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EL GHOZ FRAUSTO, Harissa Silvério. Avaliacdo da eficiéncia dos métodos
VIDAS® Biolab-Mérieux e BAX® (DuPont) na deteccdo de Salmonella spp. em
carne suina, bovina e de frango. 2011. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de
Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

A presenca de Salmonella ssp torna os alimentos impréprios para consumo humano,
sendo necessario métodos de deteccdo confidveis para a salmonelose, nos
laboratorios de controle de qualidade e de diagnoéstico. A deteccdo de Salmonella
spp. em alimentos pelo método tradicional € demorada, o que explica a abundéancia
de sistemas automatizados e kits disponiveis comercialmente para deteccao rapida
deste patdgeno. Muitos desses métodos alternativos sdo validados por organizacfes
internacionalmente reconhecidas, mas podem apresentar resultados diferentes
quando utilizados com alimentos naturalmente contaminados. Principalmente pelo
fato de que a maioria das validagBes é realizada com amostras contaminadas
artificialmente, ndo representando a realidade da microbiota normal das amostras. O
objetivo deste trabalho é a cavaliagdo dos métodos rapidos alternativos VIDAS®
Salmonella (SLM), BAX® System e método tradicional (IN 62, MAPA) na deteccéo
de Salmonella spp. em alimentos. Os métodos foram testados com amostras
naturalmente contaminadas de carne de frango, suina e bovina. O método
tradicional detectou 20 amostras (2,1 %) positivas para Salmonella spp. enquanto o
método VIDAS® encontrou 87 amostras positivas (9,2 %), demonstrando uma
especificidade de 93,0 %. No método BAX® foram 741 (12,7 %) resultados positivos
para Salmonella spp. sendo que a metodologia tradicional detectou 230 (4,0 %)
amostras positivas indicando 90,5 % de especificidade. Do total de 221 amostras de
Salmonella spp. sorotipadas, o sorovar mais frequente foi S. Minnesota (n=28; 15,7
%), seqguida de S. Mbandaka (n=17; 9,5 %), S. Schwarzengrund (n=15; 8,4 %), S.
Saintpaul (n=14; 7,8 %) e S. Enteritidis (n=13; 7,3 %). A diminuicdo no isolamento de
S. Enteritidis (SE) pode ser uma consequéncia do Programa Nacional de Redugéao
de Patégenos implantado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento,
em 2003 e também pela vacinacdo para SE das matrizes de corte. Nao foi possivel
saber com seguranca se essa diminuicdo no isolamento de SE levou a um impacto
positivo na salde publica. E muito importante o continuo monitoramento e a
melhoria do diagndstico em casos esporadicos e de surtos de infeccdo humana.
Embora a frequéncia do isolamento de S. Minnesota tenha aumentado, esse sorovar
nao foi associado a casos esporadicos e surtos de salmonelose ocorridos em 2009 e
2010 no Parana. No entanto, é essencial que as autoridades sanitéarias avaliem a
repercussao na saude Publica do aumento do isolamento deste sorovar em carne de
frango.

Palavras-chave: Sorovar. VIDAS® BAX® Métodos imunoenzimaticos. PCR.
Salmonella spp.



EL GHOZ FRAUSTO, Harissa Silvério. Evaluation of the efficiency of VIDAS®
Biolab-Mérieux and BAX® (DuPont) methods in the detection of Salmonella
spp. in pork, beef and chicken. 2011. 69 p. Dissertation (Master's Degree in Food
Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011

ABSTRACT

The presence of Salmonella ssp makes food unfit for human consumption, requiring
reliable detection methods for Salmonella in laboratories for quality control and
diagnostics. The detection of Salmonella spp. in food by the traditional method is time
consuming, which explains the abundance of automated systems and commercially
available kits for rapid detection of this pathogen. Many of these alternative methods
are validated by internationally recognized organizations, but may have different
results when used with naturally contaminated food. Especially the fact that most of
the validations is performed with artificially contaminated samples do not represent
the reality of the normal microbiota of the samples. The objective of this work is the
quick alternative methods cavaliagdo VIDAS ® Salmonella (SLM), BAX ® System
and the traditional method (62 IN, MAP) in the detection of Salmonella spp. in
foods. The methods were tested with naturally contaminated samples of chicken,
pork and beef. The traditional method detected 20 samples (2.1%) tested positive for
Salmonella spp. VIDAS ® while the method found 87 positive samples (9.2%),
demonstrating a specificity of 93.0%. In the BAX ® method were 741 (12.7%) tested
positive for Salmonella spp. being that the traditional method detected 230 (4.0%)
positive samples indicating 90.5% specificity. Of the total 221 samples of Salmonella
spp. serotyped, the most frequent serovar was S.Minnesota (n = 28, 15.7%), followed
by S. Mbandaka (n = 17, 9.5%), S. Schwarzengrund (n = 15, 8.4%), S. Saintpaul (n =
14, 7.8%) and S. Enteritidis (n = 13, 7.3%). The decrease in the isolation of
S. Enteritidis (SE) may be a consequence of the National Pathogen Reduction
implemented by the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply, in 2003 and also
for SE by vaccination of cutting dies. It was not possible to know with certainty
whether this decrease in the isolation of SE led to a positive impact on public
health. It is very important to the continuous monitoring and improvement of
diagnosis in sporadic cases and outbreaks of human infection. Although the
frequency of isolation of S. Minnesota has increased, this serovar was not associated
with sporadic cases and outbreaks of salmonellosis occurred in 2009 and 2010 in
Parana. However, it is essential that health officials to assess the public health
impact of increased isolation of this serovar in poultry meat.

Keywords: Serovar. VIDAS®. BAX®. Immunoenzymatic methods. PCR. Salmonella
spp.
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1 INTRODUCAO

Salmonelose € a doenga de origem alimentar mais frequente no Brasil e em
diversos paises (ANDRIGHETO, 2006). Salmonella spp. engloba mais de 2500
sorovares, porém a maioria das infeccdes é causada por 200 sorovares (ZHAO et
al., 2006), que estdo amplamente distribuidos na natureza, sendo o homem e 0s
animais 0s seus principais reservatérios naturais (JAY; 2005).

A transmissdo de Salmonella de pessoa a pessoa ndo € comum, sendo a
maior parte das infeccfes associadas ao consumo de alimentos contaminados. Os
alimentos de origem animal, em especial produtos avicolas, continuam a ser 0s
principais responsaveis pela infeccdo humana (SILVA & DUARTE, 2002; AMSON et
al., 2006; WOO, 2005; RIBEIRO et al., 2007).

Salmonella spp. foi responsavel por 1.122 (23,8%) dos 4.716 surtos
investigados no Brasil, no periodo de 1999 a 2005 (Centro de Vigilancia
Epidemiolégica do Ministério da Saude, Ministério da Saude do Brasil). De acordo
com dados epidemiologicos obtidos no Laboratorio Central de Saude Publica
Estadual (LACEN, Curitiba, PR) ocorreram, no periodo de janeiro de 1999 a
dezembro de 2008 no Parana, 286 surtos de salmonelose com 4.949 pessoas
expostas, 2.122 (42,9 %) com manifestacao dos sintomas da doenca e 814 (16,4 %)
hospitalizagbes. Dos alimentos associados aos surtos, 45,0% foram alimentos a
base de ovos, 34,8 % carnes e derivados e 20,2 % produtos classificados como
alimentos variados. O sorovar prevalente foi Enteritidis, tanto nas amostras de
pacientes (87,8%) quanto nas amostras de alimentos envolvidos nos surtos (80,6%)
(KOTTWITZ, 2010).

Dentre os sorovares nao-tiféides, SE recebeu destaque no inicio da década
de 90, quando passou a ser registrado em diversos continentes um aumento na
incidéncia de infec¢des decorrentes do consumo de alimentos contaminados por
este patogeno (VAZ, 2007; LAPUZ et al., 2007). No Brasil, cepas de SE isoladas de
amostras humanas e ndo humanas (alimentos, animais, racdo, agua, esgoto e
ambiente) comecaram a ser identificadas mais frequentemente a partir de 1993
(ANDRIGHETO, 2006). No entanto, estudos recentes tém mostrado um declinio no
isolamento de SE de material avicola e em carne de frango.

O Brasil é o terceiro produtor mundial de carne de frango e o primeiro

exportador desse produto. O Estado do Parana é o maior produtor brasileiro,
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seguido de Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Em 2010, foram produzidas 12,23
milhdes de toneladas de carne de frango, com um crescimento de 11,38 % em
relacdo a 2009. Deste total produzido, 31,0 % foi destinado a exportagdo. O
consumo per capita brasileiro passou de 29,91 kg de frango, em 2000, para 44,09
kg, em 2010 (UBA, 2011). O Brasil € o quarto maior produtor de carne suina, tendo
produzido em 2009 aproximadamente 3,3 milhdes de toneladas e um consumo per
capita de 14,24 kg. O Estado do Paran& produziu, em 2009, 478,4 mil toneladas e foi
o terceiro produtor nacional (ABIPECS, 2011). Em 2010, a producao brasileira de
carne bovina foi de 9,3 milhdes de toneladas, tendo sido consumida internamente 80
% dessa producado, com 1,4 milhdes de toneladas exportadas in natura. O consumo
per capita foi de 37,4 kg de carne bovina (ABIEC, 2011)

A presenca de Salmonella spp. torna qualquer alimento impréprio para
consumo humano e a prevencdo da contaminacdo de alimentos esta relacionada a
medidas de controle em toda a cadeia de producdo. A qualidade dos produtos
alimenticios industrializados depende da qualidade da matéria prima e das boas
praticas de fabricacdo e armazenamento. Sendo assim, € necessario a padronizagao
de meétodos de deteccao confiaveis para uso nos laboratérios de controle de
qualidade e de diagnéstico de salmonelose.

A deteccdo de Salmonella spp. em alimentos é frequentemente realizada
pelo método tradicional, também chamado método classico. Este foi desenvolvido
com a finalidade de garantir a deteccdo desta bactéria mesmo em situacdes
extremamente desfavoraveis, como por exemplo, o caso de alimentos com uma
microbiota competidora maior do que a populacdo de Salmonella spp. e ou em
alimentos nos quais as células de Salmonella estdo em namero muito reduzido e ou
injuriadas por processo de preservacdo, tais como aplicacdo de calor, de
congelamento ou de secagem (SILVA, JUNQUEIRA e SILVEIRA, 1997; GIOMBELLI
2000).

