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Resumo: A Salmonella € o micro-organismo que mais causa doengas de origem alimentar no mundo. Para detec¢ao de
Salmonella em alimentos existem métodos, entre eles, os métodos rapidos (alternativos). O objetivo deste estudo foi
comparar o método VIDAS® SLM e o método VIDAS® SPT, utilizando-se cem amostras de produtos carneos produzidas
no interior do Rio Grande do Sul, Brasil. Além disso, foram contaminadas artificialmente oito amostras usando as dilui¢des
10 a 10 da fase estacionaria da cepa de Salmonella enteritidis (ATCC 13076). Para a realizag¢ao das analises foram utilizados
métodos validados pela AOAC. Foi encontrada diferenca significativa entre os dois métodos (P<0,05). Conclui-se que o
método VIDAS® SLM pode ser uma boa ferramenta para as indiistrias produtoras de produtos carneos. Sugere-se que mais
estudos sejam realizados com o Kit VIDAS® UP Salmonella.
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1INTRODUCAO

Dados do Ministério do Desenvolvimento, Indaistria e Comércio Exterior (MDIC) revelam
que o Brasil é hoje, o maior exportador mundial de carne bovina e de aves e o 4° maior exportador
mundial de carne suina. Paises exportadores de produtos do agronegocio tem enfrentado grande
competitividade, e alguns fatores tém influenciado este fato, como: a intensificacao das relagdes
comerciais internacionais, o aumento da renda e o crescimento da populagao mundial. Diante desses
fatos, o Departamento das Indiistrias Intensivas em Mao de Obra e Recursos Naturais afirma que o
Brasil se consolida como o principal produtor e exportador de proteina de origem animal (MDIC,
2011).

A produgdo de alimentos deve ser feita de maneira que possa ser garantida a seguranga e a
estabilidade do produto durante a vida de prateleira. Em fun¢ao disso, as indiistrias alimenticias
tem tomado medidas para que possa ser atendida a legislagdo vigente e também, as exigéncias de
consumidores. A International Comission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF) estabeleceu
—em 1974 — critérios microbiologicos, com o objetivo de proteger a satide ptublica, disponibilizando
assim alimentos seguros, saudaveis e que satisfacam os requerimentos do comércio (FORSYTHE,
2002).
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A Organiza¢ao Mundial da Satide (OMS) cita a seguranga alimentar como um fator
importante para a satide piiblica e afirma que aproximadamente 1,8 milhdes de pessoas morrem
devido doengas diarreicas por ano no mundo, e que, na maioria dos casos, estao ligados a alimentos
ou agua contaminados (OMS, 2006). Dentre as doengas de origem alimentar, a salmonelose é a
mais comum e amplamente distribuida. Estabelecendo assim, um problema de satide publica e
tornando-a de importancia financeira para muitos paises (OMS, 2005).

A Salmonella enteritidis, de fagotipo (PT4) é considerada a principal causa de salmonelose
no mundo. O aumento mundial do consumo de carne e seus derivados resulta na disseminagao de
novos sorotipos deste micro-organismo, sorotipos esses, que surgem através da mudanga na criagao
dos animais. Essas mudangas acarretam em sorotipos multirresistentes a antibioticos (FORSYTHE,
2002). A Salmonella € um micro-organismo que faz parte da familia Enterobacteriaceae, encontra-se
na forma de bastonete Gram-negativo, anaerdbio facultativo, nao esporulado. E capaz de fermentar
a glicose, porém nao metaboliza lactose e sacarose, produz acido e gas. Com excecao da Salmonella
gallinarum e da Salmonella pullorum, que sao imbdveis, as outras espécies sao moveis e possuem
flagelos peritriquios (JAY, 2005).

