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_Resumo

Em 2020, de acordo com os dados, repor tados por 22 Estados-mem-
bros e 5 Estados não-membros, constantes do The European Union 
One Heal th 2020 Zoonoses Repor t, e laborado em conjunto pe la Euro-
pean Food Safety Author i t y (EFSA) e pe lo European Centre for D isease 
Prevent ion and Contro l (ECDC), Salmone l la fo i o pr inc ipa l agente et io-
lóg ico responsáve l por sur tos de or igem a l imentar, estando envolv ida 
em 694 sur tos, que resu l taram em 3686 casos de doença, 812 hospi-
ta l izações e 7 mor tes. Cons iderando a impor tânc ia desta bactér ia zoo-
nót ica na segurança a l imentar e na saúde humana, vár ias estratég ias 
para a sua deteção e contro lo em géneros a l iment íc ios têm s ido desen-
vo lv idas e implementadas. Neste traba lho de estudo, foram ana l isadas
137 amostras de géneros al imentícios (78 naturais, potencialmente conta-
minadas, 21 ar ti f icialmente contaminadas com níveis altos de Salmonella e 
38 ar ti f icialmente contaminadas com níveis baixos de Salmonella), com o
objet ivo de comparar o desempenho de três métodos de deteção de
Salmonel la spp.: o método cultural de referência da International Organi-
zation for Standardization ( ISO), ISO 6579–1:2017/Amd 1:2020; um método 
de Polymerase Chain Reaction (PCR) em tempo real e um método imuno-
enzimático automatizado. Embora o método de PCR em tempo real tenha 
sido o mais rápido, foi também o que evidenciou um maior número de fal-
sos positivos e de resultados inconclusivos, estes últ imos devido à inibi-
ção da reação de PCR. Executando o ensaio de acordo com os protocolos 
dos métodos ISO e imunoenzimático automatizado, obtiveram-se resul-
tados equivalentes, tendo estes evidenciado ser mais robustos do que o 
PCR em tempo real ao testar diferentes matr izes al imentares, apesar do 
seu tempo de resposta ser mais demorado. A escolha de um método de 
PCR em tempo real pode ser apropriada quando o objetivo é testar matr i-
zes al imentares que se sabe não inter fer irem com a reação de PCR e nas 
quais se espera um resultado negativo para Salmonel la, não necessitando 
assim de uma conf irmação poster ior. Todos os métodos anal í t icos testa-
dos neste estudo, evidenciaram vantagens e l imitações e, assim, podem 
ser uti l izados como método de eleição para a deteção de Salmonel la em 
géneros al imentícios, de acordo com o objetivo da anál ise laborator ial.

_Abstract

In 2020, according to data repor ted by 22 Member States and 5 non-Mem-
ber States, included in The European Union One Health 2020 Zoonoses 
Repor t, prepared jointly by the European Food Safety Authority (EFSA) and 

the European Center for Disease Prevention and Control (ECDC), Salmo-
nel la was the main agent responsible for foodborne outbreaks, being in-
volved in 694 outbreaks, which resulted in 3686 cases of i l lness, 812 hos-
pital izations and 7 deaths. Considering the importance of this zoonotic 
bacterium in food safety and human health, several strategies for its de-
tection and control in foodstuf fs have been developed and implemented. In 
this study, 137 food samples (78 potential ly natural ly contaminated, 21 ar-
ti f icial ly contaminated with high levels of Salmonella and 38 ar ti f icial ly con-
taminated with low levels of Salmonella) were analyzed in order to compare 
the per formance of three Salmonella spp detection methods: The Inter-
national Organization for Standardization (ISO) Cultural Reference Meth-
od, ISO 6579–1:2017/Amd 1:2020; a real-time Polymerase Chain Reaction 
(PCR) method and an automated enzyme-l inked immunosorbent method. 
Although the real-time PCR method was the fastest, i t was also the one 
that showed the highest number of false positives and inconclusive results, 
the latter due to the inhibit ion of the PCR reaction. ISO and automated en-
zyme-l inked immunosorbent methods gave equivalent results and proved 
to be more robust than real-time PCR when testing dif ferent food matri-
ces, despite their longer response times. Real-time PCR method may be 
appropriate when the objective is to test food matrices that are known not 
to inter fere with the PCR reaction and in which a negative result for Sal-
monella is expected, thus not requir ing fur ther conf irmation. Al l the analyt-
ical methods tested in this study showed advantages and l imitations and, 
therefore, can be used as the method of choice for the detection of Salmo-
nel la in foodstuf fs, according to the purpose of the laboratory analysis.

