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RESUMO

O numero crescente de estudos que relatam a ocorréncia de Salmonella enterica em aguas
superficiais ndo recicladas garante novas investigacdes sobre o seu real papel como
potenciais fontes de contaminacdo. Considerando a baixa concentracdo de Salmonella na
agua, o uso de suabe de Moore modificados (SMM) consolidou-se como uma técnica viavel
para a recuperacdo de Salmonella enterica para este tipo de amostra, possibilitando a
amostragem de maiores volumes de agua e reduzindo custos logisticos e problemas. Aqui
relatamos os efeitos sem precedentes do uso de réplicas de SMM na recuperacdo e
diversidade de sorovares de Salmonella enterica. Foram coletadas 270 amostras de agua em
triplicata por meio da SMM, totalizando 810 suabes. Os SMM foram cultivados utilizando
procedimentos microbiolégicos convencionais para isolamento de Salmonella enterica. Além
disso, também testamos a precisdo do caldo de enriguecimento-PCR como método de
triagem para recuperacdo de Salmonella enterica. Além disso, os sorovares de Salmonella
enterica de uma amostragem de 84 isolados foram determinados in silico apés
sequenciamento completo do genoma. A frequéncia global de Salmonella enterica em
amostras de agua foi de 77,8% (210/270), enquanto as frequéncias observadas em cada
repeticdo individual foram de 63,7, 62,6 e 61,1%. O uso de triplicatas resultou em maiores
(P<0,05) frequéncias de isolamento de Salmonella enterica. Entre as 210 amostras contendo
Salmonella enterica, 123 (58,6%) foram positivas em todas as triplicatas. No entanto, 50
(23,8%) amostras foram positivas em duas de trés repeti¢cdes, enquanto 32 (17,6%) amostras
foram positivas apenas em uma das trés repeticdes. O cultivo em caldo de enriquecimento-
PCR mostrou alta sensibilidade (98,37%) na deteccdo de Salmonella viavel em comparacéo
com a cultura em &gua convencional, embora ndo tenham sido observadas diferencas
significativas entre os caldos Tetrationato e Rappaport-Vassiliadis. Além disso, a utilizacdo de
triplicados aumentou significativamente a diversidade de sorovares de Salmonella
recuperados de cada amostra. Nossos resultados indicaram que o uso de triplicatas de 10L-
SMM poderia melhorar significativamente a recuperagédo e diversidade de sorovares de
Salmonella enterica em amostras de agua. Contudo, outros aspectos que envolvam limitacdes
técnicas e de custos associadas ao uso de triplicatas devem ser considerados.

Palavras-chave: sistemas agroalimentares; seguranca alimentar; agua de irrigacéao.



ABSTRACT

The increasing number of studies reporting the occurrence of Salmonella enterica in non-
recycled surface water warrants further investigations into their real role as potential sources
of contamination. Considering the low concentration of Salmonella in water, the use of modified
Moore swabs (MMS) has established itself as a viable technique for the recovery of Salmonella
enterica for this type of sample, enabling the sampling of larger volumes of water and reducing
logistical costs and problems. Here we report the unprecedented effects of the use of replicates
of MMS on the recovery and diversity of Salmonella enterica serovars. A total of 270 water
samples were collected in triplicate by MMS, totaling 810 swabs. The MMS were cultured using
conventional microbiological procedures for isolation of Salmonella enterica. In addition, we
also tested the accuracy of enrichment broth-PCR as a screening method for the recovery of
Salmonella enterica. Furthermore, the serovars of Salmonella enterica from a sample of 84
isolates were determined in silico after whole genome sequencing. The overall frequency of
Salmonella enterica in water samples was 77.8% (210/270), while the frequencies observed
in each individual replicate were 63.7, 62.6, and 61.1%. The use of triplicates resulted in higher
(P<0.05) frequencies of isolation of Salmonella enterica. Among the 210 samples containing
Salmonella enterica, 123 (58.6%) were positive in all triplicates. However, 50 (23.8%) samples
were positive in two of three replicates, while 32 (17.6%) samples were positive only in one of
three replicates. Enrichment broth-PCR cultivation showed high sensitivity (98.37%) in
detecting viable Salmonella compared with conventional water culture, although no significant
differences were observed between Tetrathionate and Rappaport-Vassiliadis broths.
Furthermore, the use of triplicates significantly increased the diversity of Salmonella serovars
recovered from each sample. Our results indicated that the use of 10L-SMM triplicates could
significantly improve the recovery and diversity of Salmonella enterica serovars in water
samples. However, other aspects involving technical and cost limitations associated with the
use of triplicates should be considered.

Keywords: agri-food systems; food safety; irrigation water.



