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RESUMO

Este trabalho foi desenvolvido para avaliar comparativamente o isolamento de Salmonella
sorotipos Enteritidis (SE) e Typhimurium (STM) a partir do enriquecimento direto (ED) ou
processamento com pré-enriquecimento (PE) de amostras de fezes de aves adultas, armazenadas
em agua peptonada tamponada a 1% (APT) por 24 ou 96h a 4° C. Utilizou-se os caldos de
enriquecimento Rapapport-Vassiliadis novobiocina (RVN), tetrationato-novobiocina (TN) e selenito-
novobiocina (SN) e os meios para plaqueamento agar verde brilhante (VB), &gar de MacConkey
(MC), agar de Hektoen (HE), &gar Salmonella-Shigella (SS), agar xilose lisina desoxicolato (XLD) e &gar
xilose lisinatergitol 4 (XL T4). O procedimento bacterioldgico incluiu as etapas de pré-enriquecimen-
to,enriquecimentoemcaldoseletivo, plagueamento, testesbioquimicos presuntivose confirmagédo
sorolégicacomutilizagdo desoros polivalentes anti-antigenossomaticos e anti-antigenos flagelares
de Salmonella. N&o houve diferencga estatisticamente significativa (p > 0,05) para as amostras
armazenadas por 24h submetidas tanto ao PE quanto ao ED. Entretanto, em armazenagem por 96h
o numero de isolamentos nas amostras submetidas ao PE foi estatisticamente superior as subme-
tidasao ED (p <0,05). Quanto aos caldos enriquecedores, ndo houve diferencaestatisticade nimero
de isolamentos (p > 0,05) entre os caldos SN e TN, mas o caldo RVN mostrou-se estatisticamente
superior aos demais (p < 0,05). Para os meios de plagueamento, o XL D destacou-se por promover
maior nimero de recuperag¢des, embora sem significado estatistico (p > 0,05) para as amostras
estocadas por 24h. Entre os dois sorotipos de Salmonella (SE e STM) ndo houve diferencaestatistica
no nimero de recuperagdes (p > 0,05).

PALAVRAS-CHAVE: Fezes de aves, enriquecimento seletivo, comparagdo de meios, procedi-
mento bacteriolégico.

ABSTRACT

ISOLATION OF SALMONELLA FROM POULTRY FECES: A COMPARISON OF PRE-
ENRICHIMENT AND DIRECT ENRICHMENT. This work was carried out to assess the pre-
enrichment (PE) and enrichment (DE) steps for isolating Salmonella serotypes Enteritidis (SE) and
Typhimurium (STM) from chicken feces kept at 4° C for 24 and 96h. The samples were artificially
contaminated and kept in 1% peptone water at 4° C for 24 or 96h. After that, part of them was
incubated at 37° C/24h and part was inoculated into enrichment broth, selenite broth plus
novobiocin (SN) and tetrathionate broth plus novobiocin (TN) incubated at 37°C/24h. The PE
culture was inoculated in SN, TN and Rapapport-Vassiliadis novobiocin (RVN), also incubated
at 37° C/24h. The enrichment broth was plated on brilliant green agar (BGA), MacConkey agar
(MCA), Hektoen agar (HEA), Salmonella-Shigella agar (SSA), xylose-lysine desoxicholate agar
(XLDA\) and xylose-lysine tergitol 4 (XLT4), which were incubated at 37° C/24h. Salmonella-like
colonies were submitted to TSI agar and LIA agar, and incubated at 37° C/24h, as well as to slide
agglutination tested with poly O and poly H Salmonellaantiserum. When the samples were stored
for 24hthere was no difference between PE and DE (p >0.05). However after 96h the PE was superior
to DE (p<0.05). Forenrichment, better results were seen withRVN broth (p <0.05). The XLD yielded
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more positive results although with no statistical significance. There was no statistical difference

between serotypes SE and STM isolation.

KEY WORDS: Salmonella isolation, chicken feces, pre-enrichment, enrichment.

