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RESUMO

Com o objetivo de validar metodologias analiticas alternativas para detecgao
de Salmonella spp e Listeria monocytogenes em amostras de carcagas de frango,
carnes suinas cruas e, derivados carneos processados naturalmente
contaminados, foram analisadas 503 amostras para detec¢cdo de Salmonella spp
e 334 amostras para detecgao de L. monocytogenes.

Na analise de Salmonela spp em amostras de carnes suinas e carcacas de
frango, o método AOAC 993-07 (MSRV Acumedia), apresentou maior
sensibilidade, seguido do método PCR BAX System®, do Método AOAC 993-07
(MSRV Oxoid) e, do método de referéncia ISO 6579. Segundo o teste néo
paramétrico de McNemar, ha diferenga significativa na comparagdo do método
AOAC 993-07 (MRSV Acumedia) e o método ISO 6579, entre o método ISO 6579
e 0 método BAX System®, entre 0 método AOAC 993-07(MRSV Oxoid) e 0 BAX
System® e entre os métodos AOAC 993-07 entre si. Ndo houve diferenca
significativa entre os métodos Bax System® e AOAC 993-07 (MRSV Acumedia), e
ISO 6579 versus o método 993-07 (MRSV Oxoid).

Para a analise de L. monocytogenes em amostras de carnes cruas e produtos
processados o método BAX System® apresentou maior sensibilidade, seguido
pelo método I1ISO 11290-1/A1, USDA/FSIS modificado e ISO modificado. Ha
diferenca significativa entre os métodos 1ISO 11290-1/A1 e o BAX System®, 1SO
modificado e o método BAX System®e entre o método USDA/FSIS modificado e o
BAX System®: Nao ha diferenca significativa entre os métodos ISO 11290-1/A1 e
o método USDA/FSIS modificado, entre o método ISO 11290-1/A1 e o método
ISO 11290-1/A1 modificado, e, finalmente, entre os métodos ISO 11290-1/A1
modificado e USDA/FSIS modificado.

Avaliou-se também a aplicagdo do Teste de McNemar para a comparacgao de
proporcbes em amostras dependentes para verificar a conveniéncia da
substituicio de um método convencional por um novo, na identificagcdo da
presenca de Salmonella spp. Resultado deste estudo mostrou que o Teste de
McNemar nem sempre é suficiente para a tomada de decisao final do pesquisador
em amostras naturalmente contaminadas e que funcdes apropriadas das
proporcoes necessitam ser estimadas. Neste sentido, o Poder de Teste de
McNemar (1 - erro tipo Il) foi aqui também estudado no capitulo 4.

Palavras chaves: Métodos 1SO, AOAC, USDA/FSIS, BAX System®, Salmonella ,
Listeria monocytogens, carnes e produtos carneos



ABSTRACT

In order to evaluate alternative analytical methodology for Salmonella spp
and Listeria monocytogenes detection in samples from chicken carcasses, raw
pork meat and processed meat derivates naturally contaminated, 503 samples
were analyzed for Salmonella spp detection and other 334 samples for L.
monocytogenes detection.

In analysis for Salmonella spp in samples from pork meat and chicken
carcasses, the AOAC 993-07 (MSRV Acumedia) method presented higher
sensitivity, followed by the PCR BAX System® method, the AOAC 993-07 (MSRV
Oxoid) method and the reference method ISO 6579. According to the non
parametric test from Mcnemar, there is a significant difference when compared to
the AOAC 993-07 (MRSV Acumedia) and ISO 6579 methods, between ISO 6579
and BAX System® methods, between the AOAC 993-07(MRSV Oxoid) and the
BAX System® and, between AOAC 993-07 methods amongst themselves. There
isn‘t a significant difference when compared the Bax System® and AOAC 993-07
(MSRV Acumedia) and between ISO 6579 and the 993-07 method (MSRV Oxoid).

For the L. monocytogenes analysis in raw meat and processed products
samples the Bax System® method presented higher sensibility, followed by the
ISO 11290-1/A1, USDA/FSIS modified and the ISO modified. There is a significant
difference between the 1ISO 10290-1/A1 method and the BAX System®, modified
ISO and the BAX System® and between the modified USDA/FSIS and the BAX
System®; There is no significant difference between the 1ISO 11290-1/A1 and the
USDA/FSIS modified methods, between the I1ISO 11290-1/A1 method and the
modified 1ISO 11290-1/A1 method, and finally between the modified ISO methods
and the modified USADA/FSIS.

The McNemar test application was also evaluated for the dependent samples
proportions comparison in order to verify the convenience of the substitution for a
conventional method for a new one, for the identification of Salmonella spp
presence. Results from this study showed that the McNemar Test is not always
sufficient for a final decision making from the researcher in naturally contaminated
samples and that appropriated functions from the proportions needed to be
estimated. This way, the McNemar test Power (1 - error type Il) was here studied
in chapter 4.

Keywords: Métodos 1SO, AOAC, USDA/FSIS, BAX System®, Salmonella ,
Listeria monocytogens meat and meat products, broiller carcasses
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INTRODUCAO

Os consumidores esperam que os alimentos estejam livres de qualquer agente
contaminante que lhes possam causar danos a saude, seja este contaminante
fisico, quimico ou bioldgico.

A produgédo e a industrializagdo de alimentos isentos de bactérias patogénicas
se tornam dificeis na pratica, mesmo com a aplicacdo das Boas Praticas de
Manufatura e dos Procedimentos Padrao de Higiene Operacional nas industrias
de alimentos, que sdo as bases essenciais da seguranga da qualidade para
programas como APPCC (Analise dos Perigos e Pontos Criticos de Controle)
(SALLES, et al., 2002).

Também, restricbes tecnoldgicas, mesmo em processos conduzidos dentro
das normas de higiene, possibilitam a sobrevivéncia de patdgenos naturalmente
presentes no alimento e no ambiente. Embora nestes casos o numero destes
patdgenos seja pequeno, eles podem ser detectados em meios de cultivos
adequados.

Dentre os principais patdogenos encontrados em diversos tipos de alimentos,
destacam-se Salmonella spp e Listeria monocytogenes, reconhecidamente
causadores de enfermidades transmitidas por alimentos.

Salmonella sp € um microrganismo amplamente difundido na natureza, sendo
o homem e animais seus principais reservatorios naturais (JAY; 2005). A
salmonelose € uma infecgdo de carater agudo ou crénico, apresentando-se como
uma gastrenterite, febre entérica e septicemia (ICMSF; 1996) e muitas vezes
relacionada ao consumo de carnes cruas, principalmente de aves, ovos e
produtos derivados.

As manifestagdes associadas com Listeria monocytogenes incluem desde
sintomas semelhantes a um simples resfriado com febre baixa e mal estar, que
pode passar despercebido, ou evoluir para meningite, meningoencefalite,
septicemia, aborto ou parto prematuro. ldosos, recém-nascidos, gestantes e
individuos imunocomprometidos sdo mais susceptiveis a doengas causadas por
Listeria monocytogenes (McLAUCHLIN; 1997).

Listeria monocytogenes esta distribuida amplamente no ambiente; se encontra

em solos, agua, aguas residuais e vegetacdo em decomposicdo. E comum no



intestino de humanos e animais domésticos, produtos agricolas frescos e meio
ambiente da area de processamento na industria (TOMPKIN et al., 2001). Esta
bactéria tém sido isoladas de diferentes alimentos, tais como leite cru e
pasteurizado, queijo, carne bovina, suina, de aves, peixes, embutidos, carne
moida de diferentes animais, produtos carneos crus e termoprocessados, além de
produtos de origem vegetal, de origem marinha, e refeicbes preparadas. Estes
isolamentos tém sido realizados em varios paises, incluindo o Brasil (FRANCO &
LANDGRAF; 2003).

Listeria € uma bactéria capaz de se desenvolver lentamente em temperaturas
de refrigeracdo, mas é sensivel a baixos valores de pH de alimentos acidos
(iogurte e algumas frutas) e ao calor, sendo facilmente destruida pelo cozimento
convencional. Pelo fato de se encontrar em qualquer ambiente frio e Umido, pisos
molhados e outras superficies freqlientemente apresentam uma alta populagao de
espécies de Listeria spp. Devido ao seu alto poder de difusdo, o microrganismo é
constantemente reintroduzido ao meio ambiente da area de processamento na
industria. Os esforgos excessivos para controlar Listeria monocytogenes podem
reduzir o nivel de contaminagdo, mas nao se pode, com as tecnologias atuais,
erradicar esse microrganismo da area de processamento na industria, nem
eliminar completamente o potencial de contaminagdo dos produtos terminados
(TOMPKIN et al., 2001).

A necessidade dos produtores de alimentos em melhorar cada vez mais a
performance de qualidade e diminuir cada vez mais a ocorréncia de patdégenos
presentes em alimentos, faz com que também haja a necessidade paralela de
melhoria tecnolégica quanto a detecgdo de patdbgenos em alimentos,
particularmente métodos automatizados e mais rapidos.

Atualmente, os métodos analiticos para analise de Salmonella spp (método
ISO - International Standards Organization - 6579) e Listeria monocytogenes
(ISO 11290-1/A1 e Unit States Department of Agriculture/Food Safety and
Inspection Services (USDA/FSIS) 3° edigdo,1998) demandam tempo e trabalho
para chegar ao diagnostico final da analise, devido aos varios passos de
transferéncia de indculos, apds incubagdo, necessarios para a execugao dos

métodos mencionados.



O tempo transcorrido entre o inicio e fim da analise microbioldgica cria uma
necessidade de estocagem da producdo (necessidades de frio, espacgo fisico,
estruturas mais inchadas de logistica de distribuicdo, etc) até que se tenha o
resultado da analise para que se possa deliberar sobre o destino da produgcao
diaria dos alimentos. Deriva deste fato custos adicionais de produgao, que recaem
para o consumidor.

Quanto maior for o tempo da analise, maior sera o tempo para a tomada de
acdes corretivas e preventivas em casos de desvios de qualidade do processo,
quando monitorados por analises microbioldgicas.

Por estas razdes, a busca de novos métodos analiticos e adaptacdes
criteriosas dos métodos ja existentes que possam reduzir o tempo para o
resultado final, desde que comprovada sua eficacia, levam a uma rapida resposta
para a solugdo de possiveis problemas de ordem microbiolégica durante a
producao de alimentos no nivel industrial, o qué, por consequéncia, leva a uma
garantia de qualidade maior para o consumidor, além da possibilidade de
diminuicdo de custos pela diminuicdo de estruturas fisicas e outros recursos

necessarios para estocagem da produgao.

Necessario também €& manter o controle da prevaléncia de determinados
patdgenos, como Salmonella spp e Listeria monocytogenes, e na mudanga de
um meétodo mais produtivo que outro, este fator possa ser levado em
consideragcao ndao como um defeito de processo, mas sabidamente devido a
eficacia da metodologia usada na pesquisa. A Norma ISO 16140:2003(E)
preconiza que se facam 60 amostras por tipo de alimentos para validacdo de um
método alternativo usando o teste de McNemar para determinar significancia ou
nao entre os métodos testados. Introduzimos aqui o conceito do erro tipo Il —
Poder do Teste de McNemar - para avaliagéo da validagdo de metodologias, pois
pode-se aceitar, por exemplo, que um teste novo seja aceito mesmo com
diferenca significativa no teste de McNemar, desde que o percentual de
discordantes no teste ndo seja maior do que o estabelecido pelo pesquisador, o
que pode perfeitamente acontecer quando o numero de amostras testadas é
“grande” (OGLIARI et al., 2007).



1 OBJETIVO GERAL

Comparar o desempenho entre os diferentes métodos analiticos, AOAC -
Association of Official Analytical Chemists - 993-07/995-07, ISO 6579 e BAX
System® (DuPont-Qualicom) na detecgdo de Salmonella spp e entre os métodos
ISO 11290-1/A1, ISO 11290-1/A1 modificado, USDA/FSIS modificado e o BAX
System® (DuPont-Qualicom) na detecgdo de Listeria monocytogenes em carnes e

produtos carneos naturalmente contaminados.

1.1 Objetivos Especificos
1.1.1 Comparar o desempenho entre os métodos ISO 6579, AOAC 993-07/995-07
(avaliando-se o MSRV - Agar Semi-solido Rappaport-Vassiliadis
Modificado da marca Oxoid e da marca Acumedia) e o BAX System®
(DuPont-Qualicom), na detec¢do de Salmonella spp em amostras de
carcacgas de frango e carnes suinas, naturalmente contaminadas, conforme

descrito abaixo:
a) Método ISO 6579 com o BAX System®;

b) Método da AOAC (MSRV-Semi-Sdlido Rappaport-Vassiliadis Modificado
- Oxoid) com o BAX System®:;

c) Método da AOAC (MSRV-Semi-Solido Rappaport-Vassiliadis Modificado

- Acumedia) com o BAX System®;

d) Método da AOAC (MSRV-Semi-Sdlido Rappaport-Vassiliadis Modificado
- Acumedia) com o Método da AOAC (MSRV-Semi-Sdélido Rappaport-
Vassiliadis Modificado - Oxoid)

e) Método ISO 6579 e o método da AOAC (MSRV-Semi-Sdlido Rappaport-
Vassiliadis Modificado - Oxoid);



f) Método ISO 6579 com o método da AOAC (MSRV-Semi-Sdlido
Rappaport-Vassiliadis Modificado - Acumedia);

1.1.2 Comparar o desempenho entre os métodos ISO 11290-1/A1, ISO 11290-
1/A1 modificado (substituicido do Caldo Fraser por Caldo MOPS-BLEB),
USDA/FSIS modificado (substituicio do Agar Oxford por Agar ALOA) e o
BAX System® (DuPont-Qualicom); na detecgdo de Listeria monocytogenes
em salsichas, bacon fatiado, carcagas de frango e cortes de carne suina

naturalmente contaminada, conforme descrito abaixo:

a) Método 1ISO 11290-1/A1 com o BAX System®.

b) Método ISO 11290-1/A1 modificado com o BAX System®;

c) Método ISO 11290-1/A1 com o método ISO 11290-1/A1 modificado;

d) Método USDA/FSIS modificado com o BAX System®.

e) Método USDA/FSIS modificado com o método ISO 11290-1/A1;

f) Método USDA/FSIS modificado com o método I1ISO 11290-1/A1
modificado.

g) Avaliar a concordancia de amostras com reagao de esculina positiva ou

negativa com o sucesso no isolamento de Listeria spp.

1.1.3 Avaliar a aplicacdo do Teste de McNemar para a comparacdo de
proporcdes em amostras dependentes para verificar a conveniéncia da
substituicio de um método convencional por um novo, na identificagdo da
presenca de Salmonella spp, introduzindo o calculo do Poder do Teste de
McNemar segundo Ogliari et al., (2007) na avaliagdo do desempenho de novos

métodos analiticos.
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CAPITULO 1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 SALMONELLA

Salmonela é uma das principais bactérias envolvidas em surtos de doencgas de
origem alimentar como febre tifoide, febre entérica e enterocolites, sendo
amplamente disseminada e apresentando grande impacto na saude e economia
mundial, tendo o0 homem e animais como seu principal reservatorio (JAY; 2005).

Este género pertence a familia Enterobacteriaceae e é caracterizado por um
grupo de bacilos mesdfilos, gram-negativos, ndo produtores de esporos,
anaerobio facultativo e na sua grande maioria produtores de gas a partir da
glicose. Sao conhecidos 2.324 sorotipos de salmonela que séo classificados de
acordo com sua composicao antigénica: antigenos somaticos (O), flagelares (H) e
capsulares (Vi) (id, ibid). A classificacdo e a nomenclatura de salmonela sofreu
varias modificacbes nos ultimos anos e, atualmente, estdo colocadas em duas
espécies, S. enterica e S. bongori, com mais ou menos 2.000 sorotipos, sendo
divididos em 5 subespécies ou grupos, a maioria dos quais esta classificada na
chave da espécie tipo, S. enterica, que compreende as seguintes subespécies:
grupo Il (S. enterica subsp. salamae); grupo llla (S. enterica subsp. arizonae);
grupo llIb (S.enterica subsp. diarizonae); grupo IV (S. enterica subsp. houtenae);
e o grupo VI (S. enterica subsp. Indica)_( JAY; 2005). Os bacilos sdo normalmente
moveis atraveés de flagelos peritriquios, ainda que se possam observar mutantes
imoveis, e o sorotipo Pullorum-Gallinarum é sempre imével (FRANCO &
LANDGRAF; 2003).

O principal habitat de salmonela é o trato intestinal de animais tais como, aves,
particularmente perus e galinhas, sendo muito comum também em suinos,
bovinos e equinos. Carnes cruas e mal cozidas, leite cru, ovos e seus respectivos
derivados, sdo veiculos frequentes do microrganismo, sendo frequentes também
as contaminacdes cruzadas de matérias primas e alimentos processados, tanto
de origem animal como vegetal (GARRICK & SMITH; 1994).



Atualmente, Salmonella spp € um dos microrganismos mais frequentemente
envolvidos em surtos de doengca de origem alimentar em diversos paises. A
preocupacao com a ubiquidade de Salmonella spp, e com os efeitos decorrentes
de sua veiculacdo pelos alimentos tem extensdo internacional. As tentativas
visando o seu controle tém mobilizado os 6rgéos responsaveis pela saude publica
com ponderaveis repercussdes de ordem econdmica, resultantes de medidas
acauteladoras impostas a industria e ao comércio local e internacional (PARDI et
al., 1995). O crescente comércio internacional de animais e ragdes favorece a
distribuicao da salmonelose (BARROS et al., 2002).

A maioria de surtos de salmonelose ocorre, tipicamente, em banquetes ou no
servico de refeicdes coletivas. Nos Estados Unidos, foram registrados 11.834
casos de salmonelose no ano de 2008 (CDC, 2008), enquanto na Comunidade
Européia, um total de 170.497 casos de salmonelose humanas foi registrado em
2005 (The European Food Safety Autority - EFSA Journal, 2008).

O habito de consumo de brotos de sementes, por pessoas que procuram
buscar energia e vitalidade pela alimentacdo saudavel, transformou-se numa
industria rentavel, porém vem ocasionando surtos com bactérias patogenicas
como Salmonella spp. Foram relatados 1.917 casos confirmados de salmonelose,
associados ao consumo de brotos e sementes de alfafa e mostarda, e
identificacdo de varios sorovares em paises como o Reino Unido, Estados
Unidos, Suécia, Irlanda, Canada, entre os anos de 1988 e 1998 (BARROS et al.,
2002).

As principais causas que levam ao aumento da salmonelose veiculada por
alimentos sdo: aumento de elaboracdo de produtos em forma de massa, que
favorece a disseminacao de Salmonella spp; os procedimentos inadequados de
armazenamento, que devido as atuais condicbes de vida sdo acumulados em
excesso; o costume cada vez mais frequente de comer produtos crus ou
insuficientemente aquecidos; o aumento do comércio internacional; a diminuigcao
de resisténcia as infecgdes, devido ao aumento dos niveis de higiene pessoal
(JAY, 2005).



Jay (2005) cita ainda, a ocorréncia de dois maiores surtos de salmonelose
registrados nos EUA, que aconteceram em circunstancias incomuns. O maior
ocorreu em 1994 acometendo mais de 224.000 pessoas, devido a S. Enteritidis,
atingindo 41 estados. O veiculo foi sorvete produzido de leite que fora
transportado em um caminhao-tanque, que anteriormente havia transportado ovo
liquido. O segundo grande surto ocorreu em 1.985 e envolveu cerca de 200.000
pessoas, devido a S. Typhimurium, proveniente de leite semidesnatado.

Inimeros surtos de toxinfeccdo alimentar causado por Salmonella spp séo
conhecidos, envolvendo os mais variados tipos de alimentos. Verifica-se, no
entanto, que a carne de aves e outros tipos de carne sdo mais frequentemente
envolvidos. Salmonelose associada a lacticinios, € causada por leites crus ou
pasteurizado inadequadamente e também por queijo. Quanto a produtos
derivados de ovos, os mais freqientemente envolvidos em surtos sao as saladas
a base de ovos, sorvetes e outras sobremesas de fabricagdo caseira (FRANCO &
LANDGRAF; 2003).

Alves et al., (2001) relataram um surto ocorrido em S&o Luiz no Maranhao,
Brasil, onde algumas pessoas que participaram de um jantar, apresentaram
quadro clinico de diarréia, mal estar, colicas e febre, sugestivos de salmonelose.