Figura 1 —

Figura 2 —

LISTA DE ILUSTRACOES

Resumo metodoldgico ilustrado: coleta de Suabe modificado de
Moore (1), pré- enriquecimento (2), cultvo em caldo de
enriquecimento (3), plagueamento de todos os caldos em agar XLT-4
(4), plagueamento de caldos com PCR positivo em agar Hektoen
enterico e 4gares sulfito de bismuto (5), bioquimica em agares LIA e
TSI de colbnias suspeitas, com transferéncia dos supostos positivos
para agar TSA (6), extracdo de DNA dos isolados (7) e PCR
do gene invA (8)
Frequéncia de Salmonella enterica em amostras de agua (n=270)
coletadas por suabe de Moore modificado (SMM) em bacias
hidrograficas naturais do nordeste do Brasil. O histograma mostra a
frequéncia de amostras negativas (N) e positivas em uma (R1), duas
(R2) e trés (R3) réplicas

18



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Caracterizacdo dos locais de coleta ...........ccoovvvvviviiiiiiiiiiiiiie e,

Tabela 2 - Diversidade de sorovares de Salmonella enterica em 84 amostras
positivas cujos isolados foram submetidos ao sequenciamento do
genoma completo e identificacdo in silico dos sorovares por meio da

base de dados do National Center for Biotecnology Information



N

2.2
2.3

2.4

3.1
3.2

SUMARIO

INTRODUGAOQ ..., 10
REVISAO DE LITERATURA . oottt oottt 11
Salmonella enterica E SUA PRESENCA NA ATIVIDADE

AGROPECUARIA ... 11
Salmonella EM RESERVATORIOS HIDRICOS .....oooveeeeeeeeeeeeeee. 13
METODOS DE COLETA DE AGUA PARA ISOLAMENTO DE

=111 410 ] =11 = 15
SUABE MODIFICADO DE MOORE (SMM) ....oviieeeeeeeee e 15
METODOLOGIA ......eeiieeieeeeteeeeee s s e esaseaseaesnsenssnsennsnnsenns 16
DESENHO DO ESTUDO ..ottt ettt se e aen e 16

AMOSTRAS, PROCEDIMENTOS MICROBIOLOGICOS E

IDENTIFICACAO DE SOROVARES ......cooovovevveeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 17
ANALISE DE DADOS ....oonniiiiiee e 19
RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....coveeviecieeeeeeeeeeenesen e, 19
CONCLUSAOQ ...ttt 26

REFERENCIAS ... ettt 27



10

1 INTRODUCAO

Salmonella enterica (S. enterica) € um patdgeno de origem alimentar que
impacta significativamente a saude publica global (ROTH et al., 2018). Alimentos de
origem animal tém sido considerados fontes importantes de contaminagao, uma vez
gue o trato gastrointestinal de animais de sangue quente € o habitat de uma grande
diversidade de sorovares de S. enterica (ANDREWS-POLYMENIS et al., 2010). Nos
altimos anos, o numero crescente de surtos de salmonelose associados ao consumo
de produtos agricolas (ALLARD et al., 2019; HASSAN et al., 2019; WALSH et al.,
2014) sugere a agua de irrigacdo como potencial contaminante de S. enterica (LIU;
WHITEHOUSE; LI, 2018; WALSH et al., 2014), especialmente aguas superficiais nao
tratadas, como rios, lagos, lagoas e represas (LI et al., 2014; MARTINEZ et al., 2017).

Considerando que as aguas ambientais ndo séo o habitat natural de S. enterica,
a sua sobrevivéncia na agua pode ser afetada por varios fatores fisico-quimicos
(DOMINGO; HARMON; BENNETT, 2000; LIAO; SHOLLENBERGER, 2003). Portanto,
S. enterica é geralmente encontrada em nameros baixos em corpos d'agua (ANTAKI
et al.,, 2016; ZHOU et al., 2023), representando um desafio para sua recuperacao
microbiolégica a partir de amostras de pequeno volume de agua. O volume da amostra
parece ser um fator critico que afeta a acuracia dos métodos de recuperacao de S.
enterica a partir de amostras de agua (ACHEAMFOUR et al., 2021; SHARMA et al.,
2020). Por outro lado, a amostragem e o armazenamento de grandes volumes de
agua podem representar desafios logisticos significativos, tornando impraticavel a
coleta e o processamento de grandes amostras. Nesse aspecto, o uso do suabe de
Moore modificado (SMM) tem ganhado atencéo por permitir a amostragem de maiores
volumes de 4gua (geralmente 10 L) utilizando um aparelho de filtragem de baixo custo,
gue pode ser feito com materiais comuns (SBODIO et al., 2013).

Apesar da crescente relevancia do SMM como método padrdo de amostragem
de agua para vigilancia de S. enterica na agua, ndo ha informacdes sobre a eficacia
do uso de triplicatas de SMM sobre a acuracia do método, tampouco sobre a
diversidade de sorotipos. Por isso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos do
uso de triplicada de SMM sobre a recuperagéo e diversidade de sorovares de S.

enterica em amostras de aguas superficiais, além de avaliar o método de PCR de
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cultura em caldo de enriguecimento como método de triagem para recuperacao de S.

enterica.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Salmonella enterica E SUA PRESENCA NA ATIVIDADE AGROPECUARIA

O género Salmonella spp. pertence a familia de Enterobactérias, a qual
compreende bacilos Gram-negativos, ndo produtores de esporos, anaerébios
facultativos e, em maioria, produtores de gas a partir da fermentacédo da glicose,
exceto a espécie Salmonella enterica sorovar Typhi. Grande parte dos sorovares séo
moveis, movimentam-se por flagelos peritriquios, com excecao de Salmonella enterica
sorovar Gallinarum biovares Pullorum e Gallinarum. Bactérias deste género podem
ser encontradas em diferentes habitats, e comumente estdo presentes na microbiota
gastrointestinal de animais como bovino, aves domésticas, répteis e até mesmo no
ser humano (ANDINO; HANNING, 2015; HANNING; NUTT,; RICKE, 2009; LIU;
WHITEHOUSE; LI, 2018; RUBY et al., 2012).

