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ABSTRACT. - Berchieri Jr. A., lrino K., Paulillo A.C., Neme S.N .. Fernandes S.A .. Kronka S.N. 
& Pessôa G.V. A.1986. [Efficacy of selenite-novobiocin and tetrathionate-novobiocin. hroths in sur. 
vey of Salmonella from meat meal.] Eficácia dos caldos selenito-novobiocina e tetrationato-novo
biocina na pesquisa de Salmonella em farinha de carne. Pesquisa Veterinárw Brasileira 6( 4/:133-
136. Depto Patologia Veterinária. Fac. Ciênc. Veterinárias, Campus de Jaboticabal, Rod. Carlos 
Tonnani, km 5, Jaboticabal. SP 14870, Brazil. 

Selenite-novobiocin (SN) and tetrathionate-novobiocin (TN) broths were compared for the 
isolation of Salmonella from meat meal, It was also investigated the correlation between the 
occurrence of the indicator organisms and of Salmonella. SN and TN were equally effective. It 
was verified that none of these indicator groups (total coliforms and fecal coliforms} are reliable 
as an index for Salmonella contamination in meat meals. There was no correlation between 
Salmonella counts and the number of isola te d Salmonella colonies. 

INDEX TERMS: Salmonella, coliforms, selenite-novobiocin, broth, tetrahionate-novobiocin broth. 

SINOPSE. - Os caldos selenito-novobiocina (SN) e tetrationato
novobiocina (TN) foram comparados durante o isolamento de 
Salmonel/a de amostras de farinha de carne utilizadas para fa
bricação de ração animal. Também, foram realizadas contagens 
de Salmonella e de coliformes (total e fecal) para verificar se é 
possível estabelecer alguma correlação entre a presença de coli
formes e a presença e o isolamento de Salmonella. De acordo 
com os resultados obtidos, o caldo SN e o caldo TN demons
traram rendimento semelhante. As contagens de coliformes 
(total e fecal). segundo a análise estatística, não apresentaram 
correlação alguma (positiva ou negativa) com a contagem de 
Salmonel/a e com o número de cepas isoladas através dos cal
dos SN e TN. Também n!ío foi constatada correlação entre a 
contagem de Salmonella e o número de cepas isoladas. 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Salmonella, coliformes, caldo sefenito
novobiocina, calão tetrationato-novobiocina .. 

INTRODUÇÃO 

O i:mlamento de Salmonella de fezes ou de alimentos. onde 
também estão presentes outras bactérias. ínclusíve emnúmero 
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mais elevado, requer a utilização de meios seletivos ou de en
riquecimento. Os caldos selenito e tetrationato têm sido os 
mais utilizados (Taylor & Silliker 1961, Carlson et al. 1967, 
Harvey & Price 1968, Smyser & Snoeyenbos 1969, Smyser 
et al. 1970, Smyser & Snoeyenbos 1971, Huhtanen & Naghski 
1972, Edcl & Kampelmacher 1973, Carlson & Snoeyenbos 
1974. Van Schothorst & Van Leusden 1975, Carvalho & Costa 
1979. Sveum & Kraft 1981, Berchieri Jr. etal. 1984, Yde & 

Ghysels 1984). Segundo Gerichter & Sechter {1966), o caldo 
selenita pode ser aproveitado quando o número de coliformes 
presente no material a ser examinado for baixo, enquanto que 
nos casos deste número ser elevado, melhores resultados po
dem ser conseguidos empregando-se o caldo tetrationato. Para 
Bailey et al. (1981 )o material investigado também interfere na 
ação do caldo seletivo. 

Segundo Carlson & Snoeyenbos (1974), o isolamento de 
Salmonel/a é dificultado pela presença, geralmente em número 
mais acentuado, de outras enterobactérfas. Estudos sobre a: 
concentração de Salmonella e de outros microrganismos tam
bém têm sido reahzadós por diversos autores (Thatcher &. 

Montford 1962. Loken etaJ. 1968, Malhotra et aL 1968., Fi
gueiredo 1970, Tompkin & Kueper 19-73, Smílcer & Gabis.-
1976, Mercuri et al.. J978, Smehzer et al. 1980, Thomas etal. 
f98 },. Tamminga et al. l9-82} com o propósito de avaliar a re
lação entre ias .contagens de microrgani-smtli e a presença de 
Salmonella. 

