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APRESENTACAO

O presente relatério foi elaborado pela Geréncia Geral de Alimentos —
GGALI/ANVISA que contou com a colaboracao de especialistas da Geréncia Geral
de Laboratérios de Saude Publica — GGLAS/ANVISA, do Instituto Oswaldo Cruz da
Fundagdo Oswaldo Cruz - IOC/FIOCRUZ, do Instituto Adolfo Lutz - IAL/SP e da
Universidade de Brasilia em sua redacédo. O documento aborda diversos aspectos
de anadlise de risco no contexto do Programa Nacional de Monitoramento da
Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango — PREBAF, implementado
entre 2004 e 2006 numa exitosa parceria com as Vigilancias Sanitarias Estaduais e
Laboratérios Centrais de Saude Publica de vérios estados, como parte do conjunto
de estratégias de acao definidas pela Anvisa para a area de alimentos.

Incumbe a Anvisa, por Lei, regulamentar, controlar e fiscalizar os produtos e
servicos que envolvam risco a saude publica, tais como alimentos, inclusive
bebidas, aguas envasadas, seus insumos, suas embalagens, aditivos alimentares,
limites de contaminantes organicos, residuos de agrotéxicos e de medicamentos
veterinarios. Estes ultimos, em especial os antimicrobianos, quando usados em
animais de producdo de alimentos com fins terapéuticos, profilaticos ou como
aditivos nas racdes, passam a ser alvo de avaliacdo de risco em todo o mundo,
tanto pelos residuos dessas substancias que podem ficar nos produtos de
consumo, como pela possibilidade do seu uso vir contribuir para a disseminagao da
resisténcia microbiana.

O Codex Alimentarius, organismo formado pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) e pela Organizagao das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacao
(FAQ), principal referéncia internacional em normas sobre seguranca de alimentos,
tem encorajado os paises membros, a exemplo do Brasil, a desenvolverem
programas de vigilancia e controle sobre o tema acima, num esforgo mundial para
reduzir a resisténcia microbiana aos antimicrobianos, tanto na medicina veterinaria
quanto humana. Dada a relevancia do assunto, em 2005 foi aprovado pela
Comissao do Codex Alimentarius um “Cddido de Praticas para Minimizar e Conter
a Resisténcia Antimicrobiana”, alertando-se para as responsabilidades especificas
que tém a industria farmacéutica, produtores, distribuidores, autoridades
regulatorias e profissionais que atuam como responsaveis técnicos.

Nesse contexto um passo importante foi dado com a implementacéo do Prebaf a
partir de amostras de carcacas congeladas de frango colhidas no comércio, com
uma cobertura significativa em relacdo as areas de procugdo e consumo do
alimento em questdo. Nele foram gerados dados de pesquisa em vigilancia
sanitaria até entdo inexistentes e suas conclusdes e recomendagdes apontam para
a necessidade de mais aporte de recursos da Agéncia, visando replicar o
monitoramento de Salmonellas com um novo enfoque e estender a pesquisa para
outras bactérias com forte envolvimento em contaminagdes microbiolégicas de
alimentos, como Campylobacter e Listerias.
Maria Cecilia Martins Brito
Diretora da Anvisa



RESUMO

Este € um documento técnico-cientifico que traz ndo s6 o resultado de uma acéao
planejada de monitoramento em vigilancia sanitaria relacionada com o risco
microbiolégico atribuido ao consumo de frango, como também uma abordagem
sobre o0 problema da resisténcia microbiana traduzida em uma pesquisa sobre 0
perfil de resisténcia de Salmonella spp. e Enterococcus spp. a varios
antimicrobianos utilizados na atividade avicola, sendo essas duas bactérias, dentre
outras, consideradas como de eleicdo para programas de vigilancia e
monitoramento sobre o tema.

Esse trabalho é uma apresentacdo do Prebaf em toda a sua dimensao, cuja
implementacao se deu em etapas, ou seja: Etapa 1: Definicdo das metodologias ou
dos Procedimentos Operacionais Padrdao (POPs); Etapa 2: Elaboracdo do Manual
de Procedimentos; Etapa 3: Treinamento de VISA e LACEN; Etapa 4: Colheita de
amostras e anadlises laboratoriais; ,e; Etapa 4: Relatério final. Durante o periodo de
execucao ocorreram varias avaliacbes parciais com a participacdo da equipe
envolvida em todos 0s niveis.

Antes de se entrar nas informagdes detalhadas sobre o Prebaf e seus resultados, o
relatério traz uma contextualizacdo técnica das caracteristicas gerais e
epidemioldgicas de salmonela e enterococos ou Salmonella spp. e Enterococcus
spp., seus mecanismos de resisténcia antimicrobiana e as consequéncias para a
saude humana.

Foi definida como matriz de analise, carcacas de frango congeladas colhidas no
comércio. Outro aspecto abordado pelo trabalho foi a verificacdo da adequacéao da
rotulagem de frango em relagdo a RDC n° 13, de 02/01/01. Os resultados
apresentados indicam uma baixa prevaléncia de salmonela, alta prevaléncia de
enterococos, ocorréncia de resisténcia dessas bactérias a varios antimicrobianos e
que a maioria dos estabelecimentos produtores ja se adequaram a rotulagem.

