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RESUMO: Os meétodos de analise para deteccdo de Salmonella spp. sédo de grande
importancia no processo da agroindustria de produtos de origem animal, pois refletem
diretamente na qualidade microbiolégica dos alimentos, impactando no tempo de
estocagem e por conseguinte na liberagdo do produto para a venda. Este estudo verificou a
eficiéncia de um novo teste ELFA ELISA utilizando uma proteina recombinante oriunda de
bacteriéfago (VIDAS UP®) para detectar a presenca de Salmonella spp. em produtos de
origem animal. Foram analisadas 215 amostras (15 amostras artificilamente contaminadas
e 200 amostras de rotina da agroindustria), de diferentes produtos de origem animal. As
amostras foram submetidas a cinco métodos de diagnéstico: VIDAS UP®, metodologia
convencional de acordo com ISO 6579, reagdo em cadeia da polimerase (PCR), meio
semissolido Rappaport-Vassiliadis modificado (MSRV) e meio MSRV + suplemento. Onze
amostras das 215 (5,12%) foram positivas em pelo menos um dos testes, sendo quatro
amostras de rotina da agroindlstria e sete amostras artificialmente contaminadas. A
sensibilidade e especificidade do teste VIDAS UP® em relacdo & metodologia convencional
foi de 90,0% e 99,51%, respectivamente. O teste VIDAS UP® apresentou equivaléncia com
as demais metodologias, mostrando-se eficaz e rapido na deteccdo de Salmonella spp. em
diferentes produtos de origem animal.
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ABSTRACT: The analysis methods for Salmonella spp. detection are of great importance in the
system of animal products processing industries, because they reflect directly on the microbiological
quality of food, impacting the storage time and therefore the release of the product for sale. This
study verified the efficiency of a new ELFA ELISA test using a recombinant protein from
bacteriophage (VIDAS UP®) to detect the presence of Salmonella spp. in products of animal origin.
Two hundred fifteen samples (15 samples artificially contaminated and 200 samples from
agribusiness routine), from different products of animal origin were analyzed. The samples were
tested by five methods of diagnosis: VIDAS UP®, conventional methodology in accordance with 1SO
6579, polymerase chain reaction (PCR), semi-solid Rappaport-Vassiliadis Modified (MSRV) and
MSRV medium + supplement. Eleven out of 215 (5.12%) samples were positive in at least one test,
which four samples were from agribusiness routine and seven were from artificially contaminated
samples. The sensitivity and specificity of the VIDAS UP® when compared with the conventional
method was 90.0% and 99.51% respectively. The VIDAS UP® was equivalent to the other
methodologies, showing to be an effective and a rapid method to detect Salmonella spp. in different
products of animal origin.
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INTRODUCAO

Nas tltimas  décadas, a
Salmonella spp. tem sido um dos
principais agentes relacionados a surtos
de toxinfeccéo em humanos
(WEGENER e BAGER, 1997, WHO,
2007; EFSA, 2013). A salmonelose
humana ocorre, principalmente, devido
ao consumo de alimentos e agua
contaminados com este patdgeno.
Vérios alimentos ja foram associados a
esta infeccdo, como derivados de carne
e subprodutos de origem avicola e suina
(MEYER et al., 2010; TEMELLI et al.,

2012; U.S. FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2012). A
Salmonella spp. coloniza o trato

gastrointestinal de diferentes espécies
animais, muitas vezes sem produzir
nenhum sinal clinico ou lesdo (WRAY e
WRAY, 2000). Todavia, a carcaca pode
ser contaminada no momento do abate,
tornando a detecgao de Salmonella spp.
nos produtos carneos e derivados de
suma importancia (BOTTELDOORN et
al., 2003; REITER et al., 2007).

O método convencional de
deteccdo de Salmonella spp. em
alimentos compreende etapas de cultura
dispendiosas e trabalhosas,
necessitando de trés a cinco dias para
confirmacdo do resultado (WRAY e
WRAY, 2000; WHO, 2007). Para a
industria de alimentos, que retém seus
produtos até a obtencdo dos resultados
analiticos frente a um patdgeno
pesquisado, este tempo implica em
perdas econémicas. Desta forma, o uso
de metodologias de diagnéstico de
Salmonella spp. de rapida deteccéao,
simples e confiaveis, séao
imprescindiveis tanto em monitoria da
producdo animal, fabricacdo de
alimentos e produto final, como para o
diagnostico de toxinfec¢des alimentares.

