PRE-ENRIQUECIMEN’IU E ENRIQUECIMENTO DIRETO NA PESQUISA

DE Salmonella EM FARINHA DE CARNE!

A. BERcHIERI JR?, K. IRINO%, A. C. PAuLILIO?, S. N. NEME?, S. A. FERNANDES?,
S. N. KrRoNkAte G. V. A. PESsOA®

ABSTRACT - Berchieri Jr. A., Irino K., Paulillo A.C., Neme S.N., Fernandes S.A., Kronka S.N.
& Pessdoa G.V.A. 1986. [Preenrichment and direct enrichment in survey of Salmonella.] Pré-
enriquecimento e enriquecimento direto na pesquisa de Salmonella em farinha de carne. Pesqui-
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A comparison on several different culture procedures for Salmonella isolation from meat
meals was made, using lactose broth, buffered peptone water, quarter strength Ringer’s solution
for preenrichment and selenite-novobiocin for direct enrichment in cultures incubated at 37°C
and ‘439C, with or without a layer of vaseline. All preenrichment procedures using cultures
incubated at 439C were superior to preenrichment ones using cultures incubated at 37°C and
direct enrichment procedures using both 37°9C and 43°C incubation temperatures. Nothing
seemed to be gained by the use of a vaseline layer over for the purpose of stopping aerobic
incubation. In what concerns lactose broth, buffered peptone water and quarter strength

Ringer’s solution media, no significant differences for efficiency were found.

INDEX TERMS: Salmonella. isolation, preenrichment, direct enrichment, meat meals.

SINOPSE.- O presente estudo teve o proposito de avaliar, du-
rante investigagdo da presen¢a de Salmonella em farinha de
carne, o aproveitamento da solu¢do de Ringer 1/4 (SR 1/4),
como pré-enriquecimento, em comparagdo com o caldo lacto-
sado e a dgua peptonada tamponada (APT) e também com o
caldo selenito-novobiocina (SN) como enriquecimento direto,
incubados a 37°C ou a 43°C, com ou sem uma camada de va-
selina. Os resultados alcangados demonstraram que a 37°C €
indiferente utilizar o pré-enriquecimento ou o enriquecimento
direto. Mas a 439C o pré-enriquecimento apresenta rendimen-
to superior ao enriquecimento direto incubado a 37°C e a
430C e ao pré-enriquecimento incubado a 379C. A adigdo de
vaselina é dispensavel, por que ndo melhora o indice de isola-
mento. Quanto ao pré-enriquecimento, constatou-se que a SR
1/4 pode ser aproveitada em substitui¢do ao caldo lactosado e
a APT.

TERMOS DE INDEXACAO: Salmonella, isolamento, pré-enriqueci-
mento, enriquecimento direto, farinha de carne.
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INTRODUCAO

A .inclusdo do pré-enriquecimento entre as etapas da rotina
bacteriologica, para isolamento de Salmonella em alimentos
desidratados que sofreram tratamento térmico, foi inicialmen-
te recomendada por North Jr. (1961), tendo em vista revitali-
zar.as salmonelas, possibilitando a sua multiplica¢do em melho-
res condigdes, nos meios seletivos. Surgiram entdo outras pu-
blicagdes favordveis ao pré-enriquecimento para isolamento de
Salmonella de produtos alimenticios processados industrial-
mente (Taylor 1961, Gerichter & Sechter 1966, Ordal 1970,
Smyser & Snoeyenbos 1971, Edel & Kampelmacher 1973,
Gabis & Silliker 1974, Sveum & Kraft 1981, Werney et al.
1982, Yde & Ghysels 1984). Todavia, alguns trabalhos contes-
taram a sua indica¢do (Dawkins & Robertson 1967, Cox et al.
1980, Cox et al. 1982, Cox et al. 1983), inclusive, consideran-
do o pré-enriquecimento prejudicial a a¢do posterior do caldo
seletivo (Silliker et al. 1964). Outro aspecto de andlise refere-
se a temperatura de incubagdo desses meios. A temperatura de
370C tem sido confrontada especialmente com as de 42°C e
430C. Em geral, as salmonelas se multiplicam a 429C ou 43°C
enquanto outros microrganismos indesejdveis tem seu cresci-
mento restringido (Taylor et al. 1964, Cailson et al. 1967,
Harvey & Price 1968, Smyser & Snoeyenbos 1969, Smyser et
al. 1970, Smyser & Snoeyenbos 1971).

