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Apresentacao

De acordo com dados epidemioldgicos mundiais, a contaminagdo por
Salmonella constitui a causa mais frequente de surtos de doencgas transmitidas
por alimentos. A determinagdo desse patdgeno € obrigatéria em produtos
alimenticios para consumo humano e pode ser realizada por meio de métodos
convencionais ou por métodos alternativos, também denominados métodos
rapidos.

Neste documento, sdo apresentados diferentes métodos alternativos,
baseados em técnicas moleculares e imunolégicas, disponiveis no mercado,
e métodos baseados em biossensores para deteccdo de Salmonella em
alimentos. Ainda ndo ha um método completo que se aplique a qualquer
situacado, e conhecer as vantagens e limitagdes de cada técnica & importante
para o direcionamento de novas pesquisas que disponibilizem métodos
mais eficientes no que diz respeito a tempo de resposta, portabilidade e
miniaturizagao.

A Embrapa Agroindustria Tropical, ciente da importancia da seguranga de
alimentos, tem realizado estudos para o desenvolvimento de novos métodos
de detecgdo de Salmonella em alimentos, em parceria com outras instituicdes
de pesquisa e ensino. Com esta publicacao, pretende-se ressaltar a natureza
do tema e sua abordagem cientifica, dispondo a estudantes e profissionais
uma revisao atualizada dos principais métodos alternativos comercialmente
disponiveis e as pesquisas promissoras para aplicagdo de biossensores
como ferramenta de detecgéo de patdégenos em alimentos.

Lucas Antonio de Sousa Leite

Chefe-Geral da Embrapa Agroindustria Tropical
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Introducao

A salmonelose € a doenga veiculada por alimentos de maior incidéncia no
mundo. No Brasil, por exemplo, alimentos contaminados por bactérias do
género Salmonella lideraram as estatisticas no periodo de 2007 a 2016,
representando 25 % dos surtos com agentes etioldgicos identificados (Brasil,
2016). Nos Estados Unidos, estima-se a ocorréncia de 1 milhdo de casos,
com 19.000 hospitalizacbes e aproximadamente 380 mortes anualmente
(Centers for Disease Control and Prevention, 2012). Na Unido Europeia sao
relatados mais de 90.000 casos de salmonelose por ano (European Food
Safety Authority, 2014).

O teste para detecgdo de Salmonella em alimentos € uma exigéncia das
autoridades sanitarias que regulamentam a seguranca de alimentos em seus
respectivos paises. As técnicas convencionais, baseadas em métodos culturais
classicos, sao consideradas sensiveis e confiaveis: no entanto, dependem de
uma sequéncia complexa de etapas e requerem varios dias para o resultado
(Andrews et al., 2016). Os avangos recentes em tecnologias para detecgao
e identificacao de microrganismos disponibilizaram alternativas mais rapidas,
sensiveis e especificas em relacdo aos métodos convencionais. Esses
sao, geralmente, referidos como métodos “rapidos" ou alternativos, termos
geralmente usados para descrever uma variedade de testes que incluem kits
bioquimicos miniaturizados, ensaios imunolégicos, testes baseados em DNA/
RNA e combinagdes com métodos culturais.