De acordo com o Centro de Controle e Prevencao de Doencgas (CDC), o género
Salmonella é classificado em duas espécies, Salmonella enterica e Salmonella
bongori. A espécie S. enterica acomete o homem e seus sorovares sao classificados

em trés diferentes grupos de acordo com o tipo de hospedeiro (CDC, 2013).

No primeiro grupo, estdo aqueles que nao possuem hospedeiro eletivo, como
Salmonella Enteritidis, que infectam tanto humanos como animais. Nos outros dois
grupos estdo aquelas que acometem somente seres humanos, como Salmonella
Typhi, e aquelas que estdo adaptadas somente aos animais, como aves (Salmonella
Gallinarum) e bovinos (Salmonella Abortusovis) (CDC, 2013). S. bongori esta mais
associada a infeccfes em animais de sangue frio, mas pode causar também doencas

em seres humanos e outros animais de sangue quente (GIAMMANCO et al., 2002).

Durante o século XX, tornou-se consenso na comunidade médica e cientifica

gue a salmonelose é causada pela ingestdo de agua contaminada por esgotos ou
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dejetos humanos e animais, bem como pelo consumo de alimentos contaminados
(COSTALUNGA; TONDO, 2002; GUARD-PETTER, 2001), uma vez que esses
alimentos sdo em sua maioria de origem animal (JAJERE, 2019). A partir desse
entendimento, politicas de controle de qualidade na produgdo, manuseio e
armazenamento de alimentos de origem animal, bem como a conscientizacdo sobre
0 consumo de agua tratada, foram estabelecidas como meios para a erradicacédo da
salmonelose em humanos (MAIJALA et al., 2005). Essas medidas foram responsaveis
pela reducdo gradual do numero de casos por ano ao longo do século (CDC, 2013).
No entanto, no século XXI, ndo houve reducéo da incidéncia de salmonelose humana,
atualmente estavel, girando em torno de 1 milhdo de casos por ano apenas nos
Estados Unidos (TACK et al., 2019).

Nas ultimas duas décadas, varios surtos de salmonelose foram atribuidos a
alimentos vegetais (LIU; WHITEHOUSE; LI, 2018; WALSH et al., 2014). Isso tem
alertado para a possibilidade de que as medidas de controle adotadas anteriormente
ndo sejam suficientes para o controle da salmonelose. Além disso, levantam a
necessidade de estudos que esclarecam as fontes e vias de contaminacéo, incluindo

as aguas utilizadas na irrigacéo e processamento de alimentos em geral.

Os surtos de salmonela relacionados ao consumo de alimentos ndo carneos
aumentaram rapidamente nas ultimas décadas. Dados recentes indicam que 13% dos
surtos de Salmonella nos EUA foram relacionados a alimentos ndo carneos
contaminados (HANNING; NUTT; RICKE, 2009). Investigacfes epidemioldgicas
indicam que a contaminacdo cruzada nas fabricas pode ser a causa de surtos
associados a alimentos com baixa umidade (HANNING; NUTT; RICKE, 2009).
Salmonella Typhimurium, S. Offa, S. Tennessee e S. Poona foram isoladas a partir de
pasta de gergelim e sementes de gergelim que foram vendidas para consumo cru em
cereais (BROCKMANN; PIECHOTOWSKI; KIMMIG, 2004).

Sabe-se gue as bactérias nas superficies das plantas podem formar biofilmes
complexos, incluindo diversas espécies de bactérias (DENIS et al., 2016), dificultando
procedimentos de limpeza e higienizacdo. Dessa forma, a persisténcia de S. enterica
produtos vegetais, incluindo frutas, nozes e vegetais de caules de videira, poder ser
fontes potenciais de contaminacdo. Ha evidéncias de que surtos de salmonelose
associados a frutos do mar ocorridos nos EUA foram causados por contaminacao
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cruzada durante o cultivo, processamento, preparacdo e transporte (HANNING;
NUTT; RICKE, 2009; STEELE; ODUMERU, 2004).

2.2 Salmonella EM RESERVATORIOS HIDRICOS

A qualidade microbioldgica da agua na agropecudria, independentemente da
fonte, € crucial para manter produtos alimenticios seguros. As fontes de aguas néo
residuais que normalmente ndo sdo consideradas contaminadas com residuos ou
material fecal podem desempenhar um papel importante na contaminacdo de
produtos frescos por Salmonella e outras bactérias patogénicas (HANNING; NUTT;
RICKE, 2009). A Salmonella parece possuir os mecanismos para manter a viabilidade
e sobreviver com sucesso também em ambientes aquaticos. Em amostras de agua
do rio, Salmonella mostrou-se viavel mesmo apés 31 dias do evento de contaminacao
(DOMINGO; HARMON; BENNETT, 2000). Além disso, Salmonella pode sobreviver a
tensBes associadas ao microambiente de agua doce em laboratério, 0 que aumenta a

expressao de um regulador chave de genes de viruléncia (NUTT et al., 2003).

