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ABSTRACT.- Berchiere Jr. A., Irino K., Neme S.N., Paulillo A.C., Calzada C.R., Ferreira S.A.
& Pessoa G.V.A. 1984. [Salmonella contamination in animal-derived-meals used in feed manu-
facturing.] Contaminagdo por Salmonella em farinhas de origem animal utilizadas no preparo de
racdo. Pesquisa Veterindria Brasileira 4(3): 83-88. Depto Patol. Vet., Fac. Ciénc. Agrdrias e Ve-
terindrias, Campus de Jaboticabal, Unesp, Jaboticabal, SP 14870, Brazil.

From three feed factories in the State of Sao Paulo, Brasil, 204 samples of animal-derived
meals were collected, of which 158 were meat-meals, 25 were feather-meals, 16 were feather
and viscera-meals, three were viscera-meals and two were bone-meals. All of them were=to be
employed in feed mixtures. The samples were bacteriologically processed and from the total
204, as many as 77 were contaminated with salmonellae, from one to six serotypes being
identified in individual samples. The proportion of infected samples were respectively: 39% of
the meat-meals, 16% of the feather-meals, 63% of the feather and viscera-meals, 33% of the
viscera-meals and 50% of the bone-meals. The most frequent represented serotypes were Salmo-
nella cerro (19 samples) and S. havana (17 samples). Better results were obtained by the use of
selenitenovobjocin broth than by employement of tetrathionate-novobiocin broth, in both

cases after a pre-enrichment in Ringer 1/4.

INDEX TERMS: Salmonella serotypes, animal-derived meals, Salmonella contamination.

SINOPSE. - Foram analisadas 204 amostras de farinhas de ori-

gem animal, empregadas na elaboragdo de ra¢Ges em trés f4bri-

cas situadas no Estado de Sdo Paulo, correspondendo a 158
amostras de farinha de carne, 25 amostras de farinha de pena,
16 amostras de farinha de pena e viscera, trés amostras de fa-
rinha de visceras e duas amostras de farinha de osso. Das 204
amostras, 77 estavam contaminadas por Salmonella. Essas 77
amostras, individualmente albergavam salonelas de um a seis
sorotipos. O percentual de positividade foi de 39%, 16%, 63%,
33% e 50%, respectivamente, para as farinhas: de carne, de
pena, de pena e viscera, de viscera e osso. Os sorotipos mais
freqiientes foram Salmonella cerro (19 cepas) e S. havana (17
cepas). Melhores resultados foram conseguidos a partir do
caldo selenito-novobiocina, com relagdo ao caldo tetrationato-
novobiocina, apés pré-enriquecimento das amostras em solu-
¢do de Ringer 1/4.

TERMOS DE INDEXACAO: Salmonella, sorotipos, farinhas de origem
animal, contaminagado por Salmonella.
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INTRODUCAO

RagGes e os seus componentes de origem animal so importan-
tes fontes de organismos patogénicos para aves (Boyer Jr. et al.
1962), Kaufmann & Feeley 1968). Na literatura mundial sfo
encontrados virios estudos epidemiolégicos e bacterioldgicos
visando a conhecer melhor a relagdo desses organismos com as
aves, através das matérias-primas de origem animal que com-
pOem as ra¢Oes (Morris et al. 1969, Petterson 1972), as quais
s30 citadas como principal via de disseminagdo de salmonelas
entre as aves de exploragdo comercial (Kaufmann & Feeley
1968, Vaughn et al. 1974).