O presente estudo fof elaborado para cóm-parar a eficiência 
dos caldos. sefenito-novobiocina e tetratfonato-novobiocina no 

· i~olamen to de Salmonella de amostras de farinha de eame utili
zadas na ração animal. A detennínação quantitativa de colifor-
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mes (total e fecal) e de Salmonella, visou avaliar a correspon
dência entre contagens de coliformes e de Salmonella e entre 
essas contagens com o isolamento de Salmonella. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Estudo comparativo dos caldos selenito-novobiocina e tetrationato
novobiocina 

Foram utilizadas 30 amostras de farinha de carne naturalmente con· 
taminadas oriundas de uma fábrica de ração. 

A metodologia empregada seguiu as recomendações do Bacteriolo
gical Analytical Manual (Andrews et ai. 1978) com-algumas modifica· 
ções conforme Berchieri Junior et ai. (1986 ). De cada amostra, retirava· 
se uma alíquota de 25 gramas que era inoculada em frasco contendo 
225 mi de solução de Ringer 1 /4. Após homogeneização, a mistura per· 
manecia 6 horas à temperatura ambiente e em seguida por mais 18 ho· 
rasa 43ºC. Posteriormente, alíquotas de 2 mi da suspensão foram trans· 
feridas para os caldos (tubos contendo 20 mi) tetrationato-novobiocina 
(TN) e selenito-novobiocina (SN), os quais eram incubados durante 24 
a 120 horas a 4 3ºC. O crescimento foi semeado em ágar verde brilhante 
e ágar MacConkey, incubados a 37ºC por 24 horas. As colônias suspei
tas de Salmonella eram semeadas no meio presuntivo denominado Insti· 
tuto Adolfo Lutz (IAL) e a seguir incubadas a 37ºC por 24 horas. A 
identificação dos sorotipos foi realizada pelo Setor de Enterobactérias 
do Instituto Adolfo Lutz em São Paulo, SP. Para análise estatística em· 
pregou-se o teste do qui-quadrado (X 2), segundo Gomes (1970). 

Número mais provável (NMP) de Salmonella de coliformes (total e fe
cal) 

a) Contagem de Salmonella. Foi efetuada segundo North Junior 
(1961) com diluições decimais em séries de três tubos, sendo o caldo se· 
lenito acrescido de novobiocina, o plaqueamento em ágar Mac Conkey e 
ágar verde brilhante e a identificação presuntiva no meio IA L. A corre· 
ção dos valores obtidos com a leitura dos tubos para organismos por 
grama foi efetuada conforme tabelá contida no Bacteriological Analyti
cal (Andrews et ai. 197 8). 

h) Contagens de coliformes (total e fecal). Foram realizadas segun
do a Internationai. Comission on Microbiological Specifications for 
Fooris (1978) com diluições decimais em séries de três tubos. A corre
ção dos valores obtidos através da leitura da prova em tubo, para orga
nismo por grama, foi efetuada conforme tabela contida no Bacteriologi· 
cal Analytical Manual (Andrews et ai. 1978). 

e) Análise estatz'stica. Os resultados alcançados durante a com· 
paração dos caldos enriquecedores e as contagens de coliformes e de 
Salmonella foram confrontados através do teste de correlação linear, 
segundo Gomes (1970). 

RESULTADOS 

De acordo com os resultados experimentais obtidos neste en
saio. comparando-se os caldos SN e TN, observou-sé igualdade 
de rendimento. Ambos propiciaram ó isolamento de Salmonella 
em 17 das 30 amostras de farinha de carne analisadas. A soma
tória dos resultados positivos pelos dois métodos culminou na 
defecção de Salmonella em 19 amostras. Ou Seja, duas amos
tras foram positivas apenas pelo caldo SN e outras duas apenas 
pelo caldo TN. Os resultados referentes à comparação dos cal
dos SN e TN estão no Quadro 1. No Quadro 2 estão as 19 sal
monelas detectadas. Desses, quatro foram isolados apenas com 
o caldo SN e outros quatro, apenás com o caldo TN. 

No Quadro 3 estão os dados do NMP de SÔlmonella e de co
liformes (total e fecal). Também estão inseridos cís números de 
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cepas de Salmonella, isoladas através do caldo SN, do caldo 
TN e pelos dois em conjunto. Esses resultados foram confron
tados pelo teste de correlação linear. Analisou-se, o NMP de 
coliformes totais e de fecais com o número de colônias de 
Salmonella isoladas através de cada caldo, SN e TN e com o 
NMP de Salmonella. O NMP de Salmonella também foi con
froo tado com o número de colônias isoladas pelos dois caldos, 
SN e TN. Todos os resultados foram não significativos. de
monstrando não haver correlação entre os parâmetros confron
tados. 