O estudo foi conduzido em 14 Estados, num total de 2.710 unidades amostrais de
frango analisadas no periodo de 2004 a 2006, e traca um perfil preliminar da
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos utilizados na produgéo de frango. Em
relagdo a Salmonella spp., foi encontrada uma prevaléncia média de 3,03%, um
total 250 cepas foram submetidas a analise de caracterizagdo antigénica,
chegando-se a 18 sorovales isolados, destacando-se maior frequéncia para S.
Enteritidis em 48,8% das cepas, seguido de S. Infantis (7,6%), S. Typhimurium
(7,2%), S. Heidelberg (6,4%), S. Mbandaka (4,8%) e 15 (5,2%) cepas
caracterizadas como Salmonella spp.

Quanto aos enterococos, 98,7% amostras foram positivas para esta bactéria e um
total de 8.188 col6nias foram submetidas a analise de identificacdo de espécie e do
perfil de resisténcia. Entre as diferentes espécies ja descritas no género



Enterococcus, doze delas puderam ser identificadas entre col6nias caracterizadas,
contudo, pode-se observar que houve uma predominancia de quatro espécies,
uniformemente distribuidas entre as cinco regides: E. faecalis (61,4%), E.
gallinarum (28,7%), E. casseliflavus (5,06%) e E. faecium (2,2). Foram avaliadas
262 (42%) amostras quanto ao perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos,

encontrando-se varios niveis de resisténcia a alguns antibiéticos de importancia na
medicina humana.
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INTRODUCAO

Entre os patdgenos que sao reconhecidos pela OMS como os mais significativos
em termos de impacto a saude das populacdes e que podem ser utilizados como
indicadores da qualidade dos alimentos estdo incluidos as salmonelas, os
enterococos, e os coliformes. Corroborando isso, organismos internacionais como
a FAO, OMS, OIE e Codex Alimentarius, vém discutindo amplamente o impacto a
saude publica resultante do uso de agentes antimicrobianos em animais de
producdo. Um exemplo foi a aprovacao pela Comissdo do Codex Alimentarius de
um cdbdigo internacional de praticas para minimizar e conter a resisténcia
antimicrobiana'. Esse documento traz diretrizes sobre o uso responsavel e
prudente dessa classe de medicamentos, bem como recomendagbes aos
governos, encorajando-os a implantar seus proprios programas de monitoramento
e vigilancia ante a relevancia do problema.

No Brasil sdo observadas flutuacbes na qualidade dos alimentos devido as
dimensdes continentais do pais, que dificultam o amplo conhecimento sobre a
circulagdo e o seu real impacto na disseminagdo de microrganismos patogénicos.
Acrescenta-se ainda sua configuragdo geoclimatica, a qual permite um amplo
espectro de producédo de alimentos de origem animal e vegetal, dificultando o
conhecimento a respeito da veiculacido de patégenos. Nessas circunstancias,
podem ocorrer situacbes de risco em virtude das complexas operagdes de
transporte, armazenamento, comercializacdo e heterogeneidade das condicdes
observadas em todas as regides do pais.

Entre os alimentos de origem animal, a producdo de aves no Brasil ocupa o
primeiro lugar no mundo (UBA, 2008). De acordo com dados da FAQO, no periodo
de 1993 a 2003, a producédo de frango cresceu 146%, enquanto a de suinos,
apenas 22% e a de bovinos, 56,5%. Esse maior crescimento na producdo de
frango em relagdo a carne de outras espécies deu-se em decorréncia da queda dos
precos no mercado. Atualmente o Brasil ainda continua sendo o terceiro maior
produtor de carne de frango, onde, em 2006, produziu 10.035 mil toneladas,
perdendo para China e Estados Unidos onde os mesmos produzem 10.350 e
16.233 mil toneladas respectivamente. Entretanto, nas exportagbes o Brasil
assumiu o primeiro lugar em 2006 com 2.900 mil toneladas de carne de frango
exportadas (ANUALPEC, 2006)

Com a tarefa de avaliar o impacto a saude publica associado ao uso de
medicamentos veterinarios em animais de producado, foi criado um Grupo de
Trabalho (RDC Anvisa N® 05/2000), que contou com a participacdo do MAPA e de
setores organizados da sociedade civil, incluindo a industria farmacéutica
veterinaria, universidades e institutos de pesquisa, 6rgaos estaduais de vigilancia
sanitaria e laboratorios oficiais de saude publica.

1 CAC/RCP 61-2005, http://www.codexalimentarius.net/search/advancedsearch.doc




Um dos eixos das recomendacbes deste grupo esteve voltado a questdao da
resisténcia aos antimicrobianos e a necessidade de implementacdo de um projeto
para o monitoramento e vigilancia de bactérias isoladas a partir de alimentos de
origem animal. Nesse particular, a Anvisa houve por bem implantar o “Programa
Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango
— Prebaf”, cujos resultados constam deste relatério.

Posteriormente, os padrdes microbiolégicos de alimentos no Brasil foram
estabelecidos pela Resolucado — RDC Anvisa N¢ 12/2001. No entanto, esse
regulamento técnico néo fixou o parametro de Salmonella spp em carnes in natura
de aves (auséncia em 25 gramas), até que fosse implementado um programa de
monitoramento e vigilancia capaz de determinar a prevaléncia de Salmonella spp.
no alimento em questdo. Através da Resolucdo — RDC Anvisa N° 13/2001 foi
exigida, na rotulagem de carnes de aves embaladas, instru¢des para o consumidor
sobre 0 adequado preparo, conservagao e uso desses produtos, visando prevenir
surtos de salmonelose.

