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APRESENTACAO

Oe-book “Consolidacéo do Potencial Cientifico e Tecnologico das Ciéncias Biol6gicas”
€ uma obra composta por estudos de diferentes areas das ciéncias biolégicas. A obra
foi organizada em 24 capitulos e aborda preciosos trabalhos de pesquisa e de atuacéo
profissional revelando avancos e atualidades neste campo do conhecimento cientifico.

As ciéncias biolégicas englobam areas do conhecimento relacionadas as ciéncias da
vida e incluem a biologia, a saude humana e a saude animal. As instituicbes brasileiras de
ensino e de pesquisa destacam-se cada vez mais por seu potencial cientifico e tecnoldgico
com sua participacdo ativa nos avancos da ciéncia. Nesta obra, apresento textos
completos sobre estudos desenvolvidos, especialmente, durante a formacéo académica
de diferentes regides brasileiras. Os autores sao filiados aos cursos de graduacao, de
pds-graduacao ou a instituicdes com contribui¢cdes relevantes para o avango das ciéncias
biolégicas e de suas areas afins.

Espero que as experiéncias compartilhadas nesta obra contribuam para o
enriquecimento da formacao universitaria e da atuacdo profissional com olhares
multidisciplinares para as ciéncias biolégicas e suas areas afins. Agradeco aos autores
que tornaram essa edicado possivel e desejo uma 6tima leitura a todos.

Edson da Silva
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RESUMO: Alimentos de origem avicola séo
comumente relacionados com a veiculacao de
microrganismos patogénicos de preocupagao na
saude publica, sendo um dos agentes principais
a Salmonella spp. O objetivo deste trabalho é a
elucidacao da aplicacéo correta da metodologia
ISO 6579 para isolamento de Salmonella spp.,
mostrando sua aplicabilidade pratica e eficaz
no isolamento do microrganismo em questao,
bem como apontar as particularidades da
técnica possibilitando uma maior adesdo da
mesma em trabalhos com o foco de isolamento
e identificacdo desse agente. Esta metodologia
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faz parte da pesquisa de Mestrado do Programa de P6s-Graduagdao em Biociéncia animal
da Universidade Federal de Jatai. Trata-se de um estudo descritivo, analitico, realizado no
municipio de Rio Verde - GO, no periodo de outubro de 2016 a setembro de 2017 no intuito
de avaliar a qualidade microbiol6gica de carne de frango. Das 40 amostras coletadas obteve-
se a positividade em 12 amostras o que representa 30% das amostras de frango analisadas.
A frequéncia de isolamento de Salmonella spp. das amostras pesquisadas, mostraram a
presencadesse micro-organismo patogénico em alimentos destinados a alimentagao humana,
o0 que traduz a necessidade de uma maior eficiéncia por parte de fiscalizacéo frente ao
controle de qualidade dos alimentos. Embora os dados sejam preocupantes observamos no
seguinte estudo que a eficiéncia da metodologia atendeu o objetivo de encontrar Salmonella
spp. nas amostras de frango analisadas, confirmando a eficacia da utilizacdo da ISO 6579
para a deteccao desse microrganismo, desta forma tornando-se importante ferramenta para
a promocgao da qualidade dos alimentos.

PALAVRAS-CHAVE: Métodos analiticos, Microbiologia, Seguranca alimentar.

ISO 6579 METHODOLOGY AND ISOLATION OF SALMONELLA SPP. IN FOOD

ABSTRACT: Foods of poultry origin are commonly related to the transmission of pathogenic
microorganisms of public health concern, one of the main agents being Salmonella spp. The
objective of this work is to elucidate the correct application of the ISO 6579 methodology for
the isolation of Salmonella spp., showing its practical and effective applicability in the isolation
of the microorganism in question, as well as to point out the particularities of the technique
allowing a greater adhesion of it in works with the focus of isolation and identification of this
agent. This methodology is part of the Master’s research of the Post-Graduate Program in
Animal Bioscience at the Federal University of Jatai. This is a descriptive, analytical study
carried out in the municipality of Rio Verde - GO, from October 2016 to September 2017 in order
to assess the microbiological quality of chicken meat. Of the 40 samples collected, positivity
was obtained in 12 samples, which represents 30% of the analyzed chicken samples. The
isolation frequency of Salmonella spp. of the surveyed samples, they showed the presence
of this pathogenic microorganism in food intended for human consumption, which reflects the
need for greater efficiency on the part of inspection in relation to food quality control. Although
the data is worrying, we observed in the following study that the efficiency of the methodology
met the objective of finding Salmonella spp. in the analyzed chicken samples, confirming the
effectiveness of using ISO 6579 for the detection of this microorganism, thus becoming an
important tool for the promotion of food quality.

KEYWORD: Analytical methods, Microbiology, Food security.

