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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo realizar uma analise comparativa das técnicas de Reagdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR) e Ensaio Imunoenzimético (ELISA — SALVIA®) com o método microbioldgico convencional para deteccdo e Salmonella
Enteritidis (SE), S. typhimurium (ST), S. gallinarum (SG) e S. pullorum (SP) em carne de frango. As amostras foram contamina-
das artificialmente com diluicdes de 107, 10 e 10° para SE e ST e de 10*%, 10° e 10 para SG e SP, com cinco repeti¢ées de
cada diluicdo, totalizando 300 analises. Os testes foram realizados em cinco diferentes laboratérios para a validacao das
técnicas. Na avaliagédo geral dos dados obtidos, a microbiologia convencional obteve 56,67% (170/300) de recuperacao das
amostras contaminadas artificialmente, enquanto as técnicas de ELISA e PCR representaram 71% (213/300) e 75% (225/
300), respectivamente. A analise dos resultados de deteccdo de Salmonella através dos testes ELISA e PCR, em relagdo ao
microbiolégico convencional, apresentaram diferenca estatistica (p=0,0001, teste de MacNemar). Nao houve diferencga signi-
ficativa entre os resultados da PCR e do ELISA. Os resultados alcancados demonstraram que, comparado ao microbioldgico
convencional, tanto o ELISA quanto a PCR foram eficazes para deteccéo dos sorovares de Salmonella nas amostras de carne
de frango avaliadas.
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Abstract

The present experiment aimed at comparing the Polymerase Chain Reaction (PCR) and the Enzyme Linked Imunosorbent
Assay (ELISA - SALVIA®) with the conventional microbiologic method, for the detection of Salmonella Enteritidis (SE), S. typhimurium
(ST), S. gallinarum (SG) e S. pullorum (SP) in broiler meat. The samples were artificially contaminated with 107, 10 and 10°
cells/ml of SE and ST, and 10%, 10° and 10 cells/ml of SG and SP, with five repetitions of each, giving a total of 300 analyses.
In order to validate the techniques used, the tests were performed in five different laboratories. The results showed that the
conventional microbiological method was able to recover 56,67% (170/300) of all artificially contaminated samples, while the
ELISA and PCR techniques presented recoveries of 71% (213/300) and 75% (225/300), respectively. The differences between
each of the latter two and the conventional microbiological method were highly significant (P= 0,0001, MacNemar Statistical
Test). On the other hand, no significant difference was detected between the ELISA and PCR results. Overall results were able
to show that the ELISA and PCR techniques were very efficient in detecting Salmonella serovars in the broiler meat samples
analysed, when compared to the conventional microbiological method.
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Introducéo

A ocorréncia de infecgbes alimentares ocasionadas por mi-
crorganismos do género Salmonella é um problema mundial
de salde publica. Devido a esse fato, ha necessidade de
controle da presenca desse agente em alimentos, principal-
mente os de origem animal (Rodrigues, 2002).

Diferentes produtos alimenticios podem estar contaminados
com Salmonella. Dentre eles, os produtos carneos, como
frangos inteiros e cortes, podem representar uma ameaca a
saude publica quando apresentam contaminagdo, preocu-
pando as industrias avicolas e o0os consumidores.
Metodologias de prevengdo a campo e dentro dos matadou-
ros sdo aplicadas. Entretanto, mesmo com diversas medi-
das tomadas, a gravidade do problema de toxinfec¢@es ali-
mentares é diminuida, mas néo se elimina totalmente o risco
para o consumidor (Bryan, 1981; Duguid e North, 1991; Terra,
2001).

De acordo com Nascimento (1995), com relacdo a carne de
frango, estd demonstrado que mesmo um pequeno nUmero
de aves inicialmente infectadas pode causar a contaminacéo
de toda uma linha de abate e a multiplicagdo de ocorréncias
de toxinfec¢do alimentar, representando uma ameaca a sau-
de pulblica em casos onde matadouros ndo processam as
carcacgas corretamente.

Santos (2001), relata que os atuais métodos de abate de
frangos de corte e praticas de processamento podem disse-
minar microrganismos de uma carcaga para outra e 0 consu-
mo desta carne, portanto, envolver a ingestao de bactérias
potencialmente patogénicas, introduzindo o agente na cadeia
alimentar humana (Santos, 2001).