A despeito do NMP de coliformes, geralmente, ocorreu iso
lamento de maior número de colônias de Salmonella, por 
amostra estudada. em placas semeadas a partir do caldo SN em 
relação ao caldo TN (Quadro 3). 

Quadro 1. Comparação dos resultados obtidos com os caldos 
SN e TN no isolamento de Salmonella das amostras de 

farinha analisadas 

Procedimento 

Através dos caldos SN e TN 
Somente através do caldo SN 
Somente através do caldo TN 
Total de amostras positivas através 
dos dois caldos 

Amostras positivas 
n<? 

15 
2 
2 

19 

Quadro 2. Salmonelas isoladas durante o estudo comparativo 
dos caldos SN e TN 

Salmonelas 

Isoladas através dos dois caldos: 
S agona. S. binza, S. bredeney. S. cerro, S. cubana, S. eimsbuettei 
S. grumpensis, S. bavana. S. manila, S. infantis 014+ e S. mbandaka 

Isoladas apenas através do caldo SN: 
S. abaetetuba, S. cubana dt -. S kentucky e S. senftenherg 

Isoladas apenas através do caldo TN: 
S. anatum, S. bredeney 027+, S. montevideo eS. morehead 

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 

A literatura especializada apresenta relatos enfatizando o uso 
do caldo selenito (Carlson et al. 1967, Harvey & Price 1968, 
Smyser & Snoeyenbos 1969, Carvalho & Costa 197.9, Sveum & 

Kraft 1981, Berchieri Junior et al. 1984) ou o uso do caldo te
trationato (Smyser & Snoeyenbos 1971, Edel & Kampelmacher 
1973, Carlson & Snoeyenbos 1974, Van Schothorst & Van 
Leusden .1975. Thomas et al. 1981 ). Outros autores 'porém, 
como Taylor & Silliker (1961 ). Smyser et al. (1970). Huhtanen 
& Naghski (1972). Bailey et al. (1981) e Y de & Ghysel,s (1984 ), 
consideram-nos igualmente eficazes. Analisando estatistica
mente os valores contidos no Quadro 1, verifica-se que nas 
condições em que foi efetuada a presente pesquisa, com amos
tras de farinha de carne. os caldos SN e TN apresentaram resul
tados equivalentes. A utilização de ambos e·Jevou o número de 
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amostras positivas (Quadro 1) de 17 para 19. Margem essa mui-

O. M M . s:t N - M to pequena para sugerir o emprego simultâneo dos caldos SN 
M V N 

e TN, conforme propuseram Taylor & Silliker ( 1961 ). embora 
°' 

M M M 
N V V V a utilização de ambos .tenha permitido a detecção de mais sal-

~ monelas (Quadro 2). s::: 00 
M m M 

-~ N V V V a interferência de coliformes no iso-e Discorrendo sobre 
'-' s:t °' M lamento de Salmonella Gerichter & Sechter (1966). Carlson 
~ 

r---
N V 

~ °' o s:t M N .,, & Snoeyenbos (1974) e Carvalho & Costa (1979), considera-
~ \O ram o caldo tetrationato melhor controla dor· des~es competi-N \O 

8 s:t 

.!:J 
M o 00 

dores do que o caldo selenito. Segundo Sveum & Is.raft (1981) 
~ .,, o N o 

N N ~ M - N a quantidade de coliformes em produtos alimentícios secos é ] 
t 

;:!; °' o M 
pequena, não dificultando o isolamento de Salmonella, razão 

'li' .,, 
V pela qual o caldo selenito poderia ser utilizado. Na presente -~ 

-1 
.,, o M .,, 

"'· r--- pesquisa, independente do_ número de coliformes, conforme ..,. r-- o N 
N s:t pode ser constatado no Quadro 3, o número de cepas isoladas 

"' 
N 

::s das amostras de farinha de carne após passagem pelo caldo SN. 
·[ °' o M o o 

N o ...... excederam em quase todas as amostras positivas pelos dois cal-
"' 

N 

~ dos;à passagem pelo caldo TN. 
.9 - ~ "' s:t M N .,, 
~ 

N N - No Quadro 3· constam os valores. por amostra, das conta-.. o M gens de coliformes e de Salmonella e ainda, o número de cepas e M M 
e:,.. N V °' °' 
"' de Salmonella isoladas por intermédio de cada meio enriquece-
_g °' ~· 

M M .,, o V) dor e por ambos. Os valores inseridos nesse quadro foram con-
~ - N V ...... ...... 