A automatizagao, portabilidade e possibilidade de analisar multiplas amostras
ao mesmo tempo sdo caracteristicas que vém despertando o interesse
principalmente das industrias. Os setores de qualidade e de seguranca
de alimentos tém demandado as instituicdes de validagado a aprovacédo de
diversos métodos alternativos para detecgdo de patdégenos em alimentos.
A Seguranga e o Servigco de Inspegdo de Alimentos, Food Safety and
Inspection Service (FSIS), pertence ao Departamento de Agricultura dos
EUA e detém a responsabilidade de garantir a oferta segura e saudavel de
produtos alimenticios, o que inclui a sua correta embalagem e rotulagem.
A Food Safety and Inspection Service (2016) divulga a relagdo de testes
e kits que foram validados por organizagcdes independentes para serem
utilizados na detecc&o dos principais agentes patogénicos veiculados por
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alimentos. A referida lista é apenas informativa e ndo endossa ou recomenda
o uso de qualquer método em particular. Estdo listados, atualmente, 126 kits
comerciais que aplicam diferentes técnicas de deteccdo. A maioria, 47%,
baseiam-se em técnicas moleculares, seguidos pelos ensaios imunoldgicos,
que compreendem 33%, enquanto 19% baseiam-se em métodos culturais
combinados com técnicas bioquimicas ou imunoldgicas (Figura 1). Um critério
importante para a comercializagao desse tipo de produto € a validagao. Dos
kits listados pela Food Safety and Inspection Service (2016), 63% possuem
validagéo pela organizagao norte-americana AOAC, 26% pela organizagéao
francesa AFNOR, 6% pela nérdica NordVal e 5% pela europeia MicroVal
(Figura 1).

47%

50% - 70% - 63%
60%
40% o
33% 50% -
30% - 40% |
19% 26%
- 30% | -
20% -
20% -
10% 10% | 6% 5%
OOA) T T 0% T T T T
AOAC AFNOR  Nordval  Microval

T
Moleculares  Imunoldgicos Cultural +
outras tecnicas

Figura 1. Kits para detecgdo de patégenos veiculados por alimentos validados por
organizagdes independentes.

Fonte: Food Safety and Inspection Service, 2016.

Legenda: AOAC — Association of Official Analytical Chemists; AFNOR — Association Frangaise de Normalisation;
NordVal — Nordic Validation International; Microval — European validation alternative microbiological analyses
of food and beverage.

Nos ultimos anos, os biossensores tém ganhado maior visibilidade por
apresentarem respostas rapidas, um grande potencial para miniaturizagao
e portabilidade. Ja existem exemplos de aplicacdo em diferentes areas,
como no controle de qualidade em industrias de alimentos e bebidas (Mello;
Kubota, 2002); na detecgao de patdégenos em alimentos e em agua (Lazcka
et al., 2007; Leonard et al., 2003; Melo et al., 2016b; Melo et al., 2016c; Nayak
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et al., 2009; Velusamy et al., 2010) na deteccgéao de fitopatdgenos (Skottrup et
al., 2008), dentre outras.

Apesar das inquestionaveis vantagens, os métodos alternativos apresentam
algumas limitagdes que precisam ser observadas antes de sua aplicagéo.
A maioria das técnicas ndo apresenta a sensibilidade e a especificidade
necessarias para a realizagdo do ensaio direto, requerendo uma etapa
de enriquecimento da amostra, o que aumenta o tempo de analise em
aproximadamente 24 horas. Em alguns casos, a eficiéncia do método é
garantida apenas em um alimento especifico, ja que os componentes da
matriz (gorduras, proteinas complexas, antibiéticos, hormdnios, por exemplo)
interferem no funcionamento e, consequentemente, no desempenho do
método. Nesses casos, sdo necessarios estudos de desempenho em varios
alimentos para definir o campo de aplicagédo da metodologia.

O desenvolvimento de métodos alternativos para deteccao de Salmonella é
de grande importancia para a seguranca dos alimentos e para a manutengao
da saude publica. Além disso, ha uma forte demanda industrial para o
atendimento da legislacéo e da rapida liberacéo de produtos alimenticios para
o mercado. O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de sumarizar
os principais métodos alternativos para a detec¢do de Salmonella, com base
nas técnicas empregadas, apresentando as vantagens e as limitacdes de
suas aplicagdes.

