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EQUIVALENCIA DE METODOS ALTERNATIVOS AO OFICIAL PARA
DETERMINACAO DE Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium EM AMOSTRAS
AMBIENTAIS AVICOLAS

RESUMO - A infeccéo de humanos por Salmonella, particularmente pelos sorovares
Enteritidis e Typhimurium € uma preocupagéo para a saude publica mundial. A
andlise deste patdgeno nas fezes e no ambiente das aves é uma forma de monitorar
a infeccao nos lotes e verificar a necessidade de introdugéo de controles, havendo
recomendacdo do Regulamento da Comissdo Européia (CE) (n.° 646/2007) de que
os lotes de aves sejam analisados para a presenca destes em fases anteriores ao
abate. Diferentes metodologias podem ser utilizadas para a pesquisa desses
microrganismos em amostras ambientais; entretanto, a maioria demanda um longo
prazo para obtencdo dos resultados. Assim, € desejavel que outros métodos, mais
rapidos e praticos tenham seu desempenho verificado para possivel implantagdo na
rotina. Objetivou-se, avaliar a equivaléncia entre os resultados obtidos pelos
métodos: BAX®, Meio Semi-sdlido Rappaport-Vassiliadis Modificado (MSRV) (ISO
6579) e o método tradicional de referéncia oficial no Brasil (Portaria 126, MAPA)
para pesquisa de S. Typhimurium e S. Enteritidis em amostras ambientais avicolas.
Amostras de propé e fezes fortificadas com uma média de 100 a 1000 UFC/g de
cada sorovar, e as mesmas amostras sem fortificagdo foram avaliadas pelos trés
métodos. Foram obtidos 504 diagnosticos e os mesmos analisados quanto a
repetibilidade, reprodutibilidade, sensibilidade, especificidade e acuracia. Estes
indices foram realizados individualmente e em relagdo ao método tradicional (indices
relativos). Os resultados obtidos indicaram que os métodos analisados mostraram
desempenho satisfatério e o teste de conformidade verificou correspondéncia entre
0os métodos alternativos e o método oficial, o que permite afirmar que as

metodologias possuem desempenhos equivalentes.

Palavras-Chave: Sistema BAX®, MSRYV, Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium.



EQUIVALENCE OF ALTERNATIVE METHODS TO THE OFFICIAL TO
DETERMINATION OF Salmonella Enteritidis and S. Typhimurium IN POULTRY
ENVIRONMENTAL SAMPLES

ABSTRACT - The infection of humans with Salmonella, particularly by serovars
Enteritidis and Typhimurium is a worldwide public health concern. The analysis of
this pathogen in birds feces and environment is a way to monitoring the infection in
batches and to verify the need of introduction of controls, with recommendation of
European Commission Regulation (EC) (No. 646/2007) that lots of birds are being
analyzed for the presence of these serovars in phases prior to slaughter. Different
methodologies can be used to research these microrganisms in environmental
samples, however, most of them demands a long time to obtain the results. Thus, it
is desirable that other methods, faster and more practical have their performance
verified for possible deployment in routine. The aim was to evaluate the equivalence
between the results obtained by the methods: BAX ®, Half Semi-solid Rappaport-
Vassiliadis Modified (MSRV) (ISO 6579) method and the traditional official reference
in Brazil (Ordinance 126, MAPA) for Salmonella Typhimurium and S. Enteritidis in
poultry environmental samples. Prope and feces samples fortified with an average of
100 to 1000 CFU/g of each serovar, and the same samples were evaluated without
fortification by the three methods. Were obtained 504 diagnoses that were analyzed
for the same repeatability, reproducibility, sensitivity, specificity and accuracy. These
indices were conducted individually and in relation to the traditional method (relative
rates). The results indicated that the methods analyzed showed satisfactory
performance and compliance testing verified the correspondence between the
alternative methods and official method, which allow us to affirm that the methods

have equivalent performances.

Keywords: BAX System®, MSRV, Salmonella Enteritidis and S. Typhimurium.



1 INTRODUCAO

A salmonelose é uma das zoonoses que mais trazem prejuizos as industrias
de alimentos. Ocupa posi¢cdo de destaque no campo da salde publica em todo o
mundo, pois apesar de todo o desenvolvimento tecnolégico e da adogdo de
melhores medidas de higiene, é crescente e relevante o nimero de casos da
infecgdo de homens e animais (PENHA et al., 2008).

A maioria das infecgbes por Salmonella em humanos possuem como agentes
etiologicos S. Enteritidis e S. Typhimurium, sendo estes sorovares considerados 0s
mais importantes nas infecgcbes humanas. Os sorotipos envolvidos e a prevaléncia
podem variar consideravelmente dependendo da localidade, regido ou pais e,
portanto, deve ser realizado o monitoramento e a identificagdo dos sorotipos
prevalentes de Salmonella em infecgbes de humanos e aves, a fim de desenvolver
um programa de controle para cada area (OIE, 2010).

O Brasil € um dos maiores e mais bem-sucedidos exportadores mundiais do
setor de carnes. Entretanto, no que diz respeito & carne de frango, esta posi¢céo esta
frequentemente ameacada pelas restricdes tarifarias e néo tarifarias, como as taxas
de importac@o e barreiras sanitérias, impostas pelos maiores mercados mundiais
(RUBIN; ILHA, 2008).

As projecbes do consumo de carne mostram preferéncia crescente dos
consumidores brasileiros pela carne de frango. O crescimento projetado é de 2,7%
ao ano no periodo 2011/2012 a 2021/2022. Isso significa um consumo interno de
12,8 milhdes de toneladas daqui a 10 anos (BRASIL, 2012). Quanto as exportagdes,
as projecdes indicam elevadas taxas de crescimento para as carnes de frango,
bovina e suina. As estimativas projetam um quadro favoravel para as exportacdes
brasileiras. As carnes de frango e de suinos lideram as taxas de crescimento anual
das exportacdes para os préximos anos, sendo que a taxa anual prevista para carne
de frango é de 3,0%, e para a carne suina de 2,2% (BRASIL, 2012).

A contaminacdo de produtos avicolas por Salmonella nos abatedouros ocorre
principalmente pelo contato direto ou indireto com as fezes. Apesar de existir
programas para a redugédo da contaminagdo das carcagas durante o processo de

abate, a disseminacdo destes microrganismos € de dificil controle, principalmente,



quando o numero de aves infectadas € alto. A analise dos lotes antes do abate
permite intervengdes e implantagédo de medidas de controle que diminuam 0s riscos
de contaminacdo das carcacas durante o abate, e a presenca da bactéria no
ambiente.

Determinar a presenca de Salmonella nas fezes e no ambiente dos animais é
também uma forma eficiente e usual de monitorar a infecgcdo em lotes de animais e
pode contribuir para orientar programas de controle. As fezes das aves
contaminadas com Salmonella é uma fonte importante de disseminagdo ambiental e
infecg@o de animais sadios (ROSE et al., 2000).

Varios métodos de andlise sdo aprovados por Orgdos regulamentadores
nacionais e internacionais para pesquisa de Salmonella em amostras ambientais.
Porém, a maioria deles s&o laboriosos e morosos, havendo necessidade de um
grande nuamero de analistas, varios dias para a obtencdo dos resultados e grande
espaco fisico nos laboratorios. Isto impede muitas vezes, que o numero total de
andlises necessérias sejam realizadas. O Regulamento da Comissdo Européia (CE)
(n° 646/2007) estabelece como condigdo para a exportacdo de aves, que todos 0s
lotes sejam analisados para a presenca de S. Typhimurium e S. Enteridis em todas
as fases de producdo. Para garantir este monitoramento € necessario que a analise
rotineira nas indastrias seja realizada com rapidez e simplicidade, porém, sem

comprometer a qualidade dos resultados.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Verificar a equivaléncia das metodologias alternativas Sistema BAX® e MSRV
(Meio Semi-sdélido Rappaport-Vassiliadis Modificado) (ISO 6579, 2002), em relagéo
ao método oficial brasileiro, descrito na Portaria 126 do MAPA (Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento); (BRASIL, 1995), para determinacdo de

Salmonella Typhimurium e S. Enteritidis em amostras ambientais.

1.1.2 Objetivos especificos

Determinar em amostras ambientais de propé e de fezes frescas:

- 0 nivel de fortificacdo das amostras de Salmonella Typhimurium e S.
Enteritidis por meio do método tradicional de referéncia (Portaria 126 do MAPA),
para utilizagdo em fases seguintes do experimento;

- a presenca de Salmonella Typhimurium e S. Enteritidis pelos métodos:
tradicional de referéncia, MSRV e Sistema BAX®, testando os protocolos existentes;

- 0 nivel de detecgdo de Salmonella pelo Sistema BAX®;

- a acurécia, sensibilidade, especificidade, repetitividade e reprodutibilidade
dos métodos: Sistema BAX®, MRSV e tradicional de referéncia para deteccao de
Salmonella em amostras ambientais;

- a acuracia relativa, sensibilidade relativa, especificidade relativa,
repetitividade e reprodutividade dos métodos alternativos (Sistema BAX® e MSRV)

em relacdo ao método tradicional de referéncia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Salmonella

O género Salmonella estd amplamente distribuido no ambiente em todo o
mundo. Ele foi isolado e identificado pela primeira vez em 1885, por Daniel Elmer
Salmon. Pertencente a familia Enterobacteriaceae, é um bacilo curto, Gram
negativo, aerdbio e anaerébio facultativo, ndo capsulado, ndo formador de esporo e
movel (com exceg¢do dos sorovares S. Pullorum e S. Gallinarum), com flagelos
peritriquios. A temperatura 6tima para a multiplicacéo é de 37°C, mas, crescem entre
5°C e 45°C. Crescem em pH entre 4 e 9, sendo 7 o pH ideal. Os membros deste
género sdo oxidase negativos, catalase positivos, indol, urease e Voges Proskauer
negativos, vermelho de metila e citrato de Simmons positivos, lisina e ornitina
descarboxilase positivos. A maioria dos sorovares produz H,S (gas sulfidrico). A
glicose e outros carboidratos sdo metabolizados com produgédo de gas acido pela
maioria dos sorovares (GAST, 1997; GAST, 2008).

Salmonella enterica e Salmonella bongori sdo as duas espécies que
compdem o género Salmonella. A espécie Salmonella enterica é dividida em seis
subespécies: enterica (), salamae (ll), arizonae (llla), diarizonae (llIb), houtenae (1V)
e indica (VI). Essas subespécies podem ser diferenciadas bioquimicamente ou por
andlise antigénica. Bactérias classificadas como Salmonella enterica subespécie
enterica consistem em 99,5% dos microrganismos isolados deste género, sendo de
maior relevancia clinica e tipicamente isoladas de humanos e animais de sangue
guente (GRIMONT; WEILL, 2007).

Além da classificacdo em espécies e subespécies, existe a classificacdo das
cepas em sorogrupos. A Salmonella, assim como outras enterobactérias, possuli
antigenos O (somaticos) e antigenos H (flagelares). Alguns grupos desta bactéria
também possuem o antigeno Vi (capsular) (BRENNER et al., 2000). As subespécies
de Salmonella séo divididas em 50 sorogrupos, classificadas com base no antigeno
O. Os dois principais sorogrupos séo o B e o D1. No grupo B estdo os sorovares
como S. Typhimurium e S. Heidelberg, enquanto que no grupo D1 se destaca a S.
Enteritidis (POPOFF, 2001).



Atualmente mais de 2.500 sorotipos de Salmonella j&a foram identificados, dos
quais mais de 1.400 pertencem a S. enterica subespécie enterica (CDC, 2007;
LIBBY et al., 2008). Na espécie S. enterica é encontrada a grande parte de sorotipos
causadores de salmonelose em mamiferos, incluindo as que infectam a espécie
humana (BRASIL, 2008).

Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium s&o 0s sorotipos s&o mais
encontrados na produgdo de alimentos para animais; sendo assim, as aves podem
ser infectadas por meio da ingestdo de ragdo contaminada, durante o transporte ou
pela limpeza ineficaz dos galpbes (EFSA, 2010). Esses sorovares raramente
causam doenga clinica nas aves, mas colonizam o seu intestino, o que leva a
excregcdo no ambiente (BARROW,; LOVELL, 1991).

2.2 Salmonella na cadeia produtiva de frangos

Em saude publica, as salmonelas destacam-se com grande importancia pela
sua ampla e variada ocorréncia no homem e em animais (mamiferos, répteis e
aves), sendo que as aves ocupam O ponto central na epidemiologia das
salmoneloses entéricas, representando um reservatorio de grande importancia
sanitaria e de dificil controle. Nestes, o estado de portador é o fator epidemiolégico
mais destacado e a auséncia de sintomas e as dificuldades técnicas para sua
detecgdo, antes ou durante a inspecdo no abate, convertem-nos em fonte continua
de contaminagcdo do meio ambiente e, portanto, dos produtos de origem animal
(RODRIGUES, 2005).

O consumo de produtos avicolas contaminados com Salmonella € uma das
fontes mais comuns de gastroenterites em humanos, especialmente pela ingestéo
de ovos e carne de frango (EFSA, 2009). A infecgdo do frango ou a contaminagéo
da sua carcaca pode ocorrer em toda a cadeia de producdo e sdo necessarios
esforgos continuos para reduzir a incidéncia desse microrganismo na producéo
avicola (HEYNDRICKX et al, 2002).

As fontes de infeccdo por Salmonella em aves sdo numerosas. Quando
infectadas, as aves e outros animais sdo, geralmente, portadores inaparentes, mas

podem apresentar infeccdo latente e, menos comumente, estarem clinicamente



doentes. Esses animais podem excretar Salmonella nas fezes e ser um grande
reservatério, podendo infectar também outros animais, os seres humanos e
contaminar o ambiente (POPPE, 2000).

