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SUMARIO: Examinando-se 158 amostras de aguas cloacais, provenientes de uma estacao
de tratamento e de uma elevatoria de esgotos, localizadas na cidade do Rio de Janeiro,
féz-se uma avaliacio da eficiéncia de quatro meios de enriquecimento para Salmonella.

Os meios empregados foram o caldo tetrationato, segundo Kauffmann, o meio de
Rappaport e duas modificacoes deste meio, previamente descritas.

Os resultados encontrados, evidenciaram a superioridade de um dos meios mo-
dificados de Rappaport, em que se fez a substituicao do verde malaquita por outro
corante bacteriostatico (Metachromgelb II RD) e com a inclusao de tetrationato, a fér-

mula original. |

A maior eficiéncia assinalada para este meio se baseou nos resultados obtidos
do enriquecimento dos diferentes grupos sorologicos e particularmente dos quinze soro-
tipos mais incidentes de Salmonella enteritidis, na presente investigacao.

N O capitulo da evolucao das técni-
cas aplicadas ao diagnéstico das
enterobactérias nao se podera deixar
de referir a contribuicao dada pelo
advento dos denominados meios de
enriquecimento. Gracas a este pro-
cesso, ficou patenteada sua impor-
tancia decisiva no maior numero de
iIsolamentos de determinadas bacté-
rias enteropatogénicas, particularmen-
te aquelas pertencentes ao género

——

Salmonella que na maioria das vezes,
nos métodos de semeadura direta do
material, em meios seletivos indicado-
res, nao sao capazes de serem eviden-
cladas.

Extraordinario impulso foi dado
neste sentido, apds as investigacoes de
Muller (23.2¢), demonstrando que a
adicao de tetrationato aos meios bi-
leados, que ja nessa época eram de
uso rotineiro, possibilitava um cresci-

1 Recebido para publicacao a 27 de junho de 1972.
* Departamento de Microbiologia e Imunologia. Laboratorio de Bacteriologia do Insti-

tuto Oswaldo Cruz, Guahabara.
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mento sobrepujante do bacilo tifico,
em decorréncia da acao impediente
destas substancias sobre os colibacilos.
Paulatinamente, descreveram-se va-
rias outras modificacoes do caldo te-
trationato de Muller, merecendo men-
cao aquela introduzida por Kauf-
fmann (17 18)  cujos resultados foram
os mais satisfatorios, determinando a
generalizacao do seu emprego, até os
dias atuais.

As investigacoes de Guth (19), de-
monstrando a acentuada acao impe-
diente dos sais de selénio para o cres-
cimento de colibacilos, nao apresen-
tando, porém, o mesmo efeito para o
cultivo do bacilo tifico, possibilitaram,
a Leifson (29), elaborar um novc melo
a base de selenito de sodio, no intuito
do enriguecimentc de Salmonella prin-
cipalmente §. zyphi € S. paratyphi B.

Embora se tenham inumeras refe-
réncias sobre outros meios de enrique-
cimento para este grupo das entero-
bactérias, ressaltam-se, no entanto, o
destacado emprego do caldo tetratio-
nato modificado por Kauffmann e do
caldo selenito de Leifson, nos traba-
lhos rotineiros e nas investigacoes
até entao efetuadas.

Mais recentemente, Rappaport e
cols. (26), analisando a influéncia de
solucoes hiperténicas de diferentes
sais sobre o crescimento de diversos
grupos de enterobactérias, reproduzi-
ram, em melo de cultura, o mesmo
fenomeno anteriormente relatado por
Dold e Ketterer (°) que observaram a
maior resisténcia de alguns sorotipos
de salmonelas, em comparacao a ou-
tros grupos, ao processo de dessecacao,
em papel de filtro.

Dentre toda a numerosa gama de
sais experimentados por estes autores,
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revelou o cloreto de magnésio, os re-
sultados mais auspiciosos para tal
empreendimento e cuja associacao
ccm um corante bacteriostatico (ver-
de malaquita), veio a se constituir em
necvo melo de enriquecimento para a
maioria dos sorotipos de Salmonella.