O trato gastrointestinal de vertebrados é geralmente considerado o habitat
natural de Salmonella, e as bactérias liberadas pelas fezes podem ser transportadas
para 0s sistemas aquaticos por descargas de esgoto, eventos de chuva ou
escoamentos superficiais associados (SHA; FORSTNER; HAHN, 2013). A
sobrevivéncia de Salmonella em fontes hidricas aparentemente vai além de um
achado acidental ou apenas indicio de contaminacao fecal. Na verdade, esse pode
ser um dos maiores reservatorios que abriga bactérias viaveis. BAUDART et al. (2000)
realizaram experimentos que demonstravam a presenca de S. Typhimurium em aguas
de rios e nos sedimentos marinhos, indicando que a presenca dessa espécie nos
sedimentos marinhos proximos a vazao do rio que sustentava a capacidade de

Salmonella sobreviver a longo prazo em um ambiente natural.

S. enterica pode sobreviver em um ambiente com uma ampla faixa de pH (4,05-
9,5) e se multiplicar em uma ampla faixa de temperatura (7-48°C) (FATICA;
SCHNEIDER, 2011). Em um ambiente fechado a temperatura ambiente (25 ° C), foi

demonstrado que a Salmonella pode sobreviver por até 5 anos em agua estéril ou em
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uma solucdo tamponada com fosfato (SHA; FORSTNER; HAHN, 2013). Em um
estudo de POLO et al. (1998), foi observada maior contaminacdo por S. enterica em
amostras de agua de rios em comparacdo com outras fontes de agua, como praias e

reservas de 4gua doce.

O ambiente ecoldgico das aguas de irrigacdo, como rios ou lagos, pode ser
bastante complexo e dindmico. A sobrevivéncia e a persisténcia de S. enterica na
adgua pode depender de vérios fatores ambientais, como temperatura, pH, sal,
concentracdo de oxigénio dissolvido, disponibilidade de nutrientes, interacdo com
outros microrganismos e exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV) (STEELE;
ODUMERU, 2004; WANJUGI; HARWOOD, 2013; WILKES et al., 2011). Como
resultado, a viabilidade de S. enterica pode diminuir na agua ao longo do tempo e
podera sobreviver geralmente menos de 30 dias (STEELE; ODUMERU, 2004).

Muitos estudos mostram agora que os biofilmes podem facilitar a sobrevivéncia
de Salmonella na agua. Adicionalmente, invertebrados, como protozoarios de vida
livre e varios animais vertebrados, podem servir como reservatorios para Salmonella
e outras bactérias patogénicas (LIU; WHITEHOUSE; LI, 2018). Isso suscita uma
grande preocupacédo, uma vez que atualmente muitos rios sao amplamente utilizados

como fontes de irrigacéo para frutas e legumes.

Além do prolongamento da viabilidade e sobrevivéncia de Salmonella no
ambiente aquético, LI et al. (2015) também sugeriram que a deteccao frequente de
Salmonella na agua de irrigacéo pode ser devida a inUmeros eventos de reintroducao
associados a varios hospedeiros diferentes no ambiente. Isso foi apoiado pela anélise
de microarranjos genémicos em isolados de Salmonella Newport (LI et al., 2015). Por
um lado, os produtos que crescem no campo podem ser diretamente contaminados
por Salmonella excretada de hospedeiros ambientais proximos, como suinos, frangos,
bovinos, humanos, outras vidas silvestres ou adubos inadequadamente compostos
aplicados nos campos (ANDINO; HANNING, 2015; BRANDL; COX; TEPLITSKI, 2013;
LI et al., 2015). Por outro lado, essas bactérias também podem ser introduzidas
repetidamente nas lagoas de irrigacéo por meio de eventos de tempestades e chuvas,
sobreviver na dgua e alcancar produtos frescos através da irrigacao, e circular de volta

para humanos e outros animais (LI et al., 2015).
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2.3 METODOS DE COLETA DE AGUA PARA ISOLAMENTO DE Salmonella

Dentre os principais métodos de analise de agua para presenca de Salmonella,
realiza-se a coleta de um volume de agua variavel, em geral menos de 500 ml
(ROCHA et al., 2022), a qual é filtrada por uma membrana em laboratdrio, e transferida
para meio de cultura (ABULREESH, 2012).

Considerando que a 4gua ndo € o ambiente natural de S. enterica, 0 uso de
volumes pequenos de agua pode comprometer a eficicia de isolamento da bactéria
(SHARMA et al., 2020). Por isso, outros métodos que permitem a coleta de maior
volume de agua podem ser alternativas viaveis, tais como emprego de filtragem in situ
utilizando suabe modificado de Moore ou ultrafiltragem, possibilitando a coleta de
volumes de dezenas ou mesmo centenas de litros de dgua. Outros tipos de filtracdo
também podem ser utilizados, como filtracdo de fluxo tangencial e filtracdo de fluxo
normal (MCEGAN et al., 2013).

