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Apresentação

De acordo com dados epidemiológicos mundiais, a contaminação por 
Salmonella constitui a causa mais frequente de surtos de doenças transmitidas 
por alimentos. A determinação desse patógeno é obrigatória em produtos 
alimentícios para consumo humano e pode ser realizada por meio de métodos 
convencionais ou por métodos alternativos, também denominados métodos 
rápidos.

Neste documento, são apresentados diferentes métodos alternativos, 
baseados em técnicas moleculares e imunológicas, disponíveis no mercado, 
e métodos baseados em biossensores para detecção de Salmonella em 
alimentos. Ainda não há um método completo que se aplique a qualquer 
situação, e conhecer as vantagens e limitações de cada técnica é importante 
para o direcionamento de novas pesquisas que disponibilizem métodos 
mais eficientes no que diz respeito a tempo de resposta, portabilidade e 
miniaturização.

A Embrapa Agroindústria Tropical, ciente da importância da segurança de 
alimentos, tem realizado estudos para o desenvolvimento de novos métodos 
de detecção de Salmonella em alimentos, em parceria com outras instituições 
de pesquisa e ensino. Com esta publicação, pretende-se ressaltar a natureza 
do tema e sua abordagem científica, dispondo a estudantes e profissionais 
uma revisão atualizada dos principais métodos alternativos comercialmente 
disponíveis e as pesquisas promissoras para aplicação de biossensores 
como ferramenta de detecção de patógenos em alimentos.

Lucas Antonio de Sousa Leite

Chefe-Geral da Embrapa Agroindústria Tropical
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Introdução

A salmonelose é a doença veiculada por alimentos de maior incidência no 
mundo. No Brasil, por exemplo, alimentos contaminados por bactérias do 
gênero Salmonella lideraram as estatísticas no período de 2007 a 2016, 
representando 25 % dos surtos com agentes etiológicos identificados (Brasil, 
2016). Nos Estados Unidos, estima-se a ocorrência de 1 milhão de casos, 
com 19.000 hospitalizações e aproximadamente 380 mortes anualmente 
(Centers for Disease Control and Prevention, 2012). Na União Europeia são 
relatados mais de 90.000 casos de salmonelose por ano (European Food 
Safety Authority, 2014).

O teste para detecção de Salmonella em alimentos é uma exigência das 
autoridades sanitárias que regulamentam a segurança de alimentos em seus 
respectivos países. As técnicas convencionais, baseadas em métodos culturais 
clássicos, são consideradas sensíveis e confiáveis: no entanto, dependem de 
uma sequência complexa de etapas e requerem vários dias para o resultado 
(Andrews et al., 2016). Os avanços recentes em tecnologias para detecção 
e identificação de microrganismos disponibilizaram alternativas mais rápidas, 
sensíveis e específicas em relação aos métodos convencionais. Esses 
são, geralmente, referidos como métodos “rápidos" ou alternativos, termos 
geralmente usados para descrever uma variedade de testes que incluem kits 
bioquímicos miniaturizados, ensaios imunológicos, testes baseados em DNA/
RNA e combinações com métodos culturais. 

A automatização, portabilidade e possibilidade de analisar múltiplas amostras 
ao mesmo tempo são características que vêm despertando o interesse 
principalmente das indústrias. Os setores de qualidade e de segurança 
de alimentos têm demandado às instituições de validação a aprovação de 
diversos métodos alternativos para detecção de patógenos em alimentos. 
A Segurança e o Serviço de Inspeção 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 saudável de 
produtos alimentícios, o que inclui a sua correta embalagem e rotulagem. 
A Food Safety and Inspection Service (2016) divulga a relação de testes 
e kits que foram validados por organizações independentes para serem 
utilizados na detecção dos principais agentes patogênicos veiculados por 
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alimentos. A referida lista é apenas informativa e não endossa ou recomenda 
o uso de qualquer método em particular. Estão listados, atualmente, 126 kits 
comerciais que aplicam diferentes técnicas de detecção. A maioria, 47%, 
baseiam-se em técnicas moleculares, seguidos pelos ensaios imunológicos, 
que compreendem 33%, enquanto 19% baseiam-se em métodos culturais 
combinados com técnicas bioquímicas ou imunológicas (Figura 1). Um critério 
importante para a comercialização desse tipo de produto é a validação. Dos 
kits listados pela Food Safety and Inspection Service (2016), 63% possuem 
validação pela organização norte-americana AOAC, 26% pela organização 
francesa AFNOR, 6% pela nórdica NordVal e 5% pela europeia MicroVal 
(Figura 1).