Varias observacoes scbre este novo
meio foram realizadas (13 1314 15)
demonstrando, a mailoria desses tra-
balhos, sua inequivoca superioridade,
quando comparado com os achados
de outros meios, excetuando-se, comea
ja tinha sido assinalado por Rappa-
port, a sua ineficiéncia para o enri-
quecimento de Salmonella typhi.

No transcurso da investigacao da
ccorréncia de salmonelas em aguas
residuais, provenientes de uma estacao
de tratamento e de uma elevatoria de
esgotos da cidade do Rio de Janeiro,
nossas atencoes foram encaminhadas
no sentido de introduzir possiveis mo-
dificacoes, no meio descrito por Rap-
paport (°, 1), em razao do baixo ren-
dimento apresentado pelos demais
meios de enriquecimento, inicialmente
empregados. A primeira tentativa, na
qual se fez a adicao de tetrationato
a formula original, revelou-se extre-
mamente satisfatoria, pois aumentou
consideravelmente a freqiiéncia de
isclamentos desta enterobactéria. To-
davia, mantinha-se ainda a extraordi-
naria acao impeditiva para o enrique-
cimento de S. ryphi, consignada nos
ensaios laboratoriais, principalmente
em conseqiiéncia da presenca de verde
malaquita.

Em trabalho anterior, varias subs-
tancias corantes foram analisadas
com este intuito, demonstrando-se que
o Metachromgelb II RD, foil capaz de
substituir com vantagem o verde ma-
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laquita, propiciando tal modificacao,
inclusive o enriquecimento de §.
typhi (1?).

A presente investigacdo foi em-
preendida no sentido de fazer uma
avaliacao da eficiéncia de diferentes
meios de enriquecimento para salmo-
nelas, utilizando, como fonte de es-
tudo, material naturalmente contami-
nado, a fim de melhor retratar esta
propriedade.

MATERIAL E METODOS

Os meios de enriguecimento emprega-
dos, com suas respectivas formulas foram

0s seguintes:
1 — Caldo Tetrationato, modificado por

Kauffmann

Caldo simples, com pH 70 .... 90 ml
Carbonato de calcio ......... 5g

Tiossulfato de sodio ......... bg

Bile bovina .............. ... 5ml

Em balao, contendo caldo simples, car-
bonato de calcio e bile, previamente este-
rilizados a 120°C durante 15 minutos, é
adicionado tiossulfato de soédio, sob a for-
ma de solucao aquosa a 20% (esterilizada
em vapor fluente por 30 minutos). Com-
plementando o meio, foram juntados, 1 ml
de uma solucao a 0,1% de verde brilhante
a 100 ml do meio e antes de se efetuar a
semeadura do material, 0,2 ml da mistura
iodo-iodetada (Iodo: 5g; Iodeto de potas-
sio: 8g; Agua destilada: 40 ml), para. cada
10 ml do meilo.

2 — Meio de Rappaport e cols.

Solucdo A
Bacto Tryptone .......... 05g
Cloreto de sédio .......... 0,8¢g
Fosfato de potassio mono-
basico ........... ... 0,16 g
Agua bidestilada ......... 100,0 ml
Solucao B
Cloreto de magnésio
(MgC126H20) .......... 40 g
Agua destilada ............ 100,0 ml
Solucdo C — Verde mala-
- quita (E. Gurr Ltd.) .... 04¢

Agua destilada ..... e 100,0 ml.
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Para cada 100 ml da solucao A, com
pH ajustado a 6.5 e esterilizada a 120°C
durante 15 minutos, sao adicionados 10 ml
da solucao B (esterilizada em vapor fluente
por 30 minutos) e 3 ml da solucao C, este-
rilizada pela mesma técnica anterior. Apds
a juncao de todos os elementos constituin-
tes, o0 meio foi distribuido assepticamente,
em volumes de 5ml por tubo.

3 — A primeira modificacao do meio
de Rappaport, consistiu em adicionar para
cada 10ml da férmula original completa,
1 ml de uma solucao a 20% de tiossulfato
de sodio e 0,2 ml da mistura iodo-iodetada.

