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RESUMO

O método convencional de deteccao de Salmonella spp., além de trabalhoso, consome longo tempo, necessitando-se normalmente de 4 a
5 dias para a confirmacao da presenca dessa bactéria no alimento. Portanto, o emprego de métodos rapidos e simples é importante para
o diagnostico laboratorial de toxinfeccao alimentar e para o controle de qualidade. O objetivo principal deste trabalho foi a padronizagao
de ensaio imunoenzimatico-ELISA para deteccao de Salmonella Enteritidis em alimentos. O ensaio utilizou anticorpos policlonais para
flagelina produzidos em coelho. O anti-soro apresentou pouca reacao cruzada com os sorotipos de Salmonella e as diferentes espécies de
enterobactérias testadas. A sensibilidade do ensaio foi de 10* células/mL, quando testado em cultivo puro. O conjugado peroxidase
manteve-se estavel durante dois meses a 4°C e o seu uso deve ser exclusivamente durante este tempo. O ensaio padronizado apresentou
simplicidade e rapidez, com sensibilidade de 1 célula/25¢g de maionese de batata e cenoura, apés enriquecimento em agua peptonada
tamponada durante 24 horas a 37°C, sem necessidade de enriquecimento seletivo.
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SUMMARY

RAPID DETECTION OF SALMONELLA ENTERITIDIS IN FOOD BY ELISA ASSAY. Traditional cultural methods for the detection of
Salmonella in foods is a labour-intensive and time-consuming, taking 4 to 5 days for the final results to be known. Therefore, simplified
and rapid methods are required for both diagnosis of foodborne diseases and microbiological food quality control. The aim of this study
was to develop an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the detection of Salmonella Enteritidis in foods. The assay used a
polyclonal detector antibody to flagelin raised in rabbit. The anti-sera obtained showed slight cross-reactions to others Salmonella
serotypes and Enterobacteriaceae species tested. The method sensitivity was of 10* cells/mL of pure culture. The horseradish peroxidase
conjugate was stable up to two months at 4°C and for this reason it should be used only during this period. The method also showed
sensitivity of 1 cell per 25g of potato and carrot salad containing home-made mayonnaise by using only a cultural stage in buffered
peptone water incubated for 24 hours at 37°C. In conclusion, the method showed to be practical and reliable to detect Salmonella

Enteritidis in foods.
Keywords: Salmonella Enteritidis; ELISA; rapid detection.

1 - INTRODUCAO

A salmonelose humana ocorre, principalmente, de-
vido ao consumo de alimentos e agua contaminados com
Salmonella spp. Varios alimentos ja foram associados a
esta infeccao. Entretanto, nos tiltimos anos observou-se
em todo o mundo, um aumento de salmonelose humana
devido ao sorotipo Enteritidis, relacionado com o consu-
mo de frango, ovos e derivados [10, 11].

O método convencional de deteccao de Salmonella
em alimentos envolve etapas de cultura dispendiosas e
trabalhosas, consome longo tempo, necessitando-se nor-
malmente de 4 a 5 dias para a confirmacao dos resulta-
dos [4, 6]. Portanto, o emprego de métodos rapidos, sim-
ples e confiaveis, é importante tanto no diagnostico de
toxinfeccdo, como também, e principalmente, no con-
trole de qualidade de alimentos.

Diversas técnicas imunologicas ja foram desenvolvi-
das, usando tanto anticorpos monoclonais como
policlonais os quais detectam a maioria dos sorotipos de
Salmonella associados a infeccao humana [12, 18, 21,
25, 33, 40]. Estes ensaios estao disponiveis comercial-
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mente na forma de kits [3], geralmente de custo inaces-
sivel para a maioria dos laboratoérios brasileiros, princi-
palmente para aqueles publicos e oficiais de diagnostico
de toxinfeccao alimentar.

O objetivo deste trabalho foi a producao de reagentes
imunologicos para a deteccao direta de Salmonella
Enteritidis em alimentos, empregando-os na padroniza-
cao de um ensaio imunoenzimatico — ELISA sanduiche.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Producéo e purificacao do anti-soro

O anti-soro policlonal para Salmonella Enteritidis foi
obtido no Laboratério de Ciéncia de Alimentos, Departa-
mento de Tecnologia de Alimentos e Medicamentos (TAM),
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual
de Londrina. O anti-soro foi produzido em coelho branco
Nova Zelandia utilizando-se flagelina purificada gentil-
mente doada pelo Dr. Gary Wyatt do “Institute of Food
Research”, Norwich, Inglaterra. Na primeira dose foram
inoculadas 100ug de flagelina e apés 9 dias foi injetada
a mesma quantidade de antigeno. Apos 70 dias, foi ino-
culada uma dose de reforco com 300ug de flagelina. As
doses de flagelina foram administradas por injecao sub-
cutanea, distribuidas em trés diferentes locais na regiao
dorsal do animal. O adjuvante de Freund completo foi
empregado na primeira dose e o incompleto na segunda
e terceira doses.
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O anti-soro imune foi obtido por sangria da veia
marginal da orelha ou por puncao cardiaca. Apés uma
semana da terceira dose, oito coletas foram realizadas
semanalmente durante dois meses.