A transmissao da Salmonella pode ser iniciada pela contaminagdo do ovo no
trato reprodutivo (transmisséo vertical) ou ao passar pela cloaca por contaminagéo
com as fezes, e ao ocorrer a eclosédo do pintinho tem-se uma importante fonte de
infecg@o para outras aves e ambiente. A transmissao horizontal ocorre geralmente
por via fecal-oral, pois a agua e ra¢des contaminadas sao importantes veiculos de
disseminacéo. O desenvolvimento de estado de portador pode contribuir para a
persisténcia do microrganismo no ambiente e consequente disseminagdo da
salmonelose. Outras fontes de transmissdo incluem roedores, aves silvestres e
outros animais que favorecem a introducdo e permanéncia da bactéria em
propriedades avicolas (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

Em granjas comerciais de frango de corte, os principais problemas relatados
sdo galpdes contaminados e pintos de um dia infectados por Salmonella subsp.
enterica (ROSE et al., 2000; DAVIES e BRESLIN, 2003). Quando pintos de um dia
estdo contaminados, ocorre uma rapida disseminagéo da bactéria em todo o galpéo,
inclusive nos comedouros. De acordo com estudo feito por MARIN et al. (2009), em
poucas semanas, quando as aves comeg¢am a ter acesso aos comedouros, ocorre
também um aumento da excrecdo de Salmonella nas fezes. Entéo, o restante dos
animais ingere a ragdo contaminada e o galpdo poderd estar infectado em poucos
dias (HEYNDRICKX et al., 2002).

VAN IMMERSEEL et al. (2004) reportou que frangos infectados com
Salmonella excretam a bactéria por até 18 semanas. Resultados semelhantes foram
obtidos por BEAL et al. (2004), que determinou que independente da idade em que
as aves sao infectadas, a excregdo persiste por até 12 semanas, muito além da
idade de abate de frangos de corte.

A infeccéo das aves pode ocorrer pela presenga da Salmonella no ambiente
de criagéo e, posteriormente, sua disseminagéo para o local do abate, contaminando
as carcacas e outros produtos, caso 0 processo nao seja realizado com cuidados
higiénicos adequados (CARDOSO; TESSARI, 2008). NASCIMENTO et al. (2000)



demonstraram que a carne de frango, mesmo quando o numero de aves infectadas
com patégenos entéricos é pequeno, pode contaminar toda linha de abate.

Durante o abate e o processamento dos frangos, a presenca de Salmonella,
nos intestinos, pele e penas, resulta em contaminagdo da carne e seus subprodutos
(BRYAN; DOYLE, 1995). Alguns procedimentos como escaldagem, depenagem e
evisceracdo exercem papel fundamental na distribuicdo microbiana na carcaga de
frango durante o processo de abate (HACCP, 1995).

O nivel de contaminagdo por Salmonella nas granjas e abatedouro depende
ainda de varios fatores de risco, incluindo estacdo do ano, incubadora de origem,
qualidade das ragfes nas fabricas, medidas de higiene e o manejo dos animais.
Portadores assintomaticos também podem infectar outros animais durante o

transporte e espera para o abate (CARDINALE et al., 2004).

2.3 Salmonelose e saude publica

Salmonella é geralmente transmitida por meio da cadeia alimentar, pela
ingestdo de alimentos de origem animal como ovos, carne de frango, carne suina ou
bovina (PIRES et al., 2010). Esses alimentos sdo os mais correlacionados como
veiculadores da salmonelose para seres humanos, embora muitos outros possam
ser contaminados secundariamente (EFSA, 2009). Isso faz com que a presenga
deste microrganismo se torne uma das mais importantes barreiras sanitarias
internacionais, pois exige rigorosos programas de controle para diminuir sua
incidéncia e as perdas econdmicas na cadeia avicola (ANDREATTI FILHO et al.,
2009).

A salmonelose é no Brasil e no mundo, um desafio para a saude publica.
Apesar da subnotificacdo, a partir da década de 70 tem ocorrido um aumento
acentuado e continuo do numero de casos vinculados a determinados sorotipos, 0s
quais variam geograficamente. As toxinfeccOes alimentares sempre foram uma
preocupac¢do na industria alimenticia e, dentre varias, a salmonelose é considerada
uma das doengas mais frequentes (CARDOSO; TESSARI, 2008). Em surtos

notificados no Brasil, entre 1999 e 2008, o principal agente etioldgico envolvido em



doengas transmitidas por alimentos foi Salmonella, sendo responsavel por 42,9%
dos casos (SVS, 2008).

Em humanos, a patologia decorrente da Salmonella se d& pela transmissao
fecal-oral que ocorre pela ingestdo de agua e alimentos contaminados, e grande
incidéncia é encontrada em populagbes com grande densidade populacional,
vivendo em precérias condi¢gbes higiénico-sanitérias e socioecondémicas (CONNOR,;
SCHWARTZ, 2005).

A ave é um dos mais importantes reservatérios que pode introduzir a
salmonela na cadeia alimentar do homem. O primeiro caso de salmonelose em
humanos foi relatado em 1880 quando predominava os casos da intoxicagao por
Salmonella Typhi. Segundo CARDOSO e TESSARI (2008), desde 1940, tem-se
registrado um rapido aumento de salmonelas n&o especificas de humanos e
animais, particularmente Salmonella Typhimurium e, mais recentemente, Salmonella
Enteritidis, que é o sorovar mais isolado em casos de toxinfec¢des alimentares em

humanos.

2.3.1 Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium

A grande maioria das infecgdes de humanos por Salmonella s&o de origem
alimentar e os principais sorotipos envolvidos sdo S. Enteritidis e S. Typhimurium,
representando uma parte importante do problema (OIE, 2011). Muitos sorovares
predominantes em surtos humanos sdo comuns em aves comerciais (FERRIS et al.,
2003). No caso de Salmonella Typhimurium e S. Enteritidis h4 uma clara ligacao
entre a doenca humana e o consumo de produtos avicolas (MEAD et al., 2010).

Nos casos de infeccdo em humanos e animais, aproximadamente 90
sorovares de Salmonella spp. sédo mais frequentemente envolvidos (BERCHIERI
JUNIOR e FREITAS NETO, 2009). Por outro lado, apesar de todos os sorovares
serem potencialmente patogénicos para os seres humanos, alguns encontrados em
aves sdo raramente associados a doenga em homens. Um exemplo classico é a
Salmonella Sofia, que é frequentemente isolada de frangos na Australia, mas

raramente esta envolvida em surtos em humanos (POINTON et al., 2008).



De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, os sorovares Typhimurium,
Enteritidis, Newport, Heidelberg, Javiana, Oranienburg, Montevideo, Saintpaul,
Infantis, Agona e Hadar foram os mais frequentes no ano de 2003, sendo S.
Typhimurium e S. Enteritidis os mais isolados de fontes humanas nas Américas, na
Europa e na Oceania (WHO, 2006). Na Africa, em 2002, os sorovares mais isolados
foram Enteritidis, Typhi e Typhimurium. Na Asia, nesse mesmo ano, Enteritidis e
Reisen foram os mais frequentes, com Typhimurium aparecendo em quinto lugar
(NEGRETE, 2004). Na Inglaterra, HUMPHREY et al. (1988), verificaram aumento na
incidéncia de infecgdo alimentar por Salmonella spp., a partir dos anos 70 (século
XX), S. Typhimurium foi o sorovar mais predominante e o consumo de produtos de
origem avicola contaminados a principal fonte de infeccdo para o homem
(ANDRIGHETTO, 2006).

A partir de 1993, a S. Enteritidis emergiu como um grande problema de saude
publica no Brasil, visto que era raramente isolada de infecgbes humanas até 1990.
Desde entéo, sua prevaléncia tem aumentado e passou a corresponder a mais de
60% dos sorovares isolados no Instituto Adolfo Lutz, a partir de 1995. Alguns autores
afirmam que a grande prevaléncia de S. Enteritidis em aves pode estar relacionada
com as tentativas de erradicacdo de S. Gallinarum dos plantéis, uma vez que esta
excluia por competicdo o sorovar S. Enteritidis (SILVA; DUARTE, 2002).

Além das medidas de biosseguranga, existem outras formas de diminuir os
riscos de infeccdo por Salmonella. Em alguns paises a vacinacdo das aves é
bastante utilizada para controlar principalmente os sorovares de S. Enteritidis e S.
Typhimurium (MASTROENI et al., 2001). Porém, a vacinacdo néo € considerada um
método preventivo adequado por muitos especialistas. O uso de antibidticos néo
deve ser feito para controle da infeccdo de Salmonella nas aves, porque a eficacia
do tratamento € limitada, podendo mascarar a infeccdo na amostragem, além de
produzir residuos em carnes e ovos e contribuir para o desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana (OIE, 2010).

Algumas estratégias utilizadas para o controle da salmonelose dependem do
tipo de criacdo da ave e do nivel de animais infectados dentro do plantel
(ANDERSON et al., 1994). Protocolos de prevengao tém sido descritos e podem ser

aplicados tanto para plantéis de reproducdo quanto para frangos de corte (WIERUP,
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2006). As alteracdes na colonizagdo pela bactéria e a idade do plantel também
devem ser consideradas. O objetivo de controlar matrizes e avos é prevenir a
transmisséo vertical de salmonelas, especialmente S. Enteritidis e S. Typhimurium
(MEAD et al., 2010).

O Brasil, como grande exportador mundial de carne de aves (BRASIL, 2005),
deve estabelecer medidas de controle sanitario cada vez mais rigidas, evitando
assim grandes prejuizos devido as perdas indiretas, através de embargos sanitarios
impostos pelos paises importadores.

A aplicagéo de sistemas de controle de qualidade na industria de alimentos é
uma exigéncia oficial em diversos paises, inclusive no Brasil, que, além da exigéncia
de adogéo das BPF (Boas Praticas de Fabricagdo) (ANVISA, 1997), também exige a
implantagdo do Sistema APPCC (Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle)
(BRASIL, 1998) e o Programa de Reducéo de Patdgenos (BRASIL, 2003).

O Programa de Reducédo de Patdégenos visa o monitoramento de Salmonella
em carcagas de frangos e perus a fim de construir um sistema de informacéo sobre
a contaminacdo desses produtos. Esse monitoramento € realizado por meio de
andlises laboratoriais continuas dos produtos in natura provenientes de
estabelecimentos de abate registrados no SIF (Servico de Inspecédo Federal)
(BRASIL, 2003).

O Regulamento da Comisséo Européia (CE) (n.° 646/2007) tem como objetivo
assegurar que sejam tomadas medidas adequadas e eficazes para detectar e
controlar as salmonelas e outros agentes zoonoéticos em todas as fases da
producéo, transformacdo e distribuicdo de produtos derivados de frangos,
especialmente ao nivel de producdo primaria, a fim de reduzir sua prevaléncia e o
risco que constituem para a saude publica. Segundo o Regulamento (CE) (n.°
2160/2003), essa reducdo de patdégenos nos frangos deve abranger Salmonella
Typhimurium e S. Enteritidis.

Como protocolo de amostragem, a colheita dessas amostras deve ser
realizada nos lotes de produgéo de frangos a campo. Para isso, devem ser colhidas
por meio de esfregacos em botas ou meias (propé), garantindo que todas as secfes
da instalagdo se encontrem representadas proporcionalmente na amostragem
(Regulamento (CE) n.° 646/2007).
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2.4 Métodos de diagndstico

2.4.1 Método tradicional de referéncia

O procedimento internacionalmente aceito e recomendado para detecgéao de
Salmonella € o método microbiolégico convencional. Ha protocolos de analise pelo
método tradicional devidamente validados pela AOAC (Association of Official
Analytical Chemists), BAM (Bacteriological Analytical Manual) e OIE (Organizagéo
Internacional de Epizootias) (OLIVEIRA; 1996). No Brasil, esse método €
preconizado pelo PNSA (Plano Nacional de Sanidade Avicola) do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e é baseado na Portaria 126 do
MAPA (BRASIL, 1995). A metodologia convencional inclui etapas de pré-
enriqguecimento, enriguecimento seletivo, plaqueamento em meios de cultura
seletivos, identificacdo bioquimica e provas de soroaglutinacdo (MACIOROWSKI et
al., 2006).

O pré-enriquecimento é empregado quando se analisa matriz desidratada ou
para recuperar células de Salmonella (NASCIMENTO et al., 2000). Foi demonstrado
gue o pré-enriquecimento de amostras de ambiente avicola aumenta a recuperacao
de Salmonella de 10% para 25% (THOMASON et al., 1977). As demais etapas da
sequéncia bacteriolégica séo elementares.

O enriquecimento em caldo seletivo tem como objetivo inibir a multiplicagéo
da microbiota acompanhante e promover a elevacdo preferencial do niumero de
células de Salmonella. Nessa etapa recomenda-se o0 uso de dois meios de
enriguecimento, pois a resisténcia de Salmonella pode ter variacdo entre cepas. Os
meios de enriquecimento mais comuns sdo os caldos Selenito Cistina, Tetrationato,
Rappaport-Vassiliadis e seus derivados, acrescidos ou n&o de novobiocina
(NASCIMENTO et al., 2000).

O plagueamento seletivo diferencial visa promover o desenvolvimento
preferencial de colénias de Salmonella com caracteristicas tipicas que as diferem
dos microrganismos competidores, possuindo fatores inibitérios ao crescimento de
outras bactérias (RALL et al., 2005). Os testes bioquimicos permitem analisar o perfil

metabdlico dos microrganismos pesquisados, e os resultados sdo comparados com
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aqueles descritos na literatura, permitindo a sua identificagdo (OLIVEIRA, 2000).
Colbnias caracteristicas de Salmonella spp. nesses meios devem ser submetidas ao
teste sorologico somético polivalente, para a confirmacdo (FORTUNA e FRANCO,
2005).

