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SINOPSE 

A d e t w  de SuZmoPrnella sp é fundamental nos programsts de controle de 
saimonelose. Modos de det- mais eficientes permitem uma melhor detembaça0 
do riivel de Secçáo dos rebanhos, um melhor entendimento da epidemiologia da 
inf- por SahoneIb sp. e o desenvolvimento de programas de controle do patógeno, 
que visem a sqpmça biológica do aümento. Nos métodos convencionais, o 
enriquecimento seletivo C uma etapa critica, pois inibe a microbiota comptitiva e 
permite a mu1tiplimqZo de W o n e I l a  sp. Váríos caldos de enriquecimento seletivo têm 
sido comparados quanto A eficiência na recuperaqão de SaImmih sp. a partir de 
aIirnentoq contudo existem poucos estudos relativos a fezes de suínos. O objetivo deste 
trabalho foi comparar caldos de enriquecimento seletivo para o isolamento de 
SaZmwmedbu sp. a partir de fezes de suínos. Numa primeira fase, amostras de fezes foram 
contaminadas artificialmente e os d d o s  Rappaport-Vassiliadis incubado a 42°C 0, 
Tetrationato Müller-Kaufbam a 37OC (TMK37) e 42°C (TMK421, e Selenito C i s h  
(SC) a 37°C foram testados, em associação com meios sólidos seletivos: Rambach 
@A), Xilose Lisina Tergitol 4 (XLT4), e Verde Brilhante V~emiho de Feno1 Lactose 
Sacarose (VB). Na segunda fase os caldos RV, TMK37 e TMK42, semeados nos meios 
XLT4 e VB, f o m  testados com amostras mtdmente contamirilidas. Na primeira fase 
o RV, TMK42 e TMK37 foram mais eficientes que o SC. No isolamento de Salmadka 
sp. em amostras naturalmente contaminadas os ddos  TMK42 e RV foram superiores 
ao TMK37. O desempenho destes influenciou diretamente a capacidade seletiva e 
indicadom dos meios sblidos seletivos. No presente estudo, a associsição TMK42BaT4 
demonstrou ser mais sewivel, e a RVIXLT4 mais específica. O &ar VB também é 
recomendado para aumentar a probabilidade de det- do ptógeno. M a  hma os 
caldos RV e TMK42 e o ágar XLT4 e o V8 fôram considerados os mais indicados para 
a implantação de protocolos de detecção de SaZrnowJIa sp. em fezes suinas. 



COMPARISION OF DFFERENT SELECTTVE ENRICHMENT STEPS FOR THE 
S ~ ~ W I W J I ~  ~p. ISOLATION FROM swm~ FECES~ 

Author: Geovana Brenner Michael 
Adviser: bf. l3f M s a  Ribeiro de Itapema Cardoso 

Detection ofsU.ImraeIlla is a key point in vetehary SaZmonella research and 
surveiIIance progmms. Through an eficient mettiod for pathogen detection, the herd 
infection leve1 could be better detednated, which would permit the undemtmding of 
&hmeZk infection epidemiology and the developing of pathogen wntrol programs in 
order to achieve biologicd food safety. In a conventiond isolation method, the selective 
6chment is a critical step because it suppresses competitive mimflora and permits 
5áhmdda sp. to proliferate. S e v d  selective enrichment broths have bem compared 
for remvering Salmmlla sp. fim foods. However the isolation from mine feces has 
been wnduct in a few shrdies. The airn of this study was to compare the efficiency of 
different selgctive enrichmerrt methods for the isolation of Sahonelh sp. from swine 
feces. h a first step, swine feces samples were eutificially contamhated and Rrtppqrt- 
Vassiliadis broth incubated at 42OC 0, Müiler-Kauffmãnn t d o n a t e  broth at 37OC 
(MKT37) ssnd 42°C WT42), and Selenite Cystine brath at 37°C (SC) were tested, in 
association with selective plating media: Xylose Lisine Tergitol 4 (XLT4), BdIiant 
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 naturaliy 
contaminated samples. At the fira ãep RV, kIKT42 zuid MKT37 broths were more 
efficíent than SC brath. When Salmml'ka sp. were isolated fiom naairsrlly co-4 
samples MKT42 and RV broth were superior to MKT37. The perfomance of the h t h s  
affected the selectivity and differentiation apacity of the selective pMing media used. 
In the present study the association MKT42KLT4 was the most sensitive and RVIXLT4 
was the most specific. The use of BG agar is also recommended to improve the 
likelihood of SahmnelIa sp. detection. Therefm, RV and MKT42 broth, and XLT4 md 
VB media were considereti the most approwated to be used in detection protoools of 
Sahonella sp. fiom mvine feces. 

' Master's Dirsafaton h Agoculture and Emhmgmtd Miaobiology, Fanùdade & -mia, 
~ n i w r d a d ~  Federal do Rio Grandt do Sul, Porto Alegre. (1 17p.) 
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A minocultura está entre as atividades econômicas voltadas a produção de 

dimento para o commo humano. A carne suh 6 considerada uma das mais nobres e 

saudáveis fontes protéicas de origem animal, disponíveis para o homem. De todo o 

consumo mundial de m e  esta representa mais de 40%. Este commo, tanto da came 

como de seus derivados, vem aumentando, o que viabiliza e requer um aumento da 

produção e permite uma expansão de mercado. A minocultura brasileira é um dos 

setores mais expressivos da atividade pecuária, representando 20% do valor bruto de 

produção, gerando grande número de empregos diretos e indiretos. 

Para atender as exiggncias do mercado interno e extenio, este setor vem 

modamiando-se, através de uma produção tecnificab que visa a obtmçã.0 de uma 

came de elevada qualidade e de bom padrão sanitário. Data forma, a implementação 

de pmgmas que reduzam o nível de infecçiio dos animais por microrganismos 

patogenicos em todos os aiveis de produção vem assumindo maior imporhcia, devido 

a questões 8conOmicas e de saiide pública. 

Na literatura sãio frequentes os relatos sobre o aumento do *o de 

tofinf-s net população de diversos países, devido ao commo de produtos suúios 

contaminados por SQlmoneZb sp., e também sobre o isolamento destes microrganismos 

em suínos aparentemente saudáveis. Este fato exp6e o risco que a preseriça de 

Saimolmella sp. em suinos representa para a saúde pública. 



O aumento das toxinfecções atribuídas à m e  ou a produtos de origem 

s u h  contaminados com Wm0~deI2a sp. pode ser resultante, entre outros fatores, da 

pesquisa e utilização de metodologiss com crescentes níveis & sensibilidade para a 

detecçgo desta bactéria. 

O isolamento de SahrawieIda sp. depende das caracteristias ambientais e 

climáticas das regióes, nas quais pode haver a presença em maior número ou ausência 

de detaminados sorotipos deste microrganismo; e t a m b  das condiçóes do da 

técnica para coleta, do volume coletado e do método de isolamento. 

Os d a d o s  encontrados na literatura para a d e t q  h t e s  

microrganismos, variam entre métodos nilturais convencionais e novas knicas que 

visam uma redqáo do tempo de isolamento, podendo ser culturais ou não. Os métodos 

c u h d s  convencionais ainda são considerados métodos de escolha, e constituem um 

padrão ao qual OUtr&s metodolog~ são comparadas. 

A etapa de enriquecimento seletivo, a qual faz parte de metodologias 

propostas para o isolamento de Salaionellda sp. através de m&odos culturais 

convencionais, peimite a multiplicação de SaZmmkh sp. e inibe a microbiota 

competidora associada. Este fato tende a tomá-la uma etapa critica, pnncipaimente para 

amostra com elevada corrtaminação como as fezes. 

Como a infecçiio por SadmoneIda sp. em suínos causada pela maioria dos 

sorotipos não desenvolve sinais clínicos, os animais permanecem como portadom 

assintomátiws, excretanclo um baixo número do patógeno nas kzes, sendo este mais 

um fator que dificulta a sua detecção, 

A sensibilidade e a especificidade do método de detecção é que vão 

determinar, assim, a codabilidade dos resultados obtidos no isolamento de SaImomlla 

sp. Quando o método não for muito específica para o isolamento do patbgeno, ocorreri 

um maior número de falso-positivos, resultando em dispêndio econ6mico e de tempo. 



Quando este n2lo a p w  sensibilidade suficiente d e t w  de um número 

reduzido de SaZmmIla sp., o resuksdo será um f d s o - ~ v o .  Este tip de resultado, 

por sua veq impede uma conduta apropriada por parte, de criadom e v a m o s ,  no 

controle da MimmIla sp., e pode invdidar estudos epidemiolbgicos. 

No Brasil a sihiação do rebanho suíno bem como dos m o s  de arigm 

suina em relação i presença de SalmmIla sp. é aMda pouco conhecida. Projetos 

m e s  envohdo a Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e a 

Emgresa Brasileira de P~squisa Agropewhk (EMBRAPAlSC) têm corno objetivo 

detemim a prevalêncist da infeqão por &hmeZla sp. em suínos de temhqão a fim 

de fbrnecer subsidias para programas de controle nos r&dm brasileiros. M o s  

prehimres destes projetos i n d i m  que o nivel de portadom no &anho Sumo do Sd 

do Brasil pode aicançar níveis expressivoq e que a hplemetitação destes ppms 

~ n e c e d f i a ~ c u r t o p r a z o .  

Há um conse11~0 que o controle de Sahmlla sp. em suínos deve ser 

m b d o  através da identificaçh dos &anhos infectados, e pelo oorreto manejo, 

principalmente na manutenção de candiq&s de higiene nas mjas. Um mando correto 

deve ser instituído em tudas as unidades de produçrio, ante e h t e  o transporte, bem 

como durante o abate. Desta forna, pretendese diminuir a possibilidade de 

&nação do d'imto através da cadeia de processamento do produto. Como frator 

d e t ~ ~  para alcançar a dimiriuigão do nível de coiaamiriação das carcaças e 

produtos industriiilhdos --se o niunen, de portaúom e exmmes sadios entre 

os animais abatidos. Esta parece ser a maior fônte de contamb@o nos frigoríficos. 

Sendo assim, a estratégia dos programas de wntro1e passam necessariamente pela 

deteminação do nível de portadores e excretores, phcipdmente através do isolamento 

da bactéria. 

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



literatura, apresentam variações da metodologk empregada e resultados wntrovems, o 

presente trddho teve como objetivo determinar a metodologia de cultivo com maior 

eficiência para detecção de Salmonelh sp. em fezes de suinos de terminação. 



2.1 Caracteristicas gemis 

O gênero ShormedIa pertence a família Enfero6actera'aceue e compreende 

bacilos Gram negativos, predominantemente móveis pela presença de flagelos 

peritriquios, ariaeróbios ~cu].tativos, que apmentam metabolismo respirathio e 

fermentativo. A Sulrno~~ella sp. produz ácido e geralmente gás a partir de D-&cose e 

outros h i d r a t o s ;  são oxidase, indo1 e Voges-Proskauer negativas e vermelho de 

metila, citrato, e catalase positivas. Apresentam reação deswboxilase positiva para 

lisina e omitiria, e variável para s rezição da arginina desidrolase Wolt et d., 1994). A 

produção de ácido df~drico (Kelly et al., 1985) e a utilizaqão do donato é varihvel, a 

ur&a n i í ~  é hih l i -  crescem em cianeto de pottissio (KCN), e reduzem o nitrato. 

Entre os carboidratos geralmente fermentados estão: Garabinose, maltose, D-manitol, 

D-mose, Lrmose, D-sorbitol, traiose e D-xilose (Holt et. al., 1994). As bactérias 

deste gênero possuem uma ampla distribuição (Morse & Duncan, 1974), mrrendo 

tanto ao homem, como em animais de sangue quente e kio, nos alimentos e no 

ambiente (Hoh et al., 1994). 

2.2. Nomenchtnm 

A nomenclatura do g k o  SalmoneIh ainda não est i  completamente 

definida W b y ,  1999). O gênero vem sofrendo várias rnodifiq&s (LeMinor & 



PopofS 1987; Reeves et al.,1989), s a i o  dividido a t d n e o ~ e  em mias W e s ,  

~ o r a e h b  enbrim e Sah07aelZa bOfigOBi. A &hamh entdm é dividida em &s 

ixhqecia: miferica, salozrtae, m, dhmnw 
. * , ~ e I # w r ~ ( ~ &  

Gykq 1993). A diferenciaç8o entre as espécies e subespecies bisas-se em 

propriedades fenotipicas, Entretãnto assume uma maior importância epiddoIbgh a 

i d e n t i n c a @ o d a s ~ p a r e n c e n t e s õ o g ê n e m & ~ ~ d o ~ d e  

KdEmam-white (cmps, 1999). 

2.2.1. mVM0 em tipo6  sem^ 

O esquema de KadhamWhite uiiliíza a c o n p i q h  dgenica das 

c w & s  baaahas prmcmtes rio g&ro & b m i l a  para dividi-las em tipos 

xmibgicos ( d p ú s  ou somvares). Os s m t i p  são diferenciados atra* de 

o m t i g e n o s O ( W ~ V i ( ~ ) e W ( ~ h ) , d m e m M  

antighica. Nesta os mtigaw O, os q u i s  & m b h  caritct- o mgnip, são 

~ p a r ~ s d b i ~ O s ~ s f h g ~ q u e p o d e m o c o r r e 9 e m ~  

W(*l@cãe2&@ca,-&C-1990),*- 

através de km minúsculas do &beto e números d i a .  Já o antfnem VI ajmxmta 

u m i m i ~ ~ t i p i m ~ ~ ~ ~ ~ , o ~ q u a l ~ S e r n ~ ~ S . T y p h i , S  

h m t y p h í C e S . W i b i i n , d ~ d e g t a f ; o r n i a p e I a s I e t r a s V i ( C m p ~  

1989). e m  a fhmda antigsca 1,4,[5],12:i:l,Z do somtipo S. TypbimurRim 

mjmmta os aü@m O (1,4,5,12), os mt&m de fase IH (I) e 2H (13) 

&mente (Carter & Cbqappa, 1990). A w p t g e m  é indicada quando h6 

evid&wi;isdeuínatrsnsmis&de~Ilasp. d e ~ s p m o ~ ~ d o  

um trqah e p i ~ i o l o ~ i c o  (Jubb, 1985). 

Os sorotipos pertencentes SxbmmIla mmku stibesp. &I 

mmeados, e?mquanto que os d d s  d p o s  @s a subq&ie a q d  pertencem i& 



identificados por sira fórmula antigênica. A nomenclatura aplicada a um sorotipo (por 

exemplo o Typhimurium) pertencente i espécie Sahonella enterica e a subespécie 

deveria apartar-se do seguinte modo: SaIrnopmeIh enierica subesp. mepica 

sorotipo Typhimwiutz1. Formas simplificadas para esta representação podem ser 

enconiradas como &Jmonedla wiaammhm, Sahmeila motipo Typhimurium, e 

SaZmone/h Typhimurium (Clarke & Gyles, 1993), a qual ser8 utilizada nesfa 

dissaiaçk. Clarke & Gyles (1993) reiatam ainda que a Salmoneih enterica subsp. 

enterica compreende a maioria dos microrganismos do gênero SaZmoneZh. 

Atdmente E d y  (1999) propõe que o sorotipo Typhi seja novamente 

considerado como espécie do gênero, 60 sendo reduzido a um sorotipo, devido a sua 

importância como causador de doenças. 

Ao todo, neste gênero, mais de 2500 sorotipos já foram isolados (Hoh et 

al., 1994). Destes, menos de 50 são encontrados fiequentemente como causadores de 

doenças (Clarke & Gyles, 1993). A maioria dos sorotipos não são adagtados a um 

único hospedeiro, podendo causar doenças tanto no homem como em mimais (Wray & 

Sojka, 1977; Schwartiq 1996). 

2.3 Especificidade ao hospedeiro 

O grau de adapta* da Mnwnelih sp. a hospedeiros, humano e mimai, 

varia e rtfeta a ptogeaicidade do microrpismo (Varnarn, 1991), o que possibilita a 

divisb de Sadmmiia sp. em três grupos (Wray & Sojka, 1977). No primeiro gmpo 

encontram-se os sorotipos w a c t d o s  pela especificidade ao homem, como T p h i  

Paratyphi e Sendai, os quais normalmente causam doenças graves como febre tifbide e 

paratifóide, e não são patogênicos para animais (Vmam, 1 99 1). 

Outros sorotipos, com adapt* a um animal especifico, constituem um 

segundo grupo. Entre os somtipos pertencentes a este grupo estão: Abortusovis 



adaptado a ovinos e Gallinanim a aves. O homem quando infectdo por somtipos 

pertencentes a este gmpo nomalmente não apresentri sintomas, ou estes se 

desenvolvem de forma m o d d  Já o sorotipo Choleraesuis, mesmo tendo os suínos 

como hospedeiros primíirios, pode causai doenps sisthicas s e v a  no homem 

1991). 

Ao terceiro gmpo pertencem a maioria dos d p o s ,  os quis não são 

adaptados a um único hospedeiro, podendo causar doençtis tanto no homem como em 

mimais (Wmy & Sojka, 1977; Schwartz, 1996). No entanto, apenris um pequeno 

número dentre estes d p o s  estio frequentemente associados a do- como 

Typhimrium e EnteFitidis (Wray & Sojka, 1977). Estes podem cruisar infeq&s 

iatesthis de severidade variada, estando envolvidos nos casos chssicos de 

 to^^ alimentam (Vmmq 1991). 

2.4 Sabnostella sp. como causa de toIrinfcç&s ~ e n t a ~  

O gênero Sakm018eIla, p r  sua larga distr'buig50 no ambiente e p m e a p  em 

grande variedade de alimentos c seus ingredientes, constitui um grande probkm para a 

age-indústria (McCapes et ai., 1991). A transmissão de MkmZla sp. ao homem, 

através da produção animal, pode ocorrer @o contato direto com os animais tanto rias 

granjas, como no figorifico. Mais frequentemente, ocorre pela inge- de produtos de 

origem animal contaminados (Wegener & Bager, 1997), o que pode resultar em 

toxinfec@es alimentares (Leitão, 1984). 

O risco de k v o l v e r  uma dmonelose pelo consumo de alimento 6 

influenciado por diversos Mores: a presença qualitativa e quantitativa de 2WmoneIh 

sp., a mmposiç50 do produto, manipuloiçao e práticas no preparo do alimento, 

suscetibilidaâe dos consumidores primbrioq entre outros (Wegener & Bager, 1997). No 

entanto, quando pmessados adequadamente, os alimentos normalmeate qmemm-se 



seguros (McCapes et al., 1991). O consumo de cama cruas ou não m d r i s  

suficientemente, ovos ou produtos sujeitos a muita m~pulação h sido 

bqúente~ente associado a surtos epidêmicos ou casos esporádicos de salmonelose 

(Fagerkg & Avens, 1976; Fmg et ai., 1991). 

Fang et al. (1991) ainda consideram que as infecqões erttkricas d@das  

de animais e produtos de origem animal podem ser prevenidas através de u m  melhor 

infomaçiio da indústria de alimentos e da popuiaçb. 

Dependendo do d p o  e do alimento, a dose inf- em 

smdiveis p i e  variar & menos de ld unidades f o ~ o r a s  & colônia (UFC) no casa 

de somtipos adaptados ao homem, até lu5 - lo7 UFC para sorotipos não sdaptados ao 

homem. Em .alimentos com elevado conteiido de gordura e proteina, a dose infectrinte 

pode ser menor devido a proteção das células contra o suco ghüico (Varriam, 1991). 

Em c o q m ç b  com outras intoxiq5es alimentares, como a 

estai3ocóciq a salmonelose requer a presença de um número reMv8mente baixo de 

mi~~~rgmismos  no alimento ( C m o  et til., 1996). Já que o hvolv imento  da 

sahonelose requer a coloniqão, invasão do trato intestinai e produção de toxinas 

( C m o  et d., 1996; Jubb, 19S5), linhagens de &homZla sp. n2io Znvasivas nilio a o  

patog€nicas (Jubb, 1 985). 

Mo homem os Soronpos não-tif6ides são os phcÍpais wsaidores de 

doenças bacterianas transmitidas por alimentos (D'Aoust, 1994). A enterocok é a 

m r í s r i c a  de uma infecção causada por orgmismos não-tifoides, sendo 

normaImente a u t o - l i e  @'A-, 1994). Os sintomas caracteristi r .  
cus são: dor 

m, d h é h ,  v6mito e febre, os quais ocorrem normalmente derrtro de 12 a 36 

horas após a hfeq&(Varnarn, 1991). No entanto, podem tambdm levar a condipões 

clinicas mais graves @'AO- 1994). Isto ocorre principdmente em individuos muito 

jovens, idosos ou com doenças terminais, q d o  a infeqão atinge outros sistemas do 



corpo, além do intestino, podendo resultar até em morte (Fagerberg & Avens, 1976). 

