doentes, 19.000 hospitalizações e 450 mortes nos Estados Unidos da América 

(Salmonella..., 2015). 

Na França, as internações resultantes de doenças veiculadas por alimentos (DVA) resultam 

entre 10.000 a 18.000 hospitalizações por ano, a maioria causada pela Salmonella spp.  cerca de 

5.700 a 10.200 casos. A mortalidade está entre 92 a 535 óbitos (Vaillant et al., 2005). 

A China é um país que enfrenta problemas relacionados às DVA, estudos realizados 

demostraram que os principais surtos ocorrem por Vibrio parahaemolyticus, seguido por 

Salmonella spp. (Wang et al., 2007). 

Os custos decorrentes da salmonelose são elevados, nos EUA estima-se que esses variaram 

entre 1,3 a 4,0 bilhões de dólares por ano decorrentes de despesas médicas, diminuição na 

produtividade e ausência ao trabalho (Shinohara et al., 2008). No Brasil segundo o Ministério 

da Saúde no período de 1999 a 2007 foram detectados 5.699 surtos com 114.302 doentes, os 

custos com os casos de internações por doenças transmitidas por alimentos (DTA) no mesmo 

período chegam a 280 milhões de reais (Barbosa et al., 2009). 
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Uma variedade de produtos pode ser contaminada por Salmonella spp. em especial aqueles que 

possuem um alto teor de umidade, proteínas e carboidratos como os produtos de origem animal, 

assim como os chamados produtos mistos além das frutas e alimentos minimamente 

processados. (Tabela 3) 

Nos surtos ocorridos no Brasil no período de 2000 a 2015, os principais alimentos responsáveis 

por DTA são os alimentos mistos (14,2%), ovos e produtos a base de ovos (8,1%), água (6,2%), 

doces e sobremesas (4,2%). É importante destacar que 50,5% dos alimentos responsáveis por 

surtos de DTA nesse período não foram identificados (Análise..., 2015). 

TABELA 5 

Ocorrência de Salmonella spp. em diferentes produtos e os respectivos Estados Brasileiros e autores. 

Estado Alimento  Amostras 

analisadas 

Ocorrência 

(%) 

Autores 

Ceará  Sushi e Sashimi  32 28,12%  Menezes et al. (2007) 

Sergipe  Queijo coalho  60  26,67  Santana et al. (2008) 

São Paulo Vegetais minimamente 

processados 

512 0,4% Sant’Ana (2011) 

São Paulo Ovos brancos 340 1,17 % Campello (2012) 

Rio Grande do 

Norte 

Queijos de coalho 11 9% Feitosa et al. (2013) 

São Paulo Carcaça bovina 300 3% Matos et al. (2013) 

Paraná Carne mecanicamente 

separada 

390 11,02 Yamaguchi et al.(2013) 

Paraná Leite em pó 255 1,57 Yamaguchi et al.(2013) 

Paraná Carne de suíno 100 3% Turci, Begotti e 

Merlini (2013) 

Rio Grande do 

Norte  

Carne ovina  20 5%  Brito et al. (2015) 

 

1.1 Ocorrência de Salmonella em pescado e derivados 

 

O pescado é um componente nutricionalmente relevante na dieta humana e seu consumo está 

associado a benefícios como desenvolvimento do sistema neurológico na gestação e na infância 

e diminuição dos riscos de doenças do coração (Iwamoto et al., 2010). O consumo de peixes e 

derivados tem aumentado nos últimos anos, de acordo com dados da FAO nos Estados Unidos o 

consumo é de 24,05 kg/per capita/ano, na União Europeía de 22,03 kg/per capita/ano. O Japão é 

o maior consumidor com 60,78 kg/per capita/ano (State..., 2014). No Brasil segundo dados do 

Anuário da Pesca e Aquicultura (2014) o consumo é de 10 kg/capita/ano. 

No entanto, mesmo com os diversos benefícios para a saúde humana o consumo de peixes e 

derivados apresenta riscos de contaminação química, física e biológica (Iwamoto et al., 2010).  

A Salmonella spp. tem sido identificada como agente causador de surtos relacionados ao 

consumo de pescado na Europa, EUA e em diferentes países do mundo (Amagliani et al., 2012).   

De acordo com o relatório intitulado de “Sínteses sobre as Tendências e Origens de Zoonoses, 

Agentes Zoonóticos e Surtos Alimentares de 2013” da União Europeía, houve 82.694 casos em 

humanos confirmados de salmonelose nos 27 países membros no ano de 2013, um decréscimo 

de 7,9% quando comparado ao ano de 2012. Os dois sorotipos mais frequentemente reportados 

foram a S. Typhimurium e S. Enteritidis.  A Salmonella spp. foi o agente mais frequente nos 
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casos de surtos alimentares, sendo responsável por 22,5% do total. Os surtos de salmonelose 

veiculados por água e alimentos representaram um total de 1.168 casos. Os crustáceos, 

moluscos e outros mariscos representaram 1,0% dos alimentos responsáveis pelos surtos 

enquanto peixes e seus derivados por 0,6% (European..., 2015). 

O CDC (Salmonella..., 2013) relatou a ocorrência de 7.307 casos de Salmonella no ano de 2013, 

com 30 mortes nos EUA. Os sorotipos mais isolados foram Enteritidis (19%), Typhimurium 

(14%) e Newport (11%).  

De acordo com o relatório do “Centro da Ciência para Interesse Público” localizado em 

Washington no período de 2002 a 2011, o pescado e derivados foram a segunda maior categoria 

responsável por surtos com um total de 602 e 5.317 doentes, os peixes, moluscos e pratos 

baseados em frutos do mar são os produtos descritos como responsáveis pelos casos (Review..., 

2014). Em julho de 2015 o CDC registrou um surto de Salmonella Java em 11 Estados dos 

EUA, sessenta e duas (62) pessoas foram infectadas e 11 (onze) hospitalizadas após o consumo 

de atum congelado (Salmonella..., 2015).  

No Brasil de janeiro a maio de 2015, foram registrados 139 surtos, com 2.680 doentes. 

Avaliando a série histórica de 2000 a 2015, do total de 10.666 surtos, 0,9% ocorrem após o 

consumo de peixes, frutos do mar e produtos processados a base de pescado (Análise..., 2015). 

Diversos autores relataram a ocorrência de Salmonella spp. em peixes e derivados no Brasil. 

Pinheiro et al. (2006), constataram a presença da bactéria em sushi e sashimi coletados em cinco 

estabelecimentos em Fortaleza no período de 2002 a 2003 o sorotipo encontrado foi S. Newport, 

o terceiro maior sorotipo correlacionado a surtos por pescado e derivados nos EUA 

(Salmonella..., 2015) 

Resultado semelhante foi encontrado por Malavota et al. (2009), ao verificarem a ocorrência de 

Vibrio parahaemolyticus e Salmonella spp., em sashimi comercializados em restaurantes no 

munícipio do Rio de Janeiro, detectando a presença de oito amostras positivas para Salmonella 

spp. (12,5%) das 64 amostras pesquisadas. Souza et al. (200-), em pesquisa realizada no 

município de Niterói no Rio de Janeiro, para determinar a presença de Salmonella spp. em 17 

amostras de carne de cação fresca, observou a presença em 41,2% das amostras.  

Duarte et al. (2010) ao verificarem a ocorrência de Salmonella spp. em peixes e crustáceos na 

região Nordeste do país, observaram que das 143 amostras coletadas de peixes e crustáceos 

(camarão congelado e cauda de lagosta), 5% apresentaram-se positivas para a bactéria. Nunes et 

al. (2013) ao verificarem a qualidade do camarão salgado e seco e da farinha de peixe (piracuí), 

comercializados em mercados varejistas da cidade de Belém no estado do Pará. Das 27 amostras 

coletadas 13 de camarão e 14 de farinha de peixe, cinco (18,5%) amostras foram positivas para 

a Salmonella spp., demostrando que é possível o desenvolvimento desse agente bacteriano em 

alimentos com alta concentração de sal e baixo teor de umidade. 

Rall et al. (2011) avaliaram 33 amostras de peixes frescos comercializados na cidade de 

Botucatu, e detectaram a S. enterica em 3% das amostras. Onyango et al. (2009) ao avaliarem 

amostras de carne de tilápias também determinaram a presença do patógeno em  120 amostras 

coletadas no Quênia, 9 (14,3%) apresentaram Salmonella Typhimurium,7 (11,1%) amostras  de 

S. Typhi e 4 (6,3%) de S. Enteretidis. 
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1.2 Microbiota bacteriana nos peixes 

 

Diversos estudos são encontrados na literatura sobre a microbiota dos peixes e crustáceos.  

Alguns demonstram aspectos quantitativos relacionados ao número de bactérias no muco e pele 

de peixes marinhos e de água doce, bem como estudos qualitativos que descrevem sobre os 

principais gêneros de bactérias encontradas nesses animais.  

Esses estudos demonstram que diversos aspectos podem interferir na quantidade e qualidade das 

bactérias encontradas na microbiota dos peixes (Floris, 2010), entre eles a qualidade, 

temperatura e salinidade da água (Sugita et al., 1989), as variações sazonais (Pujalte et al., 

2003), a dieta dos animais (Ringø e Gatesoupe, 1998), as diferentes regiões e anatomias do trato 

gastrointestinal dos peixes avaliados (Ringo et al., 2006), assim como os estágios de 

desenvolvimento dos animais (larva, juvenil ou adulto) (Campbell e Buswell, 1983) e as 

espécies de peixes (Cahill, 1990).  

O número de bactérias do muco e da pele de peixes marinhos podem variar de 100 Unidades 

Formadoras de Colônias (UFC) a vários milhões/cm
2 
(Frazier e Westhoff, 1998). Segundo Trust 

e Sparrow (1974), as brânquias podem ter um alto percentual de bactérias, valores muitas vezes 

maiores que 10
6 

UFC/ cm
2.
 Os músculos e órgão internos são considerados por muitos autores 

como estéreis (Apun et al., 1999), embora estudos realizados na espécie de peixe pregado 

(Scophthalmus maximus) demonstrem a presença de bactérias no rim e fígado de animais sadios 

(Toranzo et al., 1993).  

Vieira (2004) descreve os gêneros predominantes em trato gastrointestinal nos peixes tais como 

Pseudomonas, Aeromonas, Plesiomonas, Carnobacterium, Flavobacterium, Acinetobacter, 

Cytophaga, Moraxella, Klebsiella, além de Vibrio, Bacillus e Micrococcus.  

Em estudo realizado na China em bagre amarelo, espécie muito comum de água doce na Ásia, 

foi possível detectar Plesiomonas, Yersinia, Enterobacter, Shewanella, Aeromonas e Vibrio na 

mucosa intestinal (Wu et al., 2010). Já em pesquisa realizada para verificar a microbiota normal 

da pele, brânquias e intestino da carpa comum, os microorganimos dominantes foram 

Flavobacterium e Vibrio na pele e nas branquias e Flavobacterium no intestino (Mahmound et 

al., 2004).  

Yaghobi et al., (2014) ao avaliarem a microbiota intestinal do Panga identificaram as bactérias 

Pseudomonas fluorescence, Micrococus luteus, Aeromonas caviae.  

 

1.3 A Salmonella spp. em peixes e crustáceos. 

 

O principal habitat das salmonelas é o trato gastrointestinal de aves, répteis e seres humanos 

(Carvalho, 2006), e embora ela já tenha sido encontrada no intestino de diferentes espécies de 

peixes tropicais tais como carpa comum, cascudos e bagre do canal (Gaertner et al., 2008), não 

é considerada como parte da microbiota intestinal normal dos peixes (Janssen e Meyers, 1968). 

Alguns questionamentos sobre o aumento da incidência da Salmonela têm sido realizados, entre 

eles a utilização de tanques escavados de terra ou reservatórios de águas sem proteção para o 

cultivo de peixes e moluscos (Linder, 2002), normalmente esses tanques estão expostos à 

contaminação ambiental por esgotos urbanos e fezes de aves e roedores infectados (D’Aoust, 

1995). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848697002998
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Em um estudo realizado no Quênia, em uma lagoa com elevada contaminação ambiental, foi 

verificado que de 120 Tilápias de vida livre coletadas, 20 foram positivas para Salmonella spp. 

(Awuor et al., 2011).  

O isolamento desse patógeno tem ocorrido tanto em águas poluídas como em águas naturais não 

poluídas. A Salmonella ssp. foi isolada em 16,7% das amostras de lagos e 20,3% das amostras 

de rios, em estudo realizado na Grécia (Arvanitidou et al., 1995). 

No Brasil em pesquisa realizada em Botucatu – SP, com o intuito de estudar a microbiota 

intestinal de 221 peixes de água doce, criados em sistemas extensivos (77 peixes) e 144 

amostras de sistemas intensivos. Foram isolados diferentes micro-organismos entre eles a 

Salmonella Tyhpimurium em 2,2% dos peixes criados em sistema extensivo e 2,1% no sistema 

intensivo (Langoni et al., 2000).  

Linder (2002) com o objetivo de determinar a presença de Salmonella spp. no conteúdo 

intestinal de peixes de água doce tais como pacu, tambaqui, matrinxã, piraputanga, tilápia, 

carpa, piauçu entre outras espécies, avaliou 211 animais (105 oriundos de criatórios e 106 de 

pesqueiros), a presença de Salmonella foi detectada em seis (5,6%) amostras do conteúdo 

intestinal de peixes de pesqueiros. Os sorotipos isolados foram Panama em pacu e carpa capim, 

Muenchen em pacu e Saintpaul em tilapia do Nilo e piauçu. 

Em estudo realizado em fazendas de cultivo de camarão marinho (Litopenaeus vannamei) no 

estado do Ceará, foi possível detectar a presença de Salmonella em três (5,3%) das 56 amostras 

analisadas, os sorotipos encontrados foram Newport e Saintpaul (Parente et al., 2011), 

demonstrando que, apesar de baixa, a presença de bactérias entéricas em ambientes de cultivo 

de camarões é preocupante para a cadeia produtiva pelos riscos à saúde humana. 

 

1.4 Fontes de infecção 

 

Atualmente o cultivo de peixes, moluscos e crustáceos baseado na utilização de tanques 

escavados na terra, ou em reservatórios de água desprotegidos ou mesmo em sistema de 

recirculação propicia a ocorrência de diversos fatores de risco para o crescimento e proliferação 

de salmonela, entre eles podemos citar a contaminação das águas por redes de esgoto, 

contaminação por fezes de animais reservatórios do patógeno entre outros. 

O isolamento de Salmonella spp. em águas poluídas tem sido frequentemente relatado. 

Rodrigues et al. (1989) identificaram a presença da bactéria em 22 praias na cidade do Rio de 

Janeiro destacando os sorotipos Typhimurium, Agona e Oranienburg. Martins et al. (1988) ao 

avaliar a presença de Salmonella spp. em ambientes aquáticos no Estado de São Paulo, 

observou que das 412 amostras coletadas em diferentes praias, 51,7% eram positivas para o 

patógeno.  