A capacidade de sobrevivéncia por longos periodos no ambiente e a ampla distribui¢do da
Salmonella nos animais sao fatores que facilitam os surtos de salmoneloses em todo o mundo. Surtos
que, preocupam as autoridades sanitarias e que inviabilizam ou dificultam internacionalmente o
comércio de alimentos (BUTAYE et al., 2003). A salmonelose ainda esta associada a outros tipos
de alimentos, tais como: ovos, leite e derivados, peixes, camardes, molhos e temperos para salada,
mistura para bolo, sobremesas recheadas e cobertas por creme, cacau e chocolates (FORSYTHE,
2002).

Essa doenga de origem alimentar é causada pelo consumo de alimentos que contenham
concentragdes em torno de 107 a 10° células/g — nivel de contaminac¢ao necessaria para que ocorra
a salmonelose. Os sintomas caracteristicos de uma salmonelose sao: nauseas, voOmitos, dores
abdominais, dor de cabeca, calafrios e diarreia, que surgem apds um periodo de incubagdo de
aproximadamente 12 a 14 horas ap0s a ingestao dos alimentos. A enfermidade normalmente persiste
durante dois a sete dias (JAY, 2005).

Para conhecer as condi¢des de higiene em que o alimento foi preparado e os riscos que
este alimento pode oferecer a satide de consumidor, bem como, a vida itil que este alimento tera,
sao necessarias analises laboratoriais. No caso de uma contaminagao do alimento, sera possivel,
através da analise, determinar qual é o agente etiologico causador de infec¢ao alimentar (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

Pararealiza¢do das analises é necessaria a utilizagao de métodos, os quais devem ser confiaveis,
robustos e validados. Os métodos de detec¢ao podem ser divididos em convencionais ou rapidos
(alternativos) (FORSYTHE, 2002). Os métodos convencionais sao utilizados como métodos oficiais
por diversos laboratorios e foram desenvolvidos ha muitos anos. Quando se trata de métodos de
detecgao de micro-organismos patogenicos, os métodos convencionais sao constituidos de diversas
etapas que despendem muito tempo, custo e mao de obra de trabalho (FRANCO; LANDGRAF,
2008). Devido ao tempo elevado de analise por métodos convencionais, surgiram na década de 70 os
métodos rapidos (alternativos). A demanda por métodos rapidos faz com que esse mercado cresca
e torne-os cada vez mais especificos e sensiveis. O Sistema VIDAS® é um teste imunoenzimatico, e
tem se destacado pela simplicidade, especificidade, sensibilidade e conveniéncia como método de
triagem (FRANCO, 2006).

Este trabalho teve como objetivo avaliar um método novo e mais rapido disponivel no
mercado, Kit VIDAS® UP Salmonella (VIDAS® SPT) em relagao ao atualmente utilizado, Kit VIDAS®
Salmonella (VIDAS® SLM), o qual é reconhecido pela Association of Official Agricultural Chemists
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(AOAC) e pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), mas que necessita de
pelo menos 48 - 52 horas para detecgao do resultado negativo. Ja o VIDAS® SPT, também certificado
pela AOAC, libera resultado negativo de Salmonella em 18 horas, beneficiando assim as empresas
alimenticias no monitoramento de processos de produgéo e/ou produtos terminados. Além disso, a
diminuigao de estocagem e a otimizagao de processos. Além da comparagdo dos dois métodos, oito
amostras foram contaminadas artificialmente para determinar o limite de detec¢ao (LD) de cada
método.

2 MATERIAIS E METODOS

Durante o més de outubro de 2012 foram analisadas aleatoriamente 100 amostras de produtos
carneos produzidos no interior do Rio Grande do Sul, Brasil. As amostras analisadas no Laboratorio
de Microbiologia do Unianalises foram carne de frango, gado, suina ou produtos mistos, estando
entre elas, CMS (carne mecanicamente separada) de frango, costela suina, charque bovino, presunto
cozido, salsicha, mortadela, linguica, fiambre, queijo de porco, torresmo, entre outros.