Já a febre entérica caracteriza-se por uma severa infecção sistêmica c a u d a  

por S. Typhi e organismos pamtifbides relacionados @'Aoust, 1994). Normhente 

acontecem após 10 a 15 dias de i d t ,  com sintomas como: anarexh, dor de cab* 

tosse seca e dor abdominal, acompanhridos de febre de até 40°C (Varritim, 1991). 

Os sorotipos mais associados a cadeia alimentar, como já citado, siio os 

não-tifóides, entre estes: Typhimurium, Enteritidis, Infantis, Heidelberg, Newport e 

DubIiin @'Aoust, 1994). No entanto, todos os sorotipos podem ser considerados 

patoghicos para o homem @' Aoust, 1994; Taunay et al., 1996; Blaha, 1997). 

Carne de aves e ovos, contaminados com S. Enteritidis são considerados 

importante fontes de infecção para o homem (Clarke & Gyleq 1993). Embora a 

reh* entre o desenvolvimento da doença no homem e a contruninaqão da canme suh  

ainda não esteja bem definida, a S m m d h  sp. tem sido isolada de vários produtos de 

carne s u b  @avies & Wray, 1997). Isto pode tomar a carne suha uma importame 

fonte de salmonelose tanto em casos esporádicos como em surtos (Wegener & 

Bager, 1997). 

De acordo com McCapes et al. (1 991) as mnoses transmitidas através dos 

alimentos estão entre as mais importantes quanto a sua ameaça a saúde humana. O 

autor associa ainda, o aumento de toxinfeqóes na popdsção com o aumento das 

granjas e dos animais confinados, bem como com o mnsurno da carne e derivados. A 

relativa inabilidade no controle de &hzoneZla sp. é responsável por mlocar a 

salmonelose entre as mnoses mais importantes (Wegener & Bager, 1997). 

Na Dinamarca, após um surto de salrnonelose em 1993 causado pela 

contaminaçáo das carcaças de suinos com S Infantis, foi desenvolvido um programa 

nacional de pesquisa e comrole de infecção subclinica de k h ~ ~ d e l l a  sp. em rebanhos 

de suhos (Bagpesen et d., 19%). Este programa tem como objetivo diminuir o nivel 



d o ~ ~ m a r c a p s .  

Atuatmente att a madiaqh da S Typhimurium fngotipo dennido @T) 

104, nas granjm tem sido proposta ( M o p h  et d., 19991, já <lue este @Otipo 

apresents m a  grande impoíthciri a>mo d o r  de t o x h f w ,  e um 

de n d h s i a e i a  a mtibittooq basicamente wcilii cbrdeniool, 

estreptoniiciria, &&h e tdmcich ( h g p i f m  et d., 1998). 

Berends & Snijders (1997) d d r i u n  que a impl- do prograaia 

HACCP ( M s e  de Ríscos e Pontos CrIticos de Controle) durante o abate e o 

 ia a seguraqa bio16gica da came. O p p m a  ai os 

seguintes psos  para gsrantir o c a i d e  do processo: análise de risoos, ideidifícação de 

pontos crlticos de controle, eskblecimeirto de d o s  de controle e v a h s  críticos 

P m  Jayam et aI.(1989) e B e d s  et d. (1996) com s det- de animais 

~ a r e s d e ~ I l a s p . ~ g m j a s , € s € € % p o d e r i a m s e r ~ ~ d o ~ ~  

e v i t a a d o a ~ c n u a d a d e o i m i o s a a i i m a i s ~ e o ~ ~ o a b t i t e e  

no~gur%co.Is lose~aofatodegrre~srecetrtemeateinfectadospodem 

ex- tias fezes cmtam até miuiares de UFC de S&tmella sp. por gama (Bemds 

& Sriijders, 1997) e pela presença de S. Typhinwríum nas f&s de 9uíaos jh haver sido 

detectada ap6s 4 h de expwiçZo oral dos animais a mesma ( F d W m y  et d., 

1995). 

Nkbet et A. (1997) Vem desenvoldo estudoB com o objetivo de diminuir 

a ~ 0 1 ~  dotrzito ~~ por WmawIda sp., atmvks dacompeeição por 

exclusáu. Ntsta, animais jovens têm seu trato gstnhtestid ~ 0 1 0 ~  com um 

midriota iraestinsl d A v e l ,  o que diminuiria a doniaçb  por WmomIla sp. e 

a exmqão do pt@m nas fezes. 



2.5 Impohcia do suho como portador de Uhmdh sp, 

Tanto o homem quanto os animais podem a p w - s e  uonmo portadores 

assintodticos de Salmorwlla sp., não desenvoEvendo sinais clinims, e difundiu o 

micro@smo &mv& das fkw. O primeiro isolamento de S a h Z l a  sp. a partir de 

fezes e l idodos mesmt&icos de ruiimaís rtssintodticos, especificamente no caso de 

suúlos, fbi realizado por Hormaeche & Salmedi em 1936 (apud Aves et ai., 1994, p. 

173). 

Com a maioria dos animais niio desenw1vem sinais clinicos durante a 

Meqk, o r isco de do alimento é el& (Schw- 196). Wmy & 

Sojka (1977) consideram os animais portadores etssintomhticos corno principal fiim de 

in fwo  para O homem e outros animais, mesmo que a Sdhudla sp. possa 

permanecer viável no ambiente por longos períodos. O estado de portador pode ser 

desenvoIvido através da irüeração de diversos &ores com: o mtipo, idade do 

animal, e o número de bactéria ingerida. 

No estado deportadoro animal podeexmetmaté 1 0 ~ ~ ~ 1 3  por grama nas 

fezes, o qual pode ser caracterizado de três knnas.  Uma, na qual o animal camctenza- 

se como um excretor persistente (portador ativo) de WmneIh sp. por meses ate anos, 

o que pode acorrer após a recuperação cfinica da doença (Clarke & Gyles,1993). Este 

estado, n d m e n t e ,  6 prodiizido após o tratamento com antibihticos, os quais 

promovem a recupe~tç50 cliniKmas não a cura &erblógica, tornando o animal 

fonte de contamina@o para outros (Wray & Sojb  1977). 

Outra f o m  de desenvolvimento do estado de portador ocome quando o 

a n i d  encontra-se an um ambiente oo~aminado, ingere a ,WimmIla sp. e esta passa 

através do intestino com pouca ou nenhuma invasão dos lidomdos mesentéricos. 

Sendo assim, o animal (portador passivo) apenas excreta &I-Zla sp. por um ayto 

paiodo de tempo até ser removido do ambiente comaminado (Clarke & Gyles, 1993). 



~a terceira forma a &hmefla sp. está p m m ~  nos tecidos do animal 

~ r l a t a n e ) , n ~ o s a d o m d m e a t e e x c r r * a d s n e ~ f e a ~ , ~ q u t ~ ~ ~ ~  

um excretor intmnitente (C- & Gyles, 1993). 

N o s s u í n o ~ a i n f ~ p o r ~ I % i s p . , d h d e ~ d e f o r m e  

- ~ a , @ -  mmcmlite e septicemia (Schwartz, I%), multado em 

piores W c e s  de convas& alimatar e queda ao ganho de peso Pfid C %m 
1992). A entemoláte nomalmente é cmisada por Wkmh T y p h i b .  A 

septicemia gdmeiite esth associada so sorotipo Cholesaesuiq sendo o suíno 

considedo o hospedeiro natural deste sorotipo (Scbwartz, 1996). 

Apresen~adeSahmmlasp. notnrto&asbmntduddosanúnaiseofato 

dedilmmm- d e o h ~ e r s e r u m a f b n t e ~  imm dgw~ 

autores (Mdapts d al., 1991), a considemm necesshrio o de um 

~ p o ~ b d e ~ I l a s p . j a n a s g F a n j a s .  

Esteamtmledhbuiriaaexposi@odos suíms&&zhmeJkrsp .  e em 

~ a , a ~ d o ~ ~ e a ~ d e ~ d a  

alimento (McCap et A, 1991). No momato do aba& dos dms, as fezes Go 

cansidemb umsi das dores fmts de da carne por SdhmeIla sp., 

~ d a d a ~ d e o r i g e m ~ e ~ i m t a l I B o r c a i ,  1996). 

A melhor forma de -Ie da WkmeZla sp. para algum autores seria a 

prevenç2lo (hd~ et d. 1996; Rob'mson, 1986; Bhb, 1997), a qual proporcimafia 

maior ao alimento (Blaha, 1996aX um menor risco saúde @li- e em 

~ a a l u n p ~ d a s h a s d e c o m e r m a l i z a ç ã o  . dos produtos de dms 

(- 1996). Dwia forma ateaderia as exigkias da pophçb e do d, 

e c i d m e t a e  externo, que pode u t í b  as exigências de qualidade sa&ia dos 

ptochãos até como barreiras comahis, para a proteção e mautmq40 do seu mercado 

de da canie e produtos &OS (Nielseq 19%; Powd, 1998). 



Neste sentido, Fedmka-Cray & Gray (1996), pio* a i d e r d i f i w  e 

eliminação dos animais assintomáticos como uma forma de evitar d q s  de origem 

alimentar. Isto torna-se dificil pela insuficiência de infomq30 a respeito da 

epidemiologia e patogênese da sslmonelose em suinoq e ainda pela ampla disbihiç3.o 

e persisthcia da SahmeIh sp. no ambiente @forse & Duncao, 1974; BUa, 1997)- 

W s  (1996) defende o controle de todos os nichos ecoIogicos, nos qusis a SaImoneika 

sp. poderia ser encomrada. Wienip (1997) enfatiza que um controle não deve ser 

baseado na &se da ração utilizada na terminaçií.~, j8 que n& raramente Sabmdk 

sp. é i s o l a  exceto quando a p s a t m  uma eleda cmtmina@b. 

Tiela  et al. (1997) consideram que programris com I .  de cuntmle 

da SdmmdIa sp., não devem estar M o s  na erradicaqão do patbgeno e sim em 

medidas que maüedm um qui11'brio entre o pat6geno e o hospedeiro. Medidas estas 

que permitam a coexistência dos suínos e Suhwwlb sp. sem o daenvolvimento de 

do- ou danos. Robinson (19%) propõe que o pgrma HACCP seja implmmtd~ 

nas granjas, diminuindo assim o número de mimrganismos aos quais os suínos seriam 

expostos atravQ de todo o estágio de pdução. Para Berends & Snijders (1997) a 

produçfio de suúios livres de ~ 0 p 8 e I l a  sp. seriri a m e b r  e mais duradoma solução. 

de m&odos propostos para a deteqZo de Sahmdla sp. em animais 

poMora assintomãtims, como o teste de ELISA, desenvolvido recentemente na 

Dinamarca (Nielsen et d. 19951, o isohento do agente em amostras de h s  do 

rebanho ainda e a base dos programas de controle (W~enip, 1997). Da mesma firma, os 

métodos cukursis de isolamento e ideritincaqiiu bacteriruia sãio o pzidrão ao qual os 

outros métodos sãa comparados Wf, 1996). 

Di Guardo et ai. (1992) citam algumas condições que influenciam no 

isolamento de Sdmonella sp.: fatores geogrikos e meteorolbgicos, sistema de criação, 

tipo de ração, idade e categorisi do métodos de d e t a  e atnosb-agem, bem como 



os métodos u t i b d o s  para o isolamento. 

Outro fator que influencia o isoiamento do microrganismo é a a m o  

intdente e de pequeno rrúmero & &bnmIla sp., que os animais portadores 

assintomáticos podem apresentar w d o c k ,  19'10). Isto exige dos métodos de det- 

de MhmeIla sp. nas fezes, um nível de sensibilidade que não sb +ta o isolamento 

do @ g m  quando em elevado número, como ocorre na salmonelose clinica, mas 

principalmente, em quantidade reduzida como a ex& pelos animais aparentemente 

saudBveis (Bager & Petersen, 1991). Coletas repetidas e de um maior número de 

animais, desta hrma, aumentam a probaòilidride de que SahmeJla sp. seja en& 

(Wienrp, 1997). 

2.6 Métodos c n t t n ~  de isollimento de S g b i t a P r d  sp. 

A w c d o  a fatores anteriormente citados como interferentes na det- 

de Sahmlla sp. 6 a m i d i o t a  a c o m p d m k  elou competitiva que, 

principalmente nris fezes, e n w - s e  em um mímm elevado. Isto tom importante a 

escolha de uma metudologia que uMze meios de enriquecimento seletivo para o 

isulmento de Salmmlla sp. (Schwartq I%), propiciando, assim, O aumerito do 

número de células desta bactéria, e inibindo o crescimento dos competidores (Chen et 

d., 1993). O objetivo é que o d o d o  -ta que os limites de deteoção de Wwmedla 

sp. sejam iguais ou infbriores a 10 UFC/g da amostra (C-on & Jn't Vdd, 1993). 

No a principal dificuldaúe ao isoh MmneJla sp. através de &todos 

oonvencionais ("miaubiologia clktsioa"), é encontrar um meio de enriquecimento 

seletivo eficiente (Arroyo & h y o ,  1995). 

Desde os primeiros isolamentos de SahmmIh sp. e o r e c o ~ m e n t o  

desta como um patógeno (Thomas, 1977), vários métodos de cuitivo para W m i h  

sp. tê i  sido desenvolvidos. Nas iilthas décadas, pode-se obsavar nos rn&dos um 



certo consenso com rel- às etapas a serem utiiiùadas: o p r é - e m i q u ~ o  da 

amostra em meio não seletivo, o aiquecimento e o isolamento em meios seletivos, a 

*em b i q u b i c a  e a confmnam ~0f01ógi~8 (N~elsen & Baggesen, 1997). Na Tabela 

1, estss etapas estão relacionadas com os meios de cultivo mais utilizados. 

TABELA 1. Meios de cuhm mais utilizados nas d'iferentes etapas do isolamento 
de ~ ~ J l a  sp. 

Etapas do cuitivo Meios de cultura mais  utilizados 

1 .Prúemiquecimento não seletivo Água Peptonada Tmpnada 

2.Emiquecimenta seletivo Caldo Rappaport-Vwiliadis @V) 

Caldo de Soja RV 

RV Semi-sólido M&&o 

Caldo Selenito 

Cddo Verde Brilhante Selenito 

Cddo Tetrationato 

Caldo Verde Brilhante Tetmtionato 

Caldo T ~ ~ o  Hajm 

Ágar Verde Brilhante 

Agar Ci- Desoxicolrito 

3. Semeadura em meio seletivo 

Ágar Rarnbach 

Ágar Xilose Lisina Demxicolato 

Ágar Xlose Lisina Tergitol-4 

Ágar Ferro Lisina 

Ágar Ferro Tríplice Açiicar 

Sistemas de testes & -da identifi~~ção 

5.&-0 Provas bioquímicas adicionais e d p g e m  

Fonte: NieIsen & m e n  (I9W 

Diferentes d o s ,  tempos, e temperaturas de i n c u w  são u t i h i s  na 

tentativa de adequar o método de det- de SalmmJh sp. ao material analisado 

(Calderon & Fwlanetto, 1991). No entanto, para amostras semelhantes t m b é ~ ~ ~  Sãa 



encontradas diferenças metodologias empregadas e nos resultados obtidos no 

isolamento deste mimrganismo (Bagpm et al.,19%). Pesquisas com relação i 

metodologia têm sido &s com o objetivo de aumentar a espdícidade e 

sensibilidade, e desenvolver métodos mais Apidos e simplificados. Comid- 

diversifidaq contraditórias e ambíguas, com reI@o a superioridade de um meio ou 

outro, dikuítam ou até impossibilitam a comparqk de mwhdus (Fagerkg  & 

Aveas, 1976). 

Para Fagerberg & Avens (1976) a validade dos r e s u ~ o s  depende 

â i i e  das thicas de labomtúrio e dos meios empregados nas análises. Entre as 

variáveis que podem afetar as d s e s  de SahmneZla sp. tsião: tipo de emiquecimento 

e meios Alido, fatores técnicos que pmvoam variações no meio de enriquecimento e 

meio &lido, o número do patógeriio versus competidores, o sorotipo, tipo de amostra e 

o tempo e temperatura de bcubação. 

Nielsen & Baggesen (1997) relacionam tamlkm a iduência dos diferentes 

volumes de amostra coletados com o d o  do emme. Como exemplo, citam a 

maior sensibilidade no isolame& de SalifopmeIla sp., de fezes de suínos portadores 

rissintomá;ticos, com um volume de amostra entre 5-258, ao obtido pela coleta -V& 

de suabe d. 

2.6.1 Etapa de pkriquecimento não seletivo 

Na análise de fezes, quando esta ãapa d utilizads, namalmente o pré- 

enriquecimento em meio não seletivo @rimeira etapa) é MO em Água Peptomda 

Tamponada. Nesta etapa amomas de 25g são incubadas a 37OC (Bager & Petersen, 

1991; Chmington & In't Veld, 1993; Davies & Wray, 1994). Alguns autores não 

h o pré-enriquecimento (Cdderon & Furbetto, 1991), na aitanto irtiliziim uma 

quantidade menor de mostra flOg), a qual é colocada diretamente no enriquecimento 



seletivo (-da etapa), sempre mantendo a relação de volume indicada para o caldo 

em questão, 1 : lO  ou 1:lOO. 

Eaa etap inicid e utilizada para permitiir que as &luias bac tahw  

quando lesadas, possam se recuperar e multiplicar. O que eleva, desta fonrna, o número 

de SabmwteZh sp. que ser30 inocuhdas nos meios de enriquecimento seletivo. 

Comepentemente, a probabilidade de que Salrnonelh sp. painmqam v i h i s  splis 

esta -da etapa seri maior Nelsen & Baggesen, 1997). Em alimeatos que não 

sofreram tratamento térmico, mnsidm-se que as células de SaZmwmeIla sp. dia se 

apresentam lesadas e, forma, não serisi n d o  o uso de préariquecimento 

(Fagerberg & Avens, 1976). Ao contrário, o pré-enriquecimento das amostras de fezes 

pode permitir uma melhor detecçáo de WmmJla sp,, a exemplo do que cxxirre com 

outros materiais como arno- ambientais e de m o ,  nos q u i s  as &lulas bacteriaaas 

podem estar 1- devido A Mta de umidade e o efeito p o t d  de -&antes 

(Nielsen & B m n ,  1997; Kim et al., 1999a). 

O tempo de iracuba* desta ettipa, na maioria dos métodos, fica em torno 

de 20-24h, mas são citados também períodos menores, de 16h @ager & Paemm, 

1Wl). Chen et d. (1993) testaram a vmiação do tempo & inwbqih na etitpa de pré- 

airiquecimento em Água Peptonada Tamponada. Com tempos &dos de 4 6 h  a 

mperação de &hmeIh sp. pode não ocorrer. Com um período maior, superior a 6h, 

a presença deste microrganismo foi detectada cum a utilização de qualquer um dos 

meios seletivos empregados na etapa postefior. Dos caldos seletivos utilirados, o 

Selenito Cistha foi o único a permitir a &eq& de SalnmIJa sp. presente em 

inóaùos que haviam sido incubados por 4h (na primeira etap). Este ddo  também foi 

o mais eficiente para aqueles incubados por 64 em c o m p m  com o d d o  

Ragpaport-Vassiliadis e o Tebatiomto Verde Brilhante. 



2.6.2 Etapa de enriquecimento seletivo 

A etapa de enriquecimento seletivo, como j6 citado, pemiite o crescimento 

preferenoial de Sahonelh sp. Esta segunda etapa tem sua e f i c i e a  afetada pelo meio 

utilizado, o volume do i n h b  proveniente do prkmiquecimento, o e a 

temperatura de inmbaçw (Fagerberg & Avens, 1976; Peten et al., 1989; m c k e ~ ,  

1985; hger & Petersen 1991; Calderon & Furlanetto, 19911, bem corno @a mdkia 

m@ca (MULLER.. ., 1987; SEL ENTE..., 1987) e microbiota p M e s  (Sharma & 

Parker, 1 %9; Van Schothorst et al,, 1977; June et al., 1995). 

Os meios de enriquecimento seletivo inibem o crescimento de outras 

bactérías que não Scrlmouaelh sp., geralmente através de compostos tóxicos, do pI.I, e da 

pressão osmótica. Tais fatores podem estar presentes de forma isolada ou combinada 

nos meios paga & Petersen, 1991). Pode-se encontrar a presenp de mais de um 

inibidor ( c o ~ s t o s  tbxícos) no meio, os quais podem estar atuando de fom 

sinérgica, sendo esta açb ainda paico comprendida (Arroyo & Arroyo, 1985). 

