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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de duas temperaturas de enriquecimento
(37° e 42° C) e o desempenho de dois caldos de enriquecimento seletivo e 2 meios de cultura,
utilizados para isolamento de Salmonella Gallinarum emaves. Aliquotas de cadaamostra de 6rgaos
das aves contaminadas experimentalmente com S. Gallinarum foram inoculadas em caldos
Tetrationato-Novobiocina e Rappaport-Vassiliadis. Os agares Verde Brilhante e Hektoen foram
usados para o isolamento de salmonela. Os resultados mostraram que o caldo Tetrationato-
Novobiocina a 42° Cassociado com dgar Hektoen proporcionou a maior eficiéncia de isolamento
de S. Gallinarum.
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ABSTRACT

COMPARISON OF ENRICHMENT BROTHS INCUBATED IN TWO DIFFERENT
TEMPERATURES AND OF CULTURE MEDIUMS USED IN SALMONELLA GALLINARUM
RESEARCH. The present study was aimed to evaluate the effect of two enrichment temperatures
(37° and 42° C) and the acton of two selective enrichment broths and two culture agars, used for
isolation of Salmonella Gallinarum in poultry. Aliquots of each sample of organs of the poultry
experimentally infected with S. Gallinarum were inoculated in Tetrationato-Novobiocina and
Rappaport-Vassiliadis broths. Brilliant Green and Hektoen agar were used for isolation of
salmonela. The results showed that the Tetrationato-Novobiocina broth at 42° C associated with

Hektoen agar provided the greatest efficiency of isolation of S. Gallinarum.
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INTRODUCAO

As salmoneloses aviédrias sdo enfermidades
provocadas por bactérias do género Salmonella.
Infectam aves e podem causar o tifo aviario, cujo
agente etiolégico é a Salmonella enterica sorovar
Gallinarum (Ouiveira et al., 2001). Este sorotipo,
conhecido porser hospedeiro-adaptado, produz uma
doenga sistémica bastante severa em galinhas, que
causa perdas econdmicas na avicultura mundial,
pois provocaaltamorbidade e mortalidade, quedana
producao de ovos e pintinhos de baixa qualidade
(BERCHIERI JUNIOR, 2001).

A S.Gallinarum pode seridentificada por meio de
reagdes bioquimicas, é uma bactéria Gram negativa,
imével, e sua configuragao antigénica é semelhante &
de S.Pullorum. Pertence ao grupo D, apresentando os
antigenossomaticos (O) 1,9 e12 (POMEROY &NAGARAJA,
1991). Sua viruléncia estd relacionada com a compo-

sicdo do lipopolissacarideo (antigenos somaéticos) e
com presenca de plasmideos (BERCHIERI JUNIOR, 2000).
Oisolamento e identificacdo desta bactéria é demora-
do devido ao tempo necessario para obtencdo dos
resultados. E necessario um dia para a etapa de
enriquecimento seletivo, além de 2 a 3 dias para as
etapas de isolamento em 4gar seletivo, identificacao
bioquimica e confirmagdo com testes sorolégicos.
As coldnias daS. Gallinarumsao pequenasemrelagao
as das salmonelas paratificas, apresentando didmetro
entre 1 a 4 micra (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

Para FAGERBERG & AVENs (1976) os resultados das
andlises de Salmonella dependem da técnica e dos
meios de cultura utilizados.

Apesar de sua morosidade e labor, o método
tradicional para detectar presenca das salmonelas
incluidas no Plano Nacional de Sanidade Avicola
(PNSA) é amplamente utilizado em laboratérios
credenciados pelo Ministério de Agricultura,
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sen do este, o método oficial recomendado pelalegis-
lacdo brasileira.

Muito embora, o tifo avidrio seja uma doenca
erradicada (SiLva, 1984; PoMEROY & NaGARAJA, 1991),
no Brasil, tem sido diagnosticada em areas de explo-
ragdo deaves de postura comercial, mas também pode
ocorrer em aves reprodutoras (para corte e postura)
(BERCHIERI JUNIOR, 2000).