2.1 Teste VIDAS® SLM

Para realizagao do teste VIDAS® SLM foi utilizado método validado pela AOAC (996.08).
Foram pesadas 25 g de cada amostra, adicionadas a 225 mL de 4gua peptonada tamponada 1%
(Oxoid, Reino Unido), como etapa de pré-enriquecimento. As amostras foram homogeneizadas e
incubadas a 37 °C £1°C / 18h + 2h. Apos o periodo de incubagdo, realizou-se o enriquecimento com
meio liquido seletivo, transferindo uma aliquotas de 0,1mL para caldo Salmonella Xpress 2 (SX2)
(Biomérieux, Franga), incubados 41,5°C + 1°C / 24h + 2h. Posteriormente, foram transferidos 500 pL
do caldo SX2 para a barrete de testes do VIDAS®, aquecida por 15 + 1min no equipamento Heat and
Go®. Apos resfriamento da barrete por cerca de 10 min, realizou-se o ensaio imunoenzimatico pelo
equipamento. Os resultados foram obtidos aproximadamente em 45 minutos.

Em caso de resultado positivo, as amostras foram confirmadas através de provas bioquimicas
seguindo protocolo da ISO 6579:2002 (E). Primeiramente, realizou-se isolamento em Xylose Lysine
Desoxycholate Agar (XLD) (Oxoid Reino Unido) e Agar Rambach (Merck, Alemanha). Colonias
caracteristicas presentes nos agares XLD e Rambach, foram estriadas em agar nutriente (BD, Franga)
para purificagdo e isolamento. A partir da cultura isolada foram realizados testes bioquimicos
utilizando Triple Sugar Iron Agar (TSI) (BD, Franga), L-Lysine Broth (Oxoid, Reino Unido), Urea
Agar (Oxoid, Inglaterra), Voges-Proskauer (Oxoid, Inglaterra), Triptofano (Himedia, India), ONPG
(BD, Irlanda) e prova de sorologia (anti-soro O, H e Vi) (Probac do Brasil, Brasil).

2.2 Teste VIDAS® SPT

Para a realizagao do teste VIDAS® SPT, foi utilizado o método validado pela AOAC RI
(071101). Foram pesadas 25 g de cada amostra, adicionado a 225 mL de a4gua peptonada tamponada
1% (Oxoid, Reino Unido) acrescentado de 1mL de suplemento Salmonella (SUPP) (Biomérieux,
Franca), homogeneizado e incubado a 42 °C =1 °C / 18 - 24 h. Ap0s o periodo de incubagao, foi
transferido 500 pL do caldo de pré-incubagao para a barrete de testes do VIDAS®, aquecido por 5 +
1min no equipamento Heat and Go®. Apos o resfriamento da barrete por cerca de 10 min, realizou-
se 0 ensaio imunoenzimatico pelo equipamento. Os resultados foram obtidos em aproximadamente
45 minutos.

Em caso de resultado positivo, as amostras foram confirmadas através de provas bioquimicas
seguindo protocolo da ISO 6579:2002 (E). Primeiramente foi realizado isolamento em Xylose Lysine
Desoxycholate Agar (XLD) (Oxoid, Reino Unido) e Brilliant Green Phenol Red Lactose Sucrose

-97 -



REVISTA DESTAQUES ACADEMICOS, VOL. 5, N. 3, 2013 - CCBS/UNIVATES

Agar (BPLS) (Oxoid, Inglaterra). Colonias caracteristicas presentes nos agares XLD e BPLS foram
estriadas em agar nutriente (BD, Franca) para purificagao e isolamento. A partir da cultura isolada
foram realizados testes bioquimicos utilizando Triple Sugar Iron Agar (TSI) (BD, Franca), L-Lysine
Broth (Oxoid, Reino Unido), Urea Agar (Oxoid, Inglaterra), Voges-Proskauer (Oxoid, Inglaterra),
Triptofano (Himedia, India), ONPG (BD, Franga) e prova de sorologia (anti-soro O, H e Vi) (Probac
do Brasil, Brasil).