Com o propésito de buscar subsidios para a definicido de medidas de intervencgao,
o Prebaf foi iniciado em agosto de 2004 numa parceria entre Anvisa, VISA e
LACEN de 14 UF. O Programa realizou um diagnéstico, com metodologias
padronizadas, sobre a prevaléncia e o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos de Enterococcus spp e Salmonella spp, bem como a quantificagao
desta ultima, isolados a partir de carcagas congeladas de frango comercializadas
no Brasil. Essa analise verificou ainda a adequacao dos dizeres de rotulagem as
exigéncias da Resolucdo — RDC Anvisa N? 13/2001.

Na sua implementagdo o Prebaf contou com o envolvimento de uma equipe
multidisciplinar composta pela Anvisa, o IOC/FIOCRUZ e o IAL/SP, e as VISA e os
LACEN de Alagoas, Amapa, Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Minas
Gerias, Mato Grosso do Sul, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Sao Paulo (capital e Ribeirdo Preto).

Com vistas a facilitar a exposicdo do tema, bem como sua compreensao, este
relatério foi subdividido em: caracteristicas gerais e epidemiologia de Salmonella e
Enterococcus; descricao de todas as etapas do Prebaf, que vao desde os objetivos
do programa aos seus resultados; discussao, conclusdes e recomendagoes.



) PARTE |
CARACTERISTICAS GERAIS E EPIDEMIOLOGIA DE
Salmonella spp. E Enterococcus spp.

| - GENERO SALMONELLA

1. CARACTERISTICAS GERAIS, NOMENCLATURA E CLASSIFICACAO:

O género Salmonella foi inicialmente caracterizado em 1885, tendo sua
denominagdo em homenagem ao patologista Daniel Salmon. Pertencente a familia
Enterobacteriaceae, sdo bastonetes Gram negativos, geralmente méveis, formam
acido e gas a partir da glicose, excetuando-se os sorovares S. Pullorum e S.
Gallinarum (iméveis e < 5% produzem g@gas). Apresentam ainda como
caracteristicas metabdlicas bem definidas a capacidade de descarboxilacdo da
lisina, producao de géas sulfidrico e utilizagdo do citrato como fonte Unica de
carbono.

Sua nomenclatura, baseada na homologia do DNA, efetivou a inclusdo do género
Arizona e atualmente, com base em caracteristicas fenotipicas, o género € dividido
em trés espécies e seis subespécies ou subgéneros, S. entérica (subespécies
entérica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica), S. bongori e S.
Subterranea.

Em cada subespécie é reconhecido diferente numero de sorovares tendo por base
a caracterizacao de seus antigenos somaticos (O) e flagelares (H), perfazendo
atualmente > 2.500 sorovares. Entre as espécies, a subespécie S. enterica
apresenta maior numero de sorovares, sendo responsavel por 99% dos
isolamentos do género, usualmente de animais de sangue quente (Quadro 1).

Quadro 1. Distribuicdo do numero de sorovares por espécie (Popoff & L& Minor,
2001).

Espécies S.enterica S.bongori | S.subterranea

Subespécies | enterica | salamae | arizonae | diarizonae | houtenae | indica

Sorovares 1490 500 94 329 72 12 22 ?

Em 2002 foram incluidos 18 novos sorovares reconhecidos pelo WHO
Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella, sendo doze
pertencentes a S. enterica subespécie entérica, dois as subespécies salamae e
diarizonae; um as subespécies houtenae e a S. bongori. Mais recentemente uma
nova espécie, S. subterranea, foi isolada a partir de sedimento subterrdneo e
validada em 2005.

As caracteristicas bioquimicas que permitem diferenciar as distintas subespécies
dentro da espécie enterica e as espécies S. bongori e S. subterranea sao




apresentadas no Quadro 2. entretanto os sorovares S. Typhi e S. Paratyphi A,
pertencentes a subespécie enterica,
diferenciais aqui ndo apontadas.

apresentam algumas caracteristicas

Quadro 2. Caracteristicas diferenciais de espécies e subespécies de Salmonella
(Le Minor et al. 1986).

Habitat normal

quente

Animais de sangue frio e meio ambiente

S.enterica
«©
T e
5 :
S 2
[ Q Ke]
Caracteristica o ) ) g 8 v 2
L g S Q S © )
s S g S N 2 3 @
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1S S = 3 o S
o ) « S < £
Dulcitol + + - - - d +
ONPG(2h) - - + + - d + +
Malonato - + + + - - - -
Gelatinase - + + + + - + -
Sorbitol + + + + + - + -
Crescimento ) ) 3 ) + B + +
KCN
L(+)Tartarato® + - - - - - - +°
Galacturonato - + - + + + + ND
y-glutamyl +(0) 3 + + + + + ND
transferase
- D D . " . d . ND
glucuronidase
Mucato + + + - (70%) - + + ND
Salicina - - - - + - - ND
Lactose i i - (75%) + (75%) . d - -
Lise-fago O4 + + - + - + D ND
Animais de sangue n

a: d-tartarato

b: S.Typhimurium (d), S.Dublin (-)
c: cresce sem produgao de acido
D: diferentes reagdes (sorovares)

ND: Nao determinado

+: 290% positivas
-1 290% negativas




2. HABITAT NATURAL

Podem ser divididas em trés categorias, com base na especificidade do hospedeiro
e padrao clinico por eles determinado: salmonelas altamente adaptadas ao
homem, incluindo S. Typhi e S. Paratyphi A, B e C, agentes da febre entérica
(febre tifdide e paratifdide); salmonelas altamente adaptadas aos animais,
representadas por S. Dublin (bovinos), S. Choleraesuis e S. Typhisuis (suinos), S.
Pullorum e S. Gallinarum (aves), responsaveis pelo paratifo dos animais. Contudo,
em particular os sorovares S. Dublin e S. Choleraesuis, podem provocar no homem
em determinadas situagdes (idade jovem, idosos, pacientes com doencas crénicas
e imunocomprometidos), um quadro septicémico, i.€., mais grave do que o causado
por S. Typhi (Lax et al., 1995).