Para que se possa evitar a ingestédo da carne de frango con-
taminada, a detecgdo da presenca de Salmonella neste ali-
mento antes da chegada ao consumidor é de extrema impor-
tancia. No Brasil, existe uma legislacao referente a qualidade
microbioldgica dos alimentos, onde esse agente deve estar
ausente nos diferentes tipos de alimentos testados (Brasil,
2002).

Atualmente, um grande desafio para o controle das contami-
nagOes por Salmonella é o seu diagndstico rapido e preciso.
O método de diagndstico mais utilizado é o microbiolégico
convencional, que requer mais de cinco dias para emitir um
resultado positivo. Esse diagnostico pode ter sua sensibili-
dade e especificidade questionada devido as grandes varia-
¢Oes bioquimicas e mutagdes genéticas que a Salmonella
pode apresentar. Além disso, o atraso na emissédo de resulta-
dos pode comprometer as medidas de controle em mata-
douros ou a exportagdo de produtos e subprodutos carneos.

O periodo necessario para o diagnostico pelo microbiologico
convencional é uma das principais razées para a realizagéo
de um nimero cada vez maior de pesquisas utilizando novas
técnicas de triagem para a deteccdo de Salmonella em ali-
mentos. Dentre as possiveis metodologias a serem empre-
gadas destacam-se a reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR) e técnicas imunolégicas, como 0 ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (Reis et al., 2001; Rodrigues, 2002;
Santos, 2001).

A possibilidade do uso de ELISA para detectar Salmonella em
alimentos ja foi estudada em diversos trabalhos, onde se
verificou que essa técnica, quando empregada em culturas
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puras ou aplicada em alimentos experimentalmente ou natu-
ralmente contaminados, apresentou alta especificidade e/ou
sensibilidade nos varios tipos de alimentos testados (Feldsine
et al., 1992; Feldsine et al., 1993).

Uma grande variedade de métodos ELISA esta disponivel
comercialmente, especialmente para Salmonella enteritidis
e Listeria monocytogenes. Essa técnica geralmente requer
gue o organismo-alvo esteja em uma concentragdo de 10°
UFC/mL, apesar de alguns testes relatarem um limite de sen-
sibilidade de 10% Desse modo, 0 pré-enriquecimento con-
vencional, e mesmo o enriquecimento seletivo, podem ser
necessarios antes da realizacéo do teste (Forsythe, 2002).

Em pesquisa feita por Brigmon et al. (1995), adaptou-se um
ELISA para amostras ambientais para a detec¢do de
Salmonella enteritidis (SE) em ovos, pele e carne de aves.
Nesse experimento, realizou-se a contaminag¢do dos trés ti-
pos de amostras com SE e outras 39 espécies bacterianas,
incluindo entre elas 32 diferentes sorovares de Salmonella.
Nos resultados alcancados, foi demonstrada diferenga na
sensibilidade do ensaio imunoenzimatico quando se
correlacionou o material de origem avicola utilizado para tes-
tar a detecgdo de SE. Com esse trabalho, evidenciou-se que
a sensibilidade do ELISA para Salmonella pode variar confor-
me o tipo de amostra utilizada.

Tapchaisri et al. (1999) realizaram detecgdo de Salmonella atra-
vés de microbiologia convencional, reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) e ELISA de amostras de alimentos de ori-
gem avicola e suinicola. Entre as 200 amostras de aves e su-
inos analisados, sendo 100 de cada, 7% e 20%, 7% e 23% e
9% e 33% foram positivas para Salmonella pelo microbiolégico
convencional, PCR e ELISA, respectivamente. Nesse estudo
foram realizadas andlises de sensibilidade, especificidade,
eficacia e valores preditivos positivos e negativos entre os trés
testes, concluindo-se que o ELISA é o mais simples, rapido,
sensivel, especifico, além de apresentar baixo custo.