Diferentes técnicas de
diagnéstico de Salmonella spp. vem
sendo estudadas e analisadas em
relacdo a especificidade e sensibilidade.

Dentre os testes, destacam-se a reagéo
em cadeia da polimerase (PCR), cultivo
em meio semissOlido Rappaport-
Vassiliadis Modificado (MSRV), ELISA,
ELFA-ELISA (VIDAS® - Biomerieux),
bem como um teste ELFA ELISA
utiizando uma proteina recombinante
oriunda de um bacteriofago (VIDAS
UP® - Biomerieux) (FLOWERS et al.,
1989; BEUMER et al., 1991; FRANCHIN
et al., 2006; BOHAYCHUK et al., 2007;
SOUSA et al, 2007, PEREZ et al,
2008; MEYER et al., 2010). Neste
estudo foi avaliada a metodologia
VIDAS UP® frente aos métodos ja
consagrados de deteccédo, em produtos
de origem animal e do processamento
da agroindustria.

MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

Foram analisadas 215 amostras
(15 amostras artificialmente
contaminadas e 200 amostras de rotina
da agroindustria), de 21 diferentes
produtos de origem animal (Tabela 1).
Destes 21 produtos, 52,38% (11/21)
eram de origem avicola, 28,57% (6/21)
eram oriundos de suinos e 19,05%
(4/21) eram provenientes de produtos
do processo fabril. As amostras
avaliadas foram selecionadas
aleatoriamente, de acordo com o fluxo
da rotina laboratorial, originarias de trés
diferentes unidades fabris do estado de
Santa Catarina.
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Tabela 1- Descri¢do da origem das amostras testadas para Salmonella spp., relacionando
niimero de amostras positivas detectadas pelo método VIDAS UP® com o nimero total
amostras avaliadas.

AMOSTRAS NP° de positivas / n° total de amostras

Agua de chiller 0/9

Swab de ambiente 0/1

Amostra artificialmente contaminada 7/15
Carcaga de frango 1/21

Carne de frango “in natura” 0/43
Carne moida de frango 0/10

Carne suina “in natura” 0/14

CMS de frango 1/8
Condimento 0/1
Estomago de suino 0/1
Farinha de pena 0/4
Farinha de visceras 0/1
Gema 0/1
Gordura de aves 0/4
Gordura suina 0/1
Industrializado de aves cozido 0/60
Industrializado de aves cru 1/7
Industrializado de suino cozido 0/5
Industrializado de suino cru 0/3
Miido de aves 0/4
Pele de aves 0/1
Tripa suina 0/1

TOTAL 10/215

A inclusdo do grupo controle
objetivou a obtencdo de um maior
namero de amostras positivas a fim de
possibilitar uma maior confiabilidade na
avaliacdo da sensibilidade na detecgéo
de Salmonella spp. pelo método VIDAS
UP®. Para isto, trés amostras de de
carne mecanicamente separada (CMS)
de frango (identificadas como #719, 720
e 721), sabidamente negativas para
Salmonella spp., foram artificialmente
contaminados. A cepa padrdao de S.
typhimurium (ATCC 14028) foi diluida
em cinco diluicbes em base 10 (10-6,
10-8, 10-10, 10-12 e 10-14) e
adicionada ao CMS separadamente.
Apés, cada amostra de CMS, contendo
uma das cinco diluicbes de S.
typhimurium foi testada em triplicata.
Para quantificar o namero de células
bacterianas viaveis nas diferentes
diluicBes, foi determinado o numero de
Unidades Formadoras de Colonia
(UFC). Para isso, 1mL de cada diluigao
foi inoculado em placas Petrifilm® (3M).
A diluicdo 10-6 apresentou incontaveis
nameros de células; a diluicdo 10-8 teve
em torno de 60 UFC/mL; e a diluicdo 10-

products of animal origin

10 mostrou apenas 1 UFC/mL em
somente uma das trés placas avaliadas;
auséncia de crescimento foi verificado
nas demais diluicbes. Desta forma,
somente as diluicbes que apresentaram
crescimento, foram testadas pelos cinco
diferentes métodos de diagnostico.