Em estudo realizado na Espanha no período de 1992 a 1996, para avaliar a incidência de 

Salmonella em três diferentes ambientes aquáticos, foram coletadas 3.164 amostras, dessas 823 

foram positivas para o patógeno, dos 55 diferentes sorotipos identificados, o mais prevalente foi 

Enteritidis, mais comumente encontrado em água do mar (Polo et al., 1999).  

Diversos sorotipos já foram isolados de águas superficiais tais como Anatum, Newport, 

Saintpaul, Muenchen e Braenderup (Haley et al., 2009). Em estudo realizado na Flórida nos 

EUA com o objetivo de determinar a qualidade das águas superficiais da região central do 

estado, de um total de 202 amostras avaliadas, 165 (81,7%) foram positivas para Salmonella. 
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Trinta e três sorotipos foram identificados, sendo os mais frequentes Muenchen, Rubislaw, 

Anatum e Gaminara. A quantidade e variedade de sorotipos confirmam relatos prévios que em 

águas superficiais é comum encontrar uma diversidade de sorotipos em um único ambiente 

(McEgan, 2014). 

A presença de Salmonella spp. em ambientes de extração de ostras também foi relatado por 

Silva et al., (201-), ao avaliarem diferentes pontos do estuário de São Francisco de Conde –BA.  

Das 23 amostras coletadas, 10 (47,4%) foram confirmadas como Salmonella spp. 

Setti et al. (2009) ao avaliarem 801 amostras de mexilhões, água do mar e sedimento marinho 

em Morocco na África, encontraram 7,1% das amostras positivas para Salmonella, sendo a 

maior prevalência em mexilhões, seguido pelo sedimento e pela água do mar.  

Nos pesqueiros, também conhecidos  como pesque-pague a situação não é diferente. Linder 

(2002) ao avaliar o perfil microbiológico do sedimento dos tanques de pesqueiros do interior de 

São Paulo, encontrou cinco amostras positivas das 13 pesquisadas (38,4%), os sorotipos 

encontrados foram Hadar, Newport e Muenchen. O fato pode ser justificado pelo hábito dos 

produtores utilizarem a cama de frango, material que naturalmente têm a presença de 

enterobactérias, inclusive a Salmonella, como adubo para o crescimento e desenvolvimento do 

fitoplâncton (Tavares, 1988).  

A utilização dos dejetos de suínos como fertilizantes na piscicultura é habitual há alguns anos 

esse consórcio suíno-peixe é uma forma de minimizar o impacto ambiental, além de diminuir 

custos de produção (Palhares, 2006), nesse sistema há um maior desenvolvimento das algas que 

serão utilizadas na alimentação dos peixes. Todavia, já foi observada uma alta ocorrência de 

suínos portadores assintomáticos de salmonelas (Bessa et al., 2004), com descrição de sorotipos 

importantes na saúde humana (Michael et al., 2002), resultando em comprometimento da 

qualidade do pescado.  

Outro fator de risco amplamente conhecido é a presença de aves e animais silvestres e 

domésticos próximos aos tanques ou criatórios de peixes.  

Hidasi et al. (2015) realizaram um estudo com o objetivo de determinar a ocorrência de 

Salmonella enterica em pombo (Columba livia) e em águia-de-asa redonda (abutres) (Atratus 

atratus), aves comuns de serem encontradas no Brasil e conhecidas por alimentarem-se de 

carcaças e outras matérias orgânicas. O índice de amostras positivas foi alto, 13% (26/200) das 

amostras fecais coletadas de pombo comum. O sorotipo de maior prevalência foi 

Schwarzengrund, seguido por Typhimurium. Na águia-de-asa redonda 5/60 (8,3%) das amostras 

foram positivas. Dessa forma ficou demonstrado que os sorotipos encontrados nas aves não são 

específicos das mesmas, e podem se adaptar a outros animais, tais como outras aves, peixes e 

mamíferos representando um fator de risco para a disseminação da bactéria no ambiente.  

A ocorrência de Salmonella em animais silvestres foi registrada por Lins (1970) no estado do 

Pará ao avaliar 1.380 amostras e identificar a S. Sandiego em roedores (Oryomys capito), 

marsupiais (Philander opossum) e répteis (Ameiva ameiva). A Salmonella Morehead em 

roedores (O. capitto), edentatos (Choloepus didactylus) e répteis (Ameiva a. ameiva), além da  

S. Christiansborg e S. Wassenaar isoladas também em répteis (Ameiva a. ameiva). 

Répteis são considerados reservatórios naturais da Salmonella e na maioria das vezes 

assintomáticos, com baixo índice de doenças reportadas (Onderka e Finlayson, 1985). Lucak et 

al. (2015), determinaram a prevalência de Salmonella spp. em répteis na Croácia. Das 292 

amostras de pele, secreção da mucosa (suabes) da cloaca e amostras fecais de lagartos, cobras, 

quelônios, 26 amostras (8,9%) foram positivas para Salmonella. Todas as subespécies isoladas 
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pertencem à espécie Salmonella enterica. Sendo que os sorotipos mais frequentes foram Halle, 

Kisarawe, Senftenberg.  

Segundo EFSA (European..., 2008) na “Avaliação de riscos microbiológicos em alimentos 

destinados a animais de produção”, a Salmonella spp. foi determinada como o maior risco 

microbiológico presente nas rações de animais.  

Alguns estudos demonstraram que a Salmonella spp. tem a capacidade de sobreviver por meses 

a anos em rações estocadas a temperatura ambiente (D’Aoust, 1994). No meio ambiente e em 

superfícies orgânicas a bactéria tem a capacidade de formar biofilmes que a protegem do stress 

do ambiente (Donlan e Costerton, 2002).  

Em estudo realizado em Minas Gerais com o intuito de verificar a qualidade microbiológica de 

farinhas de carne e osso utilizadas para produção de ração animal, 90% (9/12) das amostras 

apresentaram contaminação por Salmonella (Santos et al., 2000), outros autores também 

determinaram a presença de Salmonella em níveis que variaram de 5 a 96,67% em farinhas de 

origem animal (Giorgi et al.,1971; Silva et al., 1973; Miranda et al., 1978; Girão et al., 1983; 

Prestes et al., 1983; Berchieri Júnior, 1989; Saitanu e Jerngklinchan, 1994; Veldman, 1995; 

Bosquiroli, 1996).  

 

1.9 Tipificação de Salmonella spp. 

 

A tipificação de Salmonella spp. é um instrumento da epidemiologia que possibilita a 

caracterização e a diferenciação de estirpes de uma mesma espécie, permitindo aos 

pesquisadores compreender sobre a propagação, patogenia e filogenia das bactérias (Foxman et 

al., 2005).  

Existem ínumeras metodologias para tipificação das bactérias baseados em características 

fenotípicas e genotípicas. Os métodos fenotípicos distinguem as estirpes através da 

caracterização dos produtos da expressão gênica, tais como a presença de antígenos na 

superfície celular ou o perfil de suscetibilidade dos antimicrobianos (Tenover et al., 1995), já os 

métodos genotípicos baseiam-se na análise da estrutura genética dos micro-organismos tais 

como as enzimas de restrição, a amplificação de ácidos nucléicos e o sequenciamento de 

nucleotídeos (Yan et al., 2003).  

Existem diversas técnicas para realizar a tipificação de Salmonella spp. entre eles a 

sorotipificação, fagotipificação e perfil de suscetibilidade a antimicrobianos que são métodos 

fenotípicos e o perfil plasmodial, tipagem de sequências de multilocus (MLST), a eletroforese 

em campo pulsado (PFGE) que são considerados métodos genotípicos. 

 

1.9.1 Sorotipificação 

 

A sorotipificação é uma técnica tradicional, e importante ferramenta epidemiológica na 

identificação de Salmonella. É utilizada há anos e permite determinar prevalência, identificar 

surtos, analisar as fontes de infecção e as vias de transmissão (Olsen et al., 1993). 

A técnica é baseada na identificação dos antígenos somáticos, flagelares e capsulares presentes 

na superfície celular, permitindo a identificação dos sorotipos através do esquema de 

Kauffmann & White (Silva et al., 2007).  
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O esquema denominado Kauffmann & White divide o gênero Salmonella em sorotipos, 

baseando-se na sua composição antigênica. Os antígenos somáticos (O) são carboidratos que 

estão presentes na parte externa dos lipossacarídeos da parede celular e são designados por 

números arábicos (CDC, 2011). Os antígenos flagelares (H) compõe o flagelo das estirpes 

móveis das Salmonellas, são designados por letras minúsculas e por números arábicos e 

ocorrem em duas fases chamadas de fase um e fase dois (CDC, 2011). Na fase um os antígenos 

são identificados por letras minúsculas do alfabeto e na fase dois são identificados por números 

arábicos. Os antígenos capsulares ocorrem apenas nos sorotipos Typhi, Paratyphi e Dublin 

(Silva et al., 2007).  

O esquema é representado em forma de tabela, que contém o conjunto das características 

antigênicas, na 1° coluna está à estrutura somática, os sorotipos que apresentam as mesmas 

características são identificados por letras maiúsculas. E as outras colunas (2° e 3°) apresentam 

as estruturas flagelares (Tabela 6) (Silva et al., 2007) 

TABELA 6 

Exemplos da classificação para os principais sorotipos pelo esquema de Kauffmann & White. 

Grupo  Sorotipo  Antígeno O  Antígeno H 

Fase 1                    Fase 2 

A S. Paratyphi A  1, 2,12 a - 

B  

S. Paratyphi B  1,4,5,12 b 1,2 

S. Java  1,4,5,12 b (1,2) 

S.Typhimurium  1,4,5,12 i 1,2 

S. Agona  4,12 f,g,s - 

S. Brandenburg 4,12 I, v e, n, z15 

S. Heidelberg  1,4,5,12 r 1,2 

C1  

S. Paratyphi C 6,7 c 1,5 

S. Choleraesuis  6,7 c 1,5 

S. Montevideo  6,7 g,m,s - 

C2  S. Newport  6,8 e,h 1,2 

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2007) 

 

1.9.2 Tipagem de sequências de multilocus (MLST) 

 

O método de “Multi locus sequence typing” (MLST) foi proposto por Maiden et al. (1998) para 

a bactéria Neisseria meningitidis, como uma alternativa para as metodologias tradicionais por 

apresentar alta reprodutibilidade. 

A metodologia é baseada no sequenciamento de genes essenciais ou de manutenção conhecidos 

como housekeeping, como a mesma avalia mais de um gene tem um poder discriminatório 

maior quando comparado a outras técnicas. Dessa forma é um método de tipagem muito usado 

para rastreamento de surtos de infecções, reconhecimento de clones hipervirulentos, 

estabelecimento da relação clonal e no controle e erradicação das doenças (Olive e Bean, 1999).  
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Para Salmonella enterica o MLST é realizado para sete genes housekeeping de 

aproximadamente 500 pares de bases (Tabela 7), a primeira descrição da utilização do método 

para a espécie ocorreu em 2002, por Kidgell e colaboradores, desde então algumas atualizações 

na metodologia foram descritas. Em 2012, uma descrição completa do esquema e uma revisão 

das estirpes de Salmonella enterica subs. enterica foi publicado com o intuito de propor a 

substituição da utilização do método de sorotipificação antigênica pelo MLST, os resultados 

iniciais sugerem haver uma correlação entre os sorotipos e as sequências tipos, com algumas 

exceções. (Achtman et al.,2012) 

TABELA 7 

Características dos fragmentos dos genes utilizados na reação de MLST para Salmonella enterica. 

Fragmento do 
gene 

Produto gênico Amplicon (pb) Fragmento 
sequenciando (pb) 

thrA Aspartato quinase homoserina 
desidrogenase 

852 501 

purE Phosphoribosylaminoimidazole 
carboxylase 

510 399 

sucA Alfa-cetoglutarato desidrogenase 643 501 

hisD Histidinol-desidrogenase 894 501 

aroC Corismato sintase 826 501 

hemD Uroporfirinogênio III co-sintetase 666 432 

dnaN Subunidade Beta da DNA-polimerase 833 501  

Fonte: Protocols... [200-] 

A técnica baseia-se no sequenciamento de genes essenciais, após essa etapa as sequências são 

depositadas em um banco de dados on line (http://www.pubmlst.org/databases), onde cada 

sequência corresponde a um alelo. O conjunto de alelos de cada amostra é conhecido como 

sequence typing ou sequência tipo (ST) (Maiden et al., 2006).  

Os dados gerados pelo banco podem ser compartilhados por pesquisadores em todo mundo, 

permitindo comparar o perfil dos isolados com os depositados no banco. Como existem muitos 

alelos para cada um dos sete genes, é difícil que os isolados tenham o mesmo perfil alélico por 

acaso, dessa forma quando isso ocorre os mesmos podem ser considerados como membros do 

mesmo clone (Maiden et al., 1998; Spratt, 1999; Deurenberg e Stobberingh, 2008). 

O algoritmo BURST (http://www.ebust.mlst.net) foi desenvolvido para utilizar os dados 

produzidos pelo MLST, ele possibilita o estudo de evolução e população de um grande número 

de bactérias, dividindo os dados em isolados relacionados de um mesmo grupo em complexos 

clonais (CC) ou de singletons (ST que não se agrupam em CC) (Deurenberg e Stobberingh, 

2008).  
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CAPÍTULO 2 

OCORRÊNCIA E SOROTIPAGEM DE Salmonella enterica ISOLADA EM 

PEIXES NATIVOS NO BRASIL. 

 

2.1 Introdução 

 

Salmonella é uma bactéria causadora de inúmeros surtos alimentares no Brasil e no Mundo, 

capaz de colonizar diversos hospedeiros. É em geral transmitida aos seres humanos por ingestão 

de alimentos contaminados, principalmente em produtos de origem animal (Pires, 2012).  

A ocorrência do patógeno em pescado e produtos derivados já foi determinada em alguns 

estudos (Liuson, 2003; Alvares et al., 2008; Dantas et al., 2012), embora as fontes de infecção 

não foram determinadas e os inquéritos em sua maioria foram realizados em restaurantes, 

supermercados e lanchonetes. Desta forma a contaminação pode estar relacionada à falta de 

higiene na manipulação, transporte e armazenamento dos produtos. 

Embora a presença de Salmonella enterica em peixes tropicais já tenha sido relatada em 

pesqueiros no Estado de São Paulo (Linder, 2002), na literatura não existem estudos sobre a 

ocorrência de Salmonella em peixes nas pisciculturas comerciais de alta produção no país. 

A determinação da ocorrência, bem como das fontes de infecção são essenciais para a 

implementação de medidas de controle e mitigação da infecção ainda nas fazendas, evitando ou 

minimizando a contaminação dos produtos no processamento. Portanto o objetivo desse 

trabalho foi determinar a ocorrência de Salmonella em peixes nativos no Brasil em fazendas de 

alta produção e realizar a sorotipagem e genotipagem dos isolados. 

 

2.2 Material e métodos 

 

2.2.1. Delineamento epidemiológico  

 

No ano de 2012 após confirmação de casos de contaminação por Salmonella spp. em pescado 

em frigoríficos fiscalizados pelo Serviço de Inspeção Federal (SIF), o Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA) e o Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA) em parceria 

com Laboratório Oficial Central da Rede de Laboratórios do Ministério da Pesca e Aquicultura 

(AQUACEN) realizaram visitas técnicas a fazendas de alta produção de peixes nativos no Brasil 

para coleta de material.  

