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COMPARACAO DE DIFERENTES ETAPAS DE ENRIQUECIMENTO SELETIVO
NO ISOLAMENTO DE Salmonella sp. A PARTIR DE FEZES DE SUINOS DE
TERMINACAOQ'

Autor: Geovana Brenner Michael
Orientadora: Prof. Dr* Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso

SINOPSE

A deteccdo de Salmonella sp. é fundamental nos programas de controle de
salmonelose. Métodos de detec¢do mais eficientes permitem uma melhor determinagao
do nivel de infecgdo dos rebanhos, um melhor entendimento da epidemiologia da
infecgdo por Salmonella sp. e o desenvolvimento de programas de controle do patogeno,
que visem a seguranca bioldgica do alimento. Nos métodos convencionais, o
enriquecimento seletivo € uma etapa critica, pois inibe a microbiota competitiva e
permite a multiplicagdo de Salmonella sp. Varios caldos de enriquecimento seletivo tém
sido comparados quanto a eficiéncia na recuperagdo de Salmonella sp. a partir de
alimentos, contudo existem poucos estudos relativos a fezes de suinos. O objetivo deste
trabalho foi comparar caldos de enriquecimento seletivo para o isolamento de
Salmonella sp. a partir de fezes de suinos. Numa primeira fase, amostras de fezes foram
contaminadas artificialmente e os caldos Rappaport-Vassiliadis incubado a 42°C (RV),
Tetrationato Miiller-Kauffmann a 37°C (TMK37) e 42°C (TMK42), e Selenito Cistina
(SC) a 37°C foram testados, em associa¢do com meios solidos seletivos: Rambach
(RA), Xilose Lisina Tergitol 4 (XLT4), e Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose
Sacarose (VB). Na segunda fase os caldos RV, TMK37 e TMK42, semeados nos meios
XL T4 e VB, foram testados com amostras naturalmente contaminadas. Na primeira fase
o RV, TMK42 e TMK37 foram mais eficientes que o SC. No isolamento de Salmonella
sp. em amostras naturalmente contaminadas os caldos TMK42 e RV foram superiores
ao TMK37. O desempenho destes influenciou diretamente a capacidade seletiva e
indicadora dos meios sélidos seletivos. No presente estudo, a associagio TMK42/XLT4
demonstrou ser mais sensivel, e a RV/XLT4 mais especifica. O agar VB também ¢
recomendado para aumentar a probabilidade de detecgdo do patdgeno. Desta forma os
caldos RV e TMK42 e o agar XL.T4 e o VB foram considerados os mais indicados para
a implantagdo de protocolos de detec¢do de Salmonella sp. em fezes suinas.

' Dissertacio de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Faculdade de Agronomia.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre. (117p.)
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COMPARISION OF DIFFERENT SELECTIVE ENRICHMENT STEPS FOR THE
Salmonella sp. ISOLATION FROM SWINE FECES'

Author: Geovana Brenner Michael
Adviser: Prof. Dr* Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso

SUMMARY

Detection of Salmonella is a key point in veterinary Salmonella research and
surveillance programs. Through an efficient method for pathogen detection, the herd
infection level could be better determinated, which would permit the understanding of
Salmonella infection epidemiology and the developing of pathogen control programs in
order to achieve biological food safety. In a conventional isolation method, the selective
enrichment is a critical step because it suppresses competitive microflora and permits
Salmonella sp. to proliferate. Several selective enrichment broths have been compared
for recovering Salmonella sp. from foods. However the isolation from swine feces has
been conduct in a few studies. The aim of this study was to compare the efficiency of
different selective enrichment methods for the isolation of Salmonella sp. from swine
feces. In a first step, swine feces samples were artificially contaminated and Rappaport-
Vassiliadis broth incubated at 42°C (RV), Miiller-Kauffmann tetrathionate broth at 37°C
(MKT37) and 42°C (MKT42), and Selenite Cystine broth at 37°C (SC) were tested, in
association with selective plating media: Xylose Lisine Tergitol 4 (XLT4), Brilliant
Green Phenol Red Lactose Sucrose (BG). Later, in a second step, RV, MKT42 and
MKT37 broths were streaked in XLT4 and BG media and tested with naturally
contaminated samples. At the first step RV, MKT42 and MKT37 broths were more
efficient than SC broth. When Salmonella sp. were isolated from naturally contaminated
samples MKT42 and RV broth were superior to MKT37. The performance of the broths
affected the selectivity and differentiation capacity of the selective plating media used.
In the present study the association MKT42/X1L.T4 was the most sensitive and RV/XLT4
was the most specific. The use of BG agar is also recommended to improve the
likelihood of Salmonella sp. detection. Therefore, RV and MKT42 broth, and XL.T4 and
VB media were considered the most appropriated to be used in detection protocols of
Salmonella sp. from swine feces.

' Master’s Dissertation in Agriculture and Environmental Microbiology, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre. (1 17p.)
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1. INTRODUCAO

A suinocultura esta entre as atividades econdmicas voltadas a producéo de
alimento para o consumo humano. A carne suina € considerada uma das mais nobres e
saudaveis fontes protéicas de origem animal, disponiveis para 0 homem. De todo o
consumo mundial de carne esta representa mais de 40%. Este consumo, tanto da carne
como de seus derivados, vem aumentando, o que viabiliza e requer um aumento da
produgdo e permite uma expansdo de mercado. A suinocultura brasileira ¢ um dos
setores mais expressivos da atividade pecuaria, representando 20% do valor bruto de
producgio, gerando grande nimero de empregos diretos e indiretos.

Para atender as exigéncias do mercado interno e externo, este setor vem
modernizando-se, através de uma produgdo tecnificada que visa a obtengdo de uma
camne de elevada qualidade e de bom padrio sanitario. Desta forma, a implementagéo
de programas que reduzam o nivel de infecgdo dos animais por microrganismos
patogénicos em todos os niveis de produgio vem assumindo maior importancia, devido
a questdes econdmicas e de saude publica.

Na literatura sdo freqiientes os relatos sobre o aumento do nimero de
toxinfecgdes na populagdo de diversos paises, devido ao consumo de produtos suinos
contaminados por Salmonella sp., e também sobre o isolamento destes microrganismos
em suinos aparentemente saudaveis. Este fato expde o risco que a presenga de

Salmonella sp. em suinos representa para a satde publica.



O aumento das toxinfecgdes atribuidas 4 carne ou a produtos de origem
suina contaminados com Salmonella sp. pode ser resultante, entre outros fatores, da
pesquisa e utilizagio de metodologias com crescentes niveis de sensibilidade para a
detecgdo desta bactéria.

O isolamento de Salmonella sp. depende das caracteristicas ambientais e
climéticas das regides, nas quais pode haver a presenga em maior nimero ou auséncia
de determinados sorotipos deste microrganismo; e também das condi¢des do animal, da
técnica para coleta, do volume coletado e do método de isolamento.

Os métodos encontrados na literatura para a detecgdo destes
microrganismos, variam entre métodos culturais convencionais e novas técnicas que
visam uma redugdo do tempo de isolamento, podendo ser culturais ou ndo. Os métodos
culturais convencionais ainda s3o considerados métodos de escolha, e constituem um
padrao ao qual outras metodologias sdo comparadas.

A etapa de enriquecimento seletivo, a qual faz parte de metodologias
propostas para o isolamento de Salmonella sp. através de métodos culturais
convencionais, permite a multiplicagdo de Salmonella sp. e inibe a microbiota
competidora associada. Este fato tende a torna-la uma etapa critica, principalmente para
amostra com elevada contaminag¢do como as fezes.

Como a infecgdo por Salmonella sp. em suinos causada pela maioria dos
sorotipos ndo desenvolve sinais clinicos, os animais permanecem como portadores
assintomaticos, excretando um baixo nimero do patdgeno nas fezes, sendo este mais
um fator que dificulta a sua detec¢io.

A sensibilidade e a especificidade do método de detecgdo é que vio
determinar, assim, a confiabilidade dos resultados obtidos no isolamento de Salmonella
sp. Quando o método ndo for muito especifico para o isolamento do patdgeno, ocorrera

um maior nimero de falso-positivos, resultando em dispéndio econémico e de tempo.
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Quando este ndo apresentar sensibilidade suficiente para detecgdo de um numero
reduzido de Salmonella sp., o resultado sera um falso-negativo. Este tipo de resultado,
por sua vez, impede uma conduta apropriada por parte, de criadores e veterinarios, no
controle da Salmonella sp., e pode invalidar estudos epidemiolégicos.

No Brasil a situagio do rebanho suino bem como dos produtos de origem
suina em relagio a presenca de Salmonella sp. é ainda pouco conhecida. Projetos
recentes envolvendo a Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) ¢ a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA/SC) tém como objetivo
determinar a prevaléncia da infecgio por Salmonella sp. em suinos de terminagao a fim
de fornecer subsidios para programas de controle nos rebanhos brasileiros. Dados
preliminares destes projetos indicam que o nivel de portadores no rebanho suino do Sul
do Brasil pode alcangar niveis expressivos, e que a implementacdo destes programas
sera necessaria para curto prazo.

Ha um consenso que o controle de Salmonella sp. em suinos deve ser
realizado através da identificagdo dos rebanhos infectados, e pelo correto manejo,
principalmente na manuteng@o de condi¢des de higiene nas granjas. Um manejo correto
deve ser instituido em todas as unidades de produgéo, antes e durante o transporte, bem
como durante o abate. Desta forma, pretende-se diminuir a possibilidade de
contaminacdo do alimento através da cadeia de processamento do produto. Como fator
determinante para alcangar a diminui¢do do nivel de contaminagdo das carcagas e
produtos industrializados encontra-se o niimero de portadores e excretores sadios entre
os animais abatidos. Esta parece ser a maior fonte de contaminagdo nos frigorificos.
Sendo assim, a estratégia dos programas de controle passam necessariamente pela
determinac@o do nivel de portadores e excretores, principalmente através do isolamento

da bactéria.

Como as pesquisas para o isolamento de Salmonella sp. relatadas na



literatura, apresentam variagoes da metodologia empregada e resultados controversos, o
presente trabalho teve como objetivo determinar a metodologia de cultivo com maior

eficiéncia para detecgio de Salmonella sp. em fezes de suinos de terminacao.



2. REVISAO BILIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas gerais

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e compreende
bacilos Gram negativos, predominantemente moéveis pela presenga de flagelos
peritriquios, anaerdbios facultativos, que apresentam metabolismo respiratério e
fermentativo. A Salmonella sp. produz acido e geralmente gas a partir de D-glicose e
outros carboidratos; sdo oxidase, indol e Voges-Proskauer negativas e vermelho de
metila, citrato, e catalase positivas. Apresentam reacdo descarboxilase positiva para
lisina e ornitina, e variavel para a reagdo da arginina desidrolase (Holt et al., 1994). A
produgdo de acido sulfidrico (Kelly et al., 1985) e a utilizagdo do malonato € variavel, a
uréia ndo € hidrolisada, crescem em cianeto de potassio (KCN), e reduzem o nitrato.
Entre os carboidratos geralmente fermentados estao: L-arabinose, maltose, D-manitol,
D-manose, L-ramnose, D-sorbitol, trealose e D-xilose (Holt et. al., 1994). As bactérias
deste género possuem uma ampla distribuigdo (Morse & Duncan, 1974), ocorrendo
tanto no homem, como em animais de sangue quente e frio, nos alimentos e no

ambiente (Holt et al., 1994).

2.2. Nomenclatura
A nomenclatura do género Salmonella ainda n3o estd completamente

definida (Euzéby, 1999). O género vem sofrendo varias modificagdes (LeMinor &



Popoff, 1987; Reeves et al.,1989), sendo dividido atualmente em duas espécies,
Salmonella enterica e Salmonella bongori. A Salmonella enterica ¢ dividida em seis
subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, indica, € houtenae (Clarke &
Gyles, 1993). A diferenciagdo entre as espécies e subespécies baseia-se em
propriedades fenotipicas. Entretanto assume uma maior importancia epidemiologica a
identificagdo das bactérias pertencentes ao género Salmonella através do esquema de

Kauffmann-White (Campos, 1999).

2.2.1. Divisiio em tipos sorologicos

O esquema de Kauffmann-White utiliza a composi¢do antigénica das
células bacterianas pertencentes ao género Salmonella para dividi-las em tipos
sorologicos (sorotipos ou sorovares) . Os sorotipos sdo diferenciados através de
antigenos O (somaticos), Vi (capsular) e H (flagelares), resultando em uma formula
antigénica. Nesta os antigenos O, os quais também caracterizam 0 sorogrupo, sio
designados por nameros arabicos. Os antigenos flagelares, que podem ocorrer em duas
fases (fase 1 especifica e 2 ndo especifica, Carter & Chengappa, 1990), sdo designados
através de letras minisculas do alfabeto e nimeros arabicos. Ja o antigeno Vi apresenta
um Gnico tipo imunolégico, o qual pode ser encontrado nos sorotipos S. Typhi, S.
Paratyphi C e S. Dublin, sendo representado desta forma pelas letras Vi (Campos,
1999). Assim a formula antigénica 1,4,[5],12:i:1,2 do sorotipo S. Typhimurium
representa os antigenos O (1,4,5,12), os antigenos de fase 1H (i) ¢ 2H (1,2)
respectivamente (Carter & Chengappa, 1990). A fagotipagem ¢é indicada quando ha
evidéncias de uma transmissdo de Salmonella sp. de animais para 0 homem, permitindo
um tragado epidemiologico (Jubb, 1985).

Os sorotipos pertencentes a Salmonella enterica subesp. enterica sio

nomeados, enquanto que os demais sorotipos apds a subespécie a qual pertencem sio



identificados por sua formula antigénica. A nomenclatura aplicada a um sorotipo (por
exemplo o Typhimurium) pertencente a espécie Salmonella enterica e a subespécie
enterica deveria apresentar-se do seguinte modo: Salmonella enterica subesp. enterica
sorotipo Typhimurium. Formas simplificadas para esta representagio podem ser
encontradas como Salmonella typhimurium, Salmonella sorotipo Typhimurium, e
Salmonella Typhimurium (Clarke & Gyles, 1993), a qual serd utilizada nesta
dissertag@o. Clarke & Gyles (1993) relatam ainda que a Salmonella enterica subsp.
enterica compreende a maioria dos microrganismos do género Salmonelia.

Atualmente Euzéby (1999) propde que o sorotipo Typhi seja novamente
considerado como espécie do género, ndo sendo reduzido a um sorotipo, devido a sua
importancia como causador de doengas.

Ao todo, neste género, mais de 2500 sorotipos ja foram isolados (Holt et
al., 1994). Destes, menos de 50 s3o encontrados fregiientemente como causadores de
doengas (Clarke & Gyles, 1993). A maioria dos sorotipos n3o sio adaptados a um
unico hospedeiro, podendo causar doengas tanto no homem como em animais (Wray &

Sojka, 1977, Schwartz, 1996).

2.3 Especificidade ao hospedeiro

O grau de adaptagdo da Salmonella sp. a hospedeiros, humano e animal,
varia e afeta a patogenicidade do microrganismo (Varnam, 1991), o que possibilita a
divisdo de Salmonella sp. em trés grupos (Wray & Sojka, 1977). No primeiro grupo
encontram-se 0s sorotipos caracterizados pela especificidade ao homem, como Typhi,
Paratyphi e Sendai, os quais normalmente causam doengas graves como febre tifoide e
paratif6ide, e ndo sdo patogénicos para animais (Varnam, 1991).

Outros sorotipos, com adaptagdo a um animal especifico, constituem um

segundo grupo. Entre os sorotipos pertencentes a este grupo estio: Abortusovis



adaptado a ovinos e Gallinarum a aves. O homem quando infectado por sorotipos
pertencentes a este grupo normalmente nio apresenta sintomas, ou estes se
desenvolvem de forma moderada. Ja o sorotipo Choleraesuis, mesmo tendo 0s suinos
como hospedeiros primarios, pode causar doengas sistémicas severas no homem
(Varnam, 1991).

Ao terceiro grupo pertencem a maioria dos sorotipos, 0s quais ndo sao
adaptados a um unico hospedeiro, podendo causar doengas tanto no homem como em
animais (Wray & Sojka, 1977, Schwartz, 1996). No entanto, apenas um pequeno
numero dentre estes sorotipos estdo freqilentemente associados a doencas, como
Typhimurium e Enteritidis (Wray & Sojka, 1977). Estes podem causar infec¢Ges
intestinais de severidade variada, estando envolvidos nos casos classicos de

toxinfecgdes alimentares (Varnam, 1991).

2.4 Salmonella sp. como causa de toxinfecdes alimentares

O género Salmonella, por sua larga distribui¢do no ambiente e presenga em
grande variedade de alimentos e seus ingredientes, constitui um grande problema para a
agro-industria (McCapes et al., 1991). A transmissdo de Salmonella sp. ao homem,
através da produg@o animal, pode ocorrer pelo contato direto com os animais tanto nas
granjas, como no frigorifico. Mais freqiientemente, ocorre pela ingestdo de produtos de
origem animal contaminados (Wegener & Bager, 1997), o que pode resultar em
toxinfec¢des alimentares (Leitdo, 1984).

O risco de desenvolver uma salmonelose pelo consumo de alimento é
influenciado por diversos fatores: a presenca qualitativa e quantitativa de Salmonella
sp., a composi¢do do produto, manipulagdo e praticas no preparo do alimento,
suscetibilidade dos consumidores primarios, entre outros (Wegener & Bager, 1997). No

entanto, quando processados adequadamente, os alimentos normalmente apresentam-se



seguros (McCapes et al., 1991). O consumo de cames cruas ou n3o aquecidas
suficientemente, ovos ou produtos sujeitos a muita manipulagio tém sido
freqiientemente associado a surtos epidémicos ou casos esporadicos de salmonelose
(Fagerberg & Avens, 1976, Fang et al., 1991).

Fang et al. (1991) ainda consideram que as infecgdes entéricas adquiridas
de animais e produtos de origem animal podem ser prevenidas através de uma melhor
informagdo da industria de alimentos e da populag@o.

Dependendo do sorotipo e do alimento, a dose infectante em pessoas
saudaveis pode variar de menos de 10° unidades formadoras de colonia (UFC) no caso
de sorotipos adaptados ao homem, até 10° - 10’ UFC para sorotipos nio adaptados ao
homem. Em alimentos com elevado conteido de gordura e proteina, a dose infectante
pode ser menor devido a protegd@o das células contra o suco gastrico (Varnam, 1991).

Em comparagdo com outras intoxicagdes alimentares, como a
estafilococica, a salmonelose requer a presenga de um numero relativamente baixo de
microrganismos no alimento (Carmo et al, 1996). Ja que o desenvolvimento da
salmonelose requer a colonizagdo, invasao do trato intestinal e producdo de toxinas
(Carmo et al., 1996; Jubb, 1985), linhagens de Salmonella sp. ndo invasivas ndo sio
patogénicas (Jubb, 1985).

No homem os sorotipos ndo-tifoides sdo os principais causadores de
doengas bacterianas transmitidas por alimentos (D’Aoust, 1994). A enterocolite é a
caracteristica de uma infecgdo causada por organismos ndo-tifdides, sendo
normalmente auto-limitante (D’Aoust, 1994). Os sintomas caracteristicos sdo: dor
abdominal, diarréia, vomito e febre, os quais ocorrem normalmente dentro de 12 a 36
horas apos a infecgao(Vamam, 1991). No entanto, podem também levar a condi¢des
clinicas mais graves (D’Aoust, 1994). Isto ocorre principalmente em individuos muito

jovens, idosos ou com doengas terminais, quando a infecgdo atinge outros sistemas do
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corpo, além do intestino, podendo resultar até em morte (Fagerberg & Avens, 1976).

Ja a febre entérica caracteriza-se por uma severa infec¢do sistémica causada
por S. Typhi e organismos paratiféides relacionados (D’Aoust, 1994). Normalmente
acontecem apds 10 a 15 dias de infec¢do, com sintomas como: anorexia, dor de cabega,
tosse seca e dor abdominal, acompanhados de febre de até 40°C (Varnam, 1991).

Os sorotipos mais associados & cadeia alimentar, como ja citado, sio os
ndo-tifdides, entre estes: Typhimurium, Enteritidis, Infantis, Heidelberg, Newport ¢
Dublin (D’Aoust, 1994). No entanto, todos os sorotipos podem ser considerados
patogénicos para o homem (D’ Aoust, 1994; Taunay et al., 1996, Blaha, 1997).

Camne de aves e ovos, contaminados com S. Enteritidis sdo considerados
importantes fontes de infecgdo para o homem (Clarke & Gyles, 1993). Embora a
relag@o entre o desenvolvimento da doenga no homem e a contaminacgdo da came suina
ainda ndo esteja bem definida, a Salmonella sp. tem sido isolada de varios produtos de
carne suina (Davies & Wray, 1997). Isto pode tomar a camne suina uma importante
fonte de salmonelose humana, tanto em casos esporadicos como em surtos (Wegener &
Bager, 1997).