4 — A segunda modificacao instituida
no meio de Rappaport, se baseou na subs-
tituicao do verde malaquita por Metach-
romgelb II RD (Gruebler ou G.T. Gurr)
sob a forma de solucao aquosa a 2%, acres-
centando-se 4 ml para cada 100 ml de so-
lucao A, contendo 10ml da solugao B.
Complementando o meio, apos ser distri-
buido em volumes de 10 ml, em tubos, sao
adicionados, tiossulfato de sodio e a mis-
tura iodo-iodetada, na mesma concentra-
cao assinalada na formula anterior. Con-
vém chamar a atencao para o0 apareci-
mento de um precipitado neste meio, sem
no entanto, apresentar contra-indicacao
para seu uso.

O material examinado esteve repre-
sentado por 158 amostras de aguas resi-
duais, oriundas de afluentes e efluentes
de uma estacao de tratamento e de uma
elevatoria de esgotos, localizadas na Penha
e Gloria, logradouros suburbano e urbano
da cidade do Rio de Janeiro, respectiva-
mente.

As técnicas empregadas no isolamento
e identificacao foram relatadas em traba-
lhos ja divulgados (5, 7, 13), adotando-se
para representacao das espécies do género
Salmonella, o novo critério sistematico,
preconizado por Ewing (9,18).

RESULTADOS

Na apreciacao dos resultados, me-
rece ser destacado inicialmente, que
em todas as 158 amostras de aguas
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de esgoto examinadas, foram isolados
representantes do grupo Salmonella e
ccnsiderando sob este aspecto, a efi-
ciéncia dos quatro meios de enrique-
cimento empregados, anotaram-se as
seguintes freqiiéncias numericas e
percentuais de isolamentos, consigna-
dos na tabela I.

Verifica-se, portanto, que a segun-
da modificacao do meio de Rappaport,
ccupou destacadamente a condicao
de revelar maior numero de exames
com a presenca de salmonelas. Entre-
tanto, ressalta-se que a positividade
absoluta s6 foi atingida com a asso-
ciacao dos resultados coligidos dos
quatro meios de enriquecimento em-
pregados.

Quando se estabelece um con-
fronto entre os achados obtidos, dos
diferentes melos, no que concerne ao
nuimero de amostras de salmonelas
iscladas e ao numero de sorotipos
identificados, torna-se ainda mais evi-
dente, nesta situacao, a superioridade
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registrada para a modificaciao do meio
de Rappaport, contendo Metachrom-
gelb. Tais resultados estao discrimina-
dos na tabela II.

TABELA I

NUMERO E PERCENTUAL DE POSITIVI-
DADE DE SALMONELLA, NAS 158 AMOS-
TRAS DE AGUAS DE ESGOTO, EM
RELACAO AO MEIO EMPREGADO.

Meios Exames positivos
de |
enriquecimento N©Q %
K 81 51,26
R 124 | "84T
RT 146 92,40
RMCGT 152 96,20

K — Caldo tetrationato de Kauffmann;
R — Meio original de Rappaport e cols;
RT — Meio original de Rappaport acres-
cido de tetrationato;
RMCGT — Base do meio de Rappaport
com cloreto de magnésio, Me-
tachromgelb e tetrationato,

TABELA 1II

COMPORTAMENTO DOS MEIOS DE ENRIQUECIMENTO EM RELACAO AOS
NUMEROS DE AMOSTRAS DE SALMONELLA ISOLADOS E SOROTIPOS

IDENTIFICADOS
l
MEIOS DE ENRIQUECIMENTO
K R RT RMCGT Total
— | ' __
Ne Yo N© Ne Yo Ne Yo

Salmonelas
isoladas 86 | 12,46 143 | 20,72 201 | 29,13 260 | 37,68 690

J | |

|' ' [}
Sorotipos .
identificados 21 25,92 49 | 60,49 56 | 69,13 72 | 88,88 | 81

| |

Na, tabela I'II, verifica-se a distri-
buicao das salmonelas isoladas e ca-

racterizadas segundo seus grupos So-
rolégicos.