_Introdução

A presença, nos géneros al imentícios, de bactér ias pato-
génicas capazes de causar doenças transmitidas por al i-
mentos continua a ser um impor tante problema de saúde 
públ ica para os consumidores em todo o mundo, com con-
sequências económicas para os produtores e a indústr ia, 
desaf iando uma abordagem multissetor ia l One Heal th para 
a implementação opor tuna de medidas preventivas (1). 
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Em 2020, de acordo com os dados constantes do The 
European Union One Hea l th 2020 Zoonoses Repor t, 
e laborado em conjunto pela European Food Safety Autho-
r i t y ( EFSA ) e pelo European Centre for D isease Preven-
t ion and Contro l ( ECDC ), Salmone l la fo i o agente etio-
lógico mais f requentemente identi f icado em sur tos de 
toxinfeção de or igem al imentar, sendo responsável por 
22,5% ( N=694 ) de um total de 3086 sur tos repor tados. 
Nestes sur tos, este agente foi responsável pelo maior 
número de hospita l izações ( n=812, 48,5% do número 
total ) e por 7 mor tes ( 22,6% do número total ). S. Ente-
r i t id is, S. Typhimur ium e S. Typhimur ium monophasic
foram os serovares predominantes em 92,8% dos surtos 
causados por Salmonel la. A ocorrência destes surtos foi fre-
quentemente associada ao consumo de alimentos do grupo 
“ovos e ovoprodutos ”, seguido do grupo “carne e produtos 
à base de carne” e de “alimentos compostos por múltiplos 
ingredientes ” (2).

O método padrão ( golden standard ) para a deteção de
Salmonel la em géneros al imentícios inclui o uso de técnicas 
convencionais culturais que uti l izam etapas de enriqueci-
mento com seletividade crescente, terminando com o isola-
mento de Salmonel la em placas de agar diferencial seletivo. 
A conf irmação é baseada em testes bioquímicos ou reali-
zada por espectrometria de massa (3). Embora esta meto-
dologia seja bastante sensível e menos dispendiosa, é mais 
trabalhosa, tornando-se menos conveniente quando o obje-
tivo é a análise de um elevado número de amostras. Para 
além disso, o tempo que decorre até à obtenção do resul-
tado f inal pode ser muito longo, especialmente para al imen-
tos em natureza (3). Com a f inal idade de superar estas des-
vantagens, têm vindo a ser realizados estudos que visam o 
desenvolvimento de metodologias de fácil uti l ização, e ao 
mesmo tempo rápidas, sensíveis e específ icas que possi-
bil i tem um screnning, el iminando a fase cultural das amos-
tras negativas no teste. Têm sido, por exemplo, desenvolvi-
dos vários métodos imunológicos que dependem da l igação 
antigénio- anticorpo, para a deteção de Salmonel la (4-6). 
Os alvos destes ensaios são componentes celulares espe-
cíf icos, como l ipossacarídeos ou outras biomoléculas da 
membrana externa bacter iana. Apesar de um tempo de 

ensaio mais cur to em comparação com as técnicas de cul-
tura tradicional, a deteção baseada em reações antigénio- 
anticorpo pode apresentar alguns problemas, como por 
exemplo a baixa sensibi l idade do anticorpo para o micror-
ganismo patogénico e a potencial inter ferência com conta-
minantes (7). Os avanços na biotecnologia têm levado tam-
bém ao desenvolvimento de diversos métodos baseados na 
deteção de ácidos nucleicos, entre os quais os que uti l izam 
a reação da pol imerase em cadeia ( PCR ) (8,9). Nas aborda-
gens baseadas na PCR, a deteção depende da ampli f ica-
ção de uma sequência que caracter iza o alvo e que pode 
ser ampli f icada milhões de vezes em menos de uma hora. 
Os métodos baseados na PCR têm mostrado especif ici-
dade, sensibi l idade e precisão e um tempo de anál ise mais 
cur to, contudo vár ios constituintes das matr izes al imenta-
res podem inibir a reação. 