A 'S. Gallinarum é altamente patogénica para as
aves em qualquer idade e embora sua ocorréncia seja
mais comum em aves adultas (OLIVEIRA et al., 2001).
Quandoaenfermidadeacometeavesjovens, o quadro
é diferenciado somente ap6s o isolamento e identifi-
cacao do agente (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

O diagnéstico do tifo avidrio baseia-se nos
achados: clinico, anatomopatolégico e exames
laboratoriais. Provas sorolégicas, como soroaglu-
tinagdo rapida e soroaglutinagdo lenta, detectam os
anticorpos anti-S. Gallinarum. Os 6rgdos de eleigao
para pesquisa do agente etiol6gico em questdo sdo:
coragdo, figado e bago (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

ANDREWs (1986) destaca que a temperatura de
incubagdo, acomposicdo domeio de cultura, areacao
domeiocomaamostrae o pH sdo fatoresimportantes
para a reabilitacdo fisiolégica das células de
salmonela. O enriquecimento em caldo seletivo, obje-
tiva inibir a multiplicagdo da microbiota acompa-
nhante e promover aelevagdo preferencial donamero
de células de Salmonella. Nesta etaparecomenda-se a
utilizagdo de 2 meios de enriquecimento, porque a
resisténcia de Salmonella aos agentes seletivos varia
de cepa para cepa. O plaqueamento seletivo diferencial,
objetiva promover o desenvolvimento preferencial de
coldnias de Salmonella, com caracteristicas tipicas que
as distinguam dos competidores. Recomenda-se que
o plaqueamento diferencial seja feito em mais de um
tipo de meio de cultura (SiLva et al., 1997).

A temperatura ideal para multiplicacdo de
Salmonella é 35-37° C, sendo a minima de 5° C e a
maéxima 47° C. Varios estudos indicam, no entanto,
que valores maximo e minimo dependem do sorotipo
(FraNCO & LANDGRAF, 1996).

Diante do acima exposto, o presente estudo teve
comoobjetivoavaliar o efeito de duas temperaturasde
enriquecimento (37° e 42° C) no isolamento de S.
Gallinarum em 6rgdos de aves inoculadas experi-
mentalmente com esta bactéria e verificar o desempe-
nho de dois caldos de enriquecimento seletivo e dois
agares de isolamento, em relacdo as temperaturas de
enriquecimento testadas.

MATERIAL E METODOS

Setenta e cinco pintainhos de corte (machos e
fémeas) de um dia de idade, com peso médio de 48

gramas, da linhagem Cobb, procedentes de matrizes
de corte com idade de 42 semanas, foram aleatoria-
mente selecionados e enviados ao laboratério. Cinco
deles foram submetidos a exames sorolégico e
microbioldgico, certificando de serem livres de S.
Gallinarum. Orestante foi aleatoriamente distribuido
em 2 grupos: controle e experimental, contendo 36
aves cada e alojados em biotérios em condicdes seme-
lhantes ao campo. Foram tratados "ad libitum" com
dgua clorada e ragdo comercial.

O inéculo foi preparado com cepa de Salmonella
Gallinarum proveniente de lote de matriz de postura,
tipificado no Centro Avancado de Pesquisa
Tecnolégica do Agronegdcio Avicola/IB e no Instituto
Fio Cruz. A cepa bacteriana foi mantida em agar
nutriente (Difco) com glicerina tamponadaeestocada
a4°C. A cultura foi preparada a partir deuma algada
da cultura pura em 3 mL de caldo BHI (Brain Heart
Broth) eincubadaa37°C, durante 24 horas. A cultura
continha aproximadamente 1,2 x 108 unidades for-
madoras decolénias (UFC) pormL.No20°diadevida,
foram administrados 0,4 mL de cultura de S.
Gallinarum (concentragao bacteriana de 108 UFC)em
cada uma das 36 aves do grupo experimental, via
esofdgica.

Aos 31 dias de idade das aves, ap6s 11 dias da
inoculagdo,30aves decada grupo foramsacrificadas
e retiradas amostras dos 6rgdos: figado, coracdo e
bago para avaliacao microbiolégica, fazendo-se um
"pool" desses 6rgdos que foram macerados em gral e
pistilo.

