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RESUMO

Diversos surtos de Salmonella 
ocasionados pelo consumo de to-
mate contaminados com este micro
-organismo têm sido relatados ulti-
mamente, o que torna primordial a 
investigação sobre a presença desse 
patógeno nesse alimento. Métodos 
que permitam a avaliação rápida 
da presença de Salmonella em ali-
mentos são de suma importância. O 
objetivo desse estudo foi comparar 
o método tradicional da Food and 
Drug Administration - Bacteriology-
cal Analytical Manual (FDA-BAM) 
com um método rápido da mini Vi-
tek Immuno Diagnostic System As-
say (Mini–Vidas-SLM)-bioMérieux, 
para detecção de Salmonella Brazil 
inoculada artificialmente na superfí-
cie de tomates. Foram analisadas 215 
amostras de tomates inoculadas ar-
tificialmente com Salmonella Brazil 
com níveis de inóculos variando de 
0,4 a 940 UFC/tomate. Os resultados 
obtidos mostraram que os métodos 
estudados apresentaram uma ótima 
concordância entre si, para todas as 
faixas de inóculo analisadas.  

Palavras-chave: Surtos. Patógenos. 
Diagnóstico. 

ABSTRACT 

Several outbreaks caused by Sal-
monella due to consumption of to-
mato containing this microorgan-
ism has been reported lately, which 
makes essential the evaluation of 
this pathogen in this food. Methods 
for the rapid assessment of the pres-
ence of Salmonella in food, are of 
paramount importance. The aim of 
this study was to compare the tra-
ditional method of "Food and Drug 
Administration- Bacteriologycal An-
alytical Manual (FDA-BAM)" with a 
rapid method of mini Vitek Immuno 
Assay Diagnostic System (Mini-
Vidas-SLM)-bioMérieux to detect 
Salmonella Brazil artificially in-
oculated on the surface of tomatoes. 
Two hundred fifteen (215) tomatoes 
samples artificially inoculated with 
Salmonella Brazil with inocula levels 
ranging from 0.4 to 940 CFU/tomato 
were analyzed. The results indicated 
that the studied methods showed an 
optimun agreement with each other, 

for all inoculum levels analyzed
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INTRODUÇÃO

P esquisas científicas tem 
mostrado que uma dieta 
rica em frutas e vegetais 
pode proteger  contra di-

versos tipos de câncer e reduz a ocor-
rência de doença cardíaca coronária. 
Este fato, aliado com um aumento 
significativo na disponibilidade  des-
tes alimentos durante todo o ano, tem 
contribuído para um aumento subs-
tancial do consumo de frutas e vege-
tais frescos sobretudo nas duas últi-
mas décadas. No entanto, o aumento 
nas notificações de surtos de doenças 
associadas a frutas e legumes frescos 
ressuscitou, nos órgãos públicos de 
saúde e consumidores, a importância 
na segurança destes produtos (CO-
DEX, 2003).

No Brasil, o hábito generalizado 
de consumir vegetais crus associado 
a pouca ou nenhuma lavagem dos 
produtos antes do consumo permite 
a transmissão de doenças causadas 
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por bactérias, parasitas e vírus (SI-
MÕES et al., 2001, KIM, et al., 
2007). Estes alimentos são cultiva-
dos ao longo do ano, às vezes em 
camas de solo adubado com esterco 
animal (SIMÕES et al., 2001), o que 
pode levar à contaminação por pató-
genos como a Salmonella.

A intoxicação alimentar é nor-
malmente causada pelo consumo 
de alimentos ou água contaminados 
contendo diferentes bactérias, vírus, 
parasitas ou toxinas de natureza bio-
química ou química (CHEUNG & 
KAM, 2012).