_Objetivo

Este estudo teve como objetivo a comparação do desem-
penho do método convencional cultural de acordo com o 
método de referência ISO 6579-1:2017/Amd 1:2020, com 
outras duas metodologias uti l izadas para a deteção de
Salmonella spp: um método baseado na técnica de PCR em 
tempo real e um sistema imunoenzimático automatizado para 
a deteção de antigénios de Salmonella. 

_Materiais e métodos

Neste estudo foram selecionadas e anal isadas 137 amos-
tras de géneros al imentíc ios, div ididas em sete categor ias 
di ferentes ( carnes cruas, a l imentos prontos para consumo, 
mar iscos, especiar ias, cacau e der ivados, ovoprodutos 
e lat ic ín ios ). As amostras foram compradas em di feren-
tes supermercados locais ou recolhidas em unidades de 
al imentação coletiva. Após aquis ição, as amostras foram 
transpor tadas e armazenadas a temperatura adequada 
à sua conservação, e anal isadas no prazo máximo de 24 
h após a colheita. Destas 137 amostras, consideraram-
-se 3 grupos: A  – 78 testadas como potencia lmente conta-
minadas; B  – 21 ar t i f ic ia lmente contaminadas com níveis
de Salmone l la de 10 7 ufc ( unidades formadoras de coló-
nias ) / 25 g de amostra ; e C – 38 ar t i f ic ia lmente contamina-
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das com níveis de Salmone l la <120 ufc / 25 g de amostra. 
Como controlo posit ivo foram uti l izadas três amostras da 
aval iação externa da qual idade e duas amostras obtidas 
de água peptonada tamponada ( BPW ), uma contaminada 
com S. Goldcoast (13 ufc / lentícula ) e outra com S. Typhi-
mur ium ( 30-120 ufc / lentícula ). Como controlo do processo
( “branco” ) fo i ut i l izada BPW não inoculada.

As amostras foram ensaiadas para a deteção de Salmonella
pelo método de referência internacional ISO 6579 -1:2017/
Amd 1:2020 e por outras duas metodologias de screening: 
uma técnica de PCR em tempo real e um método imunoen-
zimático automatizado (10). 

_Resultados e discussão

Os resultados relativos à deteção de Salmonella spp, pelo
método de referência ISO 6579 -1/Amd 1:2020 e pelo método
alternativo, imunoenzimático automatizado, foram coinciden-
tes, para o total de amostras analisadas ( tabela 1 ).

Quando comparados os resultados obtidos pelo método
imunoenzimático automatizado e pelo método de referência 
ISO, para as amostras potencialmente naturalmente conta-

minadas ( grupo A ), ver i f icamos que em ambos os métodos 
em 3 das 78 amostras testadas ( 3,8%) se obteve um resul-
tado positivo, e para as restantes um resultado negativo. 

Se compararmos os resultados obtidos pelo método de 
PCR com os obtidos pelo método de referência ISO, para 
as amostras potencialmente naturalmente contaminadas
( grupo A ), ver i f icamos que em 3 das 78 amostras ( 3,8%) 
se obtiveram resultados falsos positivos ( tabela 1 ). Este 
facto pode estar relacionado com a potencial existência de 
células de Salmone l la não viáveis, ou viáveis mas não cul-
tiváveis ( VBNC ) nas amostras, que apesar de não se terem 
desenvolvido durante a etapa de enr iquecimento, pude-
ram ser detetadas por PCR. É impor tante sal ientar que, ao 
contrár io das células de Salmone l la não viáveis, as células 
de Salmonel la VBNC podem manter a sua patogenicidade, 
sendo de refer ir que a recuperação destas células patogé-
nicas se tornou um impor tante ramo de investigação devido 
às implicações que podem ter em saúde públ ica (11).

Quando analisados os resultados obtidos com os métodos
imunoenzimático automatizado e ISO, para as amostras arti-
f icialmente contaminadas (grupos B e C ), verif icamos que, 

com exceção de duas amostras de canela, nas quais ocor-
reu inibição do crescimento microbiano (grupo C ), todas as 
outras amostras artif icialmente contaminadas testaram posi-
tivo para Salmonel la, mesmo quando os níveis de contami-
nação foram inferiores a 5 ufc. Esta inibição do crescimento 
bacteriano por algumas especiarias, como a canela, é um
fenómeno já conhecido e re latado por diversos auto-
res (12,13).