A dificuldade de isolamento de salmonelas de alimentos
acontece, principalmente, em decorréncia da presenga de com-
petidores, como Escherichia coli, Proteus sp. e Pseudomonas
sp. os quais, quando presentes, geralmente estdo em maior
nimero e se desenvolvem mais rapidamente. Para tentar mini-
mizar a interferéncia desses competidores s3o utilizados caldos .
enriquecedores, cujas caracteristicas principais sdo a de dificul-
tar o desenvolvimento dos germes competidores e favorecer o
crescimento de salmonelas. /

Os caldos enriquecedores selenito e tetrationato, tradicio- -
nais ou modificados, tém sido os mais utilizados para isolamen-
to de salmonelas. O rendimento de ambos parece ser equivalen-
te (Smyser et al. 1970), contudo, sdo muitos os autores que
enfatizam a superioridade do caldo selenito (Greenfield &
Bankier 1969, Smyser & Snoeyenbos 1969, Cox et al. 1972,
Carvalho & Costa 1979) ou do caldo tetrationato (Smyser &
Snoeyenbos 1971, Carlson & Snoeyenbos 1974, Smeltzer &
Duncalfe 1979, Bailey et al. 1981, Cox et al. 1981).
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Diante da escassez relativa da bibliografia nacional referente a

prevencgdo de salmoneloses avidrias e mormente no que diz
respeito ao paratifo, conjunto de enfermidades de extrema
importancia na avicultura brasileira, delineou-se a presente
pesquisa, visando ao isolamento e identificacdo de salmonelas
em farinhas de origem animal destinadas a fabricacdo de ragdes,
e compara¢do dos efeitos dos caldos selenito e tetrationato
adicionados de novobiocina, durante a fase de enriquecimento
do material em andlise.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 204 amostras de farinhas de origem animal, sendo 158
de carne, 25 de pena, 16 de pena e viscera, trés de viscera e duas de
osso autoclavado, colhidas em trés fabricas de ragGes situadas no Estado
de Sdo Paulo, no periodo de julho a dezembro de 1982.

‘A metodologia empregada no isolamento de salmonelas das amos-
tras de farinhas de origem animal seguiu as normas estabelecidas por
Andrews et al. (1978). O indculo, que consistia em 25 gramas de cada
amostra de farinha, foi inoculado em 225 ml de solugdo estéril de Rin-
ger 1/4 (SR 1/4) (Poelma & Silliker 1976) e, apds homogeneizagio,
sobrepunha-se camada de vaselina liquida estéril de aproximadamente 2
centimetros; deixado o conjunto por 6 horas a temperatura ambiente,
era ele em seguida incubado por 18 horas a 379C. Posteriormente,
homogeneiza-se novamente a suspensdo por agitagdo e retiravam-se
aliquotas de 5 ml, que eram inoculadas nos caldos enriquecedores
(tubos contendo 20 ml) tetrationato-novobiocina (TN) (Jeffries

. 1959) e selenito-novobiocina (SN) (Pessda & Peixoto 1971), os quais
também recebiam camada de vaselina liquida estéril e eram incubados a
37°C por 24 a 120 horas. Cada caldo era semeado em agar verde bri-
lhante (VB) e 4gar Mac Conckey (MC) segundo recomendagGes de
Galton et al. (1968), com incubagdo a 37°C por 24 horas. As colonias

_suspeitas de Salmonella eram semeadas em meio presuntivo denomina-
do Instituto Adolfo Lutz (IAL) (Pessda & Silva 1974) e a seguir incuba-
das a 379C durante 24 horas. A confirmagdo do género Salmoneila e
identificacdo dos sorotipos foram realizadas pelo Setor de Enterobac-
térias do Instituto Adolfo Lutz em Sdo Paulo, SP.

Quadro 1. Total de amostras, niimero e percentual de diferentes
matérias-primas de origem animal destinadas d fabricacdo
de ragoes, que apresentaram contaminagdo por Salmonella

Amostras
Farinha Positivas
NQ
NeQ %
Carne 158 .61 38,61
Pena 25 4 16,00
Pena e viscera 16 ) 10 62,75
Ossc autoclavado 2 1 50,00
Viscera 3 1 33,33
Total 204 77 38,00
RESULTADOS

No Quadro 1 est3o registrados o total de amostras analisadas e
o nimero e percentual de diversas matérias-primas de origem
animal destinadas a fabricagdo de ragGes que apresentaram
contaminagdo por Salmonella. O Quadro 2 mostra o nimero
e o percentual de farinhas contaminadas por Salmonella em
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Quadro 2. Total de amostras, niumero e percentual de matérias-primas
contaminadas por Salmonella conforme os seus diferentes fornecedores