2.2 Andlises laboratoriais
Salmonella spp.

Todas as 215 amostras foram
testadas por cinco métodos de
diagnostico: VIDAS UP®, metodologia
convencional de acordo com ISO 6579,
PCR, meio MSRV e meio MSRV +
suplemento.

Inicialmente, as amostras foram
homogeneizadas e 50+0,5g do produto
foram pesados e subdivididos em duas

para

partes de 25+0,5g, utlizando o
equipamento Dilumat 4® (AES -
Biomerieux). Uma das partes da

amostra foi pré-enriquecida em 225mL
de &gua peptonada tamponada (BPW),
seguido por incubacdo a 37°C por 24
horas, a qual foi destinada para teste
com a metodologia convencional de
acordo com ISO 6579, PCR e meio
MSRV. A outra parte da amostra foi
submetida ao mesmo procedimento,
porém foi adicionado suplemento
seletivo (SPT® - Biomerieux) a fim de
favorecer o crescimento de Salmonella
spp. frente a outros micro-organismos
competidores. A amostra foi incubada a
41,5°C por 18 horas, sendo apos,
destinada ao teste VIDAS UP® e ao
teste MSRV + suplemento.

2.3 Metodologia convencional de
acordo com ISO 6579

Este método foi realizado de
acordo com a norma da ISO
(International Organization for
Standardization) 6579 para alimentos
carneos. Apo6s o pré-enriquecimento, foi
realizado enriquecimento seletivo em
dois diferentes caldos, um utilizando
0,1mL do caldo de pré-enriqguecimento
em 99mL de caldo Rappaport-
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Vassiliadis Soja (RVS) a 41,5°C por 24
horas e outro utilizando 1mL do caldo de
pré-enriqguecimento em 9mL de caldo
Tetrationato Muller Kauffmann
Novobiocina (MKTTn) a 37°C por 24
horas. A partir dos caldos RVS e MKTTn
foi feito plagueamento em meio agar
XLD e em agar verde brilhante e as
placas incubadas a 37°C por 24 até 48
horas. A confirmacdo ocorre pela
observacdo do crescimento de colGnias
bacterianas as quais apresentam
coloragéo preta.

2.4 ELFA ELISA utilizando proteina
recombinante de bacteriéfago

O teste foi realizado utilizando o
kit VIDAS UP® (Biomerieux), seguindo
recomendacfes do fabricante. Apds o
pré-enriquecimento, uma aliquota de 0,5
mL da amostra enriquecida foi colocada
no dispositvo Heat and Go®
(Biomerieux) e incubada a 132°C por
cinco minutos, para melhor exposi¢cao
da membrana externa bacteriana e para
facilitar a aderéncia as proteinas
oriundas de fagos especificos para
Salmonella spp., presentes no kit. Apos,
a amostra foi transferida para o
equipamento VIDAS® (Biomerieux), a
37°C por aproximadamente 48 minutos,
onde foi realizado o teste qualitativo
para Salmonella spp.

2.5 MSRV e MSRV + suplemento

Este método foi realizado de
acordo com o descrito por De Smedt et
al. (1986) e Franchin et al. (2006)
utilizando o] meio semi-solido
Rappaport-Vassiliadis (Acumedia 7511)
acrescido de 1mL de novobiocina a 2%
(Inlab 5701). As placas de Petri com o
agar foram incubadas a 42°C por 24
horas. Aquelas que apresentaram halo
de migracdo visivel foram plaqueadas
em meio agar XLD e em &gar verde
brilhante e incubadas a 37°C por 24
horas. A confirmagdo de Salmonella
spp. deu-se da mesma forma conforme

descrito para a metodologia
convencional de acordo com ISO 6579.