Relativamente ao método de PCR, para além dos resulta-
dos falso positivos, ver i f icamos que algumas das matr izes 
al imentares testadas ( cravinho, orégãos, pir i-pir i, cacau
magro, ovos, gema de ovo, camarão e canela ) inibiram a 
PCR, conduzindo por isso a resultados inconclusivos ( assi-
nalados com um ? na tabela 1 ). Em algumas destas matr i-
zes foi possível evitar esta inibição, através da di luição dos 
ácidos nucleicos extraídos (14). No entanto, neste estudo, 
não foi possível diminuir a inibição da reação de PCR para 
os ovos e os orégãos.

Tendo em conta que a gema e a clara de ovo diferem signi-
f icativamente na sua composição, e que os ovos são o al i-
mento mais comumente repor tado como estando envolvido 
na transmissão de Salmone l la, decidimos aval iar o efeito 
inibitór io da clara e gema de ovo na ampli f icação por PCR, 
concluindo que no ovo a matr iz gema, contém mais inibido-
res do que a matr iz clara, resultados que estão de acordo 
com os descritos anter iormente por Xiaohua He e colabora-
dores (15).

Na últ ima década, tanto a crescente preocupação por par te 
da indústr ia e consumidores com a segurança al imentar,
como o impacto económico das doenças transmitidas por
al imentos, têm impulsionado o desenvolvimento de novas
metodologias para a deteção de agentes patogénicos em
alimentos que sejam rápidas, sensíveis e fáceis de usar. 
No âmbito deste estudo, os métodos alternativos imunoenzi-
mático automatizado e de PCR, foram testados em paralelo 
com o método padrão ISO 6579 –1, como métodos alternati-
vos de screening dos resultados negativos.

Comparando os tempos necessários para obter um resul-
tado ( positivo para Salmonella – Detetado; ou negativo para 
Salmonella – Não detetado) para os três métodos util izados 

neste estudo, podemos concluir que se a amostra a testar for 
negativa para Salmonella, o método de PCR em tempo real é 
o método mais rápido (≈24h), seguido pelo método imunoen-
zimático automatizado (≈48h) e pelo método ISO (≈72h).
No entanto, sendo o método padrão para a deteção de
Salmonel la o preconizado pela ISO, sempre que se obtém 
um resultado positivo por um dos métodos alternativos ( imu-
noenzimático automatizado ou PCR em tempo real ), a confir-
mação pelo método ISO é imperativa prolongando o tempo 
de resposta. 

_Conclusões

Considerando a diversidade de métodos alternativos desen-
volvidos nos últimos 20 anos para a deteção de Salmonel la
em alimentos, a escolha da metodologia a uti l izar dependerá 
da situação específ ica e do objetivo da análise microbioló-
gica. 

No contexto deste estudo, consideramos que :

– O método de PCR em tempo real pode ser apropriado 
para situações em que as matr izes al imentares a testar 
são de uma só categoria al imentar, se sabe não inter fer i-
rem com a reação de PCR (ou quando os métodos para a 
remoção de inibidores, ou para a redução dos seus efei-
tos são bem conhecidos ) e se espera que a maioria das 
amostras sejam negativas para Salmonel la. 

– O método imunoenzimático automatizado, método val i-
dado pela AFNOR, pode ser adequado para testar uma 
grande diversidade de al imentos quando se espera que 
a maior ia dos resultados seja negativa.

– O método padrão ISO uti l iza-se como i )  método de refe-
rência para todos os tipos de matr izes i i )  para os al i-
mentos das categorias incluídas no Regulamento CE N.º 
2073 / 2005 relativo a cr itér ios microbiológicos aplicáveis
aos géneros al imentícios, sempre que não seja imple-
mentado um método val idado equivalente, ou i i i ) como 
método de referência para conf irmar resultados presun-
tivamente positivos obtidos por qualquer uma das outras
metodologias alternativas eleitas.



Em 2020, de acordo com os dados constantes do The 
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de Salmonel la VBNC podem manter a sua patogenicidade, 
sendo de refer ir que a recuperação destas células patogé-
nicas se tornou um impor tante ramo de investigação devido 
às implicações que podem ter em saúde públ ica (11).