Amostras
Farinha NQ Positivas
Ne %
A 131 33 25,19
B 33 12 36,36
C 40 32 80,00

relagdo aos diferentes fornecedores, sendo o maior fndice de
contaminag¢do aquele apresentado pelas farinhas recebidas na
fabrica C (80%). O Quadro 3 mostra a distribui¢do dos soro-
tipos de Salmonella de acordo com o grupo soroldgico e sua
freqiiéncia nas diferentes matérias-primas examinadas. Foram
isoladas 139 cepas de Salmonella, representando 32 sorotipos,
0s quais ocorreram em numero de um a seis por amostra de
farinha contaminada.

Quadro 3. Distribuigdo dos sorotipos de Salmonella de acordo com
o grupo sorolégico e sua fregiiéncia nas diferéntes
matérias-primas examinadas

Farinha

Grupo Penae Osso
Sorotipo Carne Pena Viscera autocla. Total
fscera

vado

" B S.bredeney
8. agona
S. schwarzengrund
S. san-diego
S. typhimurium
S.I12:68:—
Cy S infantis 014%
S. ohio
S. montevideo
S. tennessee
S. tennessee 014*
S. mbandaka
S. mbandaka 014*
S. inganda
S. isangi 014"
S. oranienburg
C, S. newport
C3 8. kentucky
Cq4 S. eimsbuettel
D; S. panama
E;, S. anatum
S. lexington
S. meleagridis
S.13,101, v:—
E, . binza
E4 S. senftenberg
G, S. havana
S. grumpensis
S. cubana
H S madelia
K 8. cerro

L S minnesota

TOTAL
NOsototipos (32) 28 6 6. 2 1
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Das 77 amostras positivas, isolou-se salmonella em 67
(88,3%) delas através do caldo SN e em 41 (53,25%) através do
caldo TN (Quadro 4).

A anidlise do rendimento dos meios de cultivo dgar VB e
dgar MC demonstrou resultados equivalentes, sendo que, para
as 77 amostras positivas, ambos apresentaram 82,0% de resul-
tados positivos.

Quanto aos 32 sorotipos isolados, apenas Salmonella made-
lia nao foi isolado apds o enriquecimento em caldo SN, en-
quanto que 12 deles ndo foram isolados a partir do caldo de
enriquecimento TN (S. grumpensis, S. agona, S. lexington S.
meleagridis, S. typhimurium, S.I 3,10::v—, S. newport, S.
schwarzengrund, S. san-diego, S. mbandaka 014+, S. inganda e
S.I 4,12:4:—).

Quadro 4. Total de amostras, niimero e percentual de isolamento
de Salmonella nos caldos selenito-novobiocina (SN)

e tetrationato-novobiocina (TN), de acordo com

a matéria-prima analisada

Caldo “SN” Caldo “TN”
Farinha No

N % N°¢ %
Carne 61 51 85,25 31 50,82
Pena e viscera 10 10 100,00 6 60,00
Pena 4 4 100,00 3 75,00

Osso autoclavado 1 1 100,00 — -
Viscera 1 1 100,00 1 100,00
Total 71 67 88,31 41 53,25

Quadro 5. Relagdo dos sorotipos de Salmonella detectados nesta pesquisa que também sGo
_ citados na literatura consultada como contaminantes de farinhas de origem animal