Salmonella spp. é uma das princi-
pais causas de intoxicação alimentar 
e sua detecção, utilizando métodos 
convencionais, pode levar até 5 dias 
para confirmar se uma amostra é ne-
gativa ou não (CHEUNG & KAM, 
2012 e CROWLEY et al., 2011 ). 
No caso de triagem, onde se pode 
esperar uma grande quantidade de 
resultados negativos, os métodos 
rápidos podem encurtar significa-
tivamente o tempo necessário para 
obter uma resposta negativa, sendo 
que para resultado positivo uma eta-
pa de confirmação é adicionalmente 
necessária (JASSON, el al., 2011). 
Ensaios imunoenzimáticos (EIAs) 
têm o potencial de simplificar e ace-
lerar a detecção. O método VIDAS 
Salmonella (SLM) é um teste EIA 
automatizado para a detecção de 
Salmonella em alimentos e amostras 
ambientais que utiliza uma mistura 
de anticorpos de captura altamente 
específicos contra os antígenos O e 
H o qual permite a detecção de ce-
pas de Salmonella (CROWLEY et 
al. , 2011).

O equipamento automatizado mi-
ni-Vidas (BioMerieux, Vitek, Bra-
sil) permite a realização de ensaios 
imunoenzimático para a detecção 
de antigenos de Salmonella usando 
o método ELFA (Enzyme Linked 
Fluorescent Assay). O interior dos 
cones, que servem como fase sóli-
da, são revestidos com anticorpos 

anti Salmonella adsorvido na sua 
superfície. Se antígenos de Salmo-
nella estão presentes nas amostras 
os mesmos se ligam aos anticorpos 
monoclonais anti-Salmonella que 
revestem os seus interiores, os ele-
mentos não ligados são eliminados 
durante os passos de lavagem. An-
ticorpos conjugados com fosfata-
se alcalina são aspirados e dispen-
sados nos cones e vão se ligar aos 
antigenos de Salmonella, que já se 
encontram fixados aos anticorpos da 
parede do cone. Novas etapas de la-
vagem removem o conjugado não li-
gado. Na etapa final de revelação, o 
substrato (fosfato de 4-metil umbe-
liferil) é aspirado e depois dispen-
sado no cone, a enzima do conju-
gado catalisa a reação de hidrólise 
deste substrato num produto (4-me-
til-umbeliferona) cuja fluorescên-
cia é medida a 450 nm pelo leitor 
óptico em VIDAS. Os resultados 
são analisados automaticamente 
pelo computador e um resultado de 
teste analítico é impresso para cada 
teste.

Os testes imunoenzimáticos são 
amplamente empregados em mi-
crobiologia de alimentos, visto 
apresentarem simplicidade, sensi-
bilidade, especificidade e conve-
niência como método de triagem. É 
importante ressaltar que, até o mo-
mento, os métodos imunoenzimáti-
cos para pesquisa de patógenos são 
considerados métodos de triagem e 
resultados positivos por este teste 
devem ser analisados também pelos 
métodos convencionais (FRANCO 
& LANDGRAFT, 2003).

O objetivo deste estudo foi avaliar 
a capacidade de detectar diferentes 
níveis de células de Salmonella Bra-
sil inoculadas artificialmente em su-
perfície de tomate por um método de 
detecção rápida alternativa (Mini-Vi-
das-SLM-Biomerieux), comparan-
do-o com um método convencional 
do Manual Analítico Bacteriológico 
(MAB), FDA.

MATERIAL E MÉTODOS

Comparação da metodologia con-
vencional com a rápida para detecção 
de Salmonella Brasil inoculada na su-
perfície do tomate. 

Cultura bacteriana
Foi utilizada uma cultura pura de 

Salmonella Brasil da coleção do labo-
ratório de microbiologia da Embrapa 
Agroindústria de Alimentos – RJ.

Preparo do inóculo
A cepa de Salmonella Brasil foi 

ativada, consecutivamente, em ágar 
tripticase de soja (TSA, Oxoid) e in-
cubada a 35°C. Suspensões microbia-
nas foram preparadas com auxílio do 
equipamento Densimat (bioMerieux) 
e inoculadas em placas de TSA, com 
contagem após incubação a 35ºC por 
24h. As culturas foram diluídas até 
105,106 e 107 com contagens corres-
pondentes respectivamente, a 102; 101 
e < que 100 UFC/µL as quais foram 
utilizadas para inoculação da superfí-
cie de tomates.