Quando analisados os resultados obtidos com os métodos 
imunoenzimático automatizado e ISO, para as amostras arti-
f icialmente contaminadas ( grupos B e C ), verif icamos que, 
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com exceção de duas amostras de canela, nas quais ocor-
reu inibição do crescimento microbiano (grupo C ), todas as 
outras amostras artif icialmente contaminadas testaram posi-
tivo para Salmonel la, mesmo quando os níveis de contami-
nação foram inferiores a 5 ufc. Esta inibição do crescimento 
bacteriano por algumas especiarias, como a canela, é um
fenómeno já conhecido e re latado por diversos auto-
res (12,13).

Relativamente ao método de PCR, para além dos resulta-
dos falso positivos, ver i f icamos que algumas das matr izes 
al imentares testadas ( cravinho, orégãos, pir i-pir i, cacau
magro, ovos, gema de ovo, camarão e canela ) inibiram a 
PCR, conduzindo por isso a resultados inconclusivos ( assi-
nalados com um ? na tabela 1 ). Em algumas destas matr i-
zes foi possível evitar esta inibição, através da di luição dos 
ácidos nucleicos extraídos (14). No entanto, neste estudo, 
não foi possível diminuir a inibição da reação de PCR para 
os ovos e os orégãos.

Tendo em conta que a gema e a clara de ovo diferem signi-
f icativamente na sua composição, e que os ovos são o al i-
mento mais comumente repor tado como estando envolvido 
na transmissão de Salmone l la, decidimos aval iar o efeito 
inibitór io da clara e gema de ovo na ampli f icação por PCR, 
concluindo que no ovo a matr iz gema, contém mais inibido-
res do que a matr iz clara, resultados que estão de acordo 
com os descritos anter iormente por Xiaohua He e colabora-
dores (15).

Na últ ima década, tanto a crescente preocupação por par te 
da indústr ia e consumidores com a segurança al imentar,
como o impacto económico das doenças transmitidas por
al imentos, têm impulsionado o desenvolvimento de novas
metodologias para a deteção de agentes patogénicos em
alimentos que sejam rápidas, sensíveis e fáceis de usar. 
No âmbito deste estudo, os métodos alternativos imunoenzi-
mático automatizado e de PCR, foram testados em paralelo 
com o método padrão ISO 6579 –1, como métodos alternati-
vos de screening dos resultados negativos.

Comparando os tempos necessários para obter um resul-
tado ( positivo para Salmonella – Detetado; ou negativo para 
Salmonella – Não detetado) para os três métodos util izados 

neste estudo, podemos concluir que se a amostra a testar for 
negativa para Salmonella, o método de PCR em tempo real é 
o método mais rápido (≈24h), seguido pelo método imunoen-
zimático automatizado (≈48h) e pelo método ISO (≈72h).
No entanto, sendo o método padrão para a deteção de
Salmonel la o preconizado pela ISO, sempre que se obtém 
um resultado positivo por um dos métodos alternativos ( imu-
noenzimático automatizado ou PCR em tempo real ), a confir-
mação pelo método ISO é imperativa prolongando o tempo 
de resposta. 

_Conclusões

Considerando a diversidade de métodos alternativos desen-
volvidos nos últimos 20 anos para a deteção de Salmonel la
em alimentos, a escolha da metodologia a uti l izar dependerá 
da situação específ ica e do objetivo da análise microbioló-
gica. 

No contexto deste estudo, consideramos que :

– O método de PCR em tempo real pode ser apropriado 
para situações em que as matr izes al imentares a testar 
são de uma só categoria al imentar, se sabe não inter fer i-
rem com a reação de PCR (ou quando os métodos para a 
remoção de inibidores, ou para a redução dos seus efei-
tos são bem conhecidos ) e se espera que a maioria das 
amostras sejam negativas para Salmonel la. 

– O método imunoenzimático automatizado, método val i-
dado pela AFNOR, pode ser adequado para testar uma 
grande diversidade de al imentos quando se espera que 
a maior ia dos resultados seja negativa.

– O método padrão ISO uti l iza-se como i )  método de refe-
rência para todos os tipos de matr izes i i )  para os al i-
mentos das categorias incluídas no Regulamento CE N.º 
2073 / 2005 relativo a cr itér ios microbiológicos aplicáveis
aos géneros al imentícios, sempre que não seja imple-
mentado um método val idado equivalente, ou i i i ) como 
método de referência para conf irmar resultados presun-
tivamente positivos obtidos por qualquer uma das outras
metodologias alternativas eleitas.

Tabela 1: Resultados de deteção de Salmonel la spp. – comparação entre os três métodos utilizados.