A terceira categoria inclui a maiorria dos sorovares que atingem indiferentemente o
homem e animais, designadas salmonelas zoonéticas, as quais sdo responsaveis
por quadro de gastrenterite (enterocolites) ou Doencas Transmitidas por Alimentos
(DTA). Sua distribuicdo € mundial, sendo os alimentos os principais veiculos de sua
transmissdo. Sao responsaveis por significantes indices de morbidade e
mortalidade, tanto nos paises emergentes como desenvolvidos, determinando
pequenos e grandes surtos envolvendo, principalmente, o consumo de alimentos
de origem animal como ovos, aves, carnes e produtos lacteos.

Na epidemiologia da doenga humana ha predominio de somente poucos sorovares,
alguns se mantendo disseminados em estagio continuo (S. Typhimurium), ou se
apresentando como emergentes como S. Hadar, S. Heidelberg, S.Infantis e
S.Enteritidis (Khakhria et al., 1997; Caffer et al., 1997; Mansuy & Schlegel, 1997;
Velge et al., 2005).

Duas maiores mudancas na epidemiologia das salmoneloses nao tiféides na
Europa e Estados Unidos ocorreram na segunda metade do século XX: a
emergéncia de infeccbes humanas de origem alimentar, determinadas por S.
Enteritidis e a multirresisténcia a antimicrobianos em cepas de S. Typhimurium
(Rabsch et al., 2001; O’Brien, 2002).

No Brasil, também se constatou a prevaléncia no nimero de S. Enteritidis isolados
durante 1991-1995 em fontes humanas e ndo-humanas, particularmente em ovos,
aves (matrizes), amostras ambientais e matérias-primas de racdo comercial (Reis,
1994; Tavechio et al, 1996, Hofer et al.1997 e 1998, Seki, 2000). Esta condicao
vem sendo apontada por Rodrigues (2000 a 2006) através de relatérios
encaminhados anualmente a Coordenacao Geral de Laboratérios de Saude Publica
(CGLAB/DEVEP/SVS/MS), bem como a Organizacdo Panamericana de Saude de
1999 a 2003, apontando o aumento na incidéncia de diferentes sorovares de
Salmonella spp em nosso meio.



3. CARACTERISTICAS CLINICAS E PATOGENIA

A dose infectante varia de 10° a 10°® células, ?orém em pacientes
imunocomprometidos tém sido observadas doses <10° células para alguns
sorovares, envolvidos em surtos de DTA. A manifestacdo clinica inclui quadros
entéricos agudos ou crbnicos, além de localizacado extra intestinal, como infeccoes
septicémicas, osteomielite, artrite, hepatite, etc. Alguns sorovares sao reconhecidos
por seu potencial patogénico como S. Typhimurium, o qual além do quadro
gastrentérico pode determinar infeccdo septicémica nos animais jovens e no
homem, enquanto S. Infantis e S. Agona estédo altamente envolvidas em infeccoes
graves em criancas (Fonseca et al., 2006).

Os microrganismos penetram por via oral invadindo a mucosa intestinal, com
disseminacgao para a submucosa, resultando em enterocolite aguda. Normalmente
0 quadro diarréico € moderado, sem a presenca de sangue, entretanto, em alguns
quadros clinicos, pode ocorrer perda de pequeno volume de fezes associado a
tenesmo e sangue.

Seu transporte, através do sistema reticulo-endotelial e a capacidade de
multiplicacdo no interior dos macréfagos, possibilitam sua manutencao e
disseminacao no organismo. Individuos subnutridos ou com deficiéncias do sistema
imune podem apresentar infeccbes de extrema gravidade, como por exemplo, a
incidéncia de bacteremia em pacientes aidéticos, dos quais 20 a 60% relatam
infeccao gastrintestinal prévia (Lax et al. 1995).

Sua viruléncia é multifatorial, incluindo mobilidade, habilidade de penetrar e replicar
nas células epiteliais, resisténcia a acdo do complemento, producéo de entero, cito
e endotoxina, sendo desconhecido o exato papel de cada um, para a manifestacao
da doenga. Em alguns sorovares a viruléncia € mediada por um plasmideo, em
uma regiao do operon de 8Kb que contém os genes spvR ABCD, cuja origem ainda
encontra-se desconhecida (Libby et al. 2000, Oliveira et al. 2003). A relacao entre a
presenca deste plasmideo de viruléncia e sorovar ja se encontra bem estabelecida
em S. Dublin, S. Gallinarum e S. Choleraesuis (Rotger & Casadesus, 1999).