TABELA III

FREQUENCIA NUMERICA E PERCENTUAL DOS GRUPOS SOROLOGICOS DAS
690 AMOSTRAS DE SALMONELAS

GRUPOS SOROLOGICOS
- ] TOTAL
MEIOS C, . D, E, — E, Outros

N°¢ - Yo N©¢ Yo Ne¢ % N© Yo N¢ % N© % Ne¢ %

_ |
K 22 | 3,18 21 3,04 8 1,15 9 1,30 16 2,31 10 , 1,44 86 } 12,46

|
R 29 4,20 31 | 4,49 24 3,4 13 1,88 33 4,78 13 1,88 143 | 20,72

|
RT 40 5,79 52 7,53 28 4,05 19 ‘ 2,75 41 5,94 21 3,04 201 | 29,13
RMCGT 48 6,95 58 8,l40 40 5,79 19 2,75 65 9,30 30 4,34 2;0 | 37,68
Total 139 | 20,14 162 | 23,46 100 | 14,47 60 8,6¢ 155 | 22,45 T4 I\ 10,72 690 | 99,99
|

. IQ}OH

D]]2U0WPS Sp OIUSWE[OS]

¢0¢
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A analise dos dados apresentados
revelaram que o mais elevado indice
de isolamentos de Salmonella de todos
0S grupos sorologicos encontrados, re-
lacionam-se com a segunda modifica-
cao do meio de Rappaport, e demons-
trando, por conseguinte, o mais eleva-
do grau de sensibilidade e especifici-
dade, no mecanismo de enriquecimen-
to destes microrganismos, em con-
fronto com os outros meios estudados.

Quanto ao baixo rendimento do
caldo tetrationato, deve-se salientar,
em primeiro plano, a sua discreta
acao impediente sobre microrganis-
mos dos géneros Proteus € Pseudomonas,
que em geral se apresentam em gran-
de numero nas aguas cloacais. Estas
bactérias, com facilidade se desenvol-
vem neste meio, refletindo este fato,
posteriormente, nos meios seletivos

Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 70 (3), 1972

indicadores, pela dificuldade ou im-
possibilidade de selecao de coldnias
suspeitas de Salmonella.

No que tange ao meio de Rappa-
port, tem-se a assinalar, como grave
inconveniente, o enriquecimento do
orupo Enterobacter, que tambem deter-
mina sérios incomodos para a visua-
lizacao de colOonias suspeitas de Salmo-
nella. Em relacao as duas modificacoes
do meio de Rappaport, salienta-se o
diccreto enriquecimento de microrga-
nismos dos géneros Proteus, Pseudomo-
nas € Enterobacter.

Finalmente, na tabela IV, acham-
se sumariados os dados referentes a
avaliacao da eficiéncia do enriqueci-
mento dos quatro meios utilizados, to-
mando por base os quinze sorotipos de
Salmonella enteritidis, mais incidentes na
presente investigacao.

TABELA IV
DISTRIBUICAO NUMERICA DOS ISOLAMENTOS ENTRE OS QUINZE

SOROTIPOS DE SALMONELLA ENTERITIDIS MAIS INCIDENTES

SOROTIPOS Grupo |__ MEIOS DE ENRIQUECIMENTO _ TOTAL
Sorologlco K R RT | RMCGT

Anatum E1 | 10 | 11 | 1. | 2 59
Newport C2 7 11 16 ‘ 13 47
Typhimurium B T 11 | 12 | 15 45
Thompson Cl1 10 6 | 6 14 36
Muenster El 4 11 | 9 {| 31
Give El 6 9 | 6 6 27
Oranienburg . C1 2 5 ‘ 8 10 25
Muenchen C 2 1 12 | 6 - 4 23
Panama | D1 ) 4 3 6 | 0 22
Chester B 9 3 2 7 21
Derby B B 5 T | 4 | 5 01
Bredeney R ‘ — 2 11 | 5 18
Bareilly c1 | 6 3 1 8 18
Concord C1 — 4 — 13 | 17
‘Tennessee C1 4 8 | 3 | 2 | 17
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Destacam-se nos resultados, pela
maior eficiéncia demonstrada, o meio
de Rappaport modificado, em que se
fez a substituicao do verde malaquita
por Metachromgelb. Este meio, reve-
lou superioridade no enriquecimento
de sete dos quinze sorotipos de Salmo-
nella enteritidis, respectivamente: Ana-
tum, Typbimurium, Thompson, Oranien-
burg, Panama, Bareilly € Concord. O melo
original de Rappaport, ocupou a se-
gunda posicao, evidenciando melhor
enriquecimento para cinco sorotipos
de Salmonella enteritidis, representados
por Muenster, Give, Muenchen, Derby €
Tennessee.