Grupo N.º amostras ISO (%) PCR (%)
Imunoenzimático 
automatizado (%)

Resultados da deteção de Salmonella spp.

3/78 (3,8)

75/78 (96,2)

0/78 (0)

21/21 (100)

0/21 (0)

0/21 (0)

36/38 (94,7)

2/38 (5,3)

0/38 (0)

3/78 (3,8)

75/78 (96,2)

0/78 (0)

21/21 (100)

0/21 (0)

0/21 (0)

36/38 (94,7)

2/38 (5,3)

0/38 (0)

6/78 (7,7)

59/78 (75,6)

13/78 (16,7)

21/21 (100)

0/21 (0)

0/21 (0)

33/38 (86,8)

2/38 (5,3)

3/38 (7,9)

A 

B

C

78

21

38

+

-

?

+

-

?

+

-

?

+ Resultados positivos; - Resultados negativos; ? Resultados inconclusivos.  A – Potencialmente naturalmente contaminadas;

B – Artificialmente contaminadas com níveis de Salmonella de 10 7 ufc/25 g de amostra;  C – Artificialmente contaminadas com

níveis de Salmonella <120 ufc/25 g de amostra



Em 2020, de acordo com os dados constantes do The 
European Union One Hea l th 2020 Zoonoses Repor t, 
e laborado em conjunto pela European Food Safety Autho-
r i t y ( EFSA ) e pelo European Centre for D isease Preven-
t ion and Contro l ( ECDC ), Salmone l la fo i o agente etio-
lógico mais f requentemente identi f icado em sur tos de
toxinfeção de or igem al imentar, sendo responsável por 
22,5% ( N=694 ) de um total de 3086 sur tos repor tados. 
Nestes sur tos, este agente foi responsável pelo maior 
número de hospita l izações ( n=812, 48,5% do número 
total ) e por 7 mor tes ( 22,6% do número total ). S. Ente-
r i t id is, S. Typhimur ium e S. Typhimur ium monophasic
foram os serovares predominantes em 92,8% dos surtos 
causados por Salmonel la. A ocorrência destes surtos foi fre-
quentemente associada ao consumo de alimentos do grupo 
“ovos e ovoprodutos ”, seguido do grupo “carne e produtos 
à base de carne” e de “alimentos compostos por múltiplos
ingredientes ” (2).

O método padrão ( golden standard ) para a deteção de
Salmonel la em géneros al imentícios inclui o uso de técnicas 
convencionais culturais que uti l izam etapas de enriqueci-
mento com seletividade crescente, terminando com o isola-
mento de Salmonel la em placas de agar diferencial seletivo. 
A conf irmação é baseada em testes bioquímicos ou reali-
zada por espectrometria de massa (3). Embora esta meto-
dologia seja bastante sensível e menos dispendiosa, é mais 
trabalhosa, tornando-se menos conveniente quando o obje-
tivo é a análise de um elevado número de amostras. Para 
além disso, o tempo que decorre até à obtenção do resul-
tado f inal pode ser muito longo, especialmente para al imen-
tos em natureza (3). Com a f inal idade de superar estas des-
vantagens, têm vindo a ser realizados estudos que visam o 
desenvolvimento de metodologias de fácil uti l ização, e ao 
mesmo tempo rápidas, sensíveis e específ icas que possi-
bil i tem um screnning, el iminando a fase cultural das amos-
tras negativas no teste. Têm sido, por exemplo, desenvolvi-
dos vários métodos imunológicos que dependem da l igação
antigénio- anticorpo, para a deteção de Salmonel la (4-6). 
Os alvos destes ensaios são componentes celulares espe-
cíf icos, como l ipossacarídeos ou outras biomoléculas da
membrana externa bacter iana. Apesar de um tempo de 

ensaio mais cur to em comparação com as técnicas de cul-
tura tradicional, a deteção baseada em reações antigénio- 
anticorpo pode apresentar alguns problemas, como por
exemplo a baixa sensibi l idade do anticorpo para o micror-
ganismo patogénico e a potencial inter ferência com conta-
minantes (7). Os avanços na biotecnologia têm levado tam-
bém ao desenvolvimento de diversos métodos baseados na 
deteção de ácidos nucleicos, entre os quais os que uti l izam 
a reação da pol imerase em cadeia ( PCR ) (8,9). Nas aborda-
gens baseadas na PCR, a deteção depende da ampli f ica-
ção de uma sequência que caracter iza o alvo e que pode 
ser ampli f icada milhões de vezes em menos de uma hora. 
Os métodos baseados na PCR têm mostrado especif ici-
dade, sensibi l idade e precisão e um tempo de anál ise mais 
cur to, contudo vár ios constituintes das matr izes al imenta-
res podem inibir a reação. 