Figura 1. Kits para detecção de patógenos veiculados por alimentos validados por 
organizações independentes.

Fonte: Food Safety and Inspection Service, 2016.

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

Nos últimos anos, os biossensores têm ganhado maior visibilidade por 
apresentarem respostas rápidas, um grande potencial para miniaturização 
e portabilidade. Já existem exemplos de aplicação em diferentes áreas, 
como no controle de qualidade em indústrias de alimentos e bebidas (Mello; 
Kubota, 2002); na detecção de patógenos em alimentos e em água (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 detecção de fitopatógenos (Skottrup et 
al., 2008), dentre outras.

Apesar das inquestionáveis vantagens, os métodos alternativos apresentam 
algumas limitações que precisam ser observadas antes de sua aplicação. 
A maioria das técnicas não apresenta a sensibilidade e a especificidade 
necessárias para a realização do ensaio direto, requerendo uma etapa 
de enriquecimento da amostra, o que aumenta o tempo de análise em 
aproximadamente 24 horas. Em alguns casos, a eficiência do método é 
garantida apenas em um alimento específico, já que os componentes da 
matriz (gorduras, proteínas complexas, antibióticos, hormônios, por exemplo) 
interferem no funcionamento e, consequentemente, no desempenho do 
método. Nesses casos, são necessários estudos de desempenho em vários 
alimentos para definir o campo de aplicação da metodologia. 

O desenvolvimento de métodos alternativos para detecção de Salmonella é 
de grande importância para a segurança dos alimentos e para a manutenção 
da saúde pública. Além disso, há uma forte demanda industrial para o 
atendimento da legislação e da rápida liberação de produtos alimentícios para 
o mercado. O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de sumarizar 
os principais métodos alternativos para a detecção de Salmonella, com base 
nas técnicas empregadas, apresentando as vantagens e as limitações de 
suas aplicações.

Categorias de métodos alternativos 
para detecção de Salmonella

Moleculares

Os testes moleculares utilizam uma sequência específica dos ácidos 
nucleicos bacterianos como alvo para a detecção e representam 47% (59 
kits) dos métodos validados, segundo a FSIS (Figura 1). É a categoria de 
métodos alternativos que mais cresceu nos últimos anos. O ensaio de PCR, 
Polymerase Chain Reaction, é o teste molecular mais usado na detecção de 
Salmonella em alimentos. Trata-se de uma técnica altamente sensível que 
foi inicialmente desenvolvida por Kary B. Mullis em 1985 (Lee et al., 2015). 
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Baseia-se na amplificação enzimática de segmentos específicos de DNA in 
vitro, que permite obter milhares de cópias a partir de uma única sequência 
de ácido nucleico, dentro de duas ou três horas. Os produtos amplificados 
podem ser detectados por diversas técnicas, como, por exemplo, sistemas à 
base de gel de agarose, géis de poliacrilamida ou marcadores fluorescentes.

O sistema de PCR em tempo real ou qPCR é uma inovação tecnológica 
da PCR convencional, representando 83% dessa categoria (49 kits) 
(FSIS, 2016). A qPCR tem a capacidade de gerar resultados quantitativos, 
permitindo que se acompanhe a reação de amplificação de forma mais rápida 
e precisa. A sequência-alvo amplificada pode ser detectada pelo aumento 
do sinal de fluorescência produzido de forma diretamente proporcional ao 
número de sequências amplificadas (amplicons). O aumento na intensidade 
da fluorescência é captada pelas câmaras do termociclador em tempo real. 