Embora oficialmente recomendada, a metodologia oficial requer de trés a 11
dias até que um resultado conclusivo seja atingido. Além disso, as propriedades
fenotipicas pelas quais Salmonella séo identificadas podem néo ser expressas, e
quando séo, podem ser de dificil interpretacéo, além das células poderem estar em
um estado Viavel Nao Cultivdvel (VNC) e ndo serem detectadas (MALORNY et al.,
2003).

Existem vaérios fatores que interferem na deteccdo de Salmonella spp.. Entre
eles esta a microbiota acompanhante e/ou competitiva que, em se tratando de fezes,
encontra-se em um numero elevado. Isto torna importante a escolha de uma
metodologia que utilize meios de enriquecimento seletivos e ndo seletivos para o
isolamento de Salmonella (SCHWARTZ, 1996), propiciando, assim, o aumento do
namero de células desta bactéria e inibindo o crescimento dos competidores (CHEN
et al., 1993).

2.4.2 Meio semi-sélido Rappaport-Vassiliadis Modificado (MSRV) (ISO 6579,
2002)

Um método para pesquisa de Salmonella com o uso do meio semi-sélido
seletivo MSRV (Meio semi-sdlido Rappaport-Vassiliadis Modificado) foi descrito e é
atualmente recomendado pela ISO (International Standard Organization) para
amostras ambientais (ISO 6579:2002/DAM). O principio desta técnica é baseado na
motilidade apresentada pela maioria das bactérias pertencentes ao género
Salmonella (com excegéo dos sorotipos Pullorum e Galinarum), na qual resulta na
migracdo do microrganismo pelo agar (VOOGT et al., 2001).

Segundo alguns autores, 0 MSRV é um meio adequado para o isolamento de
Salmonella de amostras de aves e amostras ambientais (READ et al., 1994). De

acordo com a ISO 6579:2002/DAM, este método de isolamento € aplicavel para
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deteccdo de Salmonella em fezes animais (aves, suinos e bovinos) e amostras
ambientais em &rea de producao priméria (como poeira).

O método para pesquisa de Salmonella utilizando o MSRV, que € um &gar de
enriguecimento seletivo e diferencial, se destaca devido a sua simplicidade e
resposta rapida, sendo que os resultados sdo obtidos em até 48 horas apds o pre-
enriguecimento. Entretanto, ha necessidade de confirmacéo dos resultados positivos
por meio do plagueamento em meio seletivo e realizagdo de testes bioquimicos e
sorologicos (ISO 6579:2002/DAM). O método foi validado pela AOAC para produtos
derivados de cacau (AOAC 993-07) (DE SMEDT et al., 1994), para leite em p6
(AOAC 995-07) (BOLDEJIK e MILAS, 1996) e em programas de erradicacdo de
Salmonella do Servigo de Saude Animal da Holanda, sendo aplicado para pesquisa
em todos os niveis de produgéo de carne de frango (DE VRIES, 2003).

O 4gar MSRYV surgiu como uma modificacdo do caldo Rappaport-Vassiliadis.
Este meio ndo contém agulcares e é incubado na temperatura de 42°C (BAIRD et al.,
1989). A temperatura de incubacdo associada a concentracdo de cloreto de
magnésio (2,33%) € suficiente para inibicdo de Enterobacter cloacae e Citrobacter
diversus. Ha relatos de que modificac6es como a reducdo da concentragédo de agar
de 0,29% para 0,27% aumentaram a zona de migragédo, bem como o uso de 0,92%
de triptose ao invés de triptona, que resultou na formacdo de zonas de migracao
maiores (BUSSE, 1995). Estes fatores, combinados com uma temperatura de
incubagdo de 42°C, permitiram condicdes adequadas para a multiplicagédo e
consequente migracao das cepas de salmonela (DE SMEDT et al.,1986).

A migragdo no MSRYV é caracterizada por uma zona turva esbranquicada ao
redor da gota de inoculagéo, que pode se espalhar por toda a extenséo da placa. Se
0 meio permanecer de coloracdo azul, sem formacdo de zona turva, o teste é
considerado negativo (auséncia de Salmonella movel). O crescimento de
microcoldnias em volta da gota ndo € considerado como migracdo. O resultado
falso-negativo ndo deve ocorrer com 0 meio MSRYV, pois a Salmonella, ao se mover
por quimiotaxia pelo meio, forma os halos de migracéo que facilitam a visualizag&o
de seu crescimento, o que ndo acontece com os competidores (DE SMEDT et al.,
1994).
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A adicdo de novobiocina também ¢é inibitéria para bactérias como
Enterobacter cloacae e Citrobacter freundii (CHAU; HUANG, 1974). Desta forma a
eficiéncia dessa técnica € decorrente da habilidade da Salmonella migrar em um
meio altamente seletivo que é conferido pela presenca de oxalato de verde
malaquita, cloreto de magnésio, novobiocina, temperatura de incubagdo a 42°C
(O’'DONOGUE et al., 1992) e pH reduzido, o que minimiza a migragdo da maioria
das Enterobacteriaceae méveis, com excecédo das espécies de Salmonella.

DE SMEDT et al. (1986) demonstraram que um pequeno numero de células
(60 UFC/mL) podia ser recuperado, mesmo que o0 numero de bactérias
competidoras estivesse na ordem de 10 UFC/mL. As cepas de Salmonella, se
presentes na amostra, formam zonas de migragdo circular na superficie do meio
MSRYV atingindo de 10 a 40 mm de raio em 24 horas de incubacéo a 42°C, enquanto
os demais microrganismos (Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Proteus
mirabilis) sdo totalmente inibidos ou, quando se desenvolvem , as zonas circulares
de migracdo néo ultrapassam raios de 4 a 6 mm (DE SMEDT et al.,1986), sendo
insignificantes.

As placas positivas apresentam uma cor cinza-esbranquicada e uma zona
turva ao redor da gota inoculada. Se néo houver crescimento em 24 horas, as placas
devem ser incubadas por mais 24 horas. Apés esse periodo, com uma alca de
inoculacdo deve ser feito o plaqueamento seletivo na superficie de agar XLD
(desoxicolato-lisina-xilose) ou outro meio seletivo, para que sejam obtidas colbnias
bem isoladas. Para confirmacdo do resultado devem ser feitos testes bioquimicos
(ISO 6579:2002/DAM).

2.4.3 Sistema BAX®

Embora os métodos de cultura tradicionais oferecam vantagem
epidemiolégica sobre os métodos moleculares, devido a sua capacidade de detectar
células bacterianas viaveis, essas metodologias demandam muito tempo,
particularmente quando grandes numeros de amostras devem ser analisadas
(MACIOROWSKI, 2006).
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Métodos convencionais de andlise ainda sdo frequentemente usados no
isolamento de Salmonella, e necessitam de trés a 11 dias para serem completados
(WALTMAN, 1993). Esses métodos demandam muito tempo e sdo bastante
laboriosos. Métodos moleculares como a PCR (Polymerase Chain Reaction)
permitem amplificacdo de pequenas por¢cdes de DNA (CHENG, 2008) que podem
ser usadas na detecgdo de patégenos de importancia veterinaria.

Muitas técnicas moleculares de detec¢éo e caracterizagdo de microrganismos
envolvem o uso da PCR. O Sistema BAX® (DuPont Qualicon) € um dos primeiros
métodos moleculares automatizados aprovados para a deteccdo de agentes
patogénicos usados na andlise de alimentos. Esse sistema simplifica o processo da
PCR, combinando todos os reagentes necessarios (primers, DNA polimerase e
nucleotideos) em um Unico tablete (MROZINSKI, 1998).

A deteccdo do patégeno pelo Sistema BAX® é feita por um sistema
automatizado, que diminui a possibilidade de contaminagdo cruzada durante a
andlise. Os resultados sdo apresentados pelo software em forma de circulos verdes
(negativos) e vermelhos (positivos). O programa também detalha os resultados em
graficos onde nas ordenadas sdo descritas as temperaturas de andlise e nas
abscissas a absorbancia (baseada na fluorescéncia emitida por uma substancia
intercalada com o DNA da amostra) (KUSHIDA, 2005).

Em estudo de validagdo no Brasil, foi feita uma comparacao entre o Sistema
BAX® e o método oficial utilizado pelo MAPA (Manual de Métodos Analiticos Oficiais
para Analise Microbiolégica para Controle de Produtos de Origem Animal e Agua —
Instrugdo Normativa n® 62, de 26 de agosto de 2003) para deteccdo de Salmonella
em alimentos, agua e amostras ambientais. Cinco laboratérios se envolveram no
estudo, e foram utilizadas amostras de rotina e 70 tipos de produtos foram
analisados, totalizando 1988 amostras. O Sistema BAX® apresentou resultados
comparaveis ao metodo oficial (TOMAZELLI et al., 2008), sendo entdo aprovado
para pesquisa de Salmonella em alimentos no pais. Esta metodologia foi oficializada
por meio da Instrugdo Normativa numero 41, de 7 de Julho de 2004 (BRASIL, 2004).

O Sistema BAX® é considerada uma metodologia equivalente a oficial no
Brasil para pesquisa de Salmonella em alimentos (BRASIL, 2004) e também

aprovada e adotada em outros paises. E aprovado pela AOAC para pesquisa de
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Salmonella para diversos tipos de alimentos, como carne, leite, e produtos derivados
de aves (MROZINSKI, 1998).

Essa metodologia de analise de Salmonella também é aprovada por governos
de paises como Estados Unidos, Japdo, China, RuUssia, Canada, Ardbia Saudita,
Chile, México, Uruguai, Colémbia e na Europa (aprovada pela Association Frangaise
de Normalisation - AFNOR, NORDVAL), entre outros. Outro estudo multilaboratorial
foi conduzido nos Estados Unidos para comparagédo entre o Sistema BAX® e um
método padréo de deteccdo de Salmonella em alimentos. Participaram da pesquisa
16 laboratdrios representando a industria e o governo, e foi usado um total de 1386
amostras, envolvendo alimentos como salsicha, carne moida crua, queijo mussarela,
tildpia crua e congelada e suco de laranja. Os resultados apresentados pelo Sistema
BAX® foram comparaveis aos do método padrdo (SILBERNAGEL et al., 2003).

Para pesquisa de Salmonella em amostras de sanidade, o Sistema BAX® foi
avaliado e aprovado pelo NPIP (National Poultry Improvement Plan), nos Estados
Unidos, para pesquisa de amostras ambientais, suabes de cloaca, caixa de

transporte de pintinhos e amostras de meconio (USDA, 2012).

2.5 Comprovacéo de desempenho da metodologia

A necessidade da industria alimenticia de avaliar rapidamente a qualidade
microbiolégica de matérias-primas e produtos, assim como 0s processos de
producéo e amostras ambientais, levou o desenvolvimento e aperfeicoamento de
métodos alternativos de andlise microbioldgica, que sdo mais rapidos e/ou mais
faceis do que o método de referéncia, sendo que alguns podem ser automatizados
(ISO 16140, 2003).

De acordo com a ISO 16140 (2003), a validacdo de um método alternativo é
definida como “demonstracdo de que um método alternativo é confidvel, desde que
os resultados obtidos por ele sejam comparaveis aos resultados obtidos pelo método
de referéncia”. Segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria),
conforme a RDC (Resolucdo da Diretoria Colegiada) 210, validagdo € um ato
documentado que atesta que qualquer procedimento, processo, equipamento,

material, operacao ou sistema realmente leve aos resultados esperados. De acordo
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com a Resolucdo namero 899, de 29 de maio de 2003, da ANVISA, a validagdo
deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplica¢ges analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.

Para avaliar os riscos associados a presenca de Salmonella nas aves, é
importante conhecer a distribuicdo desse microrganismo nas fezes dos animais,
para que seja possivel estabelecer sua real incidéncia na criacdo avicola. E
fundamental compreender essa incidéncia nos plantéis, a fim de ter um maior
controle sobre o processo. Neste contexto, 0 Conselho do Parlamento Europeu
(2003) em uma diretiva sobre vigilancia de zoonoses e agentes zoonoticos, exige um
sistema de gestdo de qualidade para execugdo dos seus programas de
monitoramento.

A deteccdo de espécies de Salmonella é baseada em metodologias
microbiolégicas tradicionais que sdo amplamente utilizadas em laboratérios de
andlise. Estas técnicas apresentam vérias dificuldades, como a subjetividade na
interpretacdo de algumas provas bioquimicas ou morfologicas, a possivel
interferéncia de matrizes, especialmente quando apresentam alto nivel de
contaminacédo, alto custo do método, tanto em termos de mao de obra quanto
equipamentos e, principalmente, o longo tempo para obter resultados definitivos,
geralmente trés a sete dias, dependendo da necessidade de realizar testes
bioquimicos e sorolégicos (FERRUS et al., 2009).

A introdu¢do de um método em laboratérios oficiais e privados deve ser
precedida de uma validacdo interna documentada, que demonstre que o método
conduz a resultados confidveis e adequados. Um pré-requisito fundamental para
uma metodologia ser reconhecida internacionalmente € que a validacéo tenha sido
realizada. Métodos alternativos devem ser validados de acordo com a ISO
16140:2003 e com a OIE, dependendo do tipo de amostra a ser validada. A
validacdo é um passo importante no processo de padronizacdo de um método
porque fornece evidéncia de que o novo método fornece resultados semelhantes e
esta de acordo com o método de referéncia usado. Além disso, a validagdo confirma
sua reprodutibilidade e especificidade quando usado por outros laboratérios
(MALORNY et al., 2003).
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A maioria dos métodos alternativos disponiveis para pesquisa de Salmonella
em amostras ambientais s6 foi validado para andlise de alimentos e racéo
(MALORNY et al., 2009; SARQOJ et al.; 2008; MALORNY et al., 2004). Essas
matrizes apresentam menor dificuldade para recuperagcdo de Salmonella do que
amostras de fezes, devido principalmente & presenca de microbiota menos
competitiva e compostos inibitérios da reacéo de PCR (KORSAK et al., 2004).