2.3 Limite de Detecc¢ao do Método (LD)

Além das 100 amostras naturalmente contaminadas utilizadas no presente estudo, foram
contaminadas artificialmente oito amostras. Uma matriz de carne de frango previamente autoclavada
foi utilizada para o teste, sendo esta contaminada utilizando-se cepa de Salmonella enteritidis ATCC
13076, a partir da fase estacionaria (FE) — cultivada em Brain Heart Infusion Broth (BHI) (Oxoid,
Reino Unido). Dilui¢des sucessivas foram realizadas a partir da FE (10°) até a dilui¢ao10”, sendo
inoculado 1 mL das dilui¢des 10°a 10, em uma aliquota de 25 g da matriz. A realizagao das analises
procedeu conforme os protocolos citados anteriormente. Foi utilizada ainda, uma amostra sem
contaminagao como controle negativo. Ap0s os periodos de incubagéo, as amostras foram colocadas
no equipamento, e ap06s da liberagao do resultado, avaliou-se o limite de detec¢ao de cada método.
Paralelamente a contaminagao das amostras foi inoculado 1 mL de cada dilui¢ao (10°a 10°) em
Petrifilm™ AC para realiza¢ao da contagem padrao de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) em
cada diluigao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De um total de 100 amostras analisadas pelo método VIDAS® SLM, quatro amostras tiveram
resultado presuntivo positivo no equipamento miniVIDAS®. As quatro amostras sao de origem
suina, sendo uma delas uma costela com osso, e as outras trés amostras, linguigas. Ja pelo método
VIDAS® SPT, trés amostras tiveram resultado presuntivo positivo no equipamento miniVIDAS®.
Duas amostras de origem suina — uma costela com osso e uma linguiga e ainda, uma amostra de
origem bovina — carne de cabecga.

Na comparagao dos dois métodos, apenas duas amostras apresentaram o mesmo
comportamento. Duas amostras que tiveram resultado presuntivo positivo no método VIDAS® SLM,
apresentaram resultado negativo no método VIDAS® SPT. E também, uma amostra teve resultado
presuntivo positivo no método VIDAS® SPT, apresentando resultado negativo no método VIDAS®
SLM.

Todas as amostras presuntivas positivas foram isoladas e submetidas a testes bioquimicos,
obtendo-se, com excec¢ao de uma amostra, resultado positivo para as amostras positivas presuntivas
detectadas por ambos os métodos. Uma amostra de linguica suina que apresentou resultado
presuntivo positivo nos dois métodos, nao confirmou quando submetida a testes bioquimicos,
revelando resultado falso-positivo.

Os resultados do plaqueamento das dilui¢des da FE foram os seguintes: dilui¢ao 10°=
1.160 UFC/mL, dilui¢ao 107= 161 UFC/mL, dilui¢ao 10%= 19 UFC/mL e dilui¢ao 10°=2 UFC/
mL. Das quatro amostras contaminadas artificialmente testadas no método VIDAS® SLM, 3 delas
apresentaram resultado positivo — dilui¢des 10, 107 e 10®. Ja a amostra da dilui¢ao 10 e o controle
negativo, tiveram resultado negativo. O resultado nao foi o mesmo para o método VIDAS® SPT,
onde apenas a amostra da dilui¢ao 10° positivou no equipamento, logo, as amostras das outras
dilui¢des e o controle negativo apresentaram resultado negativo.
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Analisando os dados acima, & possivel dizer que o método VIDAS® SPT é capaz de detectar
contaminagdes com cerca de 1.100 UFC. Em contrapartida, o método VIDAS® SLM mostra-se mais
sensivel tendo um limite de detec¢do de aproximadamente 20 UFC.

O método VIDAS® SPT foi validado pela ISO 6579 em dois laboratorios, onde foram
analisadas 505 amostras entre elas produtos carneos, produtos lacteos e amostras ambientais. A
partir deste estudo foi concluido que os dois métodos (VIDAS® SPT e ISO) tem 99% de concordancia,

e consequentemente tal resultado garante ao método alta sensibilidade e especificidade
(BIOMERIEUX, 2011).