Em trabalho realizado por Lambiri et al. (1990), o método ELISA,
utilizando um kit comercial da TECRA?®, foi comparado ao
microbiologico tradicional. Nesse experimento, o ELISA apre-
sentou 95% de concordancia com os resultados do
microbiolégico convencional, com uma taxa de falso-positi-
vos de 5%. Ao final, recomendou-se o ELISA para uso como
um teste presuntivo para a deteccdo de Salmonella, e desta-
cou-se a sua praticidade, ja que com esse kit os resultados
poderiam ser reportados dentro de 48 horas.

Com os avangos cientificos disponiveis na atualidade, siste-
mas moleculares estdo sendo empregados como métodos
de diagnostico para diferentes enfermidades. Neste sentido,
o diagnodstico de Salmonella utilizando-se a técnica de rea-
¢do em cadeia pela polimerase (PCR) pode se apresentar
como uma alternativa para triagem de amostras, oferecendo
resultados em cerca de 48 horas (Pontes, 1999, Oliveira, 2000,
Santos et al., 2002).

Infectando pintos oralmente com 102 e 10* UFC de Salmonella
Gallinarum e 10”7 UFC de Salmonella typhimurium, Tuchili et
al. (1995) verificaram a eficiéncia da PCR em amostras de
o6rgdos sem enriquecimento, constatando uma maior sensi-
bilidade da PCR em relagdo ao microbiologico. Nos casos
em gue a PCR obteve resultados negativos e o microbiolégico
positivo, 0s autores suspeitaram que podem ter obtido pouca
guantidade de DNA na fase de extracéo.



Soumet et al. (1996), utilizando amostras ambientais, incluin-
do swab de arrasto, avaliaram a PCR para detectar Salmonella
a partir do meio semi-sélido Rappaport-Vassiliadis (MSRV),
comparando com duas metodologias microbiolégicas. Para
ambos os procedimentos, as amostras foram incubadas por
18 a 20 horas em agua peptonada tamponada (AP). Os resul-
tados demonstraram uma boa sensibilidade e especificidade
da PCR, com 93,1% de concordancia com o microbiolégico. A
PCR realizada a partir do caldo tetrationato (TT) n&o apresen-
tou resultados satisfatorios e, além disso, os autores atribu-
iram ao MRSV-PCR a vantagem na detec¢do de colbnias
atipicas nos meios de isolamento.

Stone et al. (1995) indicam que a inclusdo de uma fase de
pré-enriquecimento apresenta vantagens sobre o processo
de extracdo direta do DNA, uma vez que meios de enriqueci-
mento sdo relativamente baratos, requerem pouca manipu-
lacéo, diluem substéncias que poderiam inibir a PCR e au-
mentam o numero de células bacterianas. Por outro lado,
substancias encontradas em alimentos de origem animal,
como sangue e gordura, podem interferir nos resultados da
PCR.

Santos et al (2001), em um ensaio utilizando amostras de
carne de aves artificialmente contaminadas, detectaram até
10° UFC/mL de Salmonella, ap6s 24 horas de pré-enriqueci-
mento e usando o protocolo fenol-cloroférmio para extragéo
de DNA. O método microbiolégico tradicional apresentou o
mesmo limite de detecgdo, mas necessitou 96 horas de ana-
lise. Mahon et al. (1994) demonstraram, experimentalmente,
uma maior sensibilidade da PCR para deteccdo de
Salmonella e relagdo a microbiologia convencional.

Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo realizar
uma andlise comparativa da reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) com o
método microbiolégico convencional, para detecgdo de
Salmonella enteritidis (SE), Salmonella typhimurium (ST),
Salmonella gallinarum (SG) e Salmonella pullorum (SP) em
carne de frango contaminada artificialmente.

Material e métodos

As andlises foram realizadas em cinco diferentes laboratéri-
os, denominados A, B, C, D e E. O nimero de laboratérios foi
determinado de acordo com os métodos internacionais da
AOAC para validagdo, qualificagdo e quantificacdo de méto-
dos microbiolégicos, bem como a determinagdo do namero
de amostras (AOAC International, 2001).

Para cada diluicdo dos quatro sorovares sob exame fizeram-
se cinco repeti¢des, analisando, entdo, 15 amostras por
sorovar. Desse modo, cada laboratério realizou 60 andlises,
perfazendo um total de 300 amostras. Além das contamina-
¢cOes artificiais, em cada laboratério foram efetuadas cinco
repeticdes de amostras controle, ndo contaminadas,
totalizando 25 analises, as quais foram submetidas as trés
técnicas de deteccdo de salmonela.