INTRODUCAO

Ointenso crescimento e desenvolvimento do setor
avicola, nas ultimas décadas, tornou-o rentavel, pro-
dutivoecompetitivo. Contudo, o sistemaintensivode
criacdo e abate precoce de frangos, favorece a presen-
¢a de Salmonellano produto final (BercHierIJUNIOR etal.,
1987; BErcHIERI JUNIOR et al., 1989). Entre os mais de
2.500 sorotipos de Salmonella, alguns podem infectar
as aves causando ou ndo o paratifo aviario e, através
de produtos alimenticios de origem avicola, estarem
envolvidos em toxinfecgGes alimentares em seres
humanos (BERcHIERI JuNIOR, 2000; VAN IMMERSEEL et al.
2005). Segundo Barrow (2000), as salmonelas conti-
nuam sendo a maior causa de toxinfeccdo alimentar
humana, e devido a sua habilidade de colonizar o
trato entérico das galinhas, aumentao risco de conta-
minagao dacarcacae de ovos. Nadécadade 80, houve
um aumento expressivo nos casos de toxinfec¢Oes
alimentares associadas a salmonelas na Europa,
América do Norte e do Sul (Ropricuk et al., 1990), fato
gue culminou com a intensificacdo de pesquisas so-
bre salmoneloses em animais e seres humanos
(BArRrROw, 1993). No Brasil também houve um signifi-
cativoaumento nos casos de contaminagéo de huma-
nos, destacando-se a Salmonella Enteritidis entre os
sorotipos mais isolados EernanDEs et al., 2003;
TavecHioetal., 1996) também em aves (BERCHIERIJUNIOR,
2000; KaNAsHIRO, 2005).

Tendo-se em vista a participagdo de aves no con-
tdgio de humanos, foi criado o Programa Nacional de
Sanidade Avicola (PNSA) pelo Ministérioda Agricul-
tura(Portarian®193),comadog¢do de normas(Portaria
n°8) paraprevenirecontrolarapresengadeSalmonella
em aves (BrasiL, 1994; BrasiL, 1995).

As etapas necessarias para o isolamento e identi-
ficacdo de espécimes do género Salmonella seguem
umasequénciaque inclui as etapas de pré-enriqueci-
mento, enriquecimentodireto (seletivo), plaqueamento
em meios semi-sélidos, analise bioquimica e
tipificagdo soroloégica (LiTcHriELD, 1973). O enriqueci-
mento e o plaqueamento sdo as etapas com maior
numero de possibilidades de meios de cultivos
(FLowers et al., 1992; WRAY & DAvies, 1994; WALTMAN
& MaLLinson, 1995), pois estes devem auxiliar no
desenvolvimentoerecuperacdo dabactériaao mesmo
tempo em que devem impedir o desenvolvimento de
microrganismos competidores. A falta de resultados
conclusivos propiciaampladiscussao e reformulacao
de meios consagrados, assim como surgimento de
novos produtos.

O pré-enriquecimento (PE) é utilizado para anali-
se de material desidratado parafavorecer arecupera-
¢dodeorganismosdeprimidos oudanificados. Dessa
forma, aincubacéo inicial das amostras em meio nao
seletivo (PE) permite a recuperagao de células debili-
tadas antes de sua inoculagdo em meios seletivos. A
maioriados protocolosindicaqueotempominimode
incubacdo em meios de PE deve ser de 16 horas a 37°
C (D’ AousT & MAIsHMENT, 1997; MoHR et al., 1974).
ApOs a incubagdo, via de regra, 1 mL do caldo pré-
enriquecedor é transferido para 10 mL de caldo sele-
tivo, com exce¢do do caldo Rappaport-Vassilidis,
para o qual deve-se transferir 0,1 mL em 10 mL do
caldo.

TATE et al. (1990) compararam o isolamento de
Salmonella com e sem o PE em amostras de ambientes
de granjas. Com enriquecimento direto em caldo
tetrationato, 73% das amostras foram positivas para
Salmonella, enquanto 77% das amostras foram positi-
vas quando o PE era empregado antes do enriqueci-
mento em caldo tetrationato.