Categorias de métodos alternativos
para deteccédo de Salmonella

Moleculares

Os testes moleculares utilizam uma sequéncia especifica dos acidos
nucleicos bacterianos como alvo para a deteccao e representam 47% (59
kits) dos métodos validados, segundo a FSIS (Figura 1). E a categoria de
métodos alternativos que mais cresceu nos Ultimos anos. O ensaio de PCR,
Polymerase Chain Reaction, é o teste molecular mais usado na detecgéo de
Salmonella em alimentos. Trata-se de uma técnica altamente sensivel que
foi inicialmente desenvolvida por Kary B. Mullis em 1985 (Lee et al., 2015).
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Baseia-se na amplificacdo enzimatica de segmentos especificos de DNA in
vitro, que permite obter milhares de cdpias a partir de uma Unica sequéncia
de acido nucleico, dentro de duas ou trés horas. Os produtos amplificados
podem ser detectados por diversas técnicas, como, por exemplo, sistemas a
base de gel de agarose, géis de poliacrilamida ou marcadores fluorescentes.

O sistema de PCR em tempo real ou qPCR é uma inovacgéo tecnolégica
da PCR convencional, representando 83% dessa categoria (49 Kkits)
(FSIS, 2016). A qPCR tem a capacidade de gerar resultados quantitativos,
permitindo que se acompanhe a reacao de amplificacao de forma mais rapida
e precisa. A sequéncia-alvo amplificada pode ser detectada pelo aumento
do sinal de fluorescéncia produzido de forma diretamente proporcional ao
numero de sequéncias amplificadas (amplicons). O aumento na intensidade
da fluorescéncia é captada pelas camaras do termociclador em tempo real.

O método foi melhorado por meio da automatizagao nas etapas de extragao
do DNA, amplificacdo e deteccdo, o que acelerou a capacidade de resposta
dos laboratérios para um diagnéstico emergencial de Salmonella numa ampla
variedade de matrizes de alimentos. Dispde-se, atualmente, de uma grande
diversidade de testes comerciais validados que utilizam a técnica de gPCR.
Na Tabela 1 sdo apresentados alguns exemplos de kits utilizados na detec¢ao
de Salmonella baseados em qPCR, que aplicam principalmente duas
tecnologias: a SYBRgreen PCR e 5-3’ nuclease da Taq polimerase. Dentre
as vantagens da gPCR estao facilidade de quantificagao; maior sensibilidade,
reproducao e precisdo; maior rapidez; maior controle do processo; e menor
risco de contaminagao.

O ensaio de hibridizagdo com sonda de DNA também ¢é bastante utilizado
para deteccao de bactérias. Representa 16% (9 kits) dos testes moleculares
comercialmente disponiveis e validados para a detecgao de Salmonella (Food
Safety and Inspection Service, 2016). A técnica baseia-se na utilizagdo de
uma sonda de DNA com uma sequéncia complementar a sequéncia-alvo do
DNA da bactéria. As células-alvo sao lisadas e os acidos nucleicos liberados
sao purificados, para a posterior hibridizacdo com uma sonda de DNA. As
sondas nao ligadas s&o eliminadas por lavagem do sistema. O hibrido estavel
com o DNA marcado pode ser detectado por meio de técnicas diferentes, tais
como radioisétopos ou reagdes enzimaticas.
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Os ensaios de hibridizagdo com sondas de DNA apresentam alta
especificidade e sensibilidade e sao eficazes para rastrear rapidamente
um grande numero de amostras. A ocorréncia de reagdes cruzadas nesses
testes é bastante reduzida. No entanto, todos os testes exigem uma etapa
de pré-enriquecimento da amostra para alcancar a concentragao adequada
a sensibilidade do método. Os ensaios colorimétricos de hibridizacdo de
DNA disponiveis no mercado tém um tempo médio de analise de 48 horas.
Os resultados sao presuntivos e os positivos devem ser confirmados pelos
métodos convencionais.