11 INTRODUCAO

A cadeia do frango de corte tem mostrado resultados satisfatérios, no 2° trimestre
de 2016 foram abatidas 1,49 bilh&do de cabecas de frangos. Um aumento de 1,0% em
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relacdo ao trimestre imediatamente anterior e de 6,5% na comparagdo com 0 mesmo
periodo de 2015. O peso acumulado das carcacas foi de 3,41 milhdes de toneladas
no 2° trimestre de 2016. Esse resultado representou aumentos de 3,6% em relacdo ao
trimestre imediatamente anterior e de 4,4% frente ao mesmo periodo de 2015 (IBGE,
2016). Eficiéncia, precisao e agilidade, sdo caracteristicas comumente esperadas para
os métodos e analises microbiol6gicas. Nesse sentido, a busca por plantéis e industrias
que apresentem niveis de biosseguranca adequados, for¢ca a implantacdo de rigorosas
condutas ao longo do processamento a fim de se evitar a contaminacdo das carcacas
(FAO, 2011). Existem diferentes técnicas de diagnéstico de Salmonella spp., entre eles
métodos moleculares, imunoldgicos biossensores e métodos convencionais com diferentes
vantagens e desvantagens (MELO et al., 2018; REIS et al., 2002). A escolha correta da
metodologia aplicada para isolamento de determinados microrganismos reflete de forma
positiva para a obtencdo de resultados satisfatorios ao final da analise permitindo aos
diversos profissionais envolvidos na area, subsidio técnico para abordagem de acbes
preventivas e corretivas rapidas e precisas.

Alimentos de origem avicola sdo comumente relacionados com a veiculagdo de
microrganismos patogénicos de preocupacao na saude publica, sendo um dos agentes
principais a Salmonella spp. (GOLDEN & MISHRA, 2020; PERIN et al.. 2020; WANG et
al., 2020). Salmonella € um dos géneros mais destacados da familia Enterobacteriaceae,
que compdem a microbiota intestinal de animais e humanos (TRABULSI & ALTERTHUM,
2015). E um patégeno de significaAncia mundial, de ampla distribuicdo no ambiente, sendo
que os alimentos sdo os principais veiculos de sua transmissao. Ha mais de 2.600 sorovares
identificados de Salmonella, sendo todos considerados como potencialmente patogénicos
(BRASIL, 2001). Tal importancia reflete diretamente na busca constante de inovacdes na
detecgdo precoce desse microrganismo, garantindo uma melhor qualidade microbiologica
do alimento fornecido a mesa do consumidor bem como a reduc¢ao da infecgao dos animais
pertencentes a cadeia produtiva. A aplicabilidade de métodos inovadores em especial dos
biomoleculares sao ferramentas bastante uteis para deteccao da Salmonella spp., por se
mostrarem métodos rapidos especificos, porém muitas vezes de alto custo de aplicacéo,
implantacdo e méao obra tecnificada. Metodologias que ainda seguem a bacteriologia
convencional, porém que séo precisas e de custo beneficio mais acessivel e que atendem
as necessidades de isolamento e identificacdo de forma satisfatéria da Salmonella sao
utilizadas na rotina. A metodologia indicada é ISO 6579 a qual é aplicada através de
quatro etapas bésicas: pré-enriquecimento; enriquecimento seletivo, plaqueamento em
meios seletivos, isolamento de colbénias suspeitas e identificacdo mediante exames
morfolégicos, testes bioquimicos e soroldgicos (SOARES et al., 2010).

Essa metodologia traz como diferencial a utilizagcdo do Modified Semisolid Rappaport
Vassiliadis (MSRV), esse meio de cultura é seletivo para bactérias Gram negativas e
permite identificar a migracdo de bactérias moveis pela extensédo do agar, por se tratar

Consolidacéo do Potencial Cientifico e Tecnoldgico das Ciéncias Biolégicas Capitulo 13



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Golden%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32294168
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mishra%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32294168

de um agar semissolido resultando num crescimento caracteristico e de facil visualizagéo
(FRANCHIN, 2008). Ela permite mais facilmente a observacao de crescimento prévio de
bactérias Gram negativa moveis, mostrando-se como grande vantagem na aplicabilidade
desse método, uma vez que a Salmonellaé uma bactéria que possui essas caracteristicas o
que maximiza as chances de isolamento desse microrganismo (TRABULSI & ALTERTHUM,
2015).

2| OBJETIVO

Propbem-se com esse manuscrito a elucidagao da aplicagao correta da metodologia
ISO 6579 para isolamento de Salmonella spp., mostrando sua aplicabilidade pratica e
eficaz no isolamento do microrganismo em questao, bem como apontar as particularidades
da técnica possibilitando uma maior adesdo da mesma em trabalhos com o foco de
isolamento e identificacdo desse agente.

31 METODOLOGIA

Esta metodologia fez parte da pesquisa de mestrado do Programa de Pés-Graduacgao
em Biociéncia animal da Universidade Federal de Jatai. Trata-se de um estudo descritivo,
analitico, realizado no municipio de Rio Verde - GO, no periodo de outubro de 2016 a
setembro de 2017 no intuito de avaliar a qualidade microbiol6gica de carne de frango. As
40 amostras foram adquiridas simulando uma situacao de compra e encaminhadas para
o laboratério de Praticas Veterinarias da Universidade Federal de Jatai, onde as mesmas
foram processadas seguindo as recomendacdes da ISO 6579.