_Objetivo

Este estudo teve como objetivo a comparação do desem-
penho do método convencional cultural de acordo com o 
método de referência ISO 6579-1:2017/Amd 1:2020, com 
outras duas metodologias uti l izadas para a deteção de
Salmonella spp: um método baseado na técnica de PCR em 
tempo real e um sistema imunoenzimático automatizado para 
a deteção de antigénios de Salmonella. 

_Materiais e métodos

Neste estudo foram selecionadas e anal isadas 137 amos-
tras de géneros al imentíc ios, div ididas em sete categor ias 
di ferentes ( carnes cruas, a l imentos prontos para consumo,
mar iscos, especiar ias, cacau e der ivados, ovoprodutos
e lat ic ín ios ). As amostras foram compradas em di feren-
tes supermercados locais ou recolhidas em unidades de 
al imentação coletiva. Após aquis ição, as amostras foram
transpor tadas e armazenadas a temperatura adequada
à sua conservação, e anal isadas no prazo máximo de 24
h após a colheita. Destas 137 amostras, consideraram-
-se 3 grupos: A – 78 testadas como potencia lmente conta-
minadas; B – 21 ar t i f ic ia lmente contaminadas com níveis 
de Salmone l la de 10 7 ufc ( unidades formadoras de coló-
nias ) / 25 g de amostra ; e C – 38 ar t i f ic ia lmente contamina-

das com níveis de Salmone l la <120 ufc / 25 g de amostra. 
Como controlo posit ivo foram uti l izadas três amostras da 
aval iação externa da qual idade e duas amostras obtidas 
de água peptonada tamponada ( BPW ), uma contaminada 
com S. Goldcoast (13 ufc / lentícula ) e outra com S. Typhi-
mur ium ( 30-120 ufc / lentícula ). Como controlo do processo
( “branco” ) fo i ut i l izada BPW não inoculada.

As amostras foram ensaiadas para a deteção de Salmonella
pelo método de referência internacional ISO 6579 -1:2017/
Amd 1:2020 e por outras duas metodologias de screening: 
uma técnica de PCR em tempo real e um método imunoen-
zimático automatizado (10). 

_Resultados e discussão

Os resultados relativos à deteção de Salmonella spp, pelo
método de referência ISO 6579 -1/Amd 1:2020 e pelo método
alternativo, imunoenzimático automatizado, foram coinciden-
tes, para o total de amostras analisadas ( tabela 1 ).

Quando comparados os resultados obtidos pelo método
imunoenzimático automatizado e pelo método de referência 
ISO, para as amostras potencialmente naturalmente conta-

minadas ( grupo A ), ver i f icamos que em ambos os métodos 
em 3 das 78 amostras testadas ( 3,8%) se obteve um resul-
tado positivo, e para as restantes um resultado negativo. 

Se compararmos os resultados obtidos pelo método de 
PCR com os obtidos pelo método de referência ISO, para 
as amostras potencialmente naturalmente contaminadas
( grupo A ), ver i f icamos que em 3 das 78 amostras ( 3,8%) 
se obtiveram resultados falsos positivos ( tabela 1 ). Este 
facto pode estar relacionado com a potencial existência de 
células de Salmone l la não viáveis, ou viáveis mas não cul-
tiváveis ( VBNC ) nas amostras, que apesar de não se terem 
desenvolvido durante a etapa de enr iquecimento, pude-
ram ser detetadas por PCR. É impor tante sal ientar que, ao 
contrár io das células de Salmone l la não viáveis, as células 
de Salmonel la VBNC podem manter a sua patogenicidade, 
sendo de refer ir que a recuperação destas células patogé-
nicas se tornou um impor tante ramo de investigação devido 
às implicações que podem ter em saúde públ ica (11).