De acordo com McCapes et al. (1991) as zoonoses transmitidas através dos
alimentos estdo entre as mais importantes quanto a sua ameaga a saide humana. O
autor associa ainda, o aumento de toxinfecgdes na populagdo com o aumento das
granjas e dos animais confinados, bem como com o consumo da carne e derivados. A
relativa inabilidade no controle de Salmonella sp. é responsavel por colocar a
salmonelose entre as zoonoses mais importantes (Wegener & Bager, 1997).

Na Dinamarca, apés um surto de salmonelose em 1993 causado pela
contaminac@o das carcagas de suinos com S. Infantis, foi desenvolvido um programa
nacional de pesquisa e controle de infecgdo subclinica de Salmonella sp. em rebanhos

de suinos (Baggesen et al., 1996). Este programa tem como objetivo diminuir o nivel
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do patogeno nas carcagas.

Atualmente até a erradicagio da S. Typhimurium fagotipo definido (DT)
104, nas granjas, tem sido proposta (Mogelmose et al., 1999), ja que este fagotipo
apresenta uma grande importincia como causador de toxinfecgdes, e possui um perfil
de multiresisténcia a antibioticos, basicamente a ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina, sulfonamida e tetraciclina (Baggesen et al., 1999).

Berends & Snijders (1997) consideram que a implementa¢do do programa
HACCP (Anslise de Riscos e Pontos Criticos de Controle) durante o abate e o
processamento garantiria a seguranga biologica da came. O programa utiliza os
seguintes passos para garantir o controle do processo: analise de riscos, identificagéo de
pontos criticos de controle, estabelecimento de critérios de controle e valores criticos
de limite, monitoramento dos pontos criticos de controle, e agdes corretivas e de
verificagdo.

Para Jayarao et al.(1989) e Berends et al. (1996) com a detec¢do de animais
excretores de Salmonella sp. nas granjas, estes poderiam ser separados dos demais,
evitando a contaminacdo cruzada de outros animais durante o transporte para o abate e
no frigorifico. Isto se deve ao fato de que animais recentemente infectados podem
excretar nas fezes centenas até milhares de UFC de Salmonella sp. por grama (Berends
& Snijders, 1997) e pela presenca de S. Typhimurium nas fezes de suinos ja haver sido
detectada apos 4 horas de exposi¢do oral dos animais @ mesma (Fedorka-Cray et al.,
1995).

Nisbet et al. (1997) vém desenvolvendo estudos com o objetivo de diminuir
a coloniza¢do do trato gastrointestinal por Salmonella sp., através da competi¢do por
exclusdo. Nesta, animais jovens tém seu trato gastrointestinal colonizado com uma
microbiota intestinal saudavel, o que diminuiria a colonizagdo por Salmonella sp. e

consequentemente a excregdo do patogeno nas fezes.
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2.5 Importéncia do suino como portador de Salmonella sp.

Tanto o homem quanto os animais podem apresentar-se como portadores
assintomaticos de Salmonella sp., ndo desenvolvendo sinais clinicos, e difundir o
microrganismo através das fezes. O primeiro isolamento de Salmonella sp. a partir de
fezes e linfonodos mesentéricos de animais assintomaticos, especificamente no caso de
suinos, foi realizado por Hormaeche & Salsamedi em 1936 (apud Alves et al., 1994, p.
173).

Como a maioria dos animais ndo desenvolvem sinais clinicos durante a
infecgdio, o risco de contaminagio do alimento € elevado (Schwartz, 1996). Wray &
Sojka (1977) consideram os animais portadores assintomaticos como principal fonte de
infecgio para o homem e outros animais, mesmo que a Salmonella sp. possa
permanecer viavel no ambiente por longos periodos. O estado de portador pode ser
desenvolvido através da interagdo de diversos fatores como: o sorotipo, idade do
animal, e o nimero de bactéria ingerida.

No estado de portador o animal pode excretar até 10° UFC por grama nas
fezes, o qual pode ser caracterizado de trés formas. Uma, na qual o animal caracteriza-
se como um excretor persistente (portador ativo) de Sa/monella sp. por meses até anos,
o que pode ocorrer apds a recuperagao clinica da doenga (Clarke & Gyles,1993). Este
estado, normalmente, € produzido apdés o tratamento com antibidticos, os quais
promovem a recuperagdo clinica, mas n3o a cura bacteriologica, tornando o animal
fonte de contaminac@o para outros (Wray & Sojka, 1977).

Outra forma de desenvolvimento do estado de portador ocorre quando o
animal encontra-se em um ambiente contaminado, ingere a Salmonella sp. e esta passa
através do intestino com pouca ou nenhuma invasio dos linfonodos mesentéricos.
Sendo assim, o animal (portador passivo) apenas excreta Salmonella sp. por um curto

periodo de tempo até ser removido do ambiente contaminado (Clarke & Gyles, 1993).
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Na terceira forma a Salmonella sp. esta presente nos tecidos do animal
(portador latente), ndo sendo normalmente excretada nas fezes, o que tona o animal
um excretor intermitente (Clarke & Gyles, 1993).

Nos suinos a infecgdo por Salmonella sp., além de ocorrer de forma
assintomética, pode causar enterocolite e septicemia (Schwartz, 1996), resultando em
piores indices de conversdo alimentar e queda no ganho de peso (Wilcock & Schwartz,
1992). A enterocolite normalmente é causada por Salmonella Typhimurium. A
septicemia geralmente estd associada ao sorotipo Choleraesuis, sendo o suino
considerado o hospedeiro natural deste sorotipo (Schwartz, 1996).

A presenca de Salmonella sp. no trato gastrointestinal dos animais e o fato
de o suino poder ser uma fonte importante de alimentos contaminados, levam alguns
autores (McCapes et al., 1991), a considerarem necessario o estabelecimento de um
programa para o controle de Salmonella sp. ja nas granjas.

Este controle diminuiria a exposi¢io dos suinos a Salmonella sp. € em
conseqiiéncia, a contaminagdo do produto durante a cadeia de processamento do
alimento (McCapes et al., 1991). No momento do abate dos suinos, as fezes sdo
consideradas uma das maiores fontes de contaminagdo da carne por Salmonella sp.,
seguida da contaminacdo de origem faringeana e ambiental (Borch, 1996).

A melhor forma de controle da Salmonella sp. para alguns autores seria a
prevencdo (Borch et al. 1996; Robinson, 1996; Blaha, 1997), a qual proporcionaria
maior seguranga ao alimento (Blaha, 1996a), um menor risco 4 saude publica, € em
conseqiiéncia a ampliagdo das areas de comercializagdo dos produtos de suinos
(Schwartz, 1996). Desta forma atenderia as exigéncias da populacdo e do mercado,
principalmente externo, que pode utilizar as exigéncias de qualidade sanitaria dos
produtos até como barreiras comerciais, para a protegdo e manutengdo do seu mercado

de comercializag@o da carne e produtos suinos (Nielsen, 1998; Powel, 1998).
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Neste sentido, Fedorka-Cray & Gray (1996), propdem a identificagdo e
eliminagdo dos animais assintomaticos como uma forma de evitar doengas de origem
alimentar. Isto torna-se dificil pela insuficiéncia de informagdo a respeito da
epidemiologia e patogénese da salmonelose em suinos, e ainda pela ampla distribuigdo
e persisténcia da Salmonella sp. no ambiente (Morse & Duncan, 1974; Blaha, 1997).
Harris (1996) defende o controle de todos os nichos ecolégicos, nos quais a Salmonella
sp. poderia ser encontrada. Wierup (1997) enfatiza que um controle ndo deve ser
baseado na analise da ragio utilizada na terminacdo, ja que nesta raramente Salmonella
sp. é isolada, exceto quando apresentar uma elevada contaminagao.

Tielen et al. (1997) consideram que programas com estratégias de controle
da Salmonella sp., ndo devem estar baseados na erradicagdo do patogeno e sim em
medidas que mantenham um equilibrio entre o patogeno e o hospedeiro. Medidas estas
que permitam a coexisténcia dos suinos e Salmonella sp. sem o desenvolvimento de
doenga ou danos. Robinson (1996) propde que o programa HACCP seja implementado
nas granjas, diminuindo assim o nmimero de microrganismos aos quais Os suinos seriam
expostos através de todo o estagio de produgdo. Para Berends & Snijders (1997) a
producdo de suinos livres de Salmonella sp. seria a melhor e mais duradoura solugéo.

Apesar de métodos propostos para a detecgdo de Salmonella sp. em animais
portadores assintomaticos, como o teste de ELISA, desenvolvido recentemente na
Dinamarca (Nielsen et al. 1995), o isolamento do agente em amostras de fezes do
rebanho ainda € a base dos programas de controle (Wierup, 1997). Da mesma forma, os
métodos culturais de isolamento e identii_t'lcat;ﬁo bacteriana s3o o padrdo ao qual os
outros métodos sao comparados (Roof, 1996).

Di Guardo et al. (1992) citam algumas condi¢des que influenciam no
isolamento de Salmonella sp.: fatores geograficos e meteorolégicos, sistema de criagéo,

tipo de ragdo, idade e categoria do animal, métodos de coleta e amostragem, bem como
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os métodos utilizados para o isolamento.

Outro fator que influencia o isolamento do microrganismo € a excre¢ao
intermitente e de pequeno nmimero de Salmonella sp., que os animais portadores
assintomaticos podem apresentar (Haddock, 1970). Isto exige dos métodos de detec¢do
de Salmonella sp. nas fezes, um nivel de sensibilidade que ndo s6 permita o isolamento
do patdgeno quando em elevado niimero, como ocorre na salmonelose clinica, mas
principalmente, em quantidade reduzida como a excretada pelos animais aparentemente
saudaveis (Bager & Petersen, 1991). Coletas repetidas e de um maior nimero de
animais, desta forma, aumentam a probabilidade de que Salmonella sp. seja encontrada

(Wierup, 1997).

2.6 Métodos culturais de isolamento de Salmonella sp.

Associado a fatores anteriormente citados como interferentes na detecgdo
de Salmonella sp. estd a microbiota acompanhante e/ou competitiva que,
principalmente nas fezes, encontra-se em um numero elevado. Isto torna importante a
escolha de uma metodologia que utilize meios de enriquecimento seletivo para o
isolamento de Salmonella sp. (Schwartz, 1996), propiciando, assim, o0 aumento do
numero de células desta bactéria, e inibindo o crescimento dos competidores (Chen et
al., 1993). O objetivo é que o método permita que os limites de detecgio de Salmonella
sp. sejam iguais ou inferiores a 10 UFC/g da amostra (Cherrington & In’t Veld, 1993).
No entanto, a principal dificuldade ao isolar Salmonella sp. através de métodos
convencionais (“microbiologia classica”), € encontrar um meio de enriquecimento
seletivo eficiente (Arroyo & Arroyo, 1995).

Desde os primeiros isolamentos de Salmonella sp. e o reconhecimento
desta como um patogeno (Thomas, 1977), varios métodos de cultivo para Salmonella

sp. tém sido desenvolvidos. Nas tltimas décadas, pode-se observar nos métodos um
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certo consenso com relagio as etapas a serem utilizadas: o pré-enriquecimento da
amostra em meio ndo seletivo, o enriquecimento e o isolamento em meios seletivos, a
triagem bioquimica e a confirmag&o sorologica (Nielsen & Baggesen, 1997). Na Tabela

1, estas etapas estdo relacionadas com os meios de cultivo mais utilizados.

TABELA 1. Meios de cultura mais utilizados nas diferentes etapas do isolamento
de Salmonella sp.

Etapas do cultivo Meios de cultura mais utilizados

1.Pré-enriquecimento nio seletivo Agua Peptonada Tamponada
2 Enriquecimento seletivo Caldo Rappaport-Vassiliadis (RV)
Caldo de Soja RV
RV Semi-so6lido Modificado
Caldo Selenito
Caldo Verde Brilhante Selenito
Caldo Tetrationato
Caldo Verde Brilhante Tetrationato
Caldo Tetrationato Hajna
3.Semeadura em meio seletivo Agar Verde Brilhante
Agar Citrato Desoxicolato
Agar Rambach
Agar Xilose Lisina Desoxicolato
Agar Xilose Lisina Tergitol-4
4 Triagem Agar Ferro Lisina
Agar Ferro Triplice Agticar
Sistemas de testes de rapida identificagdo
5.Confirmagao Provas bioquimicas adicionais e sorotipagem
Fonte: Nielsen & Baggesen (1997)

Diferentes meios, tempos, € temperaturas de incuba¢io sio utilizados na
tentativa de adequar o método de detecgdo de Salmonella sp. ao material analisado

(Calderon & Furlanetto, 1991). No entanto, para amostras semelhantes também sio
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encontradas diferengas nas metodologias empregadas e nos resultados obtidos no
isolamento deste microrganismo (Baggesen et al.,1996). Pesquisas com relagdo a
metodologia tém sido realizadas com o objetivo de aumentar a especificidade e
sensibilidade, e desenvolver métodos mais rapidos e simplificados. Consideragdes
diversificadas, contraditorias e ambiguas, com relagdo a superioridade de um meio ou
outro, dificultam ou até impossibilitam a compara¢do de resultados (Fagerberg &
Avens, 1976).

Para Fagerberg & Avens (1976) a validade dos resultados depende
diretamente das técnicas de laboratério e dos meios empregados nas analises. Entre as
variaveis que podem afetar as analises de Salmonella sp. estdo: tipo de enriquecimento
e meios solido, fatores técnicos que provocam variagdes no meio de enriquecimento e
meio solido, o mimero do patégeno versus competidores, o sorotipo, tipo de amostra e
o tempo e temperatura de incubagao.

Nielsen & Baggesen (1997) relacionam também a influéncia dos diferentes
volumes de amostra coletados com o resultado do exame. Como exemplo, citam a
maior sensibilidade no isolamento de Salmonella sp., de fezes de suinos portadores

assintomaticos, com um volume de amostra entre 5-25g, ao obtido pela coleta através

de suabe retal.

2.6.1 Etapa de pré-enriquecimento nio seletivo

Na analise de fezes, quando esta etapa € utilizada, normalmente o pré-
enriquecimento em meio ndo seletivo (primeira etapa) ¢ feito em Agua Peptonada
Tamponada. Nesta etapa amostras de 25g sdo incubadas a 37°C (Bager & Petersen,
1991; Cherrington & In’t Veld, 1993; Davies & Wray, 1994). Alguns autores ndo
fazem o pré-enriquecimento (Calderon & Furlanetto, 1991), no entanto utilizam uma

quantidade menor de amostra (10g), a qual é colocada diretamente no enriquecimento
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seletivo (segunda etapa), sempre mantendo a relagdo de volume indicada para o caldo
em questdo, 1:10 ou 1:100.

Esta etapa inicial € utilizada para permitir que as células bacterianas,
quando lesadas, possam se recuperar e multiplicar. O que eleva, desta forma, o nimero
de Salmonella sp. que serdo inoculadas nos meios de enriquecimento seletivo.
Consequentemente, a probabilidade de que Salmonella sp. permanegam viaveis apds
esta segunda etapa sera maior (Nielsen & Baggesen, 1997). Em alimentos que ndo
sofreram tratamento térmico, considera-se que as células de Salmonella sp. ndo se
apresentam lesadas e, desta forma, ndo seria necessario o uso de pré-enriquecimento
(Fagerberg & Avens, 1976). Ao contrario, o pré-enriquecimento das amostras de fezes
pode permitir uma melhor detec¢do de Salmonella sp., a exemplo do que ocorre com
outros materiais como amostras ambientais e de ragdo, nos quais as células bacterianas
podem estar lesadas devido a falta de umidade e o efeito potencial de desinfetantes
(Nielsen & Baggesen, 1997, Kim et al., 1999a).

O tempo de incubag@o desta etapa, na maioria dos métodos, fica em torno
de 20-24h, mas s3o citados também periodos menores, de 16h (Bager & Petersen,
1991). Chen et al. (1993) testaram a variagdo do tempo de incubagdo na etapa de pré-
enriquecimento em Agua Peptonada Tamponada. Com tempos reduzidos de 4-6h a
recuperagdo de Salmonella sp. pode ndo ocorrer. Com um periodo maior, superior a 6h,
a presenca deste microrganismo foi detectada com a utilizagdo de qualquer um dos
meios seletivos empregados na etapa posterior. Dos caldos seletivos utilizados, o
Selenito Cistina foi o {nico a permitir a deteccio de Salmonella sp. presente em
inoculos que haviam sido incubados por 4h (na primeira etapa). Este caldo também foi
o mais eficiente para aqueles incubados por 6h, em compara¢io com o caldo

Rappaport-Vassiliadis e o Tetrationato Verde Brilhante.
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2.6.2 Etapa de enriquecimento seletivo

A etapa de enriquecimento seletivo, como ja citado, permite o crescimento
preferencial de Salmonella sp. Esta segunda etapa tem sua eficiéncia afetada pelo meio
utilizado, o volume do indculo proveniente do pré-enriquecimento, 0 tempo € a
temperatura de incubagdo (Fagerberg & Avens, 1976; Peterz et al., 1989, Mackey,
1985; Bager & Petersen 1991; Calderon & Furlanetto, 1991), bem como pela matéria
organica (MULLER ..., 1987; SELENITE..., 1987) e microbiota presentes (Sharma &
Parker, 1969; Van Schothorst et al., 1977; June et al., 1995).

Os meios de enriquecimento seletivo inibem o crescimento de outras
bactérias que ndo Salmonella sp., geralmente através de compostos toxicos, do pH, e da
pressdo osmotica. Tais fatores podem estar presentes de forma isolada ou combinada
nos meios (Bager & Petersen, 1991). Pode-se encontrar a presenga de mais de um
inibidor (compostos toxicos) no meio, os quais podem estar atuando de forma
sinérgica, sendo esta a¢do ainda pouco compreendida (Arroyo & Arroyo, 1995).
que esta se multiplique até niveis detectaveis, ¢ ser suficientemente seletivo para evitar
um grande crescimento da microbiota competitiva (Beckers et al., 1987), que no meio
solido pode dificultar o isolamento do patogeno. Até mesmo porque alguns destes
microrganismos competidores, em determinados meios, apresentam caracteristicas
culturais semelhantes a Sa/monella sp. (Dusch & Altwegg, 1995; Sherrod et al., 1995).

Do primeiro meio seletivo (Vincent 1890) constituido de cinco gotas de
uma solugio de fenol (5% p/v) em 10 ml de caldo nutriente, varios outros meios foram
desenvolvidos. Nos caldos de enriquecimento seletivo de Salmonella sp. foram
realizadas modificagdes que permitissem uma menor toxicidade a célula desta bactéria,
e uma maior a¢o sobre a microbiota competidora (Arroyo & Arroyo, 1995).

Entretanto, um meio isoladamente ainda ndo é capaz de ter uma agdo
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satisfatoria, pois mesmo favorecendo o crescimento de Salmonella sp., outros membros
da familia Enterobacteriaceae ou outras bactérias Gram negativas também podem ter
um bom crescimento nestes meios. Algumas destas bactérias, principalmente
Pseudomonas sp., tém demostrado alta resisténcia a ag3o de inibidores presentes tanto
nos caldos de enriquecimento seletivo, como nos meios solidos seletivos utilizados na
terceira etapa de isolamento de Salmonella sp. Além disto, alguns inibidores como sais
biliares e desoxicolato podem ndo apresentar uma a¢do muito superior contra estas
bactérias em comparagdo s células de Salmonella sp. (Arroyo & Arroyo, 1995).

Inibidores como sais biliares, desoxicolato de sodio e selenito de sodio
demonstram ser muito eficientes em inibir o crescimento da flora Gram positiva, como
Staphylococcus sp. e Bacillus sp. A mesma eficiéncia ndo foi observada com o
tetrationato de sodio e o tiossulfato de sodio (Arroyo & Arroyo, 1995).

A microbiota competitiva, principalmente algumas espécies ja citadas da
familia Enterobacteriaceae, e a acompanhante constituem-se em um grande problema
tanto para o isolamento como na identifica¢do de Salmonella sp. Portanto, o uso de um
etapa de enriquecimento seletivo demonstra-se indispensavel, até mesmo para os mais
modernos sistemas de detec¢do de Salmonella sp. (Arroyo & Arroyo, 1995). Alguns
dos meios mais utilizados tém sido o caldo Selenito, o caldo Tetrationato, e o caldo
Rappaport-Vassiliadis (Bager & Petersen, 1991).

O caldo Selenito tem sua seletividade baseada na toxicidade do selenito e
dos selenopolitionatos formados no meio, que sio geralmente absorvidos mais
rapidamente pelas outras bactérias do que pelas Salmonella sp. Estes compostos
impedem a proliferagdio da microbiota competidora por serem incorporados as
proteinas celulares destas bactérias (Bager & Petersen, 1991). A temperatura de

incubagdo recomendada para este meio é de 37°C (SELENITE..., 1987).

Como na formulagdo original deste caldo as Salmonella sp. muitas vezes
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também eram inibidas (SELENITE..., 1987), foi adicionado ao meio L-cistina, a qual
diminuiu a toxicidade do meio e propiciou um maior crescimento de Salmonella sp.,
resultando no caldo Selenito Cistina (SC).