O meio ideal, portanto, niio deve ser inibitório a SaJmomIla sp., permitindo 

que esta se multiplique até níveis detectáveis, e ser suficierrtemente seletivo para evitar 

um grande crescimento da microbiota cumpetitiva Peckers et ai., 1987), que no meio 

sólido pode dificultar o isolamento do patbgeno. Até mesmo porque alguns destes 

microrganismos competidores, em detaminados meios, apresentam camteristicas 

c u M s  semelhantes a Sahonella $. @usch & Altwegg, 1995; S h m d  et al., 1995). 

Do primeiro meio seletivo (VUicerit 1890) constituido de cinco gotas de 

uma solugão de feno1 (5% plv) em 10 mi de caldo nutriente, vários amos meios krm 

desenvolvidos. Nos caldos de enriquecimento seletivo de Sahmlla sp. foram 

realizadas modificaqões que permitissem uma menor micidade a célula desta Mia, 

e uma maior ação sobre a microbiota competidora (Arroyo & Arroyo, 1995). 

Entretanto, um meio isoladamente ainda d o  é capaz de ter rima @o 



satisfate pois mesmo fsvorecdo o crescimento de M m m l l a  sp., oiitros membros 

da f d l i a  Entembacfefiaceae ou outras bactérk Gram negativas também podem ter 

um bom crescimento nestes meios. Algumas destas WW7 Pnncipdmente 

P h o n a s  sp., têm d e m d o  alta r e s i e a  a a@o de inibidores pres- tanto 

nos caldos de emiquecimento seletivo, como nos meios sblidos seletivos u t i i i i s  na 

terceira etapa de isolamento de khonella sp. Além disto, alguns inibidores mmo sais 

bilims e deJoxi~01ato podem não qmsaw uma ação muito superior amtm estas 

bactérias em compam@o às células de SahmeIla sp. (Amyo & h y o ,  1995). 

Inibidores como sais biliates, desoxicohto de f i o  e selenito de &o 

demonstram ser niuito &cientes em inibir o &ento da flora Gram positiva, como 

~ h y 2 o c ~  sp. e BaciIZus sp. A mesma eficiencia &o foi observada com o 

tetraíionato de &o e o tiossulfato de &O (Arroyo & Armyo, 1995). 

A microbiota mmptitiva, primipdrnente algumas espécies jfi citadas da 

família l%terdacte*eae, e a acompnhante constituem-se em um g d e  problems 

para O isolamento como na i d d c r i ç i i o  de MmmeIla sp. Pdanto, o usa de um 

etapa de emipuecimento seletivo demonstra-se indispensávei, atd mesmo para os mais 

moderrios sistema de deteqão de &hmelln sp. (-o & Arroyo, 1995). Alguns 

dos meios mais utilizados t&m sido o caldo Selenito, o d d o  Tetrationato, e o caldo 

hppaport-Vassiliridis (Bager & P e t m q  1991). 

O caldo Selenito tem sua seletividade h d a  na toxicidsde do selenito e 

dos selenopolitioruttos formados no meio, que d o  geralmente absonidos mais 

rapidamente pelas outras bactdrias do que ~I&S S a M I l a  sp. Estes cornpostus 

impedem a prolifhçb da microbiota competidura por serem incorpombs As 

proteínas dulares destas bactérias (Bager & Petersg 1991). A temperatura de 

incubq-30 remmendada para este meio é de 37°C (SELENITE.. ,, 1987). 

Como na fbrniulação original deste &do as S a l m d l l a  sp. muitas v- 



também eram inibidas (S ELEMIE..., 1987), foi adicio- ao &o Lrcistim a q a  

diminuiu a &cidade do meio e propiciou um maior crescimento de hbmefh v., 

rwuhdo no caldo Selenito Cistirart (SC}. 

June et al. (1995) ainda r e h  que a toxicidde do caldo SC não se 

restritige somente L &Mas bacterhas. A pteseraça do selhio tonia o meio um 

perigoso material de descarte w lahratiirio. 

O caldo T d o m t o  toma-se seletivo para o isolamento de WmneIlla sp. 

pela a@o do temtimato, foomiado no meio na reaç2So entre o tiossulfato e a som de 

iodo w.., 1987). A tempmma & incubaqão quando &v& a 43OC, 

apresenta efeito sin6qico com o temionato (Baga & Pemsen, 1991). No entanto, 

p d e  ser p alguns sorotipos de WnmeIla sp., sedo rewmleíldáwí as 

t- de 42°C ou 413°C w.., 1987; Petaq 1989). A adição rn &do 

T d o n a t o  de bie bovina e verde brilhante m u h  no d d o  denominado 

TWonato Miill~-- ('TMK), amplamente u t i l i  w. ., 1987). 

O caldo hppjwt-Vassiliadis tRV) resulta de &ias md8cações do 

d d o  h p p a p r t ,  m o  dbhições na quantidade de meio e nas finais 

de verde daquita. O caldo RV tem demo& urna grande eficiência na 

r a p m @ o  de Wmmwla sp. e um atto ÚNel de seI&viade (@er & Pet- 

1991). 

A dciênçia deste mio é devida a capacidade de multiplica@o das 

SnZmop$elb sp. em pressões wmóricas relativamente el& (concmtm@o fioal do 

cioreto de magnésio hexsidratado de 36 i 0,s g/l de mio), pH relativamente baixo (5 J 

i. OJ), t~~ de 43OC, e por -estas bacíéias aprsentamn n-sidades 

nutneionais modestas WPAPORT-VASSILIADIS.. ., 1 987). 

A temperatura de 43"C, amn> d o r m e n t e  chio ,  pode inibi o 



de alguns sorotipos de SalmmeIla sp., desta f m m  a tempaatura de 

incubação do caldo RV também tem sido r&& para 42OC (Peterz et ai., 1989). 

O vdume a ser i n d a d o  do prdeviquecimento, no caldo RV deve 

na propoqk & I: lW, pois in6culos maiores podem c o m p r o ~ ~ W ~ ~  a sensibilidade e a 

especificidade do meio (Vassiliadis et a]., 1985). Nos caidos SC e TMK é possivel a 

inocula@o de volumes superiores, na proporção de I:IO ( S m - . . ,  1987; 

MÜLLER..., 1987). 

Peten et al. (1939) apantaram a forma de preparo do meio como outro ktor 

que pode &ar a sensibilidade do enriquecimento seletivo. De forma semelhante ao 

caldo Tetrationatu, ,o caldo RV &o p p a d o  a partir de ingredientes individuais 

em alguns estudos, apresentou sensibilidade superior aos meios comerciais completos 

(Peten et d., 1989, June et d., 1995). June et al. (1995) também obsewanm a 

importbch da prodência do ver& malaquiia d o  na prepiuudção do d d o  RV a 

partir de ingredientes individuais. 

Bqer & Petersen (1991) ainda relacionam a sensibilidade dos &&s 

psra a detecção de S a b l h  sp., com os dif- sorotipos presentes na amostra. 

&umas etapas de &quecimento seletivo, com diferentes meios, tempos e 

tempemtum de incubação, podem permitir o isolamento de alguns sorotipos em 

detrimento de oirtros. Como exemplo disto, os autores observaram que o caldo SC (a 

37°C pw 24h) nmpmu todos os tipos de sorotipos encontrados em amostras de f a s  

de suínos analisadas. Já o caldo RV e o caldo TMK demonsnaram uma diminuição na 

m m  de &hawIla Give e khmeJla Typhimurium, mpctivtunetite. 

Bello-Pk (1993) enfatiza a importâmii dos meios de e m i q u e c a o  

seletivo e, da mesma f o m  como VassiIiadis et d. (1987), e Bager & Petersen (1991), 

recomendam o uso de pela menos dois tipos de meios para o enriquecimento seletivo, 

pois de acordo com o seu estudo, os caldos não recuperam com igualdade os d p s  
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de Sadmmfb sp. 

2.63 Etapa de remesdum em meio sólido seletivo 

A &ciência da etapa de enriquecimento seletivo permite uma melhor 

recuperaçb (com diminuição de falso-negativo e falso-positivo) de SaImoneZb sp. nos 

meios sólidos seletivos. A semeadura de aliquotas dos caldos de enriquecimento 

seletivo, em meios seletivos sólidos, constitui a temim etapa do imlmento d m  

bactérias. Quanto maior for a seletividade obtida na etapa de emiquecim~o seletivo, 

menor será o crescimento de microrganismos competidores no @, e melhor ser50 ris 

condições para o isolamento de Sahnonellu sp. ( S h m d  et ai. 1995). 

Segundo T a  et d, (1990) o crescimento em número elevado destes 

competidores no &ar (pncipalmente de bactérias Gmm negativas) pode mascam as 

Sahonella sp., quando estas não estiverem presentes em um numero de colônias 

elevado. O @ar, desta forma, deve apresentar um nível de seletividade que d i m i  o 

crescimento destas bactérias competidoras, as quis  nZo foram inibidas na etapa 

anterior (Sherrod et ai., 1995), exercendo o &mo possivel de inibição sobre a 

SahoneJla sp. pagerberg & Avens, 1976). 

O @, além de ser seletivo, deve ainda conter um sistema confrhvel que 

m t a  a difermciwo das co16nias de SalmoneIla sp. das otrtras b a c t h  (Rappod & 

Bolderdijk, 1979). 

Eviiller et d. (1991) sugerem o uso de mais de um meio seletivo, pois alguns 

sorotipos de Sahronella sp. podem ser sensíveis ao inibidor presente em determinado 

meio. O uso de um meio adicional poderia permitir o isolamento do sordipo que d o  

foi detectado através do outro meio. Esta associação diminuiria, assim, os Mso- 

negativos. 

Vários meios seletivos têm sido descritos, e de forma semebnte aos caldos 

seletivos, muitas modificações &o propostas. Estes meios consistem geralmente de um 



meio dcional  &c0 adicionado de comnkes, &i6ticos, sais b'rlims dou 

inibidores quimims do crescimento de microrganismos indesejáveis, e um sistema 

indicador que através da colma@o das colônias indique quais possivehente sejam 

Sahmeillrr sp. (Fagerkg & Avenq 1976). Em sua maioria, a dif-cwo das 

~01ônÍas de &hoiwIh sp. das ~comparhntes omne pela produ@o de ácido 

sulfidrico, ou rrtilimq30 de açúcares como lactose ( S M  et d., 1995; Fagerberg 8t 

Avens, 1976). 

De acordo com Busse (1995) os meios dlidos seletivos @em ser 

classificados de acordo com o agente seletivo r r t íbdo em meios contendo sais bilioues 

(ágar Chato Desoximlat~, &howIla-SkigeIh, H&mn E&m, Xlm Lisina 

Desoxiwhto, Rambach), verde bnlhsuite (&ar Verde Brilhanie, verde Biilbante 

-1 Lisina Cristal Violeta), e bismuto sulfito (&ar Bismuto Sulfito). Aãialmente 

novos meios têm sido formulados, através da adi@ de substratos c r o ~ c o s ,  com O 

objetivo de permitir um melhor isolamento de &ihmeIla sp. e um sistema indicador 

mais eficiente (Wke et al., 1999). 

O @r Verde Brilhante 6 nondmente utilizado em Iaborattrios de 

dh@dco vetwhhio (Melsen & Baggesen, 1997). Na literatura encontram-se alguns 

auto= que utilizam variações do @ar Verde Bdhmte, como, pw exemplo, o Verde 

Brilhante Vermelho Neutro Lactose Sacame ( S h m  & Packer, 19691, Verde 

Bdhante V m d h o  de Fenol Lactose Sacrirose (Morinigo et al., 19891, Verde Brilhante 

Desoxioolato (Vrissiliadis et al. 19871, Verde Brilhante com novobiocína (Wdtman et 

d., 19931, Verde Brilhante Cristal Violeta Lisinri -to1 (Coleman a al., 1995). 

0 sistema indicador destes meios, como o Verde Briihmte Vermelho de 

Fenol Lactose Sacarose p), utiliza a capacidade dos microrganismos degradarem ou 

não lactose e soicarose. A degradação do açúcar d t a  na &ditica@o do meio, sendo 

visualizrida através da viragem do indicador vmeiho de h 0 1  para amarelo. 



M i ~ ~ @ m o s  que &o utilizam tais açúcares írHo d d i  o meio através dos 

pmbtos finais do metabolismo das peptonas, com o kvolv imento  de uma 

coloraqb vermelha intensa. Como &bwmJla sp. oHo fermentam tais açúcares 

coloniss taHo uma cdorsçáo rwa fone, mm um um0 vermelho intenso no ggsr, 

qmmtdw ainda mmo c o I b  ~~ (F- & Avens, 1976; 

BPL ..., 19%; BPLS ..., 1996). Estas ser ia  caractensticas de c o h i m  tipicas de 

Mmmeib v., ememm, €x&m exC€!@e% ou seja, algumas 2hbmWk sp. sBo 

capazesdefameaarkctose,resultsndomumamIbnia~oquepodepmvocar 

rcsuhbs  positivos (N~elsen & 1997). 

Miller etd. (1991) proj&m a dha@o de um meio no qual a base @r 

aose Usina foi acmmmdo um agente o Tergb14 ( d e m d d o  

athnmte Nqmf 4, Miller et d,, 1995). Este meio, denomimdo Xilose Li- 

T&oI 4 mT4), inibe o c m h m t o  de caqetidom como Pro- sp., 

~ss&mwm~ v., e P r a t W  sp., o que p&e um d b r  isohento de 

SdmmIla sp., dimhindo assim os f d e n e g h o s .  

-ICa sp. meio pela produç8o de ácido sdj%lr i~~ 

mT4 ..., 19%). O &ido ~ E d r i c o  W2S) f b m h  peh do tiosd&o de 

~ o r e a g e c o m i o m f e r r i c o ~ n o & , f o r m a n d o u m ~ p ~ ~ p r e Q ~  

od8nia$osul fe$o~( lübeb& Soares, 1993). Aiémdisto,abasedomeioahh 

&tis'ma@a-Ua~p.6qdedegradar~&-provocandoa 

&m@o do pN do meio, ~~ pelo hafo violeta produzido peh v h g m  do 

indicador de vmwIbo de b1. Estas mgks podem o m x  sim-& ou 

mtxshmente, e a da mlmçh @ exigir um tempo de incukçb  mais 

prolongado (XD..., 1996). Mmrpnismos que d q p l m m  os qúcarw (Wse e 

saarose) presentes, com a conseqiknte uidificaq& do meio, multa& em oolhhs 

d a s  - halo também amado. & que não promtzinm HíS, nan 



acidifi- o meio, formarão colaoias hcolom com um halo vemelho (XLT4..., 

1996). Entretanto, dslguns sorotipos de SirImmIla sp. n8o produzem HzS, resultando 

em colônias &picas welsen & Baggesen, 1997) incolores e com halo vermelho. 

Rambtlch (1990) desenvolveu um meio, &ar hmbach (%%I, que permite a 

identifi- de colônias de SalnmIlba sp. através de outra c a r a d d c a  fenotipica, 

que 60 as utilizadas no VB e XLT4: a fomm$o de Gdo a partir de prop;imgliool. 

Co16nias positivas dmenvolVenm iima c o l ~  rosa mermehada Outros 

microrganismos, principalmente os enthicos, seriam diferenciados através do substrato 

cromogênico (5-bromo4cloro-3-indol $-D-gaktopimosideo) que permite a 

det- da pdu@ da enzima ~ ~ o s i â a s e ,  ~~ em colônias &S. 

hteacs sp., o qual e negativo para estas duas produziria colônias incolores, ao 

mntrário de Citmhter sp., positivo para as duas reaqiks com cotanias ~smis~teristicas 

violetas -h, 1990). No eotanto algumas SdmmIla sp. @em não degradar o 

propirenoglicoI, não prochzPndo a oolomçb vmnelha amcteristica (Gnienedd et al., 

1991). 

Sherrod et al. f 1995) comparam a recupemgão de sp. em 

vários meios seletivos, e os melhores resultados foram obtidos com o &ar XLT4 e o 

RA, os qiiais apmatwamse muito semelhantes. Dusch & A h q g  (1995) 

e n c o ~ m  melhores multados com a u t i l i ç b  do &ar XLT4, em r e m  ao @ar 
.... . 

RG O XLT4 dém de ter apresentado maior senisílidade, foi mais espdfico, sendo 

indicado por estes autores para a recu- de SahmeJla sp. não-tifoides a partir de 

fezes. 

2.6.4 Confirmriçiia 

As colônias aipostamente classificadas wmo SaZmo~mella sp. (tipicas ou 

&picas), eneontradss nos meios sólidos, são submetidas a uma -em bioquirnica 



(quarta etapa). Testes como ágar Ferro Lisina (LIA) e ágar Ferro Tnplie Açúcar VSI) 

sBo utilizados como triagem inicial, a partir dos quis faz-se então imia &e de p r o ~  

bioquimicas adicionais, entre estas: chato, krment@o de dulcitol, lactose e sacaros, 

u-escimento em KCN, domto, m e i h o  de metili, Voges-Pn,skauer, SIM e 

(Heirich, 1990), ou ainda fenilalaninri desaminase, B-Hosidase ( o m ) ,  

fermentaçâo de adonitoi, rafinose e dicina (Kelly et al., 1985). Se estes aiada forem 

indicativos para MmowZka sp., ent% é realízado ri cdmm@o (quifita -1, 

de sorologizi (Silva, 19971, necessária para complementar os resultados obtidos pdos 

taes bioquimicos, pois tanto estes como o teste mli,gico niio são m I f i c 0 s  para 

SaImmIla sp. Wwart, 1989). 

A m l o g i a  d i a d a  atmds doi técnica de righrtinação utjiii soros 

polivalentes que provocam a rertção de stgiuth@ia pela preseiqa de anticorpos contra 

antigaos O, por exemplo (soco polivaiente &co). Se um isolado for 

biaquimicamente mmtdt ico de S ú h J l a  sp. e não m e r  a agiuthaçh, uma 

suspensão deste deve ser aquecida, pois desta h os eirrtígeíios capwlares mio 

desbirídos, não impedindo mais a reação do soro com os antigenos 0. -, 

aproximadamente 5% dos sorotipos não apresentarão r- positiva, com a suspensão 

sendo aquecida ou aão, pois o sorogrupo ao qual pertencem não 6 r e p d o  entre os 

reagentes dos soros (Kelly et al., 1985). 

A p ó s  & cinco etapas ~ q u e c i m e t i t o  em meio não detivo, 

emiquecimento seletivo, sanadum em meio &lido seieeivo, triagem bioquímica e 

m*a@o bioquimica e sorológica), que constituem os principias básicos dos 

métodos de cultura oomencionais, obtém-se entrio o diagnóstico h a i  (Nk1sen & 

Bagg-n, 1W7). NO entanto, a realiza* da sorotipagem confere ao resultado um 

maior valor epidemio10g;co. Desta forma, como citado anterimmnte., através do 

esqum de ~ ~ - W h i t e  a Sahonella sp. é classificada de acordo com a 



presença dos dgenos somátiws, capsular e fiagelares (Campos, 1999). 

2.7 Ontm m e t o d o l ~  

Os &tudos de d u r a  convencionais, que utilizam estas etapas daaitas 

parziai~a@ode5bhnomIIasp. ,  podem levar de 3 a4dbpitraapreJentarum 

rdtado prtsmtivu, e 5 a 6 dias para um resuhado definitivo. T e -  que visam 

este tempo de d e k q b  têm sido d ~ o l v i d a s  (Soumet, et al. 1997). 

M-s para a *da detecção de SnhmeIllo sp. têrn sido &OS ou 

desenvolvidos por alguns autores como: impedrinca, medidas de eondutânciti, 0 uso de 

bacteriofagos salmonela-específicos, unia variedade de métodos im~nol69icos paga 

& Pet- 19911, e metodos de d e t e q k  baseados em DNA (Nielsen & Baggesen, 

1997). Estes &dos podem tipresentrir uma baixa sensibilidade elou espdcidade, o 

que ainda representa um fator limitante na escolha dos mesmos -glia et d., 1997). 

O nível de sensibilídade de alguns destes métodos pode ser aumentado com 

a u t i l ' i  de uma etapa de enriquecimento seletivo, dos métodos de cultura 

cowencionais (Soumet et d.,1997), como proposto para a reação em cadeia da 

pobmrase. (PCR) (Aah  et a1.,1995; Marsidia et al., 1997; K o n g m q  et al., 1994) e 

para a separação Imunonqnktica (Colemm et d., 1995). 

Os novos métodos não cuIturais de *ida daecção de ShLmwZla sp., 

como o PCR e o teste de ELISA, não mdtam no isolamento em m h a  pura dos 

somtipos de SaJmneIla sp. Desta forma, a tendência é que os msmos sejam 

associados ms métodos c u h m i s  convencionais, que ao propiciarem este isolameato, 

pmitem a caracterhqão completa dos- sorotipos isolados, que fornecem dados 

importantes para as investigações epidemiológicas (Pignato a ai. 1995; Wiemp, 1997). 