Para obtengdo da matéria-prima para realizacdo das anali-
ses, foram coletadas 30 carcagas de frango em matadouro
de Inspecdo Federal. Cada carcaca foi analisada individual-
mente, em duplicata, pela técnica microbiolégica convencio-
nal (MC), de acordo com a Portaria n° 08 de 23/1/1995, a qual
institui 0 método analitico de carcagas de aves e pesquisa de

Salmonella (Brasil, 1995). Todas as carcacas analisadas fo-
ram negativas para a presenca de Salmonella. Essas carca-
¢as, apo0s a analise, tiveram toda a pele e musculatura frag-
mentada em pedagos de aproximadamente 2cm, os quais fo-
ram acondicionados em sacos plasticos estéreis e armazena-
dos a —20°C, até a realizacéo da contaminacéo artificial.

Os sorovares selecionados para uso no experimento sao os
gue integram o Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA)
(BRASIL, 1995), sendo esses Salmonella enteritidis (SE),
Salmonella typhimurium (ST), Salmonella gallinarum (SG) e
Salmonella pullorum (SP). As cepas utilizadas foram previa-
mente isoladas de carne de aves pelo Centro de Diagnéstico e
Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA), da Universidade Fede-
ral do Rio Grande do Sul (UFRGS), com sorotipificagao realiza-
da pela Fundag&o Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Para a contaminacao artificial, cada sorovar de SE, ST, SG e
SP foi incubado em caldo BHI a 37°C por 18 horas, sendo,
apos, diluidos em agua peptonada tamponada a 0,1%, utili-
zando-se as diluicbes de 107, 10® e 10° para inoculagédo de
SE e ST e de 104, 10° e 10 para SG e SP, de acordo com
Oliveira (2000). Para confirmagdo das unidades formadoras
de colénias (UFC) por mL, foi realizada contagem, em dupli-
cata, por semeadura em profundidade de 1 mL da amostra,
em agar PCA, incubado por 24 horas a 37°C, sendo entédo
efetuada a contagem das UFCs de cada diluicao.

Para a contaminagdo artificial, de cada andlise foram pesa-
dos 25g da carne de frango armazenada, ja descongelada e
refrigerada, em sacos plasticos estéreis especificos para uti-
lizagdo nos homogeneizadores tipo stomacher. Apos, adicio-
nou-se 1 mL da diluicdo dos sorovares e homogeneizou-se a
amostra, que foi encaminhada para realizacdo das técnicas.

A metodologia utilizada para o isolamento de Salmonella sp.
foi baseada na Portaria n° 08 de 23/1/1995, a qual institui o
método analitico de carcacgas de aves e pesquisa de Salmonella
(Brasil, 1995). O caldo utilizado para pré-enriquecimento foi a
agua peptonada tamponada 1% (AP1% - Merck), adicionando-
se 225 mL dessa AP1% aos 25 g da carne de frango ja conta-
minada, incubando-os por 18 a 24 horas a 37°C. Para o enri-
guecimento seletivo foram utilizados dois caldos, o caldo
Rappaport-Vassiliadis (RV - Merck) e o tetrationato (TT - Difco).
O caldo tetrationato foi acrescido de 200 iL de solugéo iodo-
iodetada, 100 iL solucdo de verde brilhante a 0,1% e 10 iL de
solu¢éo aquosa de novobiocina a 4%.

De cada uma das amostras semeadas nos caldos de pré-
enriguecimento, foram inoculados 0,1 mL da solugdo em 9,9
mL do caldo RV e 1,0 mL em 9 mL do caldo TT. Os dois caldos
foram incubados em banho-maria, a 42°C, por 18 a 24 horas.
Foram utilizados dois tipos de agar seletivo e diferencial no
experimento, o agar verde brilhante com novobiocina (BGN -
Merck) e o agar Rambach® (Rambach® - Merck). Cada material
proveniente do caldo RV foi plagueado com alca bacteriolégica
de 10 iL nos dois tipos de agar, BGN e Rambach®. O mesmo
procedimento foi realizado com o caldo TT. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C por 18 a 24 horas.