Apds analise microbioldgica, identificou-se o sorotipo de Salmonella Enteritidis.

1.1 Métodos e meios para isolamento de Salmonella spp

A deteccao de Salmonella spp em alimetos € um trabalho que pode levar de 4
a 7 dias quando a andlise é realizada pela metodologia tradicional 1ISO 6579,
sendo necessarios 3 a 4 dias para obtencao de resultado negativo confirmatério
neste método (BENNETT et al., 1998). Para a industria de alimentos, que retém
seus produtos até a obtencdo dos resultados analiticos frente a um patégeno
qualquer pesquisado , este tempo pode significar perdas econémicas, o que leva
o analista a buscar alternativas analiticas mais rapidas.

Em microbiologia de alimentos, a presenca de um unico organismo patogénico

é considerada significante,”considerando a dose infectante do agente”. Portanto,
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métodos e meios devem ser sensiveis o suficiente para detectar um numero
extremamente reduzido de células (TIEJEN & FUNG; 1995).

Procedimentos padrdes para isolamento de Salmonella spp séo especificados
por organismos internacionais, como ISO (International Standards Organization),
APHA (American Public Health Association), AOAC (Association of Official
Analytical Chemists), IDF (International Dairy Federation), BSI (British Standards )
geralmente apds realizacdo de estudos colaborativos. Contudo, ndo existe uma
unica metodologia que possa ser aplicada para todos os tipos de alimentos (id,
ibid).

A técnica mais utilizada para detecgcdo de Salmonella spp em alimentos é o
método recomendado pela APHA. E um método de cultura classico dividido em
varias etapas de subcultura que, salvo algumas variagdes na selegdo dos meios e
preparo das amostras, pode ser aplicado a qualquer tipo de alimento (SILVA &
EIROA; 1993).

Os métodos tradicionais de deteccao de Salmonella spp em alimentos
envolvem cinco etapas sequénciais: a) o pré-enriquecimento em caldo né&o
seletivo para restaurar células injuriadas a uma condicao fisiolégica estavel; b)
enriquecimento seletivo, no qual a amostra € novamente colocada em caldo de
cultivo contendo reagentes inibitorios que permite a multiplicagdo de Salmonella
spp, enquanto restringe a proliferacdo da maioria das outras bactérias; c)
semeadura em meios solidos seletivos que restringem a multiplicacdo de outras
bactérias que nao Salmonellae; d) testes bioquimicos, que fornecem dados
fenotipicos da cultura isolada; e) sorotipagem para caracterizagao antigénica, que
€ o passo definitivo e prové a identificagao especifica da cultura isolada (BAILEY,
et al., 1991).

Varios métodos tém sido propostos nesses ultimos anos, destacando-se os
imunoensaios enzimaticos (FLOWERS, et al., 1988; CURIALE, et al., 1990),
métodos de hibridizacdo DNA-DNA (FITTS, et al., 1983; CHAN, et al., 1990), 1-2
teste de motilidade (OGGEL, et al.,, 1990) e os métodos de detecgdo por
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motilidade em meios liquidos ou semi-solidos (CHAU & HUANG; 1976; DE
SMEDT, et al., 1986; HOLBROOK, et al., 1989).

O Agar semi-sélido Rappaport-Vassiliadis Modificado (MSRV) é derivado de
melhorias efetuadas ao longo do tempo no Caldo Rappaport. Segundo o Manual
Difco, (1998) o caldo de Rappaport segundo Rappaport, Konforti, Navon (1956),
incubado a 35°C, ¢ baseado na habilidade de Salmonella spp em sobreviver em
um meio de cultura de pressao osmatica relativamente elevada, capacidade de
multiplicagdo em pH reduzido (5,2) e maior resisténcia ao verde malaquita, em
conjunto com uma menor demanda nutricional. Algumas modificacbes foram
introduzidas por Vassiliadis et al., (1976) no caldo Rappaport, como a redugéo na
concentracdo de verde malaquita, o aumento na temperatura de incubacao de
35°C para 43°C e a sua utilizacdo apds uma etapa de pré-enriquecimento. Esta
modificagdo foi denominada meio de Rappaport-Vassiliadis que apresenta uma
maior atividade inibitéria sobre a microbiota competidora do que a férmula original
(XIROUCHAKI, et al., 1982; VASSILIADIS, 1983).

Em estudo realizado por Van Schothorst e Renaud (1983), o caldo Rappaport-
Vassiliadis (RV) permitiu o isolamento de salmonela em 42 amostras ambientais,
enquanto o caldo tetrationato verde brilhante e o caldo selenito-cistina detectaram
apenas 60% e 29% dessas cepas, respectivamente. Kalapothaki et al., (1983)
também relataram a superioridade do caldo Rappaport-Vassiliadis em relagao ao
caldo tetrationato verde brilhante no isolamento de Salmonella spp a partir de
amostras de carnes.

O principio dos meios semi-solidos esta na obtengdo de uma maior
especificidade e facilidade de isolamento das cepas de Salmonella spp porque
estdo combinados em um unico meio de enriquecimento, o crescimento seletivo e
a capacidade de produzir flagelos, caracteristica da maioria das cepas de
salmonela.

Busse, M. (1995), em uma revisao bibliografica sobre meios de enriquecimento
seletivo, concentra sua pesquisa bibliografica no caldo RV e na sua evolugao na
forma do MSRV:
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“Enriquecimento por motilidade é uma técnica antiga (CRAIGIE,
1931). Originalmente ele foi concebido em tubos em U, onde num lado
era inoculado e apos incubacdo as bactérias moOveis poderiam ser
isoladas no outro lado. Stuart e Pivnick em 1965 tentaram isolar
Salmonella de fezes usando esta técnica”.

Stuart e Pivnick (1965) estudaram o caldo selenito com 1,2% de &gar, o caldo
Rappaport com 0,6% de agar e o meio modificado de Rappaport adicionado de
verde brilhante substituindo o verde malaquita. Os melhores resultados foram
obtidos com o meio de Rappaport adicionado de verde brilhante e foi observado
que o uso deste meio seguido de isolamento em Agar EMB (Agar eosina Azul de
Metileno), geralmente, resultava em uma coldnia pura de Salmonella spp.

Outros autores que usaram o procedimento do tubo em “U” foram Banwart
(1968), Harper & Shortrige (1969) e Fung & Kraft (1970). Chau & Huang (1974,
1976) que tentaram aperfeigoar o método testando o efeito do pH, forga ibnica e a
acgao do trifenilmetano na motilidade de enterobactérias. Em 1974, Chau & Huang
desenvolveram um meio de enriquecimento seletivo semi-solido para tubo em "U“,
para a pesquisa de Salmonella spp a partir de amostras fecais. Foi considerado
um meio de cultura eficaz e simples, mas sua seletividade nao era alta, porque
permitia 0 desenvolvimento e migragcdo de outras espécies bacterianas como
Citrobacter freundii e Enterobacter cloacae. Este efeito na seletividade foi
minimizado quando, em 1976, Chau e Huang introduziram na composi¢cdo do
meio, verde malaquita, cloreto de magnésio e novobiocina (20ug/ml). Com o
material coletado na area de migragcdo realizavam testes sorologicos para
antigenos “H* (BUSSE, M., 1995).

Apesar dos meios semi-soélidos nos tubos em “U” permitirem o isolamento de
um grande numero de cepas de salmonela, esses tubos apresentavam
desvantagens como a necessidade de manuseio adequado, maior espago para
incubacédo e a limitacdo do seu uso devido ao formato peculiar (PERALES &
AUDICANA, 1989).

Uma modificacdo do método foi introduzida por Goossens et al., (1984) que

trocaram os tubos em “U” por placas de Petri. Eles usaram o meio de Rappaport
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modificado (Modified Semisolid Rappaport - MSR) contendo 3,2 g de agar, 65 mg
de verde malaquita oxalato e 17,25 g de MQgCl, por litro. Os nutrientes foram
reduzidos para 60% da formulagcdo do Rappaport. Em trabalhos comparativos, o
uso deste meio, incubado por 18 horas sob temperatura de 37°C, aumentou em
22,3% a sensibilidade (deteccdo de amostras positivas) comparada ao método
cultural tradicional (DE SMEDT et al., 1986).

Perales e Audicana (1989) avaliaram o efeito da temperatura de incubagao na
eficiéncia do meio MSR para a detecgao de salmonela a partir de 104 amostras
de produtos carneos. O microrganismo estava presente em 41 amostras, das
quais o0 meio SR (Semi-sdlido Rappaport) incubado a 35°C permitiu detectar
90,2%, o BGA (Brilliant Green Agar), 63,4%, o meio SR incubado a 43°C, 58,5% e
o BSA (Bismuth Sulfite Agar), 46,3%. O meio SR incubado a 43°C foi 100%
especifico, seguido pelo SR a 35°C (72,6%), o BSA (36,6%) e o BGA (25,1%). O
meio SR incubado a 35°C forneceu a melhor combinagcdo sensibilidade-
especificidade. Apesar da incubacdo do meio SR a 43°C ter aumentado a
especificidade do meio de 72,6% para 100%, houve uma perda consideravel de
sua sensibilidade.

Um meio similar foi proposto por De Smedt et al., (1986) contendo 2,7 g de
agar, 37 mg de verde malaquita oxalato e 23,3 g MgCl,. O conteudo de nutrientes
também foi reduzido. Como uma modificagdo do RV, o agar foi chamado MSRV
(modified semisolid Rappaport-Vassiliadis). O mais seletivo, MSR, é incubado a
35-37°C, enquanto para o MSVR foi proposto 43°C (reduzido para 42°C, Baird et
al., 1989). Como toda a familia Rappaport, este meio ndo contem agucares.

Esta modificagcdo de De Smedt (De Smedt et al., (1986) tornou o meio mais
hipertonico. Foi observado que concentragdes mais elevadas de agar resultavam
em zonas de migracdo muito reduzidas e concentragbes menores, apesar de
proporcionar uma detec¢ao mais rapida, tornava o meio instavel e fragil durante o
manuseio das placas de Petri. A concentragao de cloreto de magnésio de 2,33%
e incubacao a 42°C foram suficientes para a inibicdo de Enterobacter cloacae e

Citrobacter diversus. A redugédo da concentracdo de agar de 0,29 % para 0,27%
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aumentava a zona de migragédo, bem como o uso de 0,92% de triptose ao invés
de triptona, resultava na formagdo de zonas de migragdo maiores (BUSSE, M.,
1995). Estes fatores, combinados com uma temperatura de incubagao de 42°C,
permitiram condigdes adequadas para a multiplicagcdo e consequente migragao
das cepas de salmonela (DE SMEDT et al.,, 1986). A adicdo de novobiocina
também ¢ inibitoria para Enterobacter cloacae e Citrobacter freundii (DE SMEDT
et al, 1986; CHAU & HUANG, 1976). Desta forma a eficiéncia desse meio é
decorrente da habilidade de Salmonella spp em migrar através do meio altamente
seletivo que é conferido pela presenca de oxalato de verde malaquita, cloreto de
magnésio, novobiocina, temperatura de incubacao a 42°C (O'DONOGUE et al.,
1992) e pH reduzido, o que minimiza a migragdo da maioria das
Enterobacteriaceae mdveis, exceto espécies de Salmonella spp.

De Smedt & Bolderdjik (1987) demonstraram que um pequeno numero de
células (60 UFC/mL) podiam ser recuperadas, mesmo que o numero de bactérias
competidoras estivessem na ordem de 10’. Segundo estes autores, o isolamento
pelo método tradicional, utilizando o caldo TBG (Tetrationato Verde Brilhante),
depende do numero de competidores, enquanto que o isolamento no meio MSRV
independe do alto numero de microrganismos competidores.

De Smedt & Bolderdjik (1990), em estudo colaborativo com amostras de cacau
em po e chocolate, encontraram diferenga significativa ao comparar o MSRV
versus o RV, mas o efeito foi devido a presencga de 3 cepas de 11 que eram de
Salmonella spp lactose positiva. Quando as cepas lactose positiva foram
excluidas da analise estatistica ndo foram observadas diferencas no estudo.
Quando cepas imoveis de Salmonella spp sao esperadas, De Zutter et al., (1991)
recomendam que o crescimento nas placas de MSRV que nao apresentarem
migragao seja semeado em algum outro agar seletivo.

Amostras contendo microrganismos que nao sao capazes de migrar a 42°C,
mas sim em temperaturas inferiores, podem resultar em falso-positivas devido a
temperaturas de incubagdo menores que 42°C ou prolongada permanéncia a

temperatura ambiente apds periodo de incubagdo. Deste modo, além do controle
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da temperatura da incubadora, € importante a leitura das placas logo apds a
retirada do meio da estufa incubadora (O'DONOGUE et al., 1992).

A superficie do meio MSRYV ¢ inoculada com 0,1 mL de cultura pré-enriquecida
(motilidade em enriquecimento direto) em 3 gotas equidistantes apds 20 mais ou
menos 2 horas de incubagao, podendo também ser inoculado a partir de outros
caldos seletivos (motilidade em enriquecimento indireto) apos 8 mais ou menos
0,5 horas de incubacéo (BOLDERDJJK & MILAS., 1996).

Os métodos de detecgao por motilidade sao técnicas de cultura mais simples.
Os resultados negativos e presuntivamente positivos podem ser obtidos em 48
horas. Ele consiste em promover o pré-enriguecimento das amostras, nas
mesmas condicdes recomendadas pelo método classico, passando-se em
seguida para uma etapa simultdnea de enriquecimento seletivo e plaqueamento
diferencial em MSRV. O agar semi-sélido permite a diferenciacdo de Salmonella
spp apds 24 horas de incubacdo a 42°C, em fungdo da ativa motilidade neste
meio, em contraposi¢do a incapacidade de migragcdo dos competidores na
mesma velocidade (SILVA e EIROA; 1993).

As cepas de salmonela, se presentes na amostra, formam zonas de migracao
circular na superficie do meio MSRV atingindo de 10 a 40 mm de raio em 24
horas de incubagdo a 42°C, enquanto os demais microrganismos (Enterobacter
cloacae, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis) sdo totalmente inibidos ou, quando
se desenvolvem , as zonas circulares de migragéo nao ultrapassam raios de 4 a 6
mm (DE SMEDT et al.,1986). Esta migracéo € caracterizada por uma zona turva
esbranquigada ao redor da gota de inoculagéo, que pode se espalhar por toda a
extensao da placa. Se o meio permanecer de coloragao azul, sem formagao de
zona turva, o teste é considerado negativo (auséncia de Salmonella spp mével). O
crescimento de microcolénias em volta da gota ndo é considerado como
migracao. O resultado falso-negativo ndo deve ocorrer com o meio MSRV porque
Salmonella spp, ao se mover por quimiotaxia através do meio, forma os halos de
migragdo que facilitam a visualizagdo de seu crescimento, o que ndo acontece
com os competidores (DE SMEDT et al., 1994).
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Cepas nao produtoras de H,S também sao facilmente detectadas no meio
MSRYV, uma vez que a caracterizacdo da presenca de Salmonella spp neste meio
nao depende da habilidade da bactéria produzir H,S. Em combinagdo com
semeadura em BPLS (Agar Verde Brilhante Fenol Lactose Sacarose), a sorologia

com cultura pura a partir do BPLS é tao possivel quanto a partir do MSRV (DE
SMEDT et al.,1994).

Devido a baixa incidéncia de sorotipos de salmonela iméveis (<0,1%) e ao
percentual de amostras negativas para salmonela (90%), os métodos de deteccao
baseados na motilidade tém tido reconhecimento na rotina laboratorial, e entre
eles o MSRV, por apresentar um numero reduzido de falsos-positivos resultando
em rapidez na analise, e, consequentemente, reducdo de custos de
armazenamento para a industria de alimentos em geral (OGGEL et al.,1990).

Em janeiro de 1993, a Association of Official Analytical Chemists (AOAC)
adotou, preliminarmente, o método MSRV para a detecgdo de salmonela em
amostras de cacau e produtos achocolatados e, em 1995, para dried milk
products apds a realizagdo de estudos comparativos com o método tradicional
para estas classes de produtos (BOLDERDIJK & MILAS, 1996).

Estudos comparativos foram efetuados utilizando o método MSRYV frente a
outros métodos de deteccdo de salmonela em amostras de alimentos, como
imunoenzimatico Salmonella - tek, Bactometer, tradicional, (O’'DONOGUE et al.,
1992), modified 1-2 test e tradicional (OGGEL et al.,, 1990), tradicional (DE
SMEDT & BOLDERDJIK, 1990; DE SMEDT et al., 1991; De ZUTTER et al., 1991;
DE SMEDT et al.,1994) ndo havendo diferenga estatistica nos resultados.

O teste Tecra® Unique™ Salmonella, quando comparado ao meio MSRV por
Poppe e Duncan (1996), em carcagas de frango, cortes de frango e carne
mecanicamente separada (CMS) de perus, num total de 100 amostras
demonstraram diferenca estatistica significativa a favor do MSRV, segundo o
teste de McNemar (x* = 21,04).

Fierens & Huyghebaert (1996) realizaram um trabalho comparativo entre o

método tradicional e cinco diferentes métodos para a pesquisa de Salmonella spp
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em 217 amostras de ragdes naturalmente contaminadas. 21 amostras foram
positivas para Salmonella na combinacéo dos seis métodos. O método tradicional
(usando como enriquecimento seletivo somente o RV) detectou 17 amostras
positivas (81%), o MSRV 19 (90,5 %), Salmosyst-Rambach 8 (38,1%),
Salmonella-Tek 19 (90,5%) Dynabeads anti-Salmonella 7 (33,33%) e EIA FOSS
21 (100%).



2 LISTERIA MONOCYTOGENES

A bactéria hoje conhecida como Listeria monocytogenes foi descrita pela
primeira vez no ano de 1926 por Murray e colaboradores como a causa de
doencas entre cobaias de laboratério e coelhos, do Departamento de Patologia da
Universidade de Cambridge. Os autores propuseram o nome de Bacterium
monocytogenes para o “novo organismo” devido a elevagao caracteristica nos
valores sanguineos de leucocitos mononucleares. Em 1925, Pirie isolou um
organismo muito similar de um gerbil selvagem. Ele o chamou de Listerella
hepatolytica pelo comprometimento hepatico durante a infeccdo. A similaridade
dos organismos descritos pelos diferentes pesquisadores levou, em consenso, ao
nome de Listerella monocytogene. Subsequentemente foi modificado para
Listeria, porque Listerella j4 era a denominacdo de um grupo de protozoa. E
interessante ressaltar que, tanto Murray quanto Pirie, atribuiram as infecgbes dos
animais ao consumo de alimentos contaminados (POST, 1994).

O género Listeria encontra-se, atualmente, constituido por cinco espécies (L.
monocytogenes, L. seeligeri, L. ivannovii, L. innocua e L. welshimeri), as antigas
espécies L. grayi e L. murrayi foram reclassificadas no novo género Murraya (M.
grayi subsp. grayi, M. grayi subsp. murrayi) e a espécie L. denitrificans foi
reclassificada no novo género Jonesia (J. Denitrificans) (SILVA et al., 2007).

Os membros do género Listeria sdo definidos como bastonetes regulares
Gram-positivos, medindo de 0,4 a 0,5 uym de didmetro por 5 — 20 um de
comprimento, com terminagdes arredondadas, ocorrendo aos pares, em cadeias
curtas ou isoladamente, ndo-esporogénicos, catalase positivos e nao-produtores
de H,S. Desenvolvem-se em condigdes de aerobiose e microaerofilia, tendo
preferéncia a ambiente com 10% de diéxido de carbono bem como numa ampla
faixa de temperatura (3-45°C), com temperatura 6tima entre 30-37°C, sendo
consideradas psicrotréfilas, em fungcdo da capacidade de multiplicar-se em
temperaturas de refrigeragcdo. Apresentam motilidade caracteristica a 20-25°C,

com movimentos rotatérios ou de tombamento, devido aos flagelos peritriquicos,
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mas sao imoveis a 37°C. Fermentam a glicose com produgao de acido latico, sem
producao de gas (SILVA et al., 2007).

L. monocytogenes multiplica-se em pH entre 5,0 e 9,0 com étimo em pH 7,0 e
7,5. E termolabil, podendo ser destruida durante o cozimento. Temperaturas
como as utilizadas para pasteurizagao de leite a 71,7°C por 15 segundos podem
inativar este microrganismo (MULLER & WEBER, 1996).

