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RESUMO

Salmonella spp. € um patégeno que se destaca como agente responsdvel por doengas veiculadas por
alimentos. Alguns estudos demonstram que o consumo de manga contaminada foi responsédvel por alguns
destes surtos. Este trabalho objetivou investigar a eficiéncia de diferentes metodologias para a recuperacao
de Salmonella em manga (Mangifera indica) cv. Tommy Atkins. Para o estudo, as mangas foram
artificialmente contaminadas com um pool de Salmonella contendo culturas de Salmonella Typhimurium,
Salmonella Enteritidis e Salmonella Brasil. Foram ccomparados dois métodos de recuperacdo: Esfregaco de
Superficie (Swab) e Fragmento do Fruto. A contagem foi realizada de duas maneiras: por Semeadura em
Superficie em meio MLCB e pela metodologia de Duas Camadas de Agar (dgar ndo seletivo + sobrecamada
de 4gar seletivo) utilizando-se neste caso os meios de cultura TSA +MLCB ou TSA + XLD. Apés andlise
estatistica dos dados obtidos por Andlise de Varidncia e Teste de Tukey observou-se que houve diferencas e
que os melhores resultados foram obtidos quando se utilizou a combina¢do do Fragmento do Fruto, com a
recuperacdo nos meios TSA + MLCB. Concluiu-se que esse método foi eficiente na recuperacio de cepas de
Salmonella artificialmente inoculadas em mangas cv. Tommy Atkins no estddio de maturagado 2.

Palavras-chave: Células injuriadas, Doencas veiculadas por alimentos, Frutas.
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ABSTRACT

Salmonella spp. is a pathogen that stands out as an agent responsible for foodborne illnesses. Some studies
have shown that consumption of contaminated mango was responsible for some of these outbreaks. This
study aimed to investigate the effectiveness of different methodologies for Salmonella recovery in mango
(Mangifera indica) cv. Tommy Atkins. For the study, the mangoes were artificially contaminated with
a pool containing cultures of Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis and Salmonella Brazil. Two
recovery methods were compared: Surface Smear (Swab) and Fragment Fruit. Counting was done in two
ways: sowing Surface among MLCB and by the methodology of two layers Agar (non-selective agar +
selective agar overlay) using, in this case, the TSA culture media + MLCB or TSA + XLD. After statistical
analysis of data obtained by ANOVA and Tukey test it was observed that there were differences and that the
best results were obtained when using the combination Fragment Fruit with the recovery in the TSA +
MLCB medium. It was concluded that this method was effective in the recovery of Salmonella strains
artificially inoculated in mangoes cv. Tommy Atkins in the maturation stage 2.

Keywords: Injured cells, Foodborne illnesses, Fruit.

1. INTRODUCAO

Considerando os problemas de doencas transmitidas por alimentos, a Salmonella aparece como um
dos agentes mais importantes em surtos de toxinfecgdes alimentares. Um estudo realizado em 2012 pelo
CDC (Centers for Disease Control and Prevention) estimou que nos Estados Unidos (EUA) entre os anos
2000 e 2008, cerca de um milhao de pessoas adoeceram, 19.000 foram hospitalizadas e 380 morreram devido

a ingestdo de alimentos contaminados com Salmonella spp. (apenas para o grupo nao-tiféide).

Alimentos de origem vegetal vém se destacando como veiculos desse patdgeno, pois normalmente
sao consumidos crus. Alguns surtos documentados constataram a transmissdo de Salmonella através de
tomate, couve, melancia, meldo, maca, alface e manga (TAUXE et al., 1997, BRACKETT, 1999). Ainda
segundo o CDC (2013), em 2012, 127 pessoas foram infectadas com a cepa Salmonella Braenderup nos
EUA em 15 estados. Neste surto 33 pessoas foram hospitalizadas, ndo havendo 6bitos. Um rastreamento
feito por técnicos dos CDC, 6rgdao governamental americano responsédvel pelo monitoramento de doencas
indicou que mangas provenientes do México foram fonte deste surto, ja que esse patdgeno pode internalizar
nos frutos contaminando sua polpa (PENTEADO et al., 2004; BORDINI et al., 2007). Nesse caso, o pais
importador aplicou san¢des proibindo a entrada de mangas provenientes da fazenda que exportou os frutos.
Fatores ambientais, incluindo fontes de dgua contaminada usada para irrigar e lavar os vegetais tém sido