As coletas foram realizadas no período de 2012 a 2015, sendo realizadas cinco coletas de 

amostras de insumos (ração e matérias primas utilizadas para produção da ração), água dos 

tanques de cultivo de peixes, suabes de brânquias e suabes da região posterior do trato 

gastrointestinal de tambaquis, matrinxã, piau, pintado amazônico, caranha e tilápia.  

Também foram coletadas fezes de animais encontradas próximo aos tanques de cultivo, e 

músculo de tambaquis, matrinxã e pintado amazônico em cinco pisciculturas comerciais. 

(Anexo II) 
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2.2.2 Caracterização das regiões estudadas  

 

O estudo foi realizado nos Estados de Mato Grosso, Tocantins e São Paulo. O Estado do Mato 

Grosso está localizado na região Centro-Oeste do país e no ano de 2014 foi o segundo maior 

produtor de peixes com uma produção de 60.946.144 mil quilos, sendo responsável por 15,8% 

da produção total do Brasil (Produção..., 2014 

O Estado de São Paulo foi o sexto maior produtor de peixes no mesmo ano com uma produção 

de 27.441.700 mil quilos. O Estado do Tocantins, localizado na região Norte é 15° na produção 

de peixes com uma produção de 9.613.291 mil quilos (Produção..., 2014). 

 

2.2.3 Caracterização das pisciculturas comerciais estudadas 

 

As coletas foram realizadas em cinco pisciculturas comerciais de alta produção, os Estados de 

localização das fazendas podem ser acompanhados na tabela 8. 

 
TABELA 8 

Estados de localização das propriedades utilizadas no estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Fazenda A, possui uma área total de 225 hectares e 112,5 de área construída, capacidade de 

produção de cinco milhões de alevinos por ano, possui 83 tanques escavados de alevinagem e 

45 tanques escavados de engorda.  Entre as espécies produzidas na piscicultura estão o pintado 

amazônico, o tambaqui e a tilápia. A empresa possui um frigorífico próprio, com capacidade de 

abater 22.500 kg por dia, entre os produtos processados estão filé de pintado, costela de 

tambaqui e filé de tilápia.  

A Fazenda B possui 800 hectares de lâmina d’agua, com produção de 300 toneladas por mês e 

cultivo de tambaqui, pintado, matrinxã, caranha e piau. Os animais são mantidos em represas 

em sistema de policultivo, as mesmas são abastecidas com água proveniente da chuva, não 

havendo renovação de água durante o ciclo de produção.  A empresa possui um frigorífico com 

capacidade de produção de peixes inteiros, frescos e eviscerados. A Fazenda C está localizada 

no município de Brejinho do Nazaré-TO e é fornecedora dos alevinos para a Fazenda B. 

A Fazenda D pertence a um grupo empresarial, com produção anual de 15 milhões de alevinos, 

entre as espécies produzidas estão tambaqui, tambacu, pacu, pintado amazônico, a piraputanga.  

A empresa possui 300 hectares de lâmina d’agua e realiza a produção dos animais em grandes 

lagos. A empresa possui frigorífico com capacidade de abate de 40 toneladas/dia, os principais 

produtos produzidos são filé de peixe inteiro, peixe eviscerado sem escamas, bolinhos de peixe, 

costelinha de peixe, hambúrguer de peixe empanado e linguiça.   

Propriedades Localização da Propriedade  

Fazenda A Mato Grosso 

Fazenda B Tocantins  

Fazenda C Tocantins  

Fazenda D Mato Grosso  

Fazenda E São Paulo 
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A última propriedade denominada Fazenda E tem a produção de alevinos de pintado, matrinxã, 

patinga, pirarucu e tilápia em tanques escavados e realiza venda e comercialização dos mesmos 

em todo o país. Possui frigorífico próprio e os principais produtos são o filé de tilápia, costelas 

de tambaqui e postas de pintado.  

 

2.2.4. Processamento das amostras 

 

As amostras de suabes de brânquias e de trato gastrointestinal foram transportadas em meio 

seletivo Rappaport-Vassiliadis. As amostras de água, insumos, fezes de animais e músculo 

foram acondicionadas em tubos estéreis tipo Falcon de 50 ml até o AQUACEN. 

No laboratório as amostras de suabes de TGI e brânquias foram enriquecidas em meio seletivo 

Rappaport-Vassiliadis por 24 horas a 37°C. Posteriormente, 10 µl do caldo foram plaqueados 

em Ágar Entérico de Hektoen para isolamento seletivo de Salmonella.  

As amostras de água dos tanques de cultivo dos peixes, ração, fezes coletadas próximo aos 

tanques e músculo foram enriquecidas em água peptonada 1%  por 24 horas e posteriormente 10 

µl foram plaqueados em Ágar Entérico de Hektoen para isolamento seletivo de Salmonella.As 

placas foram incubadas por 24 horas a 37°C. Colônias com morfologia sugestiva de Salmonella 

spp. foram coletadas e replaqueadas em Ágar Entérico de Hektoen. 

 

2.2.5 Extração de DNA 

 

Das colônias com características sugestivas de Salmonella spp. foi extraído o DNA utilizando o 

kit para extração de tecidos e culturas “Maxweel ® 16 Tissue DNA Purification Kit” e o 

equipamento Maxwell ® 16 MDx Research Instrument (Promega), de acordo com as 

recomendações do fabricante. A quantidade de DNA extraído foi quantificada por 

espectrofotometria com o equipamento Nanodrop® (ThermoScientific).  

 

2.2.6 Identificação dos isolados por Reação de Cadeia de Polimerase (PCR)  

 

O diagnóstico por PCR foi realizado de acordo com o descrito por Amavisit et al., (2001). A 

reação consistiu de 50 μM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl2, 0,4 μM de cada primer (Tabela 9) e 

1U Taq polimerase para um volume final de 25 μL de reação. Foi utilizado 50 ng de DNA 

template (2 μL).  

A amplificação foi realizada através do processo descrito a seguir: 1 ciclo a 95°C por 15 

minutos; 30 ciclos a 95°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto; e a extensão 

final a 72°C por 7 minutos. A PCR foi realizada em termociclador Veriti 96-well (Applied 

Biosystems, EUA). Os produtos da PCR foram revelados com brometo de etídeo e visualizados 

em gel de agarose a 1,5%. 
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TABELA 9 

Sequência de primers utilizados para a amplificação do DNA via PCR segundo Amavisit et al., (2001). 

Primer Sequencia 5’- 3’ 

S18 ACCGCTAACGCTCGCCTGTAT 

S19 AGAGGTGGACGGGTTGCTGCCGTT 

 

2.2.7 Sorotipificação antigênica 

 

As amostras consideradas positivas pela PCR foram repicadas em ágar Muller Hilton incubados 

a 37°C por 24 horas e encaminhadas para realização da sorotipificação antigênica no 

Laboratório de Enterobactérias - LABENT da Fundação Oswaldo Cruz - FIOCRUZ. 

 

2.2.8 Realização do MLST 

 

A técnica de MLST para determinação dos sorotipos de Salmonella é baseada no 

sequenciamento e avaliação de regiões internas de sete genes conservados (“housekeeping”) 

(thrA-aspartato quinase homoserina desidrogenase; purE-phosphoribosylaminoimidazole 

carboxylase; sucA-alfa-cetoglutarato desidrogenase; hisD-histidinol-desidrogenase; aroC-

corismato sintase; hemD-uroporfirinogênio III co-sintetase; e dnaN-subunidade Beta da DNA-

polimerase III). (Tabela 10) 

Essa técnica foi realizada de acordo com metodologia descrita por Achtman et al., (2012). Os 

iniciadores (“primers”) utilizados nas reações de PCR estão apresentados na tabela 10. Um 

volume de 25 µl de mistura compôs o mix de cada análise de PCR, contendo 0,2 µg de DNA, 

2,5 mM MgCl2, 250 µg de dNTP, 25 pmol de cada primer e 1 U de Taq polimerase. 

As condições da PCR foram: 10 minutos a 94°C, 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 

55°C, 1 minuto a 72°C e 5 minutos a 72°C. A amplificação foi realizada em termociclador 

Veriti 96 Well (Applied Biosystems, EUA). 

Os produtos da PCR foram visualizados através da eletroforese em gel de agarose a 1,5% e 

revelados com brometo de etídio 0,5 mg/mL.  Imagens dos géis foram capturadas utilizando o 

equipamento L-PIX (Loccus Biotecnologia, Brasil). 
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TABELA 10 

Gene alvo e iniciadores utilizados no MLST para determinação do tipo génetico Salmonella. 

Gene Alvo Sequência dos Iniciadores Amplicon (pb) 

thrA F 5'-GTCACGGTGATCGATCCGGT-3' 

R 5'-CACGATATTGATATTAGCCCG-3 

852 pb 

purE F 5'-GACACCTCAAAAGCAGCGT'-3' 

R 5'-AGACGGCGATACCCAGCGG-3 

510 pb 

sucA F 5'-CGCGCTCAAACAGACCTAC-3 

R 5'-GACGTGGAAAATCGGCGCC-3 

643 pb 

hisD F 5'-GAAACGTTCCATTCCGCGC-3' 

R 5-GCGGATTCCGGCGACCAG-3 

894 pb 

aroC F 5'-CCTGGCACCTCGCGCTATAC-3' 

R 5'-CCACACACGGATCGTGGCG-3' 

826 pb 

hemD F5'-GAAGCGTTAGTGAGCCGTCTGCG-3' 

R5'- TCAGCGACCTTAATATCTTGCCA-3 

666 pb 

dnaN F5'-ATGAAATTTACCGTTGAACGTGA-3 

'R1 5'-CCGCGGAATTTCTCATTCGAG-3' 

833 pb 

 

Após a amplificação, os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit Purelink Preps 

(Life Technologies, EUA).  

A reação de sequenciamento foi realizada utilizando o kit BigDye™ Terminator Cycle 

sequencing (Life Technologies, EUA) e o equipamento ABI 3730XL Genetic Analyzer (Life 

Technologies, EUA).  

As sequências foram alinhadas e os contigs gerados com o uso do programa Bioedit (Thompson 

et al., 1994). Para a análise de MLST, cada gene foi analisado individualmente para 

determinação dos alelos e posteriormente os sete genes de cada isolado avaliados conjuntamente 

para determinação do tipo genético (“ST-Sequence Type”) por meio de ferramentas disponíveis 

no site (http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica). A diversidade genética dos isolados foi 

calculada pelo Índice de Diversidade de Simpson (ISD) (Hunter e Gaston, 1988). 

O programa eBURST V3 (http://eburst.mlst.net) foi utilizado para identificar complexos clonais 

de Salmonella dos diferentes isolados. Para a construção da árvore filogenética as sequências 

foram concatenadas com o uso do programa Bioedit (Thompson et al., 1994), as matrizes de 

distância geradas foram baseadas no modelo de substituição Kimura 2-parâmetros e construído 

o dendograma através do método de Neighbor-Joining  no programa MEGA 6 versão 6.06 

(Tamura et al., 2013). 

 

2.3 Resultados e discussão 

 

2.3.1. Ocorrência de Salmonella enterica em amostras de fazendas nos Estados do 

Tocantins, Mato Grosso e São Paulo. 

 

Foram coletadas 569 amostras (Tabela 11 e Anexo II e III) de cinco fazendas dos Estados do 

Tocantins, Mato Grosso e São Paulo. Dessas, 39 (6,85%) isolados de Salmonella enterica 

(Gráfico 1).  
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TABELA 11 

Frequência de amostras positivas para Salmonella enterica por Fazenda. 

Identificação da 

propriedade 

Número de amostras 

coletadas 

Número de amostras 

positivas 

Frequencia de 

amostras positivas 

(%) 

Fazenda A 49 4 8,16 % 

Fazenda B 257 23 10, 22% 

Fazenda C 77 12 15, 58% 

Fazenda D 5 - - 

Fazenda E 181 - - 

Total 569 39 6,85% 

 

As amostras positivas foram detectadas nas Fazendas A, B e C. Na fazenda A localizada no 

Mato Grosso, foram coletadas amostras de suabes de TGI de tambaqui e pintado, suabes de 

brânquia de pintado e tambaqui, intestino de tambaqui, água dos tanques de cultivo dos peixes e 

fezes de animais encontradas próximos aos tanques. Houve amostras positivas para suabes de 

TGI de tambaqui (2) e pintado (1) e amostras da água dos tanques de cultivo dos peixes (1). Na 

Fazenda A ocorre a produção de grande parte dos alevinos utilizados, entretando os alevinos de 

tilápia e tambaqui são adquiridos de empresas do Paraná e Rondônia, respectivamente. A 

Fazenda D também é um fornecedor de alevinos para a Fazenda A, e nessa não foi encontrada 

nenhuma amostra positiva para Salmonella enterica. 

A Fazenda B é especializada na produção, processamento e comercialização de peixes nativos, 

principalmente tambaqui, pintado amazônico, matrinxã, curimba e piau. Os alevinos são 

adquiridos da empresa C localizada no município de Brejinho de Nazaré-TO. Em ambas as 

empresas foi possível detectar a presença de amostras positivas para Salmonella enterica.   

Na fazenda E não foi detectada nenhuma amostra positiva para Salmonella. A quantidade de 

amostras positivas podem ser vistas no gráfico 1. 
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GRÁFICO 1. Amostras positivas para Salmonella enterica pelo método de PCR. 

 

Quatrocentos e trinta e uma amostras (431) foram coletas de suabes de trato gastrointestinal de 

tambaqui, matrinxã, piau, pintado, tilápia e caranha, sendo 7,88% (34) das amostras positivas 

para S. enterica. Resultados próximos foram descritos por Lorezon (2009) ao relatar a presença 

de Salmonella spp. em duas (4,44%) amostras de TGI de peixes. Linder (2002) ao avaliar o 

conteúdo do TGI de peixes tropicais no Estado de São Paulo encontrou amostras positivas para 

Salmonella enterica em pacu, carpa comum, carpa capim, tilápia do Nilo e Piauçu.   

Youssef et al. (1992) também verificaram a presença de Salmonella em 3,9% das amostras de 

trato gastrointestinal de tilápias.  

A presença de Salmonella no TGI dos peixes já foi descrita na literatura, alguns autores sugerem 

que os peixes são possíveis portadores de Salmonella em seus intestinos por um curto período 

de tempo, outros que os peixes podem ser ativamente infectados pelo patógeno (Pullela, 1997). 

Pouco se sabe sobre a persistência e a disseminação da Salmonella em peixes expostos a 

bactéria por via oral (Nesse et al., 2005). 

Ao avaliar as fezes de animais encontradas próximas aos tanques de criação, foi detectada a 

presença de duas amostras positivas das nove amostras avaliadas. Sugere-se que as fezes 

encontradas eram de capivara devido às características das mesmas. Bandarra et al. (1995) 

descreveram a ocorrência de um caso de septicemia por Salmonella spp. em uma capivara 

fêmea adulta na cidade de Londrina – Paraná. Nogueira (1998) identificou três estirpes de 

Salmonella em fezes de capivara, sendo uma do sorotipo Belem e as outras do sorotipo 

Paratyphi B, sendo esse de ocorrência rara em animais domésticos e silvestres. 