Doyle et al., (1985) observaram a sobrevivéncia de Listeria monocytogenes em
alimentos desidratados com aw inferior a 0,93, valor este, até entdo, considerado
minimo para o desenvolvimento da bactéria, supondo que, pelo menos por um
certo periodo de tempo, Listeria monocytogenes seria capaz de tolerar condi¢des
de baixa atividade de agua. A atividade de agua 6tima para seu desenvolvimento
€ proxima a 0,97. Contudo, essa bactéria tem a capacidade de multiplicar-se em
atividade de agua considerada baixa para a multiplicagao de patégenos — 0,92. Ja
foi relatada a sobrevivéncia de Listeria monocytogenes a 4°C por, pelo menos,
132 dias em caldo tripticase soja contendo NaCl na concentragédo de 25,5%, com
Aw de aproximadamente 0,83 (FRANCO e LANDGRAF, 2003).

Listeria monocytogenes apresenta alta tolerancia ao sal, podendo multiplicar-
se em meios com teores de 10% de NaCl e de sobreviver por um ano em meio
com 16% de NaCl quando o pH era mantido em 6.0. Shahamat et al., (1980),
apud Loguercio, et al., (2001), relataram a sobrevivéncia a 37°C por 15 dias em
10,5% de NaCl e de 5 dias em teores de 20 a 30% de NaCl. A bactéria foi capaz
de sobreviver mais de 100 dias em teores de 10,5 a 30% de NaCl quando a
temperatura era mantida em 4°C.

Doyle (1988) relatou que Listeria monocytogenes tolera concentragbes de
nitrito de sodio de cerca de 156 ppm, valor maximo permitido para carnes curadas
nos Estados Unidos. A inibicdo do crescimento do patdégeno, no entanto, € obtida
pela combinacdo de outros fatores como demonstrado por Shahamat et al.
(1980), apud Loguercio et al., 2001 que, ao associar 100 ppm de nitrito, 3% de
NaCl e pH préximo a 5,5 a uma temperatura de 5°C, observaram inativacao da

bactéria.



20

A bactéria Listeria monocytogenes esta distribuida amplamente no ambiente;
ela se encontra em solos, agua, aguas residuais e vegetacdo em decomposicao.
Comum no intestino de humanos e animais domésticos (incluindo moscas),
produtos agricolas frescos, meio ambientes da area de processamento na
industria (TOMPKIN et al., 2001). Tém sido isoladas de diferentes alimentos, tais
como leite cru e pasteurizado, queijo, carne bovina, suina, de aves, peixes,
embutidos, carne moida de diferentes animais, produtos carneos crus e
termoprocessados, além de produtos de origem vegetal, de origem marinha, e
refeicbes preparadas. Estes isolamentos tém sido realizados ndo s6 em outros
paises como também no Brasil (FRANCO e LANDGRAF, 2003). De acordo com
Barreto (2001), no Brasil, trabalhos publicados recentemente indicam a presencga
de Listeria monocytogenes em camardes (10% - regido sul), filé de peixe (29,1% -
regido sul), leite pasteurizado e ensacado (16,7% - regido nordeste), produtos
carneos refrigerados (10% - regido sudeste), e mortadelas (8% - regido sudeste).

Listeria € uma bactéria capaz de desenvolver-se lentamente em temperaturas
refrigeradas, mas € sensivel a alimentos muito acidos (iogurte e algumas frutas) e
ao calor, sendo facilmente destruida pelo cozimento convencional. De fato essa
bactéria se encontra em qualquer ambiente frio e umido. Esta é uma das razdes
pela qual o desagle no piso é uma pratica incoreta por aumentar o nivel de
contaminagao das superficies com esta bactéria. Devido ao seu alto poder de
difusdo, o microrganismo é constantemente reintroduzido ao meio ambiente da
area de processamento na industria. Os esforcos excessivos para controlar
Listeria monocytogenes podem reduzir o nivel de contaminacdo, mas nao se
pode, com as tecnologias atuais, erradicar Listeria monocytogenes da area de
processamento na industria e nem eliminar completamente o potencial de
contaminagao dos produtos prontos (TOMPKIN et al., 2001).

Segundo Barreto (2001), o maior risco de contaminagdo com Listeria
monocytogenes provém da contaminagao pés-processamento depois da cocgao,
quando nao observados os cuidados necessarios, no que se refere a manipulagao

de alimentos crus e mal cozidos, como é o caso de leite e produtos lacteos
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(queijos brancos), ovos, sorvetes, hortalicas (adubadas com fezes de animais),
mariscos, mexilhdes, carnes e produtos carneos (fiambre, salsicha, embutidos de
carne de porco) e, ainda, dos proprios manipuladores de alimentos. Os magarefes
de matadouros tém sido reportados como portadores assintomaticos.

Devido a sua associagdo com animais e reconhecida patogenicidade, a
deteccdo de Listeria monocytogenes representa interesse a industria carnica, ja
que seus produtos podem eventualmente veicular o microrganismo. Estima-se
que, na Europa, a contaminagcdo de carnes por Listeria monocytogenes seja da
ordem de 6 a 12% para produtos tipo “delicatessen” crus e carnes processadas e
mais de 33% para embutidos secos (JENNIFER et al., 1988).

O primeiro surto de listeriose humana veiculada por alimentos data de 1979,
nos EUA, quando 20 pacientes internados apresentaram a doencga, atribuida ao
consumo de saladas de alface, tomate e salsdo (HO et al.,, 1986 apud
LOGUERCIO et al., 2001). Outro surto envolvendo 41 pessoas, foi relatado em
1981, no Canada, estando relacionado ao consumo de salada de repolho, que se
encontrava contaminada pelo uso de adubo organico contendo esterco de ovinos
infectados pela bactéria. Também foi constatado que os repolhos haviam sido
mantidos sob refrigeragéo por tempo prolongado (SCHLECH lll, W. F., LAVIGNE,
P. M., BORTULCCI, R. A, et al., 1983, apud LOGUERCIO et al., (2001).

A incidéncia de Listeria spp em carnes cruas pode ser considerada elevada.
Farber et al., (1989) encontraram 56% de positividade para Listeria
monocytogenes em 16 amostras de coxa de frango. Franco et al., (1995)
encontraram 96% de positividade para Listeria spp em 25 amostras de pele de
coxa de frango e 64% no musculo em abatedouro no nordeste da Espanha. Entre
janeiro de 1992 a dezembro de 1995, um estudo realizado na Franca e Bélgica,
foi encontrado Listeria monocytogenes em niveis considerados baixos, entre 1 e
100 UFC/cm? (UYTTENDAELE et al., 1997). Segundo Oyeniyi et al., (1996), as
principais causas da contaminacéo do frango e de seus produtos foram a limpeza
e a desinfecg¢ao inadequadas na linha de processamento e no ambiente do abate,

uma vez que a presencga de Listeria sp em frangos € quase inevitavel em fungao
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da ampla distribuicdo deste microrganismo na natureza.

Korsak et al., (1998) encontraram na superficie de carcagas suinas 2% de
Listeria monocytogenes e 22% de Listeria spp, € na superficie de carcaga de
gado, 10% de Listeria monocytogenes e 54% de Listeria spp.

Em carne moida de suino, Inoue et al., (2000), em analise quantitativa pela
técnica de Numero Mais Provavel (NMP), encontraram 28,6% de positividade em
amostras com resultado <0,3; 14,3 % de positividade para amostras com
resultado entre 0,3 e <1,1; 28,6% de positividade para amostras com resultado
entre 1,1 e <10 e 28,6% de resultados positivos com contagens entre 10 e <100
NMP/g.

Comi et al., (1992) encontraram 91,6% de positividade para Listeria spp em
carne de gado moida, com contagens menores que 100 UFC/g para Listeria
monocytogenes; 92,6% de positividade em carne suina também com contagens
menores que 100 UFC/g de Listeria monocytogenes.

Dentre as espécies de Listeria, Listeria monocytogenes € inquestionavelmente
patogénica para o homem e, ao contrario da maioria dos patdégenos de origem
alimentar, que geralmente provocam sintomas gastrintestinais, as principais
manifestagdes clinicas de listeriose sao, inicialmente, semelhantes a um resfriado,
com febre baixa e mal estar geral, podendo progredir para meningite,
meningoencefalite, septicemia, aborto ou parto prematuro. A taxa de mortalidade
encontra-se na faixa de 20-30% dos casos diagnosticados e o0s grupos
susceptiveis, considerados grupos de risco, sdo mulheres gravidas (e seus fetos)
criangas, idosas e individuos com o sistema imunolégico comprometido (SILVA et
al., 2007).

2.1. Métodos para Isolamento de Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes n&o era considerada um importante patégeno em
alimentos até ocorrer alguns surtos de listeriose no inicio dos anos 1980; devido
ao consumo de alimento contaminado. Consequentemente, alguns meios

seletivos foram desenvolvidos para o isolamento de Listeria monocytogenes em
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alimentos. McBride & Girard (1960) apud Vlaemynck et al., (2000) desenvolveram
um meio seletivo para o isolamento de L. monocytogenes de amostras clinicas,
mas foram encontrados problemas com a biota contaminante como

Streptococcus, Micrococcus, Enterobactérias e Pseudomonas.

Muitas modificagcbes do meio foram subsequentemente desenvolvidas como o
Modified McBride’s Agar, porém a seletividade era insuficiente. Muitos
investigadores buscavam melhorar a seletividade propondo modificagbes de
formulas. O desenvolvimento do cloreto de litio feniletanol moxalactam Agar LPM
por Lee e McClain (1986), apud Vlaemynck et al.,(2000), foi uma significante
melhoria para o isolamento de Listeria monocytogenes considerando a resisténcia
geral de Listeria sp frente ao cloreto de litio e cefalosporinas, como moxalactam e
ceftazidina. Estes principios sdo a base para outros meios seletivos. O carater
indicativo neste meio ainda estava baseado no desenvolvimento de col6nias
azulado-acinzentadas quando do uso da iluminagdo de Henry (VLAEMYNCK et
al., 2000).

A adicido de esculina ao meio resultando na formacdo de colénias verde
acinzentadas puxando para preto e em alguns casos, 0 meio também modificava
sua cor para preto, tornava mais facil a visualizacio e identificacdo das colbnias.
Estes elementos foram explorados, posteriormente, na maioria dos meios usados
para o isolamento de Listeria spp, como Agar Oxford (CURTIS et al., 1989), Agar
Oxford modificado (McCLAIN & LEE, 1988) e Agar Palcam (VAN NETTEN et al.,
1989). Porém ainda havia necessidade de um meio que pudesse distinguir
Listeria monocytogenes e Listeria sp ndo patogénica. Além disso, sabe-se que
durante o enriquecimento em caldo seletivo, Listeria monocytogenes pode ser
inibida pelo rapido crescimento de Listeria innocua. O Agar hemolitico ceftazidina
cloreto de litio — HCLA, “enhanced haemolysis agar” — EHA e algumas
modificacdes deste, Listeria monocytogenes Agar sangue - LMBA, recentemente
desenvolvido Rapid L'mono de Foret & Dorey (1997) e o meio ALOA (OTTAVIANI
et al.,1997) sdo exemplos de tais meios que possibilitam a diferenciacao de
Listeria monocytogenes de Listeria spp (VLAEMYNCK et al., 2000).
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O enriquecimento seletivo, realizado em duas etapas (a primeira em caldo
UVM (“University Vermont modified”), e a segunda em caldo Fraser), tem a
finalidade de inibir a microbiota acompanhante, permitindo a recuperacao de
baixos numeros de células de Listeria spp. O efeito seletivo do caldo UVM ¢é
exercido pela associagao de acido nalidixico e acriflavina, € no caldo Fraser pelo
cloreto de litio, acido nalidixico, acriflavina e citrato de ferro. O enegrecimento do
meio evidencia a presenca de Listeria spp. Apos 48 horas de incubacdo, as
culturas que nao enegrecem, sao consideradas negativas (DIFCO & BBL
MANUAL, 2003).

Na selecdo e isolamento em agar Palcam, observa-se a ndo fermentagdo do
manitol e a formagao de esculetina pela hidrolise da esculina, reacdo revelada
pela presenca de ferro trivalente. Palcam é meio soélido onde se encontram
presentes as substancias sulfato de polimixina B, cloreto de litio, ceftazidina e
cloridrato de acriflavina, com a finalidade da inibicdo da biota acompanhante.
Listeria monocytogenes hidrolisa a esculina, dando como resultado a formacgao de
um halo negro ao redor das col6nias. Este agente ndo fermenta o manitol, o que o
diferencia de contaminantes como Enterococcus e Staphylococcus. A incubacgao
em condi¢cdes microaerdfilas inibe o desenvolvimento de aerdbios, como espécies
de Bacillus e Pseudomonas que podem desenvolver-se sobre o meio (DIFCO &
BBL MANUAL, 2003).

O meio ALOA, para selecao e isolamento, utiliza o principio basico dos meios
existentes pela adicdo dos agentes seletivos inclusive cloreto de litio, ceftazidina e
polimixina para reduzir o desenvolvimento de competidores. Esculina é
substituida por um substrato cromogénico e um substrato enzimatico (lipase) que
resulta em um aparecimento de colbnia azulada tipica para todas as listerias e a
capacidade de diferenciar entre Listeria monocytogenes de outras Listerias sp,
pela producdo de um halo opaco claro que cerca as colénias. A combinagao
cromogénica X-glucoside € somada com o substrato para a detecgdo da pB-
glucosidase, que é comum para toda a espécie de Listeria, resultando em

coldnias de coloragao azul. A diferenciagao da Listeria monocytogenes da Listeria
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sp € baseada na producao de fosfatidilinositol-especifico fosfolipase C em cepas
de Listeria monocytogenes que somado a um substrato purificado especifico
resulta em um halo opaco claro ao redor das colénias de Listeria monocytogenes
(VLAEMYNCK et al., 2000).

A confirmacgao bioquimica e diferenciacdo das espécies sao realizadas por
meio da verificagdo da producdo de beta-hemdlise em Agar sangue de cobaia (L.
monocytogenes é positiva), prova de CAMP-test (Listeria monocytogenes produz
reacdao de CAMP positiva com Staphylococcus aureus ATCC 25923 e negativa
para Rhodococcus equi ATTC 6939), motilidade caracteristica no Agar motilidade
modificado (Listeria spp apresenta crescimento movel caracteristico em forma de
guarda-chuva), capacidade de fermentar ramnose e, a - metil D — manosideo,

incapacidade de fermentar xilose e o manitol (Oxoid manual, 1998).

O teste de CAMP é considerado como definitivo para L. monocytogenes. Um
isolado que é considerado CAMP positivo para S. aureus e negativo para R. equi
deve ser considerado como um isolado positivo para L. monocytogenes , mas

ndo necessariamente um isolado virulento (McKELLAR, 1994).

2.1.1 Reagdo em Cadeia da Polimerase

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), baseia-se em duas propriedades de
DNA: 1) as cadeias integrantes da dupla hélice do DNA separam-se sob o
aumento de temperatura, processo este reversivel, 2) a enzima de
DNApolimerase é capaz de replicar in vitro uma sequéncia de DNA, desde que
haja uma fita de DNA para servir de molde ou alvo, um pequeno trecho de fita
capaz de iniciar o processo (“‘primer” ou oligonucleotideos iniciadores
complementares ao DNA alvo) e nucleotideos livres (formadores da molécula de
DNA), além de sais e tampdes nas concentracbes adequadas (MADUREIRA
JUNIOR S., 1992 apud PONTES, 1999).

A PCR é baseada na repetigdo ciclica de trés reag¢des: 1) desnaturagao; 2)

anelamento; 3) extensao, com variagdes de temperaturas. A técnica difundiu-se
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apos a identificagdo da bactéria Thermus aquaticus thermophilus, que produz
uma polimerase termoestavel resistente a altas temperaturas, chamada Tagq DNA
Polimerase. O magnésio é um importante co-fator na PCR, pois a Tag DNA
Polimerase requer grandes concentragcbes de magnésio livre para ligar-se a
amostra de DNA alvo, além de “primers” e nucleotideos livres (BICKLEY et al.,
1996 apud PONTES, 1999).

Apos a separacgao das fitas duplas de DNA, ocorre hibridizagcdo de pequenos
oligonucleotideos iniciadores, os “primers”, com o DNA alvo. A DNA polimerase
tem capacidade de, a partir do iniciador, sintetizar uma fita complementar de DNA,
adicionando nucleotideos de forma sequencial, com base na sequéncia do DNA
molde. A temperatura inicial do processo €, em média de 94°C, com a qual é
possivel desnaturar o DNA, isto &, quebrar as pontes de hidrogénio que mantém
as ligacdes entre as bases da cadeia e liberar cadeias unicas de DNA alvo que
nao necessitam estarem puras ou em grandes quantidades para serem
amplificadas. Ao diminuir-se a temperatura de 942C para 40°C a 60°C, da-se a
condicdo para que os pares de iniciadores reconhegam as sequéncias
complementares do DNA alvo e ligue-se a estes (TAYLOR, 1991 apud PONTES,
1999).

O segmento de DNA amplificado €& visualizado sob luz ultravioleta em gel
agarose corado com brometo de etidio, revelando produtos que sdo comparadas
com um marcador padrao e que devem corresponder ao tamanho esperado,
conforme o par de iniciadores utilizados.

O sistema de deteccdo de patdgenos BAX System® é um método de triagem
utilizado para alimentos e amostras ambientais, que combina velocidade e
facilidade de uso com uma performance capaz de obter resultados exatos. Este
sistema utiliza a tecnologia da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) a qual
cria milhdes de cépias do fragmento de DNA alvo, caso esteja presente. Em
seguida é possivel obter resultados “positivo ou negativo”, diretamente do sistema

(Manual do usuario BAX System®).
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O BAX System® fornece deteccdo qualitativa de segdes de DNA que s&o
altamente especificas para Salmonella spp em uma grande variedade de
alimentos e amostras ambientais. Usa a PCR para amplificar um fragmento
especifico de DNA de bactérias e usa a deteccao fluorescente para analisar o
produto da PCR. O BAX System® combina “primers”, polimerase e nucleotideos
necessarios para a PCR dentro de um unico tablete. A especificidade de um
ensaio de PCR é determinada pela sequéncia de DNA dos "primers” empregados.
O produto da reacdo PCR é automaticamente analisado pela deteccdo da
fluorescéncia emitida. Cada tablete de PCR contém um corante fluorescente, o
qual se liga com a dupla fita de DNA e emite um sinal em resposta a luz emitida
(excitacdo). Durante a fase de detecgdo automatizada, a temperatura das
amostras é lentamente aumentada para desnaturar o DNA, o qual libera o corante
causando uma queda na emissao do sinal. A temperatura de desnaturagao e a
magnitude da mudanga do sinal fluorescente sdo medidas, da qual permite
emissao de resultados (AOAC, 2002).

A concentracio celular pode ser incrementada mais rapidamente pelo uso de
acido nucléico alternativo, e pelo uso da reac¢do da polimerase em cadeia, a qual
amplifica exponencialmente uma seqiiéncia de acidos nucléicos de até 10’ vezes
em 2-3 horas. A deteccdo amplificada do produto indica a presenca do DNA
original e por sua vez, o organismo original (BENNETT et al., 1998).

O BAX System® detecta 100% de sorotipos de salmonela em todos os
alimentos, incluindo carne bovina, frango, frutas e produtos vegetais, produtos
lacteos, chocolates e produtos de panificadora, racdo animal e massa apos pré-
enriquecimento. A realizagdo das anadlises requer 4 (quatro) passos:
enriquecimento da amostra, extracdo de DNA, amplificacdo de DNA e leitura de
resultados (Manual do usuario BAX System®).

Segundo Lou et al., (1997), é necessaria a remogao de substancias inibitorias
da PCR em materiais como sangue e fezes (FLUIT et al., 1993), a hemoglobina, a
bilirrubina (WIDJOJOAMODJO et al., 1992) e os sais biliares. A purificagdo do
DNA ¢ essencial para a integridade da DNA polimerase (WERNARS et al., 1991).