O "pool" de 6rgaos macerados de cada ave foi
transferido para dois diferentes caldos de enriqueci-
mento seletivo: Tetrationato-Novobiocina (Difco) e
Rappaport-Vassiliadis (Difco), na proporcaodel ge
0,1 gem10mL, respectivamente, incubados 437 e 42°C
em estufa bacteriol6gica durante 24 horas. A partir
dos caldos, cada amostra foi semeada com alca
bacteriol6gica em placas de Petri, contendo dgar Verde
Brilhante (Difco) e 4gar Hektoen (Difco) e foram incu-
badas a 37°C, durante 24 horas. As coldnias obtidas
nas placas com caracteristicas tipicas do género
Salmonella foram confirmadas por meio de provas
bioquimicas e soroldgicas. Foi realizada uma identi-
ficagdo bioquimica presuntiva, onde 3 a 5 colénias
foram inoculadas com agulha bacteriol6gica, em
tubos contendo o dgar Triplice Ac¢tcar Ferro (Difco)
inclinado, tubos, contendo dgar Lisina (Difco), tubos
com Caldo Uréia (Difco), tubo com o meio SIM (Difco)
para visualizagdo de indol, S e motilidade e em
tubo, contendo dgarNutriente (Difco) eforamincubados
a37°Cdurante24horas. Ascoldnias que apresentaram
perfil bioquimico com o género Salmonella foram sub-
metidas a identificagdo sorolégica para deteccao de
antigenos somaticos (O) e flagelares (H), mediante o
uso de soros polivalentes anti-antigenos "O" (Sanofi
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Pasteur) e anti-antigenos "H" (Sanofi Pasteur) de
Salmonella. A prova de deteccdo destes antigenos foi
realizada mediante colheita do crescimento bacteriano
em agar Nutriente, com auxilio de alga bacteriolégica
e ressuspensdo em solugdo fisiolégica a 0,85%
esterelizada, depositada em uma ldmina de vidro e
adicdo de igual volume de anti-soro. Apoés a
homogeneizacgao, a prova foi considerada positiva,
quando se evidenciou a presenca de aglutinagéo.
Cepas iméveis que apresentaram resultados positi-
vos frente ao soro anti-somatico "O" polivalente de
Salmonellaforam caracterizadas antigenicamente com
soro-anti somatico "D" (09). As cepas que apresenta-
ram resultados compativeis com Salmonella foram
prosseguidas com testes bioquimicos complementa-
res: meio de Clark e Lubs para realizagdo das provas
do Vermelho de Metila e de Voges-Proskauer, dgar
Citrato deSimons, d4gar Fenilalanina, caldomalonato,
caldo para descarboxilagdo de Lisina e Ornitina,
caldo para desidrolacdo de Arginina, caldo para a
fermentacao de: Glicose, Manitol, Lactose, Sacarose,
Dulcitol e Maltose. As cepas foram entdaoidentificadas
sorolégica e bioquimicamente como S. Gallinarum.

Osresultados obtidos foram analisados pelo teste
t de Student (Fonseca & MAaRTINS,1996) ao nivel de
significdncia 5%, para comparacao das médias de
duas temperaturas distintas e a eficiéncia dos caldos
de enriquecimento seletivo e dos dgares utilizados
para o isolamento de Salmonella Gallinarum.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo, onde
comparou-se duas diferentes temperaturas, dois dife-
rentes caldos de enriquecimento e dois diferentes
dgares para isolamento de S. Gallinarum com os
respectivos ntimeros positivos de isolamento e per-
centagens, encontram-se na Tabela 1. Independente
das temperaturas que os caldos de enriquecimento
foramincubados, observa-se que o caldo Tetrationato-

Novobiocina apresentou as melhores percentagens
de isolamento de S. Gallinarum. O dgar Hektoen
apresentou as maiores percentagens de isolamento
de S. Gallinarum quando comparado com o agar
Verde Brilhante.

Calculando-se as médias dos ntimeros de isola-
mentos deS. Gallinarumnas temperaturas utilizadas
e osresultados dosisolamentos, observou-se que nao
houve diferenga estatisticamente significativa
(p > 0,05) entre as duas temperaturas (37° e 42° C),
conforme demonstra Tabela 2.

Calculando-se as médias dos ntimeros de isola-
mentos de S. Gallinarum dos caldos de enriquecimento
seletivo, Tetrationato-Novobiocina e Rappaport-
Vassiliadis, observou-se que houve diferenca estatis-
ticamente significativa (p < 0,05) entre os caldos,
mostrando que o caldo Tetrationato-Novobiocina é
mais eficiente para o isolamento da S. Gallinarum,
conforme demonstrado na Tabela 3.

Calculando-se as médias dos ntimeros de isola-
mentos de S. Gallinarum dos meios de cultura, dgar
Hektoen e 4gar Verde Brilhante, observou-se que ndo
houve diferenca estatisticamente significativa
(p > 0,05) entre os meios, conforme mostra a Tabela 4.