De cada amostra, foi pesado 25 gramas e adicionado a 225 ml de agua peptonada,
e ap6s homogeneizacdo com auxilio de Stomacker® por 60 segundos foi em seguida
transferida para um erlenmeyer, esta solugdo foi incubada a 36 +1° C sob agitacao
constante no periodo de 18 a 24 horas (em agitador orbital de bancada Shaker), essa
fase € denominada de pré enriquecimento.

Apoés a fase de pré enriquecimento, os caldos enriquecidos dessas amostras foram
distribuidos em placas de MSRYV, sendo essa inoculagao feita transferindo uma aliquota
de 100pL na porcédo proxima ao centro da placa, ap0s a inoculacéo as placas foram
colocadas em estufa bacteriolégica permanecendo em crescimento por 18 a 24 horas a
temperatura de 41,5° C.

Apobs esse periodo, foi realizada a leitura das placas de MSRYVY, e as que apresentaram
crescimentoalémdolocaldeinoculacdo e assumiramumacoloracao de halo esbranquigado,
foram classificadas como suspeitas e destinadas para a fase de repique. No repique foi
coletada uma algada da regido mais periférica do meio, sendo essa replicada em placas
de agar MacConkey e agar XLD (Xilose Lisina Desoxicolato), por meio de esgotamento
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no intens@o de se obterem coldnias com caracteristicas especificas de Salmonella spp.
essas placas foram colocadas em estufa para crescimento bacteriano no periodo de 18 a
24 horas a temperatura de 36+1°C.

Apds esse periodo foi observado o crescimento das colénias nos meios, 0s quais
foram identificados como sugestivos para Salmonella spp., aqueles que se apresentaram
como colbnias bege no dgar MacConkey e negras com bordas transparentes no agar XLD.
Apo6s a observagado das caracteristicas morfolégicas das colénias foram escolhidas as
colénias que estivessem mais isoladas possiveis e as mesmas foram inoculadas em tubos
contendo carboidratos especificos que confirmaram o microrganismo alvo, esses tubos
foram identificados e colocados em estufa bacteriolégica por 18 a 24 horas a 36+1°C, essa
fase denomina-se caracterizagdo bioquimica. Ao fim da incubacgdo foi realizada a leitura
das provas bioquimicas e aquelas que apresentaram padrao colorimétrico referentes a
Salmonella spp. foram consideradas positivas.

Nesse mesmo periodo foi realizada também a identificacéo sorologica da Salmonella
utilizando como base o antigeno de superficie poli “O”, segundo método de Kaufmann
Write. A sorologia consiste na juncao de uma colénia a uma gota do antissoro. Essa juncéo
foi entdo misturada e aguardou-se o tempo de 1 minuto para observacao de aglutinacao
no fundo da placa utilizada para execug¢ao do teste. Ap6s confirmacao os dados foram
tabulados para posterior discussao.

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 40 amostras coletadas obteve-se a positividade em 12 amostras o que
representaram 30% das amostras de frango analisadas. O sucesso no isolamento das
cepas de Salmonella spp., é explicado por Franchin (2008) que ressalta que o principio
dos meios semissélidos garante uma maior especificidade e facilidade de isolamento
porque estdo combinados em um unico meio de enriquecimento, o crescimento seletivo e
a capacidade de produzir flagelos.

Segundo Fierens & Huyghebaert (1996) em trabalho realizado a fim de comparar o
método tradicional e cinco diferentes métodos para a pesquisa de Salmonella spp. em 217
amostras de ragdes naturalmente contaminadas, os pesquisadores conseguiram obter 21
amostras positivas para Salmonella na combinagao dos seis métodos, sendo a ISO 6579,
superior as demais técnicas estudadas apresentando 90,5 %(19/21) de positividade para
Salmonella.

A aplicacéo dessa metodologia para outras matrizes também é recomendada com
base nas afirmacdes de Soares (2010), onde destaca-se que, através desta metodologia,
a inoculagcao das amostras em placas contendo MSRV fornece resultados caracteristicos
e de facil visualizacdo para as amostras suspeitas. Possibilitando a selecao de isolados
presuntivos e o descarte das amostras negativas logo no inicio da realizagcéo da analise

de Salmonella spp.
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51 CONCLUSAO

Afrequénciade isolamento de Salmonella spp. das amostras pesquisadas, mostraram
a presenca desse microrganismo patogénico em alimentos destinados a alimentagcao
humana, o que traduz a necessidade de uma maior eficiéncia por parte de fiscalizacao
frente ao controle de qualidade dos alimentos. Embora os dados sejam preocupantes
observamos neste estudo que a eficiéncia da metodologia atendeu o objetivo de encontrar
a Salmonella nas amostras de frango analisadas, confirmando a eficacia da utilizacao da
ISO 6579 para a deteccdo desse microrganismo, desta forma tornando-se importante
ferramenta para a promoc¢éo da qualidade dos alimentos.
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