2.4 SUABE MODIFICADO DE MOORE (SMM)

O “Suabe de Moore” consiste numa gaze amarrada em um barbante, e foi
originalmente proposto pela primeira vez por Brendam Moore em 1948 para a
identificacdo de Salmonella em agua. Ao longo dos anos o método tem sido
amplamente utilizado para isolamento de uma grande diversidade de patégenos
(SBODIO et al., 2013).

Em 2011, o suabe foi aprimorado através do desenvolvimento de um dispositivo
de filtragem nomeado suabe modificado de Moore (SMM), o qual consiste em um
cassete produzido por tubos e conexdes de baixo custo e um elemento filtrante, como
pano de queijo ou gaze estéreis (BISHA et al., 2011). Através de uma bomba
peristaltica, 0 SMM é utilizado a campo para filtragem de volumes grandes de agua,
normalmente 10L, permitindo que o elemento filtrante seja utilizado para isolamento

de Salmonella ou mesmo outras bactérias em aguas superficiais.
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3 METODOLOGIA

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo observacional que consistiu na amostragem de aguas
superficiais das principais bacias hidrograficas do Estado da Paraiba, para
determinacdo da frequéncia de S. enterica. As informagbes sobre as bacias
hidrograficas (n=10) estdo apresentadas na Tabela 1. O tamanho minimo da amostra
(n=246) foi calculado com base em uma frequéncia esperada de Salmonella enterica
de 20% (ROCHA et al., 2022), nivel de confianca de 50% e erro de 5% (Thrusfield,
2018). Foram coletadas 270 amostras distribuidas entre 10 reservatorios e seus
respectivos rios, sendo selecionados dois ou trés pontos de coleta de cada um deles,
de acordo com a facilidade de acesso a margem da agua. Foram realizadas trés
repeticdes individuais (R1, R2 e R3) em cada amostragem, totalizando 810 amostras
de agua.

Tabela 1 — Caracterizacao dos locais de coleta.

D a:sgouc(?:do Hidlr30agcri2fica Local Coordenadas Cap(?;:;;j e

1 Saulo Maia Mamanguape Areia/PB 3223212?)5\/ 9.833.615

2 Aracagi Mamanguape Aracagi/PB 365251313(1)23\/ 63.289.037
3 Jandaia Curimatau Bananeiras/PB £Zi%%$%3v 10.032.266
4 Epp;ic;z Paraiba Boqueirdo/PB 322%98'34’3'_86'.'3\/ 466.525.964
5 Acaua Paraiba Itatuba/PB 375%211__)13\/ 253.000.000
6 Gosnggalo Piranhas Sousa/PB 3?3:?%53%’3\/ 40.582.277
7 Coremas Pianco Coremas/PB 3772%172125\/ 744.144.694
8 D"Vlééia Pianco Coremas/PB 3772%%%);;‘3\/ 545.017.499
9 Condado Piranhas Condado/PB 6754"29.0°S 36.834.375

37°35'10.9"W
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10 Er}’ﬁgg‘g'ro Piranhas  Cajazeiras/PB . 0.22+2S 993 617.376

38°27'17"W
Fonte: AESA, 2024.

3.2 AMOSTRAS, PROCEDIMENTOS MICROBIOLOGICOS E IDENTIFICACAO DE
SOROVARES

Em cada local de amostragem, trés repeticdes independentes foram obtidas
utilizando uma filtragem de 10L de agua por SMM. O isolamento microbiolégico foi
realizado segundo ANDREWS et al. (2023). Apds filtragem, os filtros de gaze do SMM
foram embebidos em &agua peptonada tamponada modificada (1:10) e mantidos
refrigerados durante o transporte do local de amostragem até o laboratério, onde
foram incubados por 18 a 20 horas a 37°C (x0,5°C). De cada amostra, uma aliquota
de 100 L foi transferida para 9,9 mL de rappaport-vassiliadis (RV) e uma aliquota de
1 mL para 9 mL de tetrationato (TT). Apds incubacéo a 42,5°C+0,5°C por 18 a 24
horas, uma alga de cada caldo foi semeada em placas de agar XLT-4. Paralelamente,
aliquotas dos caldos RV e TT enriquecidos foram submetidas a extracdo de DNA
(FRESCHI et al., 2005) para ensaio de PCR (caPCR). As reacdes de PCR foram
realizadas em um volume de master mix final de 25 L contendo os iniciadores F: 5'
GTGAAATTATCG CCACGTTCG GGC AA3 eR:3' TCATCG CAC CGT CAAAGG
AAC C 5") especificos para o gene invA de Salmonella enterica. A eletroforese foi
realizada no equipamento Mini-Sub Cell GT Horizontal Electrophoresis System (BIO-

RAD, CA, EUA) ajustado para 80V constantemente e maximo de 400mA.