O método foi melhorado por meio da automatização nas etapas de extração 
do DNA, amplificação e detecção, o que acelerou a capacidade de resposta 
dos laboratórios para um diagnóstico emergencial de Salmonella numa ampla 
variedade de matrizes de alimentos. Dispõe-se, atualmente, de uma grande 
diversidade de testes comerciais validados que utilizam a técnica de qPCR. 
Na Tabela 1 são apresentados alguns exemplos de kits utilizados na detecção 
de Salmonella baseados em qPCR, que aplicam principalmente duas 
tecnologias: a SYBRgreen PCR e 5’-3’ nuclease da Taq polimerase. Dentre 
as vantagens da qPCR estão facilidade de quantificação; maior sensibilidade, 
reprodução e precisão; maior rapidez; maior controle do processo; e menor 
risco de contaminação.

O ensaio de hibridização com sonda de DNA também é bastante utilizado 
para detecção de bactérias. Representa 16% (9 kits) dos testes moleculares 
comercialmente disponíveis e validados para a detecção de Salmonella (Food 
Safety and Inspection Service, 2016). A técnica baseia-se na utilização de 
uma sonda de DNA com uma sequência complementar à sequência-alvo do 
DNA da bactéria. As células-alvo são lisadas e os ácidos nucleicos liberados 
são purificados, para a posterior hibridização com uma sonda de DNA. As 
sondas não ligadas são eliminadas por lavagem do sistema. O híbrido estável 
com o DNA marcado pode ser detectado por meio de técnicas diferentes, tais 
como radioisótopos ou reações enzimáticas. 
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Os ensaios de hibridização com sondas de DNA apresentam alta 
especificidade e sensibilidade e são eficazes para rastrear rapidamente 
um grande número de amostras. A ocorrência de reações cruzadas nesses 
testes é bastante reduzida. No entanto, todos os testes exigem uma etapa 
de pré-enriquecimento da amostra para alcançar a concentração adequada 
à sensibilidade do método. Os ensaios colorimétricos de hibridização de 
DNA disponíveis no mercado têm um tempo médio de análise de 48 horas. 
Os resultados são presuntivos e os positivos devem ser confirmados pelos 
métodos convencionais.

Tabela 1. Listagem de testes moleculares comercialmente disponíveis para detecção 
de Salmonella em alimentos.

Nome comercial Fabricante Técnica Aplicação

3M™ Molecular 
Detection Assay 
Salmonella

3M Health Care qPCR1

Alimentos para humanos (exceto 
pimentas, ervas aromáticas, 
cafés instantâneos e chás, cubos 
de caldo/concentrados, leite em 
pó, cacau em pó) e amostras 
ambientais (exceto ambientes de 
produção primária)

ADIAFOOD 
Salmonella AES Chemunex qPCR

Alimentos para humanos e 
animais, utensílios e amostras 
ambientais (exceto ambientes de 
produção primária)

ANSR™ for 
Salmonella

Neogen 
Corporation qPCR

Carne moída crua, salsichas 
(25 g, 325 g), enxágue de 
carcaça de frango (30 mL), peru 
moído cru, cereais de aveia, 
superfícies (aço inoxidável, 
plástico, concreto selado, telha 
cerâmica, borracha)

Assurance GDS® 
Salmonella

BioControl 
Systems, Inc. qPCR + IMS2 Alimentos para humanos e 

animais e amostras ambientais

BAX® System PCR 
Assay Salmonella spp. 
(automated)

DuPont Qualicon qPCR

Alimentos para humanos e 
animais, amostras ambientais 
(exceto ambientes de produção 
primária)

Colorimetric GENE-
-TRAK Salmonella 
Assay

GENE-TRAK
Systems/Neogen 
Corp

Hibridização de 
DNA Todos os tipos de alimentos

Continua.
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Nome comercial Fabricante Técnica Aplicação

"Foodproof® 
Salmonella Detection 
Kit

BIOTECON 
Diagnostics
GmbH

Hibridização de 
DNA 

Alimentos e amostras ambientais 
(100 cm2)

GeneDisc STEC & 
Salmonella spp.