4. SALMONELLA EM ALIMENTOS:

A salmonelose € uma das zoonoses mais complexas em sua epidemiologia e
controle, cujos padrbes diferem de uma regido para outra. Isto se deve a diferencas
nos habitos alimentares, praticas de elaboracao de alimentos, criacdo de animais e
padroes de higiene e saneamento. Seu controle é um trabalho arduo, tendo em
vista a emergéncia de novos sorovares e a reemergéncia de outros em
determinadas areas, tanto nos paises emergentes quanto naqueles industrializados
(OMS, 1988).



Qualquer alimento que contém Salmonella € um risco potencial para o consumidor,
cuja veiculacao é facilitada, na atualidade, pela mudanca nos habitos alimentares
da populacdo. A necessidade cada vez mais intensa de producgdo/oferta de
alimentos tem como fatores de risco, falhas quanto ao manuseio, transporte muitas
vezes em condi¢cées inadequadas, aliados a auséncia de critérios basicos de
higiene e saneamento, os quais favorecem a disseminagao (OMS, 1988).

Considerando que sua principal via de transmissao esta na cadeia alimentar, sua
presenca em animais, criados com objetivo comercial, aponta este microrganismo
como 0 mais incidente e relevante agente etiolégico de enteroinfeccoes. Isto resulta
em milhdes de dblares em perdas para a industria, particularmente de bovinos,
suinos e aves, tanto para o mercado interno quanto para exportacao, onde em
alguns paises, a rigidez na inspegéo representa uma necessidade constante de
qualidade (Jay, 2000; Humphrey, 2000).

Particularmente nas aves, a transmissdo de Salmonella pode ser do tipo vertical ou
horizontal. Por séculos o consumo de ovos sem coc¢ao era uma pratica comum do
homem, porém na atualidade o reconhecimento, a partir de diferentes surtos,
determinados pelo sorovar S. Enteritidis e mais recentemente outros sorovares (S.
Heidelberg, S. Agona e S. Virchow) levaram ao reconhecimento de sua capacidade
de transmissdo transovariana, levando a disseminacao para o homem através de
alimentos onde sao utilizados sem a devida coccdo, como tortas, maioneses,
omeletes e etc (White et al. 2006).

A transmissdao horizontal envolve todos o0s sorovares, 0s quais apresentam
caracteristicas ubiquas, pode ocorrer através do meio ambiente, onde roedores
assumem o papel de portadores assintomaticos, por longos periodos (>10 meses)
disseminando tais microrganismos entre diferentes areas. Outra via, a qual ainda é
objeto de especulagdo esta representada pelas ragdes. Embora, na literatura
nacional, durante o século XX entre as décadas de 80 e 90, seja apontada
auséncia dos sorovares adaptados as aves em ragdes ou suas matérias primas de
origem animal, algumas medidas tém sido adotadas pelos criadores, no sentido de
minimizar possiveis contaminac¢des, tendo em vista a impossibilidade de sua
eliminagdo total (In: Back et al. 2006).

Os produtos agricolas nao processados, como hortalicas, frutas e os alimentos de
origem animal, como carnes cruas, leite e ovos, sdo veiculos frequentes de
salmonelas. A contaminacao de origem fecal é geralmente a fonte para os produtos
agricolas, pela exposicdo a agua contaminada; para o leite e ovos, através da
exposicao direta e para a carne, usualmente durante as operacoes de abate (OMS,
1988).

A carne de aves tem se convertido em um alimento amplamente consumido
mundialmente e em paises emergentes, entre eles o Brasil, representa uma fonte
relativamente barata de proteina de boa qualidade, cuja produgdo de aves em
grande escala resulta mais facil que a de outros animais empregados como
alimento.



Por outro lado, quase todos os plantéis de aves podem estar contaminados devido
as caracteristicas zoonéticas do microrganismo com a necessidade de extensa
atividade de controle por parte dos responsaveis pela sua producdo. As infeccoes
determinadas por estes microrganismos sdo comumente associadas a um sistema
de criacdo intensiva, atingindo aves jovens (até duas semanas de idade), sendo os
adultos portadores assintomaticos, por longo periodo (Hofer et al., 1997). Embora
todas as salmonelas possam ser reconhecidas como um patdégeno potencial,
algumas responsaveis por infeccdo no homem, estdo presentes no intestino de
aves sadias, sem detrimento para o hoéspede, sendo, porém, capazes de
contaminar o meio ambiente e outras aves, através das fezes (Poppe, 2000). O
namero de bactérias pode ser baixo em principio, porém a contaminagdo dos
produtos pode ocorrer além da cadeia produtiva, durante o transporte,
processamento, embalagem, estocagem, distribuicdo e preparo para o consumo,
aumentando substancialmente o risco de infeccao (OMS, 1988 e 2002; Logue et
al., 2003).

A contaminacgao cruzada é o fator principal no caso de alimentos elaborados como
cereais, chocolate, doces, produtos a base de soja, produtos a base de ovos
pasteurizados, leite em pd, ingredientes de ragdes para animais (farinha de peixe,
de penas e de 0ssos) e condimentos. A contaminagdo durante a elaboracao ou
preparo pode resultar do contato direto com alimentos antes de sua coccédo ou
proveniente do meio ambiente, como no caso de superficies contaminadas em
cozinhas ou industrias (OMS, 1988; DANMAP, 2003).