Os métodos tradicionais de deteccédo de Salmonella spp. em alimentos pode
levar de 4 a 8 dias para a liberacdo do resultado. A tomada de acles corretivas e
preventivas, em casos de desvios de qualidade de processo, serd mais eficaz
quanto mais rapido os resultados de andlise forem obtidos. Quanto maior o tempo
transcorrido entre o inicio e o término da analise, maior a necessidade de
armazenamento dos produtos e, consequentemente, o aumento de custos de

producdo, que sao repassados ao consumidor. Sendo assim, novos meétodos
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analiticos e adaptacdes criteriosas dos métodos ja existentes tém sido propostos
com a finalidade de reduzir o tempo de analise.

Diferentes métodos imunolégicos e moleculares foram padronizados para
deteccédo rapida de Salmonella spp. como alternativa ao método tradicional (PATEL,
2000). A exigéncia na rapidez de resultados levou a necessidade da automacao das
técnicas para facilitar o processamento de grande niumero de amostras.

Dois dos métodos automatizados de deteccdo de microrganismos em
alimentos muito utilizados por laboratérios brasileiros de controle de qualidade séo o
VIDAS® (Viteck Imumuno Diagnostic Assay System, Biolab-Mérieux, Franca) e o
BAX (DuPont, EUA). O sistema VIDAS, empregado para deteccao de Salmonella
spp. em produtos alimenticios e amostras ambientais, € um método imunoenzimatico
conhecido como ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay). O Sistema BAX permite
deteccdo de diferentes patdbgenos em amostras de meio ambiente e de alimentos,
sendo o primeiro método rapido automatizado a utilizar a técnica de PCR. O
processo elimina etapas de transferéncia de reagentes utilizadas em outros métodos
e efetivamente reduz erros do operador.

Os métodos alternativos comercializados no Brasil na forma de kits para a
deteccdo de Salmonella spp. em alimentos, inclusive o VIDAS e o BAX, foram
padronizados em outros paises. Portanto, é essencial a validacdo destes métodos

para a utilizacdo em laboratérios de rotina brasileiros.
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2 OBJETIVOS

e Comparar a eficiéncia dos métodos VIDAS (imunoenzimético e BAX (PCR)

na deteccao de Salmonella spp. em alimentos.

e |dentificar os sorovares isolados dos alimentos no periodo do estudo nas
diferentes regides do Parana.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 EPIDEMIOLOGIA DA SALMONELLA

De acordo com Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (GARRITY,
2005), o género Salmonella esta classificada no Filo Proteobacteria, Classe
Gammaproteobacteria, Ordem Enterobacteriales e, na Familia Enterobacteriaceae
(BRENNER, 1984; EDWARDS, 1999).

O género Salmonella € composto de trés espécies, Salmonella enterica, S.
bongori e S. subterranea (HOLT, KRIEG & SNEATH, 1994; POPOFF & LE MINOR,
1997; JAY, 2000; POPOFF, BOCKEMUHL & GHEESLING, 2004; TINDALL et al.,
2005; SHELOBOLINA et al., 2004). A espécie S. subterranea foi oficialmente aceita
em 18 de marco de 2005 na Lista de Validacdo N° 102 do International Journal of
Systematic and Evolution Microbiology, 55, 547-549. A analise da sequéncia 16S
rDNA desta nova espécie indicou que a amostra apresenta 96.4% de similaridade
com S. bongori e 96.3% com E. cloacae (EUZEBY, 2005; HEYNDRICKX et al., 2005;
TINDALL et al., 2006).

Salmonella enterica € dividida em seis subespécies: enterica (I), salamae (ll),
arizonae (llla), diarizonae (lllb), houtenae (IV) e indica (VI), que por sua vez sdo
classificadas em sorotipos ou sorovares, isto €, grupos de linhagens que
compartilham antigenos de superficie reconhecidos por anticorpos especificos.
Embora sorotipo e sorovar sejam freqlentemente usados, de acordo com o
estabelecido pelo Comité Internacional de Sistematica de Procariotas, o termo
sorovar é preferido em relagéo ao termo sorotipo (SU & CHIU, 2007).

De acordo com o esquema de Kauffmann-White, diferencas antigénicas dos
antigenos O, Vi e H das espécies e subespécies de Salmonella, levaram a
identificacdo de 2.541 sorovares (tabela 1). Destes, 1.504 pertencem a S. enterica
subespécie enterica, e colonizam o trato intestinal dos animais de sangue quente.
Os sorovares das outras subespécies de S. enterica e da espécie S. bongori sdo
associados, principalmente, a animais de sangue frio e meio ambiente (POPOFF,
BOCKEMUHL & GHEESLING, 2004; CDC, 2005).
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Tabela 1: Nomenclatura do género Salmonella

Espécies Subespécies Numero de Sorovares
S. enterica enterica (ou ) 1504
salamae (ou II) 502
diarizonae (ou llIb) 333
arizonae (ou llla) 95
houtenae (ou 1V) 72
indica (ou VI) 13
S. bongori V) 22
S. subterranae*
Total 2541

Fonte: adaptado de SU e CHIU (2007).
*Espécie de Salmonella reconhecida em 2005, porém né&o incorporada até o momento pelo
“Center for Disease Control and Prevention” (CDC).

A transmissdo de Salmonella spp. de pessoa a pessoa ndo € comum. A
maioria das infecgdes esta associada ao consumo de alimentos contaminados (TEO
& OLIVEIRA, 2005; de SOUZA, 2008) e aqueles de origem animal continuam sendo
0s principais responsaveis pela infeccdo em humanos (SILVA & DUARTE, 2002;
AMSON et al., 2006), especialmente os produtos avicolas (WOO, 2005; RIBEIRO et
al., 2007). Embora o género Salmonella englobe mais de 2.500 sorovares, a maioria
das infec¢des é causada por 200 sorovares (ZHAO et al., 2006).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a Salmonella spp. esta
amplamente distribuida na natureza, sendo o trato intestinal do homem e dos
animais seu principal reservatério natural (JAY, 2005; GERMANO & GERMANO,
2008). Entre os animais, as aves (galinhas, perus, patos e gansos) Sao 0s
reservatorios mais importantes, seguido de suinos, bovinos, equinos, animais
silvestres (roedores, passaros, anfibios e répteis) e animais de companhia, como
cdes e gatos. Porém, as aves desempenham um papel de destaque pela
possibilidade de serem portadores assintomaticos, excretando continuamente
Salmonella spp. pelas fezes (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Uma ampla variedade de alimentos ja foi associada a salmonelose humana
(HAO et al., 1999). Carnes cruas e mal cozidas, leite cru, ovos e seus respectivos

derivados, sdo veiculos do microrganismo, sendo frequentes também as
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contaminagBes cruzadas de matérias primas e alimentos processados, tanto de
origem animal como vegetal (GARRICK & SMITH, 1994).

A dose infectante varia com a idade e a competéncia dos sistemas de
defesa especificos e inespecificos do individuo afetado, além das caracteristicas do
alimento e do sorovar. As doses infectantes podem variar de 20 até 10° células por
grama de alimento ou ml de agua contaminada (FORSYTHE, 2002).

Alguns poucos sorovares sao adaptados a determinados hospedeiros,
causando sindromes especificas; sendo que S. typhi, S. paratyphi A e S. sendai sao
estritamente adaptados ao homem e causam as febres entéricas, como a febre
tifoide. Os demais, denominados de ubiquitérios, por infectarem tanto o homem
como o0s animais, sdo comumente referidos como n&o-tifdide e causam
principalmente gastroenterite (POPOFF & LEMINOR, 2005; TAVECHIO, 2006;
GERMANO & GERMANO, 2008).

As gastrenterites por Salmonella causadas por sorovares nao-tifoides
apresentam como sintomas clinicos dor abdominal, ndusea e diarréia, que ocorrem
de 8 a 72 horas apos a ingestdo do alimento contaminado. Os sintomas
desaparecem em 4 a 10 dias apds o inicio da doenca. A severidade e a duracao dos
sintomas dependem basicamente do sorovar de Salmonella, dos fatores de
viruléncia deste patégeno, do in6culo ingerido e da susceptibilidade dos individuos
expostos (POPOFF & LEMINOR, 2005; DAVECHIO, 2006; GERMANO &
GERMANO, 2006).

No Parana no periodo de 1999 a 2008, 52 municipios (13,0%) dos 399
(IBGE, 2008) que compdem o Estado notificaram surtos de salmonelose. Curitiba,
municipio de maior populacdo no estado (1.797.408 habitantes), apresentou a maior
incidéncia com 90 surtos (31,5%), seguida de Francisco Beltrdo (72.409 hab.) com
17 surtos (6,0%), Cascavel (285.784 hab.) com 15 (5,2%), Toledo (109.857 hab.)
com 11 (3,8%), Campo Mourdo (82.530 hab.) e Paranagua (133.559 hab.) com 8
(2,8%), Sao José dos Pinhais (263.622 hab.) e Pato Branco (66.680 hab.) com 6
(2,1%), Unido da Vitoria com 5 (1,7%), Vera Cruz do Oeste, Jacarezinho e Londrina
com 4 surtos (1,4%). Trés surtos foram registrados em Bituruna, Colombo,
Contenda, Cornélio Procépio, Nova Cantu e lIrati e dois surtos em Apucarana,
Campo Largo, Capitdo Leonidas Marques, e Enéas Marques, Guaratuba, Foz do
Iguacu e Santo Antdnio da Platina. Os demais municipios notificaram um surto neste
periodo (KOTTWITZ, 2010).
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Dos alimentos associados aos surtos, 45,0% (84) foram a base de ovos,
34,8% (65) carnes e derivados e 20,2% classificados como alimentos variados, tais
como queijo (1%), saladas (tomate, repolho, couve, milho e ervilha) (4,8%), arroz
cozido, extrato de tomate, fritas, mandioca, mousse, pudim, sorvetes, farofa, pavé e
massas prontas (14,4%) (KOTTWITZ, 2010). Os resultados da sorotipagem das 310
cepas de Salmonella spp. associadas a 254 surtos, que ocorreram no Parana entre
1999 e 2008 mostram a prevaléncia do sorovar Enteritidis. Das 123 cepas isoladas
dos pacientes, 108 foram identificadas como SE (87,8%) e das 187 cepas isoladas
de alimentos, 150 (80,6%) foram identificadas como SE (KOTTWITZ, 2010).