Embora a primeira modificacdo do

meio de Rappaport tenha apresentado
um bom rendimento quanto ao nu-
mero: de amostras isoladas e sorotipos
identificados, curiosamente apenas
apresentou um melhor enriquecimen-
to em duas oportunidades, com 0s SO-
rotipos Newport € Bredeney. para o meio
de Kauffmann, tem-se a assinalar que
este fendbmeno somente foi verificado
com a Salmonella enteritidis, sSoOrotipo
Chester.

DISCUSSAO

Numerosas sao as investigacoes
que se detiveram em avaliar o com-
portamento de diferentes meios de
enriguecimento para Salmonella, cuja
revisao bibliografica foi pormenoriza-
damente discutida por Costa e cols. (%).
Todavia, estas analises tiveram suas
atencoes quase sempre concentradas
no problema das coproculturas e re-
duzidos sao os ensaios que utilizaram,
como material de estudo, aguas cloa-
cais. E importante particularizar que
muitos destes trabalhos firmaram-se
apenas no objetivo de registrar a
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ocorréncia de salmonelas em um oyl
no maximo dois meios de enriqueci-
mento recaindo, na maioria das vezes,
a escolha para um esquema de diag-
nostico baseado na utilizacao do cal-
do selenito ou em uma das variacoes
instituidas no meio de Muller.

Observa-se que na revisao da lite-
ratura sobre o assunto, um dos pri-
meiros trabalhos a este respeito coube
a Peso e cols. (%), que analisaram a
eficiéncia do meio de Kauffmann em
comparacao ao caldo desoxicolato-
citrato, no isolamento de Salmonella,
em aguas coletadas no rio da Prata.
Encontraram, como resultado, a niti-
da superioridade do primeiro meio,
revelando este 97% de exames positi-
vos, comparados aos 27,9% do se-
gundo.

Moore e cols. (#2) enfatizam, ba-
seados nos seus experimentos, a im-
portancia da necessidade do emprego
do caldo selenito, na pesquisa de Sal-
monella, em aguas residuais, princi-
palmente quando se visa detectar S.
typhi € S. paratyphi B.

Ampliando estas averiguacoes, Mc
Coy (2!) recomenda, além do caldo se-
lenito, a utilizacdo do caldo tetratio-
nato, nos exames bacteriolégicos de
esgotos. Destaca da mesma forma,
este Autor, a maior eficiéncia do meio
de selenito, para o isolamento de S.
typhi.

E pertinente referir que, novo im-
pulso fol dado para a finalidade do
enriquecimento de Salmonells, como o
advento do meio preconizado por
Rappaport, merecendo de imediato
algumas apreciacoes por varios Auto-
res. A maioria dos resultados obtidos
vieram ratificar a melhor eficiéncia
do meio de Rappaport, quando esta-



306

belecida a comparacao com OS meios
de Kauffmann e Leifson. Entretanto,
cumpre realcar que todos aqueles que
fizeram uso deste meio sdo unanimes
em destacar sua ineficiéncia no enri-

quecimento de S. zyphi.

No que respeita, no entanto, a ava-
liacdo do comportamento do meio de
Rappaport no isolamento de Salmonella
de aguas residuais, tem-se somente a
referir a investigacao de Iveson e
col. (16) que analisando 128 espécimes
de agua de esgoto, tiveram oportuni-
dade de comprovar a superioridade
desse meio sobre o caldo selenito.

Os resultados obtidos na presente

investigacdo, confirmam ainda a me-

lhor atuacdo para o enriquecimento
de Salmonella a partir do caldo de
Rappaport quando em confronto com
o meio de Tetrationato de Kauffmann.

Considerando as duas modific-agﬁes
do meio de Rappaport, mais destaca-
da ainda se torna a freqiiéncia de iso-

lamentos de Salmonella, culminando

principalmente com o meio, em cuja
constituicdo se substituiu o verde ma-
laquita pelo metachromgelb. Aliis, a
acao impediente do corante original
do meio de Rappaport sobre varios

sorotipos de Salmonella, foi por nos ve-

rificado anteriormente, assim como
relatado por Falcao e col., (°) embora
estes assinalem, como fator principal
da inibicdo desses microrganismos, a
concentracao excessiva de cloreto de
magnésio.