Comparando com outros bastonetes Gram negativos, as salmonelas sao
relativamente resistentes a varios fatores ambientais. A adaptabilidade da
Salmonella spp. € demonstrada por sua habilidade de crescer na presenca ou
auséncia de oxigénio. Do mesmo modo em atmosfera modificada como, por
exemplo, em nitrogénio embora apresentem crescimento reduzido, do mesmo
modo que em presenga de 80% de CO,. Entretanto multiplica-se facilmente 8 -
11°C em presenca de 20-50% CO.. Prolifera em valores de pH entre 7.0 e 7.5
(extremos 3.8 — 9.5), temperatura de 35 — 43°C (extremos 5 a 46°C) e atividade
hidrica de >0,94, ocorrendo variacoes entre sorovares e/ou cepas. Nos produtos
secos como o chocolate, o cacau em po, as especiarias ou o leite em pd e em
produtos congelados como os sorvetes, o normal € a sobrevivéncia por periodos de
tempo prolongados. A bactéria é sensivel ao calor, ndo sobrevivendo a temperatura
superior a 70°C, no entanto a termorresisténcia pode incrementar-se com menor
coeficiente de atividade de agua, como por ex. inativacdo que ocorre rapidamente
em temperatura de pasteurizagdo em alimentos com atividade de agua 20,95
(OMS, 1988, Franco & Landgraf, 1996, Forsythe, 2002).

A associagdo entre tolerancia ao sal e acido resisténcia sédo interdependentes.
Certos processos como salmoura (29,0%) e defumacédo tém efeito limitado na
sobrevivéncia das salmonelas, podendo sobreviver por varios meses na salmoura
com cerca de 20% de sal em produtos de elevados teores protéicos ou de gordura.
Como exemplos, podem ser citados a carne seca defumada e o pescado, onde as
salmonelas apresentam capacidade de sobrevivéncia de varias semanas a meses.



A relativa resisténcia que estes microrganismos apresentam a dessecacao,
congelamento, salmoura e defumacdo, explica porque sobrevivem em muitas
classes de alimentos. O efeito bactericida das condi¢des &cidas varia de acordo
com a natureza do acido utilizado no processo, onde os acidos acético e propidnico
sdo mais inibitdérios que o latico e citrico. Deve ser salientado que, em alimentos
com elevado teor lipidico, como ovos e chocolate, as salmonelas ficam dentro dos
glébulos de gordura, protegidas, ndo sendo afetadas pelas enzimas digestivas ou
pela acidez gastrica, fato este que reduz a dose infectante (Forsythe, 2002).

Il - GENERO ENTEROCOCCUS
1. CARACTERISTICAS GERAIS, NOMENCLATURA E CLASSIFICAQAO

Enterococos sao bactérias amplamente distribuidas na natureza sendo
encontrados no solo, alimentos, agua, animais, passaros e insetos, fazendo parte,
também, da microbiota dos tratos gastrintestinal e geniturinario de humanos e de
outros animais. Podem ser encontrados nas fezes de adultos humanos sendo, E.
faecalis e E. faecium, as principais espécies isoladas (Teixeira & Facklam, 2003).

Enterococos tem sido reconhecido como patégeno humano, em potencial, desde a
virada do século XX. A partir de 1912, esta bactéria tem sido associada com uma
série de doengas como endocardites, infeccoes do trato urinario, dentaria,
abdominal, de feridas (principalmente durante a Primeira Guerra Mundial), sepsis
puerperale e osteomielite. Infecgdo do trato urinario € a mais comum patologia
enterocécica humana, normalmente ocorrendo em pacientes hospitalizados,
seguida pela infeccdo intra-abdominal e pélvica, neonatal, bacteremia e
endocardite. (Moellering Jr et al., 1970; Murray, 1990; Miranda, Singh, Murray,
1991; Hall et al., 1992).

A importancia do enterococo como agente etioldgico de infecgdes hospitalares é
bem documentada, sendo, portanto, dificil estabelecer a fonte de infeccao, ja que
este organismo pode ter como origem a autoinfeccdo (Dunne & Wang, 1997;
McDonald et al., 1997).

Como causa de infeccao hospitalar, os enterococos foram classificados como o
terceiro agente mais comum pelo “National Nosocomial Infection Surveillance
System” (NNISS) em 1984 nos EUA, passando para segundo lugar no periodo de
1986 a 1989. Os enterococos sao responsaveis por cerca de 10% de todas as
infecgbes hospitalares, das quais 17% correspondem ao trato urinario e 7%, as
bacteremias (Schaberg, Culver, Gaynes, 1991; Boyle et al., 1993).

Os fatores de risco associados a infeccao hospitalar por enterococos podem ser: o
uso de antibiéticos aos quais a bactéria € resistente (cefalosporinas e
aminoglicosideos); o uso de mdltiplas vias de acesso vascular, cateter urinario e
outros materiais invasivos; a gravidade da doenca e individuos debilitados; o uso
de antibi6ticos que nao possuem acdo efetiva sobre enterococos; os pacientes



transplantados; e a combinacdo de um ou mais fatores (George & Uttley, 1989;
Boyce, 1997; Eliopoulos, 1997).

A resisténcia a vancomicina, em amostras de Enterococcus isoladas na clinica, foi
primeiramente descrita em 1988 e, desde entdo, tém sido reportados em todo o
mundo como responsaveis por surtos de infeccdo hospitalar (Frieden et al., 1993;
Kjerulf, Pallesen, Westh, 1996; Melhus & Tjernenberg, 1996; Uttley et al., 1988).