Porcentagens elevadas de SE foram também encontradas por Lirio et al.
(1998) ao avaliarem surtos ocorridos em Sao Paulo, SP, entre 1992 e 1996, onde
SE foi o sorovar identificado em 70,6% dos alimentos analisados. Resultados
reportados por Jakabi et al. (1999) e Peresi et al. (1998) mostraram que entre 1993 e
1997, SE foi o Unico sorovar isolado na regido noroeste do Estado de Sao Paulo e
na capital. Em estudos epidemioldgicos realizados no Mato Grosso do Sul por Viana
(2002), SE foi associado a 81,4% dos surtos veiculados, principalmente, com
produtos de confeitaria destacando-se o bolo confeitado. Ainda, no periodo de 1996
a 2003, Fernandes et al. (2006) identificaram SE em 67,4% do isolados de fonte
humana no estado de S&o Paulo (KOTTWITZ, 2010). A identificacdo de SE pelos
dois principais centros de sorotipagem do pais era muito baixa até o ano de 1990.
Levantamento realizado entre 1970 e 1990 no Instituto Adolfo Lutz (IAL) de S&o
Paulo (TAUNAY et al., 1996) mostrou que SE foi caracterizado em apenas 0,37%
das 28.658 amostras de fontes humanas e 0,85% das 14.345 amostras nao
humanas. A continuidade dos estudos entre os anos 1991 e 1995, com as amostras
do mesmo Instituto (TAVECHIO et al., 1996), mostrou uma completa reversao do
guadro. Foram estudadas 5.490 amostras de Salmonella de origem humana e néao
humana. No periodo entre 1991 e 1995, SE passou de 1,2% para 64,9% entre as
amostras humanas e de zero para 40,7% para as amostras ndo-humanas, com
grande aumento a partir de 1993, particularmente em ovos, aves (matrizes) e
amostras do meio ambiente (SILVA & DUARTE, 2002).

A vacinacdo com cepas homologas de Salmonella spp. auxilia na reducdo
da colonizacéo intestinal e excrecao fecal. Varias vacinas inativadas oleosas de SE
tém sido licenciadas em todo o mundo. Essas vacinas previnem a transmissao

transovariana, a contaminacéo da casca do ovo e reduzem o isolamento de SE de
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aves vacinadas, inclusive de Orgdos internos como o ovario (BARROW et al.,
1992,1993). A vacina 9R de S. Gallinarum também confere protecdo as aves
poedeiras contra SE (BARROW et al.,, 1991; SILVA et al.,, 1991). Outras vacinas
produzidas com cepas mutantes de SE ou mesmo de S. Typhimurium também
induzem protecdo de longa duracdo as aves vacinadas (BARROW et al., 1991;
HASSAN &CURTISS llII, 1997).

3.2 METODOS ALTERNATIVOS DE DETECCAO DE SALMONELLA SPP. EM ALIMENTOS

Nas ultimas décadas, varios métodos e instrumentos foram desenvolvidos
como alternativas ao método tradicional, visando facilitar a operacdo e aumentar a
precisdo e rapidez na microbiologia de alimentos. Nos métodos alternativos, a
simplicidade das opera¢des, 0 menor numero de etapas no preparo do material e,
consequentemente, a menor manipulacdo, diminuem as possibilidades de
contaminacgdo e de ocorréncia de erros durante a analise.

Varios métodos de deteccdo de Salmonella spp. em alimentos foram
desenvolvidos e disponibilizados no comércio para uso dos laboratérios de controle

de qualidade e estdo apresentados nas tabelas 2 e 3.
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Tabela 2: Métodos imunolégicos de deteccdo de Salmonella spp. em alimentos disponiveis comercialmente.

METODO DE DETECGAO LIMITE DE TEMPO DE VALIDAGAO  SENSIBILIDADE  ESPECIFICIDADE
DETECGAO ANALISE
ELISA VIDAS® (BioMerieux France) — até 24 testes 5-50 UFC/259 37-49h 12 93% 96%
Assurance EIA (BloControl, USA) - até 96 testes 27-35h 1 98% 96%
Transia Plate Salmonella Gold (Raiso Diagnostics Finland) - até 96 1 UFC/25g 35-45h 1;2;3 96,1% 100%
testes
Tecra Salmonella VIA (Tecra Australia) - até 96 testes 1-5 UFC/25¢g 42-52h 12 98-100% 95-100%
Reveal for Salmonella (Neogen, USA) — Individual 1-10 UFC/25¢ 19-23h 1 52-71% 58-78%
VIP Salmonella (BioControl, USA) — Individual 40-58h 1 81,9% 100%
Tecra Salmonella UNIQUE (Tecra Australia) - até 30 testes 1-5 UFC/25¢ 21-26h 1 100% 100%
Transia Card Salmonella (Raiso Diagnostics Finland) — Individual 10°- 10% 40-44h 4 - 95%
Immunocapture - Salmonella (Raiso Diagnostics Finland) - até 8 testes 1 UFC/25¢g 24h 4 100% 100%
Dynabeads anti-Salmonella (Dynal biotech Norway) - até 96 testes 1 UFC/25¢g 3 dias 1 90-97,5% 100%

(EIJKELKAMP, 2008)

1: AOAC - Official Methods of AOAC International
2: AFNOR - Association Francaise de Normalisation
3: NordVal

4: Sem Validacao

* apds enriquecimento
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METODO DE DETECGAO LIMITE DE TEMPO DE VALIDAGAO SENSIBILIDADE  ESPECIFICIDADE
DETECGAO ANALISE
Gene-Trak (Neogen, USA)- Individual 1-5UFC/25¢g 46-51h 1 99,20% 98,5%-99,75%
GeneQuence (Neogen, USA) - até 96 testes 1-5UFC/25¢g 26-29h 1 98,90% 99,70%
BAX® (DuPont Qualicon, USA) - até 96 testes 10% UFC/mL* 48h 1 98% 99,70%
iQ-Check PCR, Bio-Rad, USA) - até 96 testes 1-50 UFC/25¢g 26-47h 2/3 87-100% 95-99,6%
Roch Diagnostic LightCycler Salmonella detection kit - até 30 testes 1-10UFC/25¢g 18-20h 1/3 97,0-99,7% 100%
1 UFC/25¢g 20h 1/2 100% 100%

TagMan Salmonella enteric (Applied Bosystems, USA) - até 96 testes

(EIJKELKAMP, 2008)

1: AOAC - Official Methods of AOAC International

2: AFNOR - Association Francaise de Normalisation\
3: NordVal

4: Sem Validacao

* Apds enriquecimento
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Dois desses métodos, utilizados internacionalmente, sdo adotados em
diversos laboratorios de controle de qualidade no Brasil e serdo avaliados neste

trabalho.

3.2.1 VIDAS® Biolab-Mérieux

O método VIDAS® utiliza uma mistura de anticorpos monoclonais
especificos para antigenos somaticos e flagelares moéveis e imoveis, possibilitando a
deteccdo de Salmonella spp. O método é imunoenzimético, e utiliza anticorpos
monoclonais especificos marcados com a enzima fosfatase alcalina. O substrato
para enzima € o metil umbeliferil fosfato que quando hidrolisado produz um
composto fluorescente detectavel pelo equipamento.

O cone de utilizacdo serve tanto de fase sdlida, como no sistema de
pipetagem para o teste. O interior do cone esta revestido com anticorpos anti-
Salmonella spp. adsorvidos em sua superficie. Os outros reagentes se encontram
prontos para utilizacdo no barrete. Todas as etapas do teste séo realizadas
automaticamente no aparelho.

Uma aliquota do caldo de enriquecimento seletivo é colocada no barrete, e a
amostra é submetida a um ciclo de afluxo e refluxo, através do cone, cuja duracao
foi especificamente calculada para ativar a reacdo. Os antigenos presentes na
amostra analisada vao fixar-se aos anticorpos monoclonais anti-Salmonella spp..
adsorvidos no interior do cone. As etapas de lavagem eliminam os elementos livres e
em seguida, o conjugado preparado contendo os anticorpos marcados com
fosfatase alcalina sera acrescentado aos cones. Se a amostra estiver contaminada
com Salmonella spp. o conjugado ird se ligar. Novas etapas de lavagem eliminam o
conjugado ndo fixado. Durante a etapa final de revelagdo, o substrato metil-
umbeliferil fosfato é adicionado ao cone e misturado; a enzima do conjugado catalisa
a reacao de hidrélise deste substrato formando o produto 4-metil-umbeliferona, cuja
fluorescéncia emitida é medida a 450 nm (MANUAL DO KIT VIDAS® Biolab-
Mérieux, 2010).

Os resultados sao obtidos apdés aproximadamente 48h incluido o pré-

enriguecimento, o enriqguecimento seletivo, 15 minutos de inativacdo das bactérias
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pelo calor e 45 minutos necessarios para o processo de deteccdo no aparelho. O
método inclui enriquecimento das amostras com finalidade de aumentar a

sensibilidade e a seguranca de que possiveis células injuriadas sejam recuperadas.

3.2.2 BAX® (DuPont Qualicon, Wilmington, EUA)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € um método rapido de uma
técnica alternativa especifica e sensivel para deteccdo de Salmonella, fornecendo
resultados com precisdo em torno de 24 horas (BAILEY & COX, 1996). Entretanto, a
transferéncia para laboratorios de rotina de métodos PCR tradicional padronizados
em laboratério de pesquisa tem sido lenta. Este fato pode ser explicado, em parte,
pela utilizacdo de gel de eletroforese para a deteccdo dos produtos amplificados,
que limitam o nimero de amostras que podem ser testadas, além da interpretacao
dos resultados do gel ser subjetiva.