June et al. (1995) ainda relatam que a toxicidade do caldo SC ndo se
restringe somente as células bacterianas. A presen¢a do selénio torna o meio um
perigoso material de descarte no laboratério.

O caldo Tetrationato torna-se seletivo para o isolamento de Salmonella sp.
pela ag3o do tetrationato, formado no meio na reagdo entre o tiossulfato e a solugéo de
iodo (MULLER..., 1987). A temperatura de incubagdo quando elevada a 43°C,
apresenta efeito sinérgico com o tetrationato (Bager & Petersen, 1991). No entanto,
pode ser inibitoria para alguns sorotipos de Salmonella sp., sendo recomendavel as
temperaturas de 42°C ou 41,5°C (MULLER..., 1987; Peterz, 1989). A adi¢do ao caldo
Tetrationato de bile bovina e verde brilhante resultou no caldo denominado
Tetrationato Miller-Kauffmann (TMK), amplamente utilizado (MULLER..., 1987).

O caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) resulta de varias modificagdes do
caldo Rappaport, como diminuigdes na quantidade de meio e nas concentragdes finais
de verde malaquita. O caldo RV tem demonstrado uma grande eficiéncia na
recuperacdo de Salmonella sp. e um alto nivel de seletividade (Bager & Petersen,
1991).

A eficiéncia deste meio é devida & capacidade de multiplicagio das
Salmonella sp. em pressdes osméticas relativamente elevadas (concentragio final do
cloreto de magnésio hexaidratado de 36 + 0,5 g/l de meio), pH relativamente baixo (5,2
+ 0,2), temperaturas de 43°C, e por estas bactérias apresentarem necessidades

nutricionais modestas (RAPPAPORT-VASSILIADIS. ., 1987).

A temperatura de 43°C, como anteriormente citado, pode inibir o
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crescimento de alguns sorotipos de Salmonella sp., desta forma a temperatura de
incubagdo do caldo RV também tem sido reduzida para 42°C (Peterz et al., 1989).

O volume a ser inoculado do pré-enriquecimento, no caldo RV deve estar
na proporgio de 1:100, pois inéculos maiores podem comprometer a sensibilidade e a
especificidade do meio (Vassiliadis et al., 1985). Nos caldos SC e TMK ¢€ possivel a
inoculagio de volumes superiores, na propor¢do de 1:10 (SELENITE..., 1987,
MULLER ..., 1987).

Peterz et al. (1989) apontaram a forma de preparo do meio como outro fator
que pode afetar a sensibilidade do enriquecimento seletivo. De forma semelhante ao
caldo Tetrationato, o caldo RV quando preparado a partir de ingredientes individuais
em alguns estudos, apresentou sensibilidade superior aos meios comerciais completos
(Peterz et al., 1989, June et al., 1995). June et al. (1995) também observaram a
importancia da procedéncia do verde malaquita usado na preparagdo do caldo RV a
partir de ingredientes individuais.

Bager & Petersen (1991) ainda relacionam a sensibilidade dos métodos
para a detecgdo de Salmonella sp., com os diferentes sorotipos presentes na amostra.
Algumas etapas de enriquecimento seletivo, com diferentes meios, tempos e
temperaturas de incubag¢@o, podem permitir o isolamento de alguns sorotipos em
detrimento de outros. Como exemplo disto, os autores observaram que o caldo SC (a
37°C por 24h) recuperou todos os tipos de sorotipos encontrados em amostras de fezes
de suinos analisadas. Ja o caldo RV e o caldo TMK demonstraram uma diminui¢fo na
recuperagdo de Salmonella Give e Salmonella Typhimurium, respectivamente.

Bello-Pérez (1993) enfatiza a importéncia dos meios de enriquecimento
seletivo e, da mesma forma como Vassiliadis et al. (1987), e Bager & Petersen (1991),
recomendam o uso de pelo menos dois tipos de meios para o enriquecimento seletivo,

pois de acordo com o seu estudo, os caldos ndo recuperam com igualdade os sorotipos
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de Salmonella sp.

2.6.3 Etapa de semeadura em meio solido seletivo

A eficiéncia da etapa de enriquecimento seletivo permite uma melhor
recuperagdo (com diminuigdo de falso-negativo e falso-positivo) de Salmonella sp. nos
meios solidos seletivos. A semeadura de aliquotas dos caldos de enriquecimento
seletivo, em meios seletivos solidos, constitui a terceira etapa do isolamento destas
bactérias. Quanto maior for a seletividade obtida na etapa de enriquecimento seletivo,
menor sera o crescimento de microrganismos competidores no agar, € melhor serdo as
condigdes para o isolamento de Salmonella sp. (Sherrod et al. 1995).

Segundo Tate et al. (1990) o crescimento em nimero elevado destes
competidores no agar (principalmente de bactérias Gram negativas) pode mascarar as
Salmonella sp., quando estas ndo estiverem presentes em um nimero de coldnias
elevado. O agar, desta forma, deve apresentar um nivel de seletividade que diminua o
crescimento destas bactérias competidoras, as quais ndo foram inibidas na etapa
anterior (Sherrod et al, 1995), exercendo o minimo possivel de inibi¢do sobre a
Salmonella sp. (Fagerberg & Avens, 1976).

O éagar, além de ser seletivo, deve ainda conter um sistema confiavel que
permita a diferenciagio das colonias de Salmonella sp. das outras bactérias (Rappold &
Bolderdijk, 1979).

Miller et al. (1991) sugerem o uso de mais de um meio seletivo, pois alguns
sorotipos de Salmonella sp. podem ser sensiveis ao inibidor presente em determinado
meio. O uso de um meio adicional poderia permitir o isolamento do sorotipo que ndo
foi detectado através do outro meio. Esta associagdo diminuiria, assim, os falso-
negativos.

Varios meios seletivos tém sido descritos, e de forma semelhante aos caldos

seletivos, muitas modificagdes s@o propostas. Estes meios consistem geralmente de um
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meio nutricional basico adicionado de corantes, antibibticos, sais biliares e/ou outros
inibidores quimicos do crescimento de microrganismos indesejaveis, € um sistema
indicador que através da coloragdo das coldnias indique quais possivelmente sejam
Salmonella sp. (Fagerberg & Avens, 1976). Em sua maioria, a diferenciagdo das
colénias de Salmonella sp. das acompanhantes ocorre pela produgdo de acido
sulfidrico, ou utilizagdo de agiicares como lactose (Sherrod et al., 1995; Fagerberg &
Avens, 1976).

De acordo com Busse (1995) os meios solidos seletivos podem ser
classificados de acordo com o agente seletivo utilizado em meios contendo sais biliares
(4gar Citrato Desoxicolato, Salmonella-Shigella, Hektoen Entérico, Xilose Lisina
Desoxicolato, Rambach), verde brilhante (4gar Verde Brilhante, verde Brilhante
Manitol Lisina Cristal Violeta), e bismuto sulfito (dgar Bismuto Sulfito). Atualmente
novos meios tém sido formulados, através da adi¢do de substratos cromogénicos, com 0
objetivo de permitir um melhor isolamento de Salmonella sp. e um sistema indicador
mais eficiente (Cooke et al., 1999).

O agar Verde Brilhante é normalmente utilizado em laboratérios de
diagnostico veterinario (Nielsen & Baggesen, 1997). Na literatura encontram-se alguns
autores que utilizam variagGes do agar Verde Brilhante, como, por exemplo, o Verde
Brilhante Vermelho Neutro Lactose Sacarose (Sharma & Packer, 1969), Verde
Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose (Morifiigo et al., 1989), Verde Brilhante
Desoxicolato (Vassiliadis et al. 1987), Verde Brilhante com novobiocina (Waltman et
al., 1993), Verde Brilhante Cristal Violeta Lisina Manitol (Coleman et al., 1995).

O sistema indicador destes meios, como o Verde Brilhante Vermelho de
Fenol Lactose Sacarose (VB), utiliza a capacidade dos microrganismos degradarem ou
ndo lactose e sacarose. A degradag@o do agucar resulta na acidificagdo do meio, sendo

visualizada através da viragem do indicador vermelho de fenol para amarelo.
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Microrganismos que ndo utilizam tais agucares irdo alcalinizar o meio através dos
produtos finais do metabolismo das peptonas, com o desenvolvimento de uma
coloragio vermelha intensa. Como Salmonella sp. ndo fermentam tais agicares, suas
coldnias tero uma coloragio rosa forte, com um halo vermelho intenso no agar,
apresentando-se ainda como colonias translucidas (Fagerberg & Avens, 1976;
BPL...,1996; BPLS..., 1996). Estas seriam caracteristicas de colonias tipicas de
Salmonella sp., entretanto, existem excegdes, ou seja, algumas Salmonella sp. sdo
capazes de fermentar lactose, resultando em uma col6nia amarela, o que pode provocar
resultados falso-positivos (Nielsen & Baggesen, 1997).

Miller et al. (1991) propdem a utilizagdo de um meio no qual a base agar
Xilose Lisina foi acrescentado um agente surfactante, o Tergitol 4 (denominado
atualmente Niaproof 4, Miller et al., 1995). Este meio, denominado Xilose Lisina
Tergitol 4 (XLT4), inibe o crescimento de competidores como Proteus sp.,
Pseudomonas sp., e Providencia sp., o que permite um melhor isolamento de
Salmonella sp., diminuindo assim os falso-negativos.

Detecta-se Salmonella sp. neste meio pela produgdo de acido sulfidrico
(XLTA4..., 1996). O acido sulfidrico (H2S) formado pela degradacdo do tiossulfato de
sodio reage com ions férrico presentes no meio, formando um precipitado preto nas
coldnias, o sulfeto ferroso (Ribeiro & Soares, 1993). Além disto, a base do meio ainda
contém lisina, a qual a Salmonella sp. é capaz de degradar até cadaverina, provocando a
elevagdo do pH do meio, visualizada pelo halo violeta produzido pela viragem do
indicador de vermelho de fenol. Estas reagSes podem ocorrer simultaneamente ou
sucessivamente, e a alteragdo da coloragdo pode exigir um tempo de incubag¢@o mais
prolongado (XLD..., 1996). Microrganismos que degradarem os agucares (lactose e
sacarose) presentes, com a consequente acidificagdo do meio, resultardio em colOnias

amarelas com halo também amarelo. Outros que ndo produzirem H;S, nem
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acidificarem o meio, formardo coldnias incolores com um halo vermelho (XLTA4...,
1996). Entretanto, alguns sorotipos de Salmonella sp. ndo produzem H,S, resultando
em coldnias atipicas (Nielsen & Baggesen, 1997) incolores e com halo vermelho.

Rambach (1990) desenvolveu um meio, agar Rambach (RA), que permite a
identificacdo de col6nias de Salmonella sp. através de outra caracteristica fenotipica,
que ndo as utilizadas no VB e XLT4: a formagdo de acido a partir de propilenoglicol.
Colonias positivas desenvolveriam uma coloragdo rosa avermelhada. Outros
microrganismos, principalmente os entéricos, seriam diferenciados através do substrato
cromogénico (5-bromo-4-cloro-3-indol B-D-galactopiranosideo) que permite a
detecgdo da produgdo da enzima P-D-galactosidase, resultando em colénias azuis.
Proteus sp., o qual € negativo para estas duas rea¢des, produziria colonias incolores, ao
contrario de Citrobacter sp., positivo para as duas reagdes com colOnias caracteristicas
violetas (Rambach, 1990). No entanto algumas Salmonella sp. podem nio degradar o
propilenoglicol, ndo produzindo a colora¢do vermelha caracteristica (Gruenewald et al.,
1991).

Sherrod et al. (1995) compararam a recuperagdo de Salmonella sp. em
varios meios seletivos, e os melhores resultados foram obtidos com o agar XLT4 e o
RA, os quais apresentaram-se muito semelhantes. Dusch & Altwegg (1995)
encontraram melhores resultados com a utilizagdo do agar XL T4, em relagdo ao agar
RA. O XLT4 além de ter apresentado maior sensibilidade, foi mais especifico, sendo
indicado por estes autores para a recuperagio de Salmonella sp. ndo-tifoides a partir de

fezes.

2.6.4 Confirmacio
As colonias supostamente classificadas como Salmonella sp. (tipicas ou

atipicas), encontradas nos meios solidos, sdo submetidas a uma triagem bioquimica
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(quarta etapa). Testes como agar Ferro Lisina (LIA) e agar Ferro Triplice Agucar (TSI)
s3o utilizados como triagem inicial, a partir dos quais faz-se entao uma série de provas
bioquimicas adicionais, entre estas: citrato, fermentagdo de dulcitol, lactose e sacarose,
crescimento em KCN, malonato, vermelho de metila, Voges-Proskauer, SIM e urease
(Helrich, 1990), ou ainda fenilalanina desaminase, B-galactosidase (ONPG),
fermentago de adonitol, rafinose e salicina (Kelly et al., 1985). Se estes ainda forem
indicativos para Salmonella sp., entdo € realizado a confirmagéo (quinta etapa), atraves
de sorologia (Silva, 1997), necesséaria para complementar os resultados obtidos pelos
testes bioquimicos, pois tanto estes como o teste sorologico ndo sdo especificos para
Salmonella sp. (Banwart, 1989).

A sorologia realizada através da técnica de aglutinagdo utiliza soros
polivalentes que provocam a rea¢do de aglutinag@o pela presenga de anticorpos contra
antigenos O, por exemplo (soro polivalente somatico). Se um isolado for
bioquimicamente caracteristico de Salmonella sp. e ndo ocorrer a aglutinagdo, uma
suspensdo deste deve ser aquecida, pois desta forma os antigenos capsulares serdo
destruidos, ndo impedindo mais a reagdo do soro com os antigenos O. Entretanto,
aproximadamente 5% dos sorotipos n3o apresentaro reagio positiva, com a suspensio
sendo aquecida ou ndo, pois 0 sorogrupo ao qual pertencem ndo € representado entre os
reagentes dos soros (Kelly et al., 1985).

ApOs estas cinco etapas (pré-enriquecimento em meio ndo seletivo,
enriquecimento seletivo, semeadura em meio sélido seletivo, triagem bioquimica e
confirmacdo bioquimica e soroldgica), que constituem os principios basicos dos
meétodos de cultura convencionais, obtém-se entdo o diagnostico final (Nielsen &
Baggesen, 1997). No entanto, a realizagdo da sorotipagem confere ao resultado um
maior valor epidemiologico. Desta forma, como citado anteriormente, através do

esquema de Kauffmann-White a Salmonella sp. é classificada de acordo com a
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presenca dos antigenos somaticos, capsular e flagelares (Campos, 1999).

2.7 Outras metodologias

Os métodos de cultura convencionais, que utilizam estas etapas descritas
para a identificagdo de Salmonella sp., podem levar de 3 a 4 dias para apresentar um
resultado presuntivo, e 5 a 6 dias para um resultado definitivo. Técnicas que visam
reduzir este tempo de detecgdo tém sido desenvolvidas (Soumet, et al. 1997).

Meétodos para a rapida deteccdo de Salmonella sp. tém sido citados ou
desenvolvidos por alguns autores como: impedéncia, medidas de condutéancia, o uso de
bacteriofagos salmonela-especificos, uma variedade de métodos imunologicos (Bager
& Petersen, 1991), e métodos de detecgdo baseados em DNA (Nielsen & Baggesen,
1997). Estes métodos podem apresentar uma baixa sensibilidade e/ou especificidade, o
que ainda representa um fator limitante na escolha dos mesmos (Marsiglia et al., 1997).

O nivel de sensibilidade de alguns destes métodos pode ser aumentado com
a utilizacdo de uma etapa de enriquecimento seletivo, dos métodos de cultura
convencionais (Soumet et al.,1997), como proposto para a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) (Aabo et al.,1995; Marsiglia et al., 1997; Kongmuag et al., 1994) e
para a separacdo imunomagnética (Coleman et al., 19953).

Os novos métodos ndo culturais de rapida deteccio de Salmonella sp.,
como o PCR e o teste de ELISA, ndo resultam no isolamento em cultura pura dos
sorotipos de Salmonella sp. Desta forma, a tendéncia ¢ que os mesmos sejam
associados aos métodos culturais convencionais, que ao propiciarem este isolamento,
permitem a caracterizagdo completa dos- sorotipos isolados, que fornecem dados

importantes para as investigagdes epidemiologicas (Pignato et al. 1995; Wierup, 1997).
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2.8 Escolha da metodologia

Nielsen & Baggesen (1997) afirmam que o resultado de uma pesquisa de
Salmonella sp. é influenciado pelo método de detecgdo escolhido. Esta escolha deve
levar em conta principalmente o tipo de material a ser analisado, pois este afeta a
sensibilidade e a especificidade do método de isolamento. O método ideal, de acordo
com estes autores, deveria apresentar as seguintes caracteristicas: elevados niveis de
sensibilidade e especificidade, facil realizagio, baixo custo, rapidez e ser aplicavel para
a automagdo em larga escala. Os autores reconhecem que somente um método ainda
ndo reune todas estas caracteristicas.

A comparagdo dos métodos descritos na literatura para o isolamento de
Salmonella sp. é problematica. As dificuldades iniciam pelos diferentes tipos de
amostras utilizadas, sendo que alguns estudos fazem a compara¢do das metodologias
com amostras contaminadas artificialmente, enquanto outros utilizam amostras
naturalmente contaminadas. Nestes, o isolamento de Salmonella sp. pode apresentar
maiores dificuldades que no primeiro (Nielsen & Baggesen, 1997).

Os resultados obtidos na deteccdo de Salmonella sp. podem ser afetados
também pelo numero reduzido tanto de amostras positivas, como de diferentes
sorotipos presentes na amostra (Nielsen & Baggesen, 1997).

Como Calderon & Furlanetto (1991, p. 129) afirmam, a detecgdo de
Salmonella sp. “ndo esta na dependéncia de apenas um fator isolado, mas de varios
fatores que interagem mutuamente”. Isto reflete-se na forma como os resultados
negativos para Salmonella sp. deveriam ser expressos: “Salmonella sp. ndo detectada”
(Nielsen & Baggesen, 1997). A implementagio de um programa de controle de
Salmonella sp. visa ndo so a redugdo de perdas econdmicas, como os riscos a saiide
publica. Desta forma o controle de Salmonella sp. em suinos, baseado na detecgio do
patogeno a partir das fezes dos animais, depende em grande parte da eficiéncia do

método de isolamento utilizado (Jayarao et. al. 1989).



3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido em duas etapas:

1° Contaminagdo artificial de amostras de fezes de suinos com Salmonella

2° Pesquisa de Salmonella sp. em amostras de fezes naturalmente

contaminadas.

3.1. Metodologia para contaminacio artificial das amostras

3.1.1. Microrganismos testes

Foram utilizadas linhagens de Salmonella Typhimurium Colegdo de
Cultura Tipo Americana (ATCC) 15290 e de Salmonella Enteritidis ATCC 13076,
sorotipos citados na literatura entre os mais isolados a partir de produtos de origem
animal (Baggesen et al., 1997). Foi utilizado também uma mistura de trés amostras: S.
Derby, S. Bredeney e Salmonella sp., isolados em diferentes granjas de suinos de
terminagd@o em um estudo prévio (Weiss et al., 1999). Esta mistura de amostras de
campo sera denominada de “Pool” no presente estudo.

Todas as linhagens de Salmonella sp. utilizadas apresentaram colonias
tipicas nos meios solidos seletivos para Salmonella sp. e apresentaram perfil

caracteristico do género nas provas bioquimicas utilizadas na etapa de identificacio, de



31

acordo com Holt et al. (1994).

3.1.2. Amostras de fezes

Trés coletas foram realizadas em diferentes granjas de suinos de
terminagdo, na regido do Vale do Taquari, nas quais em um estudo anterior (Weiss et
al., 1999) ndo havia sido detectada a presenca de Salmonella sp. As trés coletas foram
realizadas, respectivamente, nos meses de outubro e dezembro (1998) e margo (1999).
O objetivo das coletas em diferentes propriedades e processamento das mesmas
separadamente foi o de propiciar a comparagio das metodologias numa diversidade de
microbiota acompanhante nas fezes, além de avaliar a reprodutibilidade dos resultados.

Foram coletadas aproximadamente 400g de fezes de lote, em cada granja.
Entende-se por fezes de lote aquelas que se encontram depositadas no piso da baia e
que sio provenientes de diversos animais nesta alojados. As amostras foram
acondicionadas em saco plastico, mantidos sob refrigeracdo durante o transporte até o
laboratorio, sendo processadas no mesmo dia da coleta.

A auséncia de Salmonella sp. nestas amostras foi confirmada previamente
através da analise de 25g das fezes de cada granja, utilizando as metodologias que
seriam comparadas no presente estudo. Somente amostras negativas nesta triagem eram

utilizadas para a comparagio de metodologias.

3.1.3. Contaminacdo das amostras
As amostras de fezes foram homogeneizadas com o auxilio de um
misturador tipo “Stomacher” (Interscience) por 1 minuto e divididas em 7 aliquotas de

25g, para serem entdo submetidas aos diferentes tratamentos (Tabela 2).
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TABELA 2. Tratamentos utilizados na contaminagdo
artificial de amostras de fezes de suinos
com Salmonella sp.