Procedimentos de inoculação
Foram analisados duzentos e quin-

ze tomates, sendo as análises realiza-
das separadamente em grupos de 5 a 
10 tomates em diferentes semanas, 
todos tomates estavam livres de da-
nos. Com a finalidade de certificar a 
ausência de Salmonella spp, controle 
negativo, neste alimento foram reali-
zadas análise em cinco tomates, sem 
inóculo, para cada grupo analisado 
para este micro-organismo.

No interior de um gabinete de flu-
xo de ar laminar (VLF -12, VECO) 
procedeu-se à inoculação na superfí-
cie dos tomates com auxílio de uma 
pipeta automática (Wheaton - Soco-
rex) dispensando 0,1 mL de inóculo 
por fruto. Os frutos  permaneceram  
na câmara de fluxo laminar até se-
cagem do inóculo. Após esse proce-
dimento os tomates foram colocados 
individualmente em sacos estéreis, e 
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acrescentados de caldo de pré en-
riquecimento Universal (caldo UP, 
Difco) em quantidade suficiente 
para cobrir os frutos os quais fo-
ram deixados por 60 minutos à 
temperatura ambiente e então in-
cubados a 35oC/24horas. Após o 
período de incubação foram reali-
zadas as análises para detecção de 
Salmonella pelos dois métodos em 
estudo.

Detecção de Salmonella spp. 
pelo Método do Manual Ana-
lítico Bacteriológico (BAM) do 
FDA.

Após incubação do caldo UP foi 
retirada uma aliquota de 0,1mL e 
adicionado em 10mL de caldo Ra-
ppaport Vassiliadis (RV) da Oxoid 
com incubação  42,5 ±2oC/24h. 
Uma alíquota de 1mL do caldo UP 
também foi adicionado a 10mL de 
base de caldo de tetrationato (TT, 
Difco) e deixadas a 37°C durante 
24h. Após a incubação, alçadas de 
RV e caldo TT foram plaqueados 
em ágar Xilose Lisina Desoxico-
lato (XLD, Difco) e ágar Hektoen 
Enteric (HE, Difco) e incubadas a 
37°C/24h. Depois foram observa-
das colônias típicas de Salmonella 
spp nestas placas, que foram sub-
cultivadas em ágar nutriente (NA, 
Difco). Tubos contendo ágar Trípli-
ce Açúcar Ferro (TSI, Difco) e ágar 
Lisina Ferro (LIA, Acumedia) fo-
ram utilizados para confirmação 
presuntiva de colônias que foram 
confirmados através de testes bio-
químicos (API20E-bioMérieux) e 
sorologia (anti-soro polivalente) de 
acordo com Andrews et al., (1998).

Detecção de Salmonella spp por 
Mini Vidas.

Foram retiradas aliquotas de 1mL 
do caldo de pré-enriquecimento (UP) 
e transferido separadamente para 
10mL do caldo de tetrationato e caldo 
de Selenite-Cistina (SC, Difco) com 
incubação durante 6 horas a 42°C e 
35°C respectivamente. Em seguida, 
1 mL de cada caldo foi inoculado 
separadamente em 10 mL de caldo 
M (bioMérieux 42073) e incubados 
a 42oC durante 18h. Finalmente, 
1mL de cada tubo de caldo de M 
foi misturado num tubo e aqueceu-
se durante 15 ± 1 minutos num ba-
nho de água a 95-100°C e realizado 
o ensaio no equipamento Mini VI-
DAS como recomendado pelo fabri-
cante. Os resultados positivos foram 
confirmados utilizando os caldos de 
enriquecimento (Cistina Selenite ou 
tetrationato) e os caldos M armaze-
nados a 2-8°C, com isolamento em 
placas de agar (HE e XLD), seguin-
do procedimentos padrão.

Estatística
Para estimar o grau de concordân-

cia entre as técnicas utilizadas foi 
utilizado o teste estatístico kappa 
(k), Jekel et al. (2002) e Landis & 
Koch (1977). O cálculo do teste de 
diferença significativa (x2) foi real-
izado conforme descrito por Feld-
sine et al. (2002).