O Método BAX® (DuPont Qualicon, Wilmington, EUA)permite a deteccéo de
diferentes patégenos em amostras de meio ambiente e de alimentos. O BAX® foi o
primeiro método rapido automatizado a utilizar a metodologia da PCR, que permite a
andlise rapida e a interpretacéo simples dos resultados. Este novo método simplifica
o PCR, pois fornece os iniciadores especificos: a enzima polimerase, 0s
nucleotideos e o controle positivo combinados em um unico tablete acondicionado
em microtubo. O processo elimina etapas de transferéncia de reagentes utilizadas
em outros métodos e efetivamente reduz erros do operador. O método BAX® elimina
a necessidade da realizacdo da eletroforese em gel para a avaliacdo dos produtos
amplificados na PCR e a foto documentacdo. O termociclador esta ligado a um
sistema de deteccdo automatizada que elimina a possibilidade de contaminacéo
cruzada, pois para a analise ndo existe a necessidade da abertura dos microtubos

contendo o material amplificado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao estdo apresentados nos artigos | e Il, que seréo
submetidos para publicacdo em revistas cientificas. Nos trabalhos também estdo

apresentados material e métodos utilizados para o desenvolvimento dos trabalhos.
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ARTIGO |

AVALIACAO DOS METODOS ALTERNATIVOS VIDAS® E BAX® NA DETECGCAO DE

SALMONELLA EM CARNE BOVINA, SUINA E DE FRANGO.

Harissa Silvério El Ghoz Frausto, Tereza Cristina Rocha Moreira de Oliveira

RESUMO

A deteccédo de Salmonella spp. em alimentos pelo método tradicional € demorada, o
que explica a abundancia de sistemas automatizados e Kkits disponiveis
comercialmente para deteccdo rapida deste patdgeno. Muitos desses métodos
alternativos sao validados por organizac¢fes internacionalmente reconhecidas, mas
podem apresentar resultados diferentes quando utilizados com alimentos
naturalmente contaminados, principalmente, pelo fato de que a maioria das
validagbes € realizada com amostras contaminadas artificialmente, né&o
representando a realidade da microbiota normal das amostras. O objetivo deste
trabalho foi a comparacdo dos métodos alternativos VIDAS® Salmonella (SLM),
BAX® System e método tradicional (IN 62, MAPA) na deteccéo de Salmonella spp.
em alimentos. Os métodos foram testados com amostras naturalmente
contaminadas de carne de frango, suina e bovina. O método tradicional detectou 20
amostras (2,1 %) positivas para Salmonella spp. enquanto o método VIDAS®
encontrou 87 amostras positivas (9,2 %), demonstrando uma especificidade de 93,0
%. No método BAX® foram 741 (12,7 %) resultados positivos para Salmonella spp.
sendo que a metodologia tradicional detectou 230 (4,0 %) amostras positivas
indicando 90,5 % de especificidade. Os dois métodos sdo adequados e viaveis para
a rotina laboratorial, principalmente, de laboratorios que analisam um grande numero
de amostras de alimentos diariamente. No entanto, € importante ressaltar que 0s
métodos continuam sendo de triagem, exigindo sempre confirma¢édo da presenca de

Salmonella spp. pelo método tradicional.

Palavras-chave: Sorovar VIDAS; BAX; Métodos imunoenziméaticos, PCR,

Salmonella spp.
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INTRODUGCAO

7

Salmonella spp. é o patdgeno que causa com mais freqiéncia doencas
transmitidas por alimentos em diversos paises (ANDRIGHETO, 2006), sendo o
homem e o0s animais 0s seus principais reservatorios naturais (JAY, 2005). A
transmissdo de Salmonella spp. de pessoa a pessoa ndo € comum. A maioria das
infeccbes estad associada ao consumo de alimentos contaminados (TEO &
OLIVEIRA, 2005; SOUZA, 2008) e aqueles de origem animal continuam sendo os
principais responsaveis pela infeccdo de Salmonella spp. em humanos (SILVA &
DUARTE, 2002; AMSON et al., 2006), especialmente os produtos avicolas (WOO,
2005; RIBEIRO ET AL., 2007).

A deteccdo de Salmonella spp. em alimentos é frequentemente realizada
pelo método tradicional, também chamado método classico. Este foi desenvolvido
com a finalidade de garantir a deteccdo desta bactéria mesmo em situacfes
extremamente desfavoraveis, como por exemplo, o caso de alimentos com uma
microbiota competidora maior do que a populacdo de Salmonella spp. e ou em
alimentos nos quais as células de Salmonella estdo em namero muito reduzido e ou
injuriadas por processo de preservacdo, tais como aplicacdo de calor, de
congelamento ou de secagem (SILVA, JUNQUEIRA e SILVEIRA, 1997; GIOMBELLI
2000).

O método tradicional de deteccdo de Salmonella spp. em alimentos pode
levar de 4 a 8 dias e envolvem cinco etapas seglenciais: a) pré-enriguecimento em
caldo ndo seletivo para restaurar células injuriadas a uma condicdo fisiologica
estavel; b) enriqguecimento seletivo, no qual a amostra € colocada em caldo de
cultivo contendo reagentes inibitorios que permitem a multiplicacdo de Salmonella
spp., enquanto restringem a proliferacdo da maioria das outras bactérias; c)
semeadura em meios sélidos seletivos diferenciais que restringem a multiplicacédo de
outras bactérias que ndo Salmonella; d) testes bioquimicos, que fornecem dados
fenotipicos da cepa isolada; e) sorotipagem para caracterizacdo antigénica, que é o
passo definitivo para a identificacdo especifica da cepa isolada (BAILEY, et al.,
1991).

A tomada de acbes corretivas e preventivas, em casos de desvios de
qualidade de processo, sera mais eficaz quanto mais rapido os resultados

microbiolégicos forem obtidos. Quanto maior o tempo transcorrido entre o inicio e 0
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término da analise microbioldgica, maior a necessidade de armazenamento dos
produtos e, consequentemente, o aumento de custos de producdo, que Sao
repassados ao consumidor. Sendo assim novos métodos analiticos e adaptacdes
criteriosas dos métodos ja existentes tém sido propostos com a finalidade de reduzir
o tempo de andlise.

Diferentes métodos imunol6gicos e moleculares foram padronizados para
deteccdo rapida de Salmonella spp. como alternativa ao método tradicional (PATEL,
2000). A exigéncia na rapidez de resultados levou a necessidade da automacéo das
técnicas para facilitar o processamento de grande niamero de amostras.

Dois dos métodos automatizados de deteccdo de microrganismos em
alimentos muito utilizados por laboratorios brasileiros de controle de qualidade séo o
VIDAS® e o BAX® patenteados pelo laboratério Biolab-Biomerieux (Franca) e
DuPont (EUA), respectivamente. O método VIDAS® empregado para deteccéo de
Salmonella spp. em produtos alimenticios e amostras ambientais € um método
imunoenzimatico conhecido como ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay). O
método BAX® permite deteccdo de diferentes patbgenos em amostras de meio
ambiente e de alimentos, sendo o primeiro método rapido automatizado a utilizar a
técnica de PCR. O processo elimina etapas de transferéncia de reagentes utilizada
em outros meétodos e efetivamente reduz erros do operador.

Os diferentes métodos alternativos comercializados no Brasil na forma de
kits para a deteccéo de Salmonella spp. em alimentos, inclusive o VIDAS® e o BAX®
foram padronizados em outros paises. Portanto, € essencial a validacdo destes
métodos para a utilizacdo em laboratoérios de rotina brasileiros.

Dado o exposto, 0 objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia dos
métodos VIDAS® (imunoenzimético) e BAX® (PCR) na deteccdo de Salmonella spp.

em alimentos.
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MATERIAL E METODOS
Amostragem

No periodo de marco de 2009 a junho de 2011 foram analisadas quanto a
presenca de Salmonella spp. 9.214 amostras de carne bovina (n=754), suina
(n=173) e de frango (n=8.287), conforme tabela 1.

As amostras foram coletadas de varias regides do estado do Parana e
transportadas em caixas isotérmicas mantendo a temperatura entre 2 e 8 °C. As
amostras chegaram ao laborat6rio no maximo 24 horas apos a coleta e as analises
foram realizadas no mesmo dia do recebimento.

Neste periodo, 947 amostras foram analisadas pelo método VIDAS® (Bio
Merieux) e 8.267 amostras pelo método BAX® (Dupont-Qualicom).

Todas as amostras positivas para Salmonella pelo método VIDAS® ou BAX®
foram submetidas a confirmacdao utilizando o método tradicional de cultura.

Tabela 1: Numero de amostras de carne bovina, suina e de frango analisadas
quanto a presenca de Salmonella spp. no periodo de marco de 2009 a junho de
2011.

Tipode  Total de amostras Total de amostras  Total de

Periodo de Analise carne analisadas pelo  analisadas pelo amostras
método VIDAS método BAX analisadas
Marco de 2009 a Marco bovina 273 481 754
de 2010 suina - 173 173
frango 674 5.171 5.845
Janeiro a Junho de 2011 frango - 2.442 2.442
TOTAL 947 8.267 9.214

Método VIDAS®

A deteccdo de Salmonella pelo método VIDAS® foi realizada seguindo as
instrucbes do fabricante, conforme resumido a seguir. O pré-enriquecimento das

amostras foi realizado apds a homogeneizacdo de 25g das amostras de carne
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bovina, suina e de frango em 225mL de agua peptonada 1% e incubacéo a 36 + 1°C
por no minimo 16 h e ndo mais que 20h. Aliqguota de 1 mL do caldo de pré-
enriguecimento foi inoculado em 10 mL de caldo Salmonella Xpress 2 (SX2)
(BioMerieux). ApGs 24 a 26 h de incubacgéo a 41,5 + 0,5°C, 3mL do caldo SX2 foi
transferido para tubos estéreis e colocado em banho-maria a 95 — 100°C por 15
minutos. Em seguida, aliquotas de 500uL foram inoculadas nos barretes do aparelho
VIDAS® e analisadas seguindo-se a instrucéo do fabricante. Ap6s aproximadamente
45 minutos, a anélise foi considerada concluida se o resultado no método VIDAS® foi
negativa. A confirmacdo de presenca de Salmonella nas amostras positivas no

método VIDAS® foi realizada empregando a metodologia tradicional descrita abaixo.

Método BAX

A deteccdo de Salmonella pelo método BAX® foi realizada seguindo as
instrucbes do fabricante, conforme resumido a seguir. O pré-enriquecimento das
amostras foi realizado de acordo com o descrito acima para 0 método VIDAS.
Aliquotas de 5uL do pré-enriquecimento das amostras foram inoculadas em 200 pL
do reagente de lise (protease). Estas amostras foram aquecidas por 20 min a 37°C,
para a lise celular e digestédo de proteinas e, em seguida, por 10 min a 95°C para a
inativacdo da protease. As amostras foram resfriadas em bloco de gelo por 5 min.
Aliguotas de 50 pL das amostras lisadas foram transferidas para tubos de PCR, e
iniciado o processo de amplificacdo no aparelho BAX. Apds aproximadamente trés
horas e 40 minutos, a analise foi considerada concluida se o resultado no método
BAX® foi negativo. A confirmacao de presenca de Salmonella nas amostras positivas

no método BAX® foi realizada empregando a metodologia tradicional descrita abaixo.