Quando analisados os resultados obtidos com os métodos
imunoenzimático automatizado e ISO, para as amostras arti-
f icialmente contaminadas (grupos B e C ), verif icamos que, 
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com exceção de duas amostras de canela, nas quais ocor-
reu inibição do crescimento microbiano ( grupo C ), todas as 
outras amostras artif icialmente contaminadas testaram posi-
tivo para Salmonel la, mesmo quando os níveis de contami-
nação foram inferiores a 5 ufc. Esta inibição do crescimento 
bacteriano por algumas especiarias, como a canela, é um
fenómeno já conhecido e re latado por diversos auto-
res (12,13).

Relativamente ao método de PCR, para além dos resulta-
dos falso positivos, ver i f icamos que algumas das matr izes 
al imentares testadas ( cravinho, orégãos, pir i-pir i, cacau 
magro, ovos, gema de ovo, camarão e canela ) inibiram a 
PCR, conduzindo por isso a resultados inconclusivos ( assi-
nalados com um ? na tabela 1 ). Em algumas destas matr i-
zes foi possível evitar esta inibição, através da di luição dos 
ácidos nucleicos extraídos (14). No entanto, neste estudo, 
não foi possível diminuir a inibição da reação de PCR para 
os ovos e os orégãos.

Tendo em conta que a gema e a clara de ovo diferem signi-
f icativamente na sua composição, e que os ovos são o al i-
mento mais comumente repor tado como estando envolvido 
na transmissão de Salmone l la, decidimos aval iar o efeito 
inibitór io da clara e gema de ovo na ampli f icação por PCR, 
concluindo que no ovo a matr iz gema, contém mais inibido-
res do que a matr iz clara, resultados que estão de acordo 
com os descritos anter iormente por Xiaohua He e colabora-
dores (15).

Na últ ima década, tanto a crescente preocupação por par te 
da indústr ia e consumidores com a segurança al imentar, 
como o impacto económico das doenças transmitidas por 
al imentos, têm impulsionado o desenvolvimento de novas 
metodologias para a deteção de agentes patogénicos em 
al imentos que sejam rápidas, sensíveis e fáceis de usar. 
No âmbito deste estudo, os métodos alternativos imunoenzi-
mático automatizado e de PCR, foram testados em paralelo 
com o método padrão ISO 6579 –1, como métodos alternati-
vos de screening dos resultados negativos.

Comparando os tempos necessários para obter um resul-
tado ( positivo para Salmonella – Detetado; ou negativo para 
Salmonella – Não detetado) para os três métodos util izados 

neste estudo, podemos concluir que se a amostra a testar for 
negativa para Salmonella, o método de PCR em tempo real é 
o método mais rápido (≈24h), seguido pelo método imunoen-
zimático automatizado (≈48h) e pelo método ISO (≈72h).
No entanto, sendo o método padrão para a deteção de
Salmonel la o preconizado pela ISO, sempre que se obtém
um resultado positivo por um dos métodos alternativos ( imu-
noenzimático automatizado ou PCR em tempo real ), a confir-
mação pelo método ISO é imperativa prolongando o tempo
de resposta.

_Conclusões

Considerando a diversidade de métodos alternativos desen-
volvidos nos últimos 20 anos para a deteção de Salmonel la 
em alimentos, a escolha da metodologia a uti l izar dependerá 
da situação específ ica e do objetivo da análise microbioló-
gica. 

No contexto deste estudo, consideramos que :

– O método de PCR em tempo real pode ser apropriado
para situações em que as matr izes al imentares a testar
são de uma só categoria al imentar, se sabe não inter fer i-
rem com a reação de PCR (ou quando os métodos para a
remoção de inibidores, ou para a redução dos seus efei-
tos são bem conhecidos ) e se espera que a maioria das
amostras sejam negativas para Salmonel la.

– O método imunoenzimático automatizado, método val i-
dado pela AFNOR, pode ser adequado para testar uma
grande diversidade de al imentos quando se espera que
a maior ia dos resultados seja negativa.

– O método padrão ISO uti l iza-se como i )  método de refe-
rência para todos os tipos de matr izes i i )  para os al i-
mentos das categorias incluídas no Regulamento CE N.º
2073 / 2005 relativo a cr itér ios microbiológicos aplicáveis
aos géneros al imentícios, sempre que não seja imple-
mentado um método val idado equivalente, ou i i i )  como
método de referência para conf irmar resultados presun-
tivamente positivos obtidos por qualquer uma das outras
metodologias alternativas eleitas.
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