Quanto a composi¢do do caldo utilizado como pré-enrique-
cimento, North Jr. (1961) sugeriu o caldo lactosado. Van
Schothorst & Van Leusden (1975) comparando o caldo lacto-
sado com dgua peptonada tamponada, ndo notaram nenhuma
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diferenga nos resultados. Outros autores, avaliando caldos com
diferentes composi¢des, utilizados como pré-enriquecimento,
também constataram que os resultados nao dependem da cons-
tituicdo do meio (Gerichter & Sechter 1966, Thomason &
Dodd 1978, D’Oust & Maishment 1979). Ja Taylor & Silliker
(1961) nio assinalaram diferenga quanto ao agicar utilizado,
mas ao compararem caldo lactosado com PBS (salina fosfatada
tamponada), o primeiro apresentou melhores resultados.

A solug@o de Ringer 1/4 (SR 1/4) recomendada por Walker
(1975) como diluente de amostras de farinha de origem animal
para a andlise microbiologica, foi empregada por Patterson
(1969) em substituig¢do ao caldo selenito e posteriormente, por
Berchieri Jr. et al: (1984) como pré-enriquecimento de fari-
nhas de origem animal para detec¢do de Salmonella. Berchieri
Jr. et al. (1984) adicionaram a SR 1/4 e aos caldos enriquece-
dores vaselina liquida para diminuir a aeragdo e dificultar a
multiplicagdo de Pseudomonas sp.. Preocupagdo essa jd de-
monstrada por Kafel & Kossakowska (1973) e Grunnet (1975).

Tendo-se em vista a necessidade de se viabilizar uma meto-
dologia que possa ser de uso corrente para a pesquisa de Salmo-
nella em um dos principais elos da cadeia epidemioldgica, que
sd0 as matérias primas de origem animal destinadas a fabrica-
¢do de ragdes, delineou-se o presente trabalho, em amostras de
farinha de came por ser a mais utilizada. Objetivou-se compa-
rar durante a fase de pré-enriquecimento a SR 1/4, com o cal-
do lactosado e a dgua peptonada tamponada (APT) que sdo os
mais utilizados (Galton et al. 1968, Edel & Kampelmacher
1973, Poelma & Silliker 1976. Andrews et al. 1978, LANARA
1981, Thomas et al. 1981), como também comparar o pré-
enriquecimento com o enriquecimento direto em caldo seleni-
to-novobiocina (SN). O ensaio foi efetuado incubando-se es-
ses meios a 379C e 439C e adicionando-se ou ngo em suas su-
perficies uma camada de vaselina.

MATERIAL E METODOS

Para realizagao deste ensaio utilizou-se 30 amostras de farinha de carne
naturalmente contaminadas provenientes de remessas oriundas de uma
fabrica de ragdes.

A seqiiéncia bacteriologica empregada seguiu as recomendagdes con-
tidas no Bacteriological Analytical Manual (BAM) (Andrews et al. 1978)
e no Compendium of Methods for the Microbiological Examination
of Foods (CMMEF) (Poelma & Silliker 1976) com algumas modifica-
¢Oes segundo Berchieri Jr. et al. (1984).