Embora existam relatos indicando que o diagnostico através de reacdo de
PCR usando amostras de fezes pode fornecer resultados comparaveis aos métodos
tradicionais de cultura (ERIKSSON; ASPAN, 2007), € necesséaria uma avaliagdo de

protocolos de PCR atualmente disponiveis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local, amostras e cepas

O estudo foi realizado no Laboratério Nacional Agropecuario de S&o Paulo
(LANAGRO-SP), localizado na cidade de Campinas, S&o Paulo. Para a pesquisa
foram utilizadas fezes e amostras ambientais coletadas por propé provenientes de
aves SPF (Specific Patogen Free).

A coleta do material foi feita respeitando os procedimentos de biosseguranga
da Unidade de Biotério do LANAGRO-SP. As fezes foram retiradas das bandejas
utilizando pingas estéreis e colocadas em um béquer. Apos a coleta, o recipiente foi
fechado e devidamente transportado para a Unidade de Sanidade Aviaria, onde o
material foi processado.

Para as amostras ambientais, foram utilizados propés estéreis descartaveis. A
bandeja contendo fezes das aves foi retirada da gaiola e, com o propé devidamente
colocado, pisou-se na bandeja, simulando uma coleta a campo. Apos a coleta, o
material foi acondicionado em um recipiente estéril, fechado e transportado para a
Unidade de Sanidade Aviéria.

Para a fortificacdo das amostras foram usadas trés cepas de S. Enteritidis,
sendo uma ATCC 13076 (American Type Culture Collection) e duas cepas de campo
de origem avicola, pertencentes ao banco de cepas do LANAGRO-SP. As trés
cepas de S. Typhimurium também foram isoladas de amostras de campo de origem
avicola. Para a adicdo de Salmonella as matrizes de fezes e propé, foi feito uma
mistura das cepas de cada sorotipo a fim de simular uma situagcéo de contaminagao
a campo. Os sorotipos utilizados para inoculagéo foram previamente caracterizados
por meio de provas bioquimicas e tipificados com o uso do RiboPrinter® Microbial
Characterization System (Qualicon, Wilmington, DE).

O experimento consistiu de trés fases. Inicialmente, foi estabelecido o in6culo
experimental, para determinar a quantidade de células de S. Enteritidis e S.
Typhimurium que seria utilizada nas fases posteriores. Para comparacdo de
metodologias, foram realizadas 12 etapas (repeticdes), e em cada uma foram

fortificadas sete amostras (amostras teste) e sete amostras ndo foram fortificadas
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(amostras controle). A Ultima fase constou da determinacéo do limite de deteccdo do
Sistema BAX®.

3.2 Preparo das amostras de fezes e propé

O preparo das amostras de fezes foi realizado de forma diferente para o
método tradicional de referéncia (Portaria 126, MAPA) (BRASIL, 1995) e para os
métodos alternativos Sistema BAX® e MSRV (ISO 6579:2002/DAM). Os protocolos
de analise de cada método serdo descritos no item 3.3.

Pelo método tradicional, o enriqguecimento ndo seletivo foi feito em caldo
infusdo de cérebro e coracdo (BHI) (HIMEDIA®) e o enriquecimento seletivo em
caldo tetrationato com iodo (TT) (ACUMEDIA®) e caldo Rappaport-Vassiliadis (RV)
(ACUMEDIA®) (BRASIL, 1995). Primeiramente, a matriz fezes foi pesada em
balanca de precisédo de 0,01g (MARTE®) e adicionada aos caldos, sendo 2g da
amostra pesada individualmente e em duplicata para cada um dos caldos com
volume de 20 mL, recomendados para o0 enriquecimento, exceto para o caldo RV
(ACUMEDIA®), no qual pesou-se 0,2g. Uma das duplicatas foi fortificada com 1 mL
da diluicdo estabelecida como indculo experimental e denominada amostra teste e a
outra adicionada de 1 mL de &gua destilada estéril (amostra controle). Em cada
etapa, tanto para amostras fortificadas quanto para as controle, esse procedimento
foi realizado sete vezes.

Para andlise pelos métodos alternativos Sistema BAX® e MSRV, o preparo
constou da adicdo de 2g de fezes a 20 mL de &gua peptonada tamponada (APT)
(MERCK®) em duplicata. Ap6és homogeneizacdo, as amostras teste foram
adicionadas de 1 mL da diluicdo estabelecida como in6culo experimental, e as
amostras controle adicionadas de 1 mL de &gua destilada estéril, assim como
realizado pelo método tradicional. A figura 1 ilustra a distribuicdo das amostras de

fezes nos caldos, de acordo com o método realizado.
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Figura 1. Esquema do preparo das amostras de fezes, sua distribuicdo nos caldos BHI, Tetrationato
e Rappaport-Vassiliadis para o método tradicional e na agua peptonada tamponada para os métodos
alternativos Sistema BAX® e MSRV.

No laboratério, cada um dos propés coletados, conforme descrito no item 3.1,
foram adicionados individualmente a um béquer que continha 80 mL de APT
(MERCK®) e realizada homogeneizagdo do frasco por 25 vezes na rotagdo do
punho. Um volume de 5,7 mL do liquido resultante da mistura de cada béquer foi
transferido assepticamente para um tubo de ensaio estéril.

Nas amostras teste foi adicionado 0,3 mL da diluicdo 10 (equivalente a 3mL
da diluicdo 107) de S. Enteritidis e S. Typhimurium, e incubado a 37°C por 20 horas,
enquanto que nas amostras controle foi feito a inoculagdo de 0,3 mL de &gua
destilada estéril em cada um dos tubos, incubados nas mesmas condicbes das
amostras teste. A separacdo do volume de 5,7 mL em um frasco foi feita para
facilitar o processo de inoculagdo. Depois de incubadas, as amostras foram
analisadas pelos trés métodos (tradicional de referéncia, MSRV e Sistema BAX®)
(Figura 2).
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Figura 2. Esquema do preparo das amostras de propé adicionadas de 80mL de agua peptonada
tamponada, sua dissociacdo em frascos para controle positivo e negativo e andlise através dos
métodos tradicional, Sistema BAX® e MSRV.

O enriguecimento das amostras de propé foi realizado da mesma forma das
fezes, tanto para o método tradicional como para os métodos alternativos, porém
aqui foi utilizado um volume de 2 mL da amostra preparada para 20mL dos caldos
BHI (HIMEDIA®), TT (ACUMEDIA®) e APT (MERCK®), e 0,2 mL para 20mL do

caldo RV, todos em duplicata (amostra teste e controle).
3.3 Protocolos de analise

Para determinar o nivel de fortificacdo das amostras, nas etapas
subsequentes do experimento foi utilizado o método tradicional de referéncia
(BRASIL, 1995). O método oficial também foi usado na comparagdo com as
metodologias alternativas (Sistema BAX® e MSRV). Todos os protocolos e

metodologias estéo descritos a seguir.
3.3.1 Método tradicional de referéncia

Para analise das amostras de fezes e propé pelo método tradicional, os
procedimentos foram realizados de acordo com as recomendacgdes da Portaria 126
do MAPA (BRASIL, 1995).

As amostras preparadas conforme descrito no item 3.2, foram enriquecidas no

caldo néo seletivo BHI (HIMEDIA®) e incubadas a 37°C, enquanto as enriquecidas
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nos caldos seletivos TT (ACUMEDIA®) e RV (ACUMEDIA®) foram incubadas 42°C,
todas por 24 horas.

A partir dos caldos de enriquecimento seletivo (TT e RV) e néo seletivo (BHI),
o material foi estriado em placas de &gar MacConkey (OXOID®), 4gar Hektoen
(HIMEDIA®) e agar BPLS (&gar verde brilhante modificado) (MICROMED®) e
incubadas a temperatura de 37°C por 24 horas e, apés, foi verificado o aspecto das
colénias desenvolvidas nas placas. As colbnias caracteristicas de Salmonella,
incolores no 4gar MacConkey (OXOID®), verde-azuladas, com ou sem centro-negro
no Hektoen (HIMEDIA®), rosadas no BPLS (MICROMED®) foram selecionadas para
confirmacgéao.

As colbnias selecionadas foram estriadas em agar Rambach (MERCK®) para
confirmacéo da pureza. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. As colonias
vermelhas no &agar Rambach (MERCK®) foram selecionadas para testes
bioquimicos.

De cada placa foram repicadas 2 a 3 colbnias suspeitas no Agar TSI (agar
ferro acgucar triplice) (MICROMED®), LIA (&gar lisina e ferro) (MICROMED®), meio
SIM (Sulfito, Indol e Motilidade) (HIMEDIA®) e Caldo Uréia (MICROMED®) para
identificacdo bioquimica preliminar. A interpretacdo foi realizada de acordo com a
tabela 1.

Tabela 1. Identificagcao bioquimica preliminar de Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium.

Comportamento bioquimico SE e ST
Base A, gas +
TSI 24 horas Bisel \%
H.S +
Base P
LIA 24 horas H,S N
Urease -
Motilidade +

SE= Salmonella Enteritidis; ST= S. Typhimurium; TSI = agar ferro acgucar triplice; LIA = 4gar lisina e
ferro; A = amarelo (acido); V = vermelho (alcalino); P = purpura (alcalino). FONTE: BRASIL (1995)

As colbnias que apresentaram resultados caracteristicos do género
Salmonella de acordo com a tabela 1 foram confirmadas por provas bioquimicas
complementares, incluindo oxidase, catalase, indol, Voges-Proskauer, sulfeto de

hidrogénio, citrato de Simons, lisina e ornitina descarboxilase, lactose, sacarose,
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maltose, producdo de acidos, malonato, fenilalanina desaminase, provas de
vermelho de metila, arginina, manitol, dulcitol e maltose. (BRASIL, 1995).

As cepas que apresentaram perfil bioquimico compativel com os sorovares de
Salmonella estudados, foram repicadas em agar nutritivo e incubadas a 37°C por 24
horas. Apos incubacgéo, foram caracterizadas antigenicamente através do teste de
aglutinacao rapida em lamina com soro anti-soméatico “O” polivalente de Salmonella
(PROBAC®). Na amostra em &gar nutritivo, foi adicionado 1 mL de solucdo salina
0,85% estéril e homogeneizou-se. Sobre a superficie de uma Iamina, foi depositada
uma gota de solucéo salina 2%, para verificar se a cultura apresentava rugosidade,
e outra de soro anti-Salmonella O (PROBAC®). Acrescentou-se uma gota de
suspenséo bacteriana sobre cada gota do soro anti-somatico e homogeneizou-se. A
leitura foi feita em 30 a 60 segundos, com iluminagéo sobre fundo escuro. Na reagao
classificada como positiva houve presenca de aglutinagdo na mistura cultura e soro
anti-Salmonella, e na reacdo negativa apresentou auséncia de aglutinagdo na
mistura cultura e soro anti-Salmonella O (PROBAC®) (BRASIL, 1995).

3.3.2 Meio semi-sélido Rappaport-Vassiliadis Modificado (MSRV) (ISO 6579,
2002)

A deteccdo de Salmonella utilizando o MSRV foi feita de acordo com os
procedimentos descritos na ISO 6579:2002/DAM (ISO, 2005). As placas de MSRV
mantidas em geladeira (+ 5°C) foram deixadas em temperatura ambiente antes do
uso, para evaporar as goticulas da tampa.

As amostras de fezes e propé em APT (MERCK®), preparadas no item 3.2
(teste e controle), foram incubadas a 37°C por 24 horas.

Apos a incubacao, foram pipetadas sobre o meio semi-solido trés gotas da
amostra com volume de 33uL cada gota, e distribuidas uniformemente na placa. As
placas foram incubadas a 42°C. A formacdo de halo no MSRV é indicativa de
resultado positivo. Uma leitura foi feita com 24 horas de incubagéo para verificar o
crescimento dos halos. Quando ndo havia apresentagdo de halo, as placas eram

incubadas por mais 24 horas.
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Através de uma alca de inoculacdo de 1mL, as colbnias tipicas do MSRV
foram coletadas a partir da borda de crescimento do halo e semeadas em &gar
Rambach (MERCK®). Para confirmagdo foram feitos testes bioquimicos e
caracterizagdo antigénica, de acordo com a Portaria 126 do MAPA (BRASIL, 1995),

descritos anteriormente. A figura 3 descreve o protocolo utilizado para o MSRV.

Propé em APT incubado a 37°C por 24 Fezes em APT incubadas a 37°C por 24
horas horas

H
:
:
:
:
:
e

Trés gotas (33ul/cada) inoculadas na superficie do meio
MSRV e incubadas a42°C de 24 a 48 horas

Leiturados halos e coldniastipicas semeadas em agar
Rambach

Confirmacao de positivos através da metodologia tradicional

Figura 3. Protocolo utilizado para realizagdo das analises pelo método MSRV.

3.3.3 Sistema BAX®

O Sistema BAX® de PCR automatizado foi utilizado para verificar a presenca
de Salmonella em propés e fezes, seguindo protocolos de enriqguecimento distintos
para cada tipo de amostra. Os procedimentos foram realizados de acordo com as
orientac¢des do fabricante (USER GUIDE, 2010).

As amostras de fezes e propé em APT (MERCK®), preparadas no item 3.2
(teste e controle), foram incubadas a 37°C por 24 horas.

Para a matriz propé, foi utilizado o mesmo procedimento recomendado para
alimentos, ou seja, da amostra pré-enriquecida em APT (MERCK®), apoés
homogeneizacdo, foram transferidos 10uL para 500pL de BHI (MERCK®), e
incubadas a 37°C por 3 horas (“regrowth”) (USER GUIDE, 2010). Ap6s o “regrowth”,
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5uL da amostra foi transferida para tubo contendo 200uL de solugdo de protease em
tampéo fosfato (reagente de lise).