O anti-soro foi purificado por cromatografia de afini-
dade com Sepharose Proteina A (Pharmacia) de acordo
com ALCOCER [1]. Aliquotas de 10mL do anti-soro foram
colocadas na coluna que foi lavada trés vezes com tam-
pao fosfato de sodio (PBS) 0,1M pH 7,4. A fracao conten-
do IgG anti-flagelina foi eluida a 4°C com tampao citrato
de s6dio 0,05M pH 2,8, corrigindo-se imediatamente o pH
do eluido com tampao TRIS 1M pH 8,8. As fracoes lidas a
280nm, contendo as maiores concentragdes protéicas,
foram misturadas e dialisadas em PBS, sendo o teor de
proteina determinado pelo método de LOWRY et al. [30].
O anti-soro purificado foi analisado por eletroforese em
gel de poliacrilamida, conforme o descrito por ITANO [27].

2.2 - Preparacao da suspensao de Salmonella
Enteritidis

Suspensoes bacterianas de Salmonella Enteritidis
(doagao da Dra. Halha Ostrensky Saridakis, Universidade
Estadual de Londrina, PR, Brasil), foram preparadas de
acordo com o preconizado por WYATT et al. [38], com algu-
mas modificagoes [1]. Para uso no imunoensaio, as célu-
las bacterianas foram cultivadas em BHI e mortas pelo
calor empregando-se banho-maria a 72°C durante 15 mi-
nutos. Apds este tratamento térmico, as células foram
centrifugadas a 650 x g por 15 minutos, lavadas trés vezes
com salina estéril (NaCl 8,5g/L) e suspendidas novamen-
te em salina para ajustar a absorbancia de 0,6 a 650nm.

2.3 - Avaliacao da especificidade do anti-soro produzido

Para a avaliacao das reacoes cruzadas, empregou-
se a metodologia descrita por LEE et al. [29], com modi-
ficacoes de ALCOCER |[1]. Utilizaram-se suspensoes de
Salmonella Enteritidis (doagado da Dra. Halha Ostrensky
Saridakis, Universidade Estadual de Londrina, PR, Bra-
sil), Salmonella Infantis, Salmonella Newport, Salmonella
Typhimurium (sorotipos obtidos no Instituto Adolfo Lutz,
Sao Paulo, SP, Brasil), Citrobacter freundii, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii e Proteus
mirabilis (doados pelo Prof. Francisco Herrero, Universi-
dade Estadual de Maringa, PR, Brasil).

Neste ensaio foram usadas microplacas de
poliestireno (NUNC-PolySorp) revestidas com 100mL das
suspensoes bacterianas. O soro policlonal anti-flagelina
foi diluido a 1:100; 1:1000; 1:10.000; 1: 100.000 e
1:1.000.000 em tampao fosfato de so6dio 0,15M pH 7,4
contendo 0,05% de Tween 20 (PBST 0,05%). Anti-IgG de
coelho ligado a fosfatase (SIGMA Immuno Chemical A
—3687) diluido a 1:1000 em PBST 0,05% foi empregado
como conjugado e p-nitrofenil fosfato (SIGMA 104-1095)
como substrato. A absorbancia foi lida a 405nm em es-
pectrofotometro leitor de microplacas Emax S/N E9637.