Método Tradicional

A pesquisa de Salmonella spp. pelo método tradicional foi realizada de
acordo com a metodologia descrita pela Comisséo Internacional para Especificacbes
Microbiologicas em Alimentos (ICMSF, 1982) e adaptada segundo a Instrucéo

Normativa n°® 62 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
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2003).

Aliquotas de 0,1 e 1mL do pré-enriquecimento das amostras positivas nos
métodos VIDAS® e BAX® foram inoculadas em 10 mL de Caldo Rappaport
Vassiliadis (Oxoid) (RV) e 10 mL de Selenito Cistina (Difco), respectivamente. O
Caldo RV e o Caldo SC foram incubados a 42°C por 24h em banho maria. O
isolamento foi realizado em Agar Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose
Sacarose — BPLS (OXOID) e Mannitol Lysine Crystal Violet Brilliant Green — MLCB
(OXOID), incubados a 36°C por 24 horas. A identificacdo bioquimica preliminar de
coldnias tipicas de Salmonella foi realizada empregando agar triplice agcucar ferro —
TSI (Oxoid), lisina ferro LIA (Oxoid), uréia (Oxoid) e SIM (Oxoid), incubados a 37°C
por 24 horas.

A confirmacdo do género Salmonella foi realizada com anti-soros
polivalentes somatico (O) (Probac) e flagelar (H) (Probac).

O sistema de identificacdo bioquimica APl 20E (BioMerieux) foi empregado
para confirmacdo bioquimica dos isolados de Salmonella spp. e da microbiota
contaminante isolada nas amostras positivas nos métodos VIDAS® e BAX, mas nao

confirmadas pelo método tradicional.

Calculo da especificidade

O calculo da especificidade foi obtida através da seguinte férmula:

VN
VN + FP

VN = nimero de amostras negativas

FP = nimero de amostras falso positivas
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O método tradicional de cultura para deteccdo de Salmonella spp. em
alimentos ¢é demorado e trabalhoso. Métodos alternativos disponiveis
comercialmente estdo sendo utilizados com a finalidade de reduzir o tempo de
andlise e agilizar o controle de qualidade de alimentos. No entanto, esses métodos
necessitam de validacao para serem utilizados com seguranca.

No presente trabalho foram analisadas amostras de carne de frango, suina e
bovina pelos métodos alternativos VIDAS® e BAX. Antes do inicio do trabalho, foram
realizadas de abril e maio de 2006 andlises de diferentes alimentos (n=1.000) para a
deteccdo de Salmonella, empregando o método tradicional de cultura e em paralelo
o método VIDAS. O mesmo foi realizado com o método BAX® (n=1.200) no periodo
de maio e junho de 2009. Nenhum resultado falso negativo foi obtido com os
referidos métodos, aceitando-se que esses dois métodos apresentam sensibilidade
de 100 %. Yeh et al. (2002) avaliaram amostras de carcaca de suino pelo método
VIDAS® e também n&do obtiveram resultados falso negativos. O mesmo foi
encontrado por Mata (2009) quando analisaram amostras de queijo Minas frescal
artesanal pelo método VIDAS® e BAX.

Amostras de alimentos positivas para Salmonella no VIDAS® e no BAX® s6
sao consideradas contaminadas por essa bactéria patogénica se houver isolamento
pelo método tradicional. Se Salmonella ndo for isolada na cultura a amostra é
considerada ndo contaminada e o resultado obtido é considerado como um falso
positivo.

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados obtidos com as amostras de
carne de frango e bovina analisadas pelo método VIDAS. Das 947 amostras
analisadas 87 (9,2 %) foram positivas, porém Salmonella spp. foi isolada pelo
método tradicional de cultura em apenas 20 amostras, com uma especificidade de
77,0 %. A especificidade para carne de frango foi 76,2 % (n=64) e para carne bovina
60,0 % (n=3). A percentagem de falso positivo foi d 1,1 (n=3) para carne bovina e

9,5 (n=64) para carne de frango.
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Tabela 2: Resultado da deteccdo de Salmonella em amostras de carne bovina e de
frango analisadas de marco de 2009 a marco de 2010 pelo método VIDAS® e
confirmadas pelo método tradicional.

Tipo de carne analisada

Bovina Frango Total
Total de amostras analisadas 273 674 947
Total de amostras positivas pelo VIDAS® (%) 5(1,8) 82 (12,2) 87 (9,2)
Total de amostras confirmadas pelo método
tradicional (%)l 20.7) 18(2,7) 20(2.1)
Percentagem de falso positivo 1,1 (n=3) 9,5 (n=64) 7,1 (n=67)
Especificidade 98,0 % 91,2 % 93,0 %

Os resultados obtidos no presente trabalho com o método VIDAS® sdo
divergentes dos encontrados por outros autores, que obtiveram percentagens de
falso positivos menores. Mata (2009) obteve 3,17 % de resultados falso positivos ao
analisar 63 amostras de queijo Minas artesanal pelo método VIDAS® -SLM. Os
resultados falso-positivos podem ter ocorrido em funcdo da especificidade do
anticorpo utilizado que pode apresentar reacdes cruzadas com outros antigenos
correlacionados. WALKER et al. (2001) analisando amostras de leite, e DE MEDICI
et al (1998) amostras de carne de frango, relataram altas correlacbes entre os
resultados do VIDAS® e o método tradicional. Os autores destacaram as vantagens
do sistema VIDAS® frente & cultura, como maior rapidez, facilidade e praticidade.
Louguercio et al. (2002) encontraram 1,82 % de resultados falso-positivos para
Salmonella sp. apés analise de 110 amostras de linglica suina pelo método
tradicional e ELISA. Os autores sugeriram que os dois falsos positivos observados
com a técnica ELISA ocorreram, possivelmente, pela alta contaminacdo observada
no plagueamento em meio seletivo-diferencial, provavelmente com Proteus spp.

A especificidade obtida no presente trabalho foi semelhante a obtida por
outros autores. Yeh et al. (2002) avaliaram 257 esponjas de amostras de carcacas
de porco quanto & presenca de Salmonella sp. pelo método VIDAS® -SLM e pelo
método tradicional. A especificidade do método VIDAS® -SLM foi de 100 %. Vieira-
Pinto et al. (2007) avaliaram comparativamente o método VIDAS® -SLM com o
método tradicional ISO 6579 para a deteccdo de Salmonella sp. em amostras de

carcacas de suinos e encontraram 93,0 % de especificidade.



33

Na tabela 3 estdo apresentados os resultados obtidos com as amostras de
carne bovina, suina e de frango, analisadas pelo método BAX® no periodo de marco
de 2009 a marco de 2010. No método BAX® foram analisados 5.825 amostras,
sendo que 12 (63,2 %), 27 (90,0 %) e 198 (47,0 %) deram especificidade para carne
bovina, suina e de frango, respectivamente. A percentagem de falso positivo foi 2,5
(n=12), 15,0 (n=27) e 3,8 (n=198) para carne bovina, suina e de frango,
respectivamente.

Na tabela 4 estdo apresentados os resultados obtidos com amostras de
carne de frango, analisadas pelo método BAX® no periodo de janeiro a junho de
2011. No método BAX® foram analisados 2.442 amostras, sendo que 247 (10,0 %)
deram falso positivo e a especificidade foi de 58,8 %.

Tabela 3: Resultado da deteccdo de Salmonella em amostras de carne bovina,
suina e de frango analisadas no periodo de mar¢co de 2009 a mar¢co de 2010 pelo
método BAX® e confirmadas pelo método tradicional.

Tipo de carne analisada

Bovina Suina Frango Total
Total de amostras analisadas 481 173 5.171 5.825
;c:)a(ll de amostras positivas pelo 19 (4,0) 30 (17,3) 422 (8,2) 741 (12,7)
® (%)
e e cimtes  1a5)  san @y 2060
Percentagem de falso positivo 2,5 (n=12) 15,0 (n=27) 3,8 (n=198) 8,8 (n=511)
Especificidade 97,0 % 86,0 % 96,0 % 91,0 %
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Tabela 4: Resultado da deteccdo de Salmonella em amostras de carne de frango
analisadas de janeiro a junho 2011 pelo método BAX® e confirmadas pelo método
tradicional.

Carne de frango

Total de amostras analisadas 2.442
Total de amostras positivas pelo BAX® (%) 423 (17,3)
Total de amostras confirmadas pelo método tradicional (%) 176 (7,2)
Percentagem de falso positivo 10,0 (n=247)
Especificidade 90,0 %

Os resultados obtidos com o BAX® foram semelhantes aos obtidos por Mata
(2009), que ndo encontrou divergéncia entre o método tradicional e BAX® apés
analise de 63 amostras de queijo minas frescal artesanal.

Outros autores avaliaram outros métodos baseados no ELISA e PCR, e
encontraram resultados divergentes dos obtidos no presente trabalho,
principalmente, em relacéo a sensibilidade. DICKEL et al., (2005) observaram falsos
negativos com a técnica de ELISA e PCR quando comparados com método
tradicional. Salmonella spp. foi isolada em 26% das amostras de frango analisadas
pelo método tradicional, em 17,8 % pelo ELISA e 12,2 % pela PCR. Os autores
destacaram a possibilidade de resultados falso positivos na técnica de ELISA pela
ocorréncia de reagfes cruzadas com outras enterobactérias. WHYTE et al. (2002)
observaram que quando os métodos tradicional e PCR foram combinados a
detecgcdo de Salmonella spp. em amostras de carne de frango passou para 23%.
Quando os métodos tradicional e PCR foram realizados individualmente a deteccao
foi de 16,0 e 19,0 %, respectivamente.