As brânquias exercem papéis vitais para os peixes, são responsáveis por troca gasosas, 

osmorregulação, equilíbrio ácido básico e excreção de compostos nitrogenados (Machado, 

1999). A brânquia é a principal superfície de contato com o ambiente externo, e alvo dos 
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poluentes encontrados na água devido a sua extensa área superficial (Wong e Wong, 2000). É 

sabido que o ambiente aquático constitui um dos maiores reservatórios de Salmonella e os 

produtos derivados do pescado são reconhecidos como os maiores transportadores de agentes 

patogênicos de origem alimentar (Kamat et al., 2005; Upadhyay et al., 2010).    

Foram coletadas 23 amostras de suabes de brânquias de tambaqui (13), matrinxã (2), piau (2) e 

pintado (6). Apenas uma amostra de suabe de brânquia de matrinxã foi positiva para Salmonella 

enterica. A ocorrência de Salmonella spp. em brânquias de peixes já foi relatada por  Nwiyi e 

Onyeabor (2011), que identificaram a presença do patógeno em 12 (40 %) amostras de 

brânquias de tilápia do Nilo das 30 avaliadas. 

Yagoub (2009) ao avaliar tilápias frescas relatou que das 150 amostras coletadas, duas (1,2%) 

amostras de brânquias foram positivas para Salmonella spp. além de detectar a presença do 

patógeno em intestino e músculo. 

A qualidade das águas dos viveiros e tanques pode influenciar a qualidade microbiológica dos 

peixes e seus produtos (Pal e Dasgupta, 1992).  A ocorrência de bactérias entéricas em tanques 

de aquicultura determina a necessidade de cuidados e rígido controle higiênico durante o 

manejo e a evisceração dos animais, com o objetivo de evitar a transferência das bactérias da 

água e do trato gastrointestinal dos animais para o músculo dos peixes (Lorezon et al., 2010).  

Nesse estudo 43 amostras de água dos tanques de criação de peixes foram avaliadas para a 

presença de Salmonella enterica, sendo duas (4,65%) positivas para o patógeno. O isolamento 

da Salmonella spp. já ocorreu em águas de cultivo de peixes em pesqueiros no Brasil (Linder, 

2002; Liuson, 2003; Eler et al., 2006), e em rios (Paula, 2011).  

Os sedimentos dos tanques são caracterizados por uma mistura de partículas do solo e diferentes 

estágios de decomposição da matéria orgânica (Tavares, 1995). Nesse estudo foram avaliadas 

duas amostras de sedimentos e não foi encontrada a presença de S. enterica.  Linder (2002) por 

sua vez verificou a presença de Salmonella spp. em 38,46% das amostras de sedimento 

coletadas em tanques no interior do Estado de São Paulo. Os sorotipos identificados foram 

Muecnchen, S.enterica subespécie enterica sorotipo 4,5,12:b, Hadar e Newport.   

A ração é conhecida como um veículo de transmissão de Salmonella, sendo que a bactéria tem a 

capacidade de sobreviver por períodos prolongados que podem variar de meses até anos como 

demonstrado por D’Aoust (1995). Embora essa seja uma fonte de infecção conhecida para os 

animais de forma geral, os resultados da presença da bactéria nas rações e farinhas de produto 

de origem animal variam 5 a 96,67% (Bosquiroli, 1996). Segundo os padrões higiênicos 

sanitários brasileiros as farinhas de vísceras, penas e carne devem apresentar ausência de Salm  

Das 569 amostras coletadas 41 eram de rações e insumos para produção de rações (farinhas de 

peixe, carcaça, vísceras, sangue, carne e ossos e farinha de frango), nenhuma das amostras foi 

positiva para Salmonella enterica. Resultado similar foi encontrado por Linder (2002) ao avaliar 

44 amostras de rações de pesqueiros e criatórios de peixes tropicais no Estado de São Paulo, não 

encontrando nenhuma amostra positiva em sua avaliação.  

Um dos fatores que podem influenciar nesses resultados é a dificuldade de obtenção de uma 

amostra representativa de ração, seja nas fazendas ou nas fábricas de ração (Funk et al., 2001; 

Kich et al., 2005), outra questão é falta de capacidade de comparação entre os métodos de 

detecção e amostragem, de forma geral os estudos são realizados qualitativamente sendo raros 

os estudos que quantificam o micro-organismo (Davies et al., 2000). O tamanho das alíquotas 

coletadas, assim como a frequência e a intensidade são fatores que podem influenciar nos 
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resultados, embora não haja na literatura recomendações quanto a isso (Davies et al., 2000; 

Malorny et al., 2008). 

Os ingredientes e a ração animal são produtos de baixa atividade de água (Aw). Dessa forma as 

células de Salmonella quando presentes permanecem desidratadas, assim é necessário que os 

métodos de isolamento em ração sejam capazes de recuperar e multiplicar células lesadas, 

investindo em etapas de enriquecimento seletivo, entretanto é necessário lembrar que a 

sensibilidade desses meios é influenciada pela concentração do agente e pela presença de micro-

organismos competidores (Davies et al., 2000; Malorny et al., 2008). 

Foram coletadas seis amostras de carnes (músculo) de tambaqui, pintado e matrinxã, nenhuma 

amostra foi considerada positiva para Salmonella enterica, a legislação brasileira preconiza 

ausência de Salmonella spp. em 25 gramas em pescado resfriados ou congelados segundo a 

RDC n°12 (Brasil, 2001).  Mus et al. (2014) ao avaliarem a qualidade de peixes, mexilhões e 

camarões na Turquia, relataram que das 100 amostras avaliadas nenhuma apresentou 

contaminação por Salmonella. 

 

2.3.2. Sorotipificação 

 

As 39 amostras positivas para Salmonella foram encaminhadas para o LABENT na Fiocruz para 

a realização da sorotipificação antigênica (Anexo IV), 37 amostras foram identificadas como 

Salmonela enterica subs. enterica,  uma amostra como S. enterica subsp enterica (O:4, 5:b:-) 

nessa última não sendo detectável estrutura flagelar e uma amostra de Salmonella enterica subs. 

arizonae. (Gráfico 2)  

 

 
GRÁFICO 2. Sorotipos de Salmonella enterica subs. enterica identificados pelo 

Laboratório de Enterobacterias (LABENT) 
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No Brasil os sorotipos Panama, Saintpaul, Heidelberg estão listados entre os 20 sorotipos mais 

frequentemente encontrados em humanos, ambiente, animais e produtos de alimentação para 

humanos, no período de 2001 a 2007 (Hendriksen et al., 2011). Os sorotipos Heidelberg, 

Saintpaul, Hadar estão listados entre os 20 sorotipos mais encontrados no período de 2007 a 

2012 nos EUA (Salmonella..., 2015).  

Os sorotipos encontrados nesse estudo são descritos como importantes agentes causadores de 

surtos em humanos nos últimos anos. O sorotipo Hadar foi responsável por surto de 

salmonelose nos EUA em 2015 afetando 78 pessoas em 30 estados, 29 pessoas foram 

hospitalizadas (Salmonella..., 2015). Em 2014 um surto em uma maternidade e unidade neonatal 

foi descrito na Inglaterra, o mesmo ocorreu após a admissão de uma mãe com sintomas de 

diarreía, 11 pessoas foram contaminadas incluindo bebês de até três meses de vida, foi a 

primeira descrição de Salmonella Hadar envolvendo neonatais. (Deshpande et al., 2015)   

Em 2014 um total de nove pessoas foram infectadas por Salmonella Heidelberg no Tennessee, 

duas foram hospitalizadas após o consumo de produtos a base de carne mecanicamente separada 

de frango (Salmonella..., 2015). Um surto internacional associado à Salmonella Heidelberg foi 

decrito em 2014 em um grupo de 32 passageiros irlandeses ao retornar em voo comercial da 

Tanzania, ao realizar a investigação foi determinado que o surto estava relacionado a outros 25 

casos adicionais ocorridos na Irlanda, Noruega, EUA e Canadá, todos os casos ocorreram após 

consumo de omelete e torta a base de leite servidos em voos comerciais. (Rebolledo et al., 

2014),  

Em 2013, o sorotipo Saintpaul foi agente causador de salmonelose em 84 pessoas após o 

consumo de pepino em 18 estados nos EUA, 28 % das pessoas foram hospitalizadas e nenhuma 

morte foi reportada (Salmonella..., 2015). 

Em 2014, outro surto de salmonelose pelo sorotipo Saintpaul foi descrito nos EUA após o 

consumo de alfafa, um total de 37 pessoas foram acometidas (Pot, 2014), o mesmo sorotipo foi 

responsável por um surto nos EUA em 2008 após o consumo de tomates crus, 1500 pessoas 

foram infectadas, dessas 21% foram hospitalizadas e 2 morreram (Behravesh et al., 2011). 

O sorotipo Panama foi responsável por surto em 2011 após o consumo de melão proveniente de 

uma única fazenda produtora na Guatemala um total de 20 pessoas adoeceram nos EUA. 

(Salmonella..., 2015). 

O sorotipo Brandenburg é o terceiro maior causador de surto de salmonelose na Nova Zelândia 

sendo isolado de 90 amostras de humanos doentes no período de 2002 a 2007 de um total de 

1560. (Broughton, 2010)  

Uma amostra de TGI de tambaqui foi sorotipificada como Salmonella enterica subsp. arizonae, 

essa subespécie é comumente encontrada em estômagos de répteis, sendo as cobras os principais 

reservatórios, casos de doenças em humanos são raros e quando ocorrem estão relacionados a 

crianças e indivíduos imunossuprimidos. Em 2003, uma criança portadora de microencefalia 

veio a óbito na Índia, após apresentar febre e diarreía com muco e sangue por 20 dias. Após a 

realização de exames laboratoriais foi identificada a Salmonella enterica subsp. arizonae nas 

fezes do paciente, realizado um inquérito epidemiológico descobriu-se que o pai da criança era 

um encantador de cobras e possuía uma interação profissional com répteis em sua residência 

(Mahajan et al.,2003).  

Com o acréscimo do hábito de possuir répteis como animais de estimação aumentou o número 

de casos de infecções por Salmonella enterica subsp. arizonae (Bhatt et al., 1989), casos foram 

descritos nos EUA e no México, nesse último  país muitas das vezes pelo consumo de produtos 
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a base de cobras como cápsulas a base de  pó de cobra esmagada utilizadas como alternativa de 

tratamento medicamentoso (Casner e Zuckerman, 1990).  

Na Itália um caso recente foi descrito na literatura, um homem de 43 anos de idade, 

imunodeprimido devido à hiperglobulinemia apresentou febre, diarreía com muco e dores 

abdominais, ao diagnóstico foi determinado o isolamento da Salmonella enterica subsp. 

arizonae, no inquérito epidemiológico o homem relatou não ter contato com répteis, dessa 

forma conclui-se que a salmonelose ocorreu devido a ingestão de alimentos contaminados 

(Bella et al., 2011), a espécie já havia sido encontrada  na Inglaterra em pasta italiana importada 

nos anos 90 (Hall e Rowe,1990) e em um tipo de queijo tradicional  produzido na região central 

da Itália (Chaves-López et al., 2006). Demonstrando dessa forma que embora rara, a infecção 

em humanos por Salmonella enterica subsp. arizonae pode ocorrer pelo contato com répteis e 

também por via oral através da ingestão de alimentos contaminados.  

Não houve relação entre a espécie de peixe e a origem da amostra e o sorotipo, sendo detectado 

em uma mesma fazenda diferentes sorotipos, assim como diferentes sorotipos na mesma espécie 

de peixe. (Tabela 12)  

TABELA 12 

Sorotipificação das amostras de Salmonela enterica subs. enterica isoladas de suabes de TGI e brânquias 

de  peixes, água de tanques de cultivo de peixes e fezes de aimais encontradas próximas aos tanques. 

 

Na Fazenda A foram identificados quatro sorotipos. As amostras são provenientes de TGI de 

peixes e água de tanques de cultivo.  

Na Fazenda B foram encontrados cinco sorotipos de amostras de água dos tanques de cultivo 

dos peixes, suabes do TGI, suabes de brânquias e fezes de animais encontradas próximas aos 

Local de coleta Material coletado Sorotipo encontrado Número de isolados 

Fazenda A 

Pintado S. enterica subsp 

enterica (O:4, 5:b:-). 

1 

Tambaqui Saintpaul 1 

Tambaqui Heidelberg 1 

água dos tanques Panama 1 

Subtotal 4 

Fazenda B 

Matrinxã Panama 1 

Piau Heidelberg 3 

Piau Hadar 4 

Piau Brandenburg 2 

Pintado Heidelberg 2 

Pintado Brandenburg 1 

Pintado Saintpaul 2 

Tambaqui Heidelberg 1 

Tambaqui Hadar 2 

Tambaqui Panama 1 

água dos tanques Brandenburg 1 

Fezes de animais Hadar 2 

Subtotal 22 

Fazenda C Tambaqui Hadar 6 

Caranha Hadar 6 

Subtotal 12 

Total 38 
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tanques. Nessa fazenda o mesmo sorotipo encontrado na água (Brandenburg) foi encontrado em 

TGI de pintado amazônico e piau.  

A qualidade microbiológica da água dos tanques de piscicultura influencia a qualidade 

microbiológica do pescado (Pal e Dasgupta, 1992). Guzmán et al. (2004) sugerem que a maioria 

das bactérias entéricas encontradas nas águas de cultivo são recuperadas no tratogastro intestinal 

dos peixes.  

A água é importante veículo na propagação das salmoneloses e conforme a Organização 

Mundial de Saúde (OMS), 80% das doenças ocorridas em países em desenvolvimento são 

decorrentes de contaminações provenientes das águas (Health..., 1997). 

Polo et al. (1999) ao realizarem um levantamento sobre a incidência de Salmonella enterica em 

rios no norte da Espanha durante o período de 1992 a 1996, encontraram 55 sorotipos em 823 

amostras positivas, entre essas a presença de 28 amostras do sorotipo Brandenburg e oito 

amostras do sorotipo Panama.  Loureiro (2007)  ao avaliar 694 amostras de águas de diferentes 

origens (rio, igarapé, baías, praias e córregos) de 11 municípios do Estado do Pará  

identificou77 sorotipos de salmonela, destacando-se os sorotipos Saintpaul, Panama, Hadar e 

Agona.  

O mesmo sorotipo das fezes encontradas próximas aos tanques foi encontrado no TGI de piau e 

tambaqui, sugerindo uma fonte de infecção por contaminação dos tanques por amostras de 

fezes. Pelas características das fezes encontradas conclui-se que as fezes eram de capivaras. A 

Salmonella enterica já foi isolada em capivaras (Nogueira, 1998), mas não há relatos na 

literatura da descrição do sorotipo Hadar nesse mamífero. 