De cada material que havia sido plagueado, de trés a cinco
coldnias que se apresentavam compativeis com Salmonella
foram selecionadas para realizacdo do exame bioquimico
preliminar. Esse consistia na realizacdo da semeadura das
col6nias com agulhas de platina em quatro testes: agar triplice
acucar e ferro (TSI - Difco), agar lisina descarboxilase (LIA -
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Merck), agar semi-sélido para detecgéo de indol, H,S e verifi-
cacao da motilidade (SIM - Merck) e caldo uréia (Difco). Tam-
bém foram semeadas em agar nutriente (AN - Merck), para a
posterior realizagdo da caracterizagdo antigénica. Todos 0s
bioquimicos foram incubados a 37°C por 18 a 24 horas.

Os bioquimicos compativeis com Salmonella foram submeti-
dos a soroaglutinagdo em lamina utilizando anti-soro
polivalente para o antigeno somatico “O”, “A —1" e “Vi” (Poli O -
Difco), testados e negativos para a auto-aglutinacdo. Adicio-
nou-se 1 mL de solucéo salina a 0,85% no tubo com AN que
foi homogeneizado para se obter uma suspensédo bacteriana
do crescimento. Retiraram-se 50 pL da suspenséo, que foi
homogeneizada em uma lamina com 50 pL de solu¢&o sali-
na a 2%, para que uma possivel aglutinagdo indicasse se a
amostra estava rugosa. Em amostras ndo rugosas, deposi-
taram-se 50 pL da suspensdo bacteriana sobre uma lamina
gue ja continha 50 pL de anti-soro polivalente O e
homogeneizou-se bem. Em casos positivos observou-se a
presenca de grumos na suspensdo da lamina. Com esse
resultado, confirmava-se a recuperagdo do sorovar em estu-
do, sendo a amostra considerada positiva na técnica
microbioloégica convencional.

A partir do caldo Rappaport-Vassiliadis (RV), apds a incuba-
¢do, foram retiradas aliquotas de 1 mL do RV, em ftriplicata,
acondicionadas em tubos de microcentrifuga. As amostras
foram conservadas sob congelamento a -20°C até a realiza-
¢do das andlises. Para a realizacdo da PCR, o DNA foi extra-
ido através do protocolo de tratamento térmico (Santos et al.,
2001). O protocolo de reagédo da PCR foi constituido por 2,5
mL de tamp&o concentrado 10 vezes (10mM de MgCl,, 500mM
de KCI, 100mM de Tris HCI pH 8,3; Cenbiot E“mas); 2 mL da
solu¢do de dNTP (5mM; GibcoBRL); 2 mL (20 rmol de cada
iniciador separadamente); 0,2 mL de Tag DNA polimerase
5U/mL (Cenbiot E"#mas): 2 mL de amostra de DNA e agua milliQ
até o volume final de 25 mL. Os ciclos constaram de uma
desnaturagéo inicial de 94°C por 1 minuto, seguida por 30
ciclos de desnaturagdo (93°C/1 minuto), anelamento (50°C/
30 segundos) e extensdo (72°C/1 minuto), com uma exten-
séo final de 72°C por cinco minutos. Os produtos amplifica-
dos foram submetidos a duas horas de eletroforese a 100 V
(Gel Electrophoresis Apparatus GNA 100, Pharmacia) em gel
de agarose 1,2% corado com 0,5 mg/mL de brometo de etideo
(GibcoBRL) em tamp&o de TBE 10X (45mM Tris borato, 1mM
EDTA pH 8,0) (Sambrook et al., 1989). Foram consideradas
positivas as amostras que apresentaram amplificagdo de um
fragmento de 284 pb, visualizado sobre luz ultravioleta.

