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METODOS

DETECCAO DE SALMONELLA SPP COM O MEIO SEMISSOLIDO
RAPAPPORT VASSILIADIS (MSRV) EM TUBOS

Degenhardt R’, Franchin PR”
Resumo

As salmonelas nao tifoides sao ainda consideradas os principais micro-organismos causadores de doengas
de origem alimentar em todo o mundo, sendo ovos e a carne de aves os principais alimentos envolvidos nos
surtos. A detecgao do patdgeno em toda a cadeia de produgédo é uma importante atividade em vistas ao seu
controle. Portanto, métodos seguros, rapidos e de baixo custo sdo se grande valia para os microbiologistas.
Objetivou-se a validagao de uma forma alternativa da utilizagao do Meio Semissélido Rappaport Vassiliadis,
descrito naISO 6579:2002/Amd. 1:2007- Anexo D. A proposta modificou o enriquecimento seletivo do meio
MSRV em placas para a alternativa utilizando o meio de cultura em tubo de ensaio, no qual se introduziu
um tubo de Craige para a distingdo da motilidade. Foram analisadas 307 amostras simultaneamente pela
metodologia original e pela alternativa proposta. As analises permitiram a detecgdo de Salmonella spp em
33, e aavaliagdo estatistica ndo demonstrou diferenca entre as duas formas de emprego do meio semissélido
(a=0,4795), sendo determinada a acurdcia relativa (AC) de 99,35%, a sensibilidade relativa (SE) de 93,97%
e a especificidade relativa (SP) de 100%. Portanto, o método alternativo proposto pode ser empregado pela
sua equivaléncia e vantagens adicionais que a forma alternativa de emprego do MSRV confere a analise.
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Salmonella spp detection with Semisolid Rapapport — Vassiliadis Medium (MSRYV) in tubes
Abstract

Non-typhoid Salmonella is still the main micro-organism responsible for food-borne diseases
worldwide, with poultry meat and eggs as the main food sources involved in outbreaks. The detection
of the pathogen in all of the production chain is an important activity for its control; therefore safe, fast,
low cost methods are very valuable to microbiologists. The objective of this study was the validation
of an alternative use of modified semisolid Rappaport Vassiliadis, described in ISO 6579:2002/Amd.
1:2007-Annex D. The proposal modified the selective enrichment of MSRV in plates to the alternative
using culture means in test tubes, introducing a Craige tube for distinguishing motility. We analyzed
307 samples simultaneously using the original method and the alternative proposal. The analyses
detected Salmonella spp in 33 samples, and statistical analysis did not present differences between
the two uses of modified semisolid (o. = 0.4795), with 99.35% relative accuracy (RA), 93.97% relative
sensibility (RS) and 100% relative specificity (RSp). Therefore, the proposed alternative method may
be applied given its equivalency and additional advantages that the alternative MSRV employment
method confers to the analysis.

Keywords: Microbiology of foods. Methods of analysis. 1SO 6579.

1 INTRODUCAO

Durante as ultimas décadas, as salmonelas ndo tifoides tém sido implicadas como a principal
causa de infec¢des gastrintestinais humanas associadas ao consumo de alimentos e d4gua em todos os
paises.! No Brasil, essa condi¢do se reafirma e os dados do Ministério da Satide estimam que esse
micro-organismo foi responsavel pela maioria dos casos de doengas de origem alimentar no periodo
de 2000 a 2011.2

A principal forma de transmissdo ocorre pela rota fecal-oral, na qual os alimentos participam
ativamente como o principal veiculo para o micro-organismo. Entretanto, outras formas de transmissao,
em que o alimento ou 4dgua nao sdo os veiculos, ndo devem ser descartadas, como o contato com
animais ou humanos portadores, objetos contaminados ou atividades nas quais ha a manipulagdo de
material com alta carga bacteriana, sendo esses casos menos frequentes e, principalmente, relacionados
a descuidos de higiene.*** A detecgdo e quantificagdo de um micro-organismo € uma das principais
acOes a serem desenvolvidas para seu controle na cadeia epidemiologica.® Varias alternativas de
metodologias estdo disponiveis no mercado para a detecgdo de Salmonella spp.”’