2.8 -a da metoddogia 

Nielsen & Baggesen (1997) abmam que o resultado de u m  de 

&hmella sp. é influenciado pelo método de detecçáo esc~lhido. E- mIfia deve 

levar em conta principalmente o tip de 'mat& a ser analisado, pois este afeta a 

sensibilidade e a @cidade do método de isolamento. O método i d 4  de ~icordo 

com estes atores, deveria apreseritar as segui- carwkrÍstictis: elevados niveis de 

sensibilidade e especificidade, Edcil d i ,  baixo custo, rapidez e ser a p ~ ~ v e l  parol 

a a u t u ~  em hrga d a  Os autores reconhecem que somente um método aida 

não reúne todas estas cmcteristicas. 

A compara@o dos métodos descritos na literaairri para o isolamento de 

Snhmella sp. é problem$tica As diiculdades iniciam pelos diferentes tipos de 

mostras utilitanaf sendo que dgum estudos fazem a comparação das metodo10&~ 

com amostras mmminadas art%dmente, enquarito outros amostras 

d e n t e  contaminadas. Nesta, o isolamento & SahmeIlla sp. pode apremtm 

maiores dificuldades que no primeiro (N'elsen & Baggesen, 1997). 

Os multados obtidas na detecçáo & &homIla sp. podem ser m s  

também gelo número reduzido tanto de amomas positivas, como de diferentes 

sorotipos presentes na amostra (Nielsen & Baggesq 1997). 

Como Cdderon & Furlanetto (1991, p. 129) afirmam, a d e t e q b  de 

Salmwmedbla sp. 'Pião está na dependência de apenas um fator isolado, mas de vários 

fatores que -em  ente''. Isto reflee-se na forma como os dtr idos  

negativos para Sabppgnelllla sp. deveriam ser expressos: c c S a l m ~ I l a  sp. riiio detectada* 

INielsen Bagge~er5 1997). A implementaç8o de um programa de controle de 

SaZmionella sp. visa rião só a redu* de perdas econômicas, como os riscos a &de 

pública. Desta f o m  o controle de Salmmelh sp. em suínos, baseado na det-o do 

~atÓgmo a partir das fezes dos animais, depende em grande parte da eficiência do 

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



O presente estudo foi deseawlvido em duas etapas: 

l o C o n t a m i a r i ç Z l o ~ ~ & ~ & f e z e s d e ~ c o m ~ ~  

2" P+sa de S h r o ~ I l a  sp. em amostras de fezes natdmenie 

3.1.1. Mi~r~rganhmoi testa 

F o m  u t i I h h s  Iintisigens de &hmella T y p h h u r b  Col- de 

T p  A m e r i m  (ATCC) 15290 e de Salmmella Enientldis ATCC 13076, 

d p o s  -0s na lirtmtum entre os mais isolados a partir & produtos de oiigem 

saimsil@agpmetal., 1997). F u i u t i l i t a m b e m u m a m i s b r a d e t r ê s ~ :  S, 

Derby, S. Bredaey e &kmeila sp., isolados em diferentes granjas de suinos de 

t- em um estudo m o  fWeiss et d., 1999). Esta mishira de amomas de 

campo será denomimda de ''Pooí" no m e  estudo. 

Todots as Iinhagens de &hmeIlri sp. u t i 1 ' i  apreseritarslm colõnhs 

tipicas nos meios &lidos ~Ietivus para Mhow2.b sp. e perfil 

wwtWç0 do &mo nas provas bioquimica u t i l hhs  na etapa de Wficaçb, de 



wrdo com Holt e2 ale (1994). 

3.1.2. Ammtm de faes 

Três c0Ietas foram redidas em diferentes p j a s  de sulnos de 

t e r m i w ,  na r e ã o  do Vale do Tailuari, nas @s em um d o  anterior (Weiss et 

d., 1999) nrio M a  sido deteaada a p- de SdmmICa sp. As Ir& detas fm 

r e a h d t q  respctimente, nos meses de outubro e dezembro (1998) e marw (1999). 

O objetivo das coletas em diferentts propriedades e v das mesmas 

sepamberrte foi o de propiciar a c u m p q k  das metdologiae mima diversidade de 

miuobiota acompilahainte nas fezes, Jém de avaliar a reprudutrIbilidade dos msdtdos. 

Foram coleta& aproxhâmmte  400g de fezes de tote, em cada w a .  

Entende-se por fezes de lote aquelas que se encuntmm depositada no p h  da biiia e 

que do provenientes de diversos animais riesta alojados. As ammtm foram 

acondicionadas em sm plástico, mantidos sob &igera@o dumte o tmsprte ati o 

W o ,  d o  pmesadas m, mesmo dia da coleta. 

A mên& de & I m m I I n  sp. natas amostras foi ca* previamente 

através da de 2Sg das fezes & d a  granja, rrtiSu~u1do as metodologias que 

~ ~ ~ n o p r e s e n t e ~ . S o m e n t e a m a t r a s ~ ~ 8 ~ n e s t a t i a g e m e r r t m  

utilizadas para a compriração de ~ 1 . o g i s s .  

51.3. Contrunimçáio das a m m s  

As amostras de f b s  f8m hornogeneiadas com o auxílio de um 

mishirador tipo "Stomcher" (htewience) por 1 m i m  e divididas em 7 díguotas de 

25g para serem enGo submetidas aos difmntes tratamentos (Tabela 2). 



TABELA 2. Tratamentos u t i l d o s  na C O ~  
- I 

artificial de amostras de fezes de suinos 
com &bmneJJa sp. 

Aliquotas Tmamerrtos 

1 1 W C I g  SalmolweZkr Typhimurium 

7 Sem c o n t a r n i ~  com Wmwrnh sp. 

" UFC: Unida& F m d m  & Coi8nia 
b u ~ f " : ~ . ~ , ~ . ~ e ~ I l a s p  

O tratamento descrito foi repetido para d a  uma das três diferentes 

amostra de fezes coIetadas com demito em 4.1.2. Uma aliquota não foi contannnada 

para assegurar a ausência de S c r h ~ I l a  sp. na9 amostras, sendo submetida aos mesmos 

métodos de que as amostras contaminadas artifícialmente (controle nqgíiw), 

3.1.4. h p a m  do inbculo de ~~ sp. para ti contaminação 

aMciaI 

A partir de c u h m  em caldo Infusão de Ckebro e Corrição @HI, Difco) de 

S. EÍlteritidig S. Typhimurium e do ''Pool'' (semeado com uma colônia dos sodpos 

Derby, Bredeney e J ú I ~ ~ n e I l a  sp.), incubadas por 24 horas a 37"C, foram feitas 

diluições em s01ução salina fisiológica (Anexo 1) de 10-I a 1 0 ~ .  Das dilui* 10-' até 

104, 0 , l d  fim semeados, em duplicata, na superílcie de uma placa contendo &ar 

Soja T r i p t i d n a  (TSA, Bi-). As culturas em BHI foram estadas a 4OC, e as 

placas de TSA foram incubadas por 24 horas a 37°C. Após o dculo de unidades 

formadoras de coI6nias rias p h a  de TSA, foi retirado dos ddos de B H  o vohtrne 



necessário para a obtenção do mimem & UFC, referente aos tratamentos utilizados na 

~~ntaminação mcid das diquotas. 

A cada aliquota de fezes tambkm foi adicionado 3 ml de suhiçb Tampão 

Fosfato Salina (PBS, Anexo 2). Todas as &quotas foram &das a 4°C por 48h (June 

et ai., 1995), de acordo com a Figura I. Após este período foram submetidas aos 

métodos de isolamento de SahmeIka sp. testados no presente estudo. 



Fezes de lote divididas em 7 aliquotas (25 g) 

Controle negativo 
Sem inbcula 

I 

Inoculadas com 
S. Typ hirnurium 

1 UFca 2 UFC 

Inoculadas com 
S, Enteritidis 

1 UFC 2 UFC 

Inoculadas com 
"Pool" 

1 UFC 2 UPC 

Adicionar a cada aliquota 3ml de 
PBS 0,01M pH 7,O 

Incubar por 48h a 4°C 

Isolamento de SaImonellu sp. 

FIGURA 1 ,  Metodologia para a contaminaçb artificial das amostras. 
a UFC, Ufiid.de Fomdora de Colbnia 



3.15 Metod010gia pam o isolamento de Salnu#i& q. 

Crda aliquota de 25g contaminadas artificialmente, foi submetida a 4 

etapas: prhmiquecimento, eruiquecimentto seletivo, semeadura em meio &lido 

seletivo, siagem bioquímica e corknqão sorológica (Figura 2). 

m s m j 5 r i a k i r r n i a  

3. 
Pce-enríqnecimeato não seletivo 

4 P P ~ T B B P O n P d i  A a w w  

+ 
Enriquecimento seletivo 

--Vdudii T b o a P o  T e  
420C/ 24h mff-- mh-- 

37eC/M1 4aOCI 2 4  
3. 

Semeadura em meio d d v o  

Triagem bioquímica (TSI e LIA) + 

FIGURA 2. Metodologia para o isolamento de Salmonella sp. a partir de fezes 
contaminadas artificialmente 



3,1,51. Pré-enriquecimento em meio não seietko 

Cada aliquota de 25 g foi colocada em frascos Erlenrneyer contendo 225 ml 

de Água Peptonada Tampo& (Auexo 31, e incubada a 3 P C .  Após o periodo de 24h 

aliquotas f o m  retiradas para a inocula&dos meios de enriquecimento seletivo. 

3.152. Enriquecimento seletivo 

Esta etapa fui rdizada em triplicata para cada um dos métodos testados. 

Aliquotas de 1 d de pré-enríquecimento não seletivo f o m  inoculadas em 9 d de 

meios de enriquecimento seletivo: caido Selenito C i h a  (SC, Difco, Anexo 4), C catdo 

Tdonato  M O l l w - m  (TMK, Difco, Anexo 4). AlÍquutas de O,ld foram 

~~ em 9,9 mi. de caldo Rappport-Vmsiliadis @V, M e  Anexo 4). 

Os &OS SC foram incubados a 37°C. Para o d d o  TMK, 3 tubos foram 

incubados a 37°C (TMK37) e outros 3 tubos a 42OC -421, &m como os ddos  

RV a 4Z°C. A incubqio dos ddos na temperatura de 4Z°C foi feita em banhwxmia, 

e de 37°C em estufa ~eriologicp~ por Uh.  Apiis este modo, aliquotas dos M o s  

foram semeados em meios &MOS seletivos. 

3.153. bhmento em meio d i d o  seletivo 

De cada tubo de enriquecimento seletivo, inecuios reeirados com dp de 

platina foram semeados em diferentts meios seI&vos (Anexo 5): &ar Xlose Lisina 

Twghof-4 (XLT4, Diftm), @ar Rambach Merck) t ágar Verde Brilhante 

Vameiho de Feno1 Lamose Sacarose (VB, Difm). Após serem iwwbados a uma 

t a n p m t m  de 37°C por 244 as placas hram malisadas quanto L camterfstacas das 

coI6nias. A partir de cada meio &lido seletivo, quando p i v e i ,  foram retirrtdas 3 

colônias tipicas de S a l m I l h  sp., e isoladas em @ar TSA. P d d o  de uma aihm 



pura em TSA, foi realizada a triagem bioquímica. 

3.1 5.4 Triagem bioquímica 

A triagem teve inicio com a inoculação de uma colônia isolada, no ágar 

T S q  nos meios para provas bioquimicas: o @r Ferro Triplice A@car (TSI, Biobrk), 

e o @r Ferro Lisina (LIA Biobrás). Os meios foram preparados, semeados e 

interpretados conforme as instruções do fabricante e de Mac Faddi  (1977). Nos casos 

em que os resuitados foram característicos de Szhonella sp., estas bactérias suspeitas 

foram então c o ~ a d a s  sodogicamente. 

a) TSI 

Esta prova determina a capacidade do microrganismo em fermentar glicose, 

sacarose e lactose com produçk de ácido ou ácido com gás, e a produ* de H2S. O 

meio é semeado com auxilio de um fio de platina, na base em picada e na superficie 

inclinada @isel) em estrias. A típica de Mmonelh sp. cam&h-se pela 

coloração amarela na base devido a fermentaqão da g2icose, e vermelha no bise1 por 

não fermentar lactose nem sacarose. N d m e n t e  a produção de gás resultante da 

fermentação da glicose é vidizada por bolhas e rachaduras no meio, a cobra@o 

negra indica a lib-O de H2S, 

b) LIA 

Com esta prova verifica-se a capacidade da microrganismo em 

d-b0xiIa.r a lisina através da enzima lisina descarboxilase e liberar H2S. Como o 

TSI, o meio é semeado com auxílio de um fio de platina, na base em picada e no bise1 

em estrias. Na reação tipica de Saho~iel'la sp. (dexahxi laqb da li sina)^ meio 

apresenta a coloração púrpura, tanto na base, como no bis& e coIoração escura na base 



devido a pduqão  de H2S. 

3.155. ConfmaçBo somlógica 

A sorologia para as bactérias presuntivamente identificadas como 

Salmonella sp. foi realizada com Soro Salmmllu Polivalente Somático (Rohc). Para 

esta prova sorológica utilizou-se a técnica de agiutbaqão em lâmina. Desta forma, 

sobre uma larnina foi feita u m  suspensão, em PBS, do microrganismo a ser testado. 

Este foi colhido de uma cultura pura em placa de ágar TSA, em quantidade suficiente 

para a obtenção de uma suspensáo eom aspecto leitoso. A suspensão bacterha foi 

adicionado o soro, co~~espondendo ao dobro do volume da mesma. Após a 

homogeneização a &mina foi d d a  em movimento por até 2 minutos. Foram 

considmdas positivas as mq&s de aglutinaçâo (formaçã.0 de gnimos) que ocorreram 

dentro deste período e foram completas. 

3.2. Amostras naturalmente contaminatias 

P m  a etapa de pesquisa de Salmonella sp. em h nrrturalmente 

contaminadas foram realizadas 2 visitas, com intervalo de 40 dias, em uma propriedade 

da região 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 

SaZmmIla sp. n&e grupo de animais em fase de terminação. 

Para as coletas d i s  nas visitas o número de amostras foi determinado 

estatisticamente (NQtENtY ..., 1995-1999) com base nos resumos obtidos na 

primeira fase do estudo, bem como por l i m i t e s  práticas e econômicas. 

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 tão logo fossem defecadas (amostras individualmente coletadas), 



totalizando 105 animais. Nas duas visitas realizadas a propriedade foram caletadtis 

também amostras de ração. Todas as amostras foram colocadas em sacos plásticos 

individualidos e mantidos sob refrigeração durante o transporte até o laboratbrio, 

sendo p m s a d a s  no mesmo dia da coleta. 

3.2.1, Controle positivo 

O controle positivo nesta etapa consistiu da c o n ~ ~ o  artificial de 25p 

de fezes, obtidas pela mistura de amostras de diversas baias trtnto de lote como 

individuais, com 2 UFClg de S a b l d a  Typhimurium ATCC 15290, conforme 

demito no item 3.1.4. Esta amostra controle foi processada da mesma foima que as 

demais mostras oinalisadas. 

3.2.2 MetdoIogiii para as mostras naturalmente contaminadas 

De crada amostra de fezes individuais, fezes de lote ou ração foi pesado 25% 

as quais foram procewdas utilizando-se as mesmas etapas desaitas em 3.1.5 (Figura 

3). 

No entanto, nesta fase do estudo, a &apa de enriquecimento foi d i z a d a  

utilizando-se para cada amostra um tubo de cada um dos métodos de enriquecimento 

seletivo, RV, TMK42 e -7. Estes fbram escolhidos com base nos resultado 

obtidos na primeira &se, na qual apresentaram uma maior eficiência. O ágar RA devido 

ao seu elevado custo t por niio ter demostrrido uma superioridride significativa com 

rehqâo aos outros meios testados, não foi utilizado nesta fase. 



Phnriqnecimento não seletivo 

JkW-T- A 07"Cf=) 

+ 
Enriquecimento seletivo 

Semeadurri em meio seletivo 

Triagem biaquímica 

+ 
Coafirmaçio bioquímica e somlógica 

i). 

FIGURA 3. Met&Iogia para o isolamento de Mmonella sp. a partir de fezes 
mtmheri te  coataminaias. 

Foram isoladas até 3 cu1ônias tipias por p k a  de meio st,lido seletivo e 

também coIonias atipicas, já que nesta etapa poderiam ser isoladas linhagens de 

SaImorael2.a sp. cujas rwes nos meios seletivos não fossem previmente conhecidas. 



As colanías isoladas fotam submetidas A triagem bioquirnia e ~0~01Ógica, 

conforme d d t o  nos itens 3.1.5.4 e 3.1.5.5. Nesta e&pa posteriior, mtretm@ devido a 

possivel presença de 1 ' i m  fermentadoras de b o s e  ou que ap- 

tardia para i, H2S ou, aida, que fossem lisina negativas, outras possikdidadm p os 

m1tados dos testes faram corisidw.como: base e bisel amm10s com p m  de 

mloragb ecwa ou base amada e bise1 vermelha m m  au- de coI@ e- 

res@wmaüe, para o TSI; e meios com base k e h  para o LIA 

CoIBnias confirmadas eomo MmmeIla sp. foram seleMamdas para serem 

enviadas para sorotipagm no Instituto Osvaldo C w ,  Estas oo16nhs foram submetidas, 

atrtes de serem remetidas, a provas bioquimicas supIemenhm. As provas 

dizadris fom: c i m o  (@r Citrato Sirmnans, Biobrb), fenilalsinina M h a s e  

(& FdJanina, Difm), ONPG (&O $-@oSide ONPG, 6), SIM ( ~ o  

S W  afco), e umse (caldo Ur&, Isofar). Os meios foram p r q a d q  s e m d o s  e 

-0s confótme as instniQaes do fabricante e de Mac Faddin (1977). 

3.2.2.1, Pmws bioqn Whs snplementam 

a) 

Esta p v a  permite detemim se o micru@smo 6 capaz de utilizar o 

c i ~ c o m o í m i ~ f o n t e d e c a r b o n o , c o m a c o ~ e n t e d ~ d o m e i ó .  Omeio 

é semeado oom o awúlio do fio de platina com uma estria centrãl. Para WmmeZb sp. 

esta prova e W v e l ,  qumdo positiva o meio toma-se -1. 

b) F'Uiininri demminase 

Neste teste da fènjlalanina desamizmse é possível verificar a capacidade do 

rnic~orgmismo em d&nar a fenilrilanina originando M o  fenilpirúvico. O @ar é 

semeado com alça de platina em estrias. A presenp do M o  hilpkúvico t 
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determinada pela reação com cloreto férrico a 10% (Anexo 7), resultando uma

coloração verde. Salmonella sp. não possui a enzima fenilalanina desaminase, desta

forma a reação é negativa, sem a produção da coloração verde.

c) ONPG

Neste teste verifica-se a presença ou ausência da enzima {3-galactosidase

através da utilização do composto orgânico o-nitrofenil-{3-D-galactopiranosídeo

presente no meio. O caldo é semeado com alça de platina e a reação positiva é

visualizada pela coloração amarela. Para Salmonella sp. a espécie bongori e alguns

outros sorotipos de espécie enterica podem ser positivos, os demais apresentam reação

negativa.

d)SIM

Através desta prova é possível a detecção da produção de H2S e indo!, e

verificar se o microrganismo apresenta ou não motilidade. O meio é semeado com fio

de platina em picada até 2/3 do meio. A produção de H2S pela Salmonella sp. é

verificada pela coloração escura do meio, e do indol é detectada pela adição do reativo

de Ebrlich (Anexo 8), resultando em uma coloração rosa. Com exceção dos sorotipos

Gallinarum e Pullorum, os demais são móveis. Observa-se a motilidade através da

turvação do meio e não apenas da linha de inoculação. Devido à produção de H2S, a

visualizaçãodesta turvação fica prejudicada,o que se verificaé o escurecimentode

todo o meio pelo H2S,e não apenas na linha de semeadura.

e) Urease

O teste da produção de urease verifica a capacidade do microrganismo em

degradar a uréia através da enzima urease, formando amônia. O caldo é semeado com



alça de platina. Como Salmonelia sp. não possui a &ma urease, a reação tlegatkva é 

verificada apems pela him@o do caido, sem o desenvolvimento da colomqão rosa. 

3.2.3 Metodologh para a determinaç3io da sensibilidade e 

~pecifIcidade 

A sensibilidade e a especificidade f o m  calculadas através de uma tabela 

de contingência (Tabela 3), e os d a d o s  foram expressos em pmentagem (T-ce, 

1997). 