A técnica de ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi realizada
conforme a indicagdo do fabricante do kit (Salmonella
Imunoensaio Visual (SALVIA®)- TECRA®). Apbs o periodo de
incubacdo do caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) foi retirado 1
mL do mesmo, o qual foi adicionado a 10 mL de caldo M-
Broth (M-Broth —-TECRA), incubados a 37°C por seis a oito
horas. O caldo M-Broth, apds incubacéo, foi submetido a tra-
tamento térmico para inativagdo dos microrganismos presen-
tes. Para tanto, os tubos foram colocados em banho-maria,
submetidos a 100°C por 15 minutos. Aguardou-se o
resfriamento das amostras para continuacéo das analises.
Transferiu-se uma aliquota de 200 pL dos controles positivos
e negativos e de cada uma das amostras para cada cavidade
da microplaca. Incubou-se a placa a 37°C por 30 minutos.
Realizou-se a lavagem por trés vezes. Adicionaram-se 200 pL
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do conjugado em cada cavidade e incubou-se a microplaca a
37°C por 30 minutos. Realizou-se a segunda lavagem por
quatro vezes. Acrescentaram-se 200 pL do substrato e man-
teve-se a placa a temperatura ambiente por 15 minutos. Apds,
a leitura visual dos resultados pdde ser realizada com auxilio
do cartdo de cor que acompanha o kit, comparando a colora-
¢do das cavidades com o mesmo.

Os resultados foram analisados pelo Método Qui-quadrado e
McNemar, utilizando o programa estatistico SPSS for Windows,
Versao 10.05, SPSS, Inc. 1999.

Resultados e discussao

Na avaliagéo geral dos dados obtidos, o microbiolégico con-
vencional obteve 56,6% (170/300) de recuperacdo das amos-
tras contaminadas artificialmente, enquanto o ELISA recupe-
rou 71% (213/300) e o PCR 75% (225/300) (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultados obtidos na recuperacéo de Salmonella,
através da Microbiologia Convencional (MC), ELISA e PCR,
em carnes de frango contaminadas artificialmente.

Parémetros MC ELISA PCR
(n=300) (n=300) (n=300)
Positivos 170° 213° 225°
Porcentagem (%) 56,6 71 75

ab: valores indicados pela mesma letra na mesma linha néo diferem
significativamente entre si (p0,05).

A andlise dos resultados da deteccao pelo ELISA e pelo PCR,
em relagdo ao microbiolégico convencional, apresentou dife-
renca estatistica, com p=0,0001, através do teste de
MacNemar. Nao houve diferenga comparando os resultados
do PCR contra o ELISA.

Os resultados obtidos pela microbiologia convencional e PCR
sdo semelhantes aqueles observados por Oliveira (2000),
que avaliou a eficiéncia da técnica PCR em relacdo ao méto-
do microbiolégico convencional na detec¢do de Salmonella
isolada de materiais avicolas. Esse autor constatou que, das
53 amostras analisadas, a PCR recuperou 28 (53%), enquan-
to o método microbiolégico convencional apenas 13 (24,52%).

No presente trabalho realizou-se, também, a avaliacdo das
trés técnicas quanto a deteccdo dos quatro sorovares utiliza-
dos. Os resultados obtidos estéo citados na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados obtidos na detec¢do de Salmonella
typhimurium (ST), S. enteritidis (SE), S. gallinarum (SG) e S.
pullorum (SP), pelo microbiolégico convencional (MC), ELISA
e PCR, em amostras de carne de frango contaminada artifici-
almente.

N ST SE SP SG
Técnicas
(n=75) (n=75) (n=75) (n=75)
MC 64° 53° 19° 347
ELISA 72° 71° 242 46°
PCR 71° 66° 39° 49"

ab: valores indicados pela mesma letra na mesma coluna nédo diferem
significativamente entre si (p0,05).



O método microbiolégico convencional, entre as trés técni-
cas, foi a metodologia que detectou o menor niimero de amos-
tras positivas.Tanto o ELISA quanto o PCR foram superiores
na deteccao de S. Typhimurium, S. Enteritidis e S. Gallinarum,
com excegdo da S. Pullorum, onde somente a PCR foi 0 mé-
todo mais eficaz, sendo o microbiolégico convencional e o
ELISA estatisticamente semelhantes.