As fezes de humanos e animais são os materiais biológicos descritos como mais importantes na 

transmissão e propagação de uma variedade de doenças transmissíveis entre elas à febre tifoíde, 

febre paratifoíde, as salmoneloses e o cólera (Feachem et al., 1983) 

Na fazenda C houve a ocorrência de apenas um sorotipo sendo o mesmo encontrado em TGI de 

tambaqui e caranha. A fazenda C é fornecedora de alevinos para a Fazenda B, e o mesmo 

sorotipo (Hadar) foi encontrado em ambas as fazendas.  

Os cinco sorotipos encontrados no estudo foram descritos em peixes e produtos derivados. O 

sorotipo Panama já havia sido encontrado em peixes na América do Sul, a Salmonella Saintpaul 

foi  descrita na Índia, México, América do Norte e América do Sul, a Salmonella Heidelberg em 

pescado na Índia e na América do Sul e o sorotipo Hadar em produtos à base de peixes na Índia 

e América do Sul (FAO..., 2010). O sorotipo Brandenburg mais comumente encontrado em 

ovelhas, foi descrito em peixes na Malásia (Tunung et al., 2007). 

Na literatura não há muitos relatos descrevendo a presença de Salmonella enterica em TGI de 

peixes nativos, e tropicais no Brasil. A maioria dos artigos descrevem sobre a presença desse 

patógeno em produtos como filé de peixe, peixe fresco ou preparações a base de pescado, 

entretanto em estudo realizado em Botucatu-SP, estudando a microbiota do conteúdo intestinal 

de 221 peixes de água doce criados em sistemas extensivo e intensivo, foi possível isolar S. 

Typhimurium em 2,28% dos peixes criados em sistema extensivo e 2,11% no sistema intensivo 

(Langoni et al.,1999). 

Em estudo realizado por Linder (2002) em peixes tropicais coletados de pesqueiros e criatórios  

de peixes no Estado de São Paulo, avaliando o TGI de pacu, carpa comum, carpa capim, tilápia 

do Nilo e piauçu. Foram encontrados os sorotipos Panama em TGI de pacu e carpa capim, e o 

sorotipo Saintpaul em Tilápias do Nilo e Piauçu. Nesse estudo segundo o autor não foi possível 
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determinar a fonte de infecção para os animais, mas o mesmo descreve a presença de animais 

domésticos (cães, gatos e bovinos) próximo aos tanques de criação, assim como de aves, 

roedores, répteis e anfíbios.  

Lorezon et al. (2010), determinaram a presença de Salmonella spp. em duas amostras de TGI de 

peixes provenientes de pesqueiros situados na região nordeste do Estado de São Paulo.  

Gaertner et al. (2008) encontraram Salmonella enterica no intestino de quatro espécies de 

peixes tropicais. O sorotipo Thompson e Rbislaw em intestinos de bagre do canal, Berta e 

Mississipi em intestino de catfish, o sorotipo Typhimurium na espécie de peixe conhecido como 

anchichã e os sorotipos Duesseldorf e Give em intestinos de carpa comum. 

 

2.3.3 Tipagem de sequências de multilocus (MLST) 

 

As amostras positivas para Salmonella foram submetidas à genotipagem bacteriana pelo método 

de Tipagem de Sequências de Mutilocus (MLST). Dados obtidos da análise das sequências 

estão sintetizados na Tabela 13.  

TABELA 13 

Características e frequências dos isolados de Salmonella enterica listados de acordo com a sequência tipo, 

sorotipagem, e complexo clonal (CC) 

ST Perfil de alelos N° de 

isolados no 

ST (%) 

Sorotipo Faz.  Material 

coletado  

CC 

24 13,12, 17, 16, 13, 16,4 2 (5,12%) Panama A, B água, TGI de 

tambaqui. 

17 

50 5, 21, 18, 9, 6, 12,17 1 (2,56%) Brandenburg B Piau 14 

112 41, 42, 43, 58, 9, 12,2 1(2,56%) Hadar B Tambaqui 8 

33 2, 5, 6, 7, 5, 7,12 12 (30,76%) Hadar B,C Tambaqui, 

carannha 

22 

614 10, 7, 21, 14, 185, 12,12 2 (5,12%) Hadar B Fezes de animais 3 

NST01 13, 12, 17, 16, 13, 16,4 1 (2,56%) Panama B Matrinxã 17 

NST02 46, 122, 3, 130, 6, 19,1 1 (2,56%) S. enterica 

subsp enterica 

(O:4, 5:b:-) 

A Pintado 155 

NST03 1, 18, 18, 130, 8, 7,1115 1 (2,56%) Saintpaul A Tambaqui Singleton 

NST04 46, 430,18,130,8,42,115 1 (2,56%) Heidelberg A Tambaqui *Novo 

grupo 

NST05 5, 21, 2, 9, 505, 358,17 1 (2,56%) Brandenburg B água Singleton 

NST06 46,430,18,130,8,324,11

5 

1 (2,56%) Heidelberg B Tambaqui *Novo 

grupo  

NST07 46,122,18,188,42,115 1 (2,56%) Heidelberg B Pintado Singleton 

NST08 13,12,18,16,13,342,4 1(2,56%) Heidelberg B Piau Singleton 

NST09 10,7,21,14,185,300,12 1 (2,56%) Hadar B Piau 3 

NST10 15,430,18,130,6,7,115 1 (2,56%) Heidelberg B Piau Singleton 

NST11 5,21,18,9,6,7,17 1 (2,56%) Heidelberg B Pintado 14 

NST12 5,21,18,9,8,12,17 1 (2,56%) Brandenburg B Pintado  14 

NST13 2,5,6,7,5,7,5 1 (2,56%) Hadar B Piau  22 

NST14 11,10,25,13,10,355,5 1 (2,56%) Brandenburg B Piau Singleton 

NST15 5,5,18,9,6,12,17 1(2,56%) Saintpaul B Pintado 14 

NST16 15,148,18,9,8,7,102 1 (2,56%) Hadar B Piau Singleton 

NST17 5,21,18,44,8,160,5 1 (2,56%) Saintpaul B Pintado Singleton 

NST18 33,21,30,144,283,87,13

4 

1 (2,56%) S.enterica 

Arizonae 

B Tambaqui 220 
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NST19 1,5,6,7,8,7,12 1 (2,56%) Hadar B Piau Singleton 

NST20 2,5,2,7,5,7,12 1 (2,56%) Hadar C Caranha 22 

NST21 46,430,6,130,8,7,12 1 (2,56%) Heidelberg B Piau  Singleton 
*Faz. Fazenda em que foi coletado o material 

Novo grupo formado por amostras que se diferem por SLV (Single locus variation) 

 

Foram encontrados 21 novos ST e cinco STs conhecidos, ST 33 (n=12), ST 24 (n=2), ST 614 

(n=2), ST50 (n=1) e ST112 (n=1), sendo a primeira descrição dos mesmos em peixes. 

Apenas nos isolados pertencentes aos ST 24 e ST 33 foi possível verificar uma correlação entre 

a sequência tipo e o sorotipo descrito no banco de MLST. 

O ST 24 foi isolado em duas amostras das fazendas A e B, em ambas sorotipificado como 

sorotipo Panama, resultado semelhantes foram descritos por Torpdahl et al. (2005) e Achtman 

et al. (2013) ao determinarem a associação do sorotipo e sequência tipo em amostras de origem 

veterinária e humana respectivamente.  No banco de MLST há ainda registros desse ST com os 

sorotipos Javiana e Eastbourne isolados de répteis, ambiente e humanos. 

(http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica) 

Os isolados classificados como ST 33 foram identificados como sorotipo Hadar, resultados 

similares aos encontrados por Torpdahl et al. (2005), que também descreveram essa associação 

para outras espécies. 

Os isolados pertencentes aos ST 50, ST 112, ST 614 foram identificados na sorotipificação 

como Brandenburg, Hadar e Hadar respectivamente, sendo esta a primeira descrição da 

associação entre os sorotipos e as sequências tipos. Ademais esses ST já foram descritos para 

outras espécies inclusive humanos, ambiente e alimentos.  

A amostra pertencente ao ST 50 foi sorotipificada como Brandenburg e encontrada em TGI de 

Piau da Fazenda B. Em estudo realizado por Torpdahl et al. (2005), há descrição da associação 

entre a sequência tipo e o sorotipo Saintpaul em amostras de origem humana. No banco de 

MLST para esse ST há registros dos sorotipos Kingston e Saintpaul encontrados em alimento, 

humanos, répteis e marsupiais. (http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica) 

Já o ST 614 foi determinado nas duas amostras de fezes de animais encontradas próximas aos 

tanques de cultivo, o banco de MLST possui um único registro como sorotipo Newport isolado 

de bovino no Reino Unido. (http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica.) 

O ST 112 em nosso estudo foi sorotipificado como Hadar originário da fazenda A. No banco de 

MLST existem diversos depósitos sendo o mesmo descrito em isolados de alimento, répteis, 

suínos, ambiente e humanos, todos sorotipificados como sorotipo Muenchen 

(http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica), o mesmo foi descrito por Achtman et al. (2013) 

ao relatar a associação ST e sorotipo em amostras de origem humana na França, México e USA. 

Os resultados obtidos (Tabela 13) sugerem não haver relação entre os ST e a espécie de peixe, 

assim como a fazenda de origem da amostra.  Na Fazenda B foram encontradas 17 sequências 

tipos novas e cinco previamente descritas. Isso pode estar relacionado ao fato da propriedade ser 

de recria e engorda de diferentes espécies de peixes podendo receber alevinos de origens 

distintas, possíveis reservatórios da bactéria.   

Para a análise de MLST o índice de diversidade de Simpson (IDS) foi de 0.9176, o que 

demonstrou um alto nível de discriminação para Salmonella enterica isoladas de peixes.  

Para a análise de eBurst (Anexo VI) foram utilizados o perfil dos alelos obtidos nos isolados 

deste estudo e nos isolados do Banco de dados do MLST. Foram selecionados os STs do banco 
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relacionados aos isolados do estudo segundo as informações geradas pelo site 

http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica. 

A análise demonstrou uma heterogenicidade entre os isolados, os quais foram divididos em 18 

populações distintas, sete complexos clonais (CC17, CC14, CC8, C22, CC3, CC220, C155), e 

10 singletons: NST3, NST5, NST7, NST8, NST10, NST14, NST16, NST17, NST19, NST21 e 

um novo grupo constituído por duas amostras identificadas com S. Heidelberg (NST4 e NST6), 

de origens geográficas distintas que embora não classificados em um CC específico, são um 

novo grupo formado por duas amostras que se diferem em um SLV (single locus variation). 

Os demais isolados foram inseridos em complexos clonais conhecidos constituídos por amostras 

originadas de diferentes origens.   

De acordo com Achtman et al. (2012), muitos STs de Salmonella estão dispostos juntos em 

grupos de ebursts (eBGs), essa terminologia é sugerida pelos autores em substituição a 

complexo clonais ou complexos de ST. Ao avaliar 4.257 isolados os autores concluíram que os 

mesmos estavam distribuídos em 138 (eBGs), entre eles o eBG 155 ou CC155 constituído pelos 

ST404 e ST679 ambos sototipificados como Paratyphi B var Java. O complexo clonal foi 

encontrado nesse estudo e o NST02 pertence ao mesmo. A Salmonella Paratyphi B var Java é o 

agente etiológico da febre entérica (Shinohara et al., 2008), causadora de febres e gastroenterites 

e em alguns casos complicações como meningites e septicemia principalmente em crianças e 

pacientes imunocomprometidos (Nagano et al.,2006). 

Em 2011 na Espanha um surto de febre entérica ocorreu após o contato de crianças e adultos 

com tartarugas e águas de aquários de tartarugas, foi a primeira descrição da associação desse 

sorotipo e do contato com répteis. Dessa forma sendo necessários cuidados após o manuseio dos 

animais e água dos aquários dos mesmos (Hernández et al., 2012). 

O CC14 possui em sua formação quatro isolados da fazenda B, sendo composto pelo ST50 e 

pelos novos ST (NST11, NST 12 e NST15), o mesmo complexo clonal foi descrito por 

Achtman et al. (2013), e sorotipificadas como Saintpaul  provenientes de amostras de humanos 

dos EUA e da França. Os autores ainda indentificaram o CC8, CC3, CC17, os mesmos 

encontrados em nosso estudo.  

O NST18 foi sorotipificado como Salmonella enterica subs. arizonae pertence ao CC220 que é 

composto por STs de isolados de répteis de diferentes países e todos sorotipificados como 

Salmonella enterica subs. diarizonae. (http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica). 

De acordo com o dendograma gerado (Figura 2, Anexo VII), os isolados de peixes de 

Salmonella enterica estão agrupados em diferentes grupos. O NST18, sorotipificado como 

Salmonella arizonae está incluído no mesmo clado dos membros do CC220, todas as amostras 

como dito anteriormente são da subespécie diarizonae.  

O NST 14 foi sorotipificado como do sorotipo Brandenburg, na análise de eBurst foi 

caracterizado como singleton e na análise de neighbor joining mostrou-se uma amostra distinta, 

diversa geneticamente das demais.   

Os isolados ST 24, NST01, NST08 pertencencem ao mesmo clado, na análise eBurst o NST08 

foi caracterizado como singleton, e no dendograma foi considerado como ancestral de diversos  

STs do CC17. O ST24 encontrado em dois isolados e sorotipificado como Panama é próximo 

geneticamente do ST175 e ST 2909. O ST 175 no banco de MLST é sorotipificado como 

sorotipo Javiana e proveniente de réptil, já o ST 2909 não há descrição de detalhes como 

sorotipo, hospedeiro e local de isolamento no banco de MLST. 

(http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica.)   
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O NST21 na análise de eBurst foi caracterizado como singleton e no dendograma é ancestral 

das amostras do CC3.  Na análise de eBurst as amostras dos ST614 e NST09 foram agrupadas 

no CC3, ambas sorotipificadas como Hadar, as amostras do ST614 foram isoladas de fezes de 

capivara e a amostra NST09 de TGI de piau, todas da Fazenda B, no dendograma a análise 

demonstrou uma alta similaridade entre as amostras. 

Os isolados do CC22 foram caracterizados como de um mesmo clado, descendentes do NST13. 

O NST 19 na avaliação de eBurst foi definido como singleton, e no dendograma é ancestral dos 

ST327, ST33, ST12. A análise evidenciou a similaridade do NST 20 e ST 1817, isolado de aves 

na Ásia em 2012.  (http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica.) 

Já o ST 112 foi avaliado como de alta similaridade do ST2769 e não há no banco de MLST 

detalhes sobre esse isolado. 

O NST2 foi caracterizado como ancestral de dois grupos o primeiro dos ST 404, ST 679 e o 

segundo dos ST1838 e ST2358. No primeiro grupo os STs são caracterizados como do sorotipo 

Paratyphi B var Java isolados de ambiente e humanos.   

(http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica.) 

Os NST03, NST10, NST04, NST06 foram caracterizados como de um mesmo clado 

demonstrando uma similaridade entre as amostras. Assim como o NST 5 e NST 17 que 

descendem de um mesmo nó e são amostras de água do tanque de cultivo dos peixes e de TGI 

de pintado da fazenda B. 