A vancomicina tem sido escolhida para o tratamento de infec¢des desde 1950, e
seu uso foi moderado até a década de 1980, quando, a partir de entdo, passou a
ser extensivamente utilizada (Woodford, 1998). Multiplos genes estdo envolvidos
na geracao da resisténcia a vancomicina e seis fenotipos estdao descritos: VanA,
VanB, VanC, VanD, VanE e VanG, sendo estes associados com diferentes ligases
e sitios alvos da vancomicina na parede celular dos enterococos (Leclercq et al.,
1988; Lai & Kirsch, 1996; Perichon, Reynolds, Couvarlin, 1997; Fines et al., 1999).

A multipla resisténcia dos enterococos aos antimicrobianos podera refletir em
dificuldades terapéuticas, devido a sua habilidade de adquirir novas caracteristicas
de resisténcia a altas concentragdes de gentamicina, penicilina e vancomicina
(Murray, 1991; Frieden et al., 1993; Leclercq & Couvarlin, 1997; Murray, 1998).

Taxinomicamente o nome “entérocoque” foi primeiramente utilizado em uma
publicacdo francesa em 1899, sendo proposto para enfatizar a origem intestinal
destas bactérias Gram-positivas (Thiercelin, apud Murray, 1990). Em 1906, o nome
Streptococcus faecalis foi dado a uma bactéria isolada de um caso de endocardite,
por Andrewes & Horder (apud Murray, 1990). No inicio da década de 1930,
Sherman (1937) propds um esquema de classificagdo que dividiu os estreptococos
em quatro grupos taxonémicos: piogénicos, viridans, lacticos e enterococos, sendo
essa classificagao correlacionada com o esquema soroldgico criado por Lancefield.
A motilidade do enterococo foi notada em 1935 e, como se assemelhava a um
Streptococcus faecium, ficou conhecido como S. faecium subespécie mobilis
(Langston, Gutierrez e Bouma, 1960). Em 1955, foi descrito um enterococo
denominado “malodoratus” devido ao seu mau-cheiro (Collins et al., 1984). Em
1957 Gradual observou a produgdo de um pigmento amarelo por alguns desses
enterococos moéveis, 0s quais posteriormente foram chamados de S. faecium
variagao casseliflavus (Mundt & Graham, 1968).

Desde o inicio do século XX, varias espécies de enterococos passaram a ser
reconhecidas sendo, em meados de 1960, incorporadas para as nomenclaturas
oficiais. Em adicdo as espécies mais conhecidas como S. faecalis, S. bovis, S.
durans, S. zymogenes e S. liquefaciens, outras espécies passaram a ser isoladas
nao somente de humanos como também de animais, alimentos e plantas.

Estudos de hibridizagdo DNA-DNA e DNA-rRNA, realizados na década de 1980,
mostraram diferencas entre enterococos e estreptococos e, em 1984, essas
evidéncias genotipicas demonstraram claramente que essas bactérias deveriam
ser classificadas separadamente, sugerindo a criagdo do género Enterococcus
(Schleifer & Kilpper-Bélz, 1984). Os trabalhos publicados que deram suporte para a



criacdo deste novo género sao citados no Manual de Bergey em 1984, aceitando a
incorporacao do Enterococcus na nomenclatura oficial (Schleifer, 1984).

Atualmente o género é formado por 21 espécies: E. avium, E. gilvus, E.
malodoratus, E. pallens, E. pseudoavium, E. raffinosus, E. saccharolyticus, E.
faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. gallinarum, E. mundltii, E. dispar, E. durans,
E. hirae, E. porcinus, E. ratti, E. asini, E. cecorum, E. sulfureus e E. columbae,
sendo que a maioria dessas sdo de ocorréncia rara na clinica humana (Teixeira &
Facklam, 2003).

O género Enterococcus consiste de cocos Gram-positivos, anaerébios facultativos
e que podem se apresentar na forma de cadeias curtas, aos pares ou como células
Unicas. Os enterococos nao possuem enzimas citocromicas e, portanto, sao
catalase-negativo, salvo algumas cepas que podem produzir uma pseudocatalase
(Scheifler, 1984; Facklam & Carey, 1985). Em laboratérios clinicos, o género tem
sido identificado presuntivamente, por muitos anos, pela sua morfologia através da
coloracao de Gram, pela capacidade de crescimento na presenca da bile, hidrélise
da esculina e crescimento em meio liquido contendo 6,5% de NaCl. Atualmente,
esta identificacdo presuntiva precisa ser complementada com outros testes
bioquimicos, pois cepas do género Lactococcus, Leuconostoc e Pediococcus, que
apresentam reacao positiva para os testes presuntivos acima citados, ja foram
isolados de infecgdes humanas (Facklam, 1972; Facklam, 1980; Facklam, Sham,
Teixeira, 1999). O Quadro 3 mostra os principais testes utilizados na rotina
laboratorial para a identificacdo presuntiva do género Enterococcus (Facklam,
Sham, Teixeira, 1999).

Quadro 3. Caracteristicas fenotipicas utilizadas para a identificacdo presuntiva de
Enterococcus spp. € géneros relacionados.