Avaliando o desempenho das técnicas por sorovar, obser-
vou-se que as trés metodologias utilizadas detectaram um
ndmero menor de amostras contaminadas pelas salmonelas
aviarias (SG e SP), quando comparado com a detecgdo das
amostras contaminadas por salmonelas paratificas (SE e ST).
Isso pode ser explicado devido a dificuldade de crescimento
que a S. Gallinarum e a S. Pullorum apresentam, quando
expostos a flora acompanhante (Oliveira, 2000). A Salmonella
Pullorum foi o sorovar com menor deteccdo pelas trés técni-
cas, possivelmente em funcdo de apresentar crescimento
lento, quando comparado, por exemplo, com o abundante
crescimento da Salmonella Gallinarum (Reis e Nobrega,
1956).

A Tabela 3 demonstra os resultados obtidos nos cinco labo-
ratérios onde foram avaliadas as metodologias.

Tabela 3 — Resultados obtidos na deteccédo de Salmonella
Typhimurium (ST), S. Enteritidis (SE), S. Pullorum (SP) e S.
Gallinarum (SG) pela microbiologia convencional (MC), ELISA
e PCR, nos cinco laboratérios utilizados.

o MC ELISA PCR
Laboratérios
(n=60) (n=60) (n=60)

A 212 33° 34°
B 26° 49° 57°¢
C 48° 46° 57°
D 30° 38° 31°
E 45° 47°% 462

ab: valores indicados pela mesma letra na mesma linha ndo diferem
significativamente entre si (p0,05).

Foi constatada uma grande variabilidade entre os resultados
obtidos em cada laboratério, quanto a recuperacao das amos-
tras contaminadas. No laboratério A o0 método microbioldgico
convencional foi, entre os trés métodos, o que detectou o
menor nimero de amostras positivas, apresentando diferen-
ca estatistica quando comparado com o ELISA e a PCR. No
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laboratério B houve diferenga significativa entre os trés méto-
dos estudados, sendo que a PCR apresentou melhor efica-
cia na recuperacdo das amostras contaminadas. O mesmo
foi observado no laboratério C, porém ndo houve diferenca
estatistica significativa entre microbiologia convencional e
ELISA. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre
as trés técnicas nos laboratoérios D e E.

A variabilidade entre os resultados obtidos nos diferentes la-
boratérios indicam que fatores relacionados com a qualida-
de dos procedimentos adotados, dos equipamentos dispo-
niveis e do conhecimento do técnico responsavel podem in-
terferir nos resultados das técnicas.

Comparando a exequibilidade entre as trés técnicas (PCR,
ELISA e microbioldgico), a técnica de ELISA foi a mais pratica,
em func@o da menor complexidade na realizagdo dos pro-
cedimentos para sua execuc¢do. Inclusive, foi a metodologia
que obteve a menor variabilidade nos resultados obtidos nos
cinco laboratdrios, conforme demonstrado na Tabela 3.

O método microbiolégico convencional, além de ser bastante
laborioso, requer um tempo minimo de cinco dias para ob-
tencdo do diagnéstico, podendo estender-se até sete dias,
caso sejam realizados testes biogquimicos complementares
e sorologia para determinagdo do sorovar. O ELISA obteve os
resultados no maximo em trés dias nas amostras negativas,
enquanto que, nas amostras positivas, a técnica necessita
da confirmagdo pela microbiologia convencional, conforme
recomendacgBes do fabricante, o que delonga o resultado do
teste. Com relacdo ao PCR, que também obtém o resultado
em até trés dias, esse ndo necessita da confirmag¢do dos
resultados positivos através da microbiologia convencional.

Entretanto, deve-se considerar que o isolamento do agente,
no caso a Salmonella, se faz de grande importancia, uma vez
que a partir do mesmo realiza-se a sorotipificagdo dos isola-
dos, aspecto esse de grande importancia quando se consi-
dera o valor epidemioldgico da determinagéo dos sorovares,
além da sua consideravel influéncia na rastreabilidade dos
produtos de origem animal.

Conclusdes

Os resultados alcangados demonstraram que, comparado ao
microbiolégico convencional, tanto o ELISA quanto o PCR fo-
ram superiores na detec¢do de Salmonella nas amostras de
carne de frango contaminadas artificialmente. Devido a
praticidade na realizacéo do ELISA, recomenda-se a utilizagéo
dessa técnica como teste de triagem para a deteccdo de
Salmonella em amostras de carne de frango, visto que auxilia
para uma determinacdo mais répida das amostras negativas.
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