Como recomendado por LEE et al. [29], para o cal-
culo da porcentagem de reacado cruzada com cada mi-
crorganismo testado foi utilizada a diluicao do anticorpo
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correspondente a metade da absorbancia obtida com a
suspensao de Salmonella Enteritidis. Esse valor foi di-
vidido pela diluicao do anticorpo obtido com cada uma
das suspensoes de enterobactérias e dos outros
sorotipos de Salmonella testados. Os testes foram reali-
zados trés vezes em triplicata Curvas de regressao li-
near realizadas no programa MicroCal Origen 3.01 da
MicroCal Software foram empregadas no calculo das
porcentagens de reacao cruzada e exemplificada a se-
guir para Salmonella Typhimurium:

Formula das curvas de regressao linear Y= a + bx

Salmonella Enteritidis Y=0,26382 + 1754,93205x,

Salmonella Typhimurium Y= 0,10884 + 339,90192x,

Y= 1,0095 (metade da absorbancia maxima de 2,019 para
Salmonella Enteritidis)

% de reacao cruzada = x,/x,x 100

16,03% de reacao cruzada de Salmonella Typhimurium

2.4 - Preparo do conjugado anti-flagelina peroxidase

O conjugado anti-flagelina peroxidase foi preparado
segundo a técnica proposta por WILSON, NAKANE [36],
com modificagdes [37]. Foram dissolvidas 4mg de
peroxidase (SIGMA Immuno Chemical A - 0545) em 1mL
de agua destilada e imediatamente adicionados 0,2mL
de periodato de sodio (NalO,) 0,1M recém-preparado. A
mistura foi agitada a temperatura ambiente por 20 mi-
nutos e dialisada “overnight” com 5S00mL de tampao
acetato 1lmM pH 4,4 a 4°C.

Apos a dialise, o pH foi ajustado para 9,0 a 9,5 com
20uL de tampao carbonato de sédio 0,2M pH 9,5. Ime-
diatamente foram adicionados 8mg de IgG anti-flagelina,
purificada conforme item 2.1, dissolvida em 1mL de tam-
pao carbonato de sodio 0,01M pH 9,5. Apéds agitacao da
mistura reativa por duas horas em temperatura ambien-
te, foi adicionado 0,1mL de boridrato de sodio (NaBH,)
4mg/mL recém-preparado. A mistura foi mantida a 4°C
por duas horas, dialisada “overnight” com tampao fosfato
de sodio (PBS) 0,01M pH 7,4 a 4°C e clarificada por cen-
trifugacéo. Para cada 1mg de conjugado foram adiciona-
das 10mg de soro albumina bovina por mililitro de agua
destilada. O conjugado preparado foi dividido em
aliquotas de 0,1mL conservado a 4°C para uso e a -70°C
para maior tempo de estocagem.

2.5 - Determinacdao do titulo do conjugado anti-
flagelina peroxidase e padronizacao do ELISA

O titulo do conjugado foi determinado baseando-se
no método preconizado por FEY, PFISTER & RUEGG
[15], com algumas modificagoes.
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Microplacas de poliestireno NUNC MaxiSorp foram
revestidas com 300uL de uma solucao de IgG anti-
flagelina purificada (item 2.1) e diluida em tampao car-
bonato bicarbonato de sédio 0,05M pH 9,6 (tampéao de
cobertura) na concentracao de 10ug de IgG/mL. Apos
18 horas de incubacao a 4°C, as microplacas foram la-
vadas por trés vezes com agua purificada e adicionadas
de 200uL de leite desnatado (Molico-NESTLE) 5% em tam-
pao carbonato bicarbonato de sédio 0,05M pH 9,6. Apos
incubacao por 1 hora a 37°C, as microplacas foram la-
vadas trés vezes com PBS contendo 0,05% de Tween
(PBST 0,05%) e mantidas a -20°C. Para o uso as
microplacas foram colocadas na estufa a 35°C por 10
minutos. A seguir, 100uL de suspensao de Salmonella
Enteritidis com absorbancia de 0,6, preparada confor-
me item 2.2, foram adicionados em cada orificio e as
microplacas incubadas por 2 horas a 37°C. Apos cinco
lavagens com PBST 0,05%, foram adicionados, em tri-
plicata, 100uL do conjugado anti-flagelina peroxidase,
preparado conforme item 2.4, diluido a 1:500; 1:1000;
1:1500; 1:2000; 1:2500; e 1:3000 em PBST 0,05% e as
microplacas incubadas a 37°C por uma hora. Apés cin-
co lavagens com PBST 0,05%, foram adicionados 100uL
de 3, 3’, 5, 5’ tetrametil benzidina (TMB) (SIGMA T-8665).
A reacao enzimatica foi interrompida apos 10 minutos
com 50uL de H,SO, 2M e a absorbancia lida a 450nm.

O titulo do conjugado peroxidase anti-flagelina foi a
diluicdo cuja absorbancia obtida a 450nm foi de 0,5 a
1,0, apoés 10 minutos de reacdo com o substrato.