3. TESTE DE HIPOTESES SOBRE PROPORCOES EM AMOSTRAS
DEPENDENTES

Num estudo sobre comparacdo entre duas propor¢des populacionais,
pode-se definir como significante uma diferenga minima de 5 pontos percentuais
entre elas. A partir desta informagao fornecida pelo pesquisador, pode-se, entéo,
definir o numero de amostras necessarias a serem ensaidas de modo que se
tenha alta probabilidade de rejeitar a hipotese nula (igualdade das duas
proporcdes) quando a diferenca minima desejada ocorrer. E sabido que, por
menor que seja a diferenca entre duas proporgdes, sempre havera um tamanho
de amostra suficientemente grande que permitira detectar esta diferenga. Isto
ocorre com o teste de McNemar ao comparar duas proporcdées em amostras
dependentes, e a utiizagdo do Poder do Teste de McNemar, € uma excelente
ferramenta para o pesquisador definir a capacidade do teste em detectar
diferancgas significantes ao problema em estudo quando elas existirem (OGLIARI
et al., 2007).
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CAPITULO 2 Comparacéo entre os métodos ISO 6579, AOAC 993-07/995-07
e 0 BAX System® (DuPont-Qualicom) na deteccdo de Salmonella sp em
amostras de carcacas de frango e carnes suinas, naturalmente

contaminadas.

1 INTRODUCAO

Este estudo tem como objetivo comparar o desempenho entre os métodos
ISO 6579, AOAC 993-07/995-07 (avaliando-se o MSRV - Agar Semi-sélido
Rappaport-Vassiliadis Modificado da marca Oxoid e da marca Acumedia) e o BAX
System® (DuPont-Qualicom), na detecgdo de Salmonella spp em amostras de
carcacas de frango e carnes suinas, naturalmente contaminadas, conforme

descrito abaixo:
a) Método 1SO 6579 com o BAX System®;

b) Método da AOAC (MSRV-Semi-Solido Rappaport-Vassiliadis Modificado
- Oxoid) com o BAX System®;

c) Método da AOAC (MSRV-Semi-Sdlido Rappaport-Vassiliadis Modificado

- Acumedia) com o BAX System®;

d) Método da AOAC (MSRV-Semi-Sdlido Rappaport-Vassiliadis Modificado
- Acumedia) com o Método da AOAC (MSRV-Semi-Sélido Rappaport-
Vassiliadis Modificado - Oxoid)

e) Método ISO 6579 e o método da AOAC (MSRV-Semi-Sdlido Rappaport-
Vassiliadis Modificado - Oxoid);

f) Método ISO 6579 com o método da AOAC (MSRV-Semi-Sdlido
Rappaport-Vassiliadis Modificado — Acumedia).



2 MATERIAL E METODOS

As andlises de Salmonella spp foram realizadas utilizando-se,
simultaneamente, o meétodo tradicional 1ISO 6579 (Skovgaard, N. 2002; I1SO
6579:2002/amd. 1:2007(E)) e os métodos AOAC 993-07/995-07 (De Smedt et al.,
1994, AOAC, 2006) e Bolderdijk & Milas, 1996) (MSRV Oxoid e Acumedia) e BAX

System®, conforme mostrado na Figura 1, pagina 45.

Para cada partida de meio de cultura, diariamente, foi feito um controle positivo

com Salmonella Enteritidis.

2.1 Amostras

a) Um total de 247 amostras de carcagas de frango foi coletado durante o
abate, logo apos o chuveiro existente no final da operagdo de depenagem, ou

imediatamente apds a evisceragao, antes do chuveiro de lavagem.

b) Foi analisado um total de 256 amostras de retalhos de carne suina crua
proveniente da desossa da cabeca do suino recém abatido e recortes de

desossa.

Os pontos de coleta das amostras foram selecionados por haver maiores
probabilidades de se encontrar amostras positivas para Salmonella spp

(experiéncia do autor);

Todas as amostras foram coletadas na linha de processamento de um
frigorifico com SIF, localizado em Santa Catarina, Brasil.
Imediatamente apds a coleta as amostras foram enviadas ao laboratério e,

num intervalo de no maximo 2 horas, foram submetidas a analise de Salmonella

Spp.
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2.2 Pré-enriquecimento das amostras para analise de Salmonella spp

Pesou-se 25 +/- 0,5 de amostra em saco Whirl-Pak estéril (Nasco) em
balanga modelo Dilumat 3, (AES Laboratories — Franga), e adicionou-se 225 mL
de agua peptonada tamponada (APT) (Oxoid CM: 509).

Homogeneizaram-se as amostras em homogeneizador peristaltico (MA-440

Marconi — Brasil) por 1 minuto e incubou-se a 36°C +/- 1°C por 20 — 24 h.

2.3 Deteccdo de Salmonella spp pelo método da AOAC 993-07/995-07
(MSRV-Semi-Solido Rappaport-Vassiliadis Modificado — Oxoid e Acumedia).

Transferiu-se aliquotas de 0,1 mL da amostra pré-enriquecida para placas
contendo o meio seletivo MSRV (Acumedia 7511*) adicionado de 1 mL/L de
solugéo 2% de novobiocina (INLAB 5701 — Brasil) e para placas contendo o meio
MSRV (Oxoid CM 910) adicionado do suplemento SR 161E (Oxoid) conforme
recomendagao do fabricante. Cada aliquota de 0,1 mL foi depositada em trés
locais equidistantes em uma mesma placa. As placas inoculadas foram incubadas
a 42,0°C +/- 0,5°C por 24 horas. Ap6s incubagao observaram-se as placas que
apresentavam motilidade positiva (halo de migracao visivel pela diferenca de

tonalidade de cor do meio) e procedeu-se como a seguir:

a) As culturas consideradas presuntivamente positivas (motilidade positiva)
foram transferidas, com auxilio de alga de platina, a partir da parte mais
externa do crescimento, para placas contendo os meios seletivos: Agar
verde brilhante (VB) (Oxoid CM 329/263), Agar Hektoen (Oxoid CM419)
elou Agar Xilose Lisina Desoxycholato (XLD) (Oxoid CM469). Todos os
meios foram incubados por 24h a 37°C. Unidades formadoras de colbnias
tipicas nos meios seletivos foram confirmadas pelas provas bioquimicas,
Agar lisina ferro (LIA), (Merck 1.11640), Agar triplice agucar ferro (TSI)
(Merck 1.03915) e caldo uréia (Merck 1.08483), e provas soroldgicas - soro
polivalente somatico, e soros grupo especificos B, C4, C,, D, E - (Probac do

Brasil). Quando necessario, o sistema APl 20E (Biomerux Brasil S/A) foi
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usado como complementar na identificacdo. As cepas consideradas
positivas foram enviadas para tipificacdo no Instituto Oswaldo Cruz — Rio

de Janeiro, Brasil, em tubos de agar nutriente (Oxoid CM3).

2.4 Deteccao de Salmonella spp pelo método ISO 6579.

Transferiu-se 0,1 mL da amostra pré-enriquecida para 10 mL de caldo
Rappaport-Vassiliadis Soya Peptone -RVS (Oxoid, CM 0866) e 1,0 mL para 10
mL de caldo tetrationato, segundo Muller Kauffmann- MKTT (Muller Kauffmann
Tethrationato) (Oxoid, CM 0343, Oxoid manual , 1998) adicionado de 19 mL/L de
uma solugado de iodo (5 gramas de iodeto de potassio mais 4 gramas de iodo em
20 mL de agua destilada); 9,5 mL/L de uma solug¢do de verde brilhante 0,1%; e,
40mg/L de novobiocina. Novobiocina é adicionado para inibir o crescimento de
Proteus sp. O Caldo RVS foi incubado a 42°C +/-0,5°C por 22 a 24 horas e o
caldo MKTT foi incubado a 37°C +/- 0,5°C por 22 a 24 horas. Apds incubacéo,
com auxilio de alga de platina de 5 uL, transferiu-se aliquotas das culturas em
caldo RVS e MKTT para placas contendo os meios seletivos: Xilose lisina
desoxicolato Agar - XLD (Oxoid, CM 469), Agar verde Brilhante (Oxoid CM 263)
adicionado de 1 mL/0,5 L de solugdo de novobiocina a 1%, Agar Manitol Lisina
Cristal Violeta Verde Brilhante Agar - MLCB (Oxoid, CM 783) e Agar Hektoen - HE
(Oxoid, CM 419). Todos esses meios de cultura seletivos foram incubados a 37°C
+/- 0,5°C por 24/48 horas. Unidades formadoras de colbnias tipicas nos meios
seletivos foram confirmadas pelas provas bioquimicas e soroldgicas conforme

descrito no item 2.3

2.5 Deteccdo de Salmonella spp pelo BAX System®.

Amostras pré-enriquecidas foram submetidas a analise por PCR, utilizando o
protocolo do fabricante do BAX System® (DuPont Qualicon- Wilmington — DE —
USA): Apos o enriquecimento da amostra, ligou-se o termociclador/detector e o
computador; esperou-se um minuto e iniciou-se a utilizacdo do BAX System® com

a digitalizacdo dos dados da amostra conforme instru¢cdo do manual do usuario.
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Adicionou-se 150 uL de protease para 12 mL de tampéao lise e transferiu-se 200
uL do reagente de lise para cada tubo de reacgao lise. A este tubo de reagente lise
adicionou-se 5 uL da amostra pré-enriquecida em caldo APT utilizando ponteiras
descartaveis; fecharam-se os tubos e efetuou-se a reacéo de lise. Para salmonela
a reacgao efetuou-se a 37°C por 20 minutos para ocorrer a lise celular e a digestao
de proteinas, e depois 95°C por 10 minutos para inativacdo da protease. Estas
operacdbes foram realizadas em blocos aquecedores para tubos de PCR
previamente aquecidos. Os tubos foram entdo colocados em bloco de
resfriamento previamente mantido em geladeira. Os tubos permaneceram neste
bloco por cerca de 5 minutos. Pipetou-se entdo 50 pl de amostra contidas nos
tubos de lise para tubos contendo tablete de PCR acondicionados no bloco de
resfriamento e fechou-se com tampas 6ticas com auxilio de ferramenta especifica
fornecido pelo fabricante. Levou-se o bloco para o termociclador/detector e deu-se
inicio ao programa automatizado. Apds amplificagcdo, uma janela se abre e cada
poco aparece com uma cor diferente e um simbolo no centro de cada pogo. Um
sinal de “menos” (-) indica que o teste € negativo para o organismo alvo. Um sinal
de “mais” (+) indica que o teste é positivo para o organismo alvo, neste caso
Salmonella spp. Outro sinal, como interrogagdo em cor amarela, leva a uma

consulta ao fabricante.

2.6 Analise estatistica

A analise estatistica foi feita conforme o teste ndo paramétrico de McNemar
(SIEGEL, S. 1956), (JND — PD| - 1)? /((ND+PD) = y* (x*> 3,84 é significativo ao
nivel de p = 0,05) e conforme ISO 16140, para amostras naturalmente
contaminadas, item 5 — Métodos Qualitativos — Protocolo técnico para suas

validac¢des, onde séo definidos:

a) Concordancia relativa (RA): Grau de correspondéncia entre a resposta
obtida pelo método de referéncia e a resposta obtida pelo método
alternativo em amostras idénticas;

b) Desvio Positivo (PD): O método alternativo se torna um falso positivo
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quando mostra um desvio positivo se ele indica um resultado positivo
quando o método de referéncia indica um resultado negativo;

c) Desvio Negativo (ND): O método alternativo indica um desvio negativo se
ele da um resultado negativo quando o método de referéncia da um
resultado positivo;

d) Sensibilidade relativa (RS): Capacidade do método alternativo para
detectar o alvo quando ele é detectado pelo método de referéncia;

e) Especificidade relativa (RE): Capacidade do método alternativo de nao

detectar o alvo quando ele nao é detectado pelo método de referéncia.

O calculo da concordancia relativa, sensibilidade relativa e especificidade

relativa para Salmonella spp € apresentado na Tabela 1.
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Figura 1: Fluxograma para a deteccédo de Salmonella spp pelos métodos ISO
6579, AOAC 993-07/995-07 e BAX System® (DuPont-Qualicom).
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Tabela 1: Calculo da concordancia relativa, sensibilidade relativa e especificidade relativa na detecgdo de Salmonella spp.
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Métodos Sum Concordéancia N+ Sensibilidade N- Especificidade
PA NA | ND | PD 52 PA + NA Relativa RA (%) Relativa RS (%) Relativa RE (%)
+
) | (=) | () | -+ 100x(PA + NA 100x PA 100x NA
Referencia Aternativo | | O] B N 00x( )| pA+ND 00x NA + PD 00x
N N+ N-
ISO 6579 BAX 70 |357 | 16 | 60 | 2433 | 503 427 84,89 86 81,40 417 85,61
ISO 6579 AOAC 73 | 353 | 13 | 64 | 3247 | 503 426 84,69 86 84,88 417 84,65
(Acumedia)
ISO 6579 ?&éi% ) 55 | 370 | 31 | 47 | 2,88 503 425 84,49 86 63,95 417 88,73
AOAC BAX 115 | 351 | 22 | 15 | 0,97 503 466 92,64 137 83,94 367 95,90
(Acumedia)
(AOOX’;% ) BAX 86 | 357 | 16 | 44 | 12,15 | 503 443 88,07 102 84,31 401 89,02
AOAC AOAC 9 | 360 | 6 | 41 | 2460 | 503 456 90,65 102 9411 401 89,77
(Oxoid) (Acumedia)
Legenda:

RE - Especificidade Relativa;
RS - Sensibilidade Relativa;
RA - Concordancia Relativa;

PA - concordancia de amostras com resultados positivos em ambos os métodos (+/+);

NA - concordancia de amostras com resultados negativos em ambos os métodos (-/-);

PD - Desvio positivo: método de referéncia negativo e método alternativo positivo (R-/A+);
ND - Desvio negativo: método de referéncia positivo e método alternativo negativo (R+/A-);



3 RESULTADOS

Os métodos AOAC 993-07 (MRSV Acumedia e Oxoid), ISO 6579 e BAX
System® juntos detectaram como positivas para Salmonella spp 160 amostras
(31,81%).

Dezenove amostras foram detectadas somente por um dos métodos testados
acima, sendo: duas (2) com o AOAC (MSRV da Oxoid), cinco (5) com o AOAC
(MSRV da Acumedia), seis (6) com o método ISO e seis (6) com o BAX System®.

Os resultados desse estudo sdo apresentados na Tabela 2 e na Tabela 3, na

pagina 50.
a) Método 1SO 6579 com o BAX System®:

O método ISO 6579 detectou 86 amostras positivas versus 130 do BAX
System®, sendo concordantes 70 e 357 amostras positivas e negativas,
respectivamente, em ambos os métodos. 60 amostras foram positivas para o BAX
System® e negativas no método ISO 6579 e 16 amostras foram positivas no
método 1SO 6579 e negativas no BAX System®. O y? = 24,23 (p=0,00001)
demonstra diferenga estatistica entre os métodos. A concordancia relativa foi de
84,89%, a especificidade relativa foi de 85,61% e a sensibilidade relativa foi de
81,40%. O BAX System® apresentou uma taxa de Falso Negativo de 18,60% (100
— Sensibilidade Relativa) e a taxa de Falso Positivo foi de 14,39% (100 —
Especificidade Relativa)

b) Método da AOAC (MSRV-Semi-Solido Rappaport-Vassiliadis
Modificado - Oxoid) com o BAX System®:;

O método AOAC 993-07 (Oxoid) detectou 102 amostras positivas versus
130 do método BAX System®, sendo concordantes 86 e 357 amostras positivas e
negativas, respectivamente, em ambos os métodos. 16 amostras foram positivas
para o método AOAC 993-07 (Oxoid) e negativas para o BAX System® e 44

amostras foram positivas para o BAX System® e negativas no método AOAC 993-
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07 (Oxoid). O %% = 12,15 (p=0,0001) demonstra diferenca estatistica entre os
métodos. A concordancia relativa foi de 88,07%, a especificidade relativa foi de
89,02% e a sensibilidade relativa foi de 84,31%. O método BAX System®
apresentou uma taxa de Falso Negativo de 15,69% (100 — Sensibilidade Relativa)

e a taxa de Falso Positivo foi de 10,98% (100 — Especificidade Relativa).

c) Método da AOAC (MSRV-Semi-Sdolido Rappaport-Vassiliadis
Modificado - Acumedia) com o BAX System®;

O método AOAC 993-07 (Acumedia) detectou 137 amostras positivas
versus 130 do método BAX System®, sendo concordantes 115 e 351 amostras
positivas e negativas, respectivamente, em ambos os métodos. 22 amostras
foram positivas para o método AOAC 993-07 (Acumedia) e negativas para o BAX
System® e 15 amostras foram positivas para o BAX System® e negativas no
método AOAC 993-07 (Acumedia). O »* = 0,97 (p=0,324) ndo demonstra
diferenca estatistica entre os métodos. A concordancia relativa foi de 92,64%, a
especificidade relativa foi de 95,90% e a sensibilidade relativa foi de 83,94%. O
método BAX System® apresentou uma taxa de Falso Negativo de 16,06% (100 —
Sensibilidade Relativa) e a taxa de Falso Positivo foi de 4,10% (100 —

Especificidade Relativa)

d) Método da AOAC (MSRV-Semi-Sdolido Rappaport-Vassiliadis
Modificado - Acumedia) com o Método da AOAC (MSRV-Semi-Sdolido
Rappaport-Vassiliadis Modificado - Oxoid)

O método AOAC 993-07 (Acumedia) detectou 137 amostras positivas
versus 102 do método AOAC 993-07 (Oxoid), sendo concordantes 96 e 360
amostras positivas e negativas, respectivamente, em ambos os métodos. 41
amostras foram positivas para o método AOAC 993-07 (Acumedia) e negativas
para o método AOAC 993-07 (Oxoid) e 6 amostras foram positivas para o método
AOAC 993-07 (Oxoid) e negativas no método AOAC 993-07 (Acumedia). O y? =

24,60 (p=0,00001) demonstra diferenga estatistica entre os métodos. A
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concordancia relativa foi de 90,65%, a especificidade relativa foi de 89,77% e a
sensibilidade relativa foi de 94,11%. O método AOAC 993-07 (Oxoid) apresentou
uma taxa de Falso Negativo de 5,89% (100 — Sensibilidade Relativa) e a taxa de
Falso Positivo foi de 10,23% (100 — Especificidade Relativa).

e) Método ISO 6579 e o método da AOAC (MSRV-Semi-Sdlido
Rappaport-Vassiliadis Modificado - Oxoid);

O método ISO 6579 detectou 86 amostras positivas versus 102 do método
AOAC 993-07 (Oxoid), sendo concordantes 55 e 370 amostras positivas e
negativas, respectivamente, em ambos os métodos. 47 amostras foram positivas
para o método AOAC 993-07 (Oxoid) e negativas no método ISO 6579 e 31
amostras foram positivas no método ISO 6579 e negativas no método AOAC 993-
07 (Oxoid). O %* = 2,88 (p=0,089) ndo demonstra diferenca estatistica entre os
métodos. A concordancia relativa foi de 84,49%, a especificidade relativa foi de
88,73% e a sensibilidade relativa foi de 63,95%. O método AOAC 993-07 (Oxoid)
apresentou uma taxa de Falso Negativo de 36,05% (100 — Sensibilidade Relativa)

e a taxa de Falso Positivo foi de 11,27% (100 — Especificidade Relativa).

f) Método ISO 6579 com o método da AOAC (MSRV-Semi-Sdlido
Rappaport-Vassiliadis Modificado - Acumedia);

O método ISO 6579 detectou 86 amostras positivas versus 137 do método
AOAC 993-07 (Acumedia), sendo concordantes 73 e 353 amostras positivas e
negativas, respectivamente, em ambos os métodos. 64 amostras foram positivas
para o método AOAC 993-07 (Acumedia) e negativas no método ISO 6579 e 13
amostras foram positivas no método 1ISO 6579 e negativas no método AOAC 993-
07 (Acumedia). O y? = 32,47 (p=0,00001) demonstra diferenga estatistica entre os
meétodos. A concordancia relativa foi de 84,69%, a especificidade relativa foi de
84,65% e a sensibilidade relativa foi de 84,88%. O método AOAC 993-07

(Acumedia) apresentou uma taxa de Falso Negativo de 15,12% (100 -
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Sensibilidade Relativa) e a taxa de Falso Positivo foi de 15,35% (100 -

Especificidade Relativa)

Tabela 2: Detecgédo de Salmonella spp em carcagas de frango e carnes suinas
pelas metodologias ISO 6579, AOAC 993-07 (Oxoid) e AOAC 993-07 (Acumedia)

e Bax System®.