TABELA 3. Tabela & coriting6ncia para cálculo da sensibilidade e da 
especificidade. 

Amostras 
Método Amostras c u ~ a d a s  com Amostras não c u n f b a h s  

SaZntomlla com W m m h  
Positivo a b 

(positivo verdadeiro) (falso-positivo) 

Negativo C d 
(falenegativo) (negativo verdadeiro) 

A sensibilidade de cada caldo de enriquecimento seletivo fbi c a l c u ~  

através do número de amostras nas quais foi possível recuperar SuInio.w?Ila sp. (a), 

amvEs dos meios sólido seletivos, dividido pelo número total de amostras positivas (a 

f c), ou seja, amostras que foram positivas através do método em questão somadas com 

as positivas dos demais caldos testados. Sensibilidade = a/a + c. 

A especifrcidade para cada rnetodologia de enriquecimento seletivo foi 

calculada através do niimero de amostras negativas para Wmonebh sp., que não foram 

detectadas pelo método em questão e nenhum ou- (d), nos meios sólidos seletivos, 

dividido pelo somatorio de todas as amostras negativas @ + d), ou seja, aquelas 



mostras que nenhuma metodologia detectou WmonelZa sp., somado ao nume& de 

amostras que apresentaram co16nías suspeitas de Salmonebh sp., mas não foram 

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

3.3. Análise &tistia 

A d i s e  estatistia foi realizada atravks do teste MacNem 

(GUPHPAD..., 1990-19931, com nivel de signifícSnciap<0,05. 



4. RESULTADOS 

4.1. Contaminaqiio artificial de amostras de fezes de suínos 

Nesta primeira &se, todos os 48 tubos inoculados a partir do tratamento 

conde,  isto é, sem a contamina@o com SaImoneIba sp., foram negativos em todos os 

meios &idos semeados. A coIltaminaqáo das fezes com I ou 2 UFUg para todos os 

sorotipos de Sabnmediiz testados não apresentou diferença entre si na recupmção, 

quando considerado um mesmo método de enriquecimento seletivo, desta forma os 

resultados foram analisados em mnjunto. Os &dos comparados nesta h, antes e 

após a incuh@o, estão represamdos nas Figuras 4 e S. 



FIGURA 5 .  Tubo& wntenda caidas de dqu&mg;~ita sdetivo 
para &&ec@o de Wmomlh sp,, inmldtas com 
fezes de suinas e após a pefiodo de incubwo, 



4.1,X Primeira inocnIa@o 

Neste primeiro experimento, quando comprado o número de tubos a partir 

dos quais em pelo menos uma piaca semeada na etapa subseqüente foi possível o 

isolamento de cofõnias de Sbhmella, o b m - s e  que tdos  os caldos apr- 

uma boa reprodutibiIidade rut recuperação da mistura de m t i p s  de campo ("Poo~*~). 

J i  para os sorotipos Enteritidis e Typhimurium, o caldo SC não propiciou o isolamento 

a partir de nenhum dos tubos inoculados (Anexo 9). No entanto, a dihp observada 

no desempenho do caído SC em reiação aos demais não pode ser estatisticamente 

assegurada fp>0,05) para nenErum dos s o ~ p o s ,  como mostra a Tabela 4. 

TABELA 4. Compmção da &ciência na recujmqáo de diferentes sordpos  de 
~ ~ I l a  sp. a partir & fezes de suínos contaminadas 
artificialmente, amvb de quatro ewiquecimmtos seIetivof, de 
acordo com o número de tubos positivos. 

Somtipo Node tubos No & tubos positivos 

S. Typhimurium 

''~001" 6 6 6 5 6 

" RV, R a m - V a s d M s ;  TMK42, Teimkionato MuIler-Km5am iocubado a 42% TMK37 

b 
T~~ MiiUef-Kadham inaibado a 3TC; SC, Selemto Cistina 
Salmonella sp., S. Bredeney e S. Detby. 

Quando cuqwados com o nUmer0 de placas onde houve o isolamento de 

colhias características de Mmonella sp., os caldos RV, TMK42 e TMU7 

apmmtmm produtividade significativamente maior (p<0,05) que o SC. Pm outro 

lado, não foi observada diferenga significativa na capacidaúe de recuperaçã:~ daqueles 

&dos entre si. O d d o  TMK42 obteve os melhores remitados, com todos os d p o s .  

Para o sorotipo Enteritidis este caldo foi significativamente superior ao SC e ao 

TMK37, o que não foi observado em reiação ao RV @=0,0?). De forma gemi, este 



sorotipo foi recuperado em um menor niimero de p h c q  quando estas fórarn semeadas 

a partir de enriquecimentos incubados a 3 7°C (Tabela 5). 

TABELA 5.  Compamqão da eficiência na recuperqiio de diferentes sorotipos de 
Sahoneih sp. a partir de fezes de suínos contamimdas 
wk%cidmente atmv6 de quatro emlquecímentos sdetivos ", de 
acordo com o número de p i w  positiva. 

Sorotipo No de placas W de placas positivas 

'TO# 18 1# 1 Sg 5 h  1 3g 

" RV, Rqqapr-VaMMis; TMK42, T e n a t o  =-- k a h d o  a 42°C; TMK37 

b 
Tetmiiomto M ü ü e r - m  incuhdo a 37OC; SC, Seiemto Cistina. 
SoImneIIa sp, S. Br&my e S. D&y. 

c d " " f k l m s ~ n a  mesma linha ~ ~ ç a s  comp~O,05. 
& 'lettas düemm na mesma linha imdicam difmmç~ com m,002.  

Comparando os meios &lidos (Figura 6), com rela@o h recuperacão de 

S i a b I b  (Tabela 6), o ágw XLT4 apresentou um bom desempenho rio isolamento de 

todos os somtipos a partir dos caldos RV, TMK42 e TMK37, sendo o único a recuperar 

os sorotipos de campo a psartir do SC. O á.gw RA apresentou o seu meíhor ásempenho 

a partir do caldo m 4 2 ,  recuperando todos os sorotipos. Com o caldo SC O ágar 

não permitiu o isolamento de d u m  dos sorotipos. 

O iigar VB apresentou resultados semelhantes ao XLT4, para todos os 

d p a q  quando semeado a partir dos c d o s  RV e lMK42. Obteve um menor 

desempenho com o TMK37 e, como o RA, não permitiu o isolamento de nenhum 

sorotipo a partir do SC. Neste ágar não foi possível recuperar o sorotipo Enteritidiq 

quando semeado a partir dos caldos RV e TMK37, alem do SC. Estas diferenças, no 

entanto, não foram estatistimente significativas Íp>0,05). 





TABELA 6. Cornparqh de três meios seletivos sólidos a s e d o s  com atíquoths 
do mesmo &do de enriquecimento C na mpera@o de d i i e s  
sorotipos de ~moneSSu sp. 

Nas placas de RA semeadas a partir dos caldos RV e principdmente do 

TMK37, havia grande quantidade de col6nias verde-adadPls (lactose positivas). Em 

muitas placas do Agir VB, principalmente quando semeadas a partir do TMK37 e do 

SC, o número de wl6nias isoladas era reduzido, dificultando a avaliação das 

características das colhias. O caldo SC permitiu um eIevado crescimento de colônias 

lactose positivas, o que interferia na ob-o da colorãção das colônias lactose 

negativas, características dos d p o s  utilkdos neste experimento. 

Com o &ar VB, principalmente a partir do TMK37, houve t a m k  o 

crescimento em véu de Prodm sp. Este ágar também fai o que permitiu um maior 

número de colônias falso-positivas, principalmente no isolamento de S. M i d i s  

(4a%), seguido do "Pooln (28,3%) e S. Typhimurium (12,3%). O &ar XLT4 

possibilitou um maior isolamento dos somtipos que o RA e o VB e, da mesma forma 

que o R4 não apresentou mI6nias falso-positivas (Tabela 7). 

TMK37 
V - X  R V 

S m i p o  

" X WT41, Xilose Lisina Tergitol4; R (!?A), Rambach; V 0, V& Bdhaute V e m e h  & 
Feno1 Lactose Sacarose. 

B~&@amssemeadasem&metdol~gia&emíqwhento .  
' RV, Rapppt-VasdWiç; TMK42, Teirdomo MüUer-- h u b h  a 4Z°C; TMK37 

T-onato MiikbKmjbatm i m h d o  a 37OC; SC, Selefito Cistina 
d S a ~ m e l l a  sp., S. Bredeaey e S. w. 

No de 
placasb 

5 0 5 6 6 5 0 0 0 6 0 1  

6 6 6 6 5 6 0 0 0 6 3 5  

6 6 6 6 6 6 5 0 0 6 6 1  

RV 
X R V 

S. Enteritídis 

STyphimuriurn 

"P0olm 

6 

6 

6 

TMK42 
X R V 

SC 
X R 



TABELA 7. Eficiência de .três meios &lidosa no isohnato de &dhaw& sp. a 
partir de féas de suitws artíficidmerite contaminadas. 

~ e í ~  s~r~tip w de mlonias N" de ~oiania~ N" de c o l ~  
st,Ii& suspeitas cont*irm& falmpskivas 

n n % 
S Entdidis 5 1 5 1 100 O 

4.13 Segunda hoeulaçiio 

Os resultados da conimk@o artificial das fezes coledas na -da 

propriedade fom prejudicados devido ao com ruitimicrobianos que os 

anùnais estswam sendo submetidos. Neste experimento foi podvel recuperar apenas OS 

sorotipos do "PooI'' atravds do cddo RV, & um tubo na c o d m # o  com 1 UFWg e 

outro com 2 UFC/g, os queris pm&m o isolamento de d6iris mactaísticas em 

todos os rneios sólidos seletivo8 (Anexo 10). Todas as col6nias suspeitas isoladas, 

foram coukmdas como sxlmm?lkr sp. 

4.1.3 Tercdm ínoculaç5io 

Neste temim qerimento, também o &po Entdidis foi que o 

qmmt0~1 um menor isolamento de cabias amcteristias. Os motipos 

Typhimurium e do "P0oln f o m  isolados a partir de todos as tubos. O cddo TMK37 



foi o que qmwntou os melhores resultados (Anexo 11). Esta diferenp de isolounento, 

no eatanto, não foi estatisticamexrte signífictttiva (Tabela 8). 

TABELA 8.  compara*^ da &ciência na rec~pera@o de diferentes sorotipos de 
WmmeIla sp. a partir de fezes de dnos  contaminadas 
artifícialniente através de quatro enriquecimentos seletivosa, de 
amrdo com o número de tubos positivos. 

Wde tubos W & tubos positivos 
inOCUIados RV TMK42 SC TMK37 

S. EntWdis 6 1 O 2 4 

"POOI"~ 6 6 6 6 6 

" RV, --V-; M 4 2 ,  Teaiomta ~~ ~ I W O  a 42°C; TMK37 
Tetrattoilato ~-~ incukh a 3 E ,  SC, Selenito Cistina 

b ~ m n e ~ f a  sp, S. Bredeney e S. k ò y .  

O sorotipo EntMdis foi isolado em um pequeno niimero de placas, e em 

apenas um dos três meios sólidos inociildos a partir de cada tubo de emipuecimmto 

seletivo. Difwmente da primeirs inocrilqio, o caldo TMK37 permitiu o meltmor 

isolamento deste sorotipo, seguido do SC e RV. Ao contririo, a S. Typhimwium fbi 

isolada de praticamente todos os meios e o "PoQI" foi recuperado em todas as placas 

inoculadas com os caldos RV, TMK42 e TMK37. A partir do SC a recupera@o foi 

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



TABELA 9. Comparação da eficiência na recuperação de diferentes sorotipos de 
SalmopmeZh sp. a partir de fezes da suínos contaminadas artificialmente 
através de quatro emiquecimentos seletivosu, de acordo com o número 
de placas positivas. 

MPO Nodeplacas E$ & p h  positivas 
semeadas RV TMG~ SC TMK37 

S Enteritidis 18 1 O 2 4 

Tarariomio Mükr-Fhdham i n a h k  a 37OC; SC, Sefenito C & k  
'Sa~nsoneIla sp., S. B- e S. Derby. 
c'dletras diferentes ria m e s m a ~ i n d i c a m ~ c a m  @,03. 

O sorotipo Enteritidis, a partir do caldo RV, foi isolado em apenas u m  

placa de VB, e em 2 piscas de XLT4, quando semeado uom aliquotas rerirridas do caldo 

SC. Para este d p o ,  o caldo TMK37 foi o que permitiu o isolamento em um número 

maior de p h .  O ágar RA não jmnitiu o isohmto deste motipo. 

A S. Typhimurium foi recuperada em quase todas as placas de b d o s  os 

meios sólidos a partir de todos os caldos, o mesmo ocorrendo p o Tml", mc@o 

feita ao caído SC, que não W t i u  o isolamento do cPooIn no RA As diferenças 

observadas na recupaçk de k h m e d d a  sp. entre os meios sólidos m & s  a partir 

dos mesmos caldos, não foram significativas pars quaisquer dos somtipos esbidados 

(Tabela 10). 



TABELA 10. Comparação de tr& meios seietivos s6íidosa semeados mm &quotas 
do mesmo d d o  de enriquecimento C na r e q m q b  de difaents 
d p o s  de Mnionelk sp. 

Col8nias falso-positivas foram observadas ripenas a partir do @ar RA (1) e 

do VI3 (6). Comparando o -O de colõnias fdso-positivas isohdas do ágar VB, no 

primeiro e no t& ~ m e n t o s ,  observou-se uma redução das mesmas- Com o 

sorotipo Enterhidis houve uma considerável reduqão no número de colônias suspeitas 

i w h h  no temim experimeato (49 culanias i s o b  a menos). O niimen, de Mso- 

positivos, no entanto, @mente  manteve-se no mesmo nivel do primeiro 

experimento, rqwtimente,  50% e 49%. Já com os sorotipos do "Pool'' houve um 

a c r e m o  na quantidade de w16nirts suspeitas e reduqb no número de MSO-positivaq 

anteriormente de 28,3%, para 9,8% (Tabela I 1). 

MPO 

S Ententidis 

sTyphimUnum 

"PooI" 

" X (XLT4) , mose Lisina T e 1  4; R 0, -h; V (VB), Verde Brilhazite Vemaelho de 
Fend Sacarrrçe. 

b ~ i m a e r o d e ~ s e m e a d a s e m & ~ b g i a & ~ -  
" RV, --VadW& TMK43 Temi- Midier-KaSmmn íncliõsdo a 42°C; -7, 

T~~ Milia-Kadfnmm inaibado a 37OC; SC, Selemito Ciçtina 
'salmne~kr sp., S. Bredeeey e S. Derby. 

SC 

0 0 1 0 0 0 2 0 0 3 0 1  

6 6 5 6 6 5 6 6 6 6 6 5  

6 6 6 6 6 6 5 0 3 6 6 5  

TMK37 Wde 

6 

6 

6 

RV TMK4Z 
p l a c a s " R V X R V X R V X R V  



TABELA 1 I .  Eficiência de três meios sblidos " no isohento de hhhmella sp. a 
partir de fezes de suínos artificialmente contaminada 

Meio Sorotipo No de colônias N" de coIônias No de colônias 
d i d o  suweitas co&maúas faiso-positivas 

S. Enteritidis O O O O O 

S. Enteritidis 4 2 50 2 50 

Tool" 61 55 9072 6 9,s 

" XLT4, Xilose Lisim Tergitol4; Rq Ranhch; VB, Verde m t e  Vemielbo de Feno1 Ladose -- 
~a~mnei ia  sp, S Bredeney e S. w. 

4.2 Amostras de feza naturalmente contaminadas 

Na wleta r&da na primeira visita 53 animais (50,4%) foram positivos. 

Em todas as 21 baias coletadas pelo menos um animal era positivo. Em uma bãia todos 

os 5 animais coletado5 excretavam Sdmonella sp. nas fezes. Nas fezes de lote, o 

microrganismo foi detectado em 14 das 21 baias coletadas. A amostra de ração também 

foi positiva para SaZmomeldn sp. 

Na segunda mleta, 7 animais (5,6%) foram positivos. Apenas 6 baias 

apresentanun animais com S l a h l l o  sp. nas fezes. Nesta coleta Nio foi possível 

deteciar SaImomIla sp. nas fezes de lote e na ração. 

No processamento das amostras todos os tubos de controle (6) inacuhdos 

com o prkmiquecimento, contaminado com SalmoneZla Typhimurium, foram 

positivos em todos os meios sólidos semeados. Com relação aos caldos, na primeira 

coleta o TMK42 foi significativamente superior @<0,0001) ao RV e TMK37 (Anexo 



12). No entanto, na q m d a  coleta, o d d u  TMK42 e RV foram superior ao TMK37 

(Anexo 131, mas apenas o desempenho do -42 apresentou diferenqa significativa 

com reh* ao TMK3 7 (Tabela 12). 

TABELA 12. Eficiência na recu- de S a b l l a  sp. através de trGs 
mrkpcimentos seletivos ", de w d o  com o &mero de 
piscas positivrts. 

Coleta Placas RV TMK42 TMK37 

" RV, --V-; TMK42, T m  m- W a 

Nas duas c01etas r d h h ,  a tecupm@o de Wmwdla sp. nos meios 

detivos XLT4 e VB, semeados a partir dos caídos RV e TMK42, não apreseatou 

dife~ença significativa. Sendo que, somente na primeira coleta, o @r XLT4 fui 

siIpiifidv8mente mprior (p4.006) ao VB, quando ambos foram semeados a partir 

do &do TMK37 (Tabela 13). 



TABELA 13. Compamçáo de dois meios sólidos seletivos" semeados com 
aliquotas do mesmo caldo de emiquecim&ob na rem- de 
WmonedIa sp. 

Coleta P h  RV TMK42 TMK37 
semeadas XLT4 VB XLT4 VB XLT4 VB 

1" 126 19 17 4 9  41' 2 lf 98 

" RV, m r t - V a d h B s ;  -42, Temtionãto haãnerXm5am hcuhb a 42T, TMK37 
T d o m t o  Mülier-hdhamt ianmbrsdo a 37OC. 

b ~ ~ 4 , ~ ~ ~ e s g i t o l 4 ; V B , V e r d e ~ V e n x i e l b o d e F e n o l ~ S a c a r o s e .  
~ " ~ ~ ~ ~ l i n h ~ a t m d i f í m m p = O , ~ l .  
Lgle&asdiferentesnamesna~indi~difkrmgcomp=0,006. 

Com rel* A sensibilidade dos caldos, na primeira coleta o d d o  TMK42 

apresmtou a maior sensibilidade7 tanto na cambiiiio com o ágar XLT4 como com o 

W. O RV e TMK37 apreseataram resuitados semelhantes no ágar XLT4, mas a 

&#@o RVM3 foi d o  superior a d a @ o  TMK37NB. Já na segunda coleta 

não houve maiores diferenças entre os caldos RV e TMK42, mas anhos a p r e s e m  

uma maior sensibilidade que o caido TMK37 em @quer das mmiaqõm com os 

meios sblidos (Tabela 14). 

TABELA 14. Sensibilidade de três m&& de enriquecimento detivoa, em 
assuciaqâo a dois meios sólidos sel&sb no isolamento de 
SaImopmeZla sp. 

Coleta RV TMK42 T b W 7  
XLT4 V33 XLT4 VB XLT4 VB 

' RV, ~ - V a d i & s ;  TMK42, T- Ma11er-ihfbmm b a b d o  a 4Z°C; 
TMK37 Teüatiomto MlIbKau5am i n c h h  a 3;PC. 

bXL~4, Xitose Lisina T-14; V3, Vede Brilhante V e n d h  de Feno1 Ladaçe Sitcarose. 

Na primeira coleta, a metodoIogia de enriquecimento com caldo RV 

apresentou maia espificidade, enquanto o TMK42 e o TMK37 foram menos 

específicos na associação com o ágar VB. Na segunda coleta os resultados foram 



semelhmt~ para todas as as&@es testadas (Tabela 15). 

TABELA 15. Especificidsde de três m&dos de enriquecimento seletivoa, em 
associação a dois meios sólidos seletivo$, no isolam- de 
~ Z l a  sp. 

Coleta RV TMK42 -7 
XLT4 VB XLT4 VB XLT4 VI3 

l0 100 100 98 87 % 91 

O ágar XLT4, na primeira coleta, qmsentou um desempeaho superior ao 

VB, resultando em um menor número de mlOnias MSO-positivas. Na sqp.da coleta 

houve o isolamento de ool&iias falsqmitivas no XLT4 (Tribeh 16). 

TABELA 16. Eficiência de dois meios sblidosa no isolamento de -h sp. 
a partir de fezes & suínos naturalmente conhminadss. 