Amostras de caldo positivas para S. enterica por PCR foram posteriormente
semeadas em agar Hektoen enterico e agar sulfito de bismuto. As placas foram
incubadas a 37°C +0,5°C por 24 horas. De cada placa, até trés coldnias presumiveis
de Salmonella foram posteriormente triadas por testes bioquimicos usando agar lisina
ferro (LIA) e triplo agucar ferro (TSI) incubados a 37°C+0,5°C durante a noite. Os
isolados apresentando caracteristicas morfologicas tipicas de S. enterica foram
transferidos para agar triptico de soja (TSA) e confirmados por PCR (isPCR) utilizando
0s mesmos iniciadores e condi¢cdes de ciclagem térmica aplicadas aos caldos de
enriquecimento. Suabes apresentando pelo menos uma cepa positiva na isPCR foram

considerados positivos.
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Figura 1 — Resumo metodoldgico ilustrado: coleta de Suabe modificado de Moore (1),
pré- enriguecimento (2), cultivo em caldo de enriquecimento (3), plaqueamento de
todos os caldos em agar XLT-4 (4), plaqueamento de caldos com PCR positivo em
agar Hektoen enterico e agares sulfito de bismuto (5), bioquimica em agares LIA e TSI
de coldnias suspeitas, com transferéncia dos supostos positivos para agar TSA (6),
extracdo de DNA dos isolados (7) e PCR do gene invA (8).

Created in BioRender.com bivo

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Trés isolados de cada réplica de 84 amostras positivas, foram submetidos ao
sequenciamento completo do genoma no ambito da iniciativa Genome Trakr
(1006745). O sorovar foi determinado pelo sistema de montagem gendmica do banco
de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), com sede em
Bethesda, Maryland, EUA.

3.3 ANALISE DE DADOS

Testes de independéncia do qui-quadrado foram utilizados para investigar o
efeito do uso de triplicatas sobre a frequéncia de S. enterica, assim como possiveis
diferencas entre os caldos de enriquecimento RV e TT na recuperacdo de Salmonella
das amostras. O coeficiente kappa de Fleiss foi utilizado para avaliar a concordancia
entre as repeticbes amostrais (R1, R2 e R3) sobre o status de Salmonella para cada
amostra. O teste Kappa de Cohen foi utilizado para medir o nivel de concordancia
entre os dois caldos (RV e TT) utilizados no teste de PCR de cultivo de enriquecimento
de caldo. A interpretacdo dos resultados de concordancia com base nos valores kappa
foi realizada seguindo MCHUGH (2012). Todos os testes estatisticos foram realizados
no RStudio utilizando o pacote "pacman” para o Coeficiente Kappa, enquanto o pacote
"quiqual"” foi utilizado para o qui-quadrado de independéncia, utilizando o V de Cramer
para calcular o tamanho do efeito. A representacdo visual dos residuos ajustados

gerados utiliza a funcéo 'corrplot'.

A sensibilidade, especificidade e precisdo do cultivo de enriguecimento-PCR
para deteccdo de S. enterica em amostras de agua foram determinadas usando o

cultivo microbiano como padréo ouro.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

S. enterica foi recuperada de pelo menos uma das trés réplicas em 210
amostras (77,8%), enquanto sua frequéncia em termos de nimero total de suabes foi
de 506/810 (62,5%). Embora a deteccéo de S. enterica tenha sido semelhante nas
réplicas de amostragem (R), ou seja, R1 = 63,7% (172/270), R2 = 62,6% (165/270) e
R3 = 61,1% (162/270), o uso de triplicatas resultou em maior (P<0,05) frequéncia de
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recuperacédo de S. enterica. Conforme mostrado na Figura 2, apenas 58,6% (123/210)
de todas as amostras positivas resultaram da recuperacao de S. enterica em todas as
trés repeti¢cbes, enquanto 23,8% (50/210) e 17,6% (32/210) amostras foram positivas
para S. enterica em duas ou uma réplica, respectivamente. Embora tenhamos
observado uma frequéncia semelhante de S. enterica entre as trés repeticdes, apenas
uma concordancia moderada (67,8% de concordancia; valor Kappa = 0,542) foi
observada entre as réplicas. Portanto, o uso de triplicatas de 10L de filtrado em SMM
resultou em maior frequéncia de recuperacdo de S. enterica em comparagdo com a

amostragem sem réplicas.

Figura 2 - Frequéncia de Salmonella enterica em amostras de dgua (n=270) coletadas
por suabe de Moore modificado (SMM) em bacias hidrograficas naturais do Nordeste
do Brasil. O histograma mostra a frequéncia de amostras negativas (N) e positivas em

uma (1), duas (Il) e trés (lll) réplicas.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Embora a agua nédo seja o habitat natural de S. enterica, varios estudos
relataram uma elevada ocorréncia e longa persisténcia de S. enterica em ambientes
aquaticos (ROCHA et al., 2022). A importancia crescente da dgua como fonte suposta
de contaminacgdo por S. enterica em produtos agricolas por meio de sistemas de

irrigacéo reforca a necessidade de métodos precisos para deteccédo de S. enterica,
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uma vez que subestimar os niveis de contaminacéo por S. enterica pode representar
um viés critico tanto na vigilancia epidemiolégica quanto em programas de

gerenciamento de qualidade de alimentos.