Apbs a determinacao do titulo do conjugado e com a
finalidade de melhorar a eficiéncia do ensaio, o procedi-
mento descrito acima foi repetido utilizando-se 20 mi-
nutos de reacéo com o substrato e volumes de 50 e 200uL
da suspensao de Salmonella Enteritidis com absorban-
cia 0,6. Ensaio foi realizado trés vezes em triplicata.

2.6 - Tempo de validade do conjugado anti-flagelina
peroxidase

Testes semanais, utilizando a metodologia descrita
no item 2.5, foram realizados durante dois meses com o
conjugado conservado a 4°C e diluido a 1:500.

2.7 - Avaliacao da sensibilidade do ELISA padronizado

Para avaliar a sensibilidade do ELISA, foram prepa-
radas suspensodes de 10! a 10° células de Salmonella
Enteritidis por mililitro de PBST 0,05% estéril. As dilui-
coes foram feitas a partir de crescimento em BHI, incu-
bado por 24 horas a 37°C. A confirmagao do numero de
células foi realizada através da contagem de colonias no
meio de Hektoen. As suspensodes sofreram tratamento
térmico prévio, conforme item 2.2, antes da execucao do
ELISA padronizado conforme item 2.5.

2.8 - Aplicaciao do ensaio imunoenzimatico - ELISA
padronizado em extrato alimentar

A emulsao para maionese caseira foi preparada em
liquidificador com dois ovos inteiros e 10mL de suco de
limao, que foi adicionada de 300 gramas de batatas co-
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zidas e 150 gramas de cenouras cozidas e cortadas em
cubos. O pH foi em torno de 4,5.

Vinte e cinco gramas desta maionese foram
assepticamente pesados e contaminados com Salmonella
Enteritidis cultivada em infusdo de cérebro e coracao
(BHI) a 37°C por 24 horas. Foram inoculadas 1, 10, 100
e 1000 células por cada 25g de alimento, em duplicata
com duas repeticoes em dias diferentes. A confirmacao
do inéculo adicionado foi realizada através de cultura da
maionese contaminada em Hektoen. Uma amostra de
maionese nao contaminada foi empregada como contro-
le negativo do ensaio.

Para o pré-enriquecimento, amostras contaminadas
foram homogeneizadas em Stomacher (Seward
Stomacher 400 Lab System) por 1 minuto com 225mL
de agua peptonada tamponada e incubadas a 37°C. Apos
24 horas de incubacao, foram transferidas aliquotas de
0,1mL para 9,9mL de Rappaport Vassiliadis (RV) e o
enriquecimento seletivo realizado a 42°C por 24h.

Para a realizacdao do ELISA, apds o pré-enriqueci-
mento e enriquecimento seletivo, as amostras de maio-
nese foram centrifugadas a 650 x g por 30min, os
sobrenadantes separados e aquecidos a 72°C por 15min.

COBERTURA
300uL de 10ug de IgG anti-flagelina pura
U 18 horas a 4°C
lavagem 3 vezes com agua
BLOQUEIO
200uL com leite desnatado 5% em tampao
cobertura
U 1 horaa37°C
lavagem 3 vezes com PBST 0,05%
SUSPENSAO
50uL de de Salmonella Enteritidis
DO 0,6 a 650nm
U 2horasa37°C
lavagem 5 vezes com PBST 0,05%
CONJUGADO
100uL peroxidase anti-flagelina para
Salmonella Enteritidis diluido 1:500
U 1 horaa37°C
lavagem 5 vezes com PBST 0,05%
SUBSTRATO
100uL de TMB
U 10minutos
| 50 L de HoSO4 |
U
[ LEITURA a 450nm |

FIGURA 1. Protocolo de padronizacao de ELISA

Microplacas de poliestireno (NUNC MaxiSorp)
revestidas com anti-flagelina, conforme item 2.5, foram
adicionadas de S5OuL da suspensdao de Salmonella
Enteritidis com absorbancia de 0,6 (utilizada como con-
trole positivo), sobrenadante da maionese nao contami-
nada (utilizada como controle negativo) e os
sobrenadantes da maionese contaminada incubados a
37°C e 42°C por 8 e 24h em agua peptonada tamponada
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e RV, respectivamente. O restante do procedimento foi
realizado conforme item 2.5 empregando-se 100uL do
conjugado diluido a 1:500 e leitura de absorbancia apos
10 minutos de reagao com o TMB (Figura 1).