Coleta Meio N" de ml&nias W de mlonias No de colônias 
&do suspeitas conniiadas fdm-positivas 

n % n % 
1 O  XLT4 252 24 1 95,6 11 4,4 

"XLT4, Xilose Lisina TugW 4; VB, Verde B d b t e  Veraielho de F e d  Lactose Sacarose. 

Nenhuma das col6nias &picas isoladas a partir dos meios sólidos seletivos, 

nas duas coletas, foram confirmadas como SahneIla, sendo que todas as mlbnias 

tipicas que foram corifirmadas como SaZpltoneIla apresentaram resultados 

característicos nos testes TSI e LIA . Devido ao número de colanias confimiadas como 

SahmeIla (652), m v e s  de triagem bioquímica e somlogia, apenas algumas foram 



enviadas ao Instituto Oswaldo Cruz para serem sorotipadas (Tabela 17). 

TABELA 17. Total de colônias de SaImowlla sp. isoladas a 
partir dos difereates m w r k i s  coletadosa e o 
número de colônias enviadas para sorotipagem. 

Coleta Totd de Colônias 
c0IõMas sorotipadas 

Triagem Feaes de lote 23 3 

Fezes de lote 

2" Fezes individuais 74 6 

As amostras enviadas demonstmm pert- a 15 sorotipos diferentes, os 

quais estiio distribuidos em 6 somgmpos. Da coleta de tiagem todas as mlônias 

selecionadas pertenciam ao d p o  Rissen. Na primeira coleta, foram identificados os 

somtipo rva>rindaka e Tenriessee da raçiío, os quais foram encontrados nas fezes 

coletadas individualmente, e nas fezes de lote (motipo h d a k a ) .  Nenhum &es foi 

identificado na segunda de ta .  Por outro Mo, os sorotipos Cerro, Heidelbq 

Montevideo e Typhimurium foram e n c o ~ o s  nas fezes de mimais na primeira e na 

segunda coleta (Tabela 18). 



TABELA 18. Somppos e sorotipos de S a b I l a  sp. isolados em três 
diferentes detas, a partir de m@o, fezes de lote e 
individualmente mietadas de suínos dumte 3 *tas 
realizadas em uma propriedade de terminação. 

Somgrupo Somtipo Coleta * 1 3 

S. sp. 



O maior risco de amtmhq& da carne d n t i  por Sainmmlh sp. tW 

assn5h  com a inf- subclinica dos m b a i s .  Na maioria das - 

qidemioiógi- a ailtura microbio16gica tem sido usada p m  deeci - . o nid de 

~ c o m ~ & s p . e m g r a n j a s d e ~ e / o u e m ~ c m - - , a  

~ d e + ~ U a s p . , ~ ~ ~ s c u t t u r a i s , e m s u i n o s c o m m f e o ç ã ú  

~ Z i n i c a é s l t a m e n t e ~ ~ p e h ~ ~ e n t e d o m i ~ p o r  

~ a a i m a i g t K m c o m o o ~ e ~ w n e ~ a m o ~ ~ d o ~ o s e g u i d o n o  

exame cultural (Kim a d., 1999a). 

O isolamento do p&@am, atrrrvés de mhdos d v e i s  e epdfíoas, que 

p e r m i t a m ~ ~ o n i v e I d & i n f ~ d o s ~ 6 d e ~ e i ~ e i t i p o  

exrtersdimerito da epidemiologia da in feqb  por Szhmeh sp. e para o 

htmvolvimento de -&ias de controle apmprdas (N~eisen & 1997; 

Kim a d., 195%). 

P m e s t i r i a a r o n i v e l d e ~ d o s r e b a n h o s i l a s ~ r i $ ~ ~  

mostras c-detadas h i t m - s e  h h @m et A, 199%). No entataq entre os 

~ ~ ~ s ~ ~ a p õ e s a o v o ~ d e ~ c o ~ e n a ~ 1 o g i a  

de h h e n t o  @imk et al., 1997; Nielsen & Baggesen, 1997). N~eIsa & Boiggesen 

~ d e n u n  ainda, que aIgwis estudos a v a i i i  a smsibilidade dos metodos 

apenas com amostras artificialmente oontamhadas, o que, para os autores, @cuít% ri 



-o das metodol~gias, pois através date  tipo de amostras a facilidade em 

isolar Sabnonella sp. pode ser maior do que em ~~ mtmimente c~ntaminsdss. 

Estas considera@% detemhmm que este estudo fosse d h d o  em duas 

fases, uma primeira eom contaminaçáo artificial das amostras e uma segunda com o 

isolamento de WmomIIa sp. em amostras naturalmente contaminadas. Nelas duas 

fases foram compardas metodologias de emiquecimento seletivo, mpa ria qual deve 

ocorrer a inibi* da microbiota competitiva e a  li^ de -Ila sp- tite 

níveis em que o @gmo possa ser detectado (June et d., 1995). 

Com a primeira fase buscou-se adiar  a capacidade das metodologhs para 

o isolamento de Sabnella sp., através da recupeqk de sorotipos com cmaaerídcas 

fenotipicas conhecidas, a partir de aliquotas de fezes artificialmente mntmkhs. Os 

multados obtidos nesta fase serviram também para selecionar metdologias de 

enniquecimento seletivo e meios siilidoq os q u i s  seriam então utilizados na segunda 

fase. Nesta, avaliou-se a sensibilidade e especificidade das metodologias no isohento 

do Wgeno, a partir de amostras namalmente cmmihadas, onde fatores m o  

estresse dos microrganismos exmetdos W k e r s  et al., 19871, Vanaç&s fenotpicas 

das oolônias (Moriãigo et ai., 1989) e i n t d ê n c i a  de excreçio pelos mimais  (Bager 

P e t e r a  1991; Nielsen & Baggesen, 1997) estavam influenciado o desempenho 

das m e s a .  

5.1. Contamiaiiçáa d c i a i  

Busse (1995) considera que o isohento de &ihmIla sp., de certa f ónq  

é propenso ao h s o .  O mimrganisrno não ser detectado por problemas já na 

amostragem e que, mesmo em amostras contaminadas artificialmente com SnImmIda 

sp., esta pode não ser isolada, devido a problemas no enriquecimento seletivo. 

Obsemaqks como esta, detdnsram que o presente estudo tivesse uma etapa inicial 



de contamhçh artificial das amostras de fezes. 

5.1-1 Primeira hocnlaçáo 

Nesta primeira comaminação artificial das amostras pode-se observar uma 

maior diferença no desempenho das metodologks no isolamento do somtipo 

Entdd i s ,  no qual o caldo TMK42 apresentou o melhor desempenho. Este sorotipo fbi 

recuperado em um menor niímero de placas, quando estas foram s e m d a s  a partir de 

caldos incubados a 37°C. Isto pode ter ocorrido devido ao sorotipo Entddis  não ter 

alwpdo uma popuia@o mais elevada que os microrganismos competidores, o que 

dificultou o isolamento de oolônias nos meios &lidos. Este mesmo sorotipo em 

temperaturas mais elevadas como TMK42, ao &o, só não pode ser isolado em 

Uma placa. 

Para Rhodes et al. (1 985) tmpemtwas de incuba@o mais elevadas inibem 

a microbiota competidora. Desta forma, na incuba* a 42°C do caido TMK, o número 

de S. Enteritidis teria exedido o de competidores, m t i n d o  seu isolamento. Ao 

contrário, o TMK37 apresentou um grande niimero de placas com crescimento de 

outros microrganismos. O caldo RV, mesmo incubado a 42OC não 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 

d d o  não apresentaram elevado crescimento de competidores que pudessem dificultar 

a visuaiização e o isolamento de colônias tipicas de Sahonella sp. 

Pignato et al. (1995) também observaram diferenças na recupera@m de 

alguns surotipos, o que para os autores seria devido a uma varia* na sensibilidade 

destes aos inibidores dos diferentes caldos seletivos. Bager & Petersen (1991) ao 

avaliarem a recupem$o dos sorotipos com relqáo ao caldo de enriquecimento, no 



-0, a uma menor mprziçEo de S. Enteritidis WS do RV, 

sim do sorotipo aveve o b t i m  também uma menor r e c u e  de S. Typhimurium 

a partir do TMK, apenas quando este era incubado a 43°C. 

NO pr- -do, O caldo SC não @u 0 isolamem dos ~ ~ ~ 0 s  

Enteritidis e Typhimurium, talvez devido a uma maior suwtibilidade destas amostras 

provenientes de uma coleção de c t h m  itos &O tóxicos do caldo SC, em 

~ ~ 0 m a s ~ s t r a s d e c a m p o p r e s e n t e s n o " P o o l ' ' .  

Para Vrin Schothorst et al. (1977) não haveria a sensibidde de alguns 

sorotipos especificas ao agente seletivo do meio. Neste estudo foi avaliada a eficihcia 

do aido tetrationato bile verde brilhante na ~ p e r a ç ã o  de Wmonella sp., 60 sendo 

evidenciada uma maior seasibilidde de detemido  motipo ao teüatiaato. Segwmdo 

os mres, é po~iml que, dentro de qualquer popdqáoy um número de &das 

apresente sensibilidade ao agente seletivo. Desta fiinila, uma 1inhagem seria 

considerada sensivel, quando apresentasse um elevado número de céIuias semiveis. A 

partir disto, os w r e s  defendem o uso do pré-emiquecimento, pois com a imda@o 

de um maior nifmero de &luias de SalmormeIla sp. no caldo ~eietivo, maior se& a 

probabilidade de se ter céluias menos msíveis. 

P m  OS outros sorotipos testados neste experimento, os caldos SC e o 

-7 demonstraram uma menor produtividade em compam@o aos &dos RV e 

M 4 2 .  No entanto, nos níveis de commhação testados ( I  e 2 UFC/g), para a S. 

TyphimUnum e para o "Pooln, não fbi possivel observar difmqas significativas entre 

os caldos I1V, TMK42 e -7, apenas destes com relação ao caldo SC. Talvez hsse 

possível evidenciar uma maior diferença através de níveis de contaminação menores. A 

favor desta hipbtese, Pignato ei al. (1995) obtiveram o isolamento de S. Entaititidis em 

cmes contaminadas com até 0,4 UFCfg de amostra através do TMK incubado a 43°C 



e rião através do SC incubado a 37°C. 

Para Beckers et d. (1987), em amostras contamÍn&s com Sahoptella sp., 

o microrganismo poderá ou não ser d~ecMo, dependendo das intem$es entre as 

&lulas de SahmIh sp. e os microrganismos competidores. O que poderia justificar a 

discordaricia existente entre os autores. 

June et al. (1995), em experimento com diferentes ahnentos artificial e 

naturalmente contaminados, obtiveram resultados variados quanto a produtividade dos 

caldos seletivos, bem como das temperaturas de incubação. De modo geral, o caldo RV 

preparado a partir de ingredientes individuais foi superior aos caldos SC e TWonato 

Bile Verde Brilhante Cincubados a 35"C), e ao RV disponível comercialmente. 

A grande maioria dos experimentos que compararam a eficiência de etapas 

de enriquecimento seletivos, são realidos através da avalia* da freqüência de 

isolamentos, e não da c M c a  que ocorre no pmcesm de enriquecimento seletivo. 

Rhodes et al. (1985) desenvolveram um método para avaliar a cinética de crescimento 

de uma dtura mista em meios de enriquecimento de ScrlrnopãeIJa sp. Este método seria 

uma h de estudo e qmt%caçio dos efeitos rdtantes da varkqh do meio ou das 

condições de crescimento, sem que se realize uma comparaçáo em larga escda da 

freqüência de isoIamento. No entanto, neste tipo de experimento, em que a 

contaminação é feita diretamente nos caldos seletivos, característiw próprias de u m  

amostra como: presença de outros competidores (Shamta & Parker, 11969; Vm 

Schothorst et ai., 1977; June et ai., 1995) e &a orgânica n..., 1987; 

SELE NIE..., 1989, as quais podem influenciar na deteq& de SIQhra07aedla sp., são 

desconsideradas . 

Shanna & Parker (1969) compararam o isolamento de &lmomIka 

Choleraesuis a partb de fezes comaminadas com o microrganismo, que haviam sido 

previamente autoclavadas e sem este tratamento. Os autores obseivaram uma redugo 



na detecção & MhomIla Cholemmis nas amosnas de fezes que não haviam sido 

~ v a c l a s ,  ou se& onde havia a ~ n ç a  de uma microbiota- 

Van Schothorst et al. (19n) também c o t l s i ~  que a mimbiota 

m+m pode -ar na muitiplicaçáo da S1ihneJlla sp. Entretanto, estes 

muonsobaervaramqueemailturapwo~entode~Ilii~p.aainferi~~ao 

de aimw mista (preaeoça de -m sp. ai de Citmhcter sp.), sugmhb imia 

possivel diminui* da tolucidde do caido dos competidores presenies Os 

iuaores d d e r a m ,  aida, que com a incmkqb de um &en, elevado 

( a p d u d m e n t e  ld UFC) de WmmeIla sp., esta p& isolaia 

índqendentmmte da presença de competidores. 

No esmh mnhm dos &s sóiidos detivos tedados, quando 

meados com aliquotas a partir do mesmo aido de enriquecimento seletivo, 

~ o u d i f ~ ~ n a ~ ~ & ~ J l a s p .  Isbodemmquem 

adçiks de isoZamerão do microrganismo é maia dependente do ~~ da e$apa 

de w m e n t o  do que do próprio meio sólido, obsmqih tmWm f b h  por 

Sherrod et ai. (1W5). 

N o ~ ~ o á g a r X L T 4 f o í s a i p e r i 0 ~ o i o s ~ s m e i o s ~ o a ~ ~  

setanto &maior i n i b i ç ã o d o s ~ o ~ q u e & e @ r ~ o y  -ao sm 

& e m  indicador tes sido mais &ciente. Desta forma, o &pr XLT4 pmi th  

melhore coQdiç6es para o isolamento de c o l ~  tipicas de SahawUa sp. do que os 

outros meios t a t adq  catilo o &ar RA e VB. 

O ágar RA demonstrou ser mais eficiente q d o  associado ao caMo 

T M K ,  ji com o caldo SC n b  permitiu o isolamento de nenhum dos sordpos. Com 

o 6gar lb4 s t á  entre os meios &lidos que apresentam baixa ~leeiVi& @me, 19951, 

estes multados t a m b  sb indicativos de que, quando um meio &lido é sanesdo a 

partir de um enriquecimento com d o r  seletividade, como o TMK42 demonstrou ser 



neste emdo, maior será a probabilidade de isolamento de Sabnonedlla sp. (Sherrod et 

ai., 1995). 

Nas plofas do @ar RA semeadas a partir do ddo  SC hocuhdo com 

aliquotas de amostras contaminadas com S. Entddiq só houve o crescimento de 

mim@smos ~~ de lactose. Nas placas de XLT4 e VB foi @d 

somente a v i d i  de colônias amarelas, tamkm ~ & C B S  de 

mic~~rganismos lzictose positivos, demonstrando data forma, uma elevada 

superioridade do número destes micror@smos ezn relação ao de SnbnmIla sp. Em 

sipeasrsumapIaçadacontrimintiçãowmS, Typhi~nwiumeem3 d o P d , n ã o h ~ w e o  

crescimento exchisivo de colônias verde-aailadas no ágar RA, quando semeado a partir 

do caldo SC. 

Para Beckers et d. (1983, em um experimento no qual realiziram 

o o n t a m i ~  ad3cia.i de carne com ShwneIkr sp., os miaorganismos c o ~ d m q  

lactose positivos, fôm os que desempenharam uma maior influhch na deteqão dos 

microrganismos deste gênero. Com um hera elevado de micrmganhms Wose 

positivos, a d e  de ~ ~ l h  sp. foi menor, o que não ocorreu quando um 

elevado número de microrganismos lactose negativos desenvolveu-se no 

&quecimento seletivo. Estas obsemq6es indicam que a competição entre os 

m i c ~ ~ s r n o s  niio é apenas umsi questão de número, mas t a m b  de tipo, e niio 

somente em relqão a habilidade dFformar colônias semeihtes h de k h m e I k a  sp. 

no meio sblido, mas também com a possível int-O entre MmoneIlJa sp. e os 

microrgaaismos coqetidom durante o enriquechento seletivo @eckers e$ d., 1987). 

Para estes autores -chia mil, Eaterok&r sp. e h- sp. desempenham 

importante papel como competidores, sendo Esckrichia cozi isolada somente nas 

amostras que SadrnoneIla sp. I& foi detectada. 

Da mesma forma que o ágar RA, o hgar VB apremtou melhores resultados 



quando semeado a partir de emiqueoimentos d s  seletivos. Nestas condições s a i  

desempenho assemelhou-se ao do XLT4. No entanto, pela comparação visual das 

placas, o VB apresentou una menor seletividade em r e l w  ao XLT4 e ao R 4  

dificultando a avaliaçãlo das características das colônias, principalmente quando o 

crescimeato de c016nias lactose positivas era elevado. Este problema ainda em 

agravado quando o VB era s e m d o  a partir de enriquecimentos menos seletivos como 

o TMK37 que, com freqüência, permitiu o crescimento em v& de Protars sp., o que 

pode ter impedido a v i s u d ~ o  de colônias de SaImmelln sp. Desta f o m  

evidenciou-se a necessidade de que a este ágar seja adicionado um inibidor do 

crescimento daquele microrganismo, como o antibiótico novobiocina (Tate et al., 

1990). 

A estas ot>sm@es soma-se o fito que o ágar VI3 demonstrou possuir um 

sistema indicador que não permite umrt boa identificação e diferen- das col6nias 

de &lmwaeZla sp. como o XLT4 e o IL% Isto foi evidenciado pelo número de ml6nias 

fálso-positivas isoladas deste ágar, o que d o  o c o m  no XLT4 nem no lU O que 

deve-se principalmente pela dificuldade em diferenciar mlônias -se negativas que 

não s50 &Imwpe!'a sp. daqueias deste micrargaaismo. Para diminuir o trabaiho no 

laboratório, no processameato de dônias mso-positivas, alguns airtms 

recomendam a tealiza@o do teste da oxidase com as colônias suspeitas. Desta forma, 

somente as oxidase negativas seguiriam para posterior confmução @usch & 

dtwegg, 1995). 

Desta forma, confundiu colônias que ~o sEo do ghero SahwteIh com 

cuI611ias ~scterist icas destes microrganismos tanto no ága RA wxno no XLT4 é um 

pouco mais difícil que no ágar W, pois o sistema indicador daqueles meios permite 

uma melhor diferenciaçh das colônias. 

No RA a coloração vermelha só é apresentada por coI6nias de SuImonelh 



sp. e Illihsgens de Cia~bmíer f i d i  que são &D-galadosidase &w, as @S 

também essumirÍam a c o l o ~ o  vermelha (Pignato et al., 1995). Em estudo realizado 

por estes autores, de 235 colhks isoladas, com colomção vermelha caractedstica, 

apenas 5 não foram c o ~ s  como SabnoneIla sp. e sim como Citmbcacter@mdii, 

que não possuiam a e n z h  PD-gdactosidase. No entanto, o Bgar -RA possui 

limitações em sua sensibilidade devido a alguns sorotipos de MmoneIla sp. que não 

degradam o propiienogiiml @ambac& 1990) ou possuem a enzima B-D-gahcWidase 

(Gnienewald et al., 1991). 

O ágar XLT4 permite a diferenciaç8o das colônias de SabnmIla sp. de 

outras que tsimbem são fiS positivas. AqueIas apresetrtam a doração mais 

intensa, os bordos são translúcidos e, com s p r o ~ e ~  24 bom de h h ç ã o ,  e 

possível visdizar um halo vermelho na colhia cmcterkmdo a d- da lisina 

(Wler et d., 1995; XLT4 ..., 1996). Isto não mome com compddores corr#, o 

C i ~ ~  sp., que normalmente não pduzem co18nias pretas w m  24 horas de 

incubação. Neste &ar, colônias atípicas de SalmmZla sp., não produtoras de H2S, 

apresentam-se com c o l ~ o  rósea podendo ser diferenciadas de orãras bact&hs 

(htose positiva) que apmentam coloração amarela (Miller et d., 1995). 

No presente estudo, as placas dos 3 meios seletivos permitiram wn melhor 

isobento quando semeadas a partir de enriquecimentos com temperatur8s mais 

eMas .  O que ~~ foi obtido por Dusch & Aitwegg (19951, que isolaram um 

menor n h o  de colônias Mso-positivas quando as amostras de f m s  firam 

enriquecidas em caldos incubados a 42°C ao invés de 37°C. Os autores consideram que 

esta t m p m t m  mais elevada melhora a recupm@b dos somtipos tif5ides. Entre 

os meios testados, o bar XLT4 e especialmente o Rappaport-Vassiliadis semi-sólido 

modificado (SMRV) demostraram ser excelentes no isoIamento de sorotipo5 de nHo 



tifóides, a partir de amostras de fezes. 