Entre as 235 amostras positivas na caPCR ap0ds enriquecimento em caldos RV
ou TT, S. enterica nao foi recuperada em 18 (2,11%). Isto pode estar relacionado com
a capacidade da PCR em detectar organismos nao viaveis. Por outro lado, S. enterica
foi cultivada a partir de trés amostras que apresentaram resultados negativos no teste
de enriquecimento-PCR, o que poderia ser atribuido a supostos inibidores de PCR no
modelo de DNA. A precisdo global do método de caPCR foi de 42,09% (98,37% de
sensibilidade; 5,63% de especificidade) em comparagcdo com o método microbiolégico
convencional. Estes resultados sugerem que o caldo de enriquecimento-PCR poder
ser utilizado como uma alternativa de triagem para amostras positivas a serem
confirmadas por cultivo, reduzindo custos associados aos meios. Ndo observamos
diferencas significativas entre o uso dos caldos Rappaport-Vassiliadis (0,89) e
Tetrationato (0,87) como modelo de DNA para PCR em relagdo a recuperacao de
frequéncia de S. enterica, em consonancia com achados anteriores (HUGHES et al.,
2003; PAL; MARSHALL, 2009). Por outro lado, KUMAR (2010) relatou uma
recuperacao significativamente maior de S. enterica usando RV em comparagéo com
TT. Em nosso estudo, foi observada concordancia de 91,7% entre os resultados do

VR e do TT, considerada moderada (valor Kappa = 0,607).

A Tabela 2 mostra a diversidade de sorovares de S. enterica em 84 amostras
positivas, das quais os isolados foram submetidos ao sequenciamento do genoma
completo e identificacdo in silico dos sorovares por meio do NCBI. Curiosamente,
foram observadas diferencas significativas no perfil sorovar entre triplicatas na mesma
amostra. Considerando as amostras com recuperacao de S. enterica em duas ou trés
repeticbes (n=69), apenas 19 (27,5%) delas apresentaram perfil sorovar idéntico

nessas repeticoes.

Tabela 2 - Diversidade de sorovares de Salmonella enterica em 84 amostras positivas
cujos isolados foram submetidos ao sequenciamento do genoma completo e
identificagéo in silico dos sorovares por meio da base de dados do National Center for

Biotecnology Information.



Sample R1 R2 R3 R1 sgrpvar R2 sgrpvar R3 se.rpvar
ID profiling profiling profiling
C152 O 0 1 - - Infantis
C162 1 1 1 RUb'Sb}W; Saintpaul Saintpaul
Infantis
Cil71 1 1 1 Newport Saintpaul Javiana
C172 1 1 1 Schwarzengrund Urbana Rubislaw
C181 1 1 1 Muenster Muenster Michigan
Muenchen; . e
Cc182 1 1 1 Corvallis; | 4:b:- Molade or RUbISI‘.aW’ Ohio;
. o Infantis; | 4:b:-
Wippra; Kiambu
C191 1 1 1 | 18:d:- | 18:d:- | 18:d:-
C192 1 1 1 | 7:k:- Javiana; Anatum Carrau; Saintpaul
C193 1 1 1 Carrau Saintpaul Rubislaw
Corvallis; Carrau;
C222 1 1 1 Corvallis Agona,; Rubislaw; Hadar;
Sandiego Infantis
C223 1 1 1 Mbandaka Infantis Sandiego
C231 1 1 1 Gaminara Muenchen Muen_chen;
Javiana
C232 1 1 1 I16ehenzl5 |l16ehenzls Scnvarzengrund;
| 16:e,h:e,n,z15
C252 O 1 O - Gaminara -
C261 1 1 1 Corvallis Anatum Panama
C262 1 1 1 Schwarzengrund Schwarzengrund Schwarzengrund
Rubislaw;
Muenchen; Javiana, Rubislaw;
c264 L1 Infantis; Javiana Muenchen; Javiana; Infantis
Infantis
C364 1 1 1 Infantis Infantis; Urbana Rubislaw
C372 1 1 O Muenchen Muenchen -
C381 1 0 O Muenchen - -
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C391

C3103

C411

C413

C422

C431

C432

C441
C442
C453
C461
C462
C481

C482

C4101

C4103

C512

C513

C522

C523

C532

C551
C552

e e e

e e e

e

H

14:-:1,5

Othmarschen;
Newport

Corvallis

Muenchen:
Corvallis

Corvallis

Rubislaw; |
7:1,v:-

| 16:r:e,n,z15

Hadar
Rubislaw
Saintpaul

Newport

Poona
Rubislaw

Carrau
Javiana

Newport

Newport

Infantis

Saintpaul;
Braenderup

Saintpaul

4:-:11,5
Othmarschen
Corvallis
Muenchen

Infantis; | 7:1,v:-
Saintpaul; | 4:b:-
Carrau;
Saintpaul
Hadar
Rubislaw
Saintpaul
Newport
Businga
Saintpaul