Pall GeneDisc 
Technologies qPCR Carne fresca moída crua, 

guarnição fresca de carne crua

GeneQuence® 
Salmonella

Neogen 
Corporation

Hibridização de 
DNA 

Carne crua de peru, ovos 
(desi-dratados, líquidos e 
pasteurizados congelados), leite 
achocolatado, ração seca

Pathatrix® Auto 
Salmonella spp. Kit 
Linked to selective 
agar detection

Life Technologies

Enriquecimento 
seletivo + 
+ IMS 
+ qPCR

Produtos de carne cozidos e carne 
bovina crua, leite pasteurizado e 
produtos lácteos

Tabela 1. Continuação.

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

Existem testes de RNA com nível de sensibilidade de 97,1% (Lee et al., 2015). 
Esses, por sua vez, utilizam um procedimento com dois estágios, 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 sequências de RNA 
ribossômico (rRNA). Essa abordagem de hibridização de rRNA tem certos 
benefícios na concepção de uma sonda. Uma delas é que as sequências 
de rRNA são altamente conservadas, estáveis e abundantes em uma célula 
bacteriana, proporcionando vários alvos e aumentando a sensibilidade dos 
ensaios.

Na última década, a categoria de ensaios moleculares foi mais intensamente 
explorada e desenvolvida para detecção de Salmonella. Dentre as vantagens 
dos testes moleculares estão a sensibilidade, especificidade e possiblidade 
de combinação com outros métodos, permitindo identificação mais rápida 
sem a necessidade da obtenção de culturas puras. Como consequência 
disso, há testes moleculares capazes de detectar uma única sequência de 
DNA numa amostra de alimento. Devido à capacidade de detectar baixas 
concentrações, os tempos de enriquecimento são consideravelmente mais 



12 DOCUMENTOS 183

curtos e conseguem alcançar os níveis necessários para uma detecção 
confiável pelos métodos de PCR.

Dentre os testes moleculares, os de PCR mostram especificidade e 
sensibilidade comparáveis aos métodos convencionais. Ensaios baseados 
em PCR podem fornecer o nível de sensibilidade de 104 UFC (unidades 
formadoras de colônias) mL-1 (Lee et al., 2015), níveis geralmente alcançados 
após 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 presença de células não cultiváveis e da presença 
de substâncias inibidoras (por exemplo, gorduras, proteínas, polissacarídeos, 
metais pesados, antibióticos e compostos orgânicos). No entanto, tais testes 
não são capazes de diferenciar bactérias viáveis de inviáveis, ou até mesmo 
a presença de uma toxina, já que são específicos para a identificação dos 
genes, mesmo que não estejam sendo expressos (Feng et al., 2010).

Imunológicos

Os testes alternativos baseados em ensaios imunológicos empregam 
anticorpos mono ou policlonais para a detecção de Salmonella. Tais anticorpos 
são capazes de reconhecer antígenos (somáticos, flagelares ou capsulares) 
em uma variedade de matrizes de alimentos. Os ensaios imunológicos 
incluem, principalmente, o teste ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent 
Assay), testes de aglutinação em látex e ensaios de imunodifusão (Tabela 2).

Tabela 2. Testes imunológicos comercialmente disponíveis para detecção de 
Salmonella em alimentos.

Nome comercial Fabricante Técnica Aplicação

3M™ TECRA™ 
Salmonella Visual 3M Microbiology ELISA Todos alimentos

Assurance Gold EIA 
Salmonella

BioControl 
Systems, Inc. ELISA Todos alimentos

BioControl 1-2 TEST BioControl 
Systems, Inc. Imunodifusão Todos alimentos

LOCATE® Salmonella 
Assay Kit Rhone-Poulenc ELISA Todos alimentos

Continua.



13MÉTODOS ALTERNATIVOS PARA DETECÇÃO DE SALMONELLA EM ALIMENTOS

Nome comercial Fabricante Técnica Aplicação

Salmonella ELISA 
Test SELECTA, RayAI 
Salmonella SELECTA

Diatek AG ELISA Todos alimentos para humanos 
e animais

Salmonella -Tek 
ELISA Test System

Organon Teknika 
Corp. ELISA Todos alimentos

Singlepath® 
Salmonella Merck KgaA Imunocroma-

tográfico

Leite em pó desnatado, carne 
moída crua, carne de peru 
moída, camarão descascado 
cozido congelado, coco seco, 
pimenta preta, ração

TAG 24 Salmonella BioControl 
Systems, Inc. ELISA Todos os alimentos para 

humanos e animais

FoodChek Salmonella FoodChek 
System Inc.