De cada amostra, quatro indculos de 25 gramas foram semeados
em quatro frascos contendo 225 ml de caldo lactosado. Apds homoge-
neizagdo, adicionava-se vaselina liquida a dois dos frascos, para formar
uma camada de aproximadamente dois centfmetros na superficie do
caldo. Todos os frascos permaneciam a temperatura ambiente durante 6
horas. Em seguida, um contendo a camada de vaselina e outro sem essa
camada, eram incubados a 37°C durante 18 horas e os outros:doisa 43°C
pelo mesmo perfodo. Posteriormente, de cada frasco, apds homogeneiza-
¢do pipetava-se 2ml de seu conteido para semed-los em tubos contendo
20 ml de caldo selenito-novobiocina (SN). Os tubos contendo o caldo
SN eram incubados por periodo de 24 a 120 horas, a 37°C ou 43°C,
com ou sem a camada de vaselina, conforme o frasco com caldo lactosa-
do que lhe deu origem. O caldo SN, demonstrando crescimento bacte-
riano, era plaqueado em agar MacConkey e agar verde brilhante, os
quais eram incubados durante 24 horas a 37°C. As colonias ndo fermen-
tadoras eram inoculadas no meio de diagnostico presuntivo IAL (Insti-
tuto Adolfo Lutz). sendo incubadas por 24 horas a 37°C. A tipifica¢do
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das salmonelas foi realizada pela Se¢io de Bacteriologia do Instituto
Adolfo Lutz em Sdo Paulo, SP.

A agua peptonada tamponada (APT) e a SR 1/4 receberam o mesmo
tratamento do caldo lactosado.

Com relagdo ao enriquecimento direto, quatro espécimes de 25 gra-
mas de cada amostra de farinha, foram semeadas em quatro frascos con-
tendo 225 ml de caldo SN. Desses, apds homogeneizagdo, dois recebe-
ram vaselina liquida para formar uma camada de aproximadamente dois
centimetros de espessura. Todos os frascos permaneciam 6 horas a tem-
peratura ambiente e em seguida, um contendo a camada de vaselina e
outro sem, eram incubados a 37°C por periodo de 24 a 120 horas € os
demais eram incubados pelo mesmo periodo a 43°C. Dentro desse pe-
riodo, quando o caldo SN apresentava coloragio avermelhada, denotan-
do multiplicagdo bacteriana, era plaqueada em agar MacConkey e agar
verde brilhante, que eram incubados durante 24 horas a 379C. A rotina
a seguir era a mesma descrita para o caldo lactosado.

Para anilise estatistica empregou-se o teste do Qui-quadrado (X 2)
segundo Gomes (1970).

Fluxograma da Andlise Bacteriologica:

25g"—>225ml PE + VL (3709C) — 20m1 SN + VL (37°C)

25g > 225ml PE (379C) - 20ml SN (37°C) plaquiamemo
25g > 225ml PE + VL (430C) > 20ml SN + VL (439C) ~ (243/370C)
25g - 225ml PE (430C) - 20ml SN (439C) '

IAL

25g - 225ml SN + VL (37°C) (24h/370°C)
25g—> 225ml SN (37°C) y
25g— 225ml SN + VL (43°C)

sorotipagem
25g — 225ml SN (430C)

* 25g da amostra;

PE = Pré-enriquecimento; corresponde aos trés meios utilizados: caldo
lactosado, d4gua peptonada tamponada e solugio de Ringer 1/4;

VL = Vaselina liquida; :

SN = Caldo selenito-novobiocina;

IAL =Meio Instituto Adolfo Lutz.

Seqtiéncias Bacteriologicas Estudadas:

1. CL+VL - SN+ VL (379C)

2. CL - SN (37°C)

3. CL+VL - SN+ VL (4390C) i

4. CL - SN (43°C) plaqueamento
5. APT+VL - SN+ VL (370C) (24h/370C)
6. APT - SN (370C) il

7. APT+VL - SN+ VL (439C) IAL

8. APT - SN (430C) (24h/370C)
9. SR1/4+VL - SN+ VL (379C) )

10. SR1/4 - SN (37°C) sorotipagem
11. SR 1/4+VL >SN+ VL (430C)

12. SR 1/4 - SN (430C)

13. SN+ VL (37°C)
14. SN (37°C)
15. SN + VL (43°C)
16. SN (430C)

CL = Caldo lactosado;

VL = Vaselina liquida;

SN = Caldo selenito-novobiocina;
APT = Agua peptonada tamponada;
SR 1/4 = Solugdo de Ringer 1/4;
IAL = Meio Instituto Adolfo Lutz.