Aliquotas Tratamentos
1 1 UFC®/g Salmonella Typhimurium
2 2 UFC/g Salmonella Typhimurium
3 1 UFC/g Salmonella Enteritidis
- 2 UFC/g Salmonella Enteritidis
5 1 UFC/g “Pool”®
6 2 UFC/g “Pool”
7 Sem contaminagdo com Salmonella sp.

¢ UFC: Unidade Formadora de Coldnia
¢ “Pool”™: S. Derby, S. Bredeney e Salmonella sp.
O tratamento descrito foi repetido para cada uma das trés diferentes
amostras de fezes coletadas como descrito em 4.1.2. Uma aliquota nao foi contaminada
para assegurar a auséncia de Salmonella sp. nas amostras, sendo submetida aos mesmos

meétodos de detecgdo que as amostras contaminadas artificialmente (controle negativo).

3.1.4. Preparo do inbculo de Salmonella sp. para a contaminacio
artificial

A partir de culturas em caldo Infusdo de Cérebro e Coragdo (BHI, Difco) de
S. Enteritidis, S. Typhimurium e do “Pool” (semeado com uma colénia dos sorotipos
Derby, Bredeney e Salmonella sp.), incubadas por 24 horas a 37°C, foram feitas
diluigdes em solugdo salina fisiologica (Anexo 1) de 10™ a 10®. Das diluigdes 10° até
10®, 0,1ml foram semeados, em duplicata, na superficie de uma placa contendo agar
Soja Tripticaseina (TSA, Biobras). As culturas em BHI foram estocadas a 4°C, e as
placas de TSA foram incubadas por 24 horas a 37°C. Apé6s o calculo de unidades

formadoras de col6nias nas placas de TSA, foi retirado dos caldos de BHI o volume
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necessario para a obtengdo do namero de UFC, referente aos tratamentos utilizados na
contaminacdo artificial das aliquotas.

A cada aliquota de fezes também foi adicionado 3 ml de solu¢do Tampao
Fosfato Salina (PBS, Anexo 2). Todas as aliquotas foram mantidas a 4°C por 48h (June
et al., 1995), de acordo com a Figura 1. Apos este periodo foram submetidas aos

métodos de isolamento de Salmonella sp. testados no presente estudo.
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Fezes de lote divididas em 7 aliquotas (25 g)

.

[
Aliquota 1

v

Controle negativo
Sem in6culo

l
=

I | | |

Aliquota 2 Alfquota 3 Aliquota 4 Aliquota 5
| + _J | + =
Inoculadas com Inoculadas com
S. Typhimurium S. Enteritidis
1 UFC* 2 UFC 1 UFC 2 UFC

v v

o

[
Aliquota 6

|
Aliquota 7

v

Inoculadas com
lIPOOIII

1 UFC

v

J

2 UFC

v

Adicionar a cada aliquota 3ml de
PBS 0,01M pH 7,0
Incubar por 48h a 4°C

v

Isolamento de Salmonella sp.

FIGURA 1. Metodologia para a contaminagdo artificial das amostras.

4 UFC, Unidade Formadora de Coldnia
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3.1.5. Metodologia para o isolamento de Salmonella sp.
Cada aliquota de 25g contaminadas artificialmente, foi submetida a 4
etapas. pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, semeadura em meio solido

seletivo, triagem bioquimica e confirmagao sorologica (Figura 2).

Pré-enriquecimento nao seletivo

Agua Peptonada Tamponada
(37°C/ 24h)

Enriquecimento seletivo
\ Yim ¥ im Yim
Rappaport-Vassiliadis Tatrationato Tetrationato Selenito Cistina
42°C/ 24h Miiller-Kauffmann Milller-Kauffmann 37C/ 24h
37°C/ 24h 42°C/ 24h

Semeadura em meio seletivo

. I
_— ===

Agar Rambach Agar Verde Brilhante Agar Xilose Lisina Tergitol 4
Vermelho de Fenol Lactose Sacarose

v
Triagem bioquimica (TSI e LIA)
v

Confirmacio sorolégica

FIGURA 2. Metodologia para o isolamento de Salmonella sp. a partir de fezes
contaminadas artificialmente
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3.1.5.1. Pré-enriquecimento em meio nio seletivo
Cada aliquota de 25 g foi colocada em frascos Erlenmeyer contendo 225 ml
de Agua Peptonada Tamponada (Anexo 3), e incubada a 37°C. Apés o periodo de 24h,

aliquotas foram retiradas para a inoculagdo dos meios de enriquecimento seletivo.

3.1.5.2. Enriquecimento seletivo

Esta etapa foi realizada em triplicata para cada um dos métodos testados.
Aliquotas de 1 ml de pré-enriquecimento ndo seletivo foram inoculadas em 9 ml de
meios de enriquecimento seletivo: caldo Selenito Cistina (SC, Difco, Anexo 4), e caldo
Tetrationato Miiller-Kauffmann (TMK, Difco, Anexo 4). Aliquotas de 0,Iml foram
inoculadas em 9,9 ml de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV, Merck, Anexo 4).

Os caldos SC foram incubados a 37°C. Para o caldo TMK, 3 tubos foram
incubados a 37°C (TMK37) e outros 3 tubos a 42°C (TMK42), assim como os caldos
RV a 42°C. A incubagdo dos caldos na temperatura de 42°C foi feita em banho-maria,
e de 37°C em estufa bacteriologica por 24h. Apds este periodo, aliquotas dos caldos

foram semeados em meios solidos seletivos.

3.1.5.3. Isolamento em meio sélido seletivo

De cada tubo de enriquecimento seletivo, indculos retirados com alga de
platina foram semeados em diferentes meios seletivos (Anexo 5): agar Xilose Lisina
Tergitol-4 (XLT4, Difco), agar Rambach (RA, Merck) e agar Verde Brilhante
Vermelho de Fenol Lactose Sacarose (VB, Difco). Apés serem incubados a uma
temperatura de 37°C por 24h, as placas foram analisadas quanto as caracteristicas das
colonias. A partir de cada meio sélido seletivo, quando possivel, foram retiradas 3

colonias tipicas de Salmonella sp., e isoladas em agar TSA. Partindo de uma cultura
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pura em TSA, foi realizada a triagem bioquimica.

3.1.5.4. Triagem bioquimica

A triagem teve inicio com a inoculagdo de uma coldnia isolada, no agar
TSA, nos meios para provas bioquimicas: o agar Ferro Triplice Agucar (TSI, Biobras),
e o agar Ferro Lisina (LIA, Biobras). Os meios foram preparados, semeados e
interpretados conforme as instrugdes do fabricante e de Mac Faddin (1977). Nos casos
em que os resultados foram caracteristicos de Salmonella sp., estas bactérias suspeitas

foram entdo confirmadas sorologicamente.

a) TSI

Esta prova determina a capacidade do microrganismo em fermentar glicose,
sacarose e lactose com produgdo de acido ou acido com gas, e a produgdo de H,S. O
meio ¢ semeado com auxilio de um fio de platina, na base em picada e na superficie
inclinada (bisel) em estrias. A reagdo tipica de Salmonella sp. caracteriza-se pela
coloragdo amarela na base devido a fermentagdo da glicose, e vermelha no bisel por
ndo fermentar lactose nem sacarose. Normalmente a produgdo de gas resultante da
fermentagdo da glicose € visualizada por bolhas e rachaduras no meio, a coloragao

negra indica a liberagdo de H,S.

b) LIA

Com esta prova verifica-se a capacidade do microrganismo em
descarboxilar a lisina através da enzima lisina descarboxilase e liberar H,S. Como o
TSI, o meio ¢ semeado com auxilio de um fio de platina, na base em picada e no bisel
em estrias. Na reacdo tipica de Salmonella sp. (descarboxilagio da lisina)o meio

apresenta a coloragdo purpura, tanto na base, como no bisel, e coloragdo escura na base
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devido a produgdo de H,S.

3.1.5.5. Confirmacao sorolégica

A sorologia para as bactérias presuntivamente identificadas como
Salmonella sp. foi realizada com Soro Salmonella Polivalente Somatico (Probac). Para
esta prova sorolégica utilizou-se a técnica de aglutinagdo em ldmina. Desta forma,
sobre uma lamina foi feita uma suspensdo, em PBS, do microrganismo a ser testado.
Este foi colhido de uma cultura pura em placa de dgar TSA, em quantidade suficiente
para a obtengdo de uma suspensdo com aspecto leitoso. A suspensio bacteriana foi
adicionado o soro, correspondendo ao dobro do volume da mesma. Apos a
homogeneiza¢do a lamina foi mantida em movimento por até 2 minutos. Foram
consideradas positivas as reagdes de aglutinagdo (formagdo de grumos) que ocorreram

dentro deste periodo e foram completas.

3.2. Amostras naturalmente contaminadas

Para a etapa de pesquisa de Salmonella sp. em fezes naturalmente
contaminadas foram realizadas 2 visitas, com intervalo de 40 dias, em uma propriedade
da regido do Vale do Taquari. Esta propriedade alojava 359 suinos distribuidos em 30
baias e foi escolhida por haver sido encontrada amostra de fezes de lote positiva para
Salmonelia sp. neste grupo de animais em fase de terminagdo.

Para as coletas realizadas nas visitas o nimero de amostras foi determinado
estatisticamente (NQUERRY..., 1995-1999) com base nos resultados obtidos na
primeira fase do estudo, bem como por limitagdes praticas e econdmicas.

Em cada coleta foram amostradas fezes de lote de 21 baias. Ao lado disto,
amostras de fezes de 5 animais de cada baia foram coletadas diretamente do reto destes

animais ou tdo logo fossem defecadas (amostras individualmente coletadas),
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totalizando 105 animais. Nas duas visitas realizadas a propriedade foram coletadas
também amostras de ragdo. Todas as amostras foram colocadas em sacos plasticos
individualizados e mantidos sob refrigeragdo durante o transporte até o laboratorio,

sendo processadas no mesmo dia da coleta.

3.2.1. Controle positivo

O controle positivo nesta etapa consistiu da contaminagdo artificial de 25g
de fezes, obtidas pela mistura de amostras de diversas baias tanto de lote como
individuais, com 2 UFC/g de Salmonella Typhimurium ATCC 15290, conforme
descrito no item 3.1.4. Esta amostra controle foi processada da mesma forma que as

demais amostras analisadas.

3.2.2 Metodologia para as amostras naturalmente contaminadas

De cada amostra de fezes individuais, fezes de lote ou ragéo foi pesado 25g,
as quais foram processadas utilizando-se as mesmas etapas descritas em 3.1.5 (Figura
3).

No entanto, nesta fase do estudo, a etapa de enriquecimento foi realizada
utilizando-se para cada amostra um tubo de cada um dos métodos de enriquecimento
seletivo, RV, TMK42 e TMK37. Estes foram escolhidos com base nos resultado
obtidos na primeira fase, na qual apresentaram uma maior eficiéncia. O agar RA devido
ao seu elevado custo e por nao ter demostrado uma superioridade significativa com

relagdo aos outros meios testados, ndo foi utilizado nesta fase.
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Amostra
(25g de fezes ou ragdo)

\/

Pré-enriquecimento nio seletivo

Agua Peptonada Tamponada
(37°C/ 24h)

Enriquecimento seletivo

{ 0,1 ml * 1ml * 1ml
Rappaport-Vassiliadis Tetrationato Tetrationato
42°C/ 24h Miller-Kauffmann Miiller-Kauffmann
37°C/ 24h 42°C/ 24h

Semeadura em meio seletivo

Agar Verde Brilhante Agar Xilose Lisina Tergitol 4
Vermelho de Fenol Lactose Sacarose

v
Triagem bioguimica

v

Confirmacio bioquimica e sorologica
\ 4
Sorotipagem

FIGURA 3. Metodologia para o isolamento de Salmonella sp. a partir de fezes
naturalmente contaminadas.

Foram isoladas até 3 colOnias tipicas por placa de meio solido seletivo e
também colonias atipicas, ja que nesta etapa poderiam ser isoladas linhagens de

Salmonella sp. cujas reagdes nos meios seletivos ndo fossem previamente conhecidas.
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As coldnias isoladas foram submetidas a triagem bioguimica e confirmagdo sorolégica,
conforme descrito nos itens 3.1.5.4 € 3.1.5.5. Nesta etapa posterior, entretanto, devido a
possivel presenga de linhagens fermentadoras de lactose ou que apresentassem reagao
tardia para o H,S ou, ainda, que fossem lisina negativas, outras possibilidades para os
resultados dos testes foram consideradas, como: base e bisel amarelos com presenca de
coloragdo escura ou base amarela ¢ bisel vermelho com auséncia de coloragdo escura,
respectivamente, para o TSI; e meios com base amarela para o LIA.

Colonias confirmadas como Salmonella sp. foram selecionadas para serem
enviadas para sorotipagem no Instituto Osvaldo Cruz. Estas colonias foram submetidas,
antes de serem remetidas, a provas bioquimicas suplementares. As provas bioquimicas
realizadas foram: citrato (agar Citrato Simmons, Biobras), fenilalanina desaminase
(4gar Fenilalanina, Difco), ONPG (caldo B-galactosidase, ONPG, Anexo 6), SIM (meio
SIM, Difco), e urease (caldo Uréia, Isofar). Os meios foram preparados, semeados e

interpretados conforme as instru¢des do fabricante e de Mac Faddin (1977).

3.2.2.1. Provas bioquimicas suplementares

a) Citrato

Esta prova permite determinar se o microrganismo € capaz de utilizar o
citrato como Unica fonte de carbono, com a consegiiente alcalinizagdo do meio. O meio
¢ semeado com o auxilio do fio de platina com uma estria central. Para Salmonella sp.

esta prova € variavel, quando positiva o meio torna-se azul.

b) Fenilalanina desaminase
Neste teste da fenilalanina desaminase é possivel verificar a capacidade do
microrganismo em desaminar a fenilalanina originando é4cido fenilpinivico. O agar é

semeado com alga de platina em estrias. A presenca do acido fenilpirivico é
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determinada pela reagio com cloreto férrico a 10% (Anexo 7), resultando uma
coloragio verde. Salmonella sp. ndo possui a enzima fenilalanina desaminase, desta

forma a reagdio é negativa, sem a producdo da coloragao verde.

¢) ONPG

Neste teste verifica-se a presenga ou auséncia da enzima B-galactosidase
através da utilizacgdo do composto organico o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo
presente no meio. O caldo é semeado com alga de platina e a reagdo positiva €
visualizada pela coloragio amarela. Para Salmonella sp. a espécie bongori e alguns

outros sorotipos de espécie enferica podem ser positivos, os demais apresentam reacao

negativa.

d) SIM

Através desta prova é possivel a detec¢do da produgdo de H,S e indol, e
verificar se o microrganismo apresenta ou n3o motilidade. O meio é semeado com fio
de platina em picada até 2/3 do meio. A produgido de H,S pela Salmonella sp. €
verificada pela coloragdo escura do meio, € do indol € detectada pela adi¢do do reativo
de Ehrlich (Anexo 8), resultando em uma coloragdo rosa. Com excegdo dos sorotipos
Gallinarum e Pullorum, os demais sdo moéveis. Observa-se a motilidade através da
turvagdo do meio e n3o apenas da linha de inoculagdo. Devido a produgio de H.S, a
visualizagdo desta turvagdo fica prejudicada, o que se verifica é o escurecimento de

todo o meio pelo HzS, e ndo apenas na linha de semeadura.

e) Urease
O teste da produc@o de urease verifica a capacidade do microrganismo em

degradar a uréia através da enzima urease, formando amdnia. O caldo é semeado com
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alca de platina. Como Salmonella sp. ndo possui a enzima urease, a reagdo negativa €

verificada apenas pela turvagdo do caldo, sem o desenvolvimento da colorag@o rosa.

3.2.3 Metodologia para a determinacio da sensibilidade e
especificidade

A sensibilidade e a especificidade foram calculadas através de uma tabela
de contingéncia (Tabela 3), e os resultados foram expressos em percentagem (Torrence,

1997).

TABELA 3. Tabela de contingéncia para calculo da sensibilidade e da

especificidade.
Amostras
Método Amostras confirmadas com Amostras nao confirmadas
Salmonella com Salmonella
Positivo a b
(positivo verdadeiro) (falso-positivo)
Negativo c d
(falso-negativo) (negativo verdadeiro)

Fonte: Torrence, 1997.

A sensibilidade de cada caldo de enriquecimento seletivo foi calculada
através do nimero de amostras nas quais foi possivel recuperar Salmonella sp. (a),
através dos meios solido seletivos, dividido pelo nimero total de amostras positivas (a
+ ¢), ou seja, amostras que foram positivas através do método em questio somadas com
as positivas dos demais caldos testados. Sensibilidade = a/a + c.

A especificidade para cada metodologia de enriquecimento seletivo foi
calculada através do nimero de amostras negativas para Salmonella sp., que nio foram
detectadas pelo método em questio e nenhum outro (d), nos meios solidos seletivos,

dividido pelo somatério de todas as amostras negativas (b + d), ou seja, aquelas



S

amostras que nenhuma metodologia detectou Salmonella sp., somado ao niimero de
amostras que apresentaram colonias suspeitas de Salmonella sp., mas ndo foram

confirmadas (falso-positivos). Especificidade = d/b + d.

3.3. Analise estatistica
A analise estatistica foi realizada através do teste MacNemar

(GRAPHPAD..., 1990-1993), com nivel de significincia p<0,05.



4. RESULTADOS

4.1. Contaminacao artificial de amostras de fezes de suinos

Nesta primeira fase, todos os 48 tubos inoculados a partir do tratamento
controle, isto €, sem a contaminagdo com Salmonella sp., foram negativos em todos os
meios solidos semeados. A contaminagdo das fezes com 1 ou 2 UFC/g para todos os
sorotipos de Salmonella testados ndo apresentou diferenca entre si na recuperagao,
quando considerado um mesmo método de enriquecimento seletivo, desta forma os
resultados foram analisados em conjunto. Os caldos comparados nesta fase, antes e

apos a incubagdo, estdo representados nas Figuras 4 e 5.



A B C D

FIGURA 4 Tubos® contendo caldos de enriguecimento
seletivo para deteccdo de Salmonella sp. sem
inoculo.

“ A. caldo Rappaport-Vassiliadis; B ¢ C, caldo Tetrationato Miiller-
Kauffmann; D. caldo Selenito Cistina,

A B C D

FIGURA 5. Tubos” contendo caldos de enriquecimento seletivo
para deteccao de Saimonella sp.. inoculados com
fezes de suinos e apods o periodo de incubacio.

“ A caldo Rappaport-Vassiliadis ¢ B . caldo Tetrationato Miiller-Kauffmann.

mcubados a 42°C: C. caldo Tetrationato Miiller-Kauffmann ¢ D. caldo
Selenito Cistina. incubados a 37°C.

46
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4.1.1 Primeira inoculac¢fio

Neste primeiro experimento, quando comparado o nimero de tubos a partir
dos quais em pelo menos uma placa semeada na etapa subseqiiente foi possivel o
isolamento de colonias de Salmonella, observa-se que todos os caldos apresentaram
uma boa reprodutibilidade na recuperagdo da mistura de sorotipos de campo (“Pool”).
Ja para os sorotipos Enteritidis ¢ Typhimurium, o caldo SC no propiciou o isolamento
a partir de nenhum dos tubos inoculados (Anexo 9). No entanto, a diferenca observada
no desempenho do caldo SC em relagdo aos demais ndo pode ser estatisticamente

assegurada (p>0,05) para nenhum dos sorotipos, como mostra a Tabela 4.

TABELA 4. Comparagio da eficiéncia na recuperagdo de diferentes sorotipos de
Salmonella sp. a partir de fezes de suinos contaminadas
artificialmente, através de quatro enriquecimentos seletivos®, de
acordo com o numero de tubos positivos.

Sorotipo N°de tubos N° de tubos positivos

inoculados RV TMK42 SC TMK37
S. Enteritidis 6 5 6 0 6
S. Typhimurium 6 6 6 0 6
“Pool”’ 6 6 6 5 6

“RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C; TMK37
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C; SC, Selenito Cistina.
® Salmonella sp., S. Bredeney e S. Derby.

Quando comparados com o nimero de placas onde houve o isolamento de
colonias caracteristicas de Salmonella sp., os caldos RV, TMK42 e TMK37
apresentaram produtividade significativamente maior (p<0,05) que o SC. Por outro
lado, ndo foi observada diferenca significativa na capacidade de recuperagdo daqueles
caldos entre si. O caldo TMK42 obteve os melhores resultados, com todos os sorotipos.
Para o sorotipo Enteritidis este caldo foi significativamente superior ao SC e ao

TMK37, o que ndo foi observado em relacdo ao RV (p=0,07). De forma geral, este
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sorotipo foi recuperado em um menor nimero de placas, quando estas foram semeadas

a partir de enriquecimentos incubados a 37°C (Tabela 5).