Por fim o ST50 e ST 12 descrito como amostra de aves do sorotipo Hadar isolada da Europa são 

próximos geneticamente do ST 2084, e não há descrição no banco de MLST de detalhes desse 

ST. 

 

2.4 Conclusões 

 

Foi possível determinar a ocorrência de Salmonella enterica em peixes nativos de diferentes 

Estados no Brasil. É importante ressaltar que essa infecção foi determinada em grandes fazendas 

produtoras de espécies amplamente comercializadas no país, responsáveis pela produção de 

filés, peixes inteiros, e produtos à base de pescado tais como empanados, bolinhos de peixe 

entre outros. Além da produção e venda de alevinos comercializados em todo o país. 

As amostras foram encontradas em trato gastrointestinal, portanto é necessário cuidado ao 

realizar a evisceração dos peixes de modo geral, evitando assim contaminação da carne dos 

animais.  

A ampla diversidade genética e fenotípica dos isolados de S. enterica de peixes nativos no 

Brasil sugerem múltiplas fontes de infecção e ausência de amostras hospedeiro-específicas. 

Não houve relação entre sorotipo, espécie de peixe e origem bem como não foi possível 

determinar a fonte de infecção para os animais nas fazendas, mas é possível determinar que a 

presença de animais silvestres é importante na propagação da Salmonella.  
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CAPÍTULO 3 

INFECÇÃO EXPERIMENTAL PARA DETERMINAÇÃO DA CAPACIDADE 

DE COLONIZAÇÃO, PERSISTÊNCIA E TEMPO DE ELIMINAÇÃO DE 

AMOSTRAS DE Salmonella enterica EM PINTADO AMAZÔNICO (LEIARIIUS 

MARMORATUS x PSEUDOPLATYSTOMA FASCIATUM), PIAU (LEPORINUS 

FRIDERICI) E TAMBAQUI (COLOSSOMA MACROPOMUM). 

 

3.1 Introdução 

 

Salmonella é uma bactéria intracelular facultativa que pode infectar uma diversidade de animais 

incluindo o homem, mamíferos, répteis entre outros. A bactéria não é considerada um patógeno 

causador de doença em peixes com exceção de um relato de caso de septicemia em Pirarucu por 

S.arizonae (Kodama et al., 1987). Entretanto os peixes podem ser expostos a Salmonella através 

de ração contaminada ou permanência em águas com o patógeno (Nesse et al., 2005).  

Estudos demonstram que esse patógeno não é parte da microbiota de diferentes espécies de 

peixes marinhos (Assessment..., 2006). 

A capacidade de colonização, persistência e disseminação de Salmonella spp. em peixes 

expostos por via oral é ainda pouco compreendida, principalmente para os peixes tropicais 

(Assessment..., 2006). 

A investigação da capacidade dessa bactéria colonizar e persistir na microbiota do trato 

gastrointestinal dos peixes nativos brasileiros é imprescindível para o entendimento da dinâmica 

de infecção nos animais, portanto o objetivo desse trabalho foi realizar a infecção experimental 

para determinação da capacidade de colonização, persistência e tempo de eliminação de 

amostras de Salmonella enterica subsp. enterica em Pintado Amazônico, Piau e Tambaqui. 

 

3.2 Material e métodos 

 

Projeto aprovado junto à Comissão de Ética no Uso de Animais CEUA- UFMG, nº processo 

104/2014 (Anexo I). 

 

3.2.1. Animais utilizados  

 

Para os ensaios experimentais foram utilizados alevinos de pintado amazônico, piau e tambaqui 

adquiridos de pisciculturas comerciais e mantidos em condições laboratoriais. Os peixes foram 

alojados em aquários de vidro de 57 litros, com fluxo contínuo e taxa de renovação de 0,5 L de 

água/h e mantidos sob fotoperíodo de 12:12h luz/escuridão, com temperatura média da água de 

30°C. Os alevinos foram alimentados três vezes ao dia com ração comercial.  

Antes do início dos ensaios experimentais foram realizadas três coletas de amostras de fezes a 

cada três dias para determinação da ausência de Salmonella nas fezes desses animais. Somente 
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após a confirmação do status de livre da bactéria os animais foram utilizados para os ensaios in 

vivo. 

 

3.2.2 Desenvolvimento do protocolo de infecção experimental – ensaio piloto  

 

Com o intuito de desenvolver um protocolo de infecção experimental para Salmonella enterica 

por via oral foi realizado um ensaio piloto. Nesse foram usados oito exemplares de pintado 

amazônico com peso médio de 50g.  Foram realizados dois grupos experimentais, o grupo 1 

animais que receberam o inóculo e o grupo controle.   

Foi utilizada a amostra Sal 14 sorotipificada como sorotipo Heidelberg. Esta foi descongelada e 

cultivada em ágar HK a 37° C durante 24h. Após esse período uma colônia foi transferida para 

200 ml de caldo TSB e mantida a 37°C sob agitação (150 rpm) por aproximadamente cinco 

horas. O inóculo foi ajustado a uma absorbância de 0,4 correspondente a 10
7
 UFC/ml.  Foi 

preparado um caldo TSB para utilização no grupo controle.  

Os animais foram desafiados oralmente, o inóculo foi introduzido com auxílio de uma seringa. 

A dose infectante foi 7 x 10
5
 UFC por peixe. Os animais foram acompanhados por 13 dias 

sendo as coletas realizadas em 1, 2, 3, 4, 7, 10 e 13 dias pós-infecção. Em nenhuma coleta foi 

possível recuperar a Salmonella enterica em suabes de TGI e na água do aquário. Dessa forma 

os ensaios seguintes foram realizados com a utilização de sonda intragástrica e com a dose 

infectante superior como descrito a seguir. 

 

3.2.3 Amostras bacterianas e preparação do inóculo 

 

Foram utilizadas amostras previamente isoladas das espécies de peixes (Anexo IV e V) e 

escolhidas de forma aleatória (Tabela 14).  

Estas foram descongeladas e cultivadas em ágar HK a 37° C durante 24h. Após esse período 

uma colônia foi transferida para 200 ml de caldo TSB e mantida a 37°C sob agitação (150 rpm) 

por aproximadamente cinco horas. O inóculo foi ajustado a uma absorbância de 0,4 

correspondente a 10
7
 UFC/ml.  Foi preparado um caldo TSB para utilização no grupo controle 

em cada experimento. 

TABELA 14 

Amostras de Salmonella enterica utilizadas para as infecções experimentais. 

*para cada ensaio experimental foi usado um grupo controle.  

Experimento Grupos Identificação da 

amostra utilizada 

Sorotipo Espécie de peixe 

I * 

Grupo 1 Sal 14 Salmonella Heidelberg Pintado amazônico  

Grupo 2 Sal 19 Salmonella Brandenburg Pintado amazônico 

Grupo 3 Sal 25 Salmonella Saintpaul Pintado amazônico 

II * Grupos 1 e 2  Sal 15 Salmonella Heidelberg Píau  

III* Grupo 1  Sal 30 Salmonella Hadar  Tambaqui 
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3.2.4 Ensaios experimentais 

 

Foram realizados três ensaios experimentais, o primeiro (Experimento I) em pintado amazônico, 

o segundo (Experimento II) em piau e o terceiro (Experimento III) em tambaqui.  

A) Experimento I  

Cada grupo experimental foi composto por seis peixes com peso médio de 150g, o desafio foi 

realizado em quatro grupos experimentais, sendo um o grupo controle (Tabela 14). O desafio 

ocorreu por via oral, onde 20 ml do inóculo foi misturado a 5 gramas de ração farelada e com 

auxílio de uma sonda intragástrica foi inoculado 0,2 mL de inóculo bacteriano nos peixes. 

No grupo controle foi administrado 0,2 mL de TSB estéril. Os peixes desafiados foram 

monitorados três vezes ao dia por um período de 35 dias. 

Foram realizadas coletas de suabes da região posterior do trato gastrointestinal dos animais 

durante 35 dias, sendo essas realizadas nos seguintes dias pós-infecção: 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, 12, 15, 

20, 26, 31 e 35.  

Os suabes foram mantidos em meio seletivo Rappaport-Vassiliadis em anaerobiose por 24 horas 

a 37°C, e então plaqueados em ágar Entérico de Hektoen para isolamento seletivo de 

Salmonella.  

Amostras de águas dos aquários foram coletas a cada dia de coleta e incubadas em água 

peptonada 1%  por 24 horas e posteriormente 10 µl do caldo foram plaqueados em Ágar 

Entérico de Hektoen para isolamento seletivo de Salmonella.   

As placas foram incubadas em anaerobiose  por 24 horas a 37°C. Colônias com morfologia 

sugestiva de Salmonella spp. foram coletadas e replaqueadas ágar Entérico de Hektoen. 

Posteriormente ao final do período experimental os animais foram sacrificados por overdose em 

benzocaína (100 mg/l) e amostras de rim, fígado, baço, coração, cérebro, estômago, intestino e 

musculatura foram coletados e enriquecidos em meio seletivo Rappaport-Vassiliadis por 24 

horas a 37°C, e então plaqueados em ágar Entérico de Hektoen para isolamento seletivo de 

Salmonella. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C. Colônias com morfologia 

sugestiva de Salmonella spp. foram coletadas e replaqueadas. 

B) Experimento II 

Cada grupo experimental foi composto por cinco peixes com peso médio de 25g, os animais 

foram marcados com um corte nas nadadeiras que permitiu a identificação dos mesmos para 

acompanhamento da coleta de fezes durante todo o experimento. 

O desafio foi realizado em três grupos. O grupo 1 recebeu o inóculo misturado à ração farelada, 

o grupo 2 recebeu o inóculo puro. E o grupo 3 (controle) recebeu TSB estéril, por via oral. No 

grupo 1 a infecção ocorreu por via oral, onde 20 ml de inóculo foi misturado a 5 gramas de 

ração farelada e com auxílio de uma sonda intragástrica foi inoculado 0,2 mL de inóculo 

bacteriano em cada peixe. No grupo 2, a infeção ocorreu por via oral com auxílio de uma sonda 

intragástrica com 0,2 mL de inóculo bacteriano por peixe. No grupo 3 foi administrado 0,2mL 

de TSB estéril. Os peixes desafiados foram monitorados três vezes ao dia por um período de 40 

dias.  

Foram realizadas coletas de suabes da região posterior do trato gastrointestinal dos animais 

durante 40 dias e da água dos aquários sendo essas realizadas nos seguintes dias pós-infecção: 
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1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35 e 40. As amostras foram processadas conforme 

descrito anteriormente. 

C) Experimento III 

Cada grupo experimental foi composto por sete peixes com peso médio de 100g, os animais 

foram marcados com um corte nas nadadeiras que permitiu a identificação dos mesmos para 

acompanhamento da coleta de fezes durante todo o experimento. 

O desafio foi realizado em dois grupos experimentais, sendo um o grupo controle (Tabela 15). 

O desfaio ocorreu por via oral, onde 20 ml do inóculo foi misturado a 5 gramas de ração 

farelada e com auxílio de uma sonda intragástrica foi inoculado 0,2 mL de inóculo bacteriano 

nos peixes. 

No grupo controle foi administrado 0,2 mL de TSB estéril. Os peixes desafiados foram 

monitorados três vezes ao dia por um período de 40 dias. 

Foram realizadas coletas de suabes da região posterior do trato gastrointestinal dos animais 

durante 40 dias e água dos aquários sendo essas realizadas nos seguintes dias pós-infecção: 1, 2, 

3, 4, 5, 6, 7, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35 e 40. As amostras foram processadas conforme descrito 

anteriormente. 

 

3.2.5 Extração de DNA 

 

Das amostras sugestivas de Salmonella spp. foi extraído o DNA utilizando o kit para extração 

de tecidos e culturas “Maxweel ® 16 Tissue DNA Purification Kit” e o equipamento Maxwell 

® 16 MDx Research Instrument (Promega), de acordo com as recomendações do fabricante. A 

quantidade de DNA extraído foi quantificada por espectrofotometria com o equipamento 

Nanodrop® (ThermoScientific).  

 

3.2.6 Reação de cadeia de polimerase – PCR 

 

O diagnóstico por PCR foi realizado de acordo com o descrito por Amavisit, et al. (2001). A 

reação consistiu de 50 μM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl2, 0,4 μM de cada primer (Tabela 15) e 

1,0 U Taq polimerase para um volume final de 25 μL de reação. Foi utilizado 50 ng de DNA 

template (2 μL).  

A amplificação foi realizada por meio do processo descrito a seguir: 1 ciclo a 95°C por 15 

minutos; 30 ciclos – 95°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto; e a extensão 

final a 72°C por 7 minutos.  

A PCR foi realizada em termociclador Veriti 96-well (Applied Biosystems, EUA). Os produtos 

da PCR foram revelados com brometo de etídeo e visualizados em gel de agarose a 1,5%. 
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TABELA 15 

Sequência de primers utilizados para a amplificação do DNA via PCR segundo Amavisit et al. (2001) 

Primer Sequencia 5’- 3’ 

S18 ACCGCTAACGCTCGCCTGTAT 

S19 AGAGGTGGACGGGTTGCTGCCGTT 

 

3.2.7 Tabulação de dados  

 

Os dados foram tabulados com auxílio do programa Excel. 

 

3.3 Resultados e discussão 

 

Em todos os grupos infectados por viar oral por Salmonella enterica foi possível recuperar o 

patógeno nas fezes. Os dados gerais dos ensaios experimentais estão sintetizados na Tabela 16.  

TABELA 16 

Resultados da infecção experimental por via oral em Pintado, Piau e Tambaqui e as respectivas doses 

experimentais, e a quantidade em dias de recuperação do patógeno pós- infecção oral em amostras de 

suabes de TGI e da água dos aquários. 

N° 

experimento 

Grupo Especie de 

peixe 

Sorotipo Dose 

Infectante 

Recuperação 

da Salmonella 

nas fezes pós-

infecção 

Recuperação 

da 

Salmonella 

na água dos 

aquários 

 

I* 

1 Pintado Heidelberg 1,2 x 10
 8  

UFC/peixe   

31 dias 9 dias 

2 Pintado  Brandenburg 1,8 x 10
8 

UFC/peixe   

31 dias 12 dias 

3 Pintado  Saintpaul  8 x 10
7
 

UFC/peixe   

9 dias 7 dias 

II* 1 Piau  Heidelberg 1,4 x 10
8 

UFC/peixe 

9 dias 5 dias 

2 Piau  Heidelberg 1,4 x 10
8 

UFC/peixe 

20 dias       ----  

III* 1 Tambaqui Hadar  1,4 x 10
8 

UFC/peixe 

40 dias  20 dias  

* Para cada ensaio experimental foi utilizado um grupo controle. 

 

Com execção do grupo 2 do experimento II, foi possível recuperar o patógeno em águas dos 

aquários, na literatura os dados de infecção experimental por Salmonella em peixes não 

demonstram a avaliação da água dos aquários, entretanto há presença da bactéria na água é de 

grande importância para manutenção da infecção e possível recontaminação dos animais. Além 

disso, demostra que se há presença de animais contaminados pelo agente estes podem 

contaminar as águas e assim outros animais e humanos que utilizarem a mesma.  