Segundo Mattick et al. (2002) um dos principais problemas no isolamento de
Salmonella é o pequeno numero dessa bactéria, em relagdo a quantidade de outras
bactérias contaminantes. No presente trabalho um total de 48 amostras de alimentos
positivas para Salmonella pelo método VIDAS® (n=7) ou BAX® (n=41), sem a
confirmacdo dessa bactéria patogénica pelo método tradicional, estavam
contaminadas com outros bacilos Gram negativos, que foram identificados pelo API
20E (Bio Merioux). Além de Serratia spp., as seguintes espécies foram identificadas:

Enterobacter aerogenes, E. cloacae, E. amnigenus, E. sakazakii, Proteus mirabilis,
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P. wvulgaris, Citrobacter freundii, C. younge, C. braaki, C. casei, Raultella
ornithionolytica, R. terrigena, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, P.
luteola, P. fluorescens, Chromobacterium violaceum, Pasteurella pneumotropico,
Photobacterium damselae. Apés a andlise dos resultados obtidos, observou-se que
80,5 % das bactérias identificadas pertenciam ao género Enterobacter (n=70; 40,2
%), Serratia (n=45; 25,9 %) e Citrobacter (n=32; 18,4 %). Louguercio et al. (2002)
sugeriram que os resultados falsos positivos observados com a técnica de ELISA,
durante andlise de carne suina, ocorreram, possivelmente, pela alta contaminacao
com Proteus spp. observada no plaqueamento em meio seletivo-diferencial.

Apesar da percentagem de falso positivo ter sido mais alta para a carne de
frango do que a observada por outros autores, os métodos VIDAS® e BAX® séo
Otimas alternativas para laboratérios de rotina que analisam niamero muito grande de
amostras. Do total de 53.773 amostras de alimentos analisadas em 2009, 2010 e até
abril de 2011, 75,0 % (n=4.329) foram analisadas somente pelo método tradicional
de cultura e, deste total, 51,8 % (n=20.879) foram amostras de carne bovina, suina e
de frango cruas. Uma alta percentagem dos alimentos, e principalmente de carnes
cruas, estad contaminada com Proteus spp e ou Citrobacter freundii, que apresentam
caracteristicas coloniais semelhantes as colénias de Salmonella spp. nos meios
seletivos diferenciais utilizados na rotina. Devido a esse fato, aproximadamente 100
% das amostras de carnes cruas analisadas no periodo referido acima exigiram a
identificacdo bioquimica das coldnias, 0 que aumenta consideravelmente o tempo e
0 custo da analise (dados ndo apresentados). Assim sendo, o uso de maneira
criteriosa e com seguranca de métodos alternativos, como VIDAS® ou BAX, em
laboratérios com um volume muito grande de analise € essencial.

A possivel explicagdo para a maior percentagem de falso positivo
encontrada neste trabalho pode ser o niumero grande de amostras de carne de
frango analisadas, que normalmente apresenta uma microbiota contaminante maior
que a encontrada em outros tipos de carne.

A maioria dos trabalhos publicados com métodos alternativos de deteccao
de Salmonella spp. analisou um namero de amostras de alimentos muito menor que
a avaliada no presente trabalho e foi realizada em outros paises. Assim sendo, 0s
resultados obtidos neste trabalho possibilitaram uma avaliacdo adequada dos
métodos VIDAS® e BAX, que sdo métodos alternativos muitos utilizados nos

laboratérios brasileiros de rotina.
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CONCLUSAO

Os métodos BAX® e VIDAS® para a pesquisa de Salmonella spp.
apresentaram percentagens de falso positivos superiores a 7,1 % para amostras de
carne bovina, suina e de frango analisadas. Os dois métodos sdo adequados e
viaveis para a rotina laboratorial, principalmente, de laborat6rios que analisam um
grande numero de amostras de alimentos diariamente. Estes métodos por
apresentarem percentagem de resultados falso negativos muito baixa, reduzem o
tempo de obtencdo de resultados positivos presuntivos. No entanto, é importante
ressaltar que os métodos continuam sendo de triagem, exigindo sempre confirmacao

da presenca de Salmonella spp. pelo método tradicional.
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ARTIGO Il

Sorovares de Salmonella spp. isolados de carne de frango produzida

no Parana em 2009

Harissa Silvério El Ghoz Frausto, Tereza Cristina Rocha Moreira de Oliveira

RESUMO
Salmonella spp. é o patégeno que causa com mais frequéncia doencas transmitidas
por alimentos em diversos paises. A transmissdo de Salmonella spp. de pessoa a
pessoa ndo é comum. A maioria das infeccbes esta associada ao consumo de
alimentos contaminados e os alimentos de origem animal, em especial produtos
avicolas, continuam a ser 0s principais responsaveis pela infeccdo humana. O
objetivo deste trabalho foi identificar os sorovares de amostras de Salmonella spp.
isoladas de frango produzidas no Parana de marco de 2009 a mar¢co de 2010. Do
total de 221 amostras de Salmonella spp. sorotipadas, o sorovar mais frequente foi
S. Minnesota (n=28; 15,7 %), seguida de S. Mbandaka (n=17; 9,5 %), S.
Schwarzengrund (n=15; 8,4 %), S. Saintpaul (n=14; 7,8 %) e S. Enteritidis (n=13; 7,3
%). A diminuicdo no isolamento de S. Enteritidis (SE) pode ser uma consequéncia do
Programa Nacional de Reducdo de Patdégenos implantado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, em 2003 e também pela vacinacédo para SE
das matrizes de corte. N&o foi possivel saber com seguranca se essa diminuicdo no
isolamento de SE levou a um impacto positivo na satde publica. E muito importante
0 continuo monitoramento e a melhoria do diagndstico em casos esporadicos e de
surtos de infeccdo humana. Embora a freqiéncia do isolamento de S. Minnesota
tenha aumentado, esse sorovar ndo foi associado a casos esporadicos e surtos de
salmonelose ocorridos em 2009 e 2010 no Parana. No entanto, é essencial que as
autoridades sanitarias avaliem a repercussdo na saude Publica do aumento do

isolamento deste sorovar em carne de frango.

Palavras-Chaves: Salmonella spp., sorovares, método tradicional de cultura,

identificacdo bioquimica.
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INTRODUCAO

Salmonella spp. é a causa mais importante de infec¢do bacteriana de origem
alimentar no Brasil. A presenca de Salmonella spp. torna qualquer alimento
improprio para consumo humano e a prevencdo da contaminacédo de alimentos esta
relacionada a medidas de controle em toda a cadeia de producdo. A qualidade dos
produtos alimenticios industrializados depende da qualidade da matéria prima e das
boas praticas de fabricacdo e armazenamento.

Dentre os sorovares nao-tiféides, Salmonella enterica subespécie enterica
sorovar Enteritidis (SE) recebeu destaque no inicio da década de 90, quando passou
a ser registrado um aumento na incidéncia de infec¢des decorrentes do consumo de
alimentos contaminados por este patégeno (VAZ, 2007; LAPUZ et al., 2007). No
Brasil, cepas de SE isoladas de amostras humanas e ndo humanas (alimentos,
animais, racdo, agua, esgoto e ambiente) comecaram a ser identificadas mais
frequentemente a partir de 1993 (ANDRIGHETO, 2006).

Salmonella spp. foi responsavel por 1.122 (23,8%) dos 4.716 surtos
investigados no Brasil, no periodo de 1999 a 2005. Um total de 3.554 amostras de
Salmonella foram isoladas de diferentes fontes e regides geograficas do Brasil, no
periodo de 2000 a 2005, sendo SE o mais frequente (67,4%), seguido de
Typhimurium (5,2%), S. enterica subsp. enterica 0:4,5:1,2: i- (5,1%), Typhi (4,0%),
Dublin (2,5%), Infantis (2,3%), Agona (1,4%), Panama (1,0%) e outros 60 sorovares
(8,8%) (Secretaria de Vigilancia em Saude, do Ministério da Saude do Brasil).

De acordo com dados epidemiol6gicos obtidos no Laboratério Central de
Saude Publica Estadual (LACEN, Curitiba, PR) ocorreram, no periodo de janeiro de
1999 a dezembro de 2008, 286 surtos de salmonelose com 4.949 pessoas expostas,
2.122 (42,9 %) com manifestacdo dos sintomas da doenca e 814 (16,4 %)
hospitalizagbes. Dos alimentos associados aos surtos, 45,0% foram alimentos a
base de ovos, 34,8 % carnes e derivados e 20,2 % produtos classificados como
alimentos variados. O sorovar prevalente foi Enteritidis, tanto nas amostras de
pacientes (87,8%) quanto nas amostras de alimentos envolvidos nos surtos (80,6%)
(KOTTWITZ, 2010).

O Brasil é o terceiro produtor mundial de carne de frango e o primeiro
exportador desse produto. O Estado do Parana € o maior produtor brasileiro,
seguido de Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Em 2010, foram produzidas 12,23
milhdes de toneladas de carne de frango, com um crescimento de 11,38 % em
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relacdo a 2009. Deste total produzido, 31,0 % foi destinado a exportacdo. O
consumo per capita brasileiro passou de 29,91 kg de frango, em 2000, para 44,09
kg, em 2010 (UBA, 2011). O Brasil € o quarto maior produtor de carne suina, tendo
produzido em 2009 aproximadamente 3,3 milhdes de toneladas e um consumo per
capita de 14,24 kg. O Estado do Parana produziu, em 2009, 478,4 mil toneladas e foi
o terceiro produtor nacional (ABIPECS, 2011). Em 2010, a producéo brasileira de
carne bovina foi de 9,3 milhdes de toneladas, tendo sido consumida internamente 80
% dessa producéo, com 1,4 milhdes de toneladas exportadas in natura. O consumo
per capita foi de 37,4 kg de carne bovina (ABIEC, 2011)

Dado o exposto, 0 objetivo deste trabalho foi identificar o sorovar de cepas
de Salmonella spp. isoladas de carne de frango e de material avicola no estado do
Parana de marco de 2009 a marco de 2010, e correlacionar os resultados com

dados epidemiolégicos de saude publica.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Duzentas e vinte uma amostras (221) de Salmonella isoladas de carne de
frango (n=178), de swabs de cama de frango de corte (n=19) e de farinha de carne e
visceras de frango de corte (n=24) foram sorotipadas no Laboratério de
Enterobactérias do Departamento de Bacteriologia, do Centro de Referéncia
Nacional de Colera e outras Enteroinfec¢cbes Bacterianas da Fundacdo Instituto
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro. O isolamento foi realizado no periodo de
margo de 2009 a margo de 2010 no Estado do Parana.