TABELA 5. Comparagdo da eficiéncia na recuperagdo de diferentes sorotipos de
Salmonella sp. a partir de fezes de suinos contaminadas
artificialmente através de quatro enriquecimentos seletivos °, de
acordo com o numero de placas positivas.

Sorotipo N° de placas N° de placas positivas
Semeadas RV TMK42 SC TMK37

S. Enteritidis 18 10° I 0 7

S. Typhimurium 18 188 178 0" 148

“Pool”? 18 188 188 5* 138

“ RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42. Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C; TMK37
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C; SC, Selenito Cistina.

® Salmonella sp., S. Bredeney e S. Derby.
&doue. etras diferentes na mesma linha indicam diferengas com p<0,05.
& *Jetras diferentes na mesma linha indicam diferencas com p<0,002.

Comparando os meios solidos (Figura 6), com relagdo a recuperagdo de
Salmonella (Tabela 6), o agar XL T4 apresentou um bom desempenho no isolamento de
todos os sorotipos a partir dos caldos RV, TMK42 e TMK37, sendo o tnico a recuperar
os sorotipos de campo a partir do SC. O agar RA apresentou o seu melhor desempenho
a partir do caldo TMK42, recuperando todos os sorotipos. Com o caldo SC o 4gar RA
ndo permitiu o isolamento de nenhum dos sorotipos.

O agar VB apresentou resultados semelhantes ao XLT4, para todos os
sorotipos, quando semeado a partir dos caldos RV e TMK42. Obteve um menor
desempenho com o TMK37 e, como o RA, ndo permitiu o isolamento de nenhum
sorotipo a partir do SC. Neste agar ndo foi possivel recuperar o sorotipo Enteritidis,
quando semeado a partir dos caldos RV e_TMK3 7, além do SC. Estas diferencas, no

entanto, ndo foram estatisticamente significativas (p>0,05).
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Agar VB® Agar XLT4°

FIGURA 6. Placas contendo meios solidos seletivos™  © com crescimento de
coldnias tipicas de Salmonella sp., praticamente como cultura pura,
semeados a partir do caldo TMK42 inoculado com fezes de suinos
de terminac¢do contaminadas artificialmente com o “Pool”.

" Agar Rambach com colonias vermethas tipicas de Salmonella sp. ¢ coldnias verde-azuladas
tipicas de microrganismos lactose positivos

Agar Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose com coldnias rosa forte tipicas de
Saimonella sp

Agar Xilose Lisina Tergitol 4 com colonias pretas tipicas de Saimonelia sp.
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TABELA 6. Comparagio de trés meios seletivos solidos “ semeados com aliquotas
do mesmo caldo de enriquecimento ° na recuperagdo de diferentes
sorotipos de Salmonella sp.

Sorotipo N° de RV TMK42 SC TMK37
Placas | X R V|X R V|X R V|[X R V

S. Enteritidis 6 5 0 5/]6 6 50 0 0|6 0 1
S. Typhimurium 6 6 6 6|6 5 6|0 0 O|6 3 5
“Pool” ¢ 6 6 6 6|6 6 6|5 0 0|6 6 1
¢ X (XLT4), Xilose Lisina Tergitol 4; R (RA), Rambach; V (VB), Verde Brilhante Vermelho de

Fenol Lactose Sacarose.

® Niimero de placas semeadas em cada metodologia de enriquecimento.

“ RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C; TMK37
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C; SC, Selenito Cistina.

4 Salmonella sp., S. Bredeney ¢ S. Derby.

Nas placas de RA semeadas a partir dos caldos RV e principalmente do
TMK37, havia grande quantidade de col6nias verde-azuladas (lactose positivas). Em
muitas placas do agar VB, principalmente quando semeadas a partir do TMK37 e do
SC, o nimero de colonias isoladas era reduzido, dificultando a avaliagio das
caracteristicas das colonias. O caldo SC permitiu um elevado crescimento de colonias
lactose positivas, o que interferia na observagdo da coloragdo das colonias lactose
negativas, caracteristicas dos sorotipos utilizados neste experimento.

Com o agar VB, principalmente a partir do TMK37, houve também o
crescimento em véu de Proteus sp. Este agar também foi o que permitiu um maior
numero de colénias falso-positivas, principalmente no isolamento de S. Enteritidis
(49%), seguido do “Pool” (28,3%) e S. Typhimurium (12,3%). O agar XLT4
possibilitou um maior isolamento dos sorotipos que 0 RA e o VB e, da mesma forma

que o RA, ndo apresentou colonias falso-positivas (Tabela 7).
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TABELA 7. Eficiéncia de trés meios solidos” no isolamento de Salmonella sp. a
partir de fezes de suinos artificialmente contaminadas.

Meio Sorotipo N° de coldnias N° de colnias N° de oolfiflias
solido suspeitas confirmadas falso-positivas
n % n %
S. Ententidis 51 51 100 0 0
XLT4 S. Typhimurium 54 54 100 0 0
“Pool” ? 61 61 100 0 0
S. Enteritidis 18 18 100 0 0
RA S. Typhimurium 42 42 100 0 0
“Pool” 54 54 100 0 0
S. Enteritidis 53 27 51 26 49
VB S. Typhimurium 57 50 87,7 7 12.3
“Pool” 46 33 71,7 13 283

¢ XLT4, Xilose Lisina Tergitol 4, RA, Rambach; VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose
Sacarose

® Salmonella sp., S. Bredeney ¢ S. Derby.

4.1.2 Segunda inoculacdo

Os resultados da contaminag@o artificial das fezes coletadas na segunda
propriedade foram prejudicados devido ao tratamento com antimicrobianos que os
animais estavam sendo submetidos. Neste experimento foi possivel recuperar apenas os
sorotipos do “Pool” através do caldo RV, de um tubo na contaminagio com 1 UFC/g e
outro com 2 UFC/g, os quais permitiram o isolamento de colonias caracteristicas em
todos os meios solidos seletivos (Anexo 10). Todas as coldnias suspeitas isoladas,

foram confirmadas como Salmonella sp.

4.1.3 Terceira inoculaciio

Neste terceiro experimento, também o sorotipo Enteritidis foi que o
apresentou um menor isolamento de colonias caracteristicas. Os sorotipos

Typhimurium e do “Pool” foram isolados a partir de todos os tubos. O caldo TMK37

I " " e e
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foi o que apresentou os melhores resultados (Anexo 11). Esta diferenga de isolamento,

no entanto, nao foi estatisticamente significativa (Tabela 8).

TABELA 8. Comparagdo da eficiéncia na recuperagdo de diferentes sorotipos de
Salmonella sp. a partir de fezes de suinos contaminadas
artificialmente através de quatro enriquecimentos seletivos®, de
acordo com o numero de tubos positivos.

Sorotipo N°de tubos N° de tubos positivos

inoculados RV TMK42 SC TMK37
S. Enteritidis 6 1 0 2 <
S. Typhimurium 6 6 6 6 6
“Pool”’ 6 6 6 6 6

“ RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C; TMK37
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C: SC, Selenito Cistina.
® Salmonella sp., S. Bredeney e S. Derby.

O sorotipo Enteritidis foi isolado em um pequeno nimero de placas, e em
apenas um dos trés meios solidos inoculados a partir de cada tubo de enriquecimento
seletivo. Diferentemente da primeira inoculagdo, o caldo TMK37 permitiu o melhor
isolamento deste sorotipo, seguido do SC e RV. Ao contrario, a S. Typhimurium foi
isolada de praticamente todos os meios e o “Pool” foi recuperado em todas as placas
inoculadas com os caldos RV, TMK42 e TMK37. A partir do SC a recuperagio foi

significativamente menor para os sorotipos de campo (Tabela 9).



TABELA 9. Comparagdo da eficiéncia na recuperacdo de diferentes sorotipos de
Salmonella sp. a partir de fezes de suinos contaminadas artificiaimente
através de quatro enriquecimentos seletivos °, de acordo com o numero

de placas positivas.
Sorotipo N°de placas N° de placas positivas
semeadas RV TMK42 SC TMK37
S. Enteritidis 18 1 0 p: -
S. Typhimurium 18 17 17 18 17
“Pool”” 18 18° 18° 8¢ 18°

¢ RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C; TMK37
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C; SC, Selenito Cistina.

® Salmonella sp., S. Bredeney e S. Derby.

“9letras diferentes na mesma linha indicam diferengas com p<0,03.

O sorotipo Enteritidis, a partir do caldo RV, foi isolado em apenas uma
placa de VB, e em 2 placas de XL.T4, quando semeado com aliquotas retiradas do caldo
SC. Para este sorotipo, o caldo TMK37 foi o que permitiu o isolamento em um nimero
maior de placas. O agar RA ndo permitiu o isolamento deste sorotipo.

A §. Typhimurium foi recuperada em quase todas as placas de todos os
meios solidos a partir de todos os caldos, 0 mesmo ocorrendo para o “Pool”, excegdo
feita ao caldo SC, que ndo permitiu o isolamento do “Pool” no RA. As diferengas
observadas na recuperagio de Salmonella sp. entre os meios solidos semeados a partir
dos mesmos caldos, ndo foram significativas para quaisquer dos sorotipos estudados

(Tabela 10).
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TABELA 10. Comparagdo de trés meios seletivos solidos “ semeados com aliquotas
do mesmo caldo de enriquecimento “ na recuperagdo de diferentes
sorotipos de Salmonella sp.

Sorotipo N° de RV TMK42 SC TMK37

placas® [ X R V|X R V|[X R V[X R V
S. Enteritidis 6 0 0 1/0 0o o2 o0 o3 o0 1
S. Typhimurium 6 6 6 5/6 6 5|6 6 6|6 6 5
“Pool” ¢ 6 6 6 6|6 6 6|5 0 3|6 6 5

“X (XLT4) , Xilose Lisina Tergitol 4; R (RA), Rambach; V (VB), Verde Brilhante Vermelho de
Fenol Lactose Sacarose.

®Niimero de placas semeadas em cada metodologia de enriquecimento.

“ RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C; TMK37,
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C; SC, Selenito Cistina.

4 Salmonella sp., S. Bredeney e S. Derby.

Coldnias falso-positivas foram observadas apenas a partir do agar RA (1) e
do VB (6). Comparando o numero de coldnias falso-positivas isoladas do agar VB, no
primeiro € no terceiro experimentos, observou-se uma reducio das mesmas. Com o
sorotipo Enteritidis houve uma consideravel redu¢do no nimero de colénias suspeitas
isoladas no terceiro experimento (49 coldnias isoladas a2 menos). O nimero de falso-
positivos, no entanto, praticamente manteve-s¢ no mesmo nivel do primeiro
experimento, respectivamente, 50% e 49%. Ja com os sorotipos do “Pool” houve um

acréscimo na quantidade de colonias suspeitas e redugdo no nimero de falso-positivas,

anteriormente de 28,3%, para 9,8% (Tabela 11).
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TABELA 11. Eficiéncia de trés meios solidos “ no isolamento de Salmonella sp. a
partir de fezes de suinos artificialmente contaminadas.

Meio Sorotipo N° de colonias  N° de coldnias  N° de coldnias
solido suspeitas confirmadas falso-positivas

n % n %

S. Enteritidis 5 5 100 0 0

XLT4 S. Typhimurium 69 69 100 0 0

“Pool” 64 64 100 0 0

S. Enteritidis 0 0 0 0 0

RA S. Typhimurium 72 72 100 0 0
“Pool” 54 53 98,1 1 1.9

S. Enteritidis 4 2 50 2 50

VB S. Typhimurium 54 54 100 0 0
“Pool” 61 55 90,2 6 9.8

“ XLT4, Xilose Lisina Tergitol 4; RA, Rambach; VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose
Sacarose.
® Salmonella sp., S. Bredeney e S. Derby.

4.2 Amostras de fezes naturalmente contaminadas

Na coleta realizada na primeira visita 53 animais (50,4%) foram positivos.
Em todas as 21 baias coletadas pelo menos um animal era positivo. Em uma baia todos
os 5 animais coletados excretavam Salmonella sp. nas fezes. Nas fezes de lote, o
microrganismo foi detectado em 14 das 21 baias coletadas. A amostra de ragdo também
foi positiva para Salmonella sp.

Na segunda coleta, 7 animais (6,6%) foram positivos. Apenas 6 baias
apresentaram animais com Salmonella sp. nas fezes. Nesta coleta ndo foi possivel
detectar Salmonella sp. nas fezes de lote e na ragdo.

No processamento das amostras todos os tubos de controle (6) inoculados
com o pré-enriquecimento, contanﬁnadﬁ com Salmonella Typhimurium, foram
positivos em todos os meios solidos semeados. Com relagdo aos caldos, na primeira

coleta, 0 TMK42 foi significativamente superior (p<0,0001) ao RV e TMK37 (Anexo
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12). No entanto, na segunda coleta, o caldo TMK42 e RV foram superior a0 TMK37
(Anexo 13), mas apenas o desempenho do TMK42 apresentou diferenca significativa

com relagdo ao TMK37 (Tabela 12).

TABELA 12. Eficiéncia na recuperagdo de Salmonella sp. através de trés
enriquecimentos seletivos °, de acordo com o mimero de

placas positivas.
Coleta Placas RV TMK42 TMK37
semeadas
1° 252 36° 90° 30°
20 252 10 12¢ 5¢

“ RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42., Tetrationato Miller-Kauffmann incubado a
42°C;TMK37 Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C.

b ¢ Jetras diferentes na mesma linha indicam diferenca com p<0,0001.

4 ¢etras diferentes na mesma linha indicam diferenca com p<0,05.

Nas duas coletas realizadas, a recuperagdo de Salmonella sp. nos meios
seletivos XL.T4 e VB, semeados a partir dos caldos RV e TMK42, ndo apresentou
diferenca significativa. Sendo que, somente na primeira coleta, o agar XLT4 foi
significativamente superior (p=0.006) ao VB, quando ambos foram semeados a partir

do caldo TMK37 (Tabela 13).
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TABELA 13. Comparagio de dois meios solidos seletiv?s" semeados com
aliquotas do mesmo caldo de enriquecimento’ na recuperacao de

Salmonella sp.
Coleta Placas RV TMK42 TMK37
semeadas XLT4 VB XL T4 VB XL T4 VB
1° 126 19 17 497 41° 2V o2
2° 126 5 5 6 6 3 2

4RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42, Tetrationato Miiiller-Kauffmann incubado a 42°C; TMK37
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C.

® X1 T4, Xilose Lisina Tergitol 4; VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose.

4.¢ Jetras diferentes na mesma linha indicam diferenga com p=0,0771.

/- |etras diferentes na mesma linha indicam diferenca com p=0.006.

Com relagdo a sensibilidade dos caldos, na primeira coleta o caldo TMK42
apresentou a maior sensibilidade, tanto na combina¢@o com o agar XL T4 como com o
VB. O RV e TMK37 apresentaram resultados semelhantes no agar XL.T4, mas a
associagio RV/VB foi muito superior a associagdo TMK37/VB. Ja na segunda coleta
ndo houve maiores diferencas entre os caldos RV e TMK42, mas ambos apresentaram
uma maior sensibilidade que o caldo TMK37 em qualquer das associagdes com 0s

meios solidos (Tabela 14).

TABELA 14. Sensibilidade de trés métodos de enriquecimento seletivo®, em
associacdo a dois meios solidos seletivos® no isolamento de

Salmonella sp.
Coleta RV TMK42 TMK37
XL T4 VB XLT4 VB XLT4 VB
1° 36 32 92 81 40 17
2° 71 71 86 86 43 29

? RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42. Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C;
TMK37 Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C.
®XLT4, Xilose Lisina Tergitol 4: VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose.

Na primeira coleta, a metodologia de enriquecimento com caldo RV
apresentou maior especificidade, enquanto o TMK42 e o TMK37 foram menos

especificos na associagdo com o agar VB. Na segunda coleta os resultados foram
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semelhantes para todas as associagdes testadas (Tabela 15).

TABELA 15. Espec:ﬁcndade de trés métodos de ennquec;mento seletivo®, em
associacao a dois meios solidos seletivos®, no 1solamento de

Salmonella sp.
Coleta RV TMK42 TMK37
XLT4 VB XLT4 VB XLT4 VB
1° 100 100 o8 87 96 91
2° 100 99 100 100 100 97

RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C;
TMK37 Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C.
® XLT4, Xilose Lisina Tergitol 4; VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose

O agar XL T4, na primeira coleta, apresentou um desempenho superior ao
VB, resultando em um menor nimero de coldnias falso-positivas. Na segunda coleta

ndo houve o isolamento de col6nias falso-positivas no XL T4 (Tabela 16).

TABELA 16. Eficiéncia de dois meios solidos” no isolamento de Salmonella sp.
a partir de fezes de suinos naturalmente contaminadas.

Coleta Meio N° de colonias N° de col6nias N° de colonias
solido suspeitas cofirmadas falso-positivas
n % n %
XLT4 252 241 95,6 11 44
VB 220 186 84,5 34 15,5
2" XLT4 40 40 100 0 0
VB 44 34 77,3 10 22.7

“XLT4, Xilose Lisina Tergitol 4; VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose.

Nenhuma das coldnias atipicas isoladas a partir dos meios solidos seletivos,
nas duas coletas, foram confirmadas como Salmonella, sendo que todas as colonias
tipicas que foram confirmadas como Salmonella apresentaram resultados
caracteristicos nos testes TSI e LIA . Devido ao nimero de coldnias confirmadas como

Salmonella (652), através de triagem bioquimica e sorologia, apenas algumas foram
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enviadas ao Instituto Oswaldo Cruz para serem sorotipadas (Tabela 17).

TABELA 17. Total de colonias de Salmonella sp. isoladas a
partir dos diferentes materiais coletados” e o
numero de colonias enviadas para sorotipagem.

Coleta Material Total de Colonias
colonias sorotipadas
Triagem Fezes de lote 23 3
1° Fezes individuais 427 33
Fezes de lote 112 5
Rac¢do 16

2° Fezes individuais 74 6
Total 652 50

“ Fezes de lote, fezes individuais e racdo.

As amostras enviadas demonstraram pertencer a 15 sorotipos diferentes, os
quais estdo distribuidos em 6 sorogrupos. Da coleta de triagem todas as coldnias
selecionadas pertenciam ao sorotipo Rissen. Na primeira coleta, foram identificados os
sorotipo Mbandaka e Tennessee da ra¢do, os quais foram encontrados nas fezes
coletadas individualmente, e nas fezes de lote (sorotipo Mbandaka). Nenhum destes foi
identificado na segunda coleta. Por outro lado, os sorotipos Cerro, Heidelberg,
Montevideo e Typhimurium foram encontrados nas fezes de animais na primeira e na

segunda coleta (Tabela 18).



TABELA 18. Sorogrupos e sorotipos de Salmonella sp. isolados em trés
diferentes coletas, a partir de ragdo, fezes de Iote e
individualmente coletadas de suinos durante 3 visitas
realizadas em uma propriedade de terminag@o.

Sorogrupo Sorotipo Coleta

o
Q.

c S. Agona
S. Heidelberg
S. sp.

- ol N

S. Typhimurium

G S. Infantis
S. Mbandaka
S. Montevideo
S. Rissen
S. Tennessee

(9] (9] 4 [\ o = NS (-] — n—-z.—l

E: S. Anatum
S. Lexington
S. Orion

—

G2 S. Grupensis

b W

K S. Cerro
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olo|lo|lo © ol ~ o ©o N oo © o o
ol ol oo © Mo o ©o N ol -~ o o oA
Ol Ol Ol © © ol © © © © ol o o o o|lm
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L S. Minnesota 1

“ Triagem; ° Fezes de lote; “Racdo; © Fezes coletadas individualmente.



5. DISCUSSAO

O maior risco de contamina¢do da carne suina por Salmonella sp. esta
associado com a infecgdo subclinica dos animais. Na maioria das investigagdes
epidemiologicas, a cultura microbiolégica tem sido usada para determinar o nivel de
infecgdo com Salmonella sp. em granjas de suinos e/ou em frigorificos. Entretanto, a
detecgdo de Salmonella sp., através de métodos culturais, em suinos com infecgdo
subclinica ¢ altamente influenciada pela excregdo intermitente do microrganismo por
estes animais, bem como o tipo e volume da amostra, além do protocolo seguido no
exame cultural (Kim et al., 1999a).

O isolamento do patdgeno, através de métodos sensiveis e especificos, que
permitam estimar o nivel real de infec¢@o dos rebanhos, é de grande importancia para o
entendimento da epidemiologia da infeccdo por Salmonella sp. e para o
desenvolvimento de estratégias de controle apropriadas (Nielsen & Baggesen, 1997,
Kim et al., 1999b).

Para estimar o nivel de infecgdo dos rebanhos nas granjas, normalmente as
amostras coletadas limitam-se as fezes (Kim et al., 1999b). No entanto, entre os
diferentes estudos ocorrem variagdes no volume de amostra coletado e na metodologia
de isolamento (Funk et al, 1997, Nielsen & Baggesen, 1997). Nielsen & Baggesen
(1997) consideram ainda, que alguns estudos avaliam a sensibilidade dos métodos

apenas com amostras artificialmente contaminadas, o que, para os autores, dificulta a
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comparagio das metodologias, pois através deste tipo de amostras a facilidade em
isolar Salmonella sp. pode ser maior do que em amostras naturalmente contaminadas.