BERcHIERI et al. (1993) em um estudo realizado com
amostras de ragdo para isolamento de Salmonella,
observaram diferencas estatisticas significativas nas
temperaturas de pré-enriquecimento realizadas a43°
C, em relacdo a 37° C.

Em estudo de GiomBELLI & S1LVA (2002) 0s resulta-
dos mostraram que o maior indice de resultados
positivos para deteccdo de Salmonella em carnes “in
natura”, foi obtido com pré-enriquecimentoa42°C.O
caldo Rappaport-Vassiliadis apresentou menor nt-
mero de isolamento de salmonela nas duas tempera-
turas testadas. Entretanto, SiLva et al. (1997) ressalta
que o caldo Rappaport-Vassiliadis vem ganhando
cada vez mais aceitacgdo, tendo sido recentemente
aprovado pelo ISO (International Organization for
Standardization), como alternativa para o caldo
Tetrationato.

Tabela 1 - Desempenho dos caldos de enriquecimento seletivo incubados a 37° C e 42° C, dos meios de cultura e
percentagens do ntiimero de amostras positivas para S. Gallinarum.

Caldos deenriquecimento
seletivo/ Temperatura (°C)

Agares deisolamento

Numero de isolamentos
de S. Gallinarum

Percentagem
(%) de isolamentos de
S. Gallinarum

Tetrationato-Novobiocina/42 Hektoen

Verde Brilhante
Tetrationato-Novobiocina/37 Hektoen

Verde Brilhante
Rapapport-Vassiliadis /42 Hektoen

Verde Brilhante
Rapapport-Vassiliadis /37 Hektoen

Verde Brilhante

30 100
25 88,3
26 86,7
20 66,7
21 70
17 56,7
19 63,3
15 50
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Tabela 2 - Comparagao das temperaturas a 42° C e 37° C utilizadas para o isolamento de S. Gallinarum e o namero de
isolamentos positivos.

Caldos/ Agares N° de isolamento de N° de isolamento de
S. Gallinarum a42°C S. Gallinaruma 37°C

Tetrationato-Novobiocina/Hektoen 30 26

Tetrationato-Novobiocina/Verde Brilhante 25 20

Rappaport-Vassiliadis/ Hektoen 21 19

Rapapport-Vassiliadis/ Verde Brilhante 17 15

n 23,25 202

S 30,9 20,7

Meédias seguidas pela mesma letra, nao difere estatiscamente pelo teste t a 5% de probabilidade.
n - média aritmética do nimero de isolamento das diferentes temperaturas.
S - desvio padrao do niimero de isolamento com as diferentes temperaturas.

Tabela 3 - Desempenho dos diferentes caldos de enriquecimento seletivo a37°C e 42° C para oisolamento deS. Gallinarum.

Agares/ Temperatura (°C) N° de isolamento de N° de isolamento de
S.Gallinarum do Tetrationato-Novobiocina  S. Gallinarum do Rappaport-Vassiliadis

Hektoen/42 30 21

Hektoen/37 25 17

Verde Brilhante /42 26 19

Verde Brilhante/37 20 15

n 25,25 18°

S 16,92 6,7

Meédias seguidas pelas mesmas letras distintas, diferem estatiscamente pelo teste t a 5% de probabilidade.
u - média aritmética do namero de isolamernto dos diferentes caldos.
S - desvio padrdo do namero de isolamento com diferentes caldos de enriquecimento.

Tabela4 - Desempenho dos diferentes meios de cultura seletivo, agar Hektoen e 4gar Verde Brilhante para oisolamento
de S. Gallinarum.

Caldos/Temperatura (°C) N° de isolamento de N°de isolamento de S. Gallinarum
S. Gallinarum em 4gar Hektoen em agar Verde Brilhante

Tetrationato-Novobiocina/42 30 25

Tetrationato-Novobiocina/37 26 20

Rappaport-Vassiliadis /42 21 17

Rappaport-Vassiliadis/37 19 15

i 242 19,25°

S 24,66 18,75

Médias seguidas pela mesma letra, ndo difere estatiscamente pelo teste t a 5% de probabilidade
i - média aritmética do namero de isolamernto dos diferentes dgares
S - desvio padrdo do nimero de isolamento com os diferentes meios de cultura
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