”g -
3'3 ] 3 8 %c S %" §
® 5% 25 3383, Sg38s8
Autores §§a§s§§§§§§§§§§§§§§°§§§§§§
SSSSsSSiScPoEyfefessSgssssy
®555335L8SS83SEE88eS5a888 R
Barbour & Nabbut (1982) +
Boyer Jr. et al. (1958) + + + + + +
Boyer Jr. et al. (1962) + + o+ + o+ + + o+
Dawkins & Robertson (1967) + + + + + + + + o+ + +
Galbraith et al. (1962) + +
Hacking et al. (1978) + + + + + + + +
Harvey & Price (1967) + + + + + + + + + + + + + +
Harvey & Price (1982) + + + + + + + o+ +
Hugh-Jones et al. (1975) + + + + + + + +
Isa et al. (1963) + + + + + +
Kovacs (1959) + + + + + + ++ ++ + o+
MacKenzie & Bains (1976) + + + + + +  + + O+ o+ + + + +
Magwood et al. (1965) + + + + + + +
Morehouse & Wedman (1961) + 4+ + + + + + + + + 4+ +++++++ ++
Nabbut (1978) + + o+ + + +
Novilla et al. (1974) + + + + + +
Skovgaard & Nielsen (1972) + + + + + + + + + + +
Smyser et al. (1974) + + + + + + + + + + 4+ + +
Vaughn et al. (1974) + + + + + + + + + + + + +
Watkins et al. (1959) + + + + + + + + + +
" Wesselinoff & Toneff (1968) + o+ o+ o+ + 4+ + 4+ + o+ +
Williams et al. (1969) + + + + + + + + + +++ 4+ + o+ +++
Yoshimura et al. (1979) + + + + + + +
Zindel & Bennet (1968) + +
Giorgi et al. (1971)2 . + +
Miranda et al. (1978)2 + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Silva et al. (1973)3 + +

a . .
Literatura nacional.

Pesq. Vet. Bras. 4(3):83-88. 1984
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DISCUSS[\O E CONCLUSOES

A maioria das citagSes contidas na literatura compulsada de-

monstra o isolamento de Salmonella em farinhas de origem

animal em niveis que oscilam de 4 a 41% (Watkins et al. 1959,
Isa et al. 1963, Allred et al. 1967, Bischoff 1969, Giorgi et al.
1971, Skovgaard &Nielsen 1972, Silva et al. 1973, Vaughnet al.

1974, Al-Hindawi & Taha 1979, Harvey & Price 1982), en-

quanto que na presente pesquisa, 38% das 204 amostras estu-’

dadas continham salmonelas (Quadro 1), resultado este similar
ao 1ndice de 37% detectado por Morris et al. 1969 e ao de 36%
detectado por Miranda et al. 1978. Todavia, também estdo re-
. gistrados na literatura especializada isolamentos de Salmonella
"~ em farinhas de origem animal em percentuais mais elevados,
como pode ser constatado nos trabalhos de Dawkins & Rober-
tson 1967 e Williams et al. 1969 que obtiveram, respectiva-
mente, 63 e 68% de positividade para Salrmonella.

A diferenga existente no nimero de amostras de farinhas
estudadas decorre da propor¢do em que elas sdo empregadas

na fabrica¢do de ragdes, sendo a farinha de carne a mais utili-
zada. De acordo com o Quadro 1, 38,6% das amostras de

farinha de carne examinadas eram portadoras de Salmonella,
resultado este compardvel ao de Miranda et al. (1978), que as

isolou em 39% das amostras de farinha de carne analisadas,

entretanto, superior aos resultados obtidos por outros autores
(Morehouse & Wedman 1961, Isa et al. 1963, Dawkins &Ro-
bertson 1967, Giorgi et al. 1971, Patterson 1972, Silva et al.
1973), que assinalaram indices de positividade entre 6,5 e 31%.

Os relatos atinentes ao isolamento de Salmonella de amos-

tras de farinha de pena variam de O (Yoshimura et al.'1979)a -
78% (Mackenzie & Bains 1976). Em 25 amostras de farinha de -
pena analisadas no presente trabalho, 4 (16%). continham .
 Salmonella, resultado esté semelhante 2o percentual (1 % ) en- .