Outrossim, € preciso frisar que nas
experiéncias preliminares, analisando
o comportamento de varios tipos de
Salmonella em presenca do meio basico
contendo apenas concentracoes cres-
centes de cloreto de magnésio, obtive-
ram-se resultados praticamente idén-
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ticos aqueles narrados por Rappaport,
excetuando-se para os sorotipos de S.
enteritidis, Chester € Pullorum.

A adicao de um novo elemento re-
presentado pelo tetrationato, aoc meio
contendo a concentracao preconizada
de cloreto de magnésio revelou, no
S. paratyphi A € S. cholerae suis, além dos
dois sorotipos j& supracitados. Seja
dito de passagem que o problema da
acdo impediente do tetrationato sobre
o crescimento de S. paratyphi A 1ol es-
tudado detalhadamente por Banwart
e Ayres (2) e Smith ("), no que tange
a S. cholerae suis.

Quando na presenca de todos 0S
ingredientes da férmula de Rappaport
acrescentado de tetrationato obteve-
se, como resultante, a auséncia ou
discreto crescimento de S. ryphi, alem
dos outros sorotipos ja assinalados.
Este aspecto denota a franca agao ini-
bitdria do verde malaquita sobre o
bacilo tifico e inclusive também reve-
lando uma diminuicdo da intensidade
de crescimento de S. enteritidis SOroti-
pos Paratyphi B, Derby, Typhimurium,
Bareilly, Thompson € Give. |

Todavia, a substituicdo do verde
malaquita por um dos varlos corantes
pesquisados (amarelo de metacromo)
veio a sanar em parte esta precarie-
dade no enriquecimento de alguns dos
sorotipos de S. enteritidis analisados,
como, por exemplo, Typhimurium, Pa-
ratyphi B, Thompson € Bareilly.

Muito provavelmente a maior efi-
ciéncia nos isolamentos dos varios so-
rotipos de Salmonella em aguas de es-
goto, nas modificagoes propostas do
meio de Rappaport, se deve a partl-
cularidade da maior acio impeditiva
sobre a flora de associacao, impossi-
bilitando-a de avantajar-se ao cresci-
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mento da maioria das salmonelas,
fato este que com relativa frequiiéncia
e observado quando da utilizacao do
caldo tetrationato ou do caldo seleni-
to. Infere-se, do exposto, que indivi-
dualmente nenhum meio de enrique-
cimento capacita o reconhecimento de
todos os sorotipos de Salmonella possi-
bilidade esta admissivel somente pela
associacao de diferentes meios de enri-
quecimento.

Problema basico, que convém tam-
bém assinalar de um modo geral, é a
estreita dependéncia do valor relativo
do enriquecimento e sua passagem
nos diferentes meios seletivos indica-
dores. Para tal circunstancia, foi ve-
rificado que os resultados mais satis-
fatorios, no que concerne ao caldo te-
tratignato e ao melo de Rappaport,

residiram nos meios Agar Verde Bri-

lhante e Agar SS, respectivamente.
No entanto, nas duas modificacoes do
meio de Rappaport, em decorréncia
do elevado grau impeditivo apresen-
tado por estes meios, sobre o cresci-
mento da flora de associacao, o meio
de Agar Eosina — Azul de Metileno,
caracterizado como pouco impediente,
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exibiu os resultados mais convincep-
tes, principalmente no aspecto de per-
mitir o reconhecimento de mais de
um. sorotipo por exame.

SUMMARY

Four enrichment broths (Kauf-
fmann’s tetrathionate broth Rappa-
port’s medium and two modifications
introduced in original formula of
Rappaport broth’s previously des-
cribed), were compared for efficiency
of detection of Samonells from 158
sewage samples, obtained from two
treatment sewage stations.

In comparative trials, the modified
Rappaport medium with tetrathiona-
te and metachromgelb II RD, was
highly effective for the recovery of a
wide range of Salmonella enteritidis se-

rotypes.
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