Saintpaul;
Newport

Urbana
Javiana; Infantis

Newport

Newport;
Panama

Corvallis; Hadar

| 7:1,v:-
Saintpaul

Infantis

Saintpaul

Othmarschen;
Saintpaul

Infantis
IV 6,7:24,224:-

Corvallis

Carrau;
Sandiego; | 7:l,v:-

116:r:e,n,z15

Hadar
Rubislaw
Saintpaul

Newport

Newport
Javiana; Newport

Newport
Infantis

Newport
Hadar
Newport;

Mbandaka;
Hadar

Rubislaw

Saintpaul
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C561

C582
C593

C621

C622

C623
C652

C664

C671

C6103

C722

C751
C762
C7102

C7103

PC23

1C21
1C51
1C53

1C64

1C71

1C101
1C102

Newport;
Rubislaw

Newport
Newport

Sandiego;
Braenderup

Braenderup;
Hadar

| 7:1v:-

Gaminara

Infantis

Rubislaw;
Meleagridis;
Corvallis

Rubislaw; IV
43:724,223:-

Newport
Braenderup

Rubislaw;
Adelaide

Rubislaw;
Carrau

Oran

Oran

Newport;
Rubislaw

Newport

Braenderup;

Hadar; Il 42:r:-

Gaminara
Urbana

Poona
Infantis
Saintpaul;
Rubislaw
Carrau
Saintpaul
Saintpaul

Saintpaul;
Rubislaw

Carrau
Carrau

Newport;
Rubislaw

Oran; Poona

Oran
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Newport;
Rubislaw

Newport

Rubislaw

Braenderup;
Hadar

Braenderup

Urbana;
Braenderup

Infantis

Saintpaul;
Rubislaw

Newport

Oran

Oran



2C22

2C23

2C51

2C53

2C61

2C62

2C64

2C72

2C102
2C103

3C21

3C22

3C23

3C51

3C52

3C62

3C64

3C102

1

1

1

1

1

1

Javiana;
Corvallis; Cerro

Rubislaw

Braenderup

Saintpaul

Saintpaul

Poona

Infantis

Oran

Oran

Newport

Corvallis;
Agona; Albany
or Duesseldorf

Agona; | 3,10:d:-

Anatum

Saintpaul;
Gaminara; | 7:-
1,5

Rubislaw; Poona

Oran

Corvallis; Cerro;

Carrau

Rubislaw

IV 45:9,251:-; IV
6,7:24,224:-

Rubislaw;
Muenchen
Muenchen
Infantis; IV
43:24,223:-

Saintpaul;
Corvallis

Oran
Oran

Rubislaw;

Saintpaul;

Albany or
Duesseldorf

Albany or
Duesseldorf

Albany or
Duesseldorf

Carrau

Saintpaul; | 7:-
1,5

Rubislaw

Oran

Javiana; Cerro

Lomita;
Rubislaw; | 7:-
11,5

Poona; Saintpaul

Schwarzengrund;

Poona

Infantis; 1V
43:74,223:-

Saintpaul

Oran

Oran

Rubislaw

Agona

Minnesota

Carrau

17:-:1,5

Oran
Poona

Oran

25

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Um fator chave associado ao uso crescente do SMM é a capacidade de
amostragem de um maior volume de &gua (geralmente amostras de 10L) em
comparacdo com métodos convencionais que utilizam volumes de amostra menores
(SBODIO et al., 2013). Embora os métodos de ultrafiltracdo possam melhorar a
precisdo da deteccdo de S. enterica, a abordagem SMM tornou-se um método de
referéncia para o isolamento de S. enterica em amostras de agua, considerando 0s
baixos custos de amostragem, a viabilidade em aplica¢cées de campo e a alta precisao
(SHARMA et al., 2020).

A decisao de filtrar volumes de &gua superiores a 10L usando um Unico SMM
em vez de réplicas de amostras verdadeiras por ponto de amostragem deve abranger
aspectos técnicos, como entupimento do material filtrante, geralmente gaze estéril de
alta qualidade. E possivel que o uso de triplicatas (3 x 10L) possa levar a uma precis&o
maior do que o uso de uma amostra de 30L. No entanto, os fatores econdémicos e
praticos associados a utilizacdo de triplicados também devem ser considerados. Do
nosso ponto de vista, a amostragem triplicada torna os estudos significativamente
mais trabalhosos devido ao aumento do trabalho de campo e laboratério, além de uma
logistica mais complexa e aumento dos custos de processamento. Portanto, o uso de

triplicatas em amostragens de SMM deve ser considerado caso a caso.

4 CONCLUSAO

A utilizacdo de duplicatas ou triplicatas do Suabe de Moore Modificado pode
melhorar significativamente ndo s6 a frequéncia de recuperacdo, mas também a
diversidade sorovares de Salmonella que contamina aguas superficiais naturais. Isto
deve ser considerado juntamente com outros fatores, tais como o0 aumento dos custos
e da carga de trabalho para estabelecer o projeto mais apropriado para a vigilancia de
S. enterica na dgua. Em adicdo, o caldo de enriquecimento-PCR poder ser utilizado
como uma alternativa de triagem para amostras positivas de Salmonella a serem

confirmadas por cultivo.
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