O presente estudo teve resultado parcialmente semelhante ao estudo realizado para
validagao do VIDAS® SPT. Analisando estatisticamente os resultados pelo Programa Probilitas,
a especificidade e a sensibilidade do método VIDAS® SPT, quando comparado ao VIDAS® SLM,
os resultados obtidos foram, respectivamente, 97,9% e 66,7%. Tal resultado foi observado devido
ao VIDAS®SPT ter falhado na deteccao de duas amostras positivas. Ainda considerando a analise
estatistica dos resultados do estudo, detectou-se, a partir do teste Qui- Quadrado, diferenga
significativa entre os dois métodos (P < 0,05).

Oktay e Heperkan (2006) realizaram um estudo com produtos lacteos e batatas cozidas e
nao encontraram diferenga significativa quando compararam o método ISO e o método VIDAS®
SLM, sendo ainda, que o método VIDAS® foi capaz de detectar baixos niveis de contaminag&o.
Uyttendaele et al. (2003) encontraram resultado semelhante quando analisaram produtos carneos
natural e artificialmente contaminados novamente comparando o método ISO e o método VIDAS®
SLM. Os autores concluiram que existia 95% de concordancia entre os dois métodos, e que o Sistema
VIDAS® apresentou 93% de sensibilidade. Outro estudo similar realizado por Walker et al. (2001),
comparando os mesmos métodos em leite, apresentou taxa de concordancia entre os métodos de
91,33%, os autores também nao encontraram diferengca significativa entre os dois métodos.

Em contrapartida, Eriksson e Aspan (2007) encontraram resultados diferentes. Eles utilizaram
amostras de fezes de gado, porco e frango para comparar métodos de cultura, ELISA e PCR - o
método ELISA apresenta similaridade com o método VIDAS® — e concluiram que os imunoensaios
foram, em geral, menos sensiveis do que métodos de cultura. Os autores declararam que alguns
sorotipos nao foram facilmente detectados por alguns dos métodos de ELISA utilizados, e acreditam
que o fato pode estar na fraca ligagao com os anticorpos.

Pinto et al. (2007) compararam os métodos ISO, VIDAS® e FISH em amostras suinas e
encontraram diferenga significativa entre o método ISO e VIDAS®, onde o VIDAS® falhou na
deteccao de 16 amostras positivas no método ISO.

Avaliando os resultados do presente estudo acredita-se que alguns fatores tenham levado
a diferenga significativa dos métodos. Sendo um deles o pré enriquecimento e enriquecimento
seletivo, que no método VIDAS® SLM é feito em duas etapas, o pré-enriquecimento feito com
agua peptonada tamponada 1% para recuperagdao das células mais estressadas e injuriadas, e o
enriquecimento seletivo com Salmonella Xpress Broth. Ja no método VIDAS® SPT as duas etapas
ocorrem simultaneamente. Supde-se que o Suplemento adicionado a agua peptonada tamponada
1% possa inibir a recuperagao das células injuriadas pelo processo de produc¢ao do alimento.

Outro fator que pode ter contribuido para a diferengca dos métodos & o uso de diferentes
matrizes carneas, deste modo, o método VIDAS® SPT pode ter tido dificuldades de detectar
Salmonella.
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4 CONCLUSAO

O Sistema VIDAS® SLM Biomérieux® mostrou-se mais eficiente do que o Sistema VIDAS®
SPT Biomérieux®, e acredita-se que este pode ser uma importante ferramenta para as empresas
produtoras de produtos carneos, tais como, carne de gado, frango e suino.

Sugere-se que mais estudos sejam feitos com o Sistema VIDAS®SPT, usando outras matrizes
amostrais, maior numero de amostras e que seja comparado com o método ISO 6579. Sendo que
assim, podem-se obter resultados Gteis para utilizagdo deste sistema no Controle de Qualidade de
produtos alimenticios para garantia da satide ptiblica, diminuindo o ntimero de resultados falso-
negativos, agilizando o trabalho no laboratorio, diminuindo mao de obra e custos.
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