§ 00 M ·M M r--- N °' frontados pelo teste de correlação linear. Confrontou-se o 
...... s:t s:t N - ...... 

~ NMP de coliforme total com o NMP de Salmonella, com,o nú-
e:,.. M M 

~ 
r-- °' mero de colônias isoladas pelo caldo SN e com o número de V V 

~ o M M r--- .,, N 
colônias isoladas pelo caldo TN. Da mesma forma, confrontou-

.!:J \O 10 se o NMP de coliforme fecal. Essas análises visavam avaliar a in-
~ - s:t V V 
ãl 

~ '<I" o o M s:t terferêncià do número de coliformes quantó ao isolamento de e:: 

~ !:l 
.,, o o - -- \O s:t Salmonella através de cada caldo enriquecedor e também se ha-

~ s:t N 

«i 
~ via correspondência entre a presença de coliformes e a presen-"' :!; 

M o o 
~ V "' °' 1. 1. 

r-- ,M ça de Salmonella. Outra correlação estudada foi o NMP e o nú-

l 
,.., 

M M V s:t 
V mero de colônicas de Salrilonella, objetivando traçar um para-

'C 

8 M o o leio entre contagem e isolamento da bactéria. Considerando o 
N V o o 

~ "' "' material em estudo, estatisticamente, não houve indicação de -
~ ,.., M que a determinação do número de coliformes (total e fecal) 

-~ - V V °' 
•N -N N 

.f possa servir para esclarecer a presença ou a dificuldade de iso-
s::: 

"' o M M lamento de salmonelas. Esses achados estão compatíveis com ., °' V V ~ 

~ o o M M M 
; vários relatos, descritos na literatura especializada analisando 

~ °' o \O °' 
., 

s:t s:t !ll diferentes produtos, apresentados por Thatcher & Montford 
N 

8 °' \O M s:t o :!; 
~ {1962), Loken et al. (1968). Silliker & Gabis (1976 ). Mercuri 

~ 
00 s:t N - lã 

"' et ai. (1978), Smeltzer et ai. (! 980) e Tamminga et al: (1982), 
"' M r--- r--- -o 
~ r--- V 3 estudando respectivamente, produtos a base de ovos, sub-ãl 
r::I .; ·;§ 

produtos de abatedouro, produtos alimentícios desidratados, 
~ 

M M ., 
\O ~ V V .. 

«i V ... carcaça de aves e carne de hamburger. Mesmo o trabalho de ., 
"' o. 

~ .,, °' 
.,, s:t 00 N o o Tompkin & Kueper (1973 ), que deixa entrever a possibilidade 

N ... ., 
~ r- N de correlação entre contagens de microrganismos e a presença 
"' s:t - M M s:t M "' .,, - N N "' g ·;; de Salmonella, apresenta objeções. No concernente ao NMP de 
s::: M .§> Salmonella e ao número de cepas isoladas, a análise estatística 8 M °' r---

V o ~ 

~ 
ô indicou ausência de correspondência, fato esse já comprovado -o 

o M °' M 00 ~ ., N o N ., anteriormente por Thomas et al. (1981) em amostras de ração ~ N :E 
~ 

M °' N M ê animal e experimentalmente demonstrado por Malhotra et al. 
~ N 

s:t o u 
(1968) que, procedendo à contagem da bactéria em amostras ,.; ~z ~z ., .,z !(j 

8 -o"' ~.g f- ... de rações e de seus ingredientes. contendo número conhecido 
V_! 0 ~~~ o 

-o --- .. "'., '-., ~ ... " 
-o o -o -o o -o ·2õz "' de Salmonella, notaram falta de concordância entre esses valo-:; .,- e "' 

., 
Ê .. Ê OI) 

VI•- «s ;-~-;; <O-~ CI) o õ .g s::: ·ã :ã ~ 8~ t o 
e oo t88 ºº ·2 .s u .; res e aqueles detectados. 

~ g_ !: o ~=: :E~ <0 ~ "t::I cO~ O 
Q,) ~ .D > 

~~ o-- õ §.~ - s::: -o 
~ Entre as causas que dificultam a contagem de microrganis-

Cl~ "3 u õi o e "' -o e e 
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taminação destes que, geralmente é superficial e desuniforme. 
Conforme sugeriu Figueiredo (1970), o que parece mais ade
quado, considerando os resultados alcançados na presente pes
quisa é a investigação direcionada ao microrganismo patogênico 
ao invés de contagens. 
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