Para fezes foi utilizado um protocolo indicado pela NPIP (National Poultry
Improvement Plan), que recomenda o enriquecimento seletivo em caldo Tetrationato
Hajna com iodo (TT Hajna) e caldo RV (ACUMEDIA®). Assim, das amostras em
APT (MERCK®), conforme descrito no item 3.2, foram retiradas aliquotas de 1 mL e
transferidas para 10 mL de TT Hajna e 0,1 mL foram transferidos para 10 mL de
caldo RV (ACUMEDIA®). As amostras no TT Hajna foram incubadas a 37°C por 24
horas e o caldo RV a 42°C por 24 horas. Depois de incubadas, foi feita uma mistura
em um tubo estéril dos dois caldos (1 mL de caldo TT Hajna e 1 mL do caldo RV
(ACUMEDIA®)). Apés esse procedimento, 10uL de cada amostra foi transferido para
tubos contendo 200uL do reagente de lise preparado. Esse procedimento foi feito de
acordo com protocolo desenvolvido pelo NPIP (APENDICE).

Adicionadas as aliquotas das amostras de fezes e propé para tubos contendo
tampé&o de lise, a mistura foi aquecida a 37°C por 20 minutos, para ocorrer a lise
celular e digestdo de proteinas. Em seguida, a mistura foi aquecida a 95°C por 10
minutos para inativagdo da protease, e entdo os tubos de lise foram colocados em
um bloco de resfriamento (2°C a 8°C) durante cinco minutos.

Apos o resfriamento, 50pL das amostras lisadas foi rapidamente transferido
para tubos de PCR contendo os pellets com reagentes (primers, dNTPs, Tag-DNA
polimerase, corante fluorescente, controle positivo interno e demais reagentes
necessarios para a PCR). Os tubos foram transferidos para termociclador, onde o
programa pré-estabelecido no hardware do equipamento foi executado. Ao final do
ciclo de amplificacdo e detecgdo, o equipamento automaticamente liberou os
resultados na tela do computador. Um esquema dos protocolos utilizados pode ser

verificado na figura 4.
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Fezes em APT incubadas a
37°C por 20 horas

U e

Propé em APT incubado a
37°C por 20 horas 1mL da amostra 0,1mL da amostra
10mL TT hajna 10mL RY
10pL da amostra
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{

20min a 37°C

10min a 95°C

Smin a 4°C

{l

S0pL do lisado transferido para o tubo de
PCR
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Figura 4. Protocolos utilizados para realizacdo das andlises pelo Sistema BAX® para amostras de

propé e fezes.

3.4 Procedimento experimental

3.4.1 Estabelecimento do in6culo experimental e preparo das cepas para

fortificacéo

Para estabelecer o nivel de células de Salmonella que seria utilizado no

experimento, foi realizada a fortificacdo individual de dez amostras de fezes, cada
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qual testando dois niveis de células de Salmonella (diluicées 107 e 10®), com quatro
repeticdes de cada, realizadas em dias diferentes. Para a fortificagéo foi utilizada
uma associac¢ao das cepas de S. Enteritidis e S. Typhimurium.

As trés cepas de cada sorotipo foram enriquecidas separadamente em caldo
BHI (HIMEDIA®) e incubadas a 37°C por 24 horas. Apos a incubacgéo, 1 mL de cada
cepa foi misturado em um tubo estéril e homogeneizado no vortex. Apds, foram
realizadas diluicbes decimais seriadas em solug&o salina tamponada (PBS) estéril,
sendo testadas as diluicées 10 e 108, correspondentes a 100 & 1000 e 10 & 100
células, respectivamente. Em paralelo, para cada uma das repeti¢cdes foi utilizado
um controle negativo (amostra sem fortificagdo ou amostra controle).

A confirmagdo do numero de células de Salmonella em cada diluicdo foi
realizada por meio da inoculagédo de cada uma das diluicbes em sete placas de agar
de contagem em placa (PCA) (BIOAMERICA®). Utilizou-se de sete repeticbes para
estabelecer o intervalo real de unidades formadoras de col6nias (UFC) inoculadas.

O nivel de fortificagdo das amostras foi estabelecido quando, no minimo, em
cada repeticdo, em pelo menos 5/10 (50%) das amostras, as células de Salmonella
foram recuperadas pelo método tradicional de referéncia (BRASIL,1995).

A diluicdo usada em cada etapa também foi semeada em agar Rambach
(MERCK®) para confirmac¢éo da pureza das cepas. Os resultados foram expressos
de acordo com Procedimentos para Contagem de Colbnias descrito na Instrugcéo
Normativa n° 62 do MAPA (BRASIL, 2003).

Na fase inicial também foram realizados treinamentos para o uso adequado
dos métodos a serem testados e selecionados os protocolos adotados para estes

métodos.

3.4.2 Equivaléncia entre os métodos tradicional de referéncia, MSRV e Sistema

BAX® para a detecgéo de S. Enteritidis e S. Typhimurium

Para determinar a equivaléncia entre os métodos, foram fortificadas sete
amostras de cada uma das matrizes (fezes e propé) com os dois sorovares de
Salmonella (Enteritidis e Typhimurium), paralelamente, como demonstrado na figura

5. O nimero de células utilizado foi o definido na fase anterior, no item 3.4.1. As
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analises foram realizadas pelos trés métodos: tradicional, MSRV e Sistema BAX®,
sendo analisado, em paralelo, 0 mesmo numero de amostras sem fortificacdo

(amostras controle).

] Fezes l Prope i Fezes I [ Propé E

— —
SEntenlldls W ] S.Typhimurium [ ] Semindculo
I
§ i
) - Metodo Método
SistemaBAX® tradicional

] Sistema BAX® l tradicional

e

©OO0000 [iF

POOOOOO
0000000
@0@@@@@%
POOOOOO
POOOOOO

Figura 5. Esquema de andlise das etapas para os dois tipos de matrizes (fezes e propé) e sorotipos

(Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium) e as metodologias utilizadas para comparacéo.

Cada etapa foi realizada no periodo de uma semana, e para cada uma foram
feitas trés repeticbes, totalizando 12 etapas (ou 12 semanas). No total do

experimento foram analisadas, pelos trés métodos, 504 amostras.
3.4.3 Limite de detec¢céo do Sistema BAX®

O limite detecgéo de S. Enteritidis e S. Typhimurium pelo Sistema BAX® foi
determinado para as matrizes fezes e propé.

Inicialmente, a APT (MERCK®) foi fortificada com os dois sorovares,
separadamente, sem presenca de matriz, nas seguintes concentracdes: até 10
células (diluicdo 10°), de 10 & 100 células (10®), de 100 & 1.000 células (107", de
1.000 & 10.000 células (10°) e de 10.000 a 100.000 células (10°). As amostras
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foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apés o “regrowth” por trés horas foram
analisadas pelo Sistema BAX® em triplicata.

Depois de obtido o limite de detec¢do do método sem a presenca de matriz,
foi verificada a menor concentragédo de células usadas na fortificac@o suficiente para
gerar pelo menos dois resultados positivos na analise em triplicata.

O limite deteccéo de S. Enteritidis e S. Typhimurium pelo Sistema BAX® foi
determinado para as matrizes fezes e propé. Apés, 21 amostras de cada uma das
matrizes foi fortificada com a concentracdo determinada e a andlise foi repetida

conforme descrito anteriormente.

3.5 Anédlise dos resultados

Para comparacdo entre os métodos, considerou-se a definicho de método
alternativo e método de referéncia segundo a ISO 16140:2003. O método alternativo
€ 0 método que demonstra como uma mesma amostra é medida ao utilizar-se o
método de referéncia correspondente, o qual é internacionalmente reconhecido ou
largamente aceito. Neste estudo o método de referéncia foi o método tradicional e
como método alternativo consideraram-se os métodos Sistema BAX® ou MSRV.

Os resultados foram tabulados e calculados a acuracia relativa, sensibilidade
relativa e especificidade relativa, pelo Setor de Estatistica do LANAGRO-SP, através
do SAS (Statistical Analysis Systems). A utilizagdo do termo ‘“relativo” deve-se ao
fato de que o valor de referéncia é o valor obtido pelo método de referéncia (ISO
16041:2003). Para avaliar a precisdo dos métodos analisados, foram calculadas a
repetitividade (medida de conformidade) e reprodutibilidade (medida de

correspondéncia).



31

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagéo das cepas

A caracterizagdo fenotipica das cepas de S. Enteritidis e S. Typhimurium por
meio de provas bioquimicas mostrou que todas as estirpes utilizadas demonstraram
comportamentos caracteristicos do género e idénticos, ndo sendo suficientes para
diferencia-las. As estirpes apresentaram resultados negativos para a producéo de
indol, reacdo de Voges Proskauer, descarboxilagdo da lisina, desaminagéo da
fenilanina e utilizacdo da lactose e sacarose como fonte de carbono. Os resultados
foram positivos nas provas de vermelho de metila, descarboxilagdo da arginina e
ornitina, citrato de Simons, capacidade de fermentar a maltose, dulcitol, D-manitol e
D-glicose, sendo o ultimo com producéo de acido e gés.

A tipificacdo das estirpes de S. Enteritidis por meio da ribotipagem no
equipamento Riboprinter® demonstrou que as cepas pertenciam ao mesmo
ribogrupo (Pvull 222-203-S-1), com perfil de similaridade de 90%, 89% e 90% (figura
6a).

DuPont RibxoPrint™ Pattern
DuPont ID Label Sample Comment [[1] RiboGroup
P 1 khy 1 10 15 50
Slnl“arw | F:ll T T | LI | TTIT I I

Salmonella ser. Enterttidis} | Confirmagéo da ldenficagdo |{0.90} PN 222-203-5-1

Salmonella ser. Enterttidis} | Verificaggo 1029} Pl 222-203-5-1

Salmonella ser. Enterttidis} | Yerificaggo 10.90} PN 222-203-5-1

Figura 6a. Tipificacdo das cepas de Salmonella Enteritidis utilizadas no experimento por meio do
Riboprinter®.
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As cepas de S. Typhimurium também foram tipificadas por meio do
Riboprinter®. As trés estirpes isoladas de origem avicola foram caracterizadas e
demonstraram perfis de similaridade de 90%, 92% e 90%, sendo pertencentes aos
ribogrupos Pvull 222-203-S-3 e Pvull 222-203-S-7 (figura 6b).

RiboPrint™ Pattern
DuPont ID Label b L RiboGroup
Similarity I 1 kbp 5 10 15 ]

p=alnanells ser. Typhimurium} {0,903} PNl 222-2035-5-3

[Salmonella ser. Typhimurium 0az PN 222-219-5-F

[=almonella ser. Typhimurium 0.80 PNl 222.219-5-F

Figura 6b. Tipificacdo das cepas de Salmonella Typhimurium utilizadas no experimento por meio do
Riboprinter®.

A ribotipagem usa o padrédo de restricdo do operon do RNA ribossémico (rrn),
que sao regides consideradas “conservadas” do DNA bacteriano. Esta ferramenta
epidemioldgica fornece resultados para a detec¢ao de polimorfismo do comprimento
dos fragmentos de restricdo (RFLPs). A técnica consiste na extragdo e purificacdo
do DNA total da bactéria, digestdo deste material com uma enzima de restricao,
corrida eletroforética, transferéncia de fragmentos desnaturados para um filtro,
hibridacdo com a sonda marcada e revelagdo do padréo de bandas (DARINI et al.,
1998).

A ribotipagem automatizada com o uso do Riboprinter® é capaz de identificar
género, espécie e sorovar quando a similaridade do perfil de restricdo obtido é igual

ou superior a 87% com os perfis existentes na livraria/biblioteca do aparelho.



33

4.2 Estabelecimento do in6culo experimental

Para estabelecer o in6culo experimental das fases seguintes do experimento,
foram testadas as diluicdes 10®, equivalente a um nimero médio de 12 células de
Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium, e 107, equivalente a uma média de 126
células.

Na fortificagdo com a diluicdo 10® foi observada baixa capacidade de
recuperacao da bactéria, demonstrando que o método tradicional de referéncia ndo

forneceu resultados consistentes com este niumero de células (tabela 2).

Tabela 2. Recuperacédo de células de Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium pelo método tradicional
de referéncia ap6s inoculagao em séries de dez tubos.

Diluicdo NUmero Repeticdo Positivas Negativas Recuperacéo
médio de n=10 N (%)
células
(UFC)
1 2 8 2/10 (20%)
10°® 12 2 3 7 3/10 (30%)
3 6 4 6/10 (60%)
4 3 7 3/10 (30%)
5 9 1 9/10 (90%)
107 126 6 1 9 1/10 (10%)
7 5 5 5/10 (50%)
8 10 0 10/10 (100%)

n= ndmero de tubos inoculados. N= nimero de tubos positivos em relagcdo ao nimero de inoculados;
UFC= unidades formadoras de coldnias.

Dos quatro testes realizados com o indculo diluido até 107, em trés deles, a
recuperacdo da bactéria foi maior ou igual a cinco em um total de 10 repeticBes
(tabela 2). Assim, ficou estabelecido que o indculo experimental (fortificagéo) para os
testes posteriores seria a diluicdo 107, equivalente a nimero médio de 126 células
de Salmonella.

Estudo realizado por FRODER (2008) estabeleceu o limite de detecgcédo de
Salmonella em fezes suinas fortificadas no método tradicional de anéalise em 100
UFC/g. Para a fortificacdo, o autor utilizou cepa de Salmonella Typhimurium. O
ndamero de células necessérias para fornecer resultados positivos pelo método
tradicional de referéncia neste estudo foi semelhante ao determinado por aquele

autor (aproximadamente 126 UFC/q).
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Duas situagbes podem explicar o alto numero de células de Salmonella
necessario para obtencdo de resultados positivos nos dois estudos: 1) o grande
ndmero de contaminantes competidores na matriz e, 2) a dificuldade na distribuicao
do indculo na matriz estudada, que em nosso estudo, fica evidente quando se
compara os resultados obtidos nas diferentes repeticdes. Em uma das repeticdes
(nimero 6 — tabela 2), das dez amostras, somente uma foi positiva, porém, em
condigdes semelhantes, na repeticdo de numero 8 (tabela 2), houve 100% de
recuperacdo. A homogeneidade da amostra € um problema citado por outros
autores em situacfes em que é necessaria a fortificacdo de amostras (EURACHEM,
2002).