Tabela 1. Listagem de testes moleculares comercialmente disponiveis para deteccéo
de Salmonella em alimentos.
Técnica

Nome comercial Fabricante

Aplicagao

Alimentos para humanos (exceto
pimentas, ervas aromaticas,

3M™ Molecular

cafés instantaneos e chas, cubos

Detection Assay 3M Health Care gqPCR1 de caldo/concentrados, leite em
Salmonella pd, cacau em po) e amostras
ambientais (exceto ambientes de
produgdo primaria)
Alimentos para humanos e
ADIAFOOD animais, utensilios e amostras
Salmonella AEDCIEMIEDE  GJFEIR ambientais (exceto ambientes de
produgéo primaria)
Carne moida crua, salsichas
(25 g, 325 g), enxague de
ANSR™ for Neogen carcaca de frangg (30 mL), peru
. gPCR moido cru, cereais de aveia,
Salmonella Corporation ey L
superficies (ago inoxidavel,
plastico, concreto selado, telha
ceramica, borracha)
Assurance GDS® BioControl GPCR + IMS2 Alllmer.1tos para humanos. e
Salmonella Systems, Inc. animais e amostras ambientais
BAX® System PCR Erimas, amostias ambientais
Assay Salmonella spp. DuPont Qualicon gPCR ’

(automated)

(exceto ambientes de produgéo
primaria)

Colorimetric GENE- GENE-TRAK Hibridizacso de
-TRAK Salmonella Systems/Neogen DNA ¢ Todos os tipos de alimentos
Assay Corp

Continua.
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Tabela 1. Continuagéo.

Nome comercial Fabricante Técnica Aplicacao
FEREIEE . BI.OTEC.ON Hibridizacdo de Alimentos e amostras ambientais
Salmonella Detection Diagnostics DNA (100 cm?)
Kit GmbH
GeneDisc STEC & Pall GeneDisc Carne fresca moida crua,
: gPCR L .
Salmonella spp. Technologies guarnicao fresca de carne crua
Carne crua de peru, ovos
GeneQuence® Neogen Hibridizacdo de (desi-dratados, liquidos e
Salmonella Corporation DNA pasteurizados congelados), leite
achocolatado, ragéo seca
Pathatrix® Auto Enriquecimento .
) : Produtos de carne cozidos e carne
Salmonella spp. Kit . . seletivo + : . .
) . Life Technologies bovina crua, leite pasteurizado e
Linked to selective + IMS rodutos lacteos
agar detection + gPCR P

Fonte: Food Safety and Inspection Service, 2016 1 — PCR em tempo real; 2 Immunomagnetic Separation.

Existem testes de RNA com nivel de sensibilidade de 97,1% (Lee et al., 2015).
Esses, por sua vez, utilizam um procedimento com dois estagios, incluindo
24 e 27 horas de pré-enriquecimento e enriquecimento seletivo, seguido por
um tempo de teste de 2 horas no alimento selecionado (Food Safety and
Inspection Service, 2016). Tais ensaios baseiam-se em sequéncias de RNA
ribossémico (rRNA). Essa abordagem de hibridizagdo de rRNA tem certos
beneficios na concepcdo de uma sonda. Uma delas é que as sequéncias
de rRNA s&o altamente conservadas, estaveis e abundantes em uma célula
bacteriana, proporcionando varios alvos e aumentando a sensibilidade dos
ensaios.

Na ultima década, a categoria de ensaios moleculares foi mais intensamente
explorada e desenvolvida para detecgdo de Salmonella. Dentre as vantagens
dos testes moleculares estdo a sensibilidade, especificidade e possiblidade
de combinacdo com outros métodos, permitindo identificagdo mais rapida
sem a necessidade da obtencdo de culturas puras. Como consequéncia
disso, ha testes moleculares capazes de detectar uma Unica sequéncia de
DNA numa amostra de alimento. Devido a capacidade de detectar baixas
concentracdes, os tempos de enriquecimento sdo consideravelmente mais
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curtos e conseguem alcangar os niveis necessarios para uma deteccao
confiavel pelos métodos de PCR.