O Meio Semissolido Rapaport Vassiliadis constitui uma alternativa ao método tradicional
descrito na ISO 6579:2002 para a detec¢do de Salmonella em diferentes matrizes. Os primeiros
trabalhos citando esse meio de cultura descrevem sua utilizacdo com um teste rapido e sensivel para

o isolamento de salmonelas moveis em alimentos ap6s o pré-enriquecimento em meio ndo seletivo ou
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mesmo seletivo.'"!'2 A condigdo de meio semissolido permite que a motilidade da Sa/monella seja
detectada formando halos facilmente identificados em razdo da sua multiplicacdo em torno do ponto
original de inoculagdo.

Esse método de deteccgdo ¢ oficial para a deteccao de Salmonella em amostras ambientais (agua,
esgotos, solos) pela Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos.!*!* Também ¢ indicado para
o isolamento do patdogeno em fezes e amostras da produgdo primaria.'>'® A Associagdo Europeia de
Fabricantes de Chocolate recomenda-o como meio seletivo para o isolamento de Salmonella em
chocolate e produtos correlacionados, assim como o Instituto de Pesquisa Americano do Cacau e a
Associagao dos Fabricantes Canadenses de Chocolate, os quais, por meio de um estudo colaborativo
da AOAC Internacional, resultou na adogdo do método MSRV."?> Na Europa, o meio MSRV vem
sendo avaliado desde 2009 pelo Instituto Nacional para a Saude Publica (RIVM — Holanda). Os
trabalhos de validacdo estdo sendo realizados em colabora¢do com diversos laboratérios europeus,
a fim de verificar seu emprego como método oficial para andlise de carne de gado e de frango, cujos
resultados preliminares demonstram ser muito promissores. '’

Desde seu desenvolvimento, esse meio de cultura vem sendo utilizado crescentemente em
virtude dos bons resultados e da facilidade para utilizacdo em alimentos,'®! ragdes,”**' sanidade
animal 2232425262728 amostras clinicas,?*!'® ambiente***! ou agua.’>

O objetivo deste trabalho foi avaliar uma alternativa ao emprego do Meio Semissolido
Rappaport Vassiliadis em placas, substituindo as placas de Petri por tubos de ensaio, adaptando a

metodologia sugerida por Harvey e Price* (Figura 1).

Figura 1 — Apresentagao da utilizagao original do tubo de Craigie
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2 MATERIAIS E METODOS
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O protocolo de validagao utilizado foi baseado na ISO 16140 (Protocol for the validation of
alternative microbiological methods), conforme a Figura 2, e o método de referéncia para detecgio
de Salmonella foi o ISO 6579:2002/Amd 1:2007. Os ensaios foram realizados empregando-se como
matrizes de analise carne e visceras comestiveis de frango (n = 158), farinha de visceras de aves e
suinos (n = 52); amostras ambientais coletadas com esponjas (n = 41); carne e visceras de suinos (n =
38) e agua do processo de resfriamento de carcagas de frango (n = 18), totalizando 307 amostras. As

amostras foram obtidas em plantas de abate de aves e suinos localizadas no Estado de Santa Catarina.

Figura 2 - Protocolo do enriquecimento seletivo para validagdo da analise de Salmonella spp. conforme a ISO 16140
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Fonte: adaptada de International Standard Organization.*

2.1 PREPARACAODAS AMOSTRASEENRIQUECIMENTO PRIMARIONAO SELETIVO

As amostras foram recebidas no laboratério, resfriadas e analisadas em um prazo inferior a 24
horas apds a coleta. Das amostras de carne foi retirada uma por¢ao teste representativa de 25 gramas
e homogeneizada com 225 mL de Agua Peptonada Tamponada (APT - MERCK céd. 1.07228). A
preparagdo das amostras de agua constitui-se da tomada de uma porgéo teste de 100 mL de amostra, a
qual foi adicionada 50 mL de APT em concentragao tripla, e as amostras ambientais foi adicionado 100
mL de APT. Todas as amostras foram homogeneizadas em homogeneizador peristaltico por 1 minuto.

Apds a homogeneizagao, as amostras foram incubadas a 37 °C (+/- 1 °C) por 18 horas (+/- 2horas).