ISO 6579 AOAC 993-07 Oxoid AOAC 993-07 Acumedia
BAX System® Positivo | Negativo | Total | Positivo | Negativo | Total |Positivo | Negativo| Total
Positivo 70 60 130 86 44 130 115 15 130
Negativo 16 357 373 16 357 373 22 351 373
Total 86 417 503 102 401 503 137 366 503
AOAC 993-07 Acumedia
Positivo 73 64 137 96 41 102 - - -
Negativo 13 353 366 6 360 401 - - -
Total 86 417 503 137 366 503 - - -
AOAC 993-07 Oxoid
Positivo 55 47 102 - - - - - -
Negativo 31 370 401 - - - - - -
Total 86 417 503 - - - - - -

(-) ndo se aplica

Tabela 3: Resultados estatisticos da deteccdo de Salmonella spp em amostras de
carcagas de frango e carnes suinas pelas metodologias ISO 6579, AOAC 993-07
(Oxoid), AOAC 993-07 (Acumedia) e Bax System®.

Métodos X? Valor p RA RE RS FP FN
ISO x BAX 24,33 | 0,0001 84,89 85,61 81,40 14,69 18,6
AOAC 993-07 Acumedia x BAX | 0,97 0,324 92,64 95,90 83,94 4,10 16,06
AOAC 993-07 Oxoid x BAX 12,15 | 0,0001 88,07 89,02 84,31 10,98 | 15,69
ISO x AOAC 993-07 Acumedia | 32,47 | 0,0001 84,69 84,65 84,88 15,35 | 15,12
ISO x AOAC 993-07 Oxoid 2,88 0,089 84,49 88,73 63,95 11,27 | 36,05
AOAC 993-07 Oxoid x Acumedia | 24,60 | 0,0001 90,65 89,77 94,11 10,23 5,89

Legenda:

RE - Especificidade Relativa;
RS — Sensibilidade Relativa;
RA — Concordancia Relativa;
FP — Falso Positive;

FN — Falso Negativo.



4 DISCUSSAO

O método AOAC detectou o maior numero de amostras positivas para Salmonella
sp quando comparado ao BAX System®. Por outro lado, o método ISO 6579 que é
considerado como método oficial para Salmonella spp, detectou 0 menor nimero de
amostras positivas comparado aos outros métodos.

Em comparacédo com o método ISO, a taxa de isolamento nos métodos AOAC
e BAX System® para Salmonella spp do total de amostras positivas (160) foi de
apenas 54%, enquanto o método AOAC isolou 85,6% (Acumedia), 63,8% (Oxoid)
e 0 método BAX System® 81,3 %.

Embora tanto o método AOAC 993-07 como o método ISO sejam métodos
culturais, o método AOAC permite a identificagcdo de colbnias suspeitas de serem
salmonela logo no inicio da andlise, a partir da multiplicagdo de colénias moveis,
isoladas no Agar MSRV. Por outro lado, isso ndo é possivel quando se emprega o
meétodo 1ISO, uma vez que o uso dos caldos seletivos ndo permite essa selecao
prévia.

Outro aspecto a ser levado em consideracao quanto ao método AOAC 993-07,
€ o fato de ser possivel detectar salmonela ndo moével, pela semeadura de
colonias néo tipicas em agar MSRV para meios seletivos diferenciais e posterior
identificagao.

Nesse estudo, o método AOAC 993-07 foi o que mais isolou Salmonella spp
nas amostras analisadas. Recentemente o método AOAC 993-07 foi considerado
como um método ISO Horizontal para alimentos, racbes e amostras na producao
primaria de animais de abate (ISO 6579:2002/Amd.1:2007(E).

De acordo com Bennett et al., (1998) o BAX System® foi sempre positivo
quando a concentragao de células de salmonela na agua peptonada tamponada
(APT) foi de 5 x 10° CFU/mL ou maior. De acordo com De Smedt & Bolderdijk
(1987), o método AOAC (semi-sdlido MSRV) foi sempre positivo quando a
concentracdo celular no APT foi de pelo menos 60 células por mL, independente

do alto numero de células contaminantes também presentes no caldo. Isto
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significa que o método AOAC (semi-solido MSRV) tem 83 vezes mais capacidade
numérica de detecgdo quando comparado ao BAX System®. Este calculo
matematico pode explicar, teoricamente, as amostras negativas obtidas com o
BAX System®, mas ndo explica os resultados negativos no método AOAC (semi-
solido MSRV). Esse método nao detecta células ndo méveis e isto pode explicar a
diferenca entre os dois métodos quando o BAX System® detectou Salmonella spp
e o método AOAC néo detectou.

Outra explicagao para a deteccdo de amostras positivas pelo BAX System® e
negativas pelo método AOAC, mas com poucas probabilidades, poderia ser
atribuida ao estado fisiologico das células, porque o DNA pode persistir em
células mortas e ser amplificado pela PCR (DUPRAY et al., 1997; HERMAN 1997;
KLEIN & JUNEJA 1997; MASSO & OLIVA 1997, SHERIDAN et al., 1998), e,
portanto, esta técnica ndo poderia ser usada para diferenciar células viaveis de
ndo viaveis, (McKILLIP et al.,, 1999), dai a necessidade de confirmagcdo com
métodos culturais, onde se obtém células vivas para confirmagéo.

A probabilidade de existéncia de células mortas presentes na superficie da
pele ¢é indiscutivel, pois também existem células vivas que pretendemos
multiplicar para o teste de deteccdo em qualquer dos métodos existentes para
Salmonella spp. Nao se sabe ainda, qual é a proporcdo de multiplicacdo de
células presentes no animal ou ave ainda viva e, qual propor¢ao padece devido a
processos de abate, como durante a escaldagem, por exemplo, e, permanecendo
na derme como célula morta, possa ser detectado devido a amplificagdo de DNA
nas técnicas de PCR.

O método AOAC 993-07 (Acumedia) detectou mais amostras Salmonella sp
positiva do que o método AOAC 993-07 (Oxoid). A diferenca encontrada entre os
dois fornecedores de MSRV (Oxoid e Acumedia) esta no valor de pH de cada
meio. O meio fornecido pela Oxoid possui um pH de 5,2 +/- 0,2 e o fornecido pela
Acumedia possui pH de 5,4 +/-0,2. O pH menor do meio Oxoid, por ser mais
seletivo, poderia explicar a menor taxa de recuperagdo de salmonelas nas

amostras analisadas, comparadas ao meio da Acumedia.
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De acordo com o Manual do fabricante do BAX System®, as vantagens deste
método combinam velocidade e facilidade de manuseio. Além disso, o método
também proporciona resultados em 30 +/- 1h. Esta diminuicdo reduz,
potencialmente, o problema de contaminacado cruzada. Nao requer interpretacao
de um especialista, e permite processar até 96 amostras em uma unica vez. Esta
pratica € de alta valia para uso rotineiro de laboratario.

Para o método AOAC 993-07, a confirmagcao nao € tdo dependente da
experiéncia do operador. Isto se deve ao fato da leitura de motilidade ser simples
e visualmente sem evidéncia de duvidas. A possibilidade de positividade é
decorrente da migragao das células, que elimina praticamente toda a microbiota
acompanhante, produzindo colénias mais puras. O repique é realizado em Agar
seletivo-diferencial a partir da area de migragdo mais externa destas colbnias e,
consequentemente, quando se multiplicam nos mesmos sao facilmente
diferenciadas e geralmente puras e tipicas. Este fato € usado por varios autores
(DE SMEDT et al., 1986) e pelo método oficial da AOAC 993.07 (AOAC, 2006)
para realizar o ensaio sorolégico das culturas que apresentam migragao
diretamente do meio MSRYV por considera-las puras (MASSO & OLIVA, 1997).

Em contra partida, quando usamos o BAX System®, ndo é possivel identificar
a cepa em estudos epidemioldgicos, exceto quando as culturas sdo obtidas do
pré-enriquecimento ou enriquecimento seletivo para o isolamento de colbnias, as
quais foram positivas. Um procedimento somente possivel a partir de meios
culturais.

Apds enriquecimento, o Agar MSRV, apesar da facilidade de uso, requer 24
horas de incubacdo e a confirmagao de amostras presuntivamente positivas ou
definitivamente negativas. Amostras presuntivamente positiva podem ser
confirmado por testes sorolégicos diretamente da placa de MSRV e, também pelo
isolamento de col6nias pela semeadura da area mais externa do halo de
migracdo em meios seletivos diferenciais como Agar XLD, BPLS (Brilliant-green
Phenol-red Lactose Sucrose Agar), HE ou outros meios a escolha do analista.

Colbnias isoladas apds 24 horas podem ser usadas para confirmacgao por testes
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bioquimicos adicionais para confirmagao definitiva e, inclusive, também por testes
genéticos. As cepas confirmadas podem ser usadas para estudos
epidemioldgicos apds definigdo do sorotipo.

O método AOAC (MSRV) permite a diferenciagao de Salmonella sp ap6s 24h
de incubacdo a 42°C, baseado na ativa motilidade destes microrganismos no
meio, em contraste com a inabilidade dos competidores para migrar com a
mesma velocidade. As zonas de migragao de Salmonella sp podem alcangar raios
de 10 a 40 mm. Nos casos de zonas de migragao iguais ou superiores a 10 mm, a
presenca de Salmonella sp pode ser esperada (DE SMEDT et al.,1986; SILVA &
EIROA, 1993).

O interesse da industria de alimentos é encontrar e usar um método que
detecte o maior indice possivel de amostras positivas com o objetivo de encontrar
a melhor resposta aos procedimentos de prevengdo e monitoramento do
programa de reducéo de patdogenos adotado pela companhia e com isso reduzir a
frequéncia deste patdgeno. Mais especificamente, o objetivo é estar seguro que o
novo método a ser utilizado € capaz de detectar maior numero de amostras
positivas que o método anteriormente em uso na rotina de seu laboratorio. A
possibilidade de maior frequéncia no isolamento de Salmonella spp em amostras
naturalmente contaminadas pode ser atribuida a maior eficacia do novo método e
nao podera ser atribuida a possiveis falhas nos programas de qualidade
(Reducgao de Patdégenos) adotados pela companhia.

A combinagao de pelo menos dois métodos analiticos aqui comparados e com
maior rendimento na deteccdo de amostras positivas (AOAC-MSRV e BAX
System®) tem a vantagem de obtencdo de reultado positivo ou negativo em 30
horas (BAX System®). O microrganismo devera ser isolado pelo método cultural
(AOAC-MSRV), que podera ser utilizado para fins epidemiolégicos e ainda, a
critério do laboratdrio, eliminar a possibilidade de falso positivo gerado pelo PCR
(BAX System®) devido a possibilidade, mesmo que com pouca probabilidade, da
amplificacdo de DNA de células mortas de Salmonella spp presentes na amostra,

como consequéncia de processos industriais. Isto requer sim, um especialista
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com conhecimento de processos industriais, microbiologia de alimentos e
métodos analiticos empregados para analise de amostras.

Os resultados deste estudo sdo concordantes com outros que, da mesma
forma, confirmaram a boa produtividade do MSRV na detec¢cdo de Salmonella sp
em carcagas de frango e carnes cruas (AFFLU & GYLES 1997; MASSO & OLIVA
1997; POPPE & DUNCAN 1996; SCHALCH & EISGRUBER 1997).



5 CONCLUSOES

Resultados desse estudo demonstram que o método AOAC 993-07, com uso
de meio MSRV (Acumedia) com pH 54 e o BAX System® , nao diferiram
significativamente para as amostras analisadas. O método por PCR — BAX
System® - pode ser considerado como método screening, e deve ter seus
resultados positivos confirmados por um método cultural, neste caso o MSRV. O
método AOAC 993-07 € mais eficiente quanto ao numero absoluto de amostras
positivas encontradas; deveria ser, portanto, considerado como método de rotina,
e também pelo menos, como mais um método oficial para amostras de carnes
vermelhas e de aves, em detrimento do método ISO 6579, considerado hoje como

meétodo padrao.
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ABSTRACT

Acstudy was performed to compare the analytical procedure of the BAX™ Syslem or Safmonella PCR assav
with the Modified Semi-Solid Rappaport-Vassiliadis (MSRV) method, for the detection of Safmonella in
naturally contaminated chicken carcass samples (n = 762) and raw pork meat (n = 366). The chicken carcasses
samples were collected during slaughtering after defeathering or immediately after evisceration and the raw
pork meat collected from the deboned head of recently slaughtered pigs and others deboned raw fresh pork
meal. The BAX® System detected 134 Salmonelia-positive samples in chicken carcasses and 145 samples in
pork meat, while the MSRV method isolated 142 and 144 Salmonelia-positive samples, respectively. No
significant difference was observed between the two methods for chicken carcasses and pork meat, according

to McNMNemar test at the 5% level.

Key words: BAX"® Svstem, MSRY method, Salmoneflla. chicken, pork meat

INTRODUCTION

Various members of the genus Salmonella can cause [ood

intoxication. Foods are commonly tested for the presence of

Salmonella due to the low infective dose potential of the
microorganism (3).

The isolation and identification of Safmonella became a
problem to meat industry laboratories because of the long time
necessary 1o obtain resulls with conventional culture methods,
such as the 15O 6579 reference method (2) which involves
nonselective pre-enrichment, followed by selective enrichment
in broth and plating onto differential agar. Suspicious colonies
are then confirmed biochemical and serologically. This method
can he applied to any type of food and requires 4 to 5 days for the
confirmation of the presence of Safmonella in a sample ( 15).

To guarantee microbiological safety during food processing,
methods that rapidly detect Salmonellfa are necessary for the

opportune identification of the source of contamination (13).
For the food industry that retains its products until the results
are obtained, the time-consuming nature of conventional
methods cause economic losses, with a consequent continuous
interest in alternative, faster methods (42).

Various methods for the detection or isolation of Safmonella
have been proposed, including immunological methods
(7,5, 18,19.36,43.45), DNA-DNA hybridization (3,17,24), DNA
amplification (21,26.27,37), conductance (34) and impedance
measurements (20). In addition, motility-based immunodifiusion
tests (modified [-2 test {35,44) and detection methods based on
motility on liquid or semisolid media (6,12,15,23,39) have been
used.

The method using modified semisolid Rappaport-Vassiliadis
(MSRV) agar as selective and differential enrichment medium
for Salmonella can be stood out because of its simplicity. rapid
response and serological confirmation of migrated cultures is

#Corresponding Author. Mailing address: Universidade Federal de Santa Catarina - Depto. de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Rod. Admar Gonzaga,
1346, Itacorubi Florianopolis, SC. CEP 88034-001. Tel.: (48) 3331-5380. E-mail: cbatista@mbox].ufsc.br
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oblained 48 hafter the beginning of pre-enrichment ¢ 10,1 1) and
low cost (32.33). The method has been validated by the
Association of Official Analytical Chemists (AOAC) for cocoa
products {AOMNC 993-07) (9), for dried milk products (AOAC
995-07) (4) and recently in the Netherlands by the Animal Health
Service in monitoring programs for the eradication of Salmonella
atall levels of poultry meat production (14).

More modern molecular techniques for the detection and
characterization of microorganisms involve the use of the
polymerase chain reaction (PCR). The BAX" system (DuPont
Cualicon) for screening Salmonella in Toods 1s one of the first
commercial PCR-based systems for the detection of pathogens,
which simplifies the PCR procedure by combining all necessary
reagents (primers, enzyme, deoxyribonucleosides) in a single
tablet. The BAX"™ Safmonella test is an automated method
that uses PCR technology for the detection of Salmonella in
fonds and has AOAC Research Institute (RI) approval status

for Salmonella detection in meat, milk, and poultry classes of

foods (31).

With the technological advances in the detection methods,
food industry laboratories are increasingly confronted with the
task to validate the analytical procedures for pathogen detection,
sometimes already tested and wvalidated for international
organisms, such as International Organization for
Standardization (ISO), AOAC, British Standards Institute (BSi).

Based on the above considerations, the objective of the
present study was to compare two analytical methods for the
detection of Salmonella sp in chicken carcass and pork meat
samples naturally contaminated collected in the same commercial
processing plant. The procedures compared were the BAX®
System, which is based on PCR, and the MSRV culture method,
which is based on phenotypic characteristics.

MATERIALS AND METHODS

Samples

The following samples were studied: ay chicken carcasses
collected during slaughtering after defeathering or immediately
after evisceration (n=762), and b) raw pork meat obtained from
the deboned head of recently slaughtered pigs (n = 566).
Immediately after collection. the samples were sent to the
laboratory for analysis within a maximum interval of 2 h between
collection and sample preparation for microbiological analysis.

Assay procedure

Twenty-five grams (+ 0.5 g) of the sample was weighed in
a sterile Whirl-Pak (Nasco) bag on a Dilumate 3 scale (AES
Laboratories, France). 225 + 0.5 g buffered pepltone water
(BPW: Oxoid CM: 509) was added. and the mixture was
homogenized in a peristaltic homogenizer (MA-440 Marconi,
Brazily for I min. The samples were incubated at 36+ 1°C for
20-24 h for pre-enrichment. Next, 0.1 ml of the pre-enriched

63

broth was transferred to a plate at three equidistant locations
containing selective MSRYV medium (Acumedia 7511)
supplemented with | ml of 2% novobiocin (Inlab 5701, Brazil)
solution per liter of previously prepared medium according to
manufacturer recommendations.

The plates were incubated at 42 + 0.5°C for 24 hand growth
was interpreted as follows: plates showing positive motility
{migration halo visible based on the difference in the color tone
of the medium) were considered to be presumptive positive and
submitted to serological test with somatic polyvalent serum
{Probac do Brazily. The positive plates that showing positive
motility, were transferred from migration edge of growth witha
platinum loop onte Brilliant Green Agar, Hektoen Enteric Agar
and/or Xylose Lysine Desoxycholate medinm (Oxoid CM: 329,
419and 469, respectively), and incubated for 24 hat 37°C. Typical
colonies were also confirmed based on biochemical tests,
initially Triplice Sugar Iron Agar TSIy (Merck 1.03915) and Urea
broth (Merck 1.08483), and serological tests (somatic polyvalent
serum and specific serogroups, mainly B, Cy, Ca, D, E {Probac
do Brasil). The AP 20E system (Biomerieux Brasil S/A) was
usedas a complementary test during initial identification. Strains
considered to be positive were sent to the Oswaldo Cruz
Institute, Rio de Janeiro, Brazil, in nutrient agar tubes {Oxoid
CM3). Plates showing no motility were considered to be negative
for Salmonella spp.

Aliquots derived from the same pre-enriched broth were
submitted to PCR analysis using the BAX™ system protocol
(DuPont CQualicon).

Statistical analysis

The methods were compared statistically using the
WeNemar test: [|(a - by | -1]¥a+th = ¥2, where @ corresponds to
samples testing positive by the MSRV method and negative by
the BAX™ system and b to samples testing negative by the
MSRV method and positive by the BAX" system (3*= 3.84 is
significant at a level of p = 0.05) (41). The Kappa index, which
indicates the strength of the relationship between the row and
column variables of a cross tabulation, in tables 1, 2 and 3, was
calculated as described by Sachs, L., 1984 (38). Kappa values of
- 0.0 indicate no concordance, those between 0.1 and 0.4
indicate weak concordance, those between 0.41 and 0.60 indicate
clear concordance, those between 0.61 and 0.80 indicate strong
concordance, and those between 0.81 and .00 indicate nearly
complete concordance.

RESULTS

Salmonella sp was detected in 20.7% of the 762 chicken
carcass samples and in 28.3% of the 566 pork meat samples.
based on the BAX® and the MSRV positive data.

In chicken carcass samples, the MSRY method isolated 142
Salmonella-positive samples, while the BAX"Y system detected



34, (Table 1) with no significant difference between the two
detection procedures (MceNemar test, x? = 1.23. p = 0.2684)

In pork meat the MSRY method isolated 144 Saimonella-
positive samples versus 145 detected by the BAXN® system
(Table 1), with the difference being no significant ( McNemar
test, %2 = 00000, p= 1.0000).

Considering all samples analyzed, the MSRV method isolated
286 Salmonella-positive samples versus 279 detected by the
BAX system (Table 1), with no significant difference between
the two detection procedures (McMNemar, < — 0.507, p = 0.4764).

The Kappa values 0,823, 0.855% and 0.840 (Table | ), indicate
nearly complete concordance between the MSRY and BAX"
system methods in both samples analvzed.