Dentre os testes moleculares, os de PCR mostram especificidade e
sensibilidade comparaveis aos métodos convencionais. Ensaios baseados
em PCR podem fornecer o nivel de sensibilidade de 104 UFC (unidades
formadoras de colénias) mL™" (Lee et al., 2015), niveis geralmente alcangados
apos o pré-enriquecimento da amostra. A sensibilidade e a especificidade
destes métodos dependem em grande parte da microbiota da amostra, da
matriz do alimento, da presenga de células n&o cultivaveis e da presenga
de substancias inibidoras (por exemplo, gorduras, proteinas, polissacarideos,
metais pesados, antibidticos e compostos organicos). No entanto, tais testes
ndo sao capazes de diferenciar bactérias viaveis de inviaveis, ou até mesmo
a presenga de uma toxina, ja que sao especificos para a identificagao dos
genes, mesmo que nao estejam sendo expressos (Feng et al., 2010).

Imunolégicos

Os testes alternativos baseados em ensaios imunoldgicos empregam
anticorpos mono ou policlonais para a detecgao de Salmonella. Tais anticorpos
sdo capazes de reconhecer antigenos (somaticos, flagelares ou capsulares)
em uma variedade de matrizes de alimentos. Os ensaios imunolégicos
incluem, principalmente, o teste ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent
Assay), testes de aglutinagéo em latex e ensaios de imunodifusado (Tabela 2).

Tabela 2. Testes imunolégicos comercialmente disponiveis para detecgdo de
Salmonella em alimentos.

Nome comercial Fabricante Técnica Aplicagao

3M™ TECRA™

Salmonella Visual 3M Microbiology  ELISA Todos alimentos

Assurance Gold EIA BioControl ELISA Todos alimentos

Salmonella Systems, Inc.

BioControl 1-2 TEST ElfeConiiiel Imunodifusdo  Todos alimentos
Systems, Inc.

HOIGATEN Sl Rhone-Poulenc ELISA Todos alimentos

Assay Kit

Continua.
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Tabela 2. Continuagéo.

Nome comercial

Fabricante

LICT

Aplicagao

Salmonella ELISA
Test SELECTA, RayAl
Salmonella SELECTA

Salmonella -Tek
ELISA Test System

Singlepath®
Salmonella

TAG 24 Salmonella

FoodChek Salmonella

VIP Gold for
Salmonella Assay

TRANSIA® PLATE
Salmonella Gold

VIDAS® Easy
Salmonella

Fonte: Food Safety and Inspection Service, 2016.

Diatek AG

Organon Teknika

Corp.

Merck KgaA

BioControl

Systems, Inc.

FoodChek
System Inc.

BioControl

Systems, Inc.

BioControl

Systems, Inc.

bioMérieux, S.A.

ELISA

ELISA

Imunocroma-
tografico

ELISA

Imunoensaio
de fluxo lateral

Imunoensaio

de fluxo lateral

ELISA

ELISA

Todos alimentos para humanos
e animais

Todos alimentos

Leite em p6 desnatado, carne
moida crua, carne de peru
moida, camarao descascado
cozido congelado, coco seco,
pimenta preta, ragao

Todos os alimentos para
humanos e animais

Ovos liquidos, ovos com
casca, clara de ovo liquida,
ovos em po, gema de ovo em
po, aco inoxidavel, plastico,
borracha, telhas de ceramica,
concreto selado

Todos alimentos

Todos alimentos para
humanos e animais, amostras
ambientais

Todos alimentos para
humanos e animais, amostras
ambientais (exceto ambiente
agricola)