Paralelamente, contagens de colonias em Hektoen
foram realizadas a partir de aliquotas retiradas da agua
peptonada tamponada e RV, apos 8 e 24 horas de incu-
bacao a 37°C e 42°C, respectivamente.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Especificidade do soro anti-flagelina para
Salmonella Enteritidis

As curvas de regressdo linear usadas no calculo
das reacoes cruzadas se encontram na Figura 2. O anti-
soro apresentou pouca reagao cruzada com os sorotipos
Typhimurium, Infantis e Newport, sendo que as porcen-
tagens foram de 16,0; 11,9 e 6,4%, respectivamente (Ta-
bela 1). Essas porcentagens de reacao cruzada foram,
em geral, menores que aquelas encontradas por LEE et
al. [29], que padronizaram ELISA sanduiche para
deteccao de Salmonella Typhimurium em alimentos em-
pregando flagelina como antigeno. Esses autores obtive-
ram anti-soro com porcentagens de reacdo cruzada de
32% para Salmonella Hadar, de 30% para Salmonella
Weltevreden, de 20% para Salmonella Agona e de 10%
para Salmonella Enteritidis.

A flagelina tem sido reportada como um dos melho-
res antigenos para a producédo de anti-soro tanto para
triagem sorologica como para padronizacao de ensaios
imunoenzimaticos de salmonellas moveis. Assim,
IBRAHIM, LYONS [26] encontraram bons resultados
quando padronizaram ensaios para a deteccao de
Salmonella em alimentos empregando flagelina.

Menor especificidade tem sido encontrada quando
sao produzidos anticorpos para lipopolissacarideo (LPS)
ou fimbrias. BAAY, HUIS & VELD [5] observaram rea-
¢coes cruzadas com varios sorotipos de Salmonella quan-
do LPS foi empregado no preparo do anti-soro, o mesmo
nao ocorrendo com anti-soro preparado utilizando
antigenos flagelares. Resultados semelhantes foram en-
contrados por HASSAN et al. [22] e TIMONEY et al. [35],
que também empregaram antigenos flagelares.

Assim sendo, baseado nestes fatos e analisando os
resultados obtidos neste trabalho pode-se sugerir a uti-
lizacao da flagelina para a producao de anti-soro, princi-
palmente, se os anticorpos forem policlonais. Por outro
lado, REIS, MAMIZUKA & FRANCO [33] produziram
anticorpos policlonais especificos empregando culturas
formolizadas de Salmonella Typhimurium, Agona,
Anatum e Oranienburg e encontraram que o soro
monovalente nao absorvido (contendo as aglutininas f,
g, s) e 0 “pool” de antisoros absorvidos detectaram todos
os sorotipos de Salmonella testados. O soro polivalente
nao absorvido revelou resultados falso-positivos com
C. freundii, P. alcalifaciens e P. mirabilis, que foram eli-
minados com a absorcao. Portanto, a absorcao do anti-
soro para Salmonella Enteritidis produzido neste traba-

lho poderia diminuir ou eliminar as reacdes cruzadas
observadas (Tabela 1), principalmente, com outros
sorotipos de Salmonelia.

Salmonella Enteritidis, y'=0.26382 + 1754.93205 (R* = 0.999)
Citrobacter freundii, y*=0.0793 + 63.69733x (R°=0.972)
Enterobacter aerogens, Yy =0.06806 + 73.60794x (R°=0.938)
Enterobacter cloacae, y'=0.05916 + 49.82889x (R*=0.999)
Escherichia coli, y°=0.07908 + 152.71323x (R*=0.996)
Klebsiella pneumoniae, y°=0.08266 + 154.25274x (R*=0.999)
Morganella morganii, y'=0.09268 + 35.35106x (R°=0.963)
Proteus mirabilis, y°=0.20296 +108.16359x (R*=0.986)

*Xdq I OX PO

Absorbancia a 405nm

e
’~0.001 0,0001 0,00001 1E-6
Diluigdo do anti-soro
2 B Salmonella Infantis, y°=0,1296 + 246,27 069x (R°=0.994)

! ® Salmonella Newport, y'°=0,11399 + 134,13324x (R°=0.992)
£ A Salmonelfa Typhimurium, y''=0,10884 + 339,90192x (R*=0.992)
5 & Salmonella Enteritidis, y'=0,26382 +1754,93205x (R°=0.999)
< 1.5
©
]

2
s 1,01
[
<]
7
<
0,5
— —4
0,0 | 1 )
0,001 0,0001 0,00001 1E-6

Diluigdo do anti-soro

FIGURA 2. Curvas de dilui¢cao do soro anti-flagelina empre-
gadas no calculo das reacoes cruzadas