Imunoensaio 
de fluxo lateral

Ovos líquidos, ovos com 
casca, clara de ovo líquida, 
ovos em pó, gema de ovo em 
pó, aço inoxidável, plástico, 
borracha, telhas de cerâmica, 
concreto selado 

VIP Gold for 
Salmonella Assay

BioControl 
Systems, Inc.

Imunoensaio 
de fluxo lateral Todos alimentos

TRANSIA® PLATE 
Salmonella Gold

BioControl 
Systems, Inc. ELISA

Todos alimentos para 
humanos e animais, amostras 
ambientais

VIDAS® Easy 
Salmonella bioMérieux, S.A. ELISA

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

Tabela 2. Continuação.

Fonte: Food Safety and Inspection Service, 2016.

O teste ELISA é o mais utilizado, nesta categoria, para a detecção de 
Salmonella. Está comercialmente disponível uma grande quantidade de kits 
(Food Safety and Inspection Service, 2016) baseados em diferentes formatos 
de ELISA (Figura 2). No imunoensaio do tipo homogêneo (Figura 2a) os 
anticorpos e os antígenos marcados são misturados livremente no sistema 
de detecção. Quando os antígenos ligam-se aos anticorpos, ocorre uma 
mudança na atividade do marcador, normalmente evidenciado pela mudança 
de cor da amostra avaliada. 
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Os imunoensaios são normalmente heterogêneos (Figura 2b,c,d) nestes, 
um antígeno específico de Salmonella liga-se ao seu respectivo anticorpo 
que se encontra imobilizado em uma matriz sólida. A formação do complexo 
antígeno-anticorpo pode ser verificada pela alteração na cor causada pela 
clivagem enzimática de um substrato cromogênico, permitindo evidenciar a 
detecção da bactéria na amostra avaliada. Os imunorreagentes, componentes 
do ensaio não ligados são removidos por lavagens, e a resposta é obtida a 
partir dos marcadores ligados, sendo proporcional à quantidade de analito 
presente na amostra. 

Figura 2. Formatos de ELISA: (a) esquema homogêneo (b) heterogêneo não compe-
titivo (c) (d) heterogêneos competitivos. 

Fonte: Ramirez et al. (2009).

Legends:
Antigens: Antibody: Labol: Solid phase:

(b)(a) (c) (d)

Os imunoensaios também podem ser competitivos (Figura 2b) ou não 
competitivos (Figura 2c,d). Os mais usados em laboratórios são os que 
utilizam o método sanduíche e o método de imunoensaio competitivo. No 
imunoensaio sanduíche não competitivo, os anticorpos (primários) estão 
imobilizados em uma superfície. Após a adição da amostra com o antígeno, 
um anticorpo conjugado marcado é adicionado ao sistema. Num ensaio 
competitivo, a competição acontece entre o anticorpo marcado livre (numa 
quantidade limitada) e o antígeno fixado a uma base, ou entre o antígeno 
marcado (amostra) e uma quantidade limitada de anticorpos. 
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A técnica de aglutinação emprega partículas de látex revestidas com 
anticorpos que reagem com os antígenos da superfície das células de 
Salmonella, formando agregados visíveis para identificação das amostras 
positivas. Os ensaios são específicos, de fácil manipulação e confiáveis. Em 
geral, eles têm sido utilizados como uma técnica de análise confirmatória, 
em vez de teste de triagem, como os demais. Existem vários kits comerciais 
disponíveis no mercado que utilizam essa técnica (Food Safety and Inspection 
Service, 2016).