RESULTADOS

No Quadro 1, estdo presentes os dados correspondentes ao iso-
lamento de Salmonella nas 30 amostras de farinha de carne uti-
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lizadas para avaliagdo do pré-enriquecimento seguido de enri-
quecimento e do enriquecimento direto, incubados em diferen-
tes temperaturas (37°C e 430C) e recebendo ou ndo uma ca-
mada de vaselina. Conforme andlise desses dados pelo teste do
X2 verificou-se que, durante a incubagdo i temperatura de
379C nio houve diferenga quanto ao uso do pré-enriquecimen-
to e do enriquecimento direto; entretanto a temperatura de
430C, melhores resultados foram conseguidos com o emprego
do pré-enriquecimento (significativo ao nivel de 1% de proba-
bilidade). Também observou-se que a 43°C ocorreu maior ni-
mero de isolamento de salmonelas, levando a um maior nime-
ro de amostras positivas (com significincia ao nivel de 1% de
probabilidade). Quanto a influéncia da camada de vaselina, os
resultados indicaram que o seu uso é indiferente. Ainda foi
constatado que os trés meios empregados como pré-enriqueci-
mento tiveram desempenho semelhante, ndo havendo diferen-
¢a significativa nos resultados.

Dentre as 30 amostras de farinha de carne estudadas, de
-apenas uma, ndo foi isolado sorotipo algum de Salmonella por
nenhum dos métodos bacteriologicos empregados. '

No Quadro 2 estdo as salmonelas isoladas, conforme os
meios de cultivo empregados durante as fases de pré-enriqueci-
mento e enriquecimento direto, sendo ainda, considerada a
temperatura de incubagdo e presen¢a da camada de vaselina
nas fases mencionadas. Com relagdo aos meios empregados
‘como pré-enriquecimento e enriquecimento direto, pode-se
* observar que das 30 salmonelas encontradas, 22 foram isoladas
através da SR 1/4, resultado esse numericamente superior aos
verificados com os demais meios. Contudo, a andlise estatistica
pelo teste do X2 revelou que essa diferenga nfo ¢ significativa.

Quadro 1. Isolamento de Salmonella, em 30 amostras de farinha de
carne, considerando o pré-enriquecimento, o enriquecimento direto,
a temperatura de incubagdo e a adigdo de vaselina liquida nos meios

Quadro 2. Salmonelas detectadas conforme os pré-enriquecimentos, o
enriquecimento direto, as temperaturas de incubagao e a adigdo de
vaselina liquida nos meios liquidos

Sorotipo CL SR1/4 APT SN 37°C 430C C/V S/V

S. agona

S. anatum

S. binza

S. bredeney

S. cerro

S. eimsbuettel
S. grumpensis
S. havana

S. infantis

S. infantis 014+
S. inganda

. kentucky

. lexington +
lille

manila +
mbandaka +
mdandaka 014+ +
montevideo +
morehead +

. newington +
. oranienburg
. senftenberg + + +
. taksony

saint paul

S.4,12~--SG I +
S.4,12:d-SG I +

S. cubana +
S. cubana d-tartarato-
S. cepa rugosa SG I +

S. cepa rugosa SG I dt+ +

+ + + + + + + + + +

+ + + + + + + + + +

+ 4+ + + +++ ++++
+ + + + +

+ + + + + + + + + +

+ + + + + + + + + +

%]
+

%]
+
+
+

+

+
+ + + +
+
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+
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+
+
.
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+
+
+
+
.++++
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+