2.2 ENRIQUECIMENTO SELETIVO (METODO DE REFERENCIA)

Apods o periodo de pré-enriquecimento, as culturas em APT foram inoculadas em Meio
Semissolido Rappaport Vassiliadis (Acumedia c6d. 7511). Conforme o método de referéncia,
transferiu-se uma aliquota de 100 pL da cultura em APT, tomando-se o cuidado para nao provocar
movimentagdo excessiva das particulas suspensas, e distribuiu-se em trés pontos equidistantes na
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superficie no meio MSRV. As placas foram, entao, incubadas em estufa com circulagao de ar ajustada
a41,5°C (+/- 1°C) por 24 horas (+/- 3 horas). Quando nao eram observados resultados positivos apds

as primeiras 24 horas de incubagéo as placas eram incubadas por um periodo adicional de 24 horas.

2.3 ENRIQUECIMENTO SELETIVO (METODO ALTERNATIVO)

O método alternativo consistiu na substitui¢ao das placas de Petri contendo aproximadamente
20 mL de meio MSRV por tubos de ensaio (20 x 150 mm) contendo 8 mL de MSRYV, formando uma
coluna de aproximadamente 3 cm de altura. Apds a transferéncia do meio de cultura para os tubos
estéreis, foi colocada uma ponteira estéril de plastico (BRAND céd. 7025) com a ponta cortada em

bisel, semelhante a um Tubo de Craige, conforme a Figura 3.

Figura 3 - Proposta de adaptagdo do Tubo de Craigie
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A aliquota de 100 pL da cultura de pré-enriquecimento foi transferida para o interior da
ponteira inserida no meio MSRV de forma que o liquido entrasse em contato com o meio de cultura.
Os tubos foram incubados em banho-maria ajustado a 41,5 °C (+/- 1 °C) por 24 horas (+/- 3 horas).
Quando ndo eram observados resultados positivos, observados pela formagdo de uma zona branca
acinzentada na superficie do meio de cultura, apds as primeiras 24 horas de incubagao, os tubos eram

incubados por um periodo adicional de 24 horas.

2.4 CONFIRMACAO DAS CULTURAS POSITIVAS

As culturas positivas no MSRV foram confirmadas por meio do isolamento em Agar Xilose
Lisina Desoxicolato (XLD - Merck c6d. 1.05287) e Agar Verde Brilhante (BPLS — Merck céd. 1.07232).
As colonias caracteristicas foram confirmadas por intermédio de provas bioquimicas (kit para
identificagdo de enterobactérias - BACTRAY Laborclin®) e soroldgicas (Soro Polivalente Somatico -
Probac), conforme a ISO 6579:2002.
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2.5 ANALISE DOS DADOS

Os resultados dos ensaios foram analisados por meio da estatistica de McNemmar para
dados nao paramétricos, no programa Statistica 7.0, admitindo-se um erro padrao de 5% (a = 0,05).
A acurdcia relativa (correspondéncia entre a resposta obtida pelo método de referéncia e a resposta do
método alternativo) foi calculada empregando-se a Equagdo 1, enquanto a sensibilidade relativa (fragao
do total de resultados corretamente identificados pelo método alternativo) foi obtida empregando-se
a Equagdo 2 e a especificidade relativa (fracdo do total de negativos corretamente identificados) foi
determinada pela Equagao 3 (ISO, 2000; ISO, 2003)°>.

Equacao 1: Acurécia Relativa (AC) = (PA + NA) / N x 100
Equagao 2: Especificidade relativa (SP) = NA/N- x 100
Equagao 3: Sensibilidade relativa (SE) = PA/N+ X 100

Em que:

PA = Numero de resultados positivos nos dois métodos utilizados;
NA = Numero de resultados negativos nos dois métodos utilizados;
N- = Total de resultados negativos obtidos pelo método de referéncia;
N+ = Total de resultados positivos obtidos pelo método de referéncia;

N = Numero de amostras analisadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo a literatura, o enriquecimento seletivo com o meio MSRYV ¢é considerado ha mais de
uma década uma das melhores alternativas para o isolamento de salmonelas de amostras da produgao
primaria,’” alimentos,*?* agua* ou amostras clinicas.”