4.3 Nimero de células inoculadas em cada fortificagéo

O numero de células inoculadas em cada uma das repeticbes (etapas) do
experimento estd demonstrado na tabela 3. Este niumero foi determinado por meio
da inoculagdo da diluicdo selecionada (107) em sete placas de PCA
(BIOAMERICA®). A média geral de células inoculadas nas 12 repeticbes (etapas) foi
de 126 UFC, sendo de 127 UFC para Salmonella Typhimurium e 130 UFC para
Salmonella Enteritidis. Nado foi observada diferenca nas contagens dos dois
sorovares.

SANTOS et al. (2001) desenvolveram um protocolo de PCR para detectar
Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium em amostras de carne de frango. Quando
foi padronizado o inéculo experimental também selecionou para fortificagdo a
diluicdio 107, que correspondia a contagens em meio PCA de 120 UFC e 200 UFC
respectivamente, para os sorovares Enteritidis e Typhimurium. O namero de células
obtido no inéculo utilizado pelo autor concorda com 0s nimeros médios encontrados

neste estudo.
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Tabela 3. Numero de células de S. Typhimurium e S. Enteridis utilizadas para fortificacdo das
amostras em cada uma das etapas do experimento (repeticdes).

PADRAO (UFC)

1 127; 187; 192; 50; 224; 104; 191 154+62 2,29

Propé+ST 2 137; 43; 175; 169; 157; 159; 146 141+46 2,14
3 110; 85; 126; 79; 105; 119; 102 104+17 2,05

4 129; 103; 138; 175; 152; 156; 177 148+27 2,12

Propé+SE 5 149; 120; 178; 153; 112; 133; 155 143+23 2,18
6 147; 152; 140; 155; 125; 143; 151 145+10 2,17

7 110; 125; 133; 112; 140; 103; 93 117+17 2,05

Fezes+SE 8 115; 89; 102; 113; 85; 91; 153 10723 2,01
9 149; 114, 134; 98; 107; 134; 112 122+19 2,06

10 112; 123; 115; 105; 83; 110 106+14 2,09

Fezes+ST 11 125; 119; 95; 89; 113; 141; 124 116+18 2,08
12 153; 148; 139; 112; 120; 173; 111 137124 2,18

CONTAGEM MEDIA 126423 2,15

SE= Salmonella Enteritidis; ST= Salmonella Typhimurium.

4.4 Equivaléncia entre os métodos tradicional, MSRV e Sistema BAX® para

determinacgéo de S. Enteritidis e S. Typhimurium em amostras ambientais

Varios métodos podem ser utilizados para a coleta de amostras ambientais
destinadas a avaliacdo microbiologica. O uso do propé € considerado um método
eficaz para a coleta de amostras onde se deseja verificar a presenca de Salmonella
(KINGSTON, 1981; BYRD et al., 1997), e é recomendada para determinar se esta
havendo excrecdo intestinal do microrganismo pelas aves no ambiente. Os
resultados obtidos podem indicar também, se um lote € positivo e se ha
possibilidade de transmissao horizontal (RODRIGUES, 2003). Outra possibilidade de
avaliar a presenca e probabilidade de disseminacdo de Salmonella no ambiente ou

lotes de aves € a detec¢do do microrganismo diretamente nas fezes.
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Os resultados individuais obtidos nos trés métodos de andlise para determinar
a presenca de S. Enteritidis e S. Typhimurium em amostras de propé e fezes podem

ser observados nas tabelas 4, 5,6 e 7.

Tabela 4. Resultados obtidos em amostras de propé fortificadas com Salmonella Enteritidis (teste) e
sem fortificagdo (controle), nas diferentes repeticdes em trés etapas utilizando os métodos de analise
BAX®, tradicional e MSRV.

ETAPA 1
Amostras fortificadas Amostras sem fortificacdo
Repeticdo BAX MT MSRV BAX MT MSRV
1 - + + - - -
2 - + + - - -
3 + + + - - -
4 + + + - - -
5 + + + - + -
6 + + + - - -
7 - - + - - -
ETAPA 2
Amostras fortificadas Amostras sem fortificacdo
Repeticdo BAX MT MSRV BAX MT MSRV
1 + + + - - -
2 + + + - - -
3 + + + - - -
4 + + + - - -
5 + + + - - -
6 - + + - - -
7 + + + - - -
ETAPA 3
Amostras fortificadas Amostras sem fortificacdo
Repeticdo BAX MT MSRV BAX MT MSRV
1 + + + - - -
2 + + + - - -
3 + + + - - -
4 - + + - - -
5 + + + - - -
6 + + + - - -
7 + + + - - -

+ Resultados positivos; - Resultados negativos; BAX= Sistema BAX®; MT= método tradicional de
referéncia (BRASIL, 1995); MSRV= Meio Semi-sélido Rappaport-Vassiliadis Maodificado (ISO
6579:2002/DAM).
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Tabela 5. Resultados obtidos em amostras de propé fortificadas com Salmonella Typhimurium (teste)
e sem fortificacdo (controle), nas diferentes repeticbes em trés etapas utilizando os métodos de
andlise BAX®, tradicional e MSRV.

ETAPA 4
Amostras fortificadas Amostras sem fortificacdo
Repeticdo BAX MT MSRV BAX MT MSRV
1 + + + - - -
2 + + + - - -
3 + + + - - -
4 + - + - - -
5 + + + - - -
6 + + + - - -
7 + + + - - -
ETAPA 5
Amostras fortificadas Amostras sem fortificacdo
Repeticdo BAX MT MSRV BAX MT MSRV
1 + + + - - -
2 - + + - + -
3 + + + - - -
4 + + + - - -
5 + + + - - -
6 + + + - - -
7 - + + - - -
ETAPA 6
Amostras fortificadas Amostras sem fortificacdo
Repeticdo BAX MT MSRV BAX MT MSRV
1 + + + - - -
2 + + + + - -
3 + + + - - -
4 + + + - - -
5 + + + - - -
6 + + + - - -
7 + + + - - -

+ Resultados positivos; - Resultados negativos; BAX= Sistema BAX®; MT= método tradicional de
referéncia (BRASIL, 1995); MSRV= Meio Semi-sélido Rappaport-Vassiliadis Modificado (ISO
6579:2002/DAM).

Entre as amostras de propé, com excecdo da etapa 6, em pelo menos uma
das repeticdes foi observado um resultado negativo entre as amostras fortificadas.

Trés amostras, duas analisadas pelo método tradicional e uma pelo Sistema
BAX®, apresentaram resultados positivos em amostras nado fortificadas Estes
resultados estdo demonstrados nas tabelas 4 e 5, e sdo correspondentes as
amostras 5 (etapa 1), 2 (etapa 5) e 2 (etapa 6). Estas cepas foram isoladas com o
emprego do método tradicional de cultivo e ribotipadas através do Riboprinter®.

A cepa recuperada da amostra 5 (etapa 1 — tabela 4) com resultado positivo

pelo método tradicional apresentou perfil idéntico (homologia de 90%) as cepas de
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Salmonella Typhimurium utilizadas no estudo. A amostra 2 (etapa 5 — tabela 5) que
apresentou resultado positivo pelo método tradicional mostrou perfil idéntico
(homologia de 89%) as das cepas de S. Enteritidis utilizadas na fortificagdo. A
amostra 2 (etapa 6 — tabela 5), que apresentou resultado positivo pelo Sistema
BAX® também mostrou perfil idéntico (homologia de 90%) & cepa de S.
Typhimurium utilizada no estudo. Estas andlises demonstraram que os resultados
positivos em amostras sabidamente negativas (n&o fortificadas) eram consequéncia

de contaminacéo cruzada acidental.

Tabela 6. Resultados obtidos em amostras de fezes fortificadas com Salmonella Enteritidis (teste) e
sem fortificagdo (controle), nas diferentes repeticdes em trés etapas utilizando os métodos de analise
BAX®, tradicional e MSRV.

ETAPA 7
Amostras fortificadas Amostras sem fortificacdo
Repeticdo BAX MT MSRV BAX MT MSRV
1 + + + - - -
2 - + + - - -
3 + + + - - -
4 + + + - - -
5 + + + - - -
6 + + + - - -
7 + + + - - -
ETAPA 8
Amostras fortificadas Amostras sem fortificacdo
Repeticdo BAX MT MSRV BAX MT MSRV
1 + + - - - -
2 + - + - - -
3 + + + - - -
4 + - + - - -
5 + + + - - -
6 + + + - - -
7 + + + - - -
ETAPA 9
Amostras fortificadas Amostras sem fortificacdo
Repeticdo BAX MT MSRV BAX MT MSRV
1 + + + - - -
2 + + + - - -
3 + + + - - -
4 + + + - - -
5 + + + - - -
6 - - + - - -
7 + + + - - -

+ Resultados positivos; - Resultados negativos; BAX= Sistema BAX®; MT= método tradicional de
referéncia (BRASIL, 1995); MSRV= Meio Semi-sélido Rappaport-Vassiliadis Modificado (ISO
6579:2002/DAM).
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Tabela 7. Resultados obtidos nas amostras de fezes fortificadas com Salmonella Typhimurium (teste)
e sem fortificacdo (controle), nas diferentes repeticbes em trés etapas utilizando os métodos de
andlise BAX®, tradicional e MSRV.

ETAPA 10
Amostras fortificadas Amostras sem fortificacdo
Repeticdo BAX MT MSRV BAX MT MSRV
1 + + + - - -
2 + + + - - -
3 + + + - - -
4 + + + - - -
5 + + + - - -
6 + + + - - -
7 + + + - - -
ETAPA 11
Amostras fortificadas Amostras sem fortificacdo
Repeticdo BAX MT MSRV BAX MT MSRV
1 - + + - - -
2 - + - - - -
3 + + + - - -
4 + - + - - -
5 + + + - - -
6 + + + - - -
7 + - + - - -
ETAPA 12
Amostras fortificadas Amostras sem fortificacdo
Repeticdo BAX MT MSRV BAX MT MSRV
1 + + + - - -
2 + + + - - -
3 + + + - - -
4 + + + - - -
5 + + + - - -
6 + + + - - -
7 + + + - - -

+ Resultados positivos; - Resultados negativos; BAX= Sistema BAX®; MT= método tradicional de
referéncia (BRASIL, 1995); MSRV= Meio Semi-sélido Rappaport-Vassiliadis Modificado (ISO
6579:2002/DAM).

4.4.1 Repetibilidade e reprodutibilidade

A repetitibilidade de um método diagnoéstico indica a concordancia ou
conformidade entre os resultados de repeticdes de analises ocorridas no mesmo
momento ou em pequeno espago de tempo. Demonstra a probabilidade, em
porcentagem de se encontrar o0 mesmo resultado em duas por¢des ou mais da
amostra analisada sob as mesmas condi¢cdes (ALTMAN; BLAND, 1994).

A reprodutibilidade é a capacidade de um método diagndstico em fornecer
resultados correspondentes em uma mesma amostra, porém, em intervalo de tempo

maior, como o que acontece em etapas diferentes (ALTMAN; BLAND, 1994).
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A conformidade e a concordancia entre os trés métodos utilizados para
determinagcdo de S. Enteritidis e S. Typhimurium em fezes e propé estao

demonstrados nas tabelas 8 e 9.

Tabela 8. Repetibilidade e Reprodutibilidade calculados para resultados obtidos em matriz propé
inoculada e ndo inoculada com Salmonella Typhimurium e S. Enterididis analisadas pelos métodos
tradicional, Sistema BAX® e MSRV.

Amostras fortificadas Controle negativo
. . Repe Repro Repe Repro
In6culo Métodos %) %) %) %)
MT 95 90 95 90
ST BAX 90 81 95 90
MSRV 100 100 100 100
MT 95 90 95 90
SE BAX 76 52 100 100
MSRV 95 90 100 100

ST= Salmonella Typhimurium; SE= Salmonella Enteritidis; MT= Método tradicional de referéncia
(BRASIL, 1995); BAX=Sistema BAX®; MSRV= Meio semi-sélido Rappaport-Vassiliadis Modificado
(ISO 6579:2002/DAM); Repe= Repetibilidade; Repro= Reprodutibilidade.

A menor concordancia (repetibilidade) e correspondéncia (reprodutibilidade)
apresentadas pelo método Sistema BAX® para andlise de propé fortificada com S.
Enteritidis pode ser consequéncia da distribuicAo ndo homogénea do in6culo na
matriz. De acordo com a EURACHEM (2002), em ensaios microbioldgicos, a
distribuicdo de um microrganismo dentro da matriz ndo é responsabilidade do
analista, e pode ser especifica para uma amostra individual analisada.

E provavel que a distribuicdo ndo homogénea dos microrganismos inoculados
tenha influenciado mais os resultados do Sistema BAX® quando comparado aos
outros métodos testados. Esta particularidade pode ser devida a aliquota utilizada
para analise neste método ser de apenas 5uL, consideravelmente menor que as
recomendadas para os outros métodos. Quando a distribuicdo ndo € homogénea, o
uso de aliquotas maiores pode aumentar as chances de deteccdo. Porém, ndo é
possivel inferir se esta influéncia também acontece em amostras naturalmente

contaminadas.
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Tabela 9. Repetibilidade e Reprodutibilidade calculados para resultados obtidos em matriz fezes
inoculada e ndo inoculada com Salmonella Typhimurium e S. Enterididis analisadas pelos métodos
tradicional, Sistema BAX® e MSRV.