Total 18 22 20 15 20 28 25 26

liquidos.
Meios Temperatura ,N.(‘) de amostras. Total
Positivas Negativas
CL sem VL 370C : 4 26 30
CL+VL 370C 7 23 30
CL sem VL 430C 17 13 30
CL +CVLE 430C 14 16 30
SR 1/4 sem VL 370C 10 20 30
SR1/4+VL 370C 9 21 30
SR 1/4 sem VL 430C 15 15 39
SR 1/4+VL 430C 20 10 30
APT sem VL 370C 7 23 30
APT +VL 370C 8 22 30
APT sem VL 430C 16 14 30
APT+VL - 430C 18 12 30
SN sem VL 37°C . 6 24 30
SN+VL 370C 10 20 30
SN sem VL 430C 8 22 30
SN+VL 430C 6 24 30
CL . Caldo lactosado; )
SR 1/4 Solugdo de Ringer 1/4;
APT  Agua peptonada tamponada;
SN Caldo selenito + novobiocina usado como enriquecimento di-
-reto;

VL Vaselina h'quidé‘

CL Caldo lactosado;

SR 1/4 Solugdo de Ringer 1/4;

APT  Agua peptonada tamponada;
SN Caldo selenito-novobiocina;

C/V Com camada de vaselina;
S/vV Sem camada de vaselina;
SGI Sub-género I.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O propésito desta pesquisa ndo € a preconizagfo da melhor
metodologia para o isolamento de salmonelas em farinha de
carne empregada como matéria prima de ragdo animal. Esse as-
sunto tem sido enfocado de forma mais abrangente em paises
possuidores de melhores condi¢Ges econdmicas e tecnoldgicas.
Mesmo assim, a metodologia para o isolamento de salmonelas
de farinhas de origem animal, de ragGes e de produtos alimenti-
cios industrializados para consumo humano, continua sendo
objeto de estudo. Assim planejou-se o presente ensaio para se
verificar a possibilidade de uso de uma rotina. bacteriolégica
que mais se identifique com as condi¢Bes do nosso pais; mas
que também leve a resultados semelhantes aos observados em
rotinas convencionais.

Foram comparados trés meios, de diferentes constituigdes,
empregados durante a fase de pré-enriquecimento: caldo lacto-
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‘sado, dgua peptonada tamponada (APT) e a solu¢do de Ringer

1/4 (SR 1/4) contendo apenas sais minerais indicado como
diluente de produtos em p6 para investigagdo de salmonelas
(Walker 1957) e que, tendo sido posteriormente usado, em
substituicdo ao caldo enriquecedor, por Patterson (1969),
apresentou resultados irrisdrios. Entretanto, ao ser empregada
pela primeira vez como pré-enriquecimento, em amostras de

. farinhas de origem animal destinadas a fabricagdo de ragGes, por

Berchieri Jr. et al. (1984), apresentou resultados favordveis.

- Apesar de North Jr. (1961) enfatizar que os caldos a base de

agucares s3o necessarios para dificultar o desenvolvimento dos
competidores das salmonelas através da diminui¢do do pH, os
resultados observados, no que concerne ao caldo lactosado ¢ a
APT sdo concordantes a relatos anteriores (Van Schothorst &
Van Leusden 1975, Thomason & Dodd 1978), onde o rendi-
mento de ambos foi equivalente. Quanto a SR 1/4, os resultados
da andlise estatistica, demonstraram-na igualmente eficiente
aos demais meios estudados, indicando sua utilizagdo para a
fase de pré-enriquecimento para pesquisa de Salmonella em
amostras de farinha de origem animal, conforme pressuposi¢do
anterior (Berchieri Jr. 1984).

Os resultados alcangados na presente pesquisa, enfatizando o
uso do pré-enriquecimento, encontram apoio na literatura espe-
cializada (Edel & Kampelmacher 1973, Kafel & Kossakowska

- 1973, Thomason & Dodd 1978, Sveum & Kraft 1981, Wernery

et al. 1982). Contudo, s6 foi visualizado quando a temperatura

" de incubagdo era de 439C. A temperatura de 37°C, estatistica-

mente, o pré-enriquecimento ndo diferiu do enriquecimento
direto, resultado esse j@ demonstrado em trabalhos como o de
Taylor et al. (1964) em produtos alimenticios, o de Thomason
& Dodd (1978) em came e em carcaga de aves e o de Cox et al.
(1980) em carcaga resfriada de aves, assim como em outros,
contestando a utilidade do pré-enriquecimento, inclusive
achando-o prejudicial a agdo subseqiiente do caldo enriquece-
dor, durante pesquisa de salmonelas em amostras de ra¢Ges
(Cox et al. 1982, Cox et al. 1983).