Os sorovares foram separados por regido do Paranad e comparados com
amostras associadas a surtos e casos esporadicos de salmonelose ocorridos no
Parana em 2009 e 2010, isoladas de material biolégico humano e identificadas no
Laboratorio Central do Parana, (LACEN, Curitiba, PR).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As aves (galinhas, perus, patos e gansos) sdo 0s reservatorios mais
importantes de Salmonella spp. Esses animais desempenham um papel muito
importante na epidemiologia da salmonelose pelo fato de serem portadores
assintomaticos, e excretarem continuamente Salmonella spp. pelas fezes (FRANCO
& LANDGRAF, 1996).

Estudos mostram que a ocorréncia de Salmonella spp. em carcaca de frango
pode variar de 0,024% a 85,0%, sendo um veiculo importante de transmisséo dessa
bactéria para o ser humano (KIMURA et al., 2004).

No presente estudo foram sorotipadas 221 amostras de Salmonella spp.
isoladas de carne de frango (tabela 1). Um total de 30 sorovares diferentes foi

identificado.
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Tabela 1 - Sorovares de Salmonella spp. isolados de carne de frango no Parana em
2009

Sorovares de Salmonella Numero (% do total
identificado)
Minnesota 28 (15,7)
Mbandaka 17 (9,5)
Schwarzengrund 15 (8,4)
Saintpaul 14 (7,8)
Enteritidis 13 (7,3)
Newport 12 (6,7)
Salmonella spp.* 9 (5,0)
Infantis 9 (5,0)
Corvallis 7 (3,9)
Agona 6 (3,4)
Typhimurium 6 (3,4)
Anatum 5(2,8)
Muenchen 5(2,8)
Orion 52,79
Ohio 4(2,2)
Bredeney 3,7
Derby 3,7
Gafsa 3,7
Hadar 2(11)
Havana 2(11)
Rissen 2(11)
Albany, Braenderup, Cerro, 1 isolado de cada
Livingstone, Oslo, Panama, Senftenberg,
Tennessee sorovar (4,8)

Total 178 (100,0)

Véarios autores relataram a predominancia no Brasil de SE em carne de
frango e de material avicola (SANTOS et al., 2000; FUZIHARA et al, 2000). O
aumento da frequéncia de isolamento de SE em material avicola ocorreu como
resultado do controle e erradicacdo dos sorovares, S. Pullorum e S. Gallinarum, que
acarretam grandes prejuizos a avicultura (VAZ, 2007). Porém, alguns estudos

recentes demonstram o declinio do predominio de SE em material avicola e o
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isolamento de outros sorovares (BONI, 2007; SALLES et al., 2008; ANDREATTI
FILHO et al., 2009). Evidéncias da reducéo no isolamento de SE de material avicola
foram observadas nos resultados obtidos pelo Mercolab Laboratorio LTDA,
Cascavel, PR. Em 2007, SE correspondeu a 64% das 119 amostras de Salmonella
spp. sorotipadas. A percentagem de identificacdo de SE em 2008 foi de 46%, em
2009 de 1,3% e até outubro de 2010 de 9,1% (informacé&o pessoal de Luciana B. M.
Kottwitz).

A diminuicdo do isolamento de Salmonella spp. em carne de frango também
tem sido observado nos ultimos 10 anos no Estado do Parana. Gasparetto et al.
(2001) relataram que 20 (20%) das 100 amostras de carne de frango
comercializadas na cidade de Londrina, PR e analisadas entre outubro de 1999 e
marco de 2000 estavam contaminadas com Salmonella spp. Das 20 amostras
positivas, 12 (60%) estavam contaminadas com S. Enteritidis. Em 2007, 66 amostras
de carne de frango adquiridas no comércio de Londrina foram analisadas quanto a
presenca de Salmonella spp. e nove (13%) estavam contaminadas, ndo tendo sido
identificado nas amostras positivas o sorovar Enteritidis (SILVA et al., 2011).

No presente trabalho observou-se que entre marco de 2009 a marco de
2010, 178 amostras de carne de frango crua incluidas no Programa Nacional de
Reducéo de Patégenos do Ministério da Agricultura e provenientes de aves abatidas
no Parana e Santa Catarina estavam contaminadas com Salmonella spp. Das cepas
de Salmonella sorotipadas, S. Minnesota foi 0 sorovar mais isolado (n=28; 15,7 %),
seguido de Mbandaka (n=17; 9,5 %), Schwarzengrund (n=15; 8,4 %), Saintpaul
(n=14; 7,8 %) e Enteritidis (n=13; 7,3 %).

Essa diminuicdo na frequéncia de isolamento de Salmonella spp. em carne
de frango pode ser uma consequéncia do Programa Nacional de Reducdo de
Patdgenos implantado em 2003, que tem como principal objetivo construir um
sistema de informacdes sobre contaminacgéo de frangos e perus com Salmonella em
todos os estabelecimentos de abate registrados no Servico de Inspecdo Federal
(SIF), Departamento de Inspecao de Produtos de Origem Animal (DIPOA), Ministério
da Agricultura e Abastecimento do Brasil. A partir do conhecimento dos locais e
frequéncia de isolamento é possivel tomar medidas preventivas com a finalidade de
reduzir gradativamente a contaminacao de aves por Salmonella (BRASIL, 2003).

A diminuicdo gradativa do isolamento de Salmonella spp. também pode te

ocorrido pela vacinagdo para SE das matrizes de corte, o que também justificaria a
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menor frequéncia de isolamento de SE. Ndo é possivel saber com seguranca se
essa diminuicdo na percentagem de contaminacdo por Salmonella spp. e,
principalmente, do sorovar Enteritidis levou a um impacto positivo na saude publica
devido a falta de dados epidemiologicos de todos os surtos ocorridos no Parana em
2009 e 2010.

E muito importante o continuo monitoramento e a melhoria do diagndstico
em casos esporadicos e de surtos de infeccdo humana. Embora a frequéncia do
isolamento de S. Minnesota tenha aumentado, esse sorovar nao foi associado a
casos esporadicos e surtos de salmonelose ocorridos em 2009 e 2010 no Parana,
diagnosticados no Laboratério de Bacteriologia do LACEN, Curitiba, PR. No entanto,
€ essencial que as autoridades sanitarias avaliem a repercussédo na saude Publica
do aumento do isolamento deste sorovar em carne de frango.

As regides do Parana que abatem frangos e Salmonella spp. foi isolada

foram Oeste, Centro Ocidental, Norte Central e Noroeste (figura 1).

Figura 1: Mapa do Parana dividido em regides.
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Os sorovares de Samonella mais prevalentes do Parana no ano de 2009
estdo apresentados na tabela 2. Na regido Centro Ocidental entre 20 isolados foram
identificados 15 diferentes sorovares. Na regido Norte-Central entre 80 isolados
foram identificados 23 diferentes sorovares com predominio de S. Corvallis e S.
Mbandaka. Na regido Oeste foram encontrados 26 sorovares diferentes sendo que
S. Minnesota foi isolada em 22 das amostras, seguida de S. Mbandaka, S. Newport
e S. Schwarzengrund com 11 cada. NA regiao Noroeste foram encontrados 6
sorovares.

Tabela 2: Sorovares de Salmonella encontrados nas regibes Centro Ocidental,
Noroeste, Norte Central e Oeste do Parana.

Regido do Parana Sorovares (niumero de isolados)

Centro Ocidental (total: 20 Corvallis (2), Enteritidis (2), Gafsa (2), Mbandaka (2),

isolados) Schwarzengrund (2) Salmonella enterica* (2), Anatum (1),
Cerro (1), Grumpensis (1), Infantis (1), Orion (1), Panama (1),
SaintPaul (1), Worthington (1)

Noroeste (total: 6 Salmonella entérica**(1), Minnesota (1), Orion (1), Oslo (1),
isolados) Saintpaul (1), Schwarzengrund (1)

Norte Central (total: 80 Corvallis (13), Mbandaka (13), Anatum (8), Enteritidis (5)

isolados) Infantis (5), Livingstone (4), Minnesota (5), Muenchen (4),
Schwarzengrund (4), Grumpensis (3), Derby (2), Gafsa (2),
Senftenberg (2), Braenderup (1), Ealing (1), Salmonela
enterica*** (1), Hadar (1), Havana (1), Newport (1), Orion (1),
Saintpaul (1), Tennessee (1), Typhimurium(1)

Oeste (total: 112 isolados) Minnesota  (22), Mbandaka  (11), Newport  (11),
Schwarzengrund (11), Saintpaul (10), Enteritidis (7) Agona (6),
Typhimurium (6), Salmonela enterica****(5), Ohio (4),
Bredeney (3), Orion (3), Infantis (2), Muenchen (2), Rissen (2),
Albany (1), Corvallis (1), Derby (1), Hadar (1), Havana (1),
Panama (1), Tennessee (1)

*Salmonella enterica subsp. enterica (0:13,23); Salmonella enterica subsp. enterica (0:4,5:-:1,2)
*Salmonella enterica subsp. enterica (0:6,7:-:e,n,z15)

*** Salmonella enterica subsp. Enterica (0:8:-:1,2)

****Salmonella enterica subsp. enterica (0:3, 10)

**+* Salmonella enterica subsp. enterica (0:3,10:-:1,6)

****Salmonella enterica subsp. enterica (0:4,5:-:1,2)*

****Salmonella enterica subsp. enterica (0:6,7:-:e,n,z15)*

***x* Salmonella enterica subsp. enterica (rugosa)

Os sorovares S. Corvallis, S. Enteritidis, S. Mbandaka, S. Orion e S.
Saintpaul foram encontradas em trés ou mais regides do Parana (tabela 3)
sendo S. Corvallis encontrada em 6 regides e S. Saintpau em 7 regides.
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Tabela 3: Sorovares encontrados em trés ou mais regiées do Parana

Sorovares Regido do Parana (total de isolados)

S. Corvallis Norte-Central (13), Oeste (1), Centro-Oeste, Metropolitana e
Sudoeste (2), Centro Ocidental (2)

S. Enteritidis Norte-Central (5), Oeste (7), Centro Ocidental (2)

S. Mbandaka Norte Central (13), Oeste (11), Centro Ocidental (2)

S. Orion Norte-Central (1), Oeste (3), Centro Ocidental (1), Noroeste
1)

S. Saintpaul Norte-Central (1), Oeste (1), Centro-Oeste, Metropolitana e

Sudoeste (1), Centro Ocidental (1), Noroeste (1)

Alguns sorovares de Salmonella foram encontrados em apenas uma regiao
do Parana (tabela 4) .