Amostras fortificadas Controle negativo

. . Repe Repro Repe Repro
In6culo Métodos %) %) %) %)
MT 95 90 100 100
ST BAX 90 81 100 100
MSRV 95 90 100 100
MT 86 71 100 100
SE BAX 90 81 100 100
MSRV 90 81 100 100

ST= Salmonella Typhimurium; SE= Salmonella Enteritidis; MT= Método tradicional de referéncia
(BRASIL, 1995); BAX=Sistema BAX®; MSRV= Meio semi-sélido Rappaport-Vassiliadis Modificado
(ISO 6579:2002/DAM); Repe= Repetibilidade; Repro= Reprodutibilidade.

A reprodutilibidade deve ser avaliada em qualquer ensaio que sera utilizado
em muitos laboratérios, e indica a capacidade de um método proporcionar
resultados consistentes quando s@o analisadas aliquotas de uma mesma amostra

em laboratoérios diferentes.

4.4.2 Sensibilidade, especificidade e acuracia

A tabela 10 demonstra a sensibilidade de cada um dos métodos testados para

o diagndstico dos sorovares Enteritidis e Typhimurium em amostras ambientais.
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Tabela 10. Sensibilidade dos métodos tradicional, Sistema BAX® e MSRV para o diagnéstico de
Salmonella Typhimurium e S. Enteriditis em amostras de propé e fezes.

Sensibilidade
Matriz Sorovar Método p’ IC (95%)

LI LS
MT 0,95 0,86 1,00
ST BAX 0,90 0,78 1,00
Propé MSRV 1,00 0,84 1,00
MT 0,95 0,86 1,00
SE BAX 0,81 0,64 0,98
MSRV 1,00 0,84 1,00
MT 0,95 0,86 1,00
ST BAX 0,90 0,78 1,00
Fezes MSRV 0,95 0,86 1,00
MT 0,86 0,71 1,00
SE BAX 0,90 0,78 1,00
MSRV 1,00 0,84 1,00

ST= Salmonella Typhimurium; SE= Salmonella Enteritidis; MT= Método tradicional de referéncia
(BRASIL, 1995); BAX=Sistema BAX®; MSRV= Meio semi-sélido Rappaport-Vassiliadis Modificado
(ISO 6579:2002/DAM); p'= porcentagem; IC (95%)=Intervalo de confianca de 95% de probabilidade;
LI= limite inferior do IC; LS= limite superior do IC.

A sensibilidade de um método diagnéstico € a proporcdo de positivos
verdadeiros detectados por este método, ou seja, a propor¢do de amostras que
contenham o microrganismo alvo e que fornecem resultado positivo no método em
questdo. Assim, testes sensiveis terdo baixo ndmero de resultados falso-negativos
(OIE, 2011).

A sensibilidade dos métodos para ambos 0s sorovares e matrizes analisadas
foi maior que 80% e em 10/12 resultados maior ou igual a 90%. Nas duas ocasidoes
em que foram obtidos indices menores que 90% de sensibilidade, o sorovar
envolvido foi S. Enteritidis.

N&o foi possivel estabelecer relagdo entre a maior dificuldade de recuperacéo
de S. Enteritidis em alguns testes e o numero de células inoculadas (tabela 10).
Porém, pode-se observar que considerando as duas matrizes, entre as amostras
sabidamente positivas, (126), S. Enteritidis foi recuperada em 114 ocasides (90,5%)
e S. Typhimurium em 118 (93,7%). E provavel que S. Enteritidis seja mais
influenciada pela competicdo com a microbiota contaminante presentes na matriz,

do que S. Typhimurium.
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A especificidade e a acuracia determinadas para cada um dos métodos
testados para o diagnostico dos sorovares Enteritidis e Typhimurium em amostras
ambientais podem ser observadas nas tabelas 11 e 12.

A especificidade de um método € determinada pela proporgdo de resultados
negativos verdadeiros detectados por este. Neste estudo especifico é a proporgéo
de amostras que nao possuem Salmonella e que tem o resultado do teste
diagnéstico negativo. Um teste especifico oferece pouco risco de fornecer resultados
falsos positivos (ALBANO, 2009).

Todos os testes demonstraram boa especificidade (95% a 100%), e s6 nédo
alcancaram 100% de especificidade em todas as situacdes analisadas devido a
contaminacgdo cruzada acidental observada em trés amostras de propé. Em todas
estas ocasifes, as cepas foram recuperadas e tipificadas, demonstrando que se
tratavam das mesmas utilizadas para a fortificacéo das amostras.

A contaminacdo acidental destas trés amostras estd provavelmente mais
relacionada ao excesso de manipulagdo das amostras do que a dificuldades na
execucao dos métodos, que propiciam a contaminacdo cruzada. Neste estudo, para
se obter resultados mais fidedignos, uma mesma amostra de propé em &gua
peptonada era dividida em aliquotas para depois serem fortificadas individualmente
(item 3.2). Porém, quando a andlise é realizada em um ensaio de rotina, o propé é
imerso na agua peptonada e incubado, sem manipulacdo para distribuicdo da

amostra e fortificagdo, como aconteceu neste estudo.
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Tabela 11. Especificidade dos métodos tradicional, Sistema BAX® e MSRV para o diagnoéstico de
Salmonella Typhimurium e S. Enteriditis em amostras de propé e fezes.

Especificidade

Matriz Sorovar Método p IC (95%)
LI LS
MT 0,95 0,86 1,00
ST BAX 0,95 0,86 1,00
Propé MSRV 1,00 0,84 1,00
MT 0,95 0,86 1,00
SE BAX 1,00 0,84 1,00
MSRV 1,00 0,84 1,00
MT 1,00 0,84 1,00
ST BAX 1,00 0,84 1,00
Fezes MSRV 1,00 0,84 1,00
MT 1,00 0,84 1,00
SE BAX 1,00 0,84 1,00
MSRV 1,00 0,84 1,00

ST= Salmonella Typhimurium; SE= Salmonella Enteritidis; MT= Método tradiciona}l de referéncia;
BAX=Sistema BAX®; MSRV= Meio semi-solido Rappaport-Vassiliadis Modificado; p = porcentagem;
IC (95%)=Intervalo de confianca de 95% de probabilidade; LI= limite inferior do IC; LS= limite superior
doIC.

A acuracia € uma medida capaz de indicar a qualidade dos resultados
oferecidos por um método em questdo. E a propor¢do de todos os resultados

corretos do teste, tanto os positivos quanto negativos (ALTMAN; BLAND, 1994).
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Tabela 12. Acuracia dos métodos tradicional, Sistema BAX® e MSRYV através de pesquisa de
Salmonella Typhimurium e S. Enteriditis em amostras de propé e fezes.

Acuracia
Matriz Sorovar  Método p’ IC (95%)
LI LS
MT 0,95 0,89 1,00
ST BAX 0,93 0,85 1,00
Propé MSRV 1,00 0,92 1,00
MT 0,95 0,89 1,00
SE BAX 0,90 0,82 0,99
MSRV 1,00 0,92 1,00
MT 0,98 0,93 1,00
ST BAX 0,95 0,89 1,00
Fezes MSRV 0,98 0,93 1,00
MT 0,93 0,85 1,00
SE BAX 0,95 0,89 1,00
MSRV 1,00 0,92 1,00

ST= Salmonella Typhimurium; SE= Salmonella Enteritidis; MT= Método tradicional dp referéncia;
BAX=Sistema BAX®; MSRV= Meio semi-sélido Rappaport-Vassiliadis Modificado; p = porcentagem;
IC (95%)=Intervalo de confianca de 95% de probabilidade; LI= limite inferior do IC; LS= limite superior
doIC.

A acurécia determinada para os resultados obtidos por todos os métodos foi
considerada adequada, com indices que variaram de 90% a 100%. O célculo deste
indice leva em consideracdo todos os resultados obtidos nas amostras teste

(fortificadas) e controle (n&o fortificadas).

4.4.3 Sensibilidade, especificidade e acuracia relativas

Segundo a ISO 16041(2003), o termo “relativo” é utilizado para indicar que o
valor de referéncia € o obtido pelo método considerado como “padrdo ouro”, que
neste estudo é o método tradicional (Portaria 126 — MAPA). A acuricia relativa é
determinada pelo grau de correspondéncia entre a resposta obtida pelo método
tradicional e a resposta obtida pelos métodos alternativos (Sistema BAX® e MSRV),
sob amostras idénticas, nas mesmas condic¢odes.

A sensibilidade relativa é a habilidade do método alternativo em detectar o
microrganismo alvo na amostra quando este for detectada pelo método tradicional e
a especificidade relativa é a habilidade do método alternativo em ndo detectar o
microrganismo alvo na amostra quando este ndo for detectada pelo método

tradicional.
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As tabelas 13 e 14 demonstram a sensibilidade, especificidade e acuracia
relativas de cada um dos métodos testados para o diagndstico dos sorovares

Enteritidis e Typhimurium em amostras de fezes e propé.

Tabela 13. Acurécia relativa, sensibilidade relativa e especificidade relativa dos métodos alternativos
Sistema BAX® e MSRV em relacdo ao método tradicional de referéncia, comparadas pela anélise de
fezes fortificadas com Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium.

CONTROLE POSITIVO

. . . Acurécia Sensibilidade
Matriz In6culo Método i )
relativa relativa
p’ IC (95%) p’ IC (95%)
LI LS LI LS
ST BAX 0,86 0,71 1,00 0,9 0,77 1,00
Fezes MSRV 0,90 0,78 1,00 095 0,85 1,00
SE BAX 0,86 0,71 1,00 0,9 0,77 1,00
MSRV 0,95 0,86 1,00 1,00 0,83 1,00
CONTROLE NEGATIVO
Acuracia Especificidade
relativa relativa
p’ IC (95%) p" IC (95%)
LI LS LI LS
ST BAX 1,00 0,84 1,00 1,00 0,84 1,00
Fezes MSRV 1,00 0,84 1,00 1,00 0,84 1,00
SE BAX 1,00 0,84 1,00 1,00 0,84 1,00
MSRV 1,00 0,84 1,00 1,00 0,84 1,00

ST= Salmonella Typhimurium; SE= Salmonella Enteritidis; MT= Método tradicional de referéncia
(BRASIL, 1995); BAX=Sistema BAX®; MSRV= Meio semi-sélido Rappaport-Vassiliadis Modificado
(ISO 6579:2002/DAM); p'= porcentagem; IC (95%)=Intervalo de confianca de 95% de probabilidade;
LI= limite inferior do IC; LS= limite superior do IC.

A analise das amostras de fezes mostraram que a acuracia relativa do
Sistema BAX® variou entre 86% e 100% e do MSRV 90% e 100%. A sensibilidade
relativa do Sistema BAX® variou entre 90% e 100% e do MSRV, 95% e 100%. Isso
demonstrou que os métodos alternativos, para pesquisa de fezes, foram
correspondentes com o método tradicional de referéncia.

A tabela 14 demonstra a acurdcia relativa, sensibilidade relativa e

especificidade relativa das amostras de propé.
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Tabela 14. Acurécia relativa, sensibilidade relativa e especificidade relativa dos métodos alternativos
Sistema BAX® e MSRV em relacdo ao método tradicional de referéncia, comparadas por meio de
propé fortificado com Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium.

CONTROLE POSITIVO

Acuracia Sensibilidade
relativa relativa
p’ IC (95%) p’ IC (95%)
Método LI LS LI LS
ST BAX 0,86 0,71 1,00 0,90 0,77 1,00
Propé MSRV 0,95 0,86 1,00 1,00 0,83 1,00
SE BAX 0,73 045 092 0,71 0,42 0,92
MSRV 0,95 0,86 1,00 1,00 0,83 1,00
CONTROLE NEGATIVO
Acuracia Especificidade
relativa relativa
p’ IC (95%) p’ IC (95%)
Método LI LS LI LS
ST BAX 0,90 0,78 1,00 0,95 0,85 1,00
Propé MSRV 0,95 0,86 1,00 1,00 0,83 1,00
SE BAX 0,95 0,86 1,00 1,00 0,83 1,00
MSRV 0,95 0,86 1,00 1,00 0,83 1,00

ST= Salmonella Typhimurium; SE= Salmonella Enteritidis; MT= Método tradicional de referéncia
(BRASIL, 1995); BAX=Sistema BAX®; MSRV= Meio semi-sélido Rappaport-Vassiliadis Modificado
(ISO 6578:2002/DAM); p'= porcentagem; IC (95%)=Intervalo de confianca de 95% de probabilidade;
LI= limite inferior do IC; LS= limite superior do IC.

As amostras de propé, depois de analisadas, mostraram pelo Sistema BAX®
acuracia relativa entre 73% e 95%. O MSRV apresentou acurécia relativa de 95%
em relacdo ao método tradicional, para amostras fortificadas com S. Enteritidis e S.
Typhimurium. A sensibilidade relativa do Sistema BAX® foi de 90% para S.
Typhimurium e 71% para S. Enteritidis, e do MSRV foi de 100% para os dois
sorovares. A andlise das amostras sem fortificacdo mostrou especificidade relativa
de 100%, com excecao do Sistema BAX® fortificado com S. Typhimurium, que foi de
95%.

Em estudo realizado por FRANCHIN et al. (2006), foi feita uma comparagao
do Sistema BAX® e MSRV através da deteccdo de Salmonella em carcacas de
frangos e suinos. Nos dois tipos de amostras, ndo houve diferenga significativa entre
0os métodos de detecgdo. Carcagas de frango e amostras de carne suina mostraram
especificidade semelhante em ambos os métodos. Amostras de carcagas de frango

tiveram sensibilidade maior no MSRV do que no Sistema BAX® e amostras de carne
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suina mostrou sensibilidade semelhante em ambos métodos. A concordancia entre
0s métodos para os dois tipos de amostras foi de 95%.