TABELA 1. Porcentagem de reacao do anticorpo policlonal
anti-flagelina com Salmonella Enteritidis e com outras

enterobactérias
Enterobactérias Porcentagem Reacao

Citrobacter freundii 29
Enterobacter aerogens 3,3
Enterobacter cloacae 2,2
Escherichia coli 7,0
Kiebsiella pneumoniae 71
Morganella morganii 1,6
Proteus mirabilis 57
Salmonella Infantis 11,9
Salmonella Newport 6,4
Salmonella Typhimurium 16,0
Salmonella Enteritidis 100,0
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3.2 - Determinacao do titulo e estabilidade do con-
jugado peroxidase

O titulo do conjugado peroxidase, apos a analise da
Figura 3, foi de 1:500 sendo a média de absorbancia a
450nm de 0,874. Os valores de absorbancia para os con-
troles negativos variaram de 0,115 a 0,226 (Figura 3).

14

—o—Testes
0,874 —m— Brancos

0,9 4
0,8
0,7 1
0,6 1
0,51

0,4 4

Absorbancia a 450nm

0,3

0,21

0,11

0

5 10 15 20 25 30
Diliugdo do conjugado (x100)
FIGURA 3. Titulo do conjugado anti-flagelina peroxidase

para Salmonella Enteritidis determinado por ELISA san-
duiche

O conjugado peroxidase, descongelado para o uso,
foi conservado a 4°C e o estudo da estabilidade realizado
através de analises semanais. No decorrer de dois meses
houve perda gradativa de aproximadamente 0,1 na ab-
sorbancia, prejudicando a sensibilidade do ensaio. Por-
tanto, dois meses foi o tempo maximo de estabilidade do
conjugado peroxidase, mantido a 4°C.

OLIVEIRA [32] observou que o conjugado anti-
enterotoxina estafilococica A peroxidase conservado a
-70°C manteve a atividade inalterada por um ano. Po-
rém, uma vez descongelado e mantido a 4°C o tempo de
uso foi de dois meses, como o observado no presente
trabalho. WILSON, NAKANE [36] chegaram a mesma con-
clusao sobre conjugado preparado com peroxidase con-
servado a —70°C, que manteve atividade de pelo menos 2
anos quando freqientes congelamentos e descongela-
mentos foram evitados.

3.3 - Determinaciao da sensibilidade do método ELISA
padronizado na detecciao de Salmonella Enteritidis

Para a padronizacao do ELISA sanduiche foram tes-
tados dois tempos diferentes de reacao com o substrato
e trés volumes diferentes de suspensédo de Salmonella
(item 2.5). Os melhores resultados foram obtidos com
S0uL de suspensao de Salmonella Enteritidis D.0. 0.6 a
650nm e 10 minutos de reacao com o TMB.

A sensibilidade do ELISA foi de 10* células/mL, igual
a obtida por BRIGMON, ZAM & WILSON [9], que padro-
nizaram um ensaio imunoenzimatico empregando
anticorpos monoclonais e policlonais. A mesma sensibi-
lidade também foi encontrada por HOLT, GAST &
GREENE [23]  utilizando somente anticorpos
monoclonais para flagelina de Salmonella.

REIS, MAMIZUKA & FRANCO, [33] encontraram
sensibilidade de 10° UFC/mL em cultura pura ao utili-
zarem anti-soros policlonais produzidos com culturas
formolizadas de quatro sorotipos de Salmonella.

BRIGMON et al. [8] ao padronizarem um ELISA em-
pregando anticorpo monoclonal de classe IgG especifico
para lipopolissacarideos de Salmonella Enteritidis (ASCII)
obtiveram sensibilidade de 10° células/mL em cultivo
puro.

A producao de anticorpos policlonais apresenta al-
gumas limitacoes tais como, necessidade do fornecimento
continuo de antigeno purificado para as injecoes, ma-
nutencao em laboratério de animais, variacdo do soro
dependendo do tempo de imunizacao e da intensidade
da resposta imune, variabilidade individual entre os ani-
mais ou mesmo no proéoprio animal de uma sangria para
outra [19].

Apesar das desvantagens dos anticorpos policlonais,
no presente trabalho foi padronizado um ensaio que per-
mitiu a deteccao de Salmonella Enteritidis com limite de
deteccao de 10*células/mL de cultivo puro.

Anticorpos monoclonais oferecem varias vantagens,
como uniformidade, especificidade, homogeneidade e
afinidade para um simples epitopo [19]. Entretanto,
melhores condicdes de infra-estrutura sao necessarias
para o trabalho com a tecnologia de hibridomas. Assim
sendo, anticorpos monoclonais poderao ser produzidos
no futuro, visando aumentar a especificidade e a sensi-
bilidade do ensaio padronizado neste trabalho.