Chicken carcasses and pork meat samples show similar
specificity by both methods (MSRV and BAXY system). Chicken
carcasses samples showed greater sensitivity in MSRY than to
the BAX" system and the pork meat samples showed similar
sensitivity by both methods (Table 2.

The concordance for chicken carcasses and pork meat
samples was 95.0% (Table 2).

All isolates as positive Safmonella culture were sent to the
Oswaldo Cruz Institute and were conlirmed to belong to the
cenus Safmonella.

Cultures positive for Salmorella sp isolated by the MSRW
method (39 samples) that tested negative in the BAX™ system
(Table 1y were submitted to analy

sis by the BAX"™ system itsell
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and were confirmed to be positive by the principle of detection
of the BAXN® svstem, i.e., PCR.

DISCUSSION

According to Bennett ef af (3), the BAXY system was always
positive when the cell concentration of Salmonella in BPW
was 5 x 10*CFU/mMI or higher and in the MSRV method, according
to Smedt and Bolderdijk 1 1) motility enrichment was always
successful when the Safmonella cell concentration was at least
60 perml, irrespective of the high numbers of competitive cells.,
e, 83 times lower quantity than i the BAX system.

This mathematical calculation might theoretically explain the
Salmonella-negative samples obtained with the BAX™ system,
but not explain the negative results by MSRY. The MRSWV
method does not detect non-maotile Salmorella and this might
explain the difference between the two methods.

Another explain to the positive samples by BAXY system
and negative by MSRV method. but with a very low probability,
is that samples that tested positive with the BAX"™ system and
negative by the MSREVY method might be attributed to the
physiological state of the cells, because DNA can be quite
persistent in dead cells and may be amplified by PCR
(16,2225 28.40), and therefore this technique could not be used
to differentiate viable from nonviable food-borne pathogens
(300,

Table 1. Results for Sglmonella sp in naturally contaminated chicken carcasses and pork meat determined with the BAX system

and MSRY method

Sample Bax MSEV Kappaindex
P N Total P PA PD N ND NA
Chicken 124 628 762 142 118 24 620 162 o 0,823
Pork Meat 145 421 S06 [EEN 29 15 422 16 406 (0,850
Both 279 1049 1328 2RO 247 39 1.042 a2 1010 (1,840

P: samples positive for Safmonella: N: samples negative for Sadmonella: PA: samples positive for Safmonella in MSRV and BAX (MSRV?
BAX ") PD: samples positive for Safmonella in MSRY and negative in BAXN (MSRV" BAX ). ND: samples negative for Safmonella in MSRV
and positive in BAX (MSRV- BAX"): NA: samples negative for Safmonella in MSREV and BAX (MSRV- BAX).

Fable 2. Concordance, sensitivity, specilicity, false positive rate and false ne

cative rate for Safmonella spin naturally contaminated

chicken carcasses and pork meat determined with the BAX system and MSRV method.

. Total BAX MSRV ¢ HS,':”‘ t f\ Spe L,,{Ht o {,j Concordance
Sample al al (>0 %)
Samples Samplesi+) Samples (+) - - - (%6)
MSRV  BAX  MSRV BAX  MSRV BAX MSRV BAX
Chicken 762 134 142 =8 83 12 17 96 97 4 3 95
Pork Meat S66 145 144 =9 o0 1 10 96 96 4 4 95
Both 1328 279 286 &9 86 I 14 96 a7 4 3 o5

FN: False negative rate is 100

sensitivity rate; FP: False positive rate is 100

specilicity rate.
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According to the manual of the manufacturer, the advantages
of the BAX"Y system combine speed with easy and simple
handling. In addition, the method yields results in 30 + 1 h,
reduces the potential of errors such as cross-contamination,
does not require interpretation by a specialist, and permits
effective processing of a large number of samples with up to 96
tests in a single step, thus being highly valuable for routine
lahoratory use (Manual of the BAX™ system).

In contrast, when we used the BAX™ system, it is not
possible to identify strains inepidemiological trials, except when
cultures are obtained from pre-enrichment or selective
enrichment broth for the isolation of colonies from these positive
samples, a procedure that is performed using traditional culture
media.

Adter the pre enrichment the MSRV method is also simple to
use but requires 24h for the incubation time and the contirmation
ol presumably positive or definitely negative samples.
Presumably positive samples can be confirmed by serological
tests directly from the MSRY plate, and also isolated by streaking
from the external migration zone from MSRV onto differential
and selective Safmonella media such as XLD or BPLS (Brilliant-
green Phenol-red Lactose Sucrose Agar). Colonies isolated after
24 h of incubation can be used for any other biochemical test
for definitive confirmation whether or not the isolate belongs to
the genus Salmonaella. Strains can then be submitted to typing.

The MSRY method permits the differentiation of Safmaonella
after 24 h of incubation at 42°C based on the active motility of
these microorganisms on this medium, in contrast 1o the inability
ol competitors to migrate at the same velocity; migration zones
ol Sadmaonella strains can reach a radius of 10 to 40 mm. In the
case of development of migration zones equal to or larger than
[0 mm, the presence of Salmonelia can be expected (12.42).

The main interest of the food industry is to find a method
that detects the highest possible percentage of positive samples
in order to obtain the best response in terms of the efficacy of
prevention methods and pathogen monitoring adopted by the
company (inthe present case Salmonella sp). 1., actions aimed
atreducing the frequency of this pathogen. Clearly, the objective
is to be sure that the new method is able to detect more
pathogens than the method already used in dailv laboratory
routineg. A possible higher frequency of isolation of Salmonella
sp from naturally contaminated samples would be due to the
greater efficacy of the new detection method and could not be
attributed to possible failures in the quality programs adopted
by the company, for example a pathogen reduction program.

The combination of the two analvtical techniques reported
here has the advantage that, when the two methods are run
together in parallel, a positive or negative result can be obtained
within 30 h by the BAX" system. Inaddition, the microorganism
can be isolated from the MSRV plate for strain typing for
epidemiological purposes permitting here, at the discretion of
the laboratory, the elimination of a possible false-positive result
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generated by the BAX" svstem due to the very low possibility
ol the amplification of DNA from dead cells present in samples
as a consequence of industrial processing.

In view of the equivalence ol the two methods demonstrated
by the statistical test, one or the other can be used for the
analysis of Safmonella sp in these types of samples, taking
into account the cost of the method and the urgency of the
need to obtain the results Tor lot release.

The results of this study agree with another that likewise
confirms the good productivity of MSRV agar in chicken
carcasses and raw meat samples ( 1,28,36,39).

MSRV confirmations is not so dependent on operator
experience because plates obtained presented much less
accompanying flora, i any at all. This fact is used by several
authors (De Smedt ¢f af., 1986) and in the AOAC Official
Method Q9307 (AOAC, [995) to attempt direct serological
testing of migrated MSRV cultures, considering them nearly
pure cultures (28).

In this study the productivity for naturally contaminated
chicken carcasses and pork meat was 89.93% for MSRV and
87.73% for BAXY system.

These results demonstrate that the MSRV culture method
and the BAX"™ system do not differ significantly from one another
for the samples analyzed and the MSRV methods is as efficient
as the BAX™ system method in detecting Salmonella in raw
pork meat and chicken carcasses and could be considered as a
routine screening method for motile Sadmonella in these samples.
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RESUMO

Comparacio do Sitema BAX"™ com o Método MSRV
para deteccio de Salmonella em carcacas de frango e
carnes suinas

Um estudo foi realizado com o objetivo de comparar o
procedimento analitico de detecgdo de Salmonella com o
Sistema BAX™automatizado, baseado na Reagio em Cadeia da
Polimerase (PCR) com o método de Rappaport-Vassiliadis em
Agar Semi-Solide modificado (MSRV) para detecgio de
Salmonella em amostras de carcagas de frango naturalmente
contaminadas (n=762) e retalhos de carne suia (n=566). O
Sistema BAX®detectou 134 amostras positivas para Salmonella



em carcagas de [rango e 145 amostras positivas para Salmonella
em retalhos de carne suina, enquanto o MSRV detectou 142 ¢
|44 amostras positivas respectivamente. Nio houve diferenca
eslatisticamente significativa entre os dois métodos, segundo
MeNemar ao nivel de significineia de 5%.

Palavras chave: Sistema BAX™, Método MSRV, Salmonella,
frango, came suina
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ABSTRACT

The main goal of the present study was to discuss the application of the McNemar test to the comparison of proportions
in dependent samples. Data were analyzed from studies conducted to verify the suitability of replacing a conventional method
with a new one for identifying the presence of Salmanella. It is shown that, in most situations, the McMNemar test does not

provide all the elements required by the microbiologist to make a final decision and that appropriate functions of the proportions
need to be considered. Sample sizes suitable to guarantee a test with a high power in the detection of significant differences

regarding the problem studied are obtained by simulation. Examples of functions that are of great value to the microbiologist

are presented.

Statistical inference related to hypothesis testing and
estimation has been widely used by microbiologists in dif-
ferent areas. Despite its wide application, the proper use
and perfect understanding of this area of statistics are not
always observed in published articles.

In many investigations, there is no concern about de-
fining a priori what a meaningful difference would be re-
garding the problem in their area of knowledge (3, 4). For
example, in a study to compare two proportions, a mini-
mum difference of 5 percent points can be defined as mean-
ingful to the study. On the basis of this information pro-
vided by the microbiologist, it is then possible to define the
number of observations necessary (sample size) to guar-
antee a high probability of rejection of the null hypothesis
(equality of the two proportions) when the established min-
imal difference really occurs. It is known that, regardless
of how small the difference between two proportions is.
there is always a sample size suitable to detect this differ-
ence. In other words, rejection of a false null hypothesis is
just a matter of increasing the sample size. In particular,
this is the case of the McNemar test (/, 3, &), which was
developed to compare two proportions in dependent sam-
ples. Therefore, the microbiologist must start a study by
defining the minimum difference between parameters that
he or she wishes to detect.

On the other hand, in many situations, the microbiol-
ogist knows that, for instance, two proportions are different
from each other and, in fact, what he or she needs to esti-
mate accurately is the size of the difference, i.e.. the prob-
lem is much more of estimation than of hypothesis testing.

# Author for correspondence. Tel: +55 48-3721-7545; Fax: +55 48-3721-
9770; E-mail: ogliari @ inf.ufsc.br.

For example, in a comparison of two methods (convention-
al and new) used to detect the presence of Salmonella based
on the comparison of proportions, to know that the presence
of Salmonella, as indicated by the two methods, is different
from one another does not guarantee that one method is
better than the other. It is possible that either method pro-
vides satisfactory results for the microbiologist. Therefore,
sometimes complementary analyses are necessary. The es-
timation of adequate functions. such as the ratio between
the proportions of the presence of Salmonella indicated by
the new method and by the conventional one, would be
more appropriate. Thus, in terms of statistical consider-
ations, the replacement of the conventional method by the
new one would be recommended if this ratio is greater than
a certain amount stated by the microbiclogist. The main
goals of the present study were to discuss the application
of the McNemar test to the comparison of proportions in
dependent samples and the estimation of appropriate func-
tions of these proportions.

MATERIALS AND METHODS

McNemar test. The objective of the McNemar test is to
compare two unknown proportions in dependent samples, and it
has been widely used by many microbiologists to compare dif-
ferent microbiological methods (2-7, 9, If2). For example, suppose
a study is conducted to test whether two methods {conventional
and a new one) have the same capacity to indicate the presence
of Salmonella in contaminated chicken-derived products. The
same sample of the product is submitted to the two methods: the
null hypothesis (Hy) is that the proportions of positive results are
the same in the two methods, and the alternative hypothesis (H))
is that the proportions of positive results are not the same. In terms
of the parameters involved in this type of problem, we have that
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TABLE L. Nwmber (praoportions) af the presence of Salmonella
indicated by the two methods in 200 samples af contaminated
chicken-derived products

New methods

Conventional

method Positive Negative Tolal

Positive 17 24 41
(0.085) (0.120) (0.205)

Negative 39 120 159
(0.195) (0.600) (0.795)

Total 56 144 200

(0.280) (0.720)

Hy w,  +w, _=mw, , +W_ =W, _ = T_, Versus

H: wm, +tw, _#w  +t7w_ S7w_#7

where 7, is the true proportion of positive results indicated by
the two methods simultaneously; ., _ is the true proportion of
positive results indicated by the conventional method and negative
results by the new method, and w_ . is the true proportion of
negative results indicated by the conventional method and positive
results by the new method. The true proportion of negative results
indicated simultaneously by the two methods is represented by
w__. In Table 1. we have the data of one of such example, where
the two methods were applied in a sample of 200 contaminated
chicken-derived products.

The above hypotheses are tested by the McNemar test, which
is given by the following equation:

f 2
fn o, —n. | -1

2

1
nR_, tn, W

where n,_ and n_ are the quantities of samples in which the
presence of Salmonella was indicated by only one of the methods.
The null hypothesis is rejected, at a significant level o, when ¥2
is greater than the critical value of the x* distribution with 1 df.

The power of the McNemar test and sample size. Gener-
ally, the main concem in the application of hypothesis testing is
the control of type I errors. ie., rejection of the null hypothesis
when it is true. while type II ermors, ie.. acceptance of the null
hypothesis when it is false, are neglected. In our example, the
type I ermor would be to say that the proportions of the presence
of Salmonella indicated by the two methods are not the same,
when they are. The type I error would be to say that the propor-
tions of the presence of Salmonella indicated by the two methods
are the same. when they are not. The probabilities of these two
types of errors are represented by « and B, respectively.

As mentioned earlier. in practice, microbiologists should not
limit their concern to the rejection or not of the null hypothesis
but should also consider the capacity of the test to detect existing
differences that are meaningful to the problem studied. This ca-
pacity is referred to as the power of the test, which corresponds
to the probability of correctly rejecting the null hypothesis when
it is false, and is represented by 1 — [3. In our example, it would
be the capacity of the McNemar test to say that the proportions
of positive results indicated by the two methods are different when
they are, at least by a certain amount specified by the microbiol-
ogist. In practice, for a given o, the researcher should plan the
experiment with a sample of a size sufficient to guarantee a test
with high power.

I. Food Prot, Vol 70, No. 8

To determine the appropriate sample size to detect a mini-
mum difference, &, between the two proportions w_, and 7,
the microbiologist has to specify the values of «, the desired pow-
er. the expected proportion of disagreement, which corresponds to
M= m ., + a, . and & For instance, when the microbiologist
specifies o« = 0.05, a power of 0.80 {(80%). n = 0.30 as the
expected proportion of disagreement, and & = 0.05, he or she is
going to determine the amount of samples of contaminated chick-
en-derived products that should be submitted to the two methods,
in order to guarantee a probability of 0.05 (5%) of saying that the
two methods are different, when they are not, and a probability
of 0.80 (B0%) of saying that the two methods are different, when
they are. at least by a difference of 0.05 (5 percent points) between
w_, and w__. In practice, it is usual to state the values of 0LO5
for oo and 0.80 for the power. The value of & depends on the
problem being studied. Results from a simulation study will be
shown in the next section.

Functions of proportions. After the rejection of the null
hypothesis by the McNemar test with a high power to detect the
desired minimum difference between the proportions of disagree-
ment, the microbiologist would need to estimate the real amount
of this difference. Another important point would be the estima-
tion of the proportion of positive results indicated only with the

conventional method {7, _}. This proportion should be small: oth-
erwise, the new method would not have shown the desired per-
formance. These quantities and others, which depend on the sub-
ject of the study. can be expressed as functions of the proportions.
Examples of such functions would be as follows:

(i) Filw) = =« . fm._, which measures how much the pro-
portion of positive results indicated only with the new method is
greater than the proportion of positive results obtained only with
the conventional method:

(ii} Fa(m) = w_. — w._. which measures the difference in
percent points between the proportion of positive results obtained
only with the new method and the proportion of positive results
indicated only with the conventional method:

(iii) F3(m) = w, {7, . + =« + w_ ), which measures the
proportion of positive results obtained with the conventional
method only, among all the positive results. The microbiologist
wishes this value to be small.

Estimation and confidence intervals for these types of func-
tions can be done via the weighted least-squares or maximum
likelihood methods. Details are shown in ({, 8).

RESULTS AND DISCUSSION

In this section, we analyze the data presented in Table
1, in terms of the methodology discussed above. In this
example, we have that in 12.0% (n, _ = 24 of 200) of the
samples. the conventional method indicated Salmonella,
while the new method did not. The opposite happened in
19.5% (n_, = 39 of 200) of the samples. The value for the
McNemar test is x7 = 3.11, which is less than 3.84, the
value of the x? distribution with 1 df, indicating that the
null hypothesis should not be rejected.

In Figures 1 through 3, we present the results of a
simulation study carried out to show the relationship among
the power, the sample size (n}. the proportion of disagree-
ment (1), and the minimum difference in the McMNemar test.
All the calculations were done with the software Statistica,
at the significance level of 0.05. Figure 1 shows that. to
detect & minimum difference of 0.05 with a power of 0LEO,
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FIGURE 1. Power af the test to detect a minimum difference of
0.05.
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FIGURE 2. Power af the test to detect a minimum difference of

0.10.

g

]

=

I=]

:

.

000 005 040 045 020 025 030 035 040 045 050 055

l

FIGURE 3. Power of the test to detect a minimum difference of
0.01.

a sample size of between 800 and 1.000 is required when
a proportion of disagreement of about (.30 is expected. For
situations in which the microbiologist knows only that the
proportion of disagreement is no greater than 0.50, he or
she should consider a sample size of 1.500 to guarantee a
power of 0.80. Figures 2 and 3 present results for the sit-
uations in which the microbiologist wants to detect mini-
mum differences of (.10 and 0.01, respectively.

From Figures 1 through 3, we can see that with 200
samples of chicken-derived products and an expected pro-
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portion of disagreement of about 0.30 (63 of 200), the
McNemar test has a power of 0.80 to detect only differ-
ences greater than 0.10 between the proportions. In other
words. if we apply the McNemar test and do not reject the
null hypotheses, then what we can conclude is that the two
methods do not differ from each other in more than 0.10
or 10 percent points, in terms of the proportions of dis-
agreement, w,_ and w_,. This is the case for the data of
our example.

To show how the McNemar test depends on the sample
size, let’s assume that the proportions shown in Table 1
have been obtained from 1.000 samples of contaminated
chicken-derived products. In this situation, the McNemar
test would provide a value of x7 = 17.38, knowing that
. = 120 and n_, = 195, now indicating a highly sig-
nificant difference between the two methods at the 5% level
of significance, although the sampling proportions are the
same as for 200 samples. Going through Figures | through
3 with n = 1,000, we can conclude that the existing dif-
ference detected by the test should be greater than 5 percent
points. What we can learn from this is that, if the two meth-
ods differ from each other by more than 5 percent points,
the microbiologist will be able to detect it in studies that
involve at least 1,000 samples.

The McNemar test gives to the microbiologist the in-
formation whether the proportions of disagreements are dif-
ferent or not, but it does not provide to the microbiologist
the information about the real value of these amounts or
functions of them. For instance, on the basis of 1,000 sam-
ples, the estimate for the ratio F(w) = w_ /w, _ is 0.195/
0.120 = 1.63 with a corresponding 95% confidence interval
of [1.26, 1.99]. From the confidence interval, we can con-
clude that, among all the samples with the presence of Sal-
maonella indicated with only one of the two methods, the
new method indicates a proportion between 26 and 99%.
greater than the conventional method. This suggests that the
new method works better than the conventional one. On the
other hand. the estimate for the ratio Fy(m) = w,_f(7,, +
w,_ + w_,)is 0.120/(0.085 + 0.195 + 0.120) = 0.30
with a corresponding 95% confidence interval of
[0.255, 0.345]. From the confidence interval, we can con-
clude that, among all the samples with the presence of Sal-
menella indicated with the two methods, the new method
did not indicate the presence of Salmonella in a proportion
between 25.5 and 34.5% of these samples. This result sug-
gests that the new method is not as good as it looked like,
when compared with the conventional one.