O teste ELISA é o mais utilizado, nesta categoria, para a detecgdo de
Salmonella. Esta comercialmente disponivel uma grande quantidade de kits
(Food Safety and Inspection Service, 2016) baseados em diferentes formatos
de ELISA (Figura 2). No imunoensaio do tipo homogéneo (Figura 2a) os
anticorpos e os antigenos marcados sao misturados livremente no sistema
de detecgdo. Quando os antigenos ligam-se aos anticorpos, ocorre uma
mudancga na atividade do marcador, normalmente evidenciado pela mudanca
de cor da amostra avaliada.
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Os imunoensaios sdo normalmente heterogéneos (Figura 2b,c,d) nestes,
um antigeno especifico de Salmonella liga-se ao seu respectivo anticorpo
que se encontra imobilizado em uma matriz sélida. A formacédo do complexo
antigeno-anticorpo pode ser verificada pela alteragdo na cor causada pela
clivagem enzimatica de um substrato cromogénico, permitindo evidenciar a
deteccao da bactéria na amostra avaliada. Os imunorreagentes, componentes
do ensaio nao ligados sdo removidos por lavagens, e a resposta € obtida a
partir dos marcadores ligados, sendo proporcional a quantidade de analito
presente na amostra.

(a) (b) ve 3% © 4, (d)
666 BIA PR QO 6006
. 0.0 . .
7 N2 N? N2
ON© Q@ O 5 7 N
| . ¥ | 1
N A
86 88 11 08
Legends:
Antigens: <> ;Antibody: :; Labol: ¥ : Solid phase: m=—

Figura 2. Formatos de ELISA: (a) esquema homogéneo (b) heterogéneo nao compe-
titivo (c) (d) heterogéneos competitivos.

Fonte: Ramirez et al. (2009).

Os imunoensaios também podem ser competitivos (Figura 2b) ou nao
competitivos (Figura 2c,d). Os mais usados em laboratérios sdo os que
utilizam o método sanduiche e o método de imunoensaio competitivo. No
imunoensaio sanduiche ndo competitivo, os anticorpos (primarios) estao
imobilizados em uma superficie. Apds a adigdo da amostra com o antigeno,
um anticorpo conjugado marcado € adicionado ao sistema. Num ensaio
competitivo, a competicdo acontece entre o anticorpo marcado livre (numa
quantidade limitada) e o antigeno fixado a uma base, ou entre o antigeno
marcado (amostra) e uma quantidade limitada de anticorpos.
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A técnica de aglutinagdo emprega particulas de latex revestidas com
anticorpos que reagem com os antigenos da superficie das células de
Salmonella, formando agregados visiveis para identificagdo das amostras
positivas. Os ensaios sao especificos, de facil manipulagéo e confiaveis. Em
geral, eles tém sido utilizados como uma técnica de analise confirmatéria,
em vez de teste de triagem, como os demais. Existem varios kits comerciais
disponiveis no mercado que utilizam essa técnica (Food Safety and Inspection
Service, 2016).

Na técnica que emprega reacgdo de imunodifusdo destaca-se o kit 1-2 Test®
(Biocontrol). Trata-se de um dispositivo com duas camaras: a primeira é a
de inoculagéo, onde se adiciona a amostra de alimento pré-enriquecida, e
a segunda é a de motilidade, onde ocorrem o crescimento bacteriano e a
reagdo com os anticorpos flagelares. Antes da inoculagédo, a amostra é pré-
enriquecida durante 24 horas. A amostra enriquecida é inoculada na camara
de inoculagdo. As células de Salmonella inoculadas movem-se para a camara
de motilidade, onde se forma o complexo antigeno-anticorpo. O resultado
positivo é evidenciado pela formagdo de uma imunobanda tridimensional
visivel ap6s um tempo médio de 24 a 30 horas de incubagao (AOAC Official
Method 989.13, 1998).

Os ensaios imunolégicos sdo comparativamente mais rapidos e mais
especificos do que os métodos convencionais. Quando associados as
técnicas como a de separacao imunomagnética (IMS), com possibilidade de
automatizagéo, torna-se mais rapido e pratico, especialmente para amostras
em grandes quantidades. Dentre os imunoensaios, 0s que se baseiam em
ELISA mostram especificidade e sensibilidade comparaveis aos métodos
convencionais e sdo os mais utilizados. Ensaios de ELISA apresentam limites
de detecgdo em torno de 10* - 10° UFC mL™, niveis geralmente alcancados
apos o pré-enriquecimento da amostra (Lee et al., 2015).