Tabela 4: Sorovares encontrados em apenas uma regiao do Parana

Regido do Parana Sorovares (numero de isolados)
(total de isolados)

Centro Ocidental (2) Cerro (1), Worthington (1)

Noroeste (1) Oslo (1)

Norte Central (7) Livingstone (4), Senftenberg (2) Braenderup (1)

Oeste (16) ég);ona (6), Ohio (4), Bredeney (3), Rissen (2), Albany

Nove diferentes sorovares de Salmonella foram isolados de swab de cama
de frango (tabela 5). O sorovar mais frequente foi Corvallis (n=7; 36,8 %).

Doze diferentes sorovares de Salmonella (n=24) foram isolados no presente
trabalho de amostras de farinha de carne e de visceras de frango de corte
provenientes do estado do Parana. Os sorovares Anatum (n=4; 16,7 %) e Mbandaka
(n=4; 16,7 %) foram os mais isolados.

As farinhas de origem animal sédo constantemente mencionadas na literatura

como sendo a principal fonte de contaminacdo de racdes por Salmonella spp. e,
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conseguentemente, transmisséo para as aves (GABIS, 1991; JONES et al., 1991). O
uso de racdes ndo contaminadas com Salmonella spp. representa o primeiro passo
no controle e reducéo desta bactéria nesses animais.

A participagéo da ragdo e seus componentes como fonte de Salmonella para
as aves de granjas comerciais foi demonstrada por Berchieri Janior et al (1993) e
Souza (2000) que isolaram diversos sorovares de Salmonella. Para esses autores a
farinha de carne € considerada o principal veiculo de Salmonella para granjas

avicolas.

Tabela 5: Sorovares de Salmonella isolados de swab de cama de frango e de
farinha de carne e visceras de frango em 2009 no estado do Parana.

Swab de cama de frango Farinha de carne e de visceras
Sorovar de Numero (% do Sorovar de Numero (% do
Salmonella isolado  total identificado) Salmonella isolado total identificado)
Corvallis 7 (36,8) Anatum 4 (16,7)
Mbandaka 3 (15,8) Mbandaka 4 (16,7)
Infantis 2 (10,5) Corvallis 3(12,5)
Schwarzengrund 2 (10,5) Infantis 3(12,5)
Gafsa 1(5,3) Grumpensis 2 (8,3)
Grumpensis 1(5,3) Livingstone 2 (8,3)
Panama 1(5,3) Ealing 1(4,2)
Senftenberg 1(5,3) S. enterica * 1(4,2)
Tenessee 1(5,3) Enteritidis 14,2
Muenchen 1(4,2)
Orion 1(4,2)
Schwarzengrund 1(4,2)
Total 19 (100,0) Total 24 (100,0)

*S. enterica subsp. enterica (0:6,7:-:e,n,z15)

Avaliando os dados epidemiolégicos de salmonelose no Estado do Parana
entre 1999 a 2004, Alcocer (2004) observou que 89,8% das cepas de Salmonella
isoladas dos alimentos envolvidos nos surtos eram do sorovar Enteriditis. Além
disso, carne de aves, ovos e derivados foram os principais alimentos responsaveis
pelos surtos ocorridos nesse periodo. No presente estudo pode-se verificar que SE
esteve presente nas regifes analisadas; sudoeste, noroeste e centro-oeste; com as
respectivas prevaléncias, 5,20%, 4,54% e 10%.

Porcentagens crescentes estdo sendo registradas no Brasil desde o primeiro
relato da ocorréncia de SE em aves, realizado por pesquisadores da Universidade

de S&o Paulo. Dados Epidemioldgicos do Instituto Adolfo Lutz indicam que no
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periodo entre 1991 e 1995, a porcentagem de isolamento de S. Enteritidis passou de
1,2% para 64,9% entre as amostras humanas e de zero para 40,7% para as
amostras nao-humanas (SILVA; DUARTE, 2002). Santos et al. (2002) identificaram
SE em 69,8% das amostras de alimentos envolvidos em surtos alimentares
ocorridos no Estado do Rio Grande do Sul, entre 1995 e 1996. No Estado de Séo
Paulo, no periodo de 1996 a 2003, SE foi identificada em 67,4% dos isolados de
fonte humana (FERNANDES et al., 2006). Demonstrando que SE emergiu como um
grande problema avicola e de saude publica no Brasil a partir de 1993
(FERNANDES et al., 2003; SILVA; DUARTE, 2002).

No Parana, a partir de 1995, a salmonelose passou a ser a principal doenca
transmitida por alimentos e no periodo de janeiro de 1999 a dezembro de 2008, 286
surtos de salmonelose ocorreram neste Estado. Na tabela 6 estdo apresentados os
dados epidemioldgicos fornecidos pelo Laboratério de Bacteriologia do LACEN,
Curitiba, PR que analisa material biolégico de pacientes com suspeita de
salmonelose. Os dados sdo provenientes de diferentes Regionais de Saude do
Parana sendo referentes a 40 surtos de gastrenterite e 68 casos esporadicos de
salmonelose perfazendo um total de 182 gastrenterites, 13 bacteremias, uma
infecc@o urindria, e duas infec¢des de ferida. Nestes dados ndo estdo computados
0os surtos de salmonelose diagnosticados no Laboratério de Bromatologia do
LACEN, Curitiba, PR que analisa os alimentos associados aos surtos porque esse
Laboratério ndo tem como rotina a identificacdo do sorovar das cepas de Salmonella
isoladas.

Todos os sorovares associados a casos esporadicos e surtos salmonelose
ocorridos no Parana em 2009 e 2010 também foram isolados de carne de frango
(tabela 1) ou de material avicola (tabela 5) em 2009, com excecédo de S. typhi, S.
Adelaide e S. enterica subsp. houtenae. Embora ndo tenha sido feito nenhuma
avaliacdo molecular de semelhanca entre as cepas isoladas € muito provavel que
produtos avicolas ainda continuem sendo importantes veiculos de transmissao de
Salmonella para o ser humano no Parana.

O sorovar S. Corvallis, responsével por dois casos de infeccdo esporadica
de salmonelose em 2010, ndo tinha sido associado a essa infec¢cdo, porém ja havia
sido isolado anteriormente de material biologico avicola (SOUZA et al., 2011)

Embora ndo tenha sido saber se a diminuicdo na porcentagem de

contaminagao por Salmonella spp. e, principalmente, pelo sorovar Enteritidis na
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avicultura levou a um impacto positivo na Saude Publica € muito importante o
continuo monitoramento e a melhoria do diagndéstico de casos esporadicos e de
surtos de infecgdo humana. Medidas de biosseguridade permitiram em meados de
1980 a abertura de um nicho ecolégico para S. Enteritidis. De modo semelhante, as
medidas aplicadas atualmente para o controle de SE poderdo resultar em sua
substituicdo por outro sorovar, 0 que precisa ser avaliada pelas autoridades

sanitarias.
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Tabela 6: Sorovares de Salmonella isolados de material biolégico humano
associados a surtos e casos de salmonelose ocorridos no Parana de 2004 a 2010.

Ano

Sorovar 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | Total | %

S. Enteritidis 44 29 13 15 34 4 9 148 | 67,0
S. Typhimurim 4 1 3 4 3 7 7 29 13,0
S. London 1 1 2 0,9
S. Newport 1 1 0,45
S. Gloucester 1 1 0,45
S. Schwarzengrund 2 2 0,9
S. Infantis 2 1 1 1 5 2,26
S.Dublin 1 1 0,45
S. Typhi 1 1 1 3 | 1,36
S. SaintPaul 1 1 0,45
S. Panama 1 1 2 4 1,8
S. Johannesburg 4 4 1.8
S. Derby 2 2 0,9
S. enterica® 2 2 4 1,8
S. Anatum 1 1 2 0,9
S. Javiana 1 1 0,45
S. Corvallis 2 2 0,9
S. Muechen 2 2 0,9
S. Bredeney 1 1 0,45
S. Grumpensis 1 1 0,45
S. Adelaide 1 1 0,45
S. enterica® 1 1 0,45
S. enterica® 1 1 0,45
S. enterica® 2 2 0,9
TOTAL 53 33 25 22 43 17 28 221 100

''S. enterica subsp. enterica 4,5,12:i:-
% 3. enterica subsp. enterica 4,5

¥ S. enterica subsp. enterica 3,10:eh
* S. enterica subsp. houtenae

Fonte: Sénia M.S.S. Farah. Setor de Bacteriologia, Laboratério Central do Parana (LACEN, Curitiba,
PR)
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CONCLUSAO

Embora a frequiéncia do isolamento de S. Minnesota tenha aumentado, esse
sorovar ndo foi associado a casos esporadicos e surtos de salmonelose ocorridos
em 2009 e 2010 no Parana. No entanto, é essencial que as autoridades sanitarias
avaliem a repercussdo na saude Publica do aumento do isolamento deste sorovar

em carne de frango.
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ANEXO
Amostras

Foram analisadas 947 amostras de carne bovina, e de frango produzidas no Parana
empregando o método imunolégico VIDAS® (Bio Merieux), 5825 utilizando o método
molecular BAX® (DUPONT-QUALICOM) no periodo de marco de 2009 & marco de
2010 e 2442 utilizando o método molecular BAX® (DUPONT-QUALICOM) no
periodo de Janeiro a Junho de 2011 .

Foram analisadas 72.442 amostras de produtos carneos lacteos e derivados nos
anos de 2008, 2009, 2010 e 2011, de acordo com a tabela abaixo.

ANO N° total de N° amostras N° Amostras N°
amostras analisadas analisadas Amostras
analisadas VIDAS BAX analisadas

Tradicional

2008 Total 19847 9695 0 10152

Aves 10381 7180 0 3201
Bovinos 543 147 0 396
Suinos 573 25 0 548
Outros 8350 2343 0 6007
2009 Total 23804 1026 5414 17364
Aves 12451 760 4010 7682
Bovinos 652 16 82 554
Suinos 688 3 14 672
Outros 10013 248 1308 8457
2010 Total 24387 0 4701 19686
Aves 12756 0 3482 9274
Bovinos 668 0 71 597
Suinos 705 0 12 693
Outros 10258 0 1136 9122

Jan- Total 5582 0 2303 3279

Abril

2011 Aves 2919 0 1706 1213

Bovinos 152 0 35 117
Suinos 84 0 6 78
Outros 2427 0 557 1870