3.4 - Aplicacao do ELISA padronizado em extratos
alimentares

Amostras de maionese de batata e cenoura, conta-
minadas com 1, 10, 100 e 1000 células de Salmonella
Enteritidis /25g foram analisadas pelo ELISA sanduiche
padronizado (item 3.3). Com este ensaio foi possivel de-
tectar 1 célula de Salmonella Enteritidis em 25g de ali-
mento, apos enriquecimento em agua peptonada alcali-
na por 24 horas a 37°C (Figura 4).

Na Figura 4 podemos observar que, apos 8 e 24 ho-
ras de incubacao em agua peptonada, as absorbancias
foram proporcionais ao inoculo inicial, ou seja, quanto
menor o inéculo menor a absorbancia obtida. Apds o
enriquecimento seletivo em RV por 8 e 24 horas de incu-
bacao, todas as amostras contaminadas com Salmonella
foram detectadas pelo ELISA padronizado.

A Legislacao Brasileira exige para consumo humano
a auséncia de Salmonella em 25g de alimentos [7]. Por-
tanto, o ensaio precisa detectar 1 célula em 25g de amos-
tra. O método tradicional oferece essa sensibilidade apos
24 horas de pré-enriquecimento e 24 horas de enrique-
cimento seletivo.

O ELISA desenvolvido neste trabalho apresentou sen-
sibilidade de 10" células/mL em cultivo puro. Quando o
ensaio foi realizado com maionese de batata e cenoura,
a sensibilidade foi de 10° células/g, com inéculo inicial
de 10 células e periodo de incubacao de 8 horas em agua
peptonada. Quando a contaminacao foi com 1 célula em
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25g de maionese foi possivel detectar Salmonella apos 24
horas de incubacao em agua peptonada.
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FIGURA 4. Avaliacao da sensibilidade do ELISA em maionese
contaminada com 1, 10, 100 e 1000 UFC de Salmonella
Enteritidis/25g, apos incubagao por 8 e 24 horas em agua
peptonada tamponada (AP) e Rappaport-Vassiliadis (RV).

BRIGMON, ZAM & WILSON [9] comprovaram que a
sensibilidade do ELISA, desenvolvido com anticorpos
monoclonais e policlonais para detectar Salmonella em
alimentos, pode variar dependendo do tipo de amostra.
Esses autores analisaram carne de frango, pele de fran-
go e ovo. Salmonella Enteritidis foi detectada em uma
concentracao de 10* células/mL em cultivo puro e na
carne de frango. A sensibilidade decresceu para 10° e
107 quando pele de frango e ovos foram analisados, res-
pectivamente. A possivel explicacao para essas diferen-
cas pode ser a presenca de interferentes do alimento como
albumina no ovo e gordura na pele, que atuariam como
agentes bloqueadores, inibindo a ligacao do anticorpo.

Portanto, o método padronizado neste trabalho pre-
cisa ser validado através da analise de outros alimentos
com a finalidade de observar a interferéncia de outras
matrizes alimentares.

E complexo analisar os diferentes ensaios
imunoenzimaticos empregados na deteccao de Salmonella
nao somente pelo tipo de alimento que afeta a
performance do ensaio, como também, os variados pro-
tocolos de enriquecimento que sao usados. Para a ob-
tencao de sensibilidade equivalente ao método tradicio-
nal (1 célula/25g), os métodos imunoenzimaticos, ne-
cessitam de um, dois ou trés passos prévios de incuba-
cao e varios autores indicam o uso de diferentes meios
de pré-enriquecimento e de enriquecimento seletivo [3,
19, 24, 28, 39].

A maioria dos kits inclui trés passos sucessivos de
preparo da amostra antes da analise pelo ELISA [4].
Normalmente, o processo inicia com uma incubacao de
18-24 horas em agua peptonada tamponada, seguido de
uma segunda incubacao por 18-24 horas em meios de
enriquecimento seletivo e pds-enriquecimento em cal-
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do M por 6 horas [2, 4].

O caldo selenito cistina, caldo Rappaport Vassiliadis
e/ou caldo tetrationato sdo os meios de enriquecimento
seletivo mais utilizados. A eficacia do caldo Rappaport-
Vassiliadis, do caldo tetrationato e do caldo selenito
cistina para recuperar Salmonella spp. de alimentos,
quando o nimero de células é pequeno, foi avaliada por
HAMMACK et al. [20]. Esses autores concluiram que &
recomendavel usar tanto caldo tetrationato quanto
Rappaport-Vassiliadis para recuperar Salmonella spp. de
qualquer tipo de alimento.