indicadas em um grande numero de surtos (DEERING et al., 2012), além disso, a capacidade da Salmonella
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de internalizar em manga pode ser outro fator que aumenta a chance de torni-la veiculo provavel desta

bactéria (PENTEADO et al., 2004).

E necessério o estudo de técnicas que aprimorem a deteccio desse patégeno em alimentos. Segundo
Albuquerque (2000), sdo muitas as varidveis consideradas importantes e que limitam a recuperagcdo de
Salmonella, as quais incluem tipos de meios de cultura e os materiais examinados, portanto, as técnicas para
recuperagdo de salmonela devem ser adaptadas para o tipo de material examinado. O objetivo do presente
trabalho foi investigar a eficiéncia de diferentes metodologias e meios de cultura para a recuperagdo de

Salmonella inoculada artificialmente em manga cv. Tommy Atkins.
2. METODOLOGIA

2.1. Preparacdo do inoculo: Essa metodologia foi fundamentada nos estudos de Strawn; Danyluk
(2009), com modificacOes adaptadas pelos autores do presente trabalho. Um pool de Salmonella spp.
composto por culturas individuais de Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis (isolado de aves de
capoeira) e Salmonella Brasil (isolado do acai), doados, respectivamente, pelo Centro Tecnoldgico de Carnes
(CTC) do Instituto Tecnoldgico de Alimentos (ITAL), SP, Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA)
(Unicamp), SP e Embrapa Agroindustria de Alimentos (CTAA) foram usados nos experimentos. As cepas
bacterianas de cada cultura estavam mantidas em trypticase soy Agar (TSA), marca Oxoid, Basingstoke,
U.K, inclinado. Uma alcada de cada cultura foi transferida para tubos contendo 5 ml de caldo triptona de
soja (TSB; pH 7,3; Difco Laboratories; Detroit, Michigan; EUA) e incubados a 37°C por 24 horas. Em
seguida as cepas bacterianas de cada cultura foram transferidas para um Erlenmeyer contendo 100 mL de
TSB e incubados a 37°C durante 24 horas. Apds este periodo, 15 mL de cada cultura de Salmonella foram
transferidos para um tubo de centrifuga, totalizando 45 mL do pool de Salmonella que foi centrifugado a
5500G (Hettich, Tuttlingen, Alemanha) durante 15 minutos a 21°C. Os sedimentos de células foram
ressuspendidos em 100 mL de dgua destilada estéril. A concentragdo final do pool de Salmonella no in6culo
foi determinada através de diluicdes em série, plaqueamento em Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) (Oxoid,

Basingstoke, U.K) e incubagdo a 37°C durante 24 h.

2.2. Contaminag¢@o das mangas: Para cada tratamento (descritos nos itens 2.2.1 e 2.2.2), utilizaram-se
cinco frutos, os mesmos foram lavados com dgua destilada estéril, secaram em cabine de seguranca bioldgica
por 30 minutos, apds efetuou-se a inoculagdo. Utilizaram-se mangas cv. Tommy Atkins adquiridas no
CEASA de Campinas — SP, no estddio de maturagdo 2 (conforme escala proposta por Assis, 2004). Os frutos
intactos foram inoculados com 100uL do pool de Salmonella na superficie da casca em uma drea demarcada
previamente de Scm’ com auxilio de uma régua e um ldpis. Apés inoculagdo, os frutos continuaram na
cabine de seguranca bioldgica por duas horas, para secagem do indculo e, em seguida, as mangas foram

armazenadas a 7°C por 16 horas (Beuchat; Scouten, 2004).
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2.2.1. Comparagdo dos métodos de recuperagdo: Foram estudados dois métodos de recuperagdo, por