Estudos demonstram que Salmonella isolada de uma espécie pode infectar outras espécies de 

peixes quando em um mesmo ambiente e o patógeno pode multiplicar-se nas vísceras dos 
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animais (Morse et al., 1978) e podem ser detectadas nas fezes dos mesmos (Lesel e LeGac, 

1983).  

A recuperação da Salmonella após infecção oral já havia sido descrita por outros autores em 

truta arco íris, carpa comum e tilápia do Nilo (Hagen, 1966; Heuschmann-Brunner, 1974; Baker 

e Smitherman, 1983; Buras et al., 1985).  

Ao avaliar a quantidade de dias pós-infecção em que foi possível detectar a presença do 

patógeno nas fezes, verifica-se que houve diferenças entre os grupos em um mesmo 

experimento e também entre os três ensaios experimentais. 

Os trabalhos demonstram que o período de tempo após a infecção oral em que é possível 

recuperar a bactéria nas vísceras é variável. Heuschmann-Brunner (1974) reportou a presença de 

amostras positivas em ciprinídeos em mais de 60 dias após administração de rações infectadas 

por S.Enteritidis e mais de 50 dias após a administração oral de rações infectadas por 

S.Typhimurium, as doses nesse experimento não foram determinadas. 

Hagen (1966) descreveu que em truta arco íris alimentadas com rações com alta dosagem de 

Salmonella Typhimurium por 24 horas foi possível encontrar amostras positivas em intestinos 

após cinco dias. Baker e Smitherman (1983), ao administrar oralmente Salmonella 

Typhimurium no estômago de tilápias no Nilo, demostraram que foi possível recuperar o 

patógeno nas vísceras 15 dias após a infecção. 

Em estudo realizado por Nesse et al. (2005) para verificar a persistência da administração oral 

em Salmão do Atlântico pelos sorotipos Agona e Montevideo, foi possível detectar a presença 

da bactéria no trato gastrointestinal após quatro semanas da administração oral. Esse último 

estudo foi o único a avaliar a presença em músculos, pele, órgãos e trato gastrointestinal após 

administração de doses variadas e os autores concluíram que a persistência da Salmonella em 

peixes é altamente dependente da dose administrada.  

Em outras espécies animais a administração oral de salmonela é amplamente reportada, os 

estudos demostram que o sorotipo utilizado para o desafio está intimamente relacionado à 

capacidade de recuperar o patógeno nas fezes.  Em infecção experimental em suínos com os 

sorotipos Typhimurium e Enteritidis foi possível verificar uma maior quantidade de isolamento 

nas fezes em infecções por sorotipo Typhimurium (Volf et al., 2012). Em aves ao comparar a 

excreção nas fezes dos sorotipos Montevideo e Typhimurium, Salmonella Montevideo persistiu 

no intestino de frangos e foi excretada por um período maior quando comparado ao outro 

sorotipo (Turner et al., 1998), isso pode ocorrer porque os diferentes sorotipos podem possuir 

características distintas tais como presença ou não de flagelo (Pan et al., 2012) e expressão de 

genes de virulência (Vieira, 2009). 

Além disso, outros fatores como a imunidade do hospedeiro, a exclusão competitiva e o pH 

estomacal são fatores que podem intervir na colonização intestinal (Barrow e Wallis, 2007; 

Foley e Lynne,2008). 

Nos ensaios experimentais foram utilizadas espécies de peixes de hábitos carnívoros (pintado) e 

onívoros (piau e tambaqui). Os peixes classificados como carnívoros alimentam-se de itens de 

origem animal em geral de invertebrados de menor tamanho e outros peixes, já os onívoros 

alimentam-se de itens de origem animal e vegetal (Rotta, 2003). Embora o pH estomacal dos 

carnívoros seja em torno de 2,4 a 4,6 (Baruah et al., 2007), um fator que poderia dificultar a 

colonização e invasão do epitélio intestinal pela bactéria, não há nenhum estudo na literatura 

comparando a ação da Salmonella enterica em espécies de peixes de hábitos alimentares 

distintos, embora em aves a presença de ácido clorídrico na moela e no proventrículo é descrita 
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como um fator importante para inviabilizar a sobrevivência do patógeno, entretanto estudos 

relatam que após a ingestão do alimento ocorre uma elevação do pH e a barreira química deixa 

de existir (Chappell et al., 2009).  

Outro fator descrito na literatura é a capacidade de bactérias de pH neutro como Salmonella 

sobreviverem a pH ácidos através da indução de tolerância a acidez, esse processo é dividido em 

duas fases o primeiro denominado de síntese de sistemas de emergência de homeostase de pH, 

que em momentos de pH ácido extremo alcaliniza o citoplasma, e a segunda fase onde cerca de 

50 proteínas de choque ácido são ativadas para reparar os danos macromoleculares, esse sistema 

foi descrito em Salmonella Typhimurium e identificado como lisina descarboxilase (CadA) 

(Bearson et al., 1997) 

No ensaio experimental II, foram utilizados dois grupos experimentais, no grupo 1 o inóculo foi 

misturado à ração comercial farelada e fornecida aos animais, no segundo grupo foi 

administrado o inóculo puro. No grupo 2 foi possível recuperar o patógeno por 20 dias. Sugere-

se que ao administrar o inóculo puro a bactéria tenha maior facilidade em aderir e proliferar no 

intestino. Na literatura é descrito que em alimentos com alto teor de lipídeos como chocolate e 

ovos, a salmonela fique protegida dentro dos glóbulos de gordura, não sendo afetadas pela 

acidez gástrica e pelas enzimas digestivas, desta forma reduzindo a dose infectante (Forsythe, 

2002).  

Em todos os ensaios experimentais foi possível verificar uma intermitência da presença do 

patógeno nas fezes. No experimento I os animais não foram identificados individualmente e 

avaliou-se a quantidade total de animais positivos em cada grupo durante os 35 dias. A 

intermitência foi detectada em todos os grupos em momentos distintos. (Gráfico 3 e Anexo 

VIII).   

 

 
GRÁFICO 3.  Avaliação da quantidade de animais positivos ao longo de 35 dias de infecção experimental 

nos quatro grupos experimentais do ensaio experimental I. 
Legenda: No eixo X  encontram-se os dias de coleta de material (dias pós-infecção), e no eixo Y a quantidade de animais 

positivos. No grupo controle não houveram animais positivos em nenhum momento do experimento. 
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Após a finalização do experimento I os animais foram sacrificados e os órgãos e a musculatura 

avaliada para a presença de Salmonella enterica. Foi possível recuperar o patógeno em fígado, 

estômago, rim, baço e coração de diferentes peixes nos grupos experimentais (Tabela 17). 

TABELA 17 

Resultados das análises qualitativas de Salmonella enterica em vísceras e músculo de Pintado Amazônico 

nos grupos experimentais após 35 dias de inoculação por via oral. 

 

  Cérebro Rim Baço  Fígado  Coração Estômago  Intestino  Músculo  

  Px 1 - - - - -  + - - 

 Grupo 1 Px 2 - - - - -  + - - 

  Px 3 - - - - -  + - - 

  Px 4 - - -   -  + - - 

  Px 5 - - -  + -  + - - 

  Px 6 - - - - - - - - 

Grupo 2  

Px 1 - - - - - -  + - 

Px 2 - - - - - -  + - 

Px 3 - - - - -  + - - 

Px 4 -  +  +  +  + - - - 

Px 5 - - - - - -  + - 

Px 6  - - - - - - - - 

Grupo 3  

Px 1 - - - - - - - - 

Px 2 - -  +  + - - - - 

Px 3 - - - - - - - - 

Px 4 - - - - - - - - 

Px 5 - - - - - - - - 

Px 6  - - - - - - - - 

 

Resultados semelhantes foram observados por Nesse et al. (2005) em Salmão do Atlântico 

sendo possível detectar a bactéria em vísceras após administração oral de S.Montevideo em 

dosagem de 10
8  

UFC/peixe, no entanto não foi determinado quais órgãos foram avaliados.  

No experimento II, os animais foram identificados e foi possível avaliar a excreção da 

Salmonella Heidelberg nas fezes de maneira individual nos grupos 1 e 2. No grupo 1 apenas o 

peixe 1 apresentou-se negativo após 5 dias de infecção oral, e voltou a apresentar a bactéria nas 

fezes por mais três coletas até negativar. No grupo 2 a intermitência de positividade foi maior. O 

peixe 2 apresentou-se negativo nas duas primeiras coletas, mas mostrou-se positivo após três 

dias de infeção oral. No peixe 5 também foi possível perceber esse resultado mesmo após três 

coletas negativas o animal apresentou-se positivo após 20 dias de infecção. (Tabelas 18 e 19 e 

anexo IX e X). 

Após a finalização do experimento II os animais foram sacrificados e os órgãos e a musculatura 

avaliada para a presença de Salmonella enterica. O patógeno foi detectado apenas em uma 

amostra de cérebro do peixe dois do grupo 1.   

 



56 
 

 
 

TABELA 18 

Avaliação da presença de Salmonella Heidelberg em amostras de 

suabes de TGI em peixes do grupo 1,  Experimento II. 

Dias Pós-

infecção 
PX 1 PX 2 PX 3 PX 4 PX 5 

1  + + + + + 

2  + + + + + 

3  + + + + + 

4  + + + + + 

5  - + + + + 

6 + + + + + 

7  + + + + + 

9  + + + + + 

12  - - - - - 

15 - - - - - 

20  - - - - - 

25  - - - - - 

30  - - - - - 

35  - - - - - 

40  - - - - - 

 

TABELA 19 

Avaliação da presença de Salmonella Heidelberg em amostras de 

suabes de TGI em peixes do grupo 2,  Experimento II. 

Dias Pós-

infecção 
Px 1 Px 2 Px 3 Px 4 Px 5 

1  + - + + + 

2  - - + + + 

3   + + + + - 

4  + + + + + 

5  + + - + - 

6  + - - + + 

7   + + + + + 

9  + + + + - 

12  - + + - - 

15  - + - - - 

20  - - - - + 

25  - - - - - 

30  - - - - - 

35  - - - - - 

40  - - - - - 
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No experimento III, os animais foram identificados e foi possível avaliar a excreção da 

Salmonella Hadar nas fezes de maneira individual nos grupo 1. No grupo controle não foi 

possível encontrar amostras positivas para a bactéria em nenhum momento.  

Nesse ensaio experimental em muitos dias de coleta os animais não apresentavam fezes, como 

pode ser verificado no terceiro, quarto e quinto dia pós-infecção. Dessa forma as coletas do 

sexto e sétimo dia foram suspensas e retomadas no nono dia. A intermitência também foi 

observadada nesse ensaio experimental (Tabela 20 e anexo XI).  

TABELA 20 

Avaliação da presença de Salmonella Hadar em suabes de TGI em peixes do grupo 1,  Experimento III. 

Dias 

Pós-

infecção 

Px 1 Px 2 Px 3 Px 4 Px 5 Px6  Px 7  

1 - ⁺ - ⁺ - - s/fezes 

2 - s/fezes ⁺ ⁺ ⁺ ⁺ ⁺ 

3 s/fezes s/fezes s/fezes s/fezes s/fezes s/fezes s/fezes 

4 s/fezes s/fezes - s/fezes - - s/fezes 

5 s/fezes s/fezes - s/fezes - - s/fezes 

9 ⁺ ⁺ ⁺ - ⁺ - ⁺ 

12 ⁺ - - - - ⁺ ⁺ 

15 ⁺ - - ⁺ ⁺ s/fezes - 

20 s/fezes s/fezes ⁺ s/fezes - ⁺ ⁺ 

25 - ⁺ - ⁺ - - ⁺ 

30 ⁺ s/fezes - ⁺ - - ⁺ 

35 ⁺ ⁺ - ⁺ s/fezes s/fezes - 

40 - ⁺ - ⁺ - - - 

 

Após a finalização do experimento os animais foram sacrificados e os órgãos e a musculatura 

avaliada para a presença de Salmonella enterica (Tabela 21). 

TABELA 21 

Resultado das análises qualitativas de Salmonella enterica em vísceras e músculo de tambaqui no grupo 

experimental após 40 dias de inoculação por via oral. 

Grupo 1 Cerebro Rim Baço  Fígado  Coração Estômago  Intestino  Músculo  

Px1 - + - - - - - - 

Px2 - - - - - + + - 

PX3 - - - - - + + - 

PX4 - - - - - - + + 

PX5 - + - - - - + - 

Px6 - - + - - - + + 

Px7  - - - - - - - - 

Nesse ensaio experimental foi possível detectar a Salmonella Hadar em vísceras e músculo. 

Resultado semelhante foi encontrado por Nesse et al. (2005) em Salmão do Atlântico sendo 
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possível detectar a bactéria em vísceras após administração oral de S.Montevideo em dosagem 

de 10
8  

UFC/peixe, nesse mesmo estudo foi possível determinar a presença da S. Agona em 

músculo quando utilizada a dose infectante de 10
8  

UFC/peixe.  

A patogenia da doença em peixes não é conhecida, sabe-se que em suínos é decorrente da 

invasão do epitélio intestinal e colonização, podendo disseminar-se por órgãos periféricos e 

causar a septicemia (Kich e Cardoso, 2012), em aves a forma sistêmica também pode ocorrer 

após o agente ingressar em capilares sanguíneos (Sato et al., 1997). 

A recuperação de Salmonella em vísceras e músculo representa um grande risco para a saúde 

pública. No momento da evisceração na indústria podem ocorrer contaminações devido a cortes 

acidentais e extravasamento do conteúdo do tratogastrointestinal. Outro grave problema é 

prática de venda em todo país de peixes não eviscerados frescos ou congelados além do 

consumo dos peixes em preparações cruas ou mal cozidas. A recomendação da legislação 

brasileira é ausência de Salmonella em 25g de pescado (Regulamento..., 2006). 

A intermitência de positividade em amostras de Salmonella também foi relatada por Nesse et al. 

(2005) em Salmão do Atlântico. Os autores demonstraram amostras negativas em pele e trato 

gastrointestinal e vísceras em S.Agona após duas semanas de desafio oral e positividades das 

amostras após quatro semanas.  

Em aves a coleta de fezes para isolamento de Salmonella também ocorre através de suabes da 

região do TGI ou direto do reto do animal (Hyatt e Weese, 2004), é comum que as amostras não 

sejam homogêneas ou que a microbiota não esteja distribuída uniformimente, dessa forma 

mesmo em animais infectados não é possível isolar o patógeno, sendo necessário um grande 

número de amostras (Smyser, Snoeyenbos, 1969).  A falta de sucesso em amostras de fezes de 

aves pode ocorrer devido ao intervalo entre o esvaziamento cecal e reenchimento, sendo 

necessário um determinado tempo para que as unidades formadoras de colônia consigam se 

restabelecer em nível de serem isoladas através de suabes (Heres et al., 2003), outra questão é 

que o fluxo contínuo de alimento do TGI das aves possa remover fisicamente o patógeno antes 

do mesmo ser capaz de multiplicar-se (Barrow e Wallis., 2004). 