2.6 Reacdo em Cadeia de Polimerase
- PCR

O teste foi realizado utilizando o
sistema automatizado BAX® Salmonella
System (Du Pont), seguindo
recomendacgdes do fabricante.

2.7 Andlise estatistica

A sensibilidade e especificidade
dos diferentes testes diagndsticos foram
avaliadas utilizando o procedimento
FREQ do programa SAS (SAS, 2008).
As quatro diferentes metodologias
testadas: VIDAS UP®, reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), meio semi-
sélido Rappaport-Vassiliadis modificado
(MSRV) e meio MSRV + suplemento
foram comparadas frente a metodologia
convencional de acordo com a ISO
6579, utlizando um intervalo de
confianca de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho relata a primeira
comparacao do teste VIDAS UP® com
metodologias ja estabelecidas para
deteccdo de Salmonella spp.,, em
diferentes produtos de origem animal,
no Brasil. Das 215 amostras avaliadas,
10 (4,65%) foram positivas para
Salmonella spp. pela metodologia
VIDAS UP® (Tabela 1). Ao avaliar
somente as amostras artificialmente
contaminadas, sete das 15 (46,66%)
foram positivas atraves desta
metodologia. Das 200 amostras de
produtos de origem animal e do
processamento da agroindustria
testadas, somente trés amostras foram
positivas (1,5%), sendo uma amostra de
industrializado de ave cru, uma de
carcaca de frango e uma de carne
mecanicamente separada de frango
(CMS) (Tabela 1 e 2).
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Tabela 2- Amostras positivas para Salmonella spp. testadas pelas metodologia convencional, VIDAS
UP®, PCR, MSRV e MSRV + Suplemento.

Metod ologia

Identificacio da =
amostra Brodiito Tradicional ‘1%25 PCR  Msry VSRV~

Carcaga de
Frango
2575590 Industrualizado + * + Negativo  Negativo

Ave Cru &
i Came Moida R
Frango

uT CMS de frango + + + 2+ -

715 -Diluida 106 Artificialmente + + ¥ i i
contaminada

Artificialmente + + + + +
contaminada

Artificialmente + + + + +
contaminada

Artificialmente + + + + N
contaminada

Artificialmente + + » % "
contaminada

Artificialmente o + + + +
contaminada

Artificialmente h + + + +

R

562 Negativo + + Negativo +

Negativo  Negativo + Negativo

720 - Diluida 10°
721 - Diluida 10°
719 - Diluida 10°
720 - Diluida 108
721 - Diluida 10°

721 - Diluida
1010

A avaliagcdo da sensibilidade e
especificidade dos métodos, quando
comparados com a metodologia
convencional estdo evidenciados na
Tabela 3. Uma amostra (carcaca de
frango), ndo foi positiva ha metodologia
convencional, mas foi positiva em outros
meétodos. Ja outra amostra (carne moida
de frango), que foi positiva na
metodologia convencional, positivou
apenas no meio MSRV. Oito das onze
amostras foram positivas em todas as
metodologias analisadas (Tabela 2),
demonstrando alta correlacdo entre os
métodos.

Tabela 3- Determinagio da sensibilidade e especificidade das metodologias VIDAS UP®, PCR,
MSRV e MSRV + Suplemento em comparagdo com a metodologia convencional, utilizando o
procedimente FREQ (SAS).

Metod ologia
MSRYV +

VIDAS UP* PCR MSRV
Suplemento
Sensibilidade (%) 90,0 90,0 100 88.8
Especificidade (%) 99,5 99.5 99.5 99,0

Véarios estudos compararam o0
teste ELFA ELISA (VIDAS®) com outras
metodologias para deteccdo de
Salmonella  spp. e  observaram
resultados semelhantes entre elas. O
VIDAS® é um teste automatizado,
baseado na reacdo de antigeno-
anticorpo, para deteccdo de Salmonella
spp.. De Medici et al. (1998) e McMahon
et al. (2004) indicaram grande
concordancia entre o ELFA ELISA e a
metodologia convencional. J& Reiter et
al. (2007) encontraram maior percentual
de amostras positivas no ELFA ELISA
do que na metodologia convencional.
Uyttendaele et al. (2003), ao avaliarem