Neste estudo também foi observado indices semelhantes de sensibilidade e
especificidade relativas, indicando concordancia entre as metodologias para os dois
tipos de matrizes analisados. Em se tratando de fezes, pode-se dizer que os indices
relativos foram um pouco menores, provavelmente, devido a natureza da matriz, ao
alto indice de contaminantes presentes, presenca de muco, homogeneidade do
in6culo e outros fatores.

O monitoramento ambiental para verificar a presenca de Salmonella utilizando
por meio de amostras de fezes ou colhidas por propé é prético, de simples manuseio
e eficiente no monitoramento de lotes avicolas comerciais. No caso de frangos de
corte, esse monitoramento é extremamente importante para verificar se os lotes que
irdo para o abate estdo livres de Salmonella. Para atender o Regulamento da
Comisséo Européia (CE) (n.° 646/2007), onde as aves devem ser analisadas antes
do abate, o propé é uma forma bastante eficaz e, em caso de lotes positivos, pode
ser feito um remanejamento do abate para ndo haver contaminag&o do produto final.
A partir da crescente énfase na reducdo da contaminacgao de produtos carneos apés
0 processamento, tem-se estimulado a identificacdo de medidas para reduzir ou
eliminar esse microrganismo antes do abate (FUNK et al., 2001), uma vez que a
reducdo das taxas de infecgdo pré-abate resulta em aumento da seguranca dos
produtos (HURD et al., 2002).

4.5 Teste de conformidade entre resultados fornecidos pelo método de
referéncia e os métodos alternativos Sistema BAX® e MSRV para avaliacéo de

S. Enteritidis e S. Typhimurium em amostras ambientais

A tabela 15 demonstra a sensibilidade de cada um dos métodos testados para

o diagndstico dos sorovares Enteritidis e Typhimurium em amostras ambientais.
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Tabela 15. Teste de conformidade para os métodos alternativos (Sistema BAX® e MSRV) em relagéo
ao método tradicional de referéncia, para as matrizes de fezes e propé fortificadas com Salmonella
Typhimurium e S. Enteritidis.

Controle positivo

Matriz Método Inéculo Xo= Para n=21 Deciséo
BAX ST 3 <7 Conforme
Fezes SE 3 <7 Conforme
MSRV ST 2 <7 Conforme
SE 4 <7 Conforme
BAX ST 3 <7 Conforme
Propé SE 4 <7 Conforme
MSRV ST 2 <7 Conforme
SE 1 <7 Conforme

Controle negativo

Matriz Método Inéculo Xo= Para n=21 Deciséo
BAX ST 0 <7 Conforme
Fezes SE 0 <7 Conforme
MSRV ST 0 <7 Conforme
SE 0 <7 Conforme
BAX ST 2 <7 Conforme
Propé SE 1 <7 Conforme
MSRV ST 0 <7 Conforme
SE 0 <7 Conforme

ST= Salmonella Typhimurium; SE= Salmonella Enteritidis; BAX=Sistema BAX®; MSRV= Meio semi-
sélido Rappaport-Vassiliadis Modificado (ISO 6579:2002/DAM); Xo= numero de resultados nao
conformes; n=tamanho da amostra.

A andlise individual dos resultados obtidos no método de referéncia para as
amostras fortificadas e controles em relagdo aos resultados obtidos para as mesmas
amostras nos métodos alternativos (MT x BAX; MT x MSRYV) permitiu concluir que os
mesmos possuem desempenhos semelhantes.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que os métodos alternativos
testados para a analise de S. Enteritidis e S. Typhimurium em amostras ambientais
foram considerados conformes (tabela 15).

Apesar disso, alguns ensaios mostraram resultados individuais que ndo eram
0s esperados (resultados negativos em amostras fortificadas). Porém, deve-se levar
em consideragdo que discrepancias podem ocorrer em ensaios bioldgicos que
envolvem inoculacdo experimental, onde fatores como a distribuicdo do indculo nas
matrizes podem interferir nos resultados.

Estudos colaborativos foram realizados em diversos laboratérios na Europa

para comparar o desempenho de métodos para isolamento e deteccdo de
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Salmonella em fezes (VOOGT et al., 2002). Para os laboratérios participantes foram
fornecidas amostras iguais, e o0s resultados revelaram discordancia entre os
diagndsticos obtidos em diferentes métodos de deteccdo. Muitos métodos usados no
estudo foram modificados, e novos métodos foram desenvolvidos para o isolamento
de Salmonella em amostras fecais. Teoricamente, os métodos oferecem resultados
precisos e reprodutiveis, mas na realidade dos ensaios laboratoriais, variabilidades
consideraveis podem ocorrer (WALTMAN e MALLINSON, 1995; VOOGT et al.,
2002).

4.6 Limite de deteccdo do Sistema BAX®

O limite de deteccdo do método molecular Sistema BAX® foi realizado
separadamente para os sorovares S. Enteritidis e S. Typhimurium. Os resultados
obtidos de amostras sem a presenca de matriz em diferentes niveis de fortificac&o
pode ser observado na tabela 16.

O menor namero de células inoculadas foi correspondente a uma diluigcdo
seriada do inéculo até 107, correspondente, de acordo com as contagens, a uma
média de 5 UFC de Salmonella. Neste nivel de fortificacdo, duas amostras
apresentaram resultados negativos para os dois sorotipos, sendo a diluicdo 10
desconsiderada. Estes resultados demonstraram que a diluicdo que seria detectada
pelo Sistema BAX® era a 10®, equivalente a um valor médio de 25 células de

Salmonella.

Tabela 16. Resultados das analises de amostras inoculadas com Salmonella Enteritidis e S.
Typhimurium, em diferentes niveis de fortificacdo (diluicio 10° a 10°), realizadas em triplicata através
do Sistema BAX®.

In6culo Diluicéo
10” 10° 107 10° 107

3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 1/3 (33%)

S. Enteritidis 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 1/3 (33%)
3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 1/3 (33%)

3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 1/3 (33%)

S. Typhimurium  3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 1/3 (33%)
3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 1/3 (33%)
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Estudo realizado por BENNETT et al., (1998) mostrou que o Sistema BAX®
apresentou resultados positivos quando a concentracdo de células de Salmonella
apds o enriquecimento ndo seletivo em agua peptonada foi de 5 x 10° UFC/mL ou
maior. Nao é possivel comparar estes resultados ao destes autores, ja que 0 nUmero
de células apds o enriquecimento néo foi realizado.

Depois de definido o Ilimite de deteccdo sem presengca de matriz,
determinagbes foram realizadas com as menores diluicbes das cepas que
apresentaram resultados adequados (10 e 107), porém, na presenca de matriz. As
contagens em &gar PCA (BIOAMERICA®) foram feitas, em cada repeticdo, para
determinar a quantidade de células de Salmonella que foi inoculada nas matrizes. As
médias das contagens (UFC) e os resultados obtidos estdo demonstrados na tabela
17.

Tabela 17. Taxa de recuperacdo de Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium, analisadas a partir de
propé e fezes, em dois niveis de fortificacgo (diluicdes 10® e 107), através do Sistema BAX®.

Diluicao Média das . ] N .
UFC contagens Matriz Indculo Positivos Negativos Recuperacao
(UFC)
N=21 (N%)

Propé ST 21 0 21/21 (100%)

10® 25 SE 15 6 15/21 (71%)
Fezes ST 10 11 10/21 (47%)

SE 5 16 5/21 (23%)
Propé ST 21 0 21/21 (100%)

10 122 SE 20 1 20/21 (95%)
Fezes ST 21 0 21/21 (100%)

SE 19 2 19/21 (90%)

ST= Salmonella Typhimurium; SE= Salmonella Enteritidis; n= nimero de amostras inoculadas; N=
numero de positivas em relacdo ao numero total de amostras inoculadas; UFC= unidades formadoras
de colbnias.

Foi considerado como limite de deteccdo, o niumero de células capaz de
gerar, no minimo, 19 resultados positivos entre os 21 inoculados (90%) (OIE, 2011).
A recuperacdo de amostras através da diluicdo 108, equivalente a uma média de 25
UFC de Salmonella, demonstrou resultados incapazes de definir o limite de detecgéo
do Sistema BAX®. Sendo assim, os testes foram realizados com a diluicdo 107,
equivalente a uma média de 122 UFC de Salmonella. As andlises mostraram

capacidade de recuperacdo da bactéria pelo método entre 90% e 100%, podendo
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definir que o limite de deteccdo do Sistema BAX® foi equivalente a diluigdo 107
(contagem média de 122 UFC de Salmonella). Através desses dados foi possivel
determinar que o limite de detecgédo do Sistema BAX® foi o mesmo verificado no

estabelecimento do in6culo experimental (item 4.2).

4.7 Consideragdes

Durante a realizacdo do estudo, foi possivel perceber vantagens e
desvantagens em cada um dos métodos utilizados. A metodologia oficial, apesar da
precisdo do diagnéstico, € bastante trabalhosa e requer véarios dias para ser
concluida. Os métodos alternativos Sistema BAX® e MSRV apresentaram maior
simplicidade na execucédo das analises e menor tempo de indica¢do dos resultados.

O Sistema BAX® é um método automatizado e simplificado, que possui
aprovacfes em todo o mundo para vérios tipos de matrizes, que representa uma
metodologia confidvel para deteccdo de Salmonella, j& consolidada na &rea de
alimentos. Possui como vantagem a padronizagdo das etapas e reagentes e a néo
necessidade de interpretacdes subjetivas, j& que os dados s&o previamente
interpretados pelo software do equipamento que fornece os resultados como
positivos e negativos na tela do aparelho. A padronizagdo é uma caracteristica que
deve ser levada em consideracdo quando ha necessidade de analisar um grande
ndmero de amostras ao mesmo tempo. Deve-se destacar também a reducéo
consideravel no tempo necessario para a obtengdo dos resultados.

O protocolo utilizado para a andlise da matriz fezes no Sistema BAX®, foi 0
utilizado pelo NPIP, que recomenda o uso de enriquecimento ndo seletivo e seletivo,
aumentando o tempo de diagnostico em 24 horas em relacdo as amostras de propé.

O uso do MSRV se mostrou um método pratico e eficiente para determinagéo
de S. Enteritidis e S. Typhimurium em amostras ambientais. Além disso, também
diminui consideravelmente o tempo necessario para obtencdo dos resultados para
48 horas em amostras negativas. H4 necessidade de confirmag@o dos positivos,
assim como no Sistema BAX®.

Apesar da qualidade dos resultados obtidos com este método duas

particularidades devem ser levadas em consideragdo quando se adota este método
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como diagnéstico: 1) ha necessidade de treinamento do operador por pessoa
habilitada para o preparo do meio e para a interpretagdo correta do resultado e
deve-se reforcar ao usuario que o resultado ndo deve ser liberado antes das 48
horas de incubacéo, e 2) este método ndo detecta os sorovares imoveis S. Pullorum
e S. Gallinarum, que fazem parte do PNSA (Plano Nacional de Sanidade Avicola).
Apesar de amostras ambientais ndo serem as mais indicadas para 0 monitoramento
destes sorovares, caso presentes, sua deteccdo precoce no ambiente é desejavel e
contribui na biossegurancga.

Apesar de vérios destes métodos serem considerados rapidos, a maioria dos
sistemas de deteccdo de Salmonella ainda recorre aos métodos culturais
convencionais para ampliar a populacdo da bactéria em caldo de cultura. Desta
forma, pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo ou procedimentos poés-
enriguecimento, ou alguma combinagdo destes, pode ser usada em conjunto com
métodos rapidos (FIOCRUZ, 2008). Tanto para o uso do Sistema BAX® quanto para
o MSRV as amostras devem ser pré-enriquecidas antes da andlise propriamente
dita.

Pela importancia da Salmonella na saudde publica, o monitoramento deste
microrganismo é fundamental e deve ser realizado rotineiramente. Com a exigéncia
para exportacdes da avaliagdo de lotes pré-abate € desejavel que outros métodos
além do tradicional de referéncia sejam avaliados e, se equivalentes, sejam
incorporados a rotina, principalmente se o diagndstico for mais pratico e apresentar
resultados mais rapidos. Além disso, a implementacdo de metodologias mais
praticas e que demandam menos tempo é uma vantagem em se tratando da rotina

intensa da industria avicola.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que, para as matrizes
analisadas (propé e fezes) os métodos alternativos Sistema BAX® e Meio Semi-
sélido Rappaport-Vassiliadis Modificado (MSRV) (ISO 6579) s&o equivalentes ao
método oficial brasileiro (Portaria 126 — MAPA).

O limite de deteccdo do Sistema BAX® para as matrizes ambientais fezes e
propé foi equivalente a diluicdo 107 (média de 122 células de Salmonella spp.),

semelhante ao do método tradicional de referéncia.
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Recommended Protocols for NPIP Samples

For Salmonella testing of environmental samples, including drag swabs,
fecal samples, dust, chick pads and meconium

Pre-Enrichment Method

Add pre-warmed (37°C) BPW to erwvironmental
samplein bag (1:10 ratio). Mix well to combine.

Incubate at 37°C for 20-24 hours.

g

Transfer 1 ml sample to 10 mL TT-Hajna broth.
Incubate at 37°C or 41.5°C* for 20-24 hours.

AND

Transfer 0.1 ml sample to 10 mL RV broth.
Incubate at 42°C for 20-24 hours.

Confirmation

Samplas should be confirmed according to the NP
plating method or according to your laboratory's SOP.

Direct Enrichment Method

Add pre-warmed TT-Hajna broth to environmental
sample in bag (1:10 ratio). Mix well to combine.

Incubate at 37°C or 41.5°C* for 20-24 hours.

Confirmation

Samples positive with the BAX® Systemn should be confirmed
according to the NPIP plating method or according to your
laboratory’s SOP.

Samples negative with the BAX® System should be confirmed
with the DSE procedure described in the NPIP method or
according to your laboratory’s SOP.