Os resultados dos ensaios realizados neste trabalho com matrizes de carne suina e de frango
demonstraram um total de 33 amostras positivas para Salmonella spp e 274 amostras negativas,
independentemente da forma de utilizacao do meio MSRV (em placa ou tubo). O método de referéncia
(MSRV em placas) indicou as 33 amostras positivas, enquanto o método alternativo (MSRV em tubos)
demonstrou 31 amostras positivas, assim, a Acuracia Relativa observada foi de 99,35%, a Sensibilidade
Relativa (SE) foi de 93,97% e a Especificidade Relativa (SP) foi de 100%. Nao foi observada diferenca
estatistica entre os dois métodos de enriquecimento seletivo estudados (o = 0,4795).

Os parametros acuracia, sensibilidade e especificidade podem ser considerados adequados
quando comparados com outros estudos que compararam o meio MSRV com outras metodologias,

conforme Franchin et al.*® e Coelho.?
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Em relagdo ao tempo de incuba¢do do meio MSRYV, pelo método de referéncia, obtiveram-se
os 33 resultados positivos com 24 horas de incubagao, e, considerando as 31 amostras que tiveram
resultado positivo correspondente entre os dois métodos, pelo método alternativo, 23 apresentaram
resultado positivo nas primeiras 24 horas de incubacédo e as outras 8 amostras necessitaram 24 horas

adicionais de incubagdo.

Como vantagens ao método de enriquecimento seletivo proposto, destacam-se:

a) menor espago em estufas para incubagdo: quando o meio semissolido é utilizado em placas,
existe a limitacao de empilhamento e distribui¢do delas no interior da estufa incubadora,
conforme determina a ISO 7218,'¢ ao contrario da utilizagdo em tubos de ensaio, que
ocupam um espago menor e quando alocados em estantes apropriadas permitem a
melhor circulagido do ar e manutengdo da temperatura.

b) possibilidade de incubagio em banho-maria: permite melhor homogeneidade da
temperatura de incubagdo. Destaca-se que a homogeneidade de temperatura e controle
nas oscilagdes de temperatura ocasionadas por abertura de estufas sao pontos criticos
desse método de deteccao de Salmonella;

c) facilidade na observagdo dos tubos presuntivamente positivos: as alteragdes no meio de
cultura ocasionada pela migracdo decorrente da multiplicacdo de Salmonella sio mais
bem distinguidas, pois a area da inoculagdo da aliquota de cultura pré-enriquecida é

independente da regiao na qual é observada a migracao (Figura 4);

Figura 4 - Representacdo da migracio das células de Salmonella méveis no procedimento proposto para enriquecimento
em meio MSRV em tubos
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Fonte: os autores.
d) integridade da estrutura do meio de cultura: quando o meio semissolido é empregado em
placas de Petri,a movimentagao decorrente de sua manipulagido pode provocar microfissuras

no gel que acarreta crescimentos irregulares de outras entrebaterias, induzindo a resultados
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falso-positivos. Quando o meio semissdlido é empregado em tubos, o gel ndo sofre com
choques mecanicos leves da mesma forma que em placas de Petri;

e) estabilidade osmatica por menor perda de dgua: a menor superficie de contato do meio de
cultura em tubos de ensaio com o ar diminui a perda de agua e, portanto, a manutenc¢ao

das concentragdes adequadas de sais e nutrientes, além da diminui¢ao de oxidagéo.

As desvantagens observadas do método proposto sao a preparagdo mais demorada do meio
de cultura, exigindo maior manipulagdo na transferéncia do meio fluido para os tubos de ensaio e
introducao da ponteira e maior manipula¢ao na inoculagdo da aliquota de cultura em APT, pois exige
o desrosqueamento da tampa e rosqueamento posterior para fecha-lo, e, ainda, a possibilidade de

menor detec¢cdo de amostras positivas em 24 horas de incubagao.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o método alternativo de enriquecimento
seletivo com 0 Meio Semissolido Rapapport Vassiliadis em tubos de ensaio, associados a tubos de Craige,
em substitui¢do ao método original, ndo apresenta diferenca estatistica significativa. Essa proposta apresenta,
ainda, vantagens adicionais relacionadas a execug¢do dos ensaios, e, embora a preparagao do meio de cultura
em tubos e a inoculagio da cultura pré-enriquecida sejam mais trabalhosas, os beneficios sdo superiores aos
obtidos pelo método original. Essa adaptagdo do método original pode ser utilizada em diversos segmentos de

diagndstico de Salmonella, entretanto, a aplicagdo em matrizes diferentes necessita da sua validagao.
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