products of animal origin

produtos de origem aviaria, comparando
a metodologia convencional com ELFA
ELISA e PCR, encontraram amostras
falso positivas e falso negativas nos dois
métodos. Ao comparar 0 sistema
VIDAS® com PCR, o ELFA ELISA
mostrou-se mais sensivel. Os testes
também foram mais sensiveis ao
detectar amostras artificialmente que
naturalmente  contaminadas. Uma
explicacdo para estes achados deve-se
a presenca de Salmonella spp. em
contagens abaixo do limite de deteccédo
do ELFA ELISA (<90 UFC/mL) mas no
limite de deteccdo do isolamento
convencional (9 a <90 UFC/mL). Outra
possivel razao para esta diferenca é que
as células bacterianas podem ter sido
danificadas pelo frio ou calor, ou que
nao tenham sido recuperadas pelas
etapas de enriquecimento
(UYTTENDAELE et al., 2003; FAKHR et
al., 2006; JASSON et al., 2011).

Resultados semelhantes para a
deteccédo de Salmonella spp., utilizando
a metodologia VIDAS UP® ou a PCR
foram obtidas neste estudo. Quando
comparadas com a metodologia
convencional, ambas as técnicas
apresentaram 90% de sensibilidade.
Contudo, resultados falsos positivos na
PCR ja foram observados em outros
estudos (FAKHR et al., 2006; O'REGAN
et al., 2008; BOHAYCHUK et al., 2007;
EYIGOR et al.,, 2010). Além disto, a
sensibilidade da PCR também pode ser
afetada devido a presenca de
substancias inibitérias bem como falsos
positivos podem ocorrer, pois 0 método
€ baseado na amplificacdo de material
geneético, que pode ser de bactéria
morta, nao culturavel ou degradada
(WILSON, 1997; UYTTENDAELE et al.,
2003).

A metodologia MSRV detecta
somente Salmonella spp. movel. Apesar
de existir menos de 0,1% de Salmonella
spp. imoével, resultados falso negativos
podem ocorrer (OGGEL et al.,1990). A
deteccdo de amostras positivas pelo
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PCR, mas nao pelo MSRV, novamente
pode ser explicado também pelo fato de
que o DNA esta presente em células
mortas e pode ser amplificado por PCR,
nao diferenciando Salmonella spp.
viavel de nao viavel (WILSON, 1997).

O fato de uma amostra ser
negativa nos testes VIDAS UP®, PCR e
MSRV + suplemento, mas positiva na
metodologia convencional, fez com que
a sensibilidade dos testes anteriormente
citados fosse reduzida, quando
comparados com a metodologia
convencional. Outro fator que pode ter
influenciado na sensibilidade dos testes
foi o baixo numero de amostras
positivas, mesmo utilizando amostras
artificialmente contaminadas. N&o houve
diferenca entre os testes com relacdo a
especificidade. Por sua vez, um estudo
conduzido por Bird et al., (2013),
demonstrou sensibilidade semelhante
entre VIDAS UP® e metodologia
convencional, tanto para amostras de
25g ou 375g.

Neste estudo, foi determinado
gque a metodologia VIDAS UP® foi
altamente sensivel e especifica na
deteccao de Salmonella spp.,
demonstrando que o0 método possui
equivaléncia com outros métodos
consagrados de analise. Este teste é
rapido e pode ser usado no screening
de amostras de produtos de origem
animal para detecgcdo de Salmonella
spp.. A principal vantagem deste
método, quando comparado com O0sS
demais, é a rapidez e praticidade na
obtencéo do diagnéstico, levando horas,
ao invés de dias ou semanas, 0 que

diminui os custos em frigorificos,
principalmente os relacionados a
estocagem, além da facilidade de

execucao de seu protocolo facilitando a
rotina laboratorial.

CONCLUSAO

Neste estudo, foi determinado que a
metodologia VIDAS UP® foi altamente

sensivel e especifica na deteccdo de
Salmonella spp. em produtos de origem
animal e do processamento da
agroindustria, demonstrando que o
método possui equivaléncia com outros
métodos consagrados de analise.
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