Na técnica que emprega reação de imunodifusão destaca-se o kit 1-2 Test© 
(Biocontrol). Trata-se de um dispositivo com duas câmaras: a primeira é a 
de inoculação, onde se adiciona a amostra de alimento pré-enriquecida, e 
a segunda é a de motilidade, onde ocorrem o crescimento bacteriano e a 
reação com os anticorpos flagelares. Antes da inoculação, a amostra é pré-
enriquecida durante 24 horas. A amostra enriquecida é inoculada na câmara 
de inoculação. As células de Salmonella inoculadas movem-se para a câmara 
de motilidade, onde se forma o complexo antígeno-anticorpo. O resultado 
positivo é evidenciado pela formação de uma imunobanda tridimensional 
visível após um tempo médio de 24 a 30 horas de incubação (AOAC Official 
Method 989.13, 1998).

Os ensaios imunológicos são comparativamente mais rápidos e mais 
específicos do que os métodos convencionais. Quando associados às 
técnicas como a de separação imunomagnética (IMS), com possibilidade de 
automatização, torna-se mais rápido e prático, especialmente para amostras 
em grandes quantidades. Dentre os imunoensaios, os que se baseiam em 
ELISA mostram especificidade e sensibilidade comparáveis aos métodos 
convencionais e são os mais utilizados. Ensaios de ELISA apresentam limites 
de detecção em torno de 104 - 105 UFC mL-1, níveis geralmente alcançados 
após o pré-enriquecimento da amostra (Lee et al., 2015). 

No entanto, esses métodos têm algumas limitações para detecção de 
Salmonella. A necessidade de uma etapa prévia de enriquecimento da amostra 
para obter o número adequado de células aumenta o tempo de análise. 
Além disso, podem ocorrer reações cruzadas com antígenos de espécies 
filogeneticamente próximas, variações de antígeno, limites de sensibilidade 
para algumas matrizes de amostras e alto custo para automação 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 
substâncias inibidoras (por exemplo, gorduras, proteínas, polissacarídeos, 
metais pesados, antibióticos e compostos orgânicos). 

Biossensores

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

Existem diferentes tipos de transdutores, os mais utilizados são: ópticos, 
piezoelétricos e eletroquímicos. Os biossensores com transdutores 
eletroquímicos têm sido relatados com maior frequência na detecção de 
patógenos (Arora et al., 2013). Esses são amplamente usados em diferentes 
áreas e surgem como uma alternativa de resposta rápida para a detecção de 
bactérias patogênicas (Velusamy et al., 2010). Estudos recentes têm relatado 
o desenvolvimento de biossensores capazes de detectar a presença de 
microrganismos ou seus metabólitos (toxinas) de uma forma rápida e precisa 
com menor limite de detecção do que os métodos convencionais.

A evolução no desenvolvimento de biossensores vem sendo favorecida pelo 
aumento da compreensão molecular e bioquímica da resposta analítica e 
das suas respectivas tecnologias de suporte. Por essas razões, é possível 
encontrar hoje dispositivos miniaturizados, de custo acessível e de fácil uso. 
Existem atualmente diferentes tipos de biossensores que são classificados pelo 
tipo de moléculas biológicas imobilizadas (genossensores, imunossensores), 
pela interação com o analito (catalítica ou enzimática), por meio da resposta 
analítica (direto ou indireto), ou pelo transdutor (eletroquímico, óptico ou 
piezoelétrico).

Melo et al. (2016a) realizaram um estudo sobre imunossensores 
eletroquímicos desenvolvidos para detecção de Salmonella, cujos limites 
e tempos de detecção dos dispositivos são apresentados na Tabela 3. Em 
uma rápida comparação com os métodos moleculares e imunológicos, os 
imunossensores se sobressaem em relação ao tempo de detecção. Podemos 
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observar na Tabela 3 a rapidez de resposta dos dispositivos, com tempos de 
detecção de até 6 minutos, e baixos limites de detecção, com dispositivos 
capazes de detectar até três células mL-1. Esses resultados são alcançados 
sem necessidade de enriquecimento da amostra, etapa necessária nos 
métodos moleculares e imunológicos previamente apresentados.

Tabela 3. Relação de imunossensores eletroquímicos para detecção de Salmonella.