Estas consideragdes determinaram que este estudo fosse realizado em duas
fases, uma primeira com contaminagio artificial das amostras e uma segunda com 0
isolamento de Salmonella sp. em amostras naturalmente contaminadas. Nestas duas
fases foram comparadas metodologias de enriquecimento seletivo, etapa na qual deve
ocorrer a inibi¢do da microbiota competitiva e a multiplicagdo de Salmonella sp. até
niveis em que o patdgeno possa ser detectado (June et al., 1995).

Com a primeira fase buscou-se avaliar a capacidade das metodologias para
o isolamento de Salmonella sp., através da recuperagdo de sorotipos com caracteristicas
fenotipicas conhecidas, a partir de aliquotas de fezes artificialmente contaminadas. Os
resultados obtidos nesta fase serviram também para selecionar metodologias de
enriquecimento seletivo e meios solidos, os quais seriam entdo utilizados na segunda
fase. Nesta, avaliou-se a sensibilidade e especificidade das metodologias no isolamento
do patégeno, a partir de amostras naturalmente contaminadas, onde fatores como
estresse dos microrganismos excretados (Beckers et al., 1987), variagGes fenotipicas
das colonias (Morifiigo et al., 1989) e intermiténcia de excre¢do pelos animais (Bager
& Petersen, 1991; Nielsen & Baggesen, 1997) estavam influenciando o desempenho

das mesmas.

5.1. Contaminacao artificial

Busse (1995) considera que o isolamento de Salmonella sp., de certa forma,
€ propenso ao fracasso. O microrganismo pode ndo ser detectado por problemas ja na
amostragem € que, mesmo em amostras contaminadas artificialmente com Salmonella
sp., esta pode n3o ser isolada, devido a problemas no enriquecimento seletivo.

Observagdes como esta, determinaram que o presente estudo tivesse uma etapa inicial
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de contaminacdo artificial das amostras de fezes.

5.1.1 Primeira inoculacio

Nesta primeira contaminagdo artificial das amostras pode-se observar uma
maior diferenca no desempenho das metodologias no isolamento do sorotipo
Enteritidis, no qual o caldo TMK42 apresentou o melhor desempenho. Este sorotipo foi
recuperado em um menor nimero de placas, quando estas foram semeadas a partir de
caldos incubados a 37°C. Isto pode ter ocorrido devido ao sorotipo Enteritidis ndo ter
alcangado uma populagdo mais elevada que os microrganismos competidores, o que
dificultou o isolamento de coldnias nos meios solidos. Este mesmo sorotipo em
temperaturas mais elevadas como TMK42, ao contrario, so ndo pode ser isolado em
uma placa.

Para Rhodes et al. (1985) temperaturas de incubagdo mais elevadas inibem
a microbiota competidora. Desta forma, na incubagao a 42°C do caldo TMK, o numero
de §. Enteritidis teria excedido o de competidores, permitindo seu isolamento. Ao
contrario, o TMK37 apresentou um grande nimero de placas com crescimento de
outros microrganismos. O caldo RV, mesmo incubado a 42°C ndo obteve o mesmo
desempenho que o TMK42, o que pode indicar uma maior sensibilidade da linhagem
utilizada aos agentes seletivos do RV, uma vez que as placas semeadas a partir deste
caldo ndo apresentaram elevado crescimento de competidores que pudessem dificultar
a visualizac¢@o e o isolamento de coldnias tipicas de Salmonella sp.

Pignato et al. (1995) também observaram diferengas na recuperacdo de
alguns sorotipos, 0 que para os autores seria devido a uma variagdo na sensibilidade
destes aos inibidores dos diferentes caldos seletivos. Bager & Petersen (1991) ao

avaliarem a recuperagdo dos sorotipos com relagdo ao caldo de enriquecimento, no
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entanto, ndo constataram uma menor recuperagio de S. Enteritidis através do RV, mas
sim do sorotipo Give. Obtiveram também uma menor recuperagao de S. Typhimurium
a partir do TMK, apenas quando este era incubado a 43°C.

No presente estudo, o caldo SC ndo permitiu o isolamento dos sorotipos
Enteritidis e Typhimurium, talvez devido a uma maior suscetibilidade destas amostras
provenientes de uma colegdo de culturas aos efeito toxicos do caldo SC, em
comparagao com as amostras de campo presentes no “Pool”.

Para Van Schothorst et al. (1977) ndo haveria a sensibilidade de alguns
sorotipos especificos ao agente seletivo do meio. Neste estudo foi avaliada a eficiéncia
do caldo tetrationato bile verde brilhante na recuperagdo de Salmonella sp., ndo sendo
evidenciada uma maior sensibilidade de determinado sorotipo ao tetrationato. Segundo
os autores, € possivel que, dentro de qualquer populagdo, um nimero de células
apresente sensibilidade ao agente seletivo. Desta forma, uma linhagem seria
considerada sensivel, quando apresentasse um elevado nimero de células sensiveis. A
partir disto, os autores defendem o uso do pré-enriquecimento, pois com a inoculagdo
de um maior namero de células de Salmonella sp. no caldo seletivo, maior seria a
probabilidade de se ter células menos sensiveis.

Para os outros sorotipos testados neste experimento, os caldos SC € o
TMK37 demonstraram uma menor produtividade em comparagio aos caldos RV e
TMK42. No entanto, nos niveis de contaminagdo testados (1 e 2 UFC/g), para a S.
Typhimurium e para o “Pool”, ndo foi possivel observar diferengas significativas entre
os caldos RV, TMK42 e TMK37, apenas destes com relagdo ao caldo SC. Talvez fosse
possivel evidenciar uma maior diferenca através de niveis de contaminag¢do menores. A
favor desta hipétese, Pignato et al. (1995) obtiveram o isolamento de S. Enterititidis em

carnes contaminadas com até 0,4 UFC/g de amostra através do TMK incubado a 43°C
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e ndo através do SC incubado a 37°C.

Para Beckers et al. (1987), em amostras contaminadas com Salmonella sp.,
0 microrganismo podera ou ndo ser detectado, dependendo das interagdes entre as
células de Salmonella sp. e os microrganismos competidores. O que poderia justificar a
discordancia existente entre os autores.

June et al. (1995), em experimento com diferentes alimentos artificial e
naturalmente contaminados, obtiveram resultados variados quanto a produtividade dos
caldos seletivos, bem como das temperaturas de incubagdo. De modo geral, o caldo RV
preparado a partir de ingredientes individuais foi superior aos caldos SC e Tetrationato
Bile Verde Brilhante (incubados a 35°C), e ao RV disponivel comercialmente.

A grande maioria dos experimentos que compararam a eficiéncia de etapas
de enriquecimento seletivos, sdo realizados através da avaliagdo da freqiiéncia de
isolamentos, e ndo da cinética que ocorre no processo de enriquecimento seletivo.
Rhodes et al. (1985) desenvolveram um método para avaliar a cinética de crescimento
de uma cultura mista em meios de enriquecimento de Salmonella sp. Este método seria
uma forma de estudo e quantificagdo dos efeitos resultantes da variagdo do meio ou das
condi¢des de crescimento, sem que se realize uma comparagdo em larga escala da
freqiiéncia de isolamento. No entanto, neste tipo de experimento, em que a
contaminagdo € feita diretamente nos caldos seletivos, caracteristicas proprias de uma
amostra como: presenga de outros competidores (Sharma & Parker, 1969; Van
Schothorst et al., 1977; June et al, 1995) e matéria organica (MULLER..., 1987:
SELENITE..., 1987), as quais podem influenciar na detec¢do de Salmonella Sp., sdo
desconsideradas.

Sharma & Parker (1969) compararam o isolamento de Salmonella
Choleraesuis a partir de fezes contaminadas com o microrganismo, que haviam sido

previamente autoclavadas e sem este tratamento. Os autores observaram uma redugéo
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na detecgio de Salmonella Choleraesuis nas amostras de fezes que ndo haviam sido
autoclavadas, ou seja, onde havia a presenga de uma microbiota.

Van Schothorst et al. (1977) também consideram que a microbiota
competitiva pode influenciar na multiplicagio da Salmonella sp. Entretanto, estes
autores observaram que em cultura pura o crescimento de Salmonella sp. era inferior a0
de cultura mista (presenga de Enterobacter sp. ou de Citrobacter sp.), sugerindo uma
possivel diminuigio da toxicidade do caldo através dos competidores presentes. Os
autores consideram, ainda, que com a inoculagdio de um numero -elevado
(aproximadamente 10° UFC) de Salmonella sp., esta podera ser isolada
independentemente da presenca de competidores.

No presente estudo nenhum dos meios solidos seletivos testados, quando
semeados com aliquotas a partir do mesmo caldo de enriquecimento seletivo,
apresentou diferenca acentuada na recuperagdo de Salmonella sp. Isto demonstra que as
condi¢des de isolamento do microrganismo € mais dependente do desempenho da etapa
de enriquecimento do que do proprio meio solido, observagdo também feita por
Sherrod et al. (1995).

No entanto, o agar XI1.T4 foi superior aos demais meios testados. Isto deve-
se tanto a maior inibi¢do dos competidores que este agar apresentou, quanto ao seu
sistema indicador ter sido mais eficiente. Desta forma, o agar XLT4 permitiu
melhores condig¢des para o isolamento de colnias tipicas de Salmonella sp. do que os
outros meios testados, como o agar RA e VB.

O agar RA demonstrou ser mais eficiente quando associado ao caldo

TMK42, ja com o caldo SC ndo permitiu o isolamento de nenhum dos sorotipos. Como
o dgar RA esta entre os meios solidos que apresentam baixa seletividade (Busse, 1995),
estes resultados também s3o indicativos de que, quando um meio solido ¢ semeado a

partir de um enriquecimento com maior seletividade, como o TMK42 demonstrou ser
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neste estudo, maior seré a probabilidade de isolamento de Salmonella sp. (Sherrod et
al., 1995).

Nas placas do agar RA semeadas a partir do caldo SC inoculado com
aliquotas de amostras contaminadas com S. Enteritidis, s6 houve o crescimento de
microrganismos fermentadores de lactose. Nas placas de XLT4 e VB foi possivel
somente a visualizagio de colonias amarelas, também caracteristicas de
microrganismos lactose positivos, demonstrando desta forma, uma elevada
superioridade do nimero destes microrganismos em relagdo ao de Salmonella sp. Em
apenas uma placa da contaminagio com S. Typhimurium e em 3 do Pool, ndo houve o
crescimento exclusivo de coldnias verde-azuladas no agar RA, quando semeado a partir
do caldo SC.

Para Beckers et al. (1987), em um experimento no qual realizaram
contaminag3o artificial de carne com Salmonella sp., os microrganismos competidores,
lactose positivos, foram os que desempenharam uma maior influéncia na detec¢do dos
microrganismos deste género. Com um numero elevado de microrganismos lactose
positivos, a detec¢do de Salmonella sp. foi menor, o que ndo ocorreu quando um
elevado numero de microrganismos lactose negativos desenvolveu-se no
enriquecimento seletivo. Estas observagdes indicam que a competigdo entre os
microrganismos ndo € apenas uma questao de numero, mas também de tipo, e ndo
somente em relagdo a habilidade de formar colonias semelhantes as de Salmonella sp.
no meio solido, mas também com a possivel interagdo entre Salmonella sp. e os
microrganismos competidores durante o enriquecimento seletivo (Beckers et al., 1987).
Para estes autores Escherichia coli, Enterobacter sp. e Proteus sp. desempenham
importante papel como competidores, sendo Escherichia coli isolada somente nas

amostras que Salmonella sp. ndo foi detectada.

Da mesma forma que o agar RA, o agar VB apresentou melhores resultados



68

quando semeado a partir de enriquecimentos mais seletivos. Nestas condigbes seu
desempenho assemelhou-se ao do XLT4. No entanto, pela comparacdo visual das
placas, o VB apresentou uma menor seletividade em relagdo ao XLT4 e a0 RA,
dificultando a avaliagio das caracteristicas das colonias, principalmente quando o
crescimento de coldnias lactose positivas era elevado. Este problema ainda era
agravado quando o VB era semeado a partir de enriquecimentos menos seletivos como
o TMK37 que, com freqiiéncia, permitiu o crescimento em véu de Proteus sp., 0 que
pode ter impedido a visualizagdo de coldnias de Salmonella sp. Desta forma
evidenciou-se a necessidade de que a este agar seja adicionado um inibidor do
crescimento daquele microrganismo, como o antibidtico novobiocina (Tate et al,
1990).

A estas observagdes soma-se o fato que o d4gar VB demonstrou possuir um
sistema indicador que nd3o permite uma boa identificagdo e diferenciagdo das coldnias
de Salmonella sp. como o XLT4 e o RA. Isto foi evidenciado pelo nimero de colOnias
falso-positivas isoladas deste agar, o que ndo ocorreu no XLT4 nem no RA. O que
deve-se principalmente pela dificuldade em diferenciar col6nias lactose negativas que
ndo sdo Salmonella sp. daquelas deste microrganismo. Para diminuir o trabalho no
laboratorio, no processamento de colonias falso-positivas, alguns autores
recomendam a realizagio do teste da oxidase com as coldnias suspeitas. Desta forma,
somente as oxidase negativas seguiriam para posterior confirmagdo (Dusch &
Altwegg, 1995).

Desta forma, confundir colonias que n3o sio do género Salmonella com

coldnias caracteristicas destes microrganismos tanto no 4gar RA como no XLT4 é um
pouco mais dificil que no 4gar VB, pois o sistema indicador daqueles meios permite

uma melhor diferencia¢do das coldnias.

No RA a coloragdo vermelha s6 € apresentada por colonias de Salmonella
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sp. e linhagens de Citrobacter freundii que sdo B-D-galactosidase negativas, as quais
também assumiriam a coloragdo vermelha (Pignato et al., 1995). Em estudo realizado
por estes autores, de 235 colonias isoladas, com coloraggo vermelha caracteristica,
apenas 5 ndo foram confirmadas como Salmonella sp. e sim como Citrobacter freundii,
que ndo possuiam a enzima PB-D-galactosidase. No entanto, o agar RA possui
limitagdes em sua sensibilidade devido a alguns sorotipos de Salmonella sp. que ndo
degradam o propilenoglicol (Rambach, 1990) ou possuem a enzima B-D-galactosidase
(Gruenewald et al., 1991).

O agar XLT4 permite a diferenciagdo das colonias de Salmonella sp. de
outras que também sdo H,S positivas. Aquelas apresentam a coloragdo negra mais
intensa, os bordos sdo translicidos e, com aproximadamente 24 horas de incubagdo, €
possivel visualizar um halo vermelho na colonia caracterizando a degradagdo da lisina
(Miller et al, 1995; XLT4..,1996). Isto ndo ocorre com competidores como 0
Citrobacter sp., que normalmente ndo produzem colonias pretas com 24 horas de
incubag@o. Neste agar, colonias atipicas de Salmonella sp., ndo produtoras de HS,
apresentam-se com coloragdo rosea podendo ser diferenciadas de outras bactérias
(lactose positiva) que apresentam colora¢dao amarela (Miller et al., 1995).

No presente estudo, as placas dos 3 meios seletivos permitiram um melhor
isolamento quando semeadas a partir de enriquecimentos com temperaturas mais
elevadas. O que também foi obtido por Dusch & Altwegg (1995), que isolaram um
menor numero de colonias falso-positivas quando as amostras de fezes foram
enriquecidas em caldos incubados a 42°C ao invés de 37°C. Os autores consideram que
esta temperatura mais elevada melhora a récuperagio dos sorotipos ndo tifoides. Entre
os meios testados, o agar XLT4 e especialmente o Rappaport-Vassiliadis semi-solido

modificado (SMRV) demostraram ser excelentes no isolamento de sorotipos de ndo
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tifdides, a partir de amostras de fezes.

Sherrod et al. (1995) também encontraram um menor nimero de falso-
positivos e principalmente de falso-negativos quando os meios sélidos testados foram
semeados a partir de caldos incubados a temperaturas mais elevadas. Para os autores
isto foi devido a um menor crescimento da microbiota competidora nas placas. Entre os
meios ndo houve grande diferenca com relagdo a produtividade e o nimero de falso-
positivos ou falso-negativos. O agar XLT4 em alguns alimentos testados apresentou um
menor nimero de falso-positivos que os outros meios. Os autores consideraram que na
escolha de um agar para o isolamento de Salmonella sp. além destes fatores como
produtividade e resultados falsos, devem ser considerados outros fatores como: custo,
tempo de preparo e tempo necessario para a adaptagdo com o meio.

Para Morifiigo et al. (1989) os meios seletivos apresentam tanto vantagens
como desvantagens. No entanto os autores ndo recomendam o uso do agar SS para a
detecgdo de Salmonella sp., pelo baixo nimero do microrganismo recuperado por este
meio. Obtiveram maior seletividade através dos meios Xilose Lisina Desoxicolato
(XLD) e do VB, e melhores resultados com tempo de incubagao das placas de 48 horas
do que com 24 horas. Entretanto este experimento foi realizado com cultura pura de

Salmonella sp., na auséncia de microbiota competidora.

5.1.2 Segunda inoculacio

Na segunda contaminagdo das amostras de fezes a avaliagio do
desempenho das metodologias foi prejudicada, pelo fato dos animais da propriedade
coletada estarem sendo submetidos a tratamento com antimicrobianos. A permanéncia
das amostras de Sa/monella sp. inoculadas por 48 horas sob refrigeracdo em contato
com as fezes onde havia antimicrobianos deve ter determinado a lesdo das células

destes microrganismos. Este efeito lesivo dos antimicrobianos tem sido utilizado
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rotineiramente no controle de microrganismos indesejados em meios de cultivo
bacteriologicos (Morifiigo et al., 1989).

O efeito toxico dos antimicrobianos nas fezes, entretanto, nao garante a sua
eficiéncia sobre as células de Salmonella sp. in vivo ou seu efeito sobre o estado de
portador dos animais. Quando presentes nos animais portadores, 0s microrganismos
estdo sujeitos a uma pressdo de selegdo, podendo ja apresentar resisténcia ou adquirir
pela troca de material genético com a microbiota normal, que possa ser resistente aos
antibioticos usados (Finlay & Falkow, 1989; Trabulsi & Toledo, 1999). Além disso, o
fato da Salmonella sp. ser uma bactéria intracelular facultativa, uma possivel
localizagdo intracelular, impede a agdo de antimicrobianos sobre as mesmas (Clarke &

Gyles, 1993).

5.1.3 Terceira inoculagio

Na terceira contaminagdo artificial das amostras foi novamente observada
uma maior sensibilidade da S. Enteritidis ao enriquecimento. No entanto, os resultados
nao reproduziram os dados obtidos na primeira contamina¢do. Ao contrario dos
primeiros resultados, o caldo TMK42 apresentou o pior desempenho. A S. Enteritidis
foi melhor recuperada em caldos com temperaturas mais baixas como o TMK37 e do
SC, a partir do qual anteriormente nao havia sido isolada. No entanto, a produtividade
dos todos os caldos nas placas foi baixa, permitindo apenas o isolamento de uma
colonia em cada placa.

As diferencas na recuperagdo da S. Enteritidis pelos caldos, tanto na
primeira contamina¢do como nesta, ndo foram estatisticamente asseguradas,
demonstrando que com os niveis de contaminagdo testados (1 e 2 UFC/g) ndo haveria
diferenga entre os caldos. Se neste isolamento de S. Enteritidis fossem utilizados

somente os meios seletivos XL T4 e RA, este sorotipo ndo seria detectado a partir do



72

caldo RV, ja que deste caldo foi detectado apenas no agar VB.

Para melhorar a recuperagdo da S. Enteritidis, talvez um tempo maior de
incubagdo dos caldos seletivos fosse necessario, ja que em ambas as contaminagdes a
sua recuperagdo foi inferior aos demais sorotipos. Waltman et al. (1992) consideram
que os melhores resultados na detecgdo de Salmonella sp. seriam obtidos com tempos
de incubagdo maiores. Para estes autores, o isolamento de Salmonella sp. seria mais
eficiente com a combinagdo de tempos de 24 horas com um enriquecimento secundario
apos o caldo ter sido mantido 5 dias a temperatura ambiente. Com esta associagao de
tempos foi possivel a detecgdo de Salmonella sp. em 98% das amostras. Por outro lado,
metodologias como esta tornariam o diagnostico ainda mais demorado, o que
inviabilizaria a sua utilizagdo na rotina.

Para o sorotipo Typhimurium os resultados obtidos entre os caldos foram
praticamente iguais entre si e, com exce¢do do caldo SC, também foram semelhantes
ao da primeira contaminagdo. No entanto, mesmo que o SC apresentasse estes
resultados para os demais sorotipos, ele ainda ndo seria 0 mais recomendavel para o
uso em rotina laboratorial, tanto por apresentar uma menor produtividade, com a
recupera¢do de nimeros reduzidos de colonias nos meios solidos seletivos, como pela
sua toxicidade. Este fato foi utilizado por outros autores como critério de exclusio do
caldo SC (June et al., 1995).