MANTTINGY, GEHLE [31] usaram meio de pré-enri-
quecimento em tampao fosfato e pos-enriquecimento em
caldo M para detectar 1 célula de Salmonella em 25g de
alimento. IBRAHIM, LYONS [26] usaram 24 horas de pré-
enriquecimento em agua peptonada tamponada seguido
de 18 — 24 horas de enriquecimento seletivo em caldo
manitol selenito cistina, para obter a mesma sensibili-
dade do método tradicional. Esses autores nao utiliza-
ram poés-enriquecimento em caldo M porque este meio
nem sempre oferece condicoes para o adequado cresci-
mento de Salmonella, o que também foi observado por
FLOWERS [17]. Devido a esta incerteza e com a finalida-
de de obter um ensaio mais rapido e econémico, no pre-
sente trabalho nao foi utilizado o caldo M como meio de
pos-enriquecimento. A nao utilizacdo deste meio nao
comprometeu a deteccao de 1UFC de Salmonella
Enteritidis em 25g de maionese.

ARBAULT, POUMEROL [2] desenvolveram um ELISA
para deteccao de Salmonella com dois passos de enri-
quecimento, utilizando anticorpos anti-flagelina. Foram
necessarias 16 a 20 horas de incubagdo em agua
peptonada tamponada e 18 a 24 horas de enriquecimento
seletivo em caldo Rappaport Vassiliadis-Soja. Os limites
de deteccao encontrados foram de 3UFC/25g e 98% de
correlacao com o método padréao ISO n. 6579.

LEE et al. [29] desenvolveram um ELISA para detec-
tar SalmonellaTyphimurium em alimentos usando o meio
SCDM como Unico meio de enriquecimento e encontra-
ram que € possivel detectar, em chocolate, 10 células/
25g. O ELISA padronizado neste trabalho apresentou
sensibilidade maior que a encontrada por LEE et al. [29]
e ARBAULT, POUMEROL [2], detectando 1 célula/25g
com uma Unica etapa de pré-enriquecimento, indicando
que a sensibilidade do método é adequada.

TIAN et al. [34] descreveram a deteccao de Salmonella
spp. por ELISA sanduiche usando caldo manitol para
enterobactérias (EEM) e caldo acido-brilhante verde-
novobiocina cloridepiridinisulfénico (DMPBN). Os tem-
pos de incubacao a 42°C foram de 6 horas para o EEM e
de 27 horas para o DMPBN. Entretanto, nesse método o
antigeno utilizado para a imunizacdo dos animais nao
foi a flagelina e sim a dulcitol 1-fosfato desidrogenase,
enzima que fermenta o dulcitol e € uma caracteristica
metabolica do subgénero Salmonellal.

Varios ensaios imunoenzimaticos para deteccao de
Salmonella spp. em alimentos ja foram reportados [2, 3,
6, 9, 13, 16, 19, 26, 29, 31, 33, 37, 38]. Além disso,
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varios métodos ELISA estao disponiveis comercialmente
na forma de kits [3, 14]. Porém, o custo € muito elevado
para a maioria dos laboratoérios brasileiros, principal-
mente para aqueles oficiais de diagnostico de toxinfeccao
alimentar. Assim sendo, o ensaio desenvolvido neste tra-
balho, apos ser validado, podera ser utilizado por labo-
ratérios com recursos limitados para a compra de kKits
rapidos de deteccao de patogenos.

4 - CONCLUSOES

e A avaliacao das reacdes cruzadas mostrou que o
anti-soro tem pouca reacao cruzada com os sorotipos
Typhimurium, Infantis e Newport, como também,
com outras enterobactérias testadas.

¢ O conjugado peroxidase manteve-se estavel durante
dois meses a 4°C e o seu uso deve ser exclusiva-
mente durante este tempo.

e A sensibilidade do ensaio em microplacas com con-
jugado peroxidase obtido com anti-flagelina de
Salmonella Enteritidis foi de 10* células/mL, quando
testado em cultivo puro.

e O ensaio padronizado apresentou simplicidade e
rapidez, com sensibilidade de 1 célula/25g de maio-
nese de batata e cenoura, apoés 24 horas de incu-
bacao em agua peptonada tamponada. Entretan-
to, € necessaria a validacao do método através da
analise de diferentes alimentos contaminados na-
tural e artificialmente com diferentes sorotipos de
Salmonella.
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