In the present study, we showed that the McNemar test
is sensitive to sample size and that rejection of the null
hypothesis associated with this test does not guarantee that
one method will be effectively better than the other in prac-
tical terms. We also demonstrated the importance of the
microbiologist in the definition of the problem to be stud-
ied. In many situations, estimation of appropriate functions
is much more important for the microbiologist than hy-
pothesis testing. For proportions in dependent samples, tests
with a high power and confidence intervals more infor-
mative for these functions require a sample size of at least
1.500 observations.
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Estimates and confidence intervals for functions of the

proportions can be obtained from many statistical programs.
Some of them are free and are available on Web sites, e.g..
http:/fwww.graphpad.com/quickcales/ and http:/fwww.fon.

hum.uva.nl/Service/Statistics.html. A computer program

based on Microsoft Excel, developed for the three functions
discussed above, can be obtained from the first author.
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CAPITULO 5 Comparacdo entre os métodos ISO 11290-1/A1, ISO 11290-1/A1
modificado, USDA/FSIS modificado e o BAX System® (DuPont-Qualicom) na
deteccdo de Listeria monocytogenes em carnes e produtos carneos naturalmente

contaminadas

1 INTRODUCAO

Esse estudo tem como objetivo comparar o desempenho entre os métodos
ISO 11290-1/A1, ISO 11290-1/A1 modificado (substituicdo do Caldo Fraser por
Caldo MOPS-BLEB), USDA/FSIS modificado (substituicdo do Agar Oxford por
Agar ALOA) e o BAX System® (DuPont-Qualicom); na deteccdo de Listeria
monocytogenes em salsichas, bacon fatiado, carcagas de frango e cortes de

carne suina naturalmente contaminada, conforme descrito abaixo:

Método 1SO 11290-1/A1 com o BAX System®

Método 1SO 11290-1/A1 modificado com o BAX System®;

Método USDA/FSIS modificado com o BAX System®

Método USDA/FSIS modificado com o método ISO 11290-1/A1.

Método USDA/FSIS modificado com o método ISO 11290-1/A1 modificado.

Método ISO 11290-1/A1 com o método ISO 11290-1/A1 modificado



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Nesse estudo foram analisados um total de 334 amostras constituidas de
salsichas resfriadas (89), bacon fatiado (116), carnes suinas cruas (52) e carcaga
de frango resfriado (77). As amostras foram coletadas na linha de processamento
em uma Industria com SIF localizada no estado de Santa Catarina.

Amostras de carnes suinas cruas e frango resfriado foram analisadas com o
objetivo de avaliar amostras naturalmente contaminadas que apresentassem uma
carga microbiana maior e mais diversificada do que aquela presente em salsichas

e bacon fatiado, conforme experiéncia prévia do autor.

As amostras foram analisadas, simultaneamente, pela combinagdo dos
métodos ISO 11290-1/A1 (SKOVGAARD, 2002, ISO 11290-1/A1, 2004) 1SO
11290-1/A1 modificado, USDA/FSIS (COOK, 1999) modificado e o método PCR
BAX System®.

Nesse estudo também se avaliou o uso do plagueamento direto a partir do
caldo de pré-enriquecimento, bem como a combinacéo de isolados positivos com
a leitura de esculina no caldo Fraser. Avaliou-se, também, o uso de diferentes
meios de cultura para pré-enriquecimento e enriquecimento seletivo, como caldo
Demi-Fraser, caldo UVM (University of Vermont medium), caldo Fraser, caldo
MOPS-BLEB (3-(Morpholino) propanesulfonic acid - Listeria enrichment Broth),

com plaqueamento sempre em Agar ALOA.

2.2 Método I1SO 11290-1/A1

Um total de 70 gramas de amostra foi homogeneizado em 140 g de solugéo
fisiolégica em homogeneizador peristaltico por 2 minutos, e deixada decantar por
+/- 3 minutos. Apds decantagao da amostra por +/- 3 minutos, um total de 30 mL
de amostra foi transferido para 70 mL de caldo Demi Fraser concentrado 1,285

vezes, e incubado por 24/26 horas a 30°C. Apods o pré-enriquecimento, do caldo
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Demi Fraser, transferiu-se 0,1 mL para caldo Fraser (Oxoid CM 895) adicionado
de suplemento seletivo (Oxoid SR 156) (Citrato férrico amoniacal 0,5g/L, acido
nalidixico, 20mg/L e Cloreto de acriflavina 25g/L de meio base), incubou-se a
37°C por 24/48 horas , bem como transferiu-se com alca de platina 5 uL para
Agar ALOA (Biolife 4016052) adicionado de suplemento seletivo (Biolife —
423501) (acido nalidixico 10 mg/L, ceftazidine 10 mg/L, cycloheximide 50 mgl/L,
polimixina B 38350 Ul e L-a-fosfatidilinositol 1 g). Incubou-se o Agar ALOA por
24/48 horas a 35°C e o caldo Fraser 24/48 horas a 37°C em estufa bacteriologica.
Do caldo Fraser apds 24 e 48 horas de incubagao a 37°C, foi feita a leitura da
hidrolise de esculina e, sendo positiva ou negativa, transferiu-se com auxilio de
alca de platina 5uL para Agar ALOA e incubou-se por 24/48 horas a 35°C.

Transferiu-se as col6nias caracteristicas com halo de cor azul esverdeada,
para Agar motilidade (BBL 211436) e incubou-se por 3 dias a 22°C, bem como
efetuou-se o teste de catalase com peroxido de hidrogénio a 3%, teste de
motilidade por microscopia em contraste de fase, teste CAMP (Agar base de
sangue de carneiro Newprov), utilizando cepa de Staphylococcus aureus 25923
(Oxoid) e cepa de Rodoccoccus equi ATCC 6939 (Oxoid), prova sorolégica com
soro polivalente (Difco 2302-50-0), além do teste de fermentacdo de ramnose
(Phenol Red Broth base Difco 292100).

Foram consideradas como sendo L. monocytogenes as leituras com testes
positivos para: catalase, motilidade (em forma de guarda chuva), ramnose, CAMP

teste frente a S. aureus e, para aglutinacao frente ao soro polivante (Figura 1).

2.3 Método 1S011290-1/A1 modificado (1)

Esse procedimento difere do item 2.2 pela substituicdo do caldo Fraser por

caldo MOPS-BLEB no enriquecimento seletivo (Figura 2).
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2.4 Método PCR BAX System® segundo protocolo do fabricante

Um total de 70 gramas de amostra foi homogeneizado em 140 g de solugéo
fisiolégica em homogeneizador peristaltico por 2 minutos, e deixada decantar por
+/- 3 minutos. Apds decantagao da amostra por +/- 3 minutos, 30 mL de amostra
foi transferido para 70 mL de caldo Demi Fraser concentrado 1,285 vezes, e
incubado por 24/26 horas a 30°C e entao transferido 0,1 mL para 10 mL de caldo
MOPS-BLEB (Tecra TLEMED 500), que incubou-se por 24 horas a 37°C.

Apdés o enriquecimento da amostra em caldo MOPS-BLEB, ligou-se o
termociclador/detector e o computador; esperou-se um minuto e iniciou-se a
utilizacdo do BAX System® com a digitalizacdo dos dados da amostra conforme
instrugdo do manual do usuario. Adicionou-se 150 uL de protease para 12 mL de
tampao lise e transferiu-se 200 uL do reagente de lise para cada tubo de reagéo
lise. A este tubo de reagente lise adicionou-se 5 uL da amostra proveniente do
caldo de enriquecimento seletivo (MOPS-BLEB, ou caldo Fraser, quando usado
método modificado de enriquecimento seletivo) utilizando ponteiras descartaveis;
fechou-se os tubos e efetuou-se a reagao de lise. Para Listeria monocytogenes a
reacao foi realizada a 55°C por 60 minutos para ocorrer a lise celular e a digestao
de proteinas, e depois 95°C por 10 minutos para inativacdo da protease. Estas
operacdes foram realizadas em blocos aquecedores para tubos de PCR
previamente aquecidos. Os tubos foram entdo resfriados em bloco de
resfriamento previamente mantidos em geladeira. Os tubos permanecem neste
bloco por cerca de 5 minutos. Pipetou-se entdo 50 ul de amostra contida nos
tubos de lise para tubos contendo tablete de PCR acondicionados no bloco de
resfriamento e fechou-se com tampas 6ticas com auxilio de ferramenta especifica
fornecida pelo fabricante. Levou-se o bloco para o termociclador/detector e deu-se
inicio ao programa automatizado. Apds amplificagcdo, uma janela se abre e cada
poco aparece com uma cor diferente e um simbolo no centro de cada pogo. Um

sinal de menos indica que o teste € negativo para o organismo alvo (Figura 3).
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2.5 Método USDA/FSIS modificado

Esse procedimento foi modificado pela substituicdo do Agar Oxford Modificado
por Agar ALOA.

Um total de 70 gramas de amostra foi homogeneizado em 140 g de solugéo
fisiol6gica em homogeneizador peristaltico por 2 minutos, e deixada decantar por
+/- 3 minutos. Apos decantacdo da amostra em 5.2.1, transferiu-se 30 mL de
amostra para saco Whirl-Pak estéril (Nasco) contendo 70 mL de caldo UVM
concentrado 1,285 vezes (Oxoid CM 863), adicionado de suplemento seletivo
(Oxoid SR 142E) (acido nalidixico 20 mg/L de meio base e acriflavina HCI 12
mg/L de meio base). Incubou-se o caldo UVM a 30°C por 24 horas e, apés
incubacéo, transferiu-se 0,1 mL para 10 mL de caldo Fraser (Oxoid CM 895)
adicionado de suplemento seletivo (Oxoid SR 156) (Citrato férrico amoniacal
0,5g/L, acido nalidixico, 20mg/L e Cloreto de acriflavina 25g/L de meio base), que
incubou-se a 37°C por 24/48 horas. Transferiu-se também 5 uL com auxilio de
alca de platina para Agar ALOA que incubou-se por 24/48 horas a 35°C. Do caldo
Fraser, depois de registrada a leitura de esculina, transferiu-se 5 pL, com auxilio
de alga de platina, para Agar ALOA e incubou-se por 24/48h a 35°C. Das
colonias caracteristicas para Listeria monocytogenes procedeu-se as reagdes

bioquimicas e soroldgicas citadas no item 2.2 (Figura 4).

2.6 Anédlise estatistica

A analise estatistica foi feita conforme o teste ndo paramétrico de McNemar
(SIEGEL, S. 1956), (JND — PD| - 1)%(ND+PD) = y? (x*> 3,84 & significativo ao
nivel de p = 0,05) e conforme a norma ISO 16140, para amostras naturalmente
contaminadas , item 5 — Métodos Qualitativos — Protocolo técnico para suas

validacdes, onde sao definidos:

f) Concordancia relativa (RA): Grau de correspondéncia entre a resposta
obtida pelo método de referéncia e a resposta obtida pelo método

alternativo em amostras idénticas;
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g) Desvio Positivo (PD): O método alternativo se torna um falso positivo
quando mostra um desvio positivo se ele indica um resultado positivo
quando o método de referéncia indica um resultado negativo;

h) Desvio Negativo (ND): O método alternativo indica um desvio negativo se
ele da um resultado negativo quando o método de referéncia da um
resultado positivo;

i) Sensibilidade relativa (RS): Capacidade do método alternativo para
detectar o alvo quando ele é detectado pelo método de referéncia;
Especificidade relativa (RE): Capacidade do método alternativo de nao

detectar o alvo quando ele nio é detectado pelo método de referéncia;

O calculo da concordancia relativa, sensibilidade relativa e especificidade

relativa para Listeria monocytogenes é apresentado na Tabela 1.
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Figura 1. Detecgao de Listeria monocytogenes pelo método ISO 11290-1/A1.
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Figura 2. Detecgao de Listeria monocytogenes pelo método 1ISO 11290-1/A1
Modificado.
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Figura 3. Deteccdo de Listeria monocytogenes pelo BAX System®.
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Figura 4. Detecgéo de Listeria monocytogenes pelo método USDA/FSIS
Modificado.



Tabela 1: Calculo da concordancia relativa, sensibilidade relativa e especificidade relativa na detecgdo de Listeria monocytogenes.
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Métodos Sum Concordancia N+ Sensibilidade N- Especificidade
PA NA | ND | PD 2 PA + NA Relativa RA (%) Relativa RS (%) Relativa RE (%)
+
++ - +- -+
Referencia Atemativo | U | € ) 1) N 100x(PA+NA) | pa 4 ND 100x PA NA + PD 100x NA
N N+ N-
ISO BAX 158 | 135 | 12 | 20 | 624 334 293 87,72 170 92,94 164 82.31
ISO Modificado | BAX 158 | 144 | 3 | 20 | 1953 | 334 302 90,42 161 98,13 173 83.23
ISO ISO modificado | 157 | 160 | 13 | 4 3.76 334 317 94.91 170 92,35 164 97,56
USDA BAX 145 | 127 20 | 42 | 7.1 334 272 8143 165 87.88 169 7514
Modificado
ISO USDA 139 | 138 | 31 | 26 | 028 334 277 82,93 170 81,76 164 84,14
Modificado
USDA ISO modif, 130 | 138 | 35 | 31 | 013 334 268 80,23 165 78,78 169 81,65
Legenda:

RE - Especificidade Relativa;
RS - Sensibilidade Relativa;
RA - Concordancia Relativa;

PA - concordancia de amostras com resultados positivos em ambos os métodos (+/+);

NA - concordancia de amostras com resultados negativos em ambos os métodos (-/-);

PD - Desvio positivo (método de referéncia negativo e método alternativo positivo (R-/A+);
ND - Desvio negativo (método de referéncia positivo e método alternativo negativo (R+/A-);



3 RESULTADOS

Os resultados desse estudo mostram que:

O método ISO 11290-1/A1 (DFA + DFFA) isolou 170 cepas de Listeria
monocytogenes versus 187 do BAX System®, sendo concordantes 158 e 135
amostras positivas e negativas, respectivamente, em ambos os métodos. 29
amostras foram positivas para o BAX System® e negativas para o método ISO e
12 amostras positivas no método ISO e negativas no BAX System®. O y?igual a
6,24 (p=0,0125) demonstra diferengca estatistica entre os métodos. A
concordancia relativa foi de 87,72 %, a especificidade relativa foi de 82,31 % e a
sensibilidade relativa foi de 92,94%. O BAX System® apresentou uma taxa de
falso negativo de 7,06 % e a taxa de falso positivo de 17,69 % (Tabela 2 e Tabela
3)

O método ISO modificado (DFA + DFMA) isolou 161 cepas de L.
monocytogenes versus 187 do BAX System®, sendo concordantes 158 e 144
amostras positivas e negativas, respectivamente, em ambos os métodos. 29
amostras foram positivas para o BAX System® e negativas para o método cultural
e trés amostras positivas no método cultural e negativo no BAX System®. O 2
igual a 19,53 (p=0,00001) demonstra diferenca estatistica entre os métodos. A
concordancia relativa foi de 90,42 %, a especificidade relativa foi de 83,23% e a
sensibilidade relativa foi de 98,13%. O BAX System® apresentou uma taxa de
falso negativo de 1,87% e a taxa de falso positivo de 16,77% (Tabela 2 e Tabela
3).

O Método USDA/FSIS modificado (UVMA + UVMFA) isolou 165 cepas de
L. monocytogenes versus 187 do BAX System®, sendo concordantes 145 e 127
amostras positivas e negativas, respectivamente, em ambos os métodos. 42
amostras foram positivas para o BAX System® e negativas para o método
USDA/FSIS e 20 amostras positivas no método USDA/FSIS e negativas no BAX
System®. O %% igual a 7,11 (p=0,0077) demonstra diferenca estatistica entre os

métodos. A concordancia relativa foi de 81,43%, a especificidade relativa foi de



86

75,14 % e a sensibilidade relativa foi de 87,88%. O BAX System® apresentou uma
taxa de falso negativo de 12,12 % e a taxa de falso positivo de 24,86% (Tabela 2
e Tabela 3).

A combinacdo dos métodos de isolamento em Agar ALOA a partir dos caldos
de pré-enriquecimento DF (ISO) e UVM (USDA/FSIS modificado) comparadas
ao BAX System® resultou em 164 amostras positivas e 130 amostras negativas,
respectivamente, para ambos os métodos. 17 amostras foram negativas no BAX
System® e positivas na combinacdo de caldos de pré enriquecimento e 23
amostras foram positivas no BAX System® e negativas na combinacéo de caldos
de pré-enriquecimento. N&o ha diferenca estatistica (x> = 0,625; p=0,4292) entre
os métodos de isolamento a partir dos caldos de pré-enriquecimento comparadas
ao BAX System® (Tabela 4).

Comparando todos os meios culturais combinados (ISO 11290-1/A1, ISO
modificado e USDA/FSIS modificado) versus o BAX System® temos 176 e 126
amostras foram positivas e negativas para a combinagdo dos métodos
respectivamente. 21 amostras foram positivas em pelo menos um dos métodos
culturais e negativas no BAX System® e 11 amostras foram positivas no BAX
System® e negativas nos métodos culturais (3 = 2,53; p=0,111). Das 11 amostras
positivas no BAX System® e negativas nos métodos culturais, oito foram
sorotipadas no Instituto Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro) como Listeria innocua e
trés como Listeria innocua n&o tipavel (Tabela 4).

O método ISO (DFA + DFFA) isolou 170 cepas de Listeria monocytogenes
versus 165 do método USDA/FSIS modificado, (UVYMA + UVMFA), sendo
concordantes 139 e 138 amostras positivas e negativas, respectivamente, em
ambos 0os métodos. 26 amostras foram positivas para o método USDA/FSIS e
negativas para o método ISO e 31 amostras positivas no método ISO e negativas
para o método USDA/FSIS. O y? igual a 0,280 (p=0,5962) ndo demonstra
diferenca estatistica entre os métodos. Juntos, isolaram 196 amostras positivas
para L. monocytogenes. A concordancia relativa foi de 82,93 %, a especificidade

relativa foi de 84,14 % e a sensibilidade relativa foi de 81,76%. O método
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USDA/FSIS modificado apresentou uma taxa de falso negativo de 18,24 % e a
taxa de falso positivo de 15,86 % (Tabela 2 e Tabela 3).

Considerando-se o plaqueamento direto para Agar ALOA, das culturas
provenientes dos caldos de enriquecimento primario, ou seja, UVM (USDA/FSIS
modificado) e DF (ISO), observaram-se 99 amostras positivas e 153 amostras
negativas concordantes para ambos os métodos. 44 amostras foram positivas no
caldo DF e negativas no UVM, e 38 amostras foram positivas no UVM e negativas
no DF. Nao ha diferenca estatistica significativa entre os isolados a partir de
quaisquer dos caldos utilizados (y* = 0,30; p=0.5808). Juntos isolaram 181
amostras positivas para Listeria monocytogenes (Tabela 2).

O isolamento a partir dos caldos de enriquecimento secundarios (caldo Fraser)
oriundos dos caldos de pré enriguecimento Demi Fraser (ISO) e UVM
(USDA/FSIS modificado) houve menos isolamentos de L. monocytogenes no
total das amostras analisadas, com 178 isolados positivos, sendo 142 amostras
positivas quando oriundas do caldo UVM e 149 positivas quando oriundas do
caldo Demi Fraser. 113 amostras foram positivas para ambos os caldos e 156
negativas. A partir do caldo MOPS isolou-se somente 138 amostras positivas.

Quando se testou o método ISO 11290-1/A1 (DF + F + ALOA) de 289 isolados
Frazer esculina positiva, 241 confirmaram ser Listeria spp em Agar ALOA, dos
quais 148 foram L. monocytogenes e 93 Listeria sp, porém 48 amostras esculina
positivo ndo confirmaram ser Listeria spp. Por outro lado, de 45 amostras Frazer
esculina negativas, duas confirmaram ser Listeria spp no Agar ALOA, das quais
uma foi L. monocytogenes e a outra Listeria sp. A amostra que resultou positiva
para L. monocytogenes, também foi positiva, a partir do plaqueamento direto do
caldo UVM, para Agar ALOA, no protocolo USDA/FSIS modificado. A amostra
dada como Listeria sp, foi positiva para esculina a partir do caldo UVM com 24
horas, mas negativa para Listeria sp apds plaqueamento em Agar ALOA,

conforme disposto na Tabela 5.
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A Tabela 5 apresenta o método USDA/FSIS modificado (UVM + F+ ALOA),
de 279 isolados Frazer esculina positivos, 229 confirmaram ser Listeria spp em
Agar ALOA, dos quais 142 foram L. monocytogenes e 87 Listeria sp. Porém, 50
isolados esculina positivos ndo confirmaram ser Listeria spp no Agar ALOA. Esta
amostra foi positiva para esculina em caldo Fraser quando originada do caldo
Demi-Fraser e dada como Listeria sp nas demais condi¢des do estudo. Este
ultimo resultado confirma o encontrado quando se testou o método 1ISO 11290-
1/A1.