WaLTMAN (1998), cita 3 familias de meios de enri-
guecimento seletivo: caldo selenito (EN), caldo
tetrationato (TN) e caldo Rapapport-Vassiliadis (RV),
acrescidos ou ndo de novobiocina. Segundo PessoA&
PeixoTo (1971) a adicdo de novobiocina ao caldo
selenito favorece o isolamento de Salmonellaem ao
maior nimero de tentativas para uma amostra.

O caldo de enriquecimento RV é um meio de alta
seletividade, razao pela qual seu emprego é restrito a
amostrassubmetidas primeiramente ao PE. Este meio
foi inicialmente formulado para isolamento de
Salmonella em fezes, mas estudos posteriores atesta-
ram sua eficiéncia para isolar Salmonella a partir de
outros tipos de materiais.

Assim como para os caldos de enriguecimento
seletivo, diversas sugestdes de contetdo sdo feitas
paraos meios semi-solidos. Alguns trabalhos ressal-
vam que nao é possivel estabelecer qual seria 0 meio
de plagueamento ideal (McCaRrTH, 1966; SHERROD etal.,
1995; Yunoetal., 1995; PETERSEN, 1997).Coxetal. (1972)
e NascimenTo et al. (2000) indicaram o uso do agar
verde brilhante (VB) para o isolamento de Salmonella
de fezes de aves e alimentos de origem avicola. Hu &
Giess (1995) evidenciaram a eficiéncia do agar VB
paraoisolamento deSalmonellaemamostras de fezes.
Destacou-se 0 uso do agar xilose-lisina desoxicolato
(XLD) paraisolamento deSalmonellaapartir deamos-
trasde carne (ReisseropT etal., 1996; ALVEIKE & SKEJERVE,
2000) e em fezes (Hu & Giees, 1995). ReissBroDT et al,
(1996), WiBerc & NorserG (1996), Hara-Kupo et al.,
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(2001) indicam o uso do agar xilose-lisina tergitol 4
(XLT4) paraoisolamento de Salmonellade fezes, segun-
do MiLLeretal. (1991) e MiLLer et al. (1994) este meio é
exclusivo para Salmonella, conseguindo evitar a pre-
senca de competidores, especialmente Proteus sp.

Da mesma forma que para os caldos de enriqueci-
mento seletivo, melhores resultados advém dacombi-
nacdo de dois ou mais meios de plaqueamento,
(FErnANDEs etal., 2003; TAYLOR &SILLIKER1961; BERCHIERI
Junior. et al., 1986; NascimenTo et al., 2000).

Geralmente, a pesquisa deSalmonellaemamostras
defezes, inicia-se pelo enriquecimento seletivo ou até
mesmo pelo plaqueamento direto em agar seletivo.
Contudo, o exame de amostras colhidas em granjas,
nemsempre pode ser realizado em 24h. Assim sendo,
o presente trabalho propde-se a investigar o efeito da
armazenagem de amostras de fezes de aves adultas,
contaminadas experimentalmente com Salmonella
Enteritidis e SalmonellaTyphimurium,conservadasa
4° C em 4gua peptonada tamponada a 1% (APT) por
24e96helevadasaprocessodeenriquecimentodireto
em caldos seletivos comparativamente com o
processamento a partir do pré-enriquecimento em
APT, conforme estabelece 0 PNSA (BrasiL, 1995). O
enriqguecimento foi realizado com os caldos selenito-
novobiocina (SN), tetrationato-novobiocina (TN) e
Rapapport-Vassiliadis-novobiocina (RVN) e o
plaqueamento, com meios de agar verde brilhante
(VB), MacConkey (MC), Hektoen (HE), Salmonella-
Shigella (SS), agar xilose lisina desoxycolato (XLD) e
xilose lisina tergitol 4 (XLT4).