No entanto, esses métodos tém algumas limitagdes para detecgdo de
Salmonella. Anecessidade de uma etapa prévia de enriquecimento da amostra
para obter o numero adequado de células aumenta o tempo de analise.
Além disso, podem ocorrer reagdes cruzadas com antigenos de espécies
filogeneticamente proximas, variagdes de antigeno, limites de sensibilidade
para algumas matrizes de amostras e alto custo para automacgéao dos testes.
A sensibilidade e especificidade desses métodos dependem em grande parte
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da microbiota da amostra, da complexidade da matriz do alimento e das
substancias inibidoras (por exemplo, gorduras, proteinas, polissacarideos,
metais pesados, antibiéticos e compostos organicos).

Biossensores

Os biossensores sao dispositivos bioeletrénicos capazes de detectar analitos
(espécies quimicas e/ou biolégicas) rapidamente, tanto quantitativamente
como qualitativamente (Furtado et al., 2008). Esses dispositivos sdo formados
por dois componentes principais, um biorreceptor, molécula que interage
especificamente com o analito, e um transdutor, que converte a resposta da
interacéo biorreceptor-analito em um sinal elétrico.

Existem diferentes tipos de transdutores, os mais utilizados s&o: 6pticos,
piezoelétricos e eletroquimicos. Os biossensores com transdutores
eletroquimicos tém sido relatados com maior frequéncia na deteccédo de
patdgenos (Arora et al., 2013). Esses sdo amplamente usados em diferentes
areas e surgem como uma alternativa de resposta rapida para a detecg¢ao de
bactérias patogénicas (Velusamy et al., 2010). Estudos recentes tém relatado
o desenvolvimento de biossensores capazes de detectar a presenga de
microrganismos ou seus metabdlitos (toxinas) de uma forma rapida e precisa
com menor limite de detecgado do que os métodos convencionais.

A evolugao no desenvolvimento de biossensores vem sendo favorecida pelo
aumento da compreensao molecular e bioquimica da resposta analitica e
das suas respectivas tecnologias de suporte. Por essas razdes, € possivel
encontrar hoje dispositivos miniaturizados, de custo acessivel e de facil uso.
Existem atualmente diferentes tipos de biossensores que sao classificados pelo
tipo de moléculas biolégicas imobilizadas (genossensores, imunossensores),
pela interagdo com o analito (catalitica ou enzimatica), por meio da resposta
analitica (direto ou indireto), ou pelo transdutor (eletroquimico, 6ptico ou
piezoelétrico).

Melo et al. (2016a) realizaram um estudo sobre imunossensores
eletroquimicos desenvolvidos para deteccdo de Salmonella, cujos limites
e tempos de deteccao dos dispositivos sdo apresentados na Tabela 3. Em
uma rapida comparagao com os métodos moleculares e imunoldgicos, os
imunossensores se sobressaem em relagao ao tempo de detecgédo. Podemos
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observar na Tabela 3 a rapidez de resposta dos dispositivos, com tempos de
deteccao de até 6 minutos, e baixos limites de detecgdo, com dispositivos
capazes de detectar até trés células mL™". Esses resultados sdo alcangados
sem necessidade de enriquecimento da amostra, etapa necessaria nos
métodos moleculares e imunoldgicos previamente apresentados.

Tabela 3. Relagao de imunossensores eletroquimicos para detec¢ao de Salmonella.

Técnica il E’e Tempo~de Referéncias
deteccao deteccao
Impedimétrico 10 UFC mL" 3h Pournaras et al. (2008)
5 x 10° UFC mL" 6 min Nandakumar et al. (2011)
10° UFC mL™" 2h Mantzila et al. (2008)
5x 10° UFC mL" 1h Dong et al. (2013)
10?2 UFC mL" 40 min Yang et al. (2009)
3 células mL™ Nao relatado Ma et al. (2014)

Amperométrico 6 UFC mL"
10° UFC mL™’
143 células mL"
20 células mL™
5x 10° UFC mL"
1,95 x 10 UFC mL"
13 células mL™"
5x 10* UFC mL"
10 UFC mL™"

Condutimétrico 7,9 x 10 UFC mL"

Potenciométrico 119 UFC mL™"

Fonte: Melo et al. (2016a).