~ contrado por Novilla et al. (1974), porém superior aos obtidos
~ por Yoshimura et al. (1979), por Morris et al. (1969) e ainda
por Morehouse & Wedman (1961) que observaram, respectiva-,

mente 0%, 5% 0, 5 e 6,7% de contaminagdo, e inferior- aos
indices de 20 a 78% obtidos por vérios autores (Kaufmann'e

- Feeley 1968, Williams et al. 1969, Patterson 1972, Skovgaard ~

& Nielsen 1972, Vaughn et al. 1974, Mackenzie & Bains 1976,
Hacking et al. 1978, Miranda et al. 1978).

Ainda examinando o Quadro 1, verifica:se que das 16 amos-
"~ tras de farinha de pena e viscera analisadas, 10 (63%) apresen-

taram Salmonella. Resultado como este ngo é relatado na lite-.
" .ratura consultada, porém, quando associado a percentuans de
contaminagdo situados entre 9 e 48% (Morehouse e Wedman -

" 1961, Wesselinoff & Toneff 1968, Williams et al. 1969, Smyser

ragdes. : :
Com relagdo as farinhas de viscera e de 05850 autoclavado,
foi pequeno- o niimero das amostras analisadas em virtude de
sua pouca utilizagdo como ingredientes de ragGes. A auséncia
de Salmonella em farinha de osso foi notada por Al-Hindawi &

" Taha (1979), ao passo que Gray et al. {1960) conseguiram de- -

tectar a referida bactéria em 90% das amostras'examinadas. Ou-
. tros resultados incriminando a farinha de osso como fonte de

Pesq. Vet. Bras. 4(3):83-88. 1984

variando de 6,5 a 78% (Morehouse & Wedman 1961, Galbraith
et al. 1962, Isa et al. 1963, Dawkins & Robertson 1967,
Wesselinoff & Toneff* 1968, Skovgaard & Nielsen 1972, Silva
et al. 1973, Nabbut 1978).

Em face dos dados aquilatados na revisio bibliogrifica e
dos resultados compilados no Quadro 1, podem-se constatar
diferentes percentuais de contaminagdo, apresentados pelas
farinhas de origem animal. Explicam-se, possivelmente, essas
diferengas pela metodologia empregada no isolamento de
Salmonella, época do ario e nimero de amostras estudadas por
espécime de matéria-prima. Outro aspecto relevante refere-se a
procedéncia da f‘arinharanalisada, pois, como pode ser consta-
tado na Quadro 2, 80% das farinhas utilizadas pela fabrica C
estavam contaminadas, enquanto que para as fabricas A ¢ B
os indices de positividade foram, respectivamente, 25 e 36%.

‘Conforme pode ser observado no Quadro 3, foram 'isola-
das 139 cepas pertencentes a 32 sorotipos do género Salmo-
nella, dos quais 10 pertencem ao Grupo C; e seis ao Grupo
B. Salmonella cerro (Grupo K) foi o sorotipo mais freqiiente-
mente isolado, com 19 cepas. Dos sorotipos, apenas S.1 4,2:i—
(Grupo B), S. tennessee 014 @, S. mbandaka 014 ®, S. isangi
0149, (Grupo C;) e S.I 3,10:lv— (Grupo E;) ndo foram
citados na bibliografia consultada como contaminentes de
farinha de origem animal. S. cerro foi o mais freqiiente em fa-
rinha de carne (17 cepas) enquanto S. havana foi o mais

comum na. farinha de pena e viscera. Na literatura consultada

€ possivel observar que diversos sorotipos de Salmonella,
detectados na presente pesquisa, também foram citados como
contaminantes de farinha de origem animal. Para melhor visua-
lizagdo do confronto dos resultados desta pesquisa com aque-
les descritos na literatura. compulsada elaborou-se o Quadro 5.

‘Em 32 das 77 a‘mo'str’as‘cohtendc') salmonelas foram obser-
vadas associagGes de dois a seis sorotipos. AssociagSes miilti-
plas de sorotipos’de Salmonella em.farinhas de origem animal

-sd0 comumente descritas na literatura (Morehouse & Wedman .

1961, Williams et al. 1969, Silva et al. 1973, Miranda et al.