Shmod et al. (1995) também encontraram um menor número de false 

positivos e principalmente de fslso-negativos quando os meios sólidos testados firam 

semeados s partjr de caldos incubados a temperatura mais elevadas. Pani os autores 

isto fbi devido a um menor crescimento da microbiota competidora placas. Entre os 

meios não houve grande diferença com relação a produtividade e o número de fiilso- 

positivos ou Mso-negativos. O @ar XLT4 em alguns alimentos testados apresentou um 

menor número de falso-positivos que os outros meios. Os autores consideraram que oa 

-lha de um Agar para o isolame~to de Mmomlla sp. além destes fatores como 

produtividade e resultados falsos, devem ser considerados outros &ores corno: custo, 

tempo de prepara e tempo necesshrio para a adaptação com o meio. 

Para MmiIiigo et al. (1989) os meios sdetivos apresentam tanto vantagens 

como desvantagens. No entanto os autores não recomendam o uso do &ar SS para a 

d w  de Salaoortella sp., pelo baixo hera do microrganismo recuperado por este 

meio. Obtiveram maior seletividade através dos meios Xlose Lisina Desoxicoho 

W) e do VB, e melhores resultados com tempo de incubaqão das placas de 48 horas 

do que com 24 horas. Entretanto este experimento foi realizado com c u h  pura de 

SaZmmJla sp., na ausência de microbiota competidora. 

5.1.2 Segunda inocnhçáo 

Na segunda contamina@o das amostras de fezes a maliação do 

desempenho das metodologias foi prejudicada, pelo &o dos animais da propriedade 

coletada estarem sendo submetidos a tratamerito com antimicrobianos. A permanência 

das amostras de SahoraeIh sp. inoculadas por 48 horas sob refrigeração em contato 

com as fezes onde havia antimicrobianos deve ter determinado a 1eW das &luias 

destes microrganismos. Este efeito lesivo dos antimicrobianos tem sido utilizaáo 



rotineiramente no controle de microi@smos indesejados em meios de cultivo 

bzicteriolbgicos (MoRnigo et d., 1989). 

O efeito tóxico dos antimicrobianos nas fezes, entreeanto, não garante a sua 

eficiência sobre as &lulas de Saimonelb sp. in vivo ou seu efeito sobre o d o  de 

portah dos animais. Quando presentes nos animais portadores, os mim@smos 

estão sujeitos a uma pressão de seleção, podendo já apresentar resistencia ou adquirir 

pela troca de m a t d  g d i c o  com a rnic~obiota normal, que possa ser misterte aos 

rtntibibticos usados Pinliiy & Falkow, 1989; Trabulsi 8t Toledo, 1999). A I h  disso, o 

fhto da MhmeJla sp. ser ums bacteriri iotraceIuiar f m h t i v q  unaa possivel 

localização intcacelular, impede a aqão de antimicrobianos sobre as mesmas (Clmke & 

5.1.3 Terceim inoculafio 

Na terceira c o ~ ç 5 0  m c i a l  das amostras foi novamente o b h  

uma maior sensibilidade da S. E d t i d i s  ao enriquecimento. No entanto, os resultados 

não reproduPram os dados obtidos na pnme'i conimb@b. Ao mnirhio dos 

primeiros resultados, o caldo TMK42 apresentou o pior desempenho. A S. Enteritidis 

foi melhor recupada em ddos com tempeímm mais baixas como o TMK37 e do 

SC, a partir do qual anteriormente não havia sido isolada. No entanto, a produtividade 

dm todos os caldos nas placas foi bsixa, p m i h d o  apenas o isolamento de uma 

ml6nia em cada placa. 

As diferençris na recuperaçh da S. Enteritidis pelos caldos, tanto na 

primeira contaminação como nesta, d o  foram estatisticamente assegumdas, 

demonstrando que com os níveis de w ~ a ç á o  testados (1 e 2 UFC/g) não haveria 

diferença entre os caldos. Se n-e isolamento de S. Enteritidis fossem u t i l i  

somente os meios seIetivos XLT4 e este sorotipo não seria detectado a partir do 



caldo RV, já que deste &do foi apenas no Agir VB. 

Para mIhorar a recuperação da S. Enteritidis, Avez um tempo miar de 

inwbação dos caldos seletivos fosse necessiíio, já que em ambas as contaminagaes a 

sua recuperação fbi inferior aos demais sorotipos. Waltnaan et ai. (1992) consideram 

que os melhores resultados na detecçáo de kImwlh sp. seriam obtidos com tempos 

de íncuiq30 maiores. Para estes autores, o isoheato de Snl-lla sp. seria mais 

eficiente com a combinação de tempos de 24 horas com um enriquecimento s a m k i o  

apiis o caldo ter sido mantido 5 dias a temperatua ambiente. Com esta wu&ç% de 

tempos foi possiveí a detecção de W-Ila sp. em 98% das m m .  Por outro M o ,  

metodolo@ como esta toriaariam o diagnóstico ainda mais demorado, o que 

inviabilizaria a sua utilkção na rotina. 

Para o sorotipo Typhimrrrium os resultados obtidos entre os ddos foram 

praticamente iguais entre si e, com do caldo SC, também foram semelhantes 

ao da primeira conhminaç8o. No entanto, mesmo que o SC apmdasse estes 

resultados para os demais d p o s ,  ele ainda 60 seria o mais recomendável para o 

uso em rotina laboratoriai, tanto por apPesentar uaaa menor ~ v l . ~ e ,  com a 

recuperação de números reduzidos de colônias nos meios Alidos seletivos, com pia 

suri toxicidaâe. Este fato fôi utilizado por outros autores como critério de exchisão do 

caldo SC (June et al., 1995). 

Diferença significativa entre os caldos houve apenas com os somtipos do 

"Pool", cujos resultdos reproduzem os obtidos na primeira cuntruninaçSo, ou seja, 

entre os caldos RV, TMK42 e TMK37 não haveria d i femqq apenas desm com 

relqb rio d d o  SC. 

Com relação a diversidade de microrganismos v i s d i a d a  nas placas dos 

meios seietivos não houve muita diferença com re- A primeira inocuIa@o. Onde 

houve uma menor recupeq30 de WnomIla sp. a diversidade também foi menor, 



phcipairnente nas piscas semeadas a partir do SC, mm o crescimento ptbmi-te 

de colonhs wmdst icas de m i m ~ s m o s  f ermedms  de Iactose. 

Nesta taceira inocul@o, o &do TMK37 mel- W ~ ~ U S  

que os deniais caldos para os somtipos E d d i s  e Typhimurium, o que está 

M o  com os rwbdos do prímeim experimento. No entanto, a sxpiopidiade 

des te~oso lweosdemaisca ldossÓfo iasseguradadst ic l lmentecom~ao  

SC e atrwks das ammtm contaminadas com o "Po01~. 

Da mesma fonna que na primeira iiioculq&, os meios sblih sektivos 

t ~ q u a a d o ~ c a m ~ t a s a p a r t i r d o m e s m o d d o & ~ o  

seletivo, &o apmmtm d i f m q a  significativa na mpem$m de *h v. No 

e a t a n t o b o w e i m i a ~ a o t t i i m e r o d e ~ o l 6 n i a s f d ~ 0 - ~ ~ ~ e  

d e v i d u a u m a m a i ~ ~ £ r u n ~ c o m ~ ~ ~ ~ t ~ c f a ~ & & ~ I l a q .  

nos meíos se1etiivoq principalmente no caso do @ar VB. 

5 2  Ammtms de fezes de snhw mtuabente contamiardns 

N a  fb as memb10gias de &quecimenta %ram avaliadas de 

um maior número de anmostrsis e na v ç s i  de d i W e s  s u d p .  Niliien & 

Baggexs (1997) ~~ que pua c m p m q h  entre difemtcs meios na 

~ d e ~ & s p . , ~ ~ a u t i l i z a ç ã o d e u m ~ ~ d e  

~ a s ~ d e v e p i a m s e p ~ e n t e ~ .  

Devido ao baixo d r r ~ e n f o  na primeira k e sua torricidade, o caIdo SC 

foi excluido desta fase. Este &do, no entanto, jA foi citado como um dos mais 

u t i i h b  r#, i50-O de &ho~~4?I la  sp. em alimentos e q i o  @dey ei al., 1981). 

C o m o w d e d s & u m d d o d e ~ a c i m e n t o a u m e n t a a s c ~ d e i ~ ~ l a m e n t ~  

de WmmeIla sp. WIey et al., 1981), foram d d a s  os d o s  RV, TMK42 e 

-7, Inicialmente meadia-se u í i l i i  na sqmda fase apenas duas metadologias 



de enriquecimento, mas os resultados da primeira etapa náo permituam a exchisáo de 

oirtro caldo além do SC. O &ar RA tamkm não fói &lido nesta 

principalmente devido ao seu elevado custo. 

Na meira coleta, houve um grande número de animais positivs p m  

SQIm~~àellIa sp. (50,4%), podendo ter sido a ração provável e -@ fbnte de 

contdmção. Já na segunda coleta, foi possível a d- do m e n o  em um menor 

número de animais (6,6%) e n ã ~  na ração. Esta diminui* do número de m h i s  

positivos aliado ao &o n@vo da r;içaio pode indicar que r . o s  animais 

estavam excretando o patógeno na qualidade de portadores passivos na primeira Vis i  

ou t o m - s e  pmiores latentes. Muitos d p o s  s& capam de causar u m  

m e r i t e  Iocd, mas a persistência no hoqdeim e o predomínio de  OS 

soroGpos ainda não é compreendido (Lax et d., 1995). 

A coleta de fezes de lote teve como objetivo urna compruoição dos 

resuftados que seriam obtidos corri as feles c o l d  individualmente, no entanto conmo 

nio foram oolettidas amostras em diférentes pontos da baia (5x5g), d o  podemos ?mpr 

um comparativo mnfi6ml. Entreta& é possível relatar que, de acordo com a fom 

como hm cole$adas (Ix25g), ris fezes de lote não fomewm resuItados ~~ 
ao d e h  individuais. 

Apesar das fezes de lote serem propostas como diagnbstico & W s  

i n f d o s  por Sahomlla sp. (Ste-@ et ai., I997), muitas vezes não pesmitem uma 

cometa h @ o  do nível de inf- dos animais. Se apm fezes de lote howessem 

sido coletadas na segunda visita, a granja tah sido comideda negativa para 

&hmeJla sp. Coqmmdo com os dados de kxs individuais, é possivel constatar 

que existam 6% de animais excretando a bactéria, além de um número imprevisivel de 

animais portadores Iatentes. Esta discrepãncia m e  fezes de lote e p r e q  de animais 

portadores j á  havia sido observada por Weiss et al. (1 999). 



De um modo gera!, a camparação entre as etapa de enriquecimento, tamo 

entre os apa-iínentos da primeia quanto da segunda fase, indica uma supeaioridlide do 

caldo TMK incubado a 42OC, sendo que na primeira coleta da -da fase obsem~u- 

se difaença em mveis d s ú c o s  mais significativos. 0 caldo RV, tamo em 

com o XLT4 como com o VB, apmmtou maior eqmificidade nas duas culetas mas a 

sua sensibilidade, pniacipdmente na primeira coleta, foi muito inferior ao TMK42, 

tanto que 8omente uma amostra foi positiva apenas para o caldo RV (Anexo 12 B). 

Nenhum dos meios sófidos semeados com díquotas do -mo caldo de 

- - 
tariquecimento seMw apresentou d . 8 ~ ~  amhnda na fase de 

mciai. No entanto, na primeira coleta da segunda fiise, houve uma su@OtiW 

estatistiamerrte asegm& do XLT4 em relação ao VB, &o semeados a partir do 

caldo TMK37. Isto deve-se principaimente a baixa sensibilidade que a associação 

TMK37M3 aptesentou em relação a asSOCi@o TMK371XLT4. Entretrurto, a 

util-o do ágar VB 6 justíficada pelo fato de aumentar a pmbabilidade de isolamento 

de & h o ~ I l a  sp. Como na primeira fase do presente estudo, na primeira mleta desta 

-da f8se t a m k  howe um caso em que a mostra só pode ser considerada 

positiva pela detecçáa de SdmmeIla sp. no hgar VB a partir do caldo TMK42. Isto 

ocorreu com uma mostra de fezes coletada individualmente aa baia 7, c o ~ n d o  a 

única mostra positiva desta baia (Anexo 12 B). O uso em amck@o do &ar VB 

também é remmendado para o isolamento de SabtomIla sp. &pica, produtora tardia 

de &S ou 60 @utm (N~elsen & Baggesq 1997). 

Quando houve diferença entre as associqões dos &dos seIetivos testados 

com OS meios &lidos, estas fixam tanto mais sensíveis -o especificas quando o 

@ XLT4 estava p m e .  O ágar XLT4 permitiu melhores condi- de visudizaçh 

e diferenciação dois colônias de Sulinortella sp., resultando em uma maior 

especificidade, ou seja, um menor número de colônias falso-positivas. Desta fotma, a 



maim seletividade e o melhor sistema indicador do XLT4 d t m m  em uma maior 

deiecç8o de SahmeIla sp., principalmente q d o  semeado a psttir de um d d o  que 

oHo pwrMta s 11wItiplicaf8o das &das de S a ~ Z l o  sp. em niveis mm ao dos 

wmptído~es, como ocorreu com o TMK37. 

Desta fonq  a s&iividiuie possui maior i m m  na etapa do 

ewiqwcimento em c*, do que nos meios sóiidog mes estes serão decisivos q d o  

o n i i m e r o d e ~ k s p . f o r k o e a ~ d o m i ~ f o r m a i s d í f i C i 1 .  A 

d~~ dos melos s6lidos p o d a  maior impor&& quando s m d 1 O g í a  de 

de2- & MhmeICa sp. em amostras de fezes previa a ~~ d ' i  aste8 

meios, sem a fase de enriquecimato seIetivo. Por attro lado, a &tividade dos h 

paradetecçh deMmneIía sp. vwi diminuindo amedidaqueo &emaindi&e 

meIhomdo (susse, 1995). 

Para Bwe (1995) ti &apa de emiquecirnento seletivo a d t u i  um sistema 

eco16~co e a çompetiq40 entre WmmIla sp. e niicrobiota pmmk podem afetar os 

remhdus. Desta fómq a d i w s d o  da p r o b l d c a  do emiqueciniento seletivo não 

deveria --se ripenas nos aspectos de seletividade e produtividade. O autor 

comider& ahh, que a dificuidade de & W w m I l i r  sp. p i e  W c a r  a 

@dade de infomqih controversas com aos metoda de isohenm, mas 

~ ~ ~ d e ~ o u ~ m o o o m ~ ~ p r Ú b ~ d e v e a d o  

&dar pesquisas que um maior atedimento sobre o prooesso de 

emiquechento. 

Davies et ai. (1999) consideram que o emprego de difmntes rn-m 

M de W-Ih q., pelos pesquisadores, difícukam a mqm@o direta dos 

~ 0 5 .  W s m  uma padronkçáo rígida na m&Iogia de  de^@ de 

WhmeJh v. d o  m i a  pmdeate, já que os estudos podem qmemu dif-e~ 

objetivos e Ii-. 



Mesmo que o d o d o  rnicfobiol&$co apresente todos estes problemas e 

limitages, ainda deve ser alvo de estudo @avies et al., 1999), pois é a partir dele que 

0- ma&10gias, que aumentar a sensibilidade e/ou a espdcidade 

de- do p-eno, sHo @o*s @& 1996). 

5.2.1 Sorotipos de Saknwt& sp. identMcados 

Os sorotipos Typhimurium e Enkritidis estão entre os -pais 

d o r e s  de tmidecçib no homem, sendo que a S. Typhirnurium também tem sido 

uma das mais isoladas a partir dos rebanhos de suínos e em carcaças de o- s u h  

No entanto, estes sorotipos nomalmente não t&n sido isolados a partir da ração 

(Wegener et al., 1997; Stege et al., 1997). Ao m o ,  o 50rotipo Infantis tem sido 

encontrado em diversos tipos de amostras inclusive ração. Desta f m  d p o s  que 

I& sejam Typhimurium, Infantis e Entddis provavelmente sejam introduzidos no 

~ a t r a v 6 d e ~ ~ a l ~ d e ~ f o o t e s c o m o r o e d o r e s e ~  

selvagem (Baggesen e$ d., 1996). 

Como no presente &do somente uma amostragem das colhias de 

SaImoneIla sp. idadas foi sorotipia, não é @vel afitmar qwÍs  os sorotipos 

predominantes nas diferentes amostras, nem estsbeiecer uma wmpstrrição entre os 

sorotipos e os ddos  de emiquecimento a partir dos qmis foi possivd ou rião o seu 

isolamento ws meios sólidos. Entretanto, o d p o  Typbimurium isolado em fezes de 

lote e individuais não foi identificado a partir da m, e o Infaxxtis apenas em fezes 

individuais. O mdpo Rissen, o único identificado na triagem (fezes de lote), também 

fôi mntrada em fezes individuais na primeira coleta. 

B- et al. (1997) compriraram o isolamento de somtipos de 

WmoneIla enterica em diferentes amostras (ra@o, rebanho suíno, carcaça de sufnos e 

no homem) no ano de 1996, na Dinamarca. De todos sorotipos m c u d o s  por estes 

autores, 10 estão entre os identificados no presente estudo. Para os autwes seus 



d t a d o s  ~emommmn a grande variação existente na capacidade dos diferente 

sorotipos de hhmekla  sp., em saem transmitidos na cadeia de prohiÇáo de alimentos 

e cawar doença no homem. Entre os sorotipos que também foram isolados no presente 

d o  o sorotipo Infsntis foi emmtdo  em todas as fontes pesquisadas @OS autores. 

Os sorotipos Agona, Araanim, Heidelberg, Mbmddq Montevide0 e Typhimuri~~, 

entre outras fontes, t a m h  foram isolados do homem. Da fom isolados os 

sorotipos Agona, Infantiq Lexhgton, Montevideo, Onon, Tmssee  

Surtos causados por sorotipos de SaZmmeIla sp., que nomalmente não são 

causadures de doença no homem, como o surto de meningite causado por S. @upmsis, 

reforçam o &to de que qualquer sorotipo C potencialmente patoghico para o homem 

@'Aoust, 1994; Taunay et d., 1996; Biatari, 1997). Cauduro et d. (1986) datam o 

isolamento de S. Temiessee, em fezes humanas, também com o objdvo de Eilertar para 

o possível valor clinico e epidemiolbgico do isolounento de sorotipos que d o  Typfii ou 

Typhimurium. 

Para Baggesen et al. (1997) a variação na habilidade dos diferentes 

somtipos em serem transmitidos através da cadeia de pdu@ do aumento e causar 

doença pude dever-se A qacidade da MmmeIla sp. em resistir ao estresse extra- 

animal ou a habilidade de causar infecqão nos animais ou no homem. Esta dependeria 

de fatores como: dose inf-e, epecificidoide ao hospedeiro, capacidade de 

colo- e invasão, estado de portador, entre outros. Estes &ore ainda r& 

totalmente wmpmmdidos, embora muitas pesquisas sejam conduzidas no sentido de 

estudar os mecanismos gerais da patogenicidtade da SnImowIla sp. (Lax et al., 1995). 

Para Baggesen et al. (1997) são necessárias pesquisas que propiciem um 

maior entendimento da fisiologia do patogeno, e desenvolvimento tanto tecmlógico 

como da medicina humana e veterinária. Os autores consideram ainda que os diferentes 

sorotipos e as dif;erenqas na distribuição destes também podem ocorrer devido 



d l i i  de diferentes d o d o s  de isolamento de Sahomdla sp. 

Os resultados obtidos no presente estudo, constituem u m  etapa inícial, 

com a oidqqáo  dos métodos minobiológicos de isolameido de Sahopmedh sp. às 

condiç&s locais. Tais métodos serão empregados em estudos visando um melhor 

entendimento da epidemiologia da infecção por S&wnelb sp., a obtenção de 

melhores condit$es de sanidade dos reôdos de suino e aumento na segurança 

biológica da carne e seus prdos.  Pela prevenção e controle da inf- de 

SuhmeIdo sp. nas granjas 6 possível se reduzir o niimero de patógenos aus quais OS 

animais são expostos. Segundo B e r d  et al. (19%) este ~ l e  deve ser processado 

em todos os a o s  da cri@ desde as granjas de c r i e ,  s n d t i p E w  e 

tamhqáo, já que rebanhos identificados como livres de Wmomlla sp. deveriam sm 

separados dos demais, evitando desta hrma a contamhqb cruzada durante o 

transporte, o pendo que antecede o abate dos animais e no decorrer do mesmo. 