Esfregaco de Superficie por Swab e utilizando Fragmentos do Fruto. Nos testes com Swab, a drea demarcada
dos frutos foi friccionada quarenta vezes com Swab umedecido em dgua peptonada estéril (0,1% p/v). Foi
utilizado um esfregdo por fruto. Apds a friccdo cada haste foi imersa em um tubo contendo 40 ml de 4gua
peptonada estéril (0,1% p/v) e realizadas as andlises microbioldgicas. Os testes com Fragmento do Fruto
foram fundamentados na metodologia de Beuchat; Scouten (2004) adaptado para manga. A drea demarcada
de 5cm’ e 1 cm de profundidade foi cuidadosamente cortada com o auxilio de bisturi de aco inoxidavel
estéril. O fragmento obtido foi colocado em um saco de stomacher estéril adicionado de 40 ml de 4gua
peptonada estéril (0,1% p/v) e levemente macerado usando um pequeno martelo. A mistura foi
homogeneizada em stomacher em velocidade de 40 rpm durante 1 minuto. Em ambos os tratamentos, nos
liquidos homogeneizados foram realizadas dilui¢cdes decimais seriadas e contagem em duplicata sobre o
meio MLCB (Mannitol Lysine Crystal Violet Brilliant Green - Oxoid, Basingstoke, U.K) e incubadas a 37°C
por 24 horas.

2.2.2. Contagem das células: Definido o melhor método de recuperagdo das cepas bacterianas nas
mangas artificialmente contaminadas, foram comparados dois métodos de contagem das células, o método
convencional de Semeadura em Superficie (SS) e 0 método Duas Camadas de Agar (DCA), ambos repetidos
cinco vezes. Todos os testes foram realizados em cabine de seguranga bioldgica. No método convencional
dilui¢des seriadas (0,1mL) foram semeadas em duplicata sobre o meio MLCB e incubadas a 37°C por 24
horas. No método DCA as dilui¢des seriadas (0,1mL) foram semeadas em duplicata em placas contendo 14
mL de TSA estéril solidificado e incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 2 horas para permitir a
recuperacdo das células lesadas. Em seguida o meio MLCB ou o meio XLD foi sobreposto ao TSA e as
placas foram incubadas por mais 22 horas a 37°C quando foram efetuadas as contagens das coldnias
(UFC/mL). Esta metodologia fundamentou-se na técnica proposta por Hartman et al. (1975), adaptada por
Kang; Fung (2000). Os meios de cultura MLCB e XLD foram comparados objetivando determinar se havia

diferencas nos indices de recuperacdo de Salmonella em manga cv. Tommy Atkins.

2.3. Anilise estatistica — Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias, quando
significativas (p <0,05), foram comparadas utilizando-se teste de Tukey a 95% de probabilidade. Utilizou-se

o programa estatistico SAS (Statistical Analysis System — SAS Institute Inc., North Carolina, USA).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A concentracio final de células no pool cultivado foi de aproximadamente 10*UFC/mL.

O método do Fragmento do Fruto recuperou melhor as células microbianas inoculadas na manga,

como observado na Tabela 1. Essa diferenca foi estatisticamente significativa a 95% de confianca sendo,
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portanto, o método escolhido para prosseguimento das andlises. Em estudos utilizando melao Beuchat;

Scouten (2004) obtiveram boa recuperacao utilizando o Fragmento do Fruto na determinacdo de Salmonella

entérica sorotipo Poona.

Tabela 1. Comparagdo entre métodos Fragmento do Fruto e Swab para recuperacdo de Salmonella em

manga.
Meétodo In6culo* Recuperacao*
Fragmento do Fruto 5,42+0,17*
7,92
Swab 4,92+0,13"
*Logaritmo (UFC/mL)

Meédia e desvio padrio de cinco repeti¢des

A detec¢do de micro-organismos patogénicos € um aspecto importante no controle da seguranca dos
alimentos. Um método ideal deve detectar micro-organismos normais e injuriados (WU, FUNG, 2006). Uma
célula injuriada é definida como aquela que sobreviveu a um estresse, porém, perdeu algumas de suas
qualidades distintivas. Este estresse normalmente € atribuido a manipulacio e aos processos que o alimento é
submetido, tais como frio, calor, uso de substincias conservadoras, sanitizantes, irradia¢cdo, micro-ondas,

entre outros (JAY et al., 2005).