No tocante a temperatura de incubagdo, durante o isola-
mento de Salmonella, em materiais contendo outras bactérias,
alguns autores consideram a incubagdo do pré-enriquecimento
a 350C ou a 379C satisfatéria (Gerichter & Sechter 1966,
D’Oust & Maishment 1979), seguida de incubagio do caldo
enriquecedor a 430C (Edel & Kampelmacher 1973, Van
Schothorst & Van Leusden 1975), enquanto outros acham in-
diferente incubar a 379C ou a 43°C (Cox et al. 1982). Toda-
via, abundantes s3o os relatos atinentes & incuba¢fo do pré-
enriquecimento, do enriquecimento ou de ambos, & temperatu-
ra de 42°C ou 43°C (Carlson et al. 1967, Harvey & Price 1968,
Smyser & Snoeyenbos 1969, Smyser et al. 1970, Smyser &
Snoeyenbos 1971).

Carlson et al. (1967), durante pesquisa de Salmonella em fa-
rinha de carne e osso e em cama de aves, notaram melhor de-
sempenho do caldo selenito incubado a 439C em detrimento
do mesmo a 379C. Nesta pesquisa, a temperatura ndo interfe-
riu nos resultados com relagdo ao enriquecimento direto, mas
no que diz respeito ao pré-enriquecimento seguido do enrique-
cimento em caldo SN, houve interferéncia estatisticamente sig-
nificativa (Quadro 1). As seqiiéncias bacteriolgicas incubadas
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a 439 C detectaram salmonelas aproximadamente, em nimero
dobrado de amostras em comparag¢do aos conseguidos durante
a incubagdo do pré-enriquecimento a 37°C e do enriquecimen-
to direto a 37° C e a 43°C. Concomitantemente ao maior nud-
mero de isolamentos, ocorreu também detec¢cdo de maior nid-
mero de salmonelas (Quadro 2). Assim como Van Schothorst
& Van Leusden (1975), que ndo notaram evidéncia alguma de
que a temperatura (37°C ou 43°C) interfira com a salmonela
isolada, presume-se que o maior nimero detectado a 43°C,
seja decorrente da maior freqiiéncia de isolamentos consegui-
dos nesta temperatura. . ,

J4 a aplicagdo da camada de vaselina nos meios utilizados
como pré-enriquecimento e enriquecimento e considerando os
resultados alcangados (Quadros 1 e 2), mediante andlise es-
tatistica, observa-se que o seu uso € dispensdvel, apesar de
Berchieri et al. (1984) haverem acreditado que ela favorecia
o isolamento de Salmonella por dificultar a multiplica¢do de

Pseudomonas sp. em virtude de diminuir a aerag3o do meio.

Outros autores utilizando diferentes métodos como anaerobio-
se em jarra (Kafel & Kossakowska 1973) e adigado de uma ca-

'mada de 6leo mineral (Grunnet 1975) também concluiram que

a anaerobiose ndo contribui para melhorar as condi¢Ges de iso-
lamento. Todavia, ao exame do Quadro 1, é possivel notar que
a SR 1/4 e a APT, quando portadores de uma camada de vase-
lina, com incubagdo a 43°C, apresentaram os melhores resulta-
dos entre as seqiiéncias bacterioldgicas confrontadas nesta pes-
quisa. .
Especialmente no que diz respeito a farinha de came, a in-
vestigagdo de Salmonella constitui-se em um importante passo
para a determinagdo de medidas de combate a salmoneloses
humana e animal. Haja visto, neste trabalho, onde constatou-
se que das 30 amostras colhidas de 30 diferentes remessas rece-
bidas por uma fébrica de ragao, 20 continham Salmonella.
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