A prevenção e o controle da infe@o por Scalniwmella sp. nos rebanhos 

suínos além de proporcionar u m  maior segurança ao alimento, tabem diminui as 

perdas econamias associadas com esta ínfecção (Rubino, 1997), e perde o acesso ao 

m d o  externo (Mmh, 1999). 

De acordo com Martins (19991, as exportaç6es brasileiras de mme suina 

tendem a crescer, já que outros paises produtores, dkm de drentmm problemas de 

supppuiação, t&n txperhtmtado problemas com relação a sanidade, pmmação 

ambieatal e conforto dos animais, resultando em maiores dificuldades de p r h ç 5 o  que 

o Brasil, que ainda pela área territoriai é capaz de graude produ* de grãos. 

O desenvolvimento de pesquisas com relação a Sahonedla sp., visando a 

w p  biológica dos alimentos e o atendimento das exigências do consumidor e do 

mercado externo, proporcionam a implementação de práticas que reduzem os fatores de 

risco e os níveis de contaminação dos animais (Bhson, 1996). Desta forma, sed 



@vel a df i cE iç i io  dos produtos através de rótulos onde estejam a 

afirmrição: 'Tom empregadas todas as medidas conhecidas para a redução da 

psmçade&bmwJlanesteprodirto eprevenir a intdugZo dehlmomila sp. em 

cada nivel e unidade de produçk envolvida" (Blstha, 19%b, p.48). 



Nas condi- -1vidas no ptesente estudo 4 @vel  COM:^ 

I .  No h b e a t o  & s7ihmeIla sp. ean amosttas - 
&idmente, os d d o s  hppport-Vassitiadis incubados a 4Z°C e T&rationato 

Wer--ann a 4Z°C e 3PC foram mais eficientes que o Selenito €i- s 37OC. 

Com mostras mtmhente a m t d m h q  os &dos Rqpqmt-Viiíadis e 

Temtionato WUer-KaufFmruin incubados a 42°C apreseniurim um melhor 

bempenho que o Tetmhnato ~ e r - K & h a m  a 37OC. 

2. A &ciência do enriquecimento seletivo M u d o u  diretamente s 

capacidade seletiva e iradiadura dos meios súIidos seIetíws u t i l i i s .  

3. A meWoIogia mais eficiente p m  o isolamento de sp. a 

partir de fezes de suInos foi o emique~imerrto seletivo em ddo R a p m - V d i a d i s  

Xlose Lisina T-14 e @ar Verde B d m t e  Vermelho de Feno1 Lactose Sacame. 



7. PERSPECTIVAS 

1. I)eterminar a m'bilidaâe mínima dos métodos de det- de 

SalmomZJJa sp., a ptirtir dos caldos Rappapurt-Vassiliadis e Tetmtionsrto MiíIler- 

Kmfbam incubados a 42°C em associa@o com os meios sólidos seletivos X i l ~  

Lisina T-oI 4 e Verde Brilhante Vermelho de Feno1 Lactose Sacarose. 

2. Verificar a sensibilidade de alguns d p o s  especificas de SaimmeIka 

sp. aos &s Rappport-Vassiliadis e Tetmtiomtto Mtdler-- e a diferentes 

temperatuiris de incubaçiío (37OC e 42OC), através de metodologias que permitam a 

avaliação da de ascimento dos sorotipos. 

3. h b  destss metodologias, avaiiar o efeito da microbiota associada na 

detecq& de SalmmeIka v. em k e s  de suinos de terminação. 

4. Det- de SadmmeZla sp. na carne suína disponivel ao consumidor no 

comércio, verificando se d p o s  encontrados nas fezes também o são no produto 

fina2 ou seja, se estes são mantidos durante o pmcessamento i d u d d  do alimento. 

5 .  Estudar a previdência e epidemiologia da infe* por SalmoneIla sp. em 

suinos, adotando as metdologias estabelecidas como mais adequadas no -te 

trabalho. 
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ANEXO 1. Soluqão Salina 

Modo de preparo: dissolver os componentes em igua d e s t i l e  distribuir 9 d em tubos 

e autmlavar a 121°C por 15 minutos. 



ANEXO 2. Solução Tampão Fosfato Salina (PBS) 

Solução A 

Fosfato de sódio di&co 0,2M 

..................................................................... F&o & sódio &básico (Na2Hp04) 28,39g 

Água Wilada .............................................................--..----.-----............................ 1 .oaiml 

Sohição B 

FQ&O de potltssio monobásim 0,2M 

............................................................ Fosfato de potássio monobásico (K&P04) 27,2 1g 

Água destilada .................................................................................................. 1 . 0 M  

A@m destilada ....................................................................................................... 1 . m  

Modo de prepriro: para PBS 0.01M @H 7) misturar 60 ml da sohição A e 40 ml da 

&@o B, retirar uma aliquota de 5 ml e a esta adicionar 95 d de solqáo salina, e 

autoclavrir a 121°C por 15 mimtos. 



ANEXO 3 . Água Peptonada Tamponada 

Peptona de wne ....................................................................................................... 10. og 
Cloreto de súdio (NaCI) .............................................................................................. 5. 0g 

Fosfato de siidio d i w c o  (Na2HPQ.4) ......................................................................... 9,Og 

Fosfato de potássio monobásico W z P 0 4 )  ............................. , ................................. I,% 

Água destilada ........................................................................................................ 1000ml 

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

225 ml em frascos e autm1ava.r a 12I0C por 15 minutos . 



ANEXO 4. Constituintes dos caldos de enriquecimento seletivoa utilizeidos na 
detecção de SdmoneIh sp. 

Ingrediente Componente Caldos seletivos (componente gll) 
RV TMK SC 

Proteína Extrato de levedura 1 3  

Extrato de carne 

Peptona de carne 

Peptona de soja 4 3  

Agente seletivo Bile bovina 4,75 

Tetrationato 

Verde brilhante " 
Verde malaquita 0,036 

Compostos Carbonato de cálcio 45,O 

Fosfato de pothssio monobásico 

Meto de potássio 

Tiossulfato de a o  50,O 

" RV, --V- TMK, ~ e f r a ? i - m ? '  ddos e 
~ a c t i t i v o S f ~ p r e p a r a d o s d e ~ c o m ~ c a ç ç a e S d o s ~ o 6 d o s ~ d e c u f t m a .  

b ~ ~ i n d f y p e l a ~ d o i o c ã o c o m o t i ~ & s 6 d i o .  
~ O ~ S  base do cai& Temioato MUer-KauEmzm 

Fonte: m. ., 1987; SEUZNl'TE. .., 1987; SALMONELLA .., 19%. 



ANEXO 5 .  Constibirrtes dos meios sólidos seletivosa para o isohento de 
Sahmda sp. 

Ingrediente Componente Meios sólidos seletivos 
(componente fi) 

Proteína Extrato de levedura 3 ,o 3,o 

Sistema Citrato de m6nio fenlco 0,s 

indicador H2S Tiosdfàto de sódio 6,8 

Agente seletivo Desorricolato de sódio 1 ,o 
Verde Brilhante 

TergitoI-4 C 4,6 

Corante indicador Vermeho de &no1 0,OS 0,OS 

Vermelho neutro 0,03 

" RA, Rambach, XLT4, Xiiose L i a  Tagiz01 4; VB, Ver& Brilhante Vermelho de F-1 Lactose 
&ame- Os meios e a adição de snpiemao foram feitas de acordo oom @a@s h rbtdos 
dosmeiosdecuItura 
Pela rq30 do tiossdfhto de &O e citrato de amônia f é n h  é formado in siiu o sulfeto ferroso. 

" Adiciona& A k & &ar XLT4. 
d AdicTonadonaformadeumsupl~,4,6mlpara 1000mldemeiokedeXLT4. 

Fonte: Ram- 1990; Sherrod, a al., 1995; RAMBACH .., 1996. 



ANEXO 6. Caldo ONPG 

Sohi.@b A - Sdução do d v o  ONPG 
........................................... 2-~feni~-~-D-galactopiranoside ( O W ,  Ci fi 5N08) 6,0g 

Fo&u de a o  tampodo pW,S (Na#04- 0,OlM) .......................................... 1000mI 

Modo de jmparo: diasolver o ONPG na sohr@o de fmfato de -nado e 

estedizar por fdtrq30. 

Mododegrqam: ~ 1 v e r a ~ m d e c s a r n e e o N a C I n a ~ d e s t i l & e & ~ ~ ~ a  

121°C par 15 minutos. 

Modo de preparo do caldo ONPG: mistura @mente em h m  estM 250ml 

sdução A e 7SOml da solu* B. 



ANEXO 7. Cloreto f i c o  a 10% 

Clom féprico @&I3) ....... .... .......... .. ......... ......**. .*...**..*..*.. ....*-........ -----*..-.*.**..**.** 10,Og 

Água destilada q.s. p. . . .. . . .. . . . . . ... . . . . .. . . . . . . .. . . -. . -. . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . .. . .. .. . . .. . . . . . . . . . . . 100,OmI 

Modo de prepm: dissolver o F&l3 na água destilada. 



ANEXO 8. Reativo de M c h  

4 - d i m d m d e i d ~  (Wr iNO) ....................................................-.....-.-.-..--..- 2 7 %  

Á l d  &c0 absoluto (C2H5QH) ........................................................................ 190,Oml 

Ácido cloridnco concentrrido (HCl) ........................................................................ 40ml 

Mwio de preparo: dissolver o 4-dimetilaminobddeído na mistura de dcml &'Iico e 

ácido clorídrico. 



ANEXO 9. Resultados obtidos, na &se de contaminação artificial das amostras, na 

primeira mieta. 

A. Resultados obtidos no isolamento de SuImoneIla Enteritidis, em amostras de fezes 
artificialmente contaminadas, nos &entes meios siilidosu seletivos a partir de 
pusao etapas de enriquecimento seletivob. 

InOculo de Ed~e~Un%nto No& colhias c a n h d a s  como SaimoneIZnl ne de 
S. Enteritidis seletivo colonias suspeitas de Srrlmoneh 
mcc/d CaIdo Tubo XLT4 RA VB 

A 313 O 1/3 
RV B 313 O 113 

C 3/3 O 0/3 
" RA, Rambsach; XLT4, m06e Lisina Tergitol4; V3, Verde Brilãarrte VemeW de F a i  

s=mse. 
L RV, Ftapppn-VadMis; TMK42, Tamimm MUer-Kaufhmn incubado a 42°C; TMK37 

Temi- Müüea-Kadhmm incubeado a 370C; SC, Selenito Cistina. 
' Uni- Formzadora de Colônia. 
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B. Resultados obtidos no isolamento de SalmorPella Typhimurium, em amostras de 
fezes de suínos artificialmente contaminadas, nos diferentes meios sólidosa 
seletivos, a partir de quatro etapas de em-iguecimento seletivob. 

ht#xib de briquecimento Node colônias c a n h d a s  como SaImneIhi no de 
S. Typhmrhm seletivo colônias suspeiitas de SaImoneIla 

(UFCC/d Caldo Tubo XLTQ RA VB 
A 313 3/3 313 

C 3/3 o 3/3 
" RA, h m h c k  XLTQ, Xifose Lisina Tergitol 4; VB, Ver& Brilliãnte V- de F d  Lactose 

b 
Sõcarose. 
RV, --V- TMK42, Tebtiomto Mülier-Ihdhtm kub& a 42OC; TMK37 
Tetrationato Mm- IrmcubaQo a 37°C; SC, Mmito Cistiraa. 
' Uni- Fo- de CoI8nia 



C. aesuftados obtidos no ímhento de urn ''Poof" de sorotipos de SnIiPomeZk (S. 
M y ,  S. Bredeney; Mmmedla sp.), em mstm de fêzm & suínos artificidmente 

nos d W e s  meios sófidos" sel&os a prirtir de quatro &apw de 

Inhlo do Enrquec-0 Wde coIônias ~ k n d a s  aamo &ImeIEal no de 
Td" (UFCIg) seletivo m l ~  suspeitas de WmOwIla 

Caldo Tubo m 4  RA VB 
A 3i3 313 319 

C 3/3 3B 1B 
" R A , ~ X T , T 4 , ~ ~ L i s m a T ~ 4 V B , V e m l e ~ V e n i i i e l h o a l e F ~ L a d o s e  
u. 
' RV, hpput-Vppapm-Vs+Pliadip, -42, Tetahmto Maüer-Udmam incobam a 42OC; TMK37 
T- Mükr-- incitbitdo a 37OC; SC, Seledo Cistina 

' U n i d i i d e F ~ & C o ~  



ANEXO 10. R d t d o s  obtidos, na fase de artificial das amostras, nti 

segunda coleta. 

A. Resultados obtidos no isolamento de Salmonella Entmkidis, em amostras de fézes 
arti&irtlmente cmtminrtdzis, nos difkmntes meios sblidosu seletivos, a partir de 
quatro etapas de enriquecimento detnrob. 

Inhlo de Enriquekenta Node colhias -firmadas m o  Salmo~peilal no de 
S. Ente~Mk selaivo colâaiias suspeitas de Salmmelh 
(Uxc/& Caldo Tubo XLT4 RA VB 

A O O O 
RV B O O O 

C O O O 

C O o O 
" Rq Rambacb; XLT4, Xilrise Lisina T-1 4; V3, Verde Mhme VerriaeTbo & Feno1 Lactase -- 
RV, Rappprt-VassUiadis; TMK42, T- MüUer-Kau&am inaibeido a 42°C; TMK37 
Temiomto ~-~ inmhh a 3TC; SC, Wmim Crstina. 

" Uni&& Fomiadoaa & Co16nía 



B. Resultados obtidos no isolamento de SalmoneIh Typhimurium, em amostras de 
fezes artificialmente wntruntnadas, nos diferentes meios sólidosa seletivos, a partir 
de puetro etapa de enriquecimarto seletivob. 

I n h l o  de Ennguecimento Wde cuI&ias m&mdas como &It?umeIla/ no de 
S. TyphimunUm seletivo coIÔnias suspkas de Wmoneila 

mcc/d C d O  Tubo XLT4 %i V8 
A o O O 

RV 3 O O O 

C o O o 
' Rq Mnbah; XLT4, Xilose Lisina Tqit014; VB, V& Mknte Vennefho de F m l  Lactose 

b 
Sacasose. 
RV, --VaWMh TMK42, Teiralionato Wer-KauBham incubado a 42T, TMK37 
T~~ MüUer-- incubado a 37OC, SC, Seldto Cistina 

c uni- Formadma de ColÔIlja 



C. Resultados obtidos no isolamento de um Tml" de sorotipos de Salrnonella (S. 
M y ,  S. Bredeney; Mmomlla sp.), em amostras de fezes de suínos 
artificialmente contaminadas, nos d W e s  meios &lidosa seletivos, a partir de 
quatro etapas de emiquecimento seletivob. 

I n h l o  do Ewqu8cimento Node col6nias c a n h d a s  como SaImo~~ellal no de 
=POOI~* ~ e l ã i ~ o  cQ~klias suspeitas d@ s a i p 1 1 0 ~ 1 f a  

Caldo Tubo XLT4 RA VB 
A o O O 

A o O O 
TMK37 B O O O 

C O O O 
" Rq -h; XLT4, Xilose Lisina Te@d 4; VB, Verde Br&m Vameiho de Fãeol Lactose 

b 
Sacarose. 
RV, Rappprt-Vadidq TMK42, Temimato Mliler-Kau&mm incubado a 42OC; TMK37 
T~~ Wer-Kadhmn incubado a W°C; SC, Selenito Cistioa. 

" Uni&& F o m a b a  de Col8nia. 



ANEXO 11. Resultados obtidos ím fase de contaminação artificial das amostras, na 

ter& coleta 

A. Resultados obtidos no isolamenio de SalmmeIla Ententidis, em amostras de fezes 
ariifícirtlmente conmidas ,  nos diferentes meios sóIidosu seletivos, a prutir de 
quatro e[apas de emiqmimento seletivob. 

(UFcc/g) Caldo Tubo XLT4 RA VB 
A O O O 

C o o O 
R& Rmb& XZT4, Lisina TqitoI 4; VB, Verde Brilhante VemmeZbo de F a l  
Sacarrise. 
' RV, --Va!dhd& TMK42, T~~ MülierXadham incobado a 42°C; TMK37 

Teldonato M W r - m  h d a d o  a 37OC; SC, S e k t i t ~  Cistina 
" Uni&& Fmmcbm & Colhia 



B. Resuitados obtidos no isolamento de SalmoneIla Typhimuriwq em rimostms de 
fkzes artificialmente cmmninaúas, nos diferentes meios sblidosa seIetiwiq a partir 
de quatro etapas de enriquecimento sele$ivob. 

hkdo  de Enriquecimato Wde colhias c m h d a s  como SaImm~lkd no de 
S. Typhimurium selãivo colbhs suspehs de SaI?nmeldla 

(UFCclg) CaMo Tubo XLT4 RA VB 

C 313 3/3 3/3 
"RqRam~XLT4,XiloseListoaT~8;VB,VerdeBrilhanteVd&FenoJ~ 
Sacaro9e. 
' RV, w - V a ! s i W i s ;  TMK42, T a a t h m  MtiIlerX- inarbado a 42- -7 

T ~ ~ M ü k ~ ~ a 3 7 " C ; S C , ~ t o ~  
" Uni- Fomadma de CoKnia 
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C. ~ 0 s  obtidos no isolamento de um 'TooP' de d p o s  de SahtmeZla (S. 
M y ,  S. B m b q ;  & h m I l a  v.), em mo&m de fezes de dms  
~ u a i m e n t e  msdiferentesmeios~lid0sa~etivos,izpsrrtirde 

- 
Caldo Tubo XLT4 RA VB 

A m 313 3/3 



ANEXO 12. Rmhâos obtidos, a partir de amostras natumimeate contsminadiis, na 

primeira coleta 

A Resultados obtidos no isolamento de S a I m d l a  sp. a parfir da ração, nos 
difereníes meios &lidos4 seletivos, através de ~ de 
enriquecimento seletivo'. 

Amostra XLT4 VB 
RV TMK42 TMK37 RV TMK42 TMK37 
3/3" 3/3 3B 3/3 u3 2/3 

"XLT4,XilúseLisinaT~l4;VB,VemleBrilbanteV~&FdLaaoseSacaffãe. 
RV, --V& lMK42, Terdomto ~ e r - ~  huhh a 42% 
TMK37 T~~ ~ e r - ~  hmb& a 37OC. 

" N 0 & c o b o o r r n r m a r h i s c o m o ~ a / n 0 d e c o ~ ~ ~ d e ~ m n e l l a / .  

B. Resultados obtidos no isohento de SaImomIla sp. a partir de amostras de 
fezes de suinos natudmente nos dikmttes meios sólidosa 
seletivos, através de três - a i m e r i t o  seletivob. 



Baia Amostra XLT4 VB 
RV TMK42 TMK37 RV TMK42 TMK37 

A O o o O O O 



Baia Amostra XLT4 VB 
RV TMK42 TMK37 RV TMK42 TMK37 

A O 3B 3B O 3B O 



LT 313 3/3 313 3/3 313 3B 
" XLT4, Xllose LíIMia Teqgito14; VB, Verde B d h t e  VermeIho & Feno1 Lacbse Sacarrise. 
h RV, --Vadb&q TMK42, Temiomo MuUea-Kdhím a 42- 

TMK37 Tetmbam M l i U e - K a d h m  iudmdo a 37DC. 
"Letras&A&E~camcoletade~indM~sele~rasLT,co1eta&f~~del~. 
N O  8 connrmada~como ~ a l m n e ~ i a / n ~  COIW mqeitas &snlmoneila. 



ANEXO 13. RHXSMOS obtidus, a partir de mostras mtdmente co- na 

coleta 

A Ih&adosg obtidos no isolamento de MmmIrcl sp. a partir de amostras 
de f m  de w h s  natdmente ~~Útaminadaa, nos meios 
&lidosb seleti- atraves de três aspas de mipeckento seMvoc. 



pio menos alguma das amoám 
XLT4, Xilm Lasina Tergitol4; VB, Verde Bdimte Vermelho de Femf Lactm w. 

C RV, Rítpprt-VaMiatk; TMK42, Temtionato MTiler-Kadkam indmdo a 42°C; 
TMK37 Temtionato M t i k - m  hmbado a 37DC. 

d ~ & ~ & ~ i n d i c a m a a l e t a & ~ ~ & e l e t r a s ~ ~ , d c o l e t a & h d e l o t e .  
" W de col8nias conünmhs como hhonel la  / no de ad- suspeitas de SalmoneIlaa 
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