O método ISO modificado (DFA + DFMA) isolou 161 cepas de L.
monocytogenes versus 165 do USDA/FSIS modificado (UVMA + UVMFA), sendo
concordantes 130 e 138 amostras positivas e negativas, respectivamente, em
ambos os métodos. 31 amostras foram positivas para o método ISO modificado e
negativo para o método USDA/FSIS modificado e 35 amostras positivas no
método USDA/FSIS modificado e negativo para o método 1ISO modificado. O »?
igual a 0,1363 (p=0,7119) n&do demonstra diferenca estatistica entre os métodos.
Juntos, isolaram 196 amostras positivas para L. monocytogenes. A concordancia
relativa foi de 80,23%, a especificidade relativa foi de 81,65% e a sensibilidade
relativa foi de 78,78%. O método ISO modificado apresentou uma taxa de falso
negativo de 21,22% e a taxa de falso positivo de 18,35% (Tabela 2 e Tabela 3).

O método ISO 11290-1/A1 (DFA + DFFA) isolou 170 cepas de L.
monocytogenes versus 161 do método ISO 11290-1/A1 modificado (DFA +
DFMA), sendo concordantes 157 e 160 amostras positivas e negativas,
respectivamente, em ambos os métodos. Quatro amostras foram positivas para o
método ISO modificado e, negativas para o método ISO 11290-1/A1 e 13
amostras positivas no método 1ISO 11290-1/A1 e negativas para o método I1ISO
modificado. O y?igual a 3,76 (p=0,0524) ndo demonstra diferenca estatistica entre
os métodos. Juntos, isolaram 174 amostras positivas para L. monocytogenes. A
concordancia relativa foi de 94,91%, a especificidade relativa foi de 97,56% e a

sensibilidade relativa foi de 92,35%. O método ISO modificado apresentou uma
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taxa de falso negativo de 7,65% e a taxa de falso positivo de 2,44 % (Tabela 2 e
Tabela 3).
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Tabela 2: Detecgao de Listeria monocytogenes pelas metodologias ISO 11290-1/A1, ISO 11290-1/A1 Modificado,
USDA Modificado e BAX System®.

ISO11290-1/A1 ISO 11290-1/A1 modif. USDA/FSIS modif. ISO11290-1/A1
DF-F-A) (DF-M-A) (UVM-F-A) (DF-A)
BAX System® Positivo | Negativo | Total | Positivo | Negativo | Total | Positivo | Negativo | Total | Positivo | Negativo | Total
Positivo 158 29 187 158 29 187 145 42 187 - - -
Negativo 12 135 147 3 144 147 20 127 147 - - -
Total 170 164 334 161 173 334 165 169 334 - - -
USDA/FSIS modif.
(UVM-F-A)
Positivo 139 26 165 130 35 165 ; . . . - -
Negativo 31 138 169 31 138 169 - - - - - ]
Total 170 164 334 161 173 334 - - - - - -
ISO 11289-1/A1 modif.
(DF-M-A)
Positivo 157 4 161 - - - - - . - - -
Negativo 13 160 173 - - - - - - - - -
Total 170 164 334 - - - - - - - -
USDA/FSIS modif.
(UVM-A)
Positivo - - - - - - - - - 99 38 137
Negativo - - - - - - - - - 44 153 197
Total - - - - - - - - - 143 191 334
Legenda:

DF = Caldo Demi-Fraser
F = Caldo Fraser

A = Agar Aloa

M = Caldo MOPS

UVM = Caldo UVM
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Tabela 3. Resultados estatisticos da detecgdo de Listeria monocytogenes em

amostras de salsichas resfriadas, bacon, carcagas de frango resfriado e carnes
suinas cruas pelas metodologias ISO 11290-1/A1, ISO 11290-1/A1 Modificado,
USDA Modificado e BAX System®.

Métodos X? Valor p RA RE RS FP FN
ISO x BAX 6,24 0,013 87,72 82,31 92,94 17,69 7,06
ISOm x BAX 19,53 0 90,42 83,23 98,13 16,77 1,87
USDA x BAX 7,11 0,007 81,43 75,14 87,88 24,86 12,12
ISO x USDA 0,28 0,59 82,93 84,14 81,76 15,86 18,24
ISO x ISOm 3,76 0,052 94,91 97,56 92,35 2,44 7,65
USDA x ISOm 0,13 0,71 80,23 81,65 78,78 18,35 21,22
Legenda:

RE — Especificidade Relativa;
RS - Sensibilidade Relativa;
RA — Concordancia Relativa;
FP — Falso Positive;
FN — Falso Negativo.

Tabela 4. Detec¢ao de L. monocytogenes em amostras de salsichas resfriadas,

bacon, carcagas de frango resfriado e carnes suinas cruas pela combinagao das
metodologias ISO 11290-1/A1, ISO 11290-1/A1 Modificado, USDA Modificado e

BAX System®.
1ISO11290-1/A1 1ISO11290-1/A1
USDA/FSIS modif. ISO 11290-1/A1 modif.
USDA/FSIS modif.
BAX Positivo Negativo | Total Positivo Negativo | Total
Positi 164 23 187 176 11 187
ositivo
N . 17 130 147 21 126 147
egativo
Total 181 153 334 197 137 334
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Tabela 5. Identificagdo de Listeria spp a partir da reacao de esculina de isolados
obtidos pela metodologia ISO 11290-1/A1 e USDA/FSIS modificado.

ISSO 11290-1/A1 USDA/FSIS modificado
Caldo Fraser Caldo Fraser Caldo Fraser Caldo Fraser
Esculina + Esculina - Esculina + Esculina -
Listeria 148 1 142 0
monocytogenes
Listeria sp 93 1 87 1
N&o Listeria sp 48 43 50 54

ISO 11290-1/A1 = Demi-Fraser — Fraser — Agar ALOA
USDA/FSIS modificado = UVM — Fraser — Agar ALOA



4 DISCUSSAO

Os resultados das comparacbdes de protocolos analiticos para analise de
Listeria monocytogenes em carnes e produtos carneos, com o método ISO
11290-1/A1 e USDA/FSIS modificado, tidos como método de referéncia neste
estudo, indicam que o uso de um unico protocolo de isolamento pode resultar em
13 a 16% a menos de resultados positivos para L. monocytogenes. Apesar de
este indice parecer alto, ndo apresentou diferenga estatistica significativa quando
comparados entre si. Combinados os dois métodos, a taxa de isolamento de L.
monocytogenes subiu de 86,73 % para 99,49 %. Na comparagao do método ISO
11290-1/A1 versus o método ISO modificado com utilizagdo do caldo MOPS como
enriquecimento secundario, temos 2,30 a 7,47% de resultados positivos a menos,
dependendo da escolha de um método em detrimento de outro; juntos, eles
isolariam 88,32 %das amostras positivas.

A combinagdo do método USDA/FSIS modificado versus o meétodo ISO
modificado com utilizagdo do caldo MOPS como enriquecimento secundario,
temos novamente entre 16 a 18% de resultados positivos a menos, também sem
nenhuma diferenca estatistica entre eles. Combinando os dois métodos, a taxa de
isolamento de L. monocytogenes subiria de 84,18 % para 99,49 %. Resultados
similares foram obtidos por Pritchard e Donnelly (1999), onde o percentual de
Listeria sp isolada inicialmente por um s6 método de enriquecimento, passou de
82,5 % para 97,5 % quando realizada em combinagdo de dois métodos de pré
enriquecimento (UVM e LRBS). Segundo estes mesmos autores, outros
pesquisadores (FLANDERS et al., 1995, LUND et al., 1991, WARBURTON et al.,
1991, NOAH et al., 1991., e HAYES et al., 1992) obtiveram resultados similares
estudando recuperacido de listerias a partir de mais de um caldo de
enriquecimento. Pritchard e Donnelly (1999), de acordo com seus estudos,
relatam que: “a verdadeira incidéncia de Listeria monocytogenes, possivelmente

presente em amostras, podem nao estar sendo detectadas nos protocolos
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analiticos existentes e serem por isto subestimada”. Evidéncia esta que também
podemos constatar em nossos dados.

Os resultados tanto do método ISO 11290-1/A1 e ISO 11290-1/A1
modificado, quanto do método USDA/FSIS modificado, demonstraram que na
maioria dos casos L. monocytogenes € isolada ja a partir do pré-enriquecimento.
O enriquecimento secundario rendeu sempre algumas amostras positivas a mais.

Nossos resultados indicam também a necessidade do plaqueamento inicial
a partir do caldo de pré enriquecimento, por termos amostras que se mostram
positiva neste e negativas quando semeadas a partir do enriquecimento
secundario. 14,28% das amostras positivas de 161 analisadas deixariam de ser
isoladas, caso nao fossem semeadas a partir do caldo de pré-enriquecimento no
método ISO modificado. 12,35% das amostras positivas de 170 analisadas
deixariam de ser isoladas, caso nao fossem semeadas a partir do caldo de pré-
enriquecimento no método I1ISO 11290-1/A1 e, 13,94% das amostras positivas
deixariam de ser isoladas de um total de 165 amostras positivas analisadas no
método USDA/FSIS modificado. Possivelmente, a razao para que tenhamos
amostras positivas para L. monocytogenes n&o isoladas a partir do
enriquecimento em caldo Fraser ou caldo MOPS e positivas no pré-
enriquecimento — UVM ou Demi Fraser — pode estar relacionada a pouca
competitividade da Listeria monocytogenes quando em presenga de Listeria
innocua nos caldos de ennriquecimento secundarios, fato este ja comprovado por
outros autores (SCOTTER, et al., 2001; PETRAN & SWANSON, 1993; CORNU,
et al., 2002).

Neste estudo, das 23 amostras negativas para L. monocytogenes oriundas
do caldo MOPS, 21 eram Listeria sp e 2 negativas para Listeria spp, e quando
oriundas do caldo Fraser, das 21 amostras, 20 foram Listeria sp e 1 negativa para
Listeria spp. Estas amostras foram positivas para L. monocytogenes no caldo
Primario (Demi Fraser). 23 amostras oriundas do caldo Fraser, ja tidas como

Listeria monocytogenes a partir do caldo UVM, foram classificadas como Listeria

sp.
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Na analise de validacdo do protocolo analitco do BAX System®,
observamos que este difere significativamente dos protocolos ISO, ISO
modificado e USDA/FSIS modificado (3 - 6,24, 19,53 e 7,11 respectivamente).
Estes resultados comprovam a necessidade de confirmacdo dos resultados
positivos no BAX System®, podendo o mesmo ser considerado um método
screening e, portanto, somente valido como diagnéstico final para amostras com
resultado negativo.

As vantagens de rapidez na obtencdo de resultados do BAX System® para
amostras negativas, podem ser discutidas pelo sistema de enriquecimento
secundario, onde o caldo MOPS sugerido pelo fabricante n&o leva indicador de
esculina. Todas as amostras devem prosseguir a analise utilizando o “kit” para
anadlise de PCR proposto pelo fabricante. Por sua vez, a leitura de esculina
negativa com 24 horas no caldo Fraser ja pode nos levar a um indicio de
negatividade para Listeria spp e, levando em consideragao que o caldo MOPS é
incubado somente 24 horas, na comparagdo entre os dois caldos de
enriquecimento secundario ndo teriamos necessidade de continuar a analise no
BAX System® em culturas com leitura de esculina negativa. Neste caso, teriamos
que utilizar os dois caldos de enriquecimento secundario (MOPS e caldo Fraser),
caso optassemos pela adocdo do protocolo analitico proposto para o BAX
System®. Segundo a metodologia ISO, a leitura do caldo Fraser deve ser efetuada
também apos 48 horas para dar um resultado negativo.

Os resultados de leitura de atividade esculinase nos caldos Fraser a partir
do caldo Demi Fraser mostraram, que 139 amostras foram positivas para L.
monocytogenes com leitura positiva em caldo Fraser com 24 horas e 9 amostras
foram positivas apds 48 horas de incubagdo. O isolamento de L. monocytogenes
em Agar ALOA a partir do caldo Demi Fraser, foi de 139 amostras
presuntivamente positivas (coldénias caracteristicas azuladas com halo opaco)
com leitura concordante de esculina positiva em 24 horas, e duas a partir do caldo
Fraser positivo com 48 horas. Considerando as amostras presuntivamente

positivas a partir do plaqueamento em Agar ALOA e, adicionalmente, a leitura de
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esculina no caldo Fraser oriundo do caldo de pré-enriquecimento, pelo menos 139
amostras ndo teriam necessidade de continuidade de analise pelo kit BAX
System?®. Isto pode gerar uma economia em kits ndo usados do BAX System®, ou
ainda, poder-se-ia confirmar as colénias caracteristicas isoladas no Agar ALOA
utilizando o préprio Kit do BAX System®, como opgao de método de identificagao.

A opcéo de pré-enriquecimento pelo método USDA/FSIS, com 48 horas
temos pelo menos 137 amostras presuntivamente positivas para L.
monocytogenes, considerando a leitura de esculina positiva em caldo Fraser apés
24 horas e colbnia caracteristica de L. monocytogenes em Agar ALOA semeado a
partir do caldo UVM.

A validagdo de novas metodologias analiticas, bem como de diferentes
protocolos analiticos em laboratérios de controle de qualidade tém por objetivo,
hoje, a otimizagado dos trabalhos internos, baseados na procura do método que
renda o maior numero possivel de amostras positivas. Isto se deve a adequacéao
de novas tendéncias aos principios de seguranca alimentar sustentado pelas
empresas de alimentos mais preocupadas em servir com qualidade de exceléncia
seus clientes: os consumidores.

Neste estudo de validacdo de métodos analiticos para deteccdo de L.
monocytogenes, a mao de obra empregada para a atividade de pré-
enriquecimento € a mesma para os protocolos analisados. Uma atividade extra
nos protocolos USDA/ISO seria o plaqueamento direto em Agar ALOA, mas que
poderia em 24 horas resultar em screening positivo, se colbnias caracteristicas
presentes, e a mesma atividade para a transferéncia de 0,1 mL para o caldo
Fraser ou para o caldo MOPS no caso do uso do protocolo BAX System®. A
vantagem do caldo Fraser sobre o caldo MOPS apds 24 horas de incubagao
seria a leitura de esculina com 24 horas em caldo Fraser. O escurecimento do
meio € considerado presuntivamente positivo para Listeria sp. necessitando de
confirmacdo, enquanto que, culturas sem alteracido de cor do meio podem ser
consideradas negativas (International Journal of Food Microbiology, 9 (1989) 94-
96 FOOD 00MO03). Ja teriamos também uma leitura prévia do Agar ALOA, que
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mesmo com coldnias pequenas, mas caracteristicas apos incubacédo a 37 C por
24 horas, ja poderiam ser visualizadas, dependendo da experiéncia dos técnicos
de laboratodrio. Colonias sem halo e esculina positivas em caldo Fraser com 24
horas de incubagao, poderiam ser consideradas como negativa, e, neste caso, 0
custo beneficio da analise com o KIT PCR deve ser avaliado.

Devemos considerar, também, que o numero de amostras positivas no
BAX System® (187), se considerado isoladamente o protocolo de isolamento do
BAX System® como preconizado pelo fabricante, resultaria em 49 amostras falso
positivo, pois 0 nimero de isolados em Agar ALOA a partir do caldo MOPS
somente rendeu 138 amostras positivas. Como um método screening os
resultados devem ser confirmados. Desta forma, o protocolo do BAX System®
deveria considerar a semeadura em agar seletivo diferencial também a partir do
pré-enriquecimento, o que certamente levaria a uma grande economia de
consumo do KIT da PCR, e mesmo neste caso, como opcao, poderia a PCR ser
usada como prova de confirmacgéo genética de células viaveis a partir de colonias

isoladas em Agar ALOA.



4 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo comprovam que a tecnologia de PCR para
deteccdo de L. monocytogenes é uma ferramenta valiosa para analise de rotina
em laboratérios de controle de qualidade de alimentos. Apds 48 horas ja é
possivel trabalhar o KIT analitico do BAX System® e aproximadamente apds 5
horas ter o diagnostico final da analise se negativo e, na possibilidade de
combinagdo com métodos culturais semeados a partir do pré-enriquecimento em
Agar diferencial como o Agar ALOA, a partir de colénias caracteristica para L.
monocytogenes também resultados finais positivos.

Os protocolos analiticos propostos pela ISO e USDA modificado com
semeadura em Agar ALOA a partir dos caldos de pré-enriquecimento, podem
também gerar resultados positivos presuntivamente sem necessidade de custos e
mao de obra adicionais uma vez que a semeadura a partir dos caldos de pré
enriquecimento (UVM + DF) isolou um numero maior L. monocytogenes que a
semeadura a partir do caldo Fraser e caldo MOPS como enriquecimento
secundario. Constata-se, novamente, que ainda nido existe somente um caldo de
pré enriquecimento que nos possa levar a isolamentos de 100% de amostras
positivas. Pelos resultados apresentados, o uso dos dois caldos de pré-
enriquecimento (DF e UVM) teriam uma vantagem sobre o BAX System®, com o
mesmo tempo para obtengcdo de resultados negativos e presuntivamente
positivos, além do que estes métodos comparados nédo apresentaram diferenca
estatistica entre si e resultam em maior numero de amostras positivas,
confirmadas pela provas bioquimicas.

Desta forma, podemos concluir que os caldos de enriquecimento também
necessarios aos protocolos dos “chamados métodos rapidos”, se bem usados e
interpretados, podem ser utilizados também com o conceito de métodos rapidos
devido a leitura de certas propriedades bioquimicas que neles ocorrem devido as
reacoes metabdlicas que ocorrem durante a multiplicagcado bacteriana; e, devido a

esta caracteristica, podem abreviar o tempo de analise e serem rapidos nos
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conceitos dos métodos rapidos utilizados nos dias de hoje como apelo de vendas

e, inclusive, serem mais econdmicos.
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7 CONCLUSOES

Podemos concluir apds a finalizagao deste trabalho, que o método AOAC
993/07 (MSRV Acumedia) com pH 5,4 +/-0,2 é o método mais sensivel para a
deteccdo de Salmonella sp em carcagas de frango e carnes suinas cruas, e
deveria ser também considerado para uso com este fim. O método BAX System®
pode ser utilizado como método screening para analise de Salmonella spp, pois
pode adiantar o resultado definitivamente negativo apds 24 horas, mas como
screening, deve em casos presuntivamente positivos ter a confirmagao dos seus
resultados confirmados com um método cultural para o resultado definitivo da

analise.

O método ISO 6579, hoje tido como método de referéncia para todos os
tipos de alimentos, deveria ser repensado quanto a ser referéncia em detrimento
do método AOAC 993-07/ISO 6579: amd1(E), também para carnes e produtos

carneos.

Para anadlise de Listeria monocytogenes, fica claro que ndo ha um método
de pré enriquecimento que se possa dizer seja absoluto e, portanto, mais
pesquisas sdo0 necessarias para encontrar um meio que venha a ter excelente
rendimento para isolar o patogeno em carnes e produtos carneos prontos para

consumo.

Os métodos alternativos (como a PCR) também podem e devem ser
usados como analise de screening, pois nos ddo a vantagem do rapido
diagnostico de detectar amostras negativas e aliam-se a possibilidade de serem

usados como provas determinativas de confirmacéao a partir de colonias isoladas.



8 TRABALHOS FUTUROS

a)

b)

d)

Avaliacdo das metodologias alternativas aqui apresentadas com
diluicdol: 5 versus 1:10 para analises de Listeria monocytogenes,

utilizando o modelo de regreséo logistica multinomial;

Avaliacdo da metodologia quantitativa por NMP de Salmonella sp

usando o meio MSRV;

Comparacdo de metodologia quantitativa por NMP de Salmonella sp
usando o meio MSRV versus a frequencia de isolados positivos:

Avaliacdo do caldo APT para enriquecimento de patogenos multiplos
(Salmonella, Listeria monocytogenes e Campylobacter
termotolerantes em produtos carneos, e sua correlacdo com a

contagem destes patogenos).

Explorar os dados aqui apresentados e publica-los utilizando a
ferramenta apresentada para analise estatistica de métodos analiticos
conforme publicacdo de Ogliari et al., 2007.