MATERIAL E METODOS

Preparo das amostras experimentalmente con-
taminadas por Salmonella

Paraarealizagdo do trabalho, utilizou-se fezes de
avesadultas doaviariodaFCAV-Unesp, Jaboticabal,
SP,edeumagranjacomercial localizadanaregido de
Campinas, SP. Asfezes provenientesdaFCAV-Unesp
foram processadas no laboratério de Ornitopalogia
da FCAV-Unesp, Jaboticabal, SP e da regido de Cam-
pinaspelo LANAGRO-Campinas-SP, setoravidrias.
Asfezesforamcontaminadasexperimentalmentecom
cepas de Salmonella, sorotipos Enteritidis e
Typhimurium.

Asculturasforam preparadasem caldo nutriente,
comincubacdoa37°C/24hsobagitacdo constante. A
seguir, procedeu-se a contagem de células viaveis de
Salmonella, diluindo-asdecimalmenteem PBS pH 7,4.
De cada diluicdo, transferiu-se 0,1 mL para placas
contendo agar verde brilhante, que foram incubadas
a37°C/24h,obtendo-seonimerode unidadesforma-
dorasde coldniapor mL. Com base nestes resultados,

utilizou-se 2mL daculturadiluidaem caldo nutrien-
te, contendo 1,1 x 105 UFC/mL, que foram adiciona-
dosa20gdefezes(1,1x10*UFC/gdefezes). Ostestes
paracadasorotipo foram realizados separadamente.
A colheita das amostras experimentalmente con-
taminadas foi realizada com 30 suabes de algodédo
estéreis, que foram passados nas fezese colocados,em
grupos de 5 unidades, em frascos contendo agua
peptonada tamponada a 1% (APT), atuando como
meio detransporte. Trés frascos foram acondionados
a4° C por 24h, e os outros trés por 96h. Este procedi-
mento foi repetido 2 vezes para cada sorotipo.

Procedimento microbioldgico

De cada periodo de armazenagem, uma amostra
foi pré-enriquecidaem APT e incubada a 37° C/24h.
As outras duas foram diretamente enriquecidas em
caldo selenito-novobiocina (SN) e em caldo
tetrationato-novobiocina (TN), que foram incubados
a37°C/24h. O pré-enriquecimento e o enriquecimen-
todiretoforamrealizadosrespeitandoaproporcaode
1:10. Do crescimento em APT, transferiu-se ImL para
10mLdecaldoSN,1mL paral0mLdecaldoTNeO0,1
mL para 10 mL de caldo Rappaport Vassiliadis
Novobiocina (RVN), que foram incubados a 37° C/
24h. A partir dos caldos de enriquecimento, foram
semeadas placas contendo os meios agar verde bri-
lhante, 4gar de MacConkey, Hektoen, Salmonella-
Shigella, 4gar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e
Xilose Lisina Tergitol-4 (XLT-4). As placas foram
incubadas a 37° C/24h. A confirmacao daSalmonella
foi realizada submetendo-se as colénias suspeitas a
testes bioquimicos em tubos contendo &gar triplice
acucarferroinclinado (TSl)eagar lisinaferroinclina-
do (LIA), que foram incubados a 37° C/24h. Confir-
mando-se a suspeita do género, as coldnias foram
submetidasaoteste rapido deaglutinagdoemlamina,
com soro polivalente anti-antigeno somatico O e soro
polivalente anti antigeno flagelar H de Salmonella.

Analise de Resultados

Para analise estatistica dos dados utilizou-se o
teste ndo paramétrico Qui-Quadrado (X?)(THRUSFIELD,
1995).

RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo dispostos os resultados do
isolamento de Salmonella a partir dos caldos de enri-
quecimento utilizados, considerando-se o pré-enri-
quecimento (PE) e o enriquecimento direto (ED) das
amostrasarmazenadas por24e96h. Das 25amostras
armazenadas por 24h obteve-se isolamento em 13
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delas com o ED contra 19 no processamento que
utilizou PE. Estesdados ndo diferem estatisticamente
entresi (p >0,05). Paraas amostras armazenadas por
96h, das 25 amostras analisadas obteve-se isolamen-
to positivo em 21 delas quando submetidas ao PE
anteriormente ao enrigquecimento, contra 11 no ED,
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Nas amostras submetidas ao ED e armazenadas
por 24 e 96h, o nimero de isolamentos no caldo TN e
no caldo SN ndo diferiram estatisticamente entre si (p
>0,05) e, ainda, ndo se observou diferencaestatistica-
mente significativa quando se comparou os resulta-
dosdaassociagdodecaldoscomousodocaldo TN ou
do caldo SN isolados.