' 1978) e até mesmo a concomltancm "de 13 diferentes sorotipos
" ém uma tnica amostra ji foi demonstrada- (Kovacs 1959).

Nem todas as salmonelas presentes na ra¢do tornam-se
prejudmals ‘s aves. Todav1a a transmissdo de salmonelas
paratlflcas as aves, ocasionando a doenga.ou tomando -as por-

‘tadoras, é principalmente relacionada a ragées preparadas -
-com farinhas de origem animal ¢ontaminadas (Boyer Jr. et al.

1958, Faddoul & Fellows 1966, Kaufmann & Féeley 1968,

-Morris et al. 1969, Hacking et al. 1978, Al-Hindawi & Taha,
"ef al. 1970, Patteison 1972), permite incriminar as farinhas de -

. procedéncia av1cola como potencmlmente contammantes de -

1979). D1versos soratipos s3o responsabilizados pela enferml-
dade, serido que dos 32 isolados na presente pesquisa, 22 sd0

* citados na literatura ‘especializada como agentes etioldgicos:
Salmonella agona; S. anatum, S. binza, S. bredeney, S. cerro,

" S. cubana, S. eimsbuettel, S. havana, S. infantis, S. isangi, S.

kentucky, S. meleagridis, S. montevideo, S. newport, .. ohio,
S." oranienburg, S. panama, S. san-dzego S. schwarzengrund,
S. senftenberg, S. tennesse e S. typhzmurmm (Faddoul &
Fellows 1966, Sojka & Hudson 1976 Silva & Hlpéhto 1978,

Grimes 1979)
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A “SR. 1/4”, recomendada como diluente para estudos
bacteriolégicos por Poelma & Silliker (1976), foi utilizada
como pré-enriquecimento em substituicdo aos usuais caldo
lactosado (Galton et al. 1968, Andrews et al. 1978) e dgua
peptonada tamponada (Smyser et al. 1970, Bensink 1979).
Com a metodologia aplicada ndo é possivel comparar a efi-
cicia da “SR 1/4” com a dos meios usuais, entretanto pode-se
entrever a conveniéncia da utilizagdo da “SR 1/4”.

A inibicdo do crescimento de bactérias que dificultam o
isolamento de Salmonella nos meios usuais de cultura é moti-
vo de preocupagdo de pesquisadores (Giorgi et al. 1971,
Carvalho & Costa 1979). Para impedir o crescimento de Pro-
teus, foi adicionada novobiocina aos caldos enriquecedores te-
trationato e selenito com resultados satisfatorios. Durante a fa-
se de aprimoramento da metodologia empregada, houve dificul-
dade gerada pelo crescimento intensivo de Pseudomonas, que
foi controlado pela adi¢do de vaselina liquida estéril 4 superfi-
cie dos caldos pré-enriquecedores e enriquecedores.

Embora a superioridade do caldo tetrationato seja enfatiza-
da por alguns autores (Smyser & Snoeyenbos 1971, Carlson &
Snoeyenbos 1974, Smeltzer & Duncalfe 1979, Bailey et al.
1981, Cox et al. 1981), os resultados da presente pesquisa
(Quadro 4), em concordincia com os achados de Greefield
& Bankier (1969), Cox et al. (1972) e Carvalho & Costa
(1979), sdo favordveis ao caldo SN em detrimento do caldo
TN. Outro resultado favordvel ao caldo SN foi a auséncia de
isolamento, através do caldo TN, de 12 dos 32 sorotipos de
Salmonella detectados, enquanto apenas S. madelia nao foi
detectado através do caldo SN.

A conveniéncia dos resultados obtidos com o dgar VB e o
dgar MC é concordante com os achados de Cox et al. (1972).

Diante dos resultados aquilatados na presente pesquisa,
constatou-se que as farinhas de origem animal continuam sen-
do importantes veiculos de salmonelas, demonstrando que as

-medidas de controle atualmente adotadas ainda s@o insuficien-
tes e que mais pesquisas neste sentido sdo necessdrias. '
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