Obtenção da sensibilidade e es-
pecificidade do método teste

A sensibilidade e especificidade 
do método em teste foi determinada 
conforme descrito por Feldsine et 
al. (2002).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Considerando todos os níveis (0,4 a 
940 UFC/tomate) de inóculo analisa-
do (Tabela 1), o método Mini Vidas-
SLM apresentou uma sensibilidade 
e especificidade, respectivamente, 
de 83% e 84% quando comparado 
ao método convencional. O método 
BAM-FDA detectou uma maior pro-
porção de amostras positivas para 
Salmonella (49%) quando comparado 
ao método Mini Vidas (41%). O valor 
k foi de 0,67 e x2 =0 (< 3,84), o que 
indica uma ótima concordância entre 
os métodos avaliados, sem diferença 
estatística á nível de 5% de significân-
cia.  

Benetti et al. (2012) realizaram um 
estudo comparativo entre o método 
Mini Vidas e métodos tradicionais na 
detecção de Listeria e Salmonella em 
salsichas resfriadas; estes autores en-
contraram uma sensibilidade e espe-
cificidade de respectivamente 100% e 
88,89%, quando comparados ao mé-
todo BAM.

Para níveis de inóculo baixo (Tabe-
la 2), variando de 0,4 a 9,4, a sensibi-
lidade e especificidade para o método 
Mini Vidas-SLM foi de respectiva-
mente 75 e 85%. O valor k apresen-
tado para esta faixa de inoculo foi de 
0,60 e x2 =0 (< 3,84), o que indica uma 
ótima concordância entre os métodos 
avaliados, sem diferença estatística a 
nível de 5% de significância. O baixo 
valor de detecção de Salmonella, de 
36 e 27,2%, respectivamente, para o 
método FDA-BAM e Mini Vidas-
SLM obtido, talvez seja devido a ad-
esão das células deste micro-organis-
mo na superfície de tomate durante 

Tabela 1 - Níveis de inóculo de 0,4 a 940 UFC/Fruta.

 FDA-BAM Mini Vidas Total
Presente Ausente

Positivo 88 18 106
Negativo 17 92 109
Total 105 110 215
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a secagem deste alimento com os inó-
culos no fluxo alimentar. Não pode ser 
descartada a possibilidade de que as alí-
quotas de 100µL retiradas das diluições 
com Salmonella para inoculação nos 
tomates não contivessem esse micro-
-organismo devido ao seu baixo nível. 
Shearer et al. (2001), quando utilizaram 
o método FDA-BAM, encontraram 25 
amostras positivas para um total de 36 
diferentes amostras de frutas inoculadas 
artificialmente com 1UFC/25g de Sal-
monella Enteritidis, aproximadamente 
69% de recuperação. Crowley et al. 
(2011), na análise de Salmonella inocu-
lada artificialmente em espinafre encon-
trou uma recuperação de 100%, com os 
métodos FDA-BAM e Vidas SLM para 
níveis de inóculo de 2-5 UFC/25g e de 
aproximadamente 53% para níveis de 
inóculo de 0,2-2 UFC/25g.

O método BAM-FDA é um dos mé-
todos de referência utilizados no mundo 
inteiro. No entanto, a crescente deman-
da  na velocidade de detecção, sensibili-
dade e confiança exige encontrar outros 
métodos (WANG et al., 2015). Pela 
análise dos resultados observou-se que 
os métodos não apresentam diferenças 
significativas na detecção de Salmo-
nella inoculada artificialmente em su-
perfície de tomate.
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Tabela 2 - Nível de inóculo de 0,4 a 9,4 UFC/tomate.

FDA-BAM      MiniVidas Total
Presente Ausente

Positivo 34 11 47
Negativo 16 64 78
Total 48 77 125

Tabela 3 - Nível de inóculo de 10,3 a 940 UFC/tomate.

FDA-BAM Mini Vidas Total
Presente Ausente

Positivo 54 7 75
Negativo 21 8 15
Total 61 29 90