 

3.4 Conclusões 

 

Após o desenvolvimento do protocolo de infecção experimental para peixes nativos conclui-se 

que para a realização da infecção experimental por via oral é necessário a utilização da sonda 

intragástrica para introdução do inóculo, e a persistência da infecção é altamente dependende 

das doses utilizadas nas infecções.  

Salmonella spp. é capaz de permanecer no trato gastrointestinal de pintado, piau e tambaqui 

mesmo que de forma transiente, sendo possível detectar a presença da bactéria nas fezes dos 

animais. Este é um importante fator para a contaminação do ambiente e propagação da mesma. 

A persistência da infecção está relacionada aos sorotipos utilizados. 

As espécies de peixes acima citadas são capazes de contaminar-se através da ingestão oral de 

Salmonella, dessa forma é necessário evitar a utilização de rações contaminadas pelo patógeno 

nas pisciculturas no país. 

É possível encontrar a bactéria em água dos aquários que abrigam peixes infectados oralmente 

pela Salmonella evidenciando que é fácil a propagação do patógeno no ambiente. 
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ANEXO II 

 

TABELA 22 

Quantidade de amostras coletas nas cinco fazendas localizadas nos Estados de Mato Grosso, Tocantins e 

São Paulo. 

Nome da Propriedade Tipo de amostra  Quantidade  

Fazenda A 

Suabes de TGI de tambaqui  9 

Suabes de TGI de Pintado  8 

Suabes de branquia de Pintado  6 

Intestino de Tambaqui  6 

Agua dos tanques 10 

Fezes de animais encontradas 

próximos aos tanques 

2 

Suabes de branquia de Tambaqui 6 

Suabes de TGI tilápia  2 

Subtotal 49 

Fazenda B  

Ração  21 

Farinha de peixe  7 

Musculo de tambaqui  3 

Músculo de Pintado  2 

Músculo de Matrinxã 1 

Agua dos tanques 27 

Suabes de Branquia de Tambaqui 7 

Suabes de Branquia de Matrinxã 2 

Suabes de Branquia de Piau 2 

Suabes de TGI de Tambaqui 90  

Suabes de TGI de Matrinxã 22 

Suabes de TGI de Piau  35  

Suabes de TGI de pintado  13 

Sedimentos 2 

Fezes de animais encontradas 

próximos aos tanques 

7  

Farinha de vísceras 3 

Farinha de carcaça 2 

Farinha de frango  2 

Farinha de carne e ossos 2 

Farinha de sangue 2 

Agua dos caminhões 5 

Subtotal 257 

Fazenda C  Suabes de TGI de caranha  14  

 Suabes de TGI de tambaqui  63 

Subtotal  77 

Fazenda D  Ração  2 

 Intestino de Tambaqui  3 

Subtotal  5 

Fazenda E  Suabes de TGI de pintado  95  

 Suabes de TGI de matrinxã  80 

 Água dos tanques de cultivo  6 

Subtotal  181  

Total  569 
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ANEXO III  
 

TABELA 23 

Frequência de amostras positivas para Salmonella enterica em cinco fazendas localizadas nos Estados de 

Mato Grosso, Tocantins e São Paulo. 

Descrição de material Quantidade de amostras 

coletadas 

Amostras positivas Frequência (%) 

Ração 23 - - 

Farinha de peixe 7 - - 

Carne de Tambaqui 3 - - 

Carne de Pintado 2 - - 

Carne de Matrinxã 1 - - 

Suabes de branquia de 

Tambaqui 

13 - - 

Suabes de TGI de Tambaqui 162 13 8,02 % 

Suabes de brânquia de 

Matrinxã 

2 1 50%  

Suabes de TGI de Matrinxã 102 - - 

Suabes de branquia de Piau 2 - - 

Suabes de TGI de Pintado 116 6 6%  

Suabes de branquia de 

Pintado 

6 - - 

Suabes de TGI de Tilápia 2 - - 

Suabes de TGI de Piau 35 9 25,71 % 

Suabes de TGI de Caranha 14 6 42,85 % 

Intestino de Tambaqui 9 - - 

Agua de tanques 43 2 4,65 % 

Sedimentos 2 - - 

Agua de caminhões 5 - - 

Fezes de animais encontrados 

próximos aos tanques 

9 2 22,2  % 

Farinha de carcaça 2 - - 

Farinha de vísceras 3 - - 

Farinha de Sangue 2 - - 

Farinha de carne e ossos 2 - - 

Farinha de frango 2 - - 

Total de amostras 569 39  6,85  
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ANEXO IV 

TABELA 24 

Resultados Gerais da Sorotipificação. 

ID  Fazenda da coleta Material coletado Material coletado Sorotipificação 

sal 05 Fazenda B Matrinxã SUABES DE BRANQUIA S. Panama 

sal 08 Fazenda A Pintado  SUABES DE TGI Salmonella enterica subsp. Enterica 

sal 09 Fazenda A Tambaqui SUABES DE TGI S. Saintpaul 

sal 10 Fazenda A  Agua AGUA DOS TANQUES  S. Panama 

sal 11 Fazenda A  Tambaqui  SUABES DE TGI S. Heidelberg 

sal 12 Fazenda B Agua AGUA DOS TANQUES  S..Brandenburg  

sal 13 Fazenda B   Tambaqui SUABES DE TGI S. Heidelberg 

sal 14 Fazenda B Pintado  SUABES DE TGI S. Heidelberg 

sal 15 Fazenda B   Piau SUABES DE TGI S. Heidelberg 

sal 16  Fazenda B Piau SUABES DE TGI S.Hadar 

sal 17 Fazenda B   Piau SUABES DE TGI S. Heidelberg 

sal 18 Fazenda B Pintado amazônico SUABES DE TGI S. Heidelberg 

sal 19 Fazenda B   Pintado amazônico SUABES DE TGI S.Brandenburg  

sal 20  Fazenda B Piau SUABES DE TGI S.Brandenburg  

sal 21 Fazenda B   Piau SUABES DE TGI S.Hadar 

sal 22 Fazenda B Piau  SUABES DE TGI S.Brandenburg  

sal 23 Fazenda B   Pintado SUABES DE TGI S. Saintpaul  

sal 24 Fazenda B Piau SUABES DE TGI S.Hadar 

sal 25 Fazenda B   Pintado SUABES DE TGI S. Saintpaul  

sal 26 Fazenda B Tambaqui SUABES DE TGI S.Hadar 

sal 27 Fazenda B   Tambaqui SUABES DE TGI S. Panama 

sal 28 Fazenda B Tambaqui SUABES DE TGI S Arizonae 

Sal 29 Fazenda B   Juvenil Piau SUABES DE TGI S.Hadar 

sal 30 Fazenda  C Tambaqui adulto/ reprodutores SUABES DE TGI S.Hadar 

sal 31 Fazenda  C Tambaqui adulto/ reprodutores SUABES DE TGI S.Hadar 

sal 32 Fazenda  C Tambaqui adulto/ reprodutores SUABES DE TGI S.Hadar 

sal 33 Fazenda  C Tambaqui adulto/ reprodutores SUABES DE TGI S.Hadar 

sal 34 Fazenda  C Tambaqui adulto/ reprodutores SUABES DE TGI S.Hadar 

sal 35 Fazenda  C Tambaqui adulto/ reprodutores SUABES DE TGI S.Hadar 

sal 36 Fazenda  C Caranha adulto   SUABES DE TGI S.Hadar 

sal 37 Fazenda  C Caranha adulto  SUABES DE TGI S.Hadar 

sal 38 Fazenda  C Caranha adulto  SUABES DE TGI S.Hadar 
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sal 39 Fazenda  C Caranha adulto  SUABES DE TGI S.Hadar 

ID  Fazenda  C Material coletado Material coletado Sorotipificação 

sal 40  Fazenda  C Caranha adulto  SUABES DE TGI S.Hadar 

sal 41 Fazenda  C Caranha adulto  SUABES DE TGI S.Hadar 

sal 45 Fazenda B   Fezes Tamarindo 1 FEZES DE ANIMAIS S.Hadar 

sal 46 Fazenda B Fezes Tamarindo 2  FEZES DE ANIMAIS   S.Hadar 

sal 47 Fazenda B   Piau  SUABES DE TGI S. Heidelberg 

sal 48  Fazenda B Tambaqui  SUABES DE TGI S. Hadar 
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ANEXO V  

TABELA 25 

Resultados do perfil de alelos das amostras de Salmonella. 

Identificação da 

amostra  

Identificação 

da Fazenda  Material coletado  ST CC NST  AROC  DNAN  HEMD  HISD  PURE 

 

SUCA 

 

THRA 

Sorotipagem 

convencional  

sal 05 B Matrinxã não  não  NST 01 13 12 117 16 13 16 4 Salmonella  Panama 

sal 08 A  Pintado  não  não  NST 02 46 122 3 130 6 19 1 
Salmonella enterica 
subsp. Enterica 

sal 09 A  Tambaqui não  não  NST 03 1 18 18 130 8 7 115 Salmonella  Saintpaul 

sal 10 A  Agua 24 17 STC 13 12 17 16 13 16 4 Salmonella Panama 

sal 11 A  Tambaqui  não  não  NST 04 46 430 18 130 8 42 115 Salmonella Heidelberg 

sal 12 B Agua não  não  NST 05 5 21 2 9 505 358 17 
Salmonella 
Brandenburg  

sal 13 B Tambaqui não  não  NST 06 46 430 18 130 8 324 115 Salmonella Heidelberg 

sal 14 B Pintado  não  não  NST 07 46 122 18 18 8 42 115 Salmonella Heidelberg 

sal 15 B Piau não  não  NST 08 13 12 18 16 13 343 4 Salmonella  Heidelberg 

sal 16  B Piau não  não  NST 09 10 7 21 14 185 300 12 Salmonella Hadar 

sal 17 B Piau não  não  NST 10 15 430 18 130 6 7 115 Salmonella Heidelberg 

sal 18 B Pintado amazônico não  não  NST 11 5 21 18 9 6 7 17 Salmonella Heidelberg 

sal 19 B Pintado amazônico não  não  NST 12 5 21 18 9 8 12 17 

Salmonella 

Brandenburg  

sal 20  B Piau 50 14 STC 5 21 18 9 6 12 17 
Salmonella 
Brandenburg  

sal 21 B Piau não  não  NST 13 2 5 6 7 5 7 5 Salmonella Hadar 

sal 22 B Piau  não  não  NST14 11 10 25 13 10 355 5 

Salmonella 

Brandenburg  
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sal 23 B Pintado não  não  NST15 5 5 18 9 6 12 17 Salmonella Saintpaul  

sal 24 B Piau não  não  NST16 15 148 18 9 8 7 102 Salmonella Hadar 

sal 25 B Pintado não  não  NST17 5 21 18 44 8 160 5 Salmonella  Saintpaul  

sal 26 B  Tambaqui 112 8 STC 41 42 43 58 9 12 2 Salmonella Hadar 

sal 27 B Tambaqui 24 17 STC 13 12 17 16 13 16 4 Salmonella Panama 

sal 28 B Tambaqui não  não  NST18 33 21 30 144 283 87 134 
Salmonella enterica 
subsp. Arizonae 

Sal 29 B Juvenil Piau não  não  NST19 1 5 6 7 8 7 12 Salmonella Hadar 

sal 30 C Tambaqui adulto/ reprodutores 33 22 STC 2 5 6 7 5 7 12 Salmonella Hadar 

sal 31 C Tambaqui adulto/ reprodutores 33 22 STC 2 5 6 7 5 7 12 Salmonella Hadar 

sal 32 C Tambaqui adulto/ reprodutores 33 22 STC 2 5 6 7 5 7 12 Salmonella Hadar 

sal 33 C Tambaqui adulto/ reprodutores 33 22 STC 2 5 6 7 5 7 12 Salmonella Hadar 

sal 34 C Tambaqui adulto/ reprodutores 33 22 STC 2 5 6 7 5 7 12 Salmonella Hadar 

sal 35 C Tambaqui adulto/ reprodutores 33 22 STC 2 5 6 7 5 7 12 Salmonella Hadar 

sal 36 C Caranha adulto  não  não  NST 20 2 5 2 7 5 7 12 Salmonella Hadar 

sal 37 C Caranha adulto  33 22 STC 2 5 6 7 5 7 12 Salmonella Hadar 

sal 38 C Caranha adulto  33 22 STC 2 5 6 7 5 7 12 Salmonella Hadar 

sal 39 C Caranha adulto  33 22 STC 2 5 6 7 5 7 12 Salmonella Hadar 

sal 40  C Caranha adulto  33 22 STC 2 5 6 7 5 7 12 Salmonella Hadar 

sal 41 C Caranha adulto  33 22 STC 2 5 6 7 5 7 12 Salmonella Hadar 

sal 45 B Fezes Tamarindo 1 614 3 STC 10 7 21 14 185 12 12 Salmonella Hadar 

sal 46 B Fezes Tamarindo 2  614 3 STC 10 7 21 14 185 12 12 Salmonella Hadar 

sal 47 B Piau  não  não  NST 21 46 430 6 130 8 7 12 Salmonella Heidelberg 

sal 48  B Tambaqui  33 22 STC 2 5 6 7 5 7 12 Salmonella Hadar 

Legenda: NST- novo ST e STC – ST conhecido  
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ANEXO VI 

 
FIGURA 1. Diagrama de eBurst para Salmonella enterica 
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ANEXO VII 

 

FIGURA 2. Dendograma ilustrando a relação filogenética dos isolados 
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ANEXO VIII 

TABELA 26 

Resultado das análises de PCR das coletas de fezes e águas do Experimento I 

DIAS PÓS-

COLETA 1 PI 2PI 3PI 4PI 5PI 7PI 9PI 12PI 15PI 20PI 26 PI 31 PI 35 PI 

Grupo controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Grupo 1 5 * 5 6 4 6 6 6 2 2 0 1 1 0 

Grupo 2 6 3 1 0 4 5 2 0 1 1 0 1 0 

Grupo 3 3 3 0 1 4 4 4 0 0 0 0 0 0 

*Número de animais positivos em cada coleta. 
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ANEXO IX 

GRÁFICO 4.  Avaliação de animais positivos ao longo de 40 dias de infecção experimental nos grupo 1 do ensaio experimental II. 
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Legenda: Onde no gráfico o número 1 indica animais positivos na coleta e -1 indica animais negativos. 
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ANEXO X 

GRÁFICO 5 - Gráficos ilustrativos demonstrando a avaliação de animais positivos ao longo de 40 dias de infecção experimental nos Grupo 2 do ensaio experimental II. 
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Legenda: Onde  1 no gráfico são animais que na coleta apresentaram-se positivos e - 1 animais negativos.  
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ANEXO XI 

GRÁFICO 6 - Gráficos ilustrativos demonstrando a avaliação de animais positivos ao longo de 40 dias de infecção experimental nos Grupo 1 do ensaio experimental III. 
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Legenda: Onde: 0 no gráfico representa que não houveram fezes a serem coletadas, 1 animais positivos no momento da coleta e  - 1 são animais que a coleta apresentaram-se negativos.  