Técnica Limite de 
detecção

Tempo de 
detecção Referências

Impedimétrico 10 UFC mL-1 3 h Pournaras et al. (2008)

5 x 102 UFC mL-1 6 min Nandakumar et al. (2011)

105 UFC mL-1 2 h Mantzila et al. (2008)

5 x 102 UFC mL-1 1 h Dong et al. (2013)

102 UFC mL-1 40 min Yang et al. (2009)

3 células mL-1 Não relatado Ma et al. (2014)

Amperométrico 6 UFC mL-1 Não relatado Zhu et al. (2014)

106 UFC mL-1 3 h Delibato et al. (2006)

143 células mL-1 1,5 h Afonso et al. (2013)

20 células mL-1 Não relatado Salam; Tothil (2009)

5 x 103 UFC mL-1 50 min Liébana et al. (2009)

1,95 x 102 UFC mL-1 Não relatado Hu et al. (2014)

13 células mL-1 1 h Freitas et al. (2014)

5 x 104 UFC mL-1  1 h Brandão et al. (2013)

10 UFC mL-1 125 min Melo et al. (2016c)

Condutimétrico 7,9 x 10 UFC mL-1 10 min Muhammad-Tahir, Alocilja 
(2003)

Potenciométrico 119 UFC mL-1 Não relatado Dill et al. (1999)

Fonte: Melo et al. (2016a).

Melo et al. (2016c) desenvolveram um imunossensor capaz de detectar 
Salmonella de forma rápida, específica e com um baixo limite de detecção. 
Nesse estudo, foi aplicada a técnica de monocamadas auto-organizadas para 
modificar a superfície de eletrodos de ouro, usando-se o tiol cisteamina. A 
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Proteína A foi utilizada para a imobilização orientada do anticorpo primário por 
meio de ligações covalentes. A curva de resposta do biossensor apresentou 
um comportamento qualitativo com limite de detecção de apenas 10 UFC mL-1 
e com tempo de detecção de 125 min. Ademais, testes de reação cruzada 
frente às cepas de Escherichia coli e Citrobacter freundii evidenciaram 
uma alta especificidade do dispositivo desenvolvido. A aplicabilidade do 
imunossensor em alimentos já foi comprovada em amostras de leite (Melo et 
al. 2016c), podendo ser avaliada em outras matrizes de alimentos.

Os métodos alternativos são concebidos para a detecção de um alvo 
específico. Essa característica os torna mais adequados para aplicação 
no controle de qualidade e em segurança de alimentos. Nesse processo, 
normalmente, são realizadas triagens rápidas em um grande número de 
amostras, buscando detectar um analito específico. No entanto, os resultados 
positivos detectados por métodos alternativos são considerados apenas 
presuntivos, necessitando obrigatoriamente de confirmação por um método 
padrão oficial.

Os métodos alternativos só poderão ser utilizados se estiverem aprovados 
por instituições independentes para validação de métodos (AOAC, AFNOR, 
MicroVal, NordVal) ou órgãos 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 condições validadas, para 
garantir a qualidade e a confiabilidade do método. 

Conclusões

O mercado dispõe de uma grande variedade de métodos alternativos para 
detecção de Salmonella baseados em diferentes técnicas de detecção. Dentre 
estas, destacam-se as técnicas moleculares, com uma representatividade 
de 47% dos métodos aqui apresentados, e isso se deve à sua elevada 
especificidade e sensibilidade. Dentre os testes moleculares, 83% utilizam 
qPCR como técnica de detecção e se destacam pela sua característica 
quantitativa. Os testes imunológicos representam 33% e o seu desenvolvimento 
vem se reduzindo quando comparado aos moleculares, principalmente pelos 
riscos de reações cruzadas com antígenos filogeneticamente próximos. 
Os biossensores são a categoria de maior desenvolvimento nos últimos 
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anos e podem empregar tanto técnica moleculares como imunológicas 
no bioreconhecimento, com a grande vantagem de não requerer o pré-
enriquecimento da amostra. A rapidez de resposta dos biossensores aliada 
à portabilidade e à miniaturização torna essa categoria bastante promissora 
para aplicação industrial na detecção de bactérias em alimentos.
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