Diferenca significativa entre os caldos houve apenas com os sorotipos do
“Pool”, cujos resultados reproduzem os obtidos na primeira contaminagdo, ou seja,
entre os caldos RV, TMK42 e TMK37 n3o haveria diferenga, apenas destes com
relagdo ao caldo SC.

Com relagdo a diversidade de microrganismos visualizada nas placas dos
meios seletivos ndo houve muita diferenga com relagdo a primeira inoculagio. Onde

houve uma menor recuperagdo de Salmonella sp. a diversidade também foi menor,
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principalmente nas placas semeadas a partir do SC, com o crescimento predominante
de coldnias caracteristicas de microrganismos fermentadores de lactose.

Nesta terceira inoculagiio, o caldo TMK37 apresentou melhores resultados
que os demais caldos para os sorotipos Enteritidis ¢ Typhimurium, o que esta em
desacordo com os resultados do primeiro experimento. No entanto, a superioridade
deste caldo sobre os demais caldos so foi assegurada estatisticamente com relagdo ao
SC e através das amostras contaminadas com o “Pool”.

Da mesma forma que na primeira inoculagdo, os meios solidos seletivos
testados, quando semeados com aliquotas a partir do mesmo caldo de enriquecimento
seletivo, ndio apresentam diferenca significativa na recuperagio de Salmonella sp. No
entanto houve uma redugdo no mimero de coldnias falso-positivas, provavelmente
devido a uma maior familiariza¢do com as caracteristicas da colonia de Salmonella sp.

nos meios seletivos, principalmente no caso do agar VB.

5.2 Amostras de fezes de suinos naturalmente contaminadas

Nesta fase as metodologias de enriquecimento foram avaliadas através de
um maior mimero de amostras e na presenga de diferentes sorotipos. Nielsen &
Baggesen (1997) consideram que para validar comparagdes entre diferentes meios na
detecgdo de Salmonella sp., seria necessaria a utilizacdo de um grande mimero de
amostras, as quais deveriam ser naturalmente contaminadas.

Devido ao baixo rendimento na primeira fase e sua toxicidade, o caldo SC
foi excluido desta fase. Este caldo, no entanto, ja foi citado como um dos mais
utilizadas no isolamento de Salmonella sp. em alimentos e ragdo (Bailey et al., 1981).
Como o uso de mais de um caldo de enriquecimento aumenta as chances de isolamento
de Salmonella sp. (Bailey et al., 1981), foram mantidos os caldos RV, TMK42 e

TMK37. Inicialmente pretendia-se utilizar na segunda fase apenas duas metodologias
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de enriquecimento, mas os resultados da primeira etapa ndo permitiram a exclusdo de
outro caldo além do SC. O 4gar RA também ndo foi utilizado nesta fase,
principalmente devido ao seu elevado custo.

Na primeira coleta, houve um grande numero de animais positivos para
Salmonella sp. (50,4%), podendo ter sido a ragdo provavel e principal fonte de
contaminagio. Ja na segunda coleta, foi possivel a detecgdo do patégeno em um menor
nimero de animais (6,6%) e ndo na ragdo. Esta diminuicdo do numero de animais
positivos aliado ao resultado negativo da ragdo pode indicar que muitos animais
estavam excretando o patogeno na qualidade de portadores passivos na primeira visita
ou tornaram-se portadores latentes. Muitos sorotipos sdo capazes de causar uma
gastrenterite local, mas a persisténcia no hospedeiro e o predominio de determinados
sorotipos ainda n3o é compreendido (Lax et al., 1995).

A coleta de fezes de lote teve como objetivo uma comparagdo dos
resultados que seriam obtidos com as fezes coletadas individualmente, no entanto como
ndo foram coletadas amostras em diferentes pontos da baia (5x5g), ndo podemos tragar
um comparativo confiavel. Entretanto € possivel relatar que, de acordo com a forma
como foram coletadas (1x25g), as fezes de lote ndo forneceram resultados semelhantes
ao de fezes individuais.

Apesar das fezes de lote serem propostas como diagndstico de rebanhos
infectados por Salmonella sp. (Stege et al., 1997), muitas vezes ndo permitem uma
correta avaliagdo do nivel de infecgdo dos animais. Se apenas fezes de lote houvessem
sido coletadas na segunda visita, a granja teria sido considerada negativa para
Salmonella sp. Comparando com os dados de fezes individuais, € possivel constatar
que existam 6% de animais excretando a bactéria, além de um nimero imprevisivel de
animais portadores latentes. Esta discrepancia entre fezes de lote e presenga de animais

portadores ja havia sido observada por Weiss et al. (1999).
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De um modo geral, a comparagdo entre as etapas de enriquecimento, tanto
entre os experimentos da primeira quanto da segunda fase, indica uma superioridade do
caldo TMK incubado a 42°C, sendo que na primeira coleta da segunda fase observou-
se diferenca em niveis estatisticos mais significativos. O caldo RV, tanto em associagdo
com 0 XLT4 como com o VB, apresentou maior especificidade nas duas coletas mas a
sua sensibilidade, principalmente na primeira coleta, foi muito inferior ao TMK42,
tanto que somente uma amostra foi positiva apenas para o caldo RV (Anexo 12 B).

Nenhum dos meios sélidos semeados com aliquotas do mesmo caldo de
enriquecimento seletivo apresentou diferenga acentuada na fase de contaminagdo
artificial. No entanto, na primeira coleta da segunda fase, houve uma superioridade
estatisticamente assegurada do XL T4 em relagdo ao VB, quando semeados a partir do
caldlo TMK37. Isto deve-se principalmente a baixa sensibilidade que a associagdo
TMK37/VB apresentou em relagdo a associagio TMK37/XLT4. Entretanto, a
utilizagdo do agar VB ¢ justificada pelo fato de aumentar a probabilidade de isolamento
de Salmonella sp. Como na primeira fase do presente estudo, na primeira coleta desta
segunda fase também houve um caso em que a amostra s6 pode ser considerada
positiva pela detecgdo de Salmonella sp. no agar VB a partir do caldo TMK42. Isto
ocorreu com uma amostra de fezes coletada individualmente na baia 7, constituindo a
unica amostra positiva desta baia (Anexo 12 B). O uso em associa¢do do agar VB
também € recomendado para o isolamento de Salmonella sp. atipica, produtora tardia
de H»S ou ndo produtora (Nielsen & Baggesen, 1997).

Quando houve diferenca entre as associagdes dos caldos seletivos testados
com os meios solidos, estas foram tanto mais sensiveis quanto especificas quando o
agar XI.T4 estava presente. O agar XI.T4 permitiu melhores condigdes de visualizagdo
e diferenciacdo das colonias de Salmonella sp., resultando em uma maior

especificidade, ou seja, um menor nimero de coldnias falso-positivas. Desta forma, a
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maior seletividade e o melhor sistema indicador do XLT4 resultaram em uma maior
detecgdo de Salmonella sp., principalmente quando semeado a partir de um caldo que
ndo permita a multiplicagdo das células de Salmonella sp. em niveis superiores ao dos
competidores, como ocorreu com 0 TMK37.

Desta forma, a seletividade possui maior importancia na etapa do
enriquecimento em caldo, do que nos meios solidos, mas estes serdo decisivos quando
o nimero de Salmonella sp. for baixo e a detecgdo do microrganismo for mais dificil. A
seletividade dos meios sélidos possuia maior importincia quando a metodologia de
detecgio de Salmonella sp. em amostras de fezes previa a semeadura direta nestes
meios, sem a fase de enriquecimento seletivo. Por outro lado, a seletividade dos meios
para detecgio de Salmonella sp. vem diminuindo a medida que o sistema indicador €
melhorado (Busse, 1995).

Para Busse (1995) a etapa de enriquecimento seletivo constitui um sistema
ecologico e a competicdo entre Salmonella sp. e microbiota presente podem afetar os
resultados. Desta forma, a discussdo da problematica do enriquecimento seletivo ndo
deveria basear-se apenas nos aspectos de seletividade e produtividade. O autor
considera, ainda, que a dificuldade de detecgdo de Salmonella sp. pode justificar a
quantidade de informagGes controversas com relagdo aos métodos de isolamento, mas
ndo uma atitude de resignagdo ou desdnimo com relagio ao problema, devendo
estimular pesquisas que permitam um maior entendimento sobre o processo de
enriquecimento.

Davies et al. (1999) consideram que o emprego de diferentes metodologias
de detecgdo de Salmonella sp., pelos pesquisadores, dificultam a comparagdo direta dos
resultados. Mesmo assim, uma padroniza¢do rigida na metodologia de detecgdo de
Salmonella sp. nio seria prudente, ja que os estudos podem apresentar diferentes

objetivos e limitagdes.
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Mesmo que o método microbiologico apresente todos estes problemas e
limitagdes, ainda deve ser alvo de estudo (Davies et al., 1999), pois € a partir dele que
outras metodologias, que poderdo aumentar a sensibilidade e/ou a especificidade na
detecgdio do patdgeno, sdo padronizadas (Roof, 1996).

5.2.1 Sorotipos de Salmonella sp. identificados

Os sorotipos Typhimurium e Enteritidis estio entre os principais
causadores de toxinfecgdes no homem, sendo que a S. Typhimurium também tem sido
uma das mais isoladas a partir dos rebanhos de suinos e em carcagas de origem suina.
No entanto, estes sorotipos normalmente nio tém sido isolados a partir da ragdo
(Wegener et al., 1997; Stege et al., 1997). Ao contrario, o sorotipo Infantis tem sido
encontrado em diversos tipos de amostras inclusive ra¢do. Desta forma, sorotipos que
ndo sejam Typhimurium, Infantis e Enteritidis provavelmente sejam introduzidos no
rebanho através de ragdo contaminada, além de outras fontes como roedores e fauna
selvagem (Baggesen et al., 1996).

Como no presente estudo somente uma amostragem das colonias de
Salmonella sp. isoladas foi sorotipada, ndo € possivel afirmar quais os sorotipos
predominantes nas diferentes amostras, nem estabelecer uma comparagdo entre os
sorotipos € os caldos de enriquecimento a partir dos quais foi possivel ou ndo o seu
isolamento nos meios solidos. Entretanto, o sorotipo Typhimurium isolado em fezes de
lote e individuais ndo foi identificado a partir da ragdo, e o Infantis apenas em fezes
individuais. O sorotipo Rissen, o unico identificado na triagem (fezes de lote), também
foi encontrado em fezes individuais na primeira coleta.

Baggesen et al. (1997) compararam o isolamento de sorotipos de
Salmonella enterica em diferentes amostras (ragdo, rebanho suino, carcaga de suinos €
no homem) no ano de 1996, na Dinamarca. De todos sorotipos encontrados por estes

autores, 10 estdo entre os identificados no presente estudo. Para os autores seus
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resultados demonstraram a grande variagio existente na capacidade dos diferentes
sorotipos de Salmonella sp., em serem transmitidos na cadeia de produgdo de alimentos
e causar doenca no homem. Entre os sorotipos que também foram isolados no presente
estudo o sorotipo Infantis foi encontrado em todas as fontes pesquisadas pelos autores.
Os sorotipos Agona, Anatum, Heidelberg, Mbandaka, Montevideo e Typhimurium,
entre outras fontes, também foram isolados do homem. Da ragdo foram isolados os
sorotipos Agona, Infantis, Lexington, Mbandaka, Montevideo, Orion, Tennessee

Surtos causados por sorotipos de Salmonella sp., que normalmente nao sao
causadores de doenca no homem, como o surto de meningite causado por S. Grupensis,
reforcam o fato de que qualquer sorotipo € potencialmente patogénico para o homem
(D’Aoust, 1994; Taunay et al., 1996; Blaha, 1997). Cauduro et al. (1986) relatam o
isolamento de S. Tennessee, em fezes humanas, também com o objetivo de alertar para
o possivel valor clinico e epidemiologico do isolamento de sorotipos que ndo Typhi ou
Typhimurium.

Para Baggesen et al. (1997) a variagdo na habilidade dos diferentes
sorotipos em serem transmitidos através da cadeia de produgdo do alimento e causar
doenca pode dever-se a capacidade da Salmonella sp. em resistir ao estresse extra-
animal ou a habilidade de causar infecgdo nos animais ou no homem. Esta dependeria
de fatores como: dose infectante, especificidade ao hospedeiro, capacidade de
colonizagdo e invasdo, estado de portador, entre outros. Estes fatores ainda ndo sdo
totalmente compreendidos, embora muitas pesquisas sejam conduzidas no sentido de
estudar os mecanismos gerais da patogenicidade da Salmonella sp. (Lax et al., 1995).

Para Baggesen et al. (1997) sdo necessarias pesquisas que propiciem um
maior entendimento da fisiologia do patégeno, e desenvolvimento tanto tecnologico
como da medicina humana e veterinaria. Os autores consideram ainda que os diferentes

sorotipos e as diferencas na distribuigdo destes também podem ocorrer devido a
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utilizagio de diferentes métodos de isolamento de Salmonella sp.

Os resultados obtidos no presente estudo, constituem uma etapa inicial,
com a adequagio dos métodos microbiologicos de isolamento de Salmonella sp. as
condigdes locais. Tais métodos serio empregados em estudos visando um melhor
entendimento da epidemiologia da infec¢do por Salmonella sp., para a obtencdo de
melhores condi¢des de sanidade dos rebanhos de suino e aumento na seguranca
biolégica da carne e seus produtos. Pela prevengdo e controle da infecgdo de
Salmonella sp. nas granjas é possivel se reduzir o nimero de patogenos aos quais 0s
animais s3o expostos. Segundo Berends et al. (1996) este controle deve ser processado
em todos os estagios da criagdo desde as granjas de criagdo, multiplicagdo e
terminagdo, ja que rebanhos identificados como livres de Salmonella sp. deveriam ser
separados dos demais, evitando desta forma a contaminagdo cruzada durante o
transporte, o periodo que antecede o abate dos animais e no decorrer do mesmo.

A prevengdo e o controle da infec¢do por Salmonella sp. nos rebanhos
suinos além de proporcionar uma maior seguranca ao alimento, também diminui as
perdas econémicas associadas com esta infecgdo (Rubino, 1997), e permite o acesso ao
mercado externo (Martins, 1999).

De acordo com Martins (1999), as exportagdes brasileiras de carne suina
tendem a crescer, ja que outros paises produtores, além de enfrentarem problemas de
superpopulagdo, t€ém experimentado problemas com relagdo a sanidade, preservagdo
ambiental e conforto dos animais, resultando em maiores dificuldades de produgdo que
o Brasil, que ainda pela area territorial € capaz de grande produgdo de gréos.

O desenvolvimento de pesquisas com relagdo a Salmonella sp., visando a
seguranca biologica dos alimentos e o atendimento das exigéncias do consumidor e do
mercado externo, proporcionam a implementag@o de praticas que reduzem os fatores de

risco e os niveis de contaminagdo dos animais (Bahnson, 1996). Desta forma, sera
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possivel a certificagdo dos produtos através de rotulos onde estejam a seguinte
afirmagdo: “Foram empregadas todas as medidas conhecidas para a redugdo da
presenca de Salmonella neste produto e prevenir a introdugdo de Salmonella sp. em

cada nivel e unidade de produgio envolvida” (Blaha, 1996b, p.48).



6. CONCLUSOES

Nas condigdes desenvolvidas no presente estudo € possivel concluir:

1. No isolamento de Salmonella sp. em amostras contaminadas
artificialmente, os caldos Rappaport-Vassiliadis incubados a 42°C e Tetrationato
Miiller-Kauffmann a 42°C e 37°C foram mais eficientes que o Selenito Cistina a 37°C.
Com amostras naturalmente contaminadas, os caldos Rappaport-Vassiliadis e
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubados a 42°C apresentaram um melhor
desempenho que o Tetrationato Miiller-Kauffmann a 37°C.

2. A eficiéncia do enriquecimento seletivo influenciou diretamente a
capacidade seletiva e indicadora dos meios solidos seletivos utilizados.

3. A metodologia mais eficiente para o isolamento de Salmonella sp. a
partir de fezes de suinos foi o enriquecimento seletivo em caldo Rappaport-Vassiliadis
e Tetrationato Miiller-Kauffmann incubados a 42°C associado ao isolamento em éagar

Xilose Lisina Tergitol 4 e agar Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose.



7. PERSPECTIVAS

1. Determinar a sensibilidade minima dos métodos de deteccdo de
Salmonella sp., a partir dos caldos Rappaport-Vassiliadis e Tetrationato Miiller-
Kauffmann incubados a 42°C em associagdo com os meios solidos seletivos Xilose
Lisina Tergitol 4 e Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose.

2. Verificar a sensibilidade de alguns sorotipos especificos de Salmonella
sp. aos caldos Rappaport-Vassiliadis e Tetrationato Miiller-Kauffmann, e a diferentes
temperaturas de incubagdo (37°C e 42°C), através de metodologias que permitam a
avaliag@o da cinética de crescimento dos sorotipos.

3. Através destas metodologias, avaliar o efeito da microbiota associada na
detecgdo de Salmonella sp. em fezes de suinos de terminagao.

4. Detecgdo de Salmonella sp. na carne suina disponivel ao consumidor no
comércio, verificando se sorotipos encontrados nas fezes também o sdo no produto
final, ou seja, se estes sd3o mantidos durante o processamento industrial do alimento.

5. Estudar a prevaléncia e epidemiologia da infec¢@o por Salmonella sp. em
suinos, adotando as metodologias estabelecidas como mais adequadas no presente

trabalho.
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ANEXO 1. Solugdo Salina

Cloreto:desodio NaCT « . s s SR
AGUA AESHIAAA ..o 1.000ml

Modo de preparo: dissolver os componentes em agua destilada, distribuir 9 ml em tubos

e autoclavar a 121°C por 15 minutos.



ANEXO 2. Solu¢do Tampao Fosfato Salina (PBS)

Solugdo A
Fosfato de sddio dibasico 0,2M

Fosfito de $0dio dibésico (NEHPOS) - -.ocsnniismmmimsmmmmsissssasisnnsimsonsass
AGRABRIIR . ... ..o srssemmmomamasmmsmmmms et r S SRS A S SRS

Solugdo B
Fosfato de potassio monobasico 0,2M

Fosfato de potassio monobasico (KHzPO4) ..o
Agua destilada ...

Solug¢do salina

Cloreto de s0dio (NACI) .............cocouorioierieceeee et
Agua deStilada ...

95

28.39¢
1.000ml

27.21g
1.000ml

... 8,5g
1.000ml

Modo de preparo: para PBS 0.0IM (pH 7) misturar 60 ml da solugdo A e 40 ml da
solugdo B, retirar uma aliquota de 5 ml e a esta adicionar 95 ml de solugdo salina, e

autoclavar a 121°C por 15 minutos.



ANEXO 3. Agua Peptonada Tamponada

Peptona de Came ..............cooooooiiiiiiieie e enenee. 10,08
Cloreio de 88010 (NACT) ...o.coccivivsnmmsnimismmvstsssisssisia s 5,0g
Fosfato de sodio dibasico (NazHPOL,) ........ooveeiieeeeeie et eeee e 9,0g
Fosfato de potassio monobasico (KHzPO4) ........c.ooviivieiiieiececeeeeeeeeeeeeeee e 1,5g
Agua destilada .........o..coooooovooooeeeoeeeeeeeeeee e es e, 1000m]

Modo de preparo: dissolver os componentes em agua destilada. Distribuir o volume de

225 ml em frascos e autoclavar a 121°C por 15 minutos.
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ANEXO 4. Constituintes dos caldos de enriquecimento seletivo® utilizados na

detecgdo de Salmonella sp.
Ingrediente Componente Caldos seletivos (componente g/1)
RV TMK SC

Carboidrato Lactose 4,0
Proteina Extrato de levedura 1,8

Extrato de carne 5,0

Peptona de carne 10,0

Triptona 5,0

Peptona de soja 4.5
Aminoacido L-cistina 0,01
Agente seletivo Bile bovina 4,75

Cloreto de magnésio. 6 HpO 29.0

Hidrogeno selenito de sodio 4,0

Tetrationato L

Verde brilhante © 0,01

Verde malaquita 0,036
Compostos Carbonato de calcio 45,0
inorganicos Cloreto de sodio 8.0 3,0

Fosfato de potassio dibasico 0,4

Fosfato de potassio monobasico 0,6

Fosfato de sodio 10,0

Iodeto de potassio ¢ 5,0

Iodo® 4,0

Tiossulfato de sédio 50,0

“ RV. Rappaport-Vassiliadis; TMK, Tetrationato Miiller-Kauffmann; SC, Selenito Cistina. Os caldos ¢
seus aditivos foram preparados de acordo com especificagdes dos rotulos dos meios de cultura.
® Formado in situ pela reacio do iodo com o tiossulfato de sédio.

cde

Fonte: MULLER..., 1987; SELENITE..., 1987 SALMONELLA..., 19%.