Nasamostrassubmetidasao PE armazenadas por
24 e 96h, houve superioridade no nimero de isola-
mentos das amostras enriquecidas em caldo RVN
quando comparadas aos caldos TN e SN (p < 0,05).
Também se observou diferenca estatisticamente sig-

nificativa (p < 0,05) ao se comparar os resultados da
associacdo dos caldoscom o uso do caldo SN e caldo
TN isoladamente. A analise da associacao de caldos
comousoisoladodocaldo RVN ndo mostrou diferen-
ca estatisticamente significativa (p > 0,05).

A Tabela 2 exibe os resultados referentes ao isola-
mento de Salmonellaem fezes de aves, segundo os meios
de plagueamento utilizados. Para as amostras proces-
sadas ap0s 24h de estocagem, os resultados apresenta-
dos nado diferem estatisticamente entre si (p > 0,05).
Notou-se superioridade numérica dos agares XLD e SS
em relacdo aos demais. Para as amostras processadas
apo6s 96 horas de estocagem, o agar XLD apresentou-se
estatisticamente superior aos demais (p < 0,05).

A Tabela 3 exibe as comparagdes entre o nUmero
de isolamentos de Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium. N&o houve diferencaestatisticamente
significativa (p > 0,05) entre o nimero total de isola-
mentos dos dois sorotipos.

Tabela 1 - Isolamento de Salmonella de fezes de aves adultas contaminadas experimentalmente, considerando-se o pré-
enriquecimento (PE) e oenriquecimentodireto (ED) de amostras conservadasem agua peptonadatamponada (APT) por

24e96ha4°C.

Ne de amostras armazenadas

24 horas 96 horas
PE Enriquecimento Positivas % Total Positivas % Total
APT SN 5 20 25 6 24 25
APT TN 9 36 25 6 24 25
APT RVN 17 68 25 18 72 25
SN 8 32 25 7 28 25
TN 11 44 25 11 44 25
APT SN, TN, RVN 19 76 25 21 84 25
SN, TN 13 52 25 11 44 25

SN: caldo selenito-novobiocina, TN: caldo tetrationato-novobiocina, RVN, caldo rapapport-vasiliadis-novobiocina.

Tabela2 - Isolamento de Salmonella de fezes de aves adultas contaminadas experimentalmente, considerando-se os meios
para plagueamento das amostras conservadas em agua peptonada tamponada (APT) por 24 e 96h a 4° C.

Meios para N2 de amostras armazenadas
plaqueamento em 4gar
24 horas 96 horas
Positivas % Total Positivas % Total

VB 11 44 25 19 76 25
MC 11 44 25 8 32 25
HE 5 33 15 8 53 15
SS 6 60 10 7 70 10
XLD 7 70 10 9 90 10
XLT4 8 53 15 7 46 15

VB: agar verde brilhante, MC: MacConkey, HE: Hektoen, SS: Salmonella-Shigella, XLD: xilose, lisina desoxicolato, XLT4:

xilose lisinatergitol 4.
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Tabela 3 - Isolamento de SalmonellaEnteritidis (SE) eSalmonellaThyphimurium (STM) de fezes de avesadultas contaminadas
experimentalmente, considerando-se o pré-enriquecimento (PE) e o enriquecimento direto (ED) de amostras conservadas

em agua peptonada tamponada (APT) por 24 e 96h a 4° C.