Na comparacio entre os métodos de Semeadura em Superficie e o de Duas Camadas de Agar, notou-
se que este ultimo apresentou melhor resultado. A diferenca foi estatisticamente significativa a 95% de
confianga (Tabela 2), possivelmente indicando que as células de Salmonella estavam injuriadas e que a

presenga de um meio de cultura ndo seletivo auxiliou no revigoramento destas.

E de conhecimento que meios de cultura seletivos possuem o potencial de diferenciar os micro-
organismos alvo, porém estes podem ndo permitir o crescimento de células injuriadas. Salienta-se a
publicacdo de varios estudos que objetivam mitigar a presenca de células injuriadas, melhorando, desta
maneira, as técnicas de recuperagcdo de micro-organismos (HARTMAN et al. 1975; RAY 1993; CLAVERO,
BEUCHAT, 1995; KANG, SIRAGUSA, 1999; WU, FUNG, 2001).

Tabela 2. Comparacio entre métodos de Semeadura em Superficie (SS) e Duas Camadas de Agar (DCA)

para recuperacio de Salmonella em manga.
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Método In6culo* Recuperacao*
Semeadura em Superficie =94 5,79+0,26"
Duas Camadas de Agar ’ 6,28+0,21"
*Logaritmo (UFC/mL)

Média e desvio padrio de cinco repeti¢des

Ap6s a escolha do melhor método de semeadura, avaliou-se qual meio de cultura apresentava melhor

recuperacdo da Salmonella na manga.

Os meios de cultura utilizados no presente estudo, XLD e MLCB, sdo recomendados pelo Ministério
da Agricultura Pecudria e Abastecimento (Brasil, 2003) para pesquisar Salmonella. O meio MLCB
apresentou os melhores resultados (Tabela 3), em relagdo ao meio XLD, essa diferenca foi significativa

estatisticamente a 95% de confianca.

Tabela 3. Comparacio entre meios MLCB e XLD na recuperacdo de Salmonella em manga.

Meios Inéculo* Recuperacao*
MLCB 6,28+0,21a
7,24
XLD 5,64+0,12b
*Logaritmo (UFC/mL)

Média e desvio padrio de cinco repeti¢des

Em estudos comparando os meios Agar verde brilhante e XLD Albuquerque et al. (2000)
observaram que ambos apresentaram eficiéncia semelhante na deteccdo de Salmonella em ragdes para
animais. J4 Nye et al. (2002), avaliaram o desempenho de dgares, dentre eles XLLD e MLCB como meio de
plaqueamento direto para o isolamento de Salmonella enterica, os autores constataram que o meio de cultura
MLCB deu a maior taxa de isolamento individual (84,8%) e células bacterianas contaminantes ndo afetaram
o reconhecimento de coldnias de Salmonella, os autores ainda concluiram que para Salmonella nao-typhi,

MLCB € o melhor meio de cultivo para plaqueamento direto.

4. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, € licito concluir que o procedimento Fragmento do Fruto foi
mais eficiente que o método do Swab, que o método que utilizou duas camadas de dgar apresentou melhores

resultados de contagem que o método utilizando apenas meio de cultura seletivo e o meio MLCB

Persp. online: biol. & satide, Campos dos Goytacazes, 17 (5), 1-8, 2015 6
seer.perspectivasonline.com.br



PERSPECTIVASW@ CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

demonstrou melhor eficiéncia que o XLD, indicando que essa metodologia, nas condi¢cdes aqui apresentadas,

pode ser eficiente na recuperagdo de Salmonella inoculados em mangas cv. Tommy Atkins, no estiddio de

maturagao 2.
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