Adicionados a base do caldo Tetrationato Miiller-Kauffmann.



ANEXO 5. Constituintes dos meios solidos seletivos” para o isolamento de
Salmonella sp.
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Ingrediente Componente Meios sélidos seletivos
(componente g/)
RA XLT4 VB
Carboidrato Lactose 7,5 10,0
Propilenoglicol 10,5
Sacarose 7,5 10,0
Xilose 3,75
Proteina Extrato de levedura 3,0 3,0
Peptona 8,0
Proteose peptona N° 3 1,6 10,0
Aminoacido L-Lisina 5,0
Sistema Citrato de amonio férrico 0,8
indicador HpS”  Tiossulfato de sodio 6,8
Agente seletivo Desoxicolato de sodio 1,0
Verde Brilhante 0,0125
Tergitol-4 © 461
Corante indicador Vermelho de fenol 0,08 0,08
Vermelho neutro 0,03
Sal inorganico Cloreto de sodio 5,0 5,0 5,0
Substrato 5-bromo-4-cloro-3-indol
enzimatico B-galactopiranosidase 0,1
Agente
solidificante Agar 15,0 18,0 20,0

“ RA, Rambach; XLT4, Xilose Lisina Tergitol 4; VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose
Sacarose. Os meios e a adi¢io de suplemento foram feitos de acordo com especificagdes dos rétulos

dos meios de cultura.

® Pela reaciio do tiossulfato de sodio e citrato de amdnio férrico é formado in sitz o sulfeto ferroso.
¢ Adicionado 4 base do dgar XLT4.
¢ Adicionado na forma de um suplemento, 4,6 ml para 1000 ml de meio base de XLT4.

Fonte: Rambach, 1990; Sherrod. et al., 1995; RAMBACH....1996.



ANEXO 6. Caldo ONPG

Solugdo A - Solugdo do reativo ONPG

2-nitrofenil-B-D-galactopiranoside (ONPG, Ci12HisNOg) ...oo.covvviiiicieiiiiis 6.0g
Fosfato de sodio tamponado pH7,5 (NazPO4- 0,01M) ..o 1000ml

Modo de preparo: dissolver o ONPG na solugdo de fosfato de sodio tamponado e

esterilizar por filtragdo.

Solugdo B - Agua Peptonada a 1%

Peptona de CAME ............coooomuevemeeieeeiaeaieiseieeiestesseseeesesesesssesascssscnsssanenssssessensenscesnarees 108
Clott0 A6 8010 TNBITE). covuiosicmsonmiainivim s i s s o e 5,0g

AQUA AESHIAAR ... eeeseee e eesseeeseneeenennne.. 1000m]

Modo de preparo: dissolver a peptona de carne e o NaCl na agua destilada e autoclavar a
121°C por 15 minutos.

Modo de preparo do caldo ONPG: misturar assepticamente em frasco estéril 250ml
solugdo A e 750ml da solugdo B.



ANEXO 7. Cloreto férrico a 10%

Cloreto fErrico (FECI3) ......ooiieoeeeeee e
Agua destilada .S.P. .o....ooveoiveoeioeee e

Modo de preparo: dissolver o FeCl; na agua destilada.

100

veeeereenenn 10,08
RO, | 111"



101

ANEXO 8. Reativo de Ehrlich

4-dimetilaminobenzaldeido (CoHjiNO) ..o 2,08
Alcool etilico absoluto (C2HsOH) ...........ovcveroeeceeeereeeeeseeeeeeeeeseeeseneeeneerenenw.. 190,0ml
Acido cloridrico concentrado (HCI) ...........oo.ovvoveeoeeeeereeeesees oo eeeeses oo seseened 40ml

Modo de preparo: dissolver o 4-dimetilaminobenzaldeido na mistura de alcool etilico e

acido cloridrico.

[ "orrRags

Faculdads ds Agronomis
BiSZLIBTECA
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ANEXO 9. Resultados obtidos, na fase de contaminagdo artificial das amostras, na

primeira coleta.

A. Resultados obtidos no isolamento de Salmonella Enteritidis, em amostras de fezes
artificialmente contaminadas, nos diferentes meios solidos” seletivos a partir de
quatro etapas de enriquecimento seletivo’.

Inoculo de Enriquecimento  N°de coldnias confirmadas como Salmonellal n° de
S. Enteritidis seletivo colonias suspeitas de Salmonella
(UFCg) Caldo  Tubo XLT4 RA VB
A 3/3 0 1/3
RV B 3/3 0 1/3
C 0 0 0/3
1 A 3/3 3/3 0/2
TMK42 B 3/3 3/3 3/3
C 3/3 373 3/3
A 0 0 0
SC B 0 0 0
(& 0 0 0
A 3/3 0 0/3
TMK37 B 313 0 0/3
& 3/3 0 0/3
A 3/3 0 3/3
RV B 3/3 0 3/3
C 3/3 0 3/3
2 A 3/3 33 3/3
TMK42 B 3/3 3/3 3/3
C 3/3 3/3 3/3
A 0 0 0
SC B 0 0 0
C 0 0 0
A 33 0 0/3
TMK37 B 3/3 0 1/3
¢ 3/3 0 0/3

“ RA, Rambach; XLT4, Xilose Lisina Tergitol 4; VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose
Sacarose.

® RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C, TMK37
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C; SC, Selenito Cistina.

¢ Unidade Formadora de Colénia.
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B. Resultados obtidos no isolamento de Salmonella Typhimurium, em amostras de
fezes de suinos artificialmente contaminadas, nos diferentes meios soélidos”
seletivos, a partir de quatro etapas de enriquecimento seletivo’.

Inoculo de Enriquecimento  N°de coldnias confirmadas como Salmonella/ n° de
S. Typhimurium seletivo coldnias suspeitas de Salmonella
(UFCg) Caldo Tubo XLT4 RA VB
A 3/3 3/3 3/3
RV B 3/3 3/3 3/3
C 3/3 3/3 3/3
1 A 373 0 3/3
TMK42 B 373 3/3 3/3
C 3/3 3/3 3/3
A 0 0 0
SC B 0 0 0
C 0 0 0
A 3/3 3/3 0/3
TMK37 B 33 3/3 3/3
C 3/3 3/3 3/3
A 33 33 33
RV B 3/3 373 3/3
G 3/3 3/3 3/3
2 A 3/3 3/3 3/3
TMK42 B 33 313 3/3
C 3/3 3/3 3/3
A 0 0 0/3
SC B 0 0 0
C 0 0 0
A 3/3 0 3/3
TMK37 B 33 0 2/3
C 3/3 0 3/3

“ RA, Rambach; XLT4, Xilose Lisina Tergitol 4; VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose

? RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C; TMK37
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C: SC. Selenito Cistina.

¢ Unidade Formadora de Coldnia.
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C. Resultados obtidos no isolamento de um “Pool” de sorotipos de Salmonella (S.
Derby, S. Bredeney; Salmonelia sp.), em amostras de fezes de suinos artificialmente
contaminadas, nos diferentes meios solidos” seletivos a partir de quatro etapas de
enriquecimento seletivo’.

Inéculo do Enriquecimento  N°de coldnias confirmadas como Salmonellal n° de
“Pool” (UFC/g) seletivo colonias suspeitas de Salmonella
Caldo Tubo XLT4 RA VB
A 3/3 3/3 3/3
RV B 33 3/3 373
C 3/3 3/3 3/3
1 A 33 33 3/3
TMK42 B 3/3 33 3/3
& 3/3 3/3 3/3
A 313 0 0
SC B 1/1 0 0
C 0 0 0
A 3/3 3/3 0/3
TMK37 B 33 3/3 0/3
C 3/3 3/3 0
A 33 33 33
RV B 313 313 3/3
€ 3/3 3/3 3/3
2 A 3/3 3/3 1/1
TMK42 B 313 33 1/3
C 3/3 3/3 3/3
A 171 0 0
SC B 1/1 0 0
C 1/1 0 0
A 3/3 33 0/3
TMK37 B 313 3/3 0
3 3/3 3/3 1/3

“ RA, Rambach; XLT4, Xilose Lisina Tergitol 4, VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose
Sacarose.

* RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42, Tetrationato Miller-Kauffimann incubado a 42°C, TMK37
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C; SC, Selenito Cistina.

¢ Unidade Formadora de Colénia.
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ANEXO 10. Resultados obtidos, na fase de contaminagdo artificial das amostras, na

segunda coleta.

A. Resultados obtidos no isolamento de Salmonella Enteritidis, em amostras de fezes
artificialmente contaminadas, nos diferentes meios solidos” seletivos, a partir de
quatro etapas de enriquecimento seletivo’.

Inoculo de Enriquecimento  N°de colénias confirmadas como Salmonella/ n° de
S. Enteritidis seletivo coldnias suspeitas de Salmonella
(UFCg) Caldo Tubo XLT4

RV

TMK42

SC

TMK37

RV

TMK42

SC

TMK37

OWFOwEOwWFOWEOWEOwW>0w>0ws
cooloocolcoojlooo|loocolooo|looo|jooc o
occcooooccccccccoccooocc?
ooccoc:-cccooooooccooococoé

g glR:A. Rambach; X1.T4, Xilose Lisina Tergitol 4; VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose
carose.
® RV, Rappaport-Vassiliadis, TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C; TMK37
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C; SC. Selenito Cistina.
¢ Unidade Formadora de Colonia.
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B. Resultados obtidos no isolamento de Salmonella Typhimurium, em amostras de
fezes artificialmente contaminadas, nos diferentes meios solidos” seletivos, a partir
de quatro etapas de enriquecimento seletivo’.

Inéculo de Enriquecimento  N°de coldnias confirmadas como Salmonella/ n° de
S. Typhimurium seletivo coldnias suspeitas de Salmonella
(UFC‘/g) Caldo Tubo XLT4 RA VB

RV

TMK42

SC

TMK37

RV

TMK42

SC

TMK37

AWEpOWEOWEOWR>OWEOWE0WE0w s
coojlooo|looolooojloco|jlooo|jlooo|looc o
coolooo|looo|jlooco|locoo|jloov|loocoo|loo o
ocoolooo|looc|locooo|lcooo|lcoojlooco|looc o

“ RA, Rambach; XL T4, Xilose Lisina Tergitol 4; VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose
Sacarose.

* RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C; TMK37
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C; SC, Selenito Cistina.

¢ Unidade Formadora de Coldnia.
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C. Resultados obtidos no isolamento de um “Pool” de sorotipos de Salmonella (S.
Derby, S. Bredeney, Salmonella sp.), em amostras de fezes de suinos
artificialmente contaminadas, nos diferentes meios solidos” seletivos, a partir de
quatro etapas de enriquecimento seletivo’.

Inoculo do Enriquecimento  N°de coldnias confirmadas como Salmonella/ n°® de
“Pool” (UFC*g) seletivo colénias suspeitas de Salmonella
Caldo Tubo XLT4 RA VB
0 0 0
33 3/3 3/3

RV

o
o
o

TMK42

SC

TMK37

COoO|loOCcoO|OoOCc OoO|oC O
C Ol OO0 O|0o OO
==l =] Lo R e} oo Y e Jf o o e

RV

2
()
v
Wi
[
()

TMK42

SC

TMK37

AWEOWrEFOwWFNWEFOWEFOEFOWEOWE

oo o|o0C O
CcCOoOoO|jlooco|loo O
Lo e I e J Ko B o Y e J e T o Y e

“ RA, Rambach; XLT4, Xilose Lisina Tergitol 4; VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose
Sacarose.

® RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C;, TMK37
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C; SC, Selenito Cistina.

¢ Unidade Formadora de Coldnia.
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ANEXO 11. Resultados obtidos na fase de contaminagdo artificial das amostras, na

terceira coleta

A. Resultados obtidos no isolamento de Salmonella Enteritidis, em amostras de fezes
artificialmente contaminadas, nos diferentes meios solidos” seletivos, a partir de
quatro etapas de enriquecimento seletivo”.

Inoculo de Enriquecimento  N°de coldnias confirmadas como Salmonellal/ n° de
S. Enteritidis seletivo coldnias suspeitas de Salmonella
(UFC‘/g) Caldo  Tubo XLT4 RA VB
A 0 0 0
RV B 0 0 0
| & 0 0 0
1 A 0 0 0
TMK42 B 0 0 0
C 0 0 0/2
A 0 0 0
SC B 171 0 0
C 0 0 0
A 1/1 0 0
TMK37 B 0 0 11
C 1/1 0 0
A 0 0 0
RV B 0 0 0
C 0 0 1/1
2 A 0 0 0
TMK42 B 0 0 0
C 0 0 0
A 0 0 0
SC B 11 0 0
C 0 0 0
A 1/1 0 0
TMK37 B 0 0 0
C 0 0 0

“ RA, Rambach; XLT4, Xilose Lisina Tergitol 4; VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose
Sacarose.

® RV, Rappapont-Vassiliadis; TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C. TMK37
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C; SC, Selenito Cistina.

¢ Unidade Formadora de Colénia.
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B. Resultados obtidos no isolamento de Salmonella Typhimurium, em amostras de
fezes artificialmente contaminadas, nos diferentes meios solidos” seletivos, a partir
de quatro etapas de enriquecimento seletivo’.

Inoculo de Enriquecimento  N°de coldnias confirmadas como Salmonella/ n° de
S. Typhimurium seletivo coldnias suspeitas de Salmonella
(UFC’/g) Caldo Tubo XLT4 RA VB
A 3/3 3/3 3/3
RV B 3/3 3/3 3/3
C 2/2 3/3 1/1
1 A 3/3 3/3 0
TMK42 B 3/3 3/3 3/3
€ 2/2 3/3 3/3
A 2/2 3/3 1/1
SC B 3/3 3/3 3/3
C 3/3 3/3 3/3
A 3/3 3/3 1/1
TMK37 B 3/3 3/3 3/3
C 3/3 3/3 0
A 33 3/3 373
RV B 3/3 3/3 3/3
C 3/3 3/3 0
2 A 3/3 3/3 2/2
TMK42 B 3/3 3/3 3/3
C 3/3 3/3 3/3
A 3/3 3/3 3/3
SC B 3/3 3/3 3/3
C 3/3 3/3 3/3
A 3/3 3/3 3/3
TMK37 B 3/3 3/3 1/1
C 3/3 3/3 3/3

“ RA, Rambach; XLT4, Xilose Lisina Tergitol 4; VB. Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose

® RV, Rappaport-Vassiliadis, TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C; TMK37
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C; SC, Selenito Cistina.

¢ Unidade Formadora de Colonia.
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C. Resultados obtidos no isolamento de um “Pool” de sorotipos de Salmonella (S.
Derby, S. Bredeney, Salmonella sp.), em amostras de fezes de suinos
artificialmente contaminadas, nos diferentes meios solidos” seletivos, a partir de
quatro etapas de enriquecimento seletivo’.

Inéculo do Enriquecimento  N°de coldnias confirmadas como Salmonella/ n° de

“Pool” (UFCg) seletivo colonias suspeitas de Salmonella

Caldo Tubo XLT4 RA VB
A 272 3/3 3/3
RV B 3/3 3/3 33
C 3/3 373 33
1 A 3/3 373 3/3
TMK42 B 3/3 373 2/3
C 33 373 3/3

A 2/2 0 0
SC B 33 0 22
C 22 0 22
A 3/3 3/3 23
TMK37 B 3/3 3/3 272
C 373 3/3 33
A 3/3 3/3 3/3
RV B 33 373 3/3
C 3/3 3/3 3/3
2 A 373 3/3 3/3
TMK42 B 3/3 33 373
C 3/3 373 3/3

A 3/3 0 0
SC B 0 0 2/2
C 1/1 0 0/3
A 3/3 373 33
TMK37 B 3/3 2/3 172
C 3/3 3/3 3/3

“ RA, Rambach; XLT4, Xilose Lisina Tergitol 4; VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose

® Rv, Rappaport-Vassiliadis; TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C; TMK37
Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C; SC, Selenito Cistina.
¢ Unidade Formadora de Coldnia.
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ANEXO 12. Resultados obtidos, a partir de amostras naturalmente contaminadas, na

primeira coleta

A. Resultados obtidos no isolamento de Salmonella sp. a partir da ragao, nos
diferentes meios solidos” seletivos, através de trés etapas de
enriquecimento seletivo’.

Amostra XLT4 VB
RV TMK42 TMK37 RV TMK42 TMK37
Ragdo 3/3° 3/3 3/3 3/3 2/3 2/3

9 XL'T4, Xilose Lisina Tergitol 4, VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose.

® RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C;
TMK37 Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C.

N° de coldnias confirmadas como Salmonella/ n° de colonias suspeitas de Salmonella /.

B. Resultados obtidos no isolamento de Salmonella sp. a partir de amostras de
fezes de suinos naturalmente contaminadas, nos diferentes meios solidos”
seletivos, através de trés etapas de enriquecimento seletivo”’.

Baia Amostra® XLT4 VB
RV TMK42 TMK37 RV  TMK42 TMK37
A 0 0/1 0 0 0 0/3
B 0 0 0 0 0 0/3
1 C 0 33 02 0 2/2 0
D 3/3¢ 3/3 3/3 3/3 3/3 0
E 0 0 0 0 0 0
LT 0 3/3 0 0 33 0
A 0 0 0 0 0 0
= 0 0 0 0 0 0
2 C 0 0 0 0 0 0
D 33 33 2/3 3/3 3/3 0
E 2/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3
LT 33 3/3 0 3/3 0 0
A 33 33 3/3 0 3/3 0
B 0 0 0 0 0 0
3 C 0 3/3 0 0 1/1 0
D 0 0 0 0 0 0
E 0 33 0 0 33 0
LT 0 0/1 3/3 0 0 0
A 33 33 0 3/3 3/3 0
B 33 0 0 3/3 0 0
4 C 0 0 0 0 0 0
D 0 0 0 0 0 0
E 0 3/3 0 0 3/3 0
LT 0 0 0 0 0 0
A 0 0 0 0 0 0
B 3/3 22 0 0 0 0
5 C 33 33 212 0 3/3 0
D 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
LY 0 3/3 0 0 0 0
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Baia  Amostra XLT4 VB
RV TMK42 TMK37 RV TMK42 TMK37
A 3/3 3/3 0 3/3 33 0
B 0 2/2 0 0 3/3 0
21 C 0 2/2 0 0 33 0
D 0 0 0 0 0 0
E 0 373 0 0 373 1/1
LT 3/3 3/3 33 3/3 3/3 3/3

? XLT4, Xilose Lisina Tergitol 4; VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose.
® RV, Rappapont-Vassiliadis;: TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C;

TMK37 Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C.

¢ Letras de A até E indicam coleta de fezes individuais e letras LT, coleta de fezes de lote.
4N° de colénias confirmadas como Salmonella / n° de colénias suspeitas de Salmonella.



115
RV TMK42 TMK37

XLT4

TMK42 TMK37

RV

de fezes de suinos naturalmente contaminadas, nos diferentes meios

slidos” seletivos, através de trés etapas de enriquecimento seletivo’.

Baia Amostra®

ANEXO 13. Resultados obtidos, a partir de amostras naturalmente contaminadas, na
A_ Resultados” obtidos no isolamento de Salmonella sp. a partir de amostras

segunda coleta

OOOOMD

™
0000:}:0

0000%0

o™
0000”3!0

o
cooo o

cocolo

<moAmb

S
UOUmU:nuO

cCoocoCco

0001%00

cCoocoCco

coocooco

COoOO0O0COO

<muamb

coocooo

000%00

coococoo

coococoo
(5]

o000

CoOoCoCoCoOo

<monmb

Q
cogooo

o
comgoece

colocles

3/3

Q
Cozgoeo

o™
Ooyﬂoo

S o

33

<monawh

11

Loococoo

mGOOOO

cooOoO0O

oo oo OOo

Soococoo

L= = == B - I e I e}

<moamb

14

OOOMOO

—
000”00

«
000300

000%00

000%00

000%00

<monmfb

16

cooQooo

coocool

L= == = Y e Il = I e}

cCoocooco

L= == == i e I e I e ]

(=T = [ = == = ==

<moamib

17




116

Baia  Amostra XLT4 VB
RV TMK42 TMK37 RV TMK42 TMK37

A 0 0 0 0 0 0

B 1/1 3/3 0 3/3 3/3 0

18 C 0 0 0 0 0 0
D 0 0 0 0 0 0

E 0 0 0 0 0 0

LT 0 0 0 0 0 0

¢ Somente sdo mostradas as baias que foram positivas ou apresentaram falso-positivo, em
pelo menos alguma das amostra.

® XLT4, Xilose Lisina Tergitol 4; VB, Verde Brilhante Vermelho de Fenol Lactose Sacarose.

¢ RV, Rappaport-Vassiliadis; TMK42, Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 42°C;
TMK37 Tetrationato Miiller-Kauffmann incubado a 37°C.

¥ Letras de A até E indicam coleta de fezes individuais e letras LT, coleta de fezes de lote.

¢ N° de coldnias confirmadas como Sa/monella / n° de colonias suspeitas de Salmonella.
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