Nao relatado
3h

1,5h

Nao relatado
50 min

Nao relatado
1h

1h

125 min

10 min

Nao relatado

Zhu et al. (2014)
Delibato et al. (2006)
Afonso et al. (2013)
Salam; Tothil (2009)
Liébana et al. (2009)
Hu et al. (2014)
Freitas et al. (2014)
Brandao et al. (2013)

Melo et al. (2016¢)

Muhammad-Tahir, Alocilja
(2003)

Dill et al. (1999)

Melo et al. (2016¢c) desenvolveram um imunossensor capaz de detectar
Salmonella de forma rapida, especifica e com um baixo limite de deteccao.
Nesse estudo, foi aplicada a técnica de monocamadas auto-organizadas para
modificar a superficie de eletrodos de ouro, usando-se o tiol cisteamina. A
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Proteina A foi utilizada para a imobilizagao orientada do anticorpo primario por
meio de ligagdes covalentes. A curva de resposta do biossensor apresentou
um comportamento qualitativo com limite de deteccéo de apenas 10 UFC mL™
e com tempo de deteccao de 125 min. Ademais, testes de reagao cruzada
frente as cepas de Escherichia coli e Citrobacter freundii evidenciaram
uma alta especificidade do dispositivo desenvolvido. A aplicabilidade do
imunossensor em alimentos ja foi comprovada em amostras de leite (Melo et
al. 2016¢), podendo ser avaliada em outras matrizes de alimentos.

Os métodos alternativos sdo concebidos para a detecgdo de um alvo
especifico. Essa caracteristica os torna mais adequados para aplicacao
no controle de qualidade e em seguranca de alimentos. Nesse processo,
normalmente, sdo realizadas triagens rapidas em um grande numero de
amostras, buscando detectar um analito especifico. No entanto, os resultados
positivos detectados por métodos alternativos sao considerados apenas
presuntivos, necessitando obrigatoriamente de confirmagao por um método
padréo oficial.

Os métodos alternativos sé poderao ser utilizados se estiverem aprovados
por instituicbes independentes para validagdo de métodos (AOAC, AFNOR,
MicroVal, NordVal) ou 6rgaos reguladores (FSIS, FDA BAM, EFSA, ANVISA,
ISO). E, além disso, devem ser utilizados apenas nas matrizes de alimentos
para os quais foram aprovados, seguindo todas as condicdes validadas, para
garantir a qualidade e a confiabilidade do método.

Conclusoes

O mercado dispde de uma grande variedade de métodos alternativos para
deteccgao de Salmonella baseados em diferentes técnicas de detecgéo. Dentre
estas, destacam-se as técnicas moleculares, com uma representatividade
de 47% dos métodos aqui apresentados, e isso se deve a sua elevada
especificidade e sensibilidade. Dentre os testes moleculares, 83% utilizam
gPCR como técnica de deteccdo e se destacam pela sua caracteristica
quantitativa. Ostestesimunolégicos representam 33% e o seudesenvolvimento
vem se reduzindo quando comparado aos moleculares, principalmente pelos
riscos de reagbes cruzadas com antigenos filogeneticamente préoximos.
Os biossensores sdo a categoria de maior desenvolvimento nos ultimos
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anos e podem empregar tanto técnica moleculares como imunoldgicas
no bioreconhecimento, com a grande vantagem de ndo requerer o preé-
enriquecimento da amostra. A rapidez de resposta dos biossensores aliada
a portabilidade e a miniaturizagéo torna essa categoria bastante promissora
para aplicacao industrial na detecgao de bactérias em alimentos.
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