Inicio sequéncia Serovar N2 de amostras armazenadas
24 horas 96 horas
Positivas % Total Positivas % Total
PE SE 14 70 20 16 80 20
PE ST™M 5 100 5 5 100 5
ED SE 8 66 20 6 30 20
ED ST™M 5 100 5 5 100 5
PE+ED SE 14 70 20 19 95 20
PE+ED ST™M 5 100 5 5 100 5
DISCUSSAO lho, que os melhores resultados advém da combina-

Osdados referentes ao isolamento de Salmonellaem
fezes de aves armazenadas por 24h ndo mostraram
diferenca (p >0,05) entre as etapas de ED e PE, embora
haja superioridade numérica de isolamento nas amos-
trassubmetidasao PE. Paraasamostrasarmazenadas
por 96h, os valores obtidos diferiram entre si (p < 0,05),
sendo o numero de isolamentos superior quando o
procedimento iniciou-se com o PE. Comparando-se 0
numero de isolamentos positivos entre 24 e 96h, estes
nao diferiram entre si (p < 0,05) quando as amostras
armazenadas por 96h foram submetidasaetapade PE.
Estes dados assemelham-se aos observados por TATE
et al. (1990), que obtiveram 73% de isolamento com
amostrassubmetidasao ED contra77%de positividade
paraassubmetidasaoPE,com 75%deisolamentossem
estocagem dasamostrase 86% de isolamentosquando
as amostras foram armazenadas.

Os valores relativos ao desempenho dos caldos
enriquecedores SN e TN para o isolamento de
Salmonella de fezes mostrou que os desempenhos in-
dividuais foram muito proximos, ndo apresentando
diferencaestatistica (p >0,05). Estes resultados corro-
boram com aqueles descritos por TAYLOR & SILLIKER
(1961), HUHTANEN & N AGskI (1972) e NoGUEIRA & FRAN-
co(1995) os quaistambémnédoencontraramdiferenca
estatisticaentre osisolamentos obtidoscomoscaldos.
Sendo assim, ndo sdo condizentes aos resultados
apresentados por FoRwARD & RAINNIE (1997) e ALSEIKE
& SkJERVE (2000) que consideraram o caldo selenito
comrendimentosuperior narecuperagdode Salmonella
apartir de fezes. Quanto ao caldo RVN, este mostrou-
se superior aos demais (p <0,05), provavelmente por
se tratar de um meio de alta seletividade com uso
restrito a amostras submetidas ao PE.

Conforme relatos anteriores (TAYLOR & SILLIKER
1961; BercHier! JuNior et al., 1986; WaLTmAN, 1998;
SMYSER & SNOYENBOS, 1969; FERNANDES etal., 2003; Nas-
cimenTo et al., 2000), também foi evidente neste traba-

¢do de caldos.

A analise dos resultados relativos aos meios de
plagueamento possibilitou evidenciar nas amostras
armazenadas por 24h,asuperioridade numéricasem
significado estatistico do agar XLD e do agar SS, os
quais permitiram o isolamento positivo em 70% e
60%, das amostras, respectivamente, a semelhanca
dos resultados encontrados por NascimMENTO et al.
(2000). Para as amostras armazenadas por 96 horas
asuperioridade do agar XLD em relacdo aos demais
foi estatisticamente significativa (p <0,05). Damesma
forma que para os caldos de enriquecimento, a utili-
zacdo de varios meios de plagueamento permitiu
maior numero de isolamentos, por aumentar a possi-
bilidade de recuperacéo.

Nao houve diferenca estatisticamente significati-
va (p > 0,05) entre a recuperacdo dos sorotipos (S.
Enteritidis e S. Typhimurium) concordando com
ArRrROYO & ARrrROYO (1995), os quais afirmam que o
isolamento de Salmonellaindepende do sorotipo ino-
culado e do meio utilizado, e que este depende da
concentragdo de Salmonella naamostra e da competi-
¢do desta com outras bactérias.

Os resultados deste trabalho demonstram que a
etapa de pré-enriquecimento de amostras de fezes
estocadas por 96h favorecem o isolamento de
Salmonella. Permitem ainda, vislumbrar adificuldade
em se definir qual o melhor caldo de enriquecimento
e meio de plagueamento para o isolamento de
Salmonella, reforcando dessa forma a idéia de que o
melhor a se proceder ¢ a associacdo de dois ou mais
caldos de enriquecimento e meios de plaqueamento.
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