Géneros Suscetibilidade a Produgéao da Teste da Crescimento em
vancomicina PYR Bile-esculina 6,5% NaCl 10°C 45°C
Enterococcus RouS + + + + +
Leuconostoc R - % + v
Pediococcus R - % + - v
Vagococcus S + + + + v
Streptococcus S - v v - v
Lactococcus S V v + + v

PYR: pyrrolidonyl-arylamidase

+: >90% positivo

-1 <10% positivo

v: variavel

R: resistente

S: sensivel

Fonte: Facklam, Sham, Teixeira, 2003

A identificacdo das espécies do género Enterococcus, através dos testes
bioguimicos convencionais foi inicialmente proposta por Facklam & Collins (1989),
modificada por Facklam & Sham (1995) e recentemente atualizada por Teixeira &
Facklam (2003). As espécies do género Enterococcus sao divididas em cinco
grupos (I-V) com base em trés provas bioquimicas: fermentacdo do manitol, da
sorbose, e dehidrolagdo da arginina. Outras caracteristicas fenotipicas também séo



avaliadas para caracterizar as diferentes espécies de enterococos e géneros
relacionados, como mostra a Quadro 4.

Quadro 4. Caracteristicas fenotipicas utilizadas para a identificacdo das espécies
de Enterococcus e géneros relacionados.

Espécies MAN SOR ARG ARA SBL RAF TEL MOT PIG SUC PYU MGP
Grupo |
E. avium + + - + + - - - - + + v
E. gilvus + + - - + + - - + + + -
E. malodoratus + + - - + + - - - + + v
E .pallens + + - - + + - - + + - +
E. raffinosus + + - + + + - - - + + v
E. pseudoavium + + - - + - - - - ¥ + +
E. saccharolyticus + + - - + + - - - + - +
Grupo I
E. faecalis +* - +* - + - + - - +* + b
Lactococcus ssp + - + - - - - - - v -
E. faecium +* - + + v v - - - +* R
E. casseliflavus + - +* + % + -* +* +* + v +
E. mundtii + - + + v + - - + + -
E. gallinarum + - +* + - + - +* - + - +
Grupo lll
E. dispar - - + - - + - - - + + +
E. durans - - + - - - - - - . . _
E. hirae - - + - - + - - - + _ _
E. porcinus - - + - - - - - - . _ _
E. ratti - - + - - - - - - . _ _
Grupo IV
E. asini - - - - - - - - - + - -
E. cecorum - - - - + + - - - + +
E. sulfureus - - - - - + - - + + - +
Grupo V
E. columbae + - - + + + - - - + +
_Vagococcus sp. + - - + - - + - + - +

MAN: manitol; SOR: sorbose; ARG: arginina; ARA: arabinose; SBL: sorbitol; RAF: rafinose; TEL: telurito a
0:04%; MOT: motilidade; PIG: pigmento; SUC: sucrose; PYU: piruvato; MGP: metil-a-glicopiranosida; +: >90%
positivo; -: <10% positivo; v: variavel; *: excegbes ocasionais (<3% das cepas apresentam reagoes
discordantes); R: resistente; S: sensivel.

Fonte: Teixeira & Facklam, 2003.

2. HABITAT NATURAL

Enterococos sédo habitantes da microbiota intestinal, podendo ser encontrados em
quase todos os animais, desde insetos domésticos a humanos. Esta bactéria pode
ser isolada da vegetacdo e de superficies de aguas, que provavelmente foram
contaminadas por excrementos de animais ou por agua de esgoto nao tratado
(Moellering Jr, 1992; Jett, Huycke, Gilmore, 1994). Em humanos, a concentracao
de enterococos nas fezes é de aproximadamente 10® UFC/g (Rice et al., 1995).
Embora a cavidade oral e o trato vaginal possam estar colonizados por
enterococos, esta bactéria é isolada destes sitios com uma menor frequéncia
(Beragie et al., 1975; Kurrie et al., 1981; Smyth et al.,1987; Rice et al., 1995). E.
faecalis é a principal espécie isolada do trato gastrointestinal humano, sendo que
as espécies E. faecium, E. gallinarum e E. casseliflavus, também podem ser
encontradas, porém em proporcdes variadas (Teixeira & Facklam, 2003).



3. CARACTERISTICAS CLINICAS E PATOGENIA

Enterococcus tem sido reconhecido como patégeno humano em potencial desde a
virada do século XX. Em 1912 essa bactéria comecou a ser associada a uma série
de infeccbes e, a partir de 1920, passaram a ser publicadas varias revisdes
(Sherman, 1937). A publicacao original da presenca desse microrganismo em
pacientes com enterites, apendicites e meningites foi realizada por Thiercelin em
1899 (apud Murray, B.E., 1990).

O papel dos enterococos nas infecgdes urinarias foi primeiramente reportado em
1906, sendo confirmado, posteriormente, por outros pesquisadores (Sherman,
1937; Evans & Chin, 1947). Durante a Primeira Guerra Mundial, alguns autores
relataram a associacdo dos enterococos com infeccoes de feridas, embora néo
tenha sido estabelecido se a bactéria estava colonizando ou causando a infecgao.
Outras infeccoes por enterococos foram reportadas no inicio de 1930 como
quadros de osteomielite e infec¢des dentarias, entre outras (Evans & Chin, 1947).
Recentemente, os enterococos tém sido reconhecidos como causa de infeccao
hospitalar, em pacientes recebendo antibioticoterapia (Murray, 1990).

A presenca dos enterococos no trato urinario, por muitas vezes, pode ocorrer como
uma colonizacao assintomatica, sendo a urina a principal fonte de isolamento em
humanos (Moellering Jr, 1992; Murray & Mederski-Samaroj, 1983). Na maioria das
vezes essas infecgdes sdo hospitalares e podem levar a casos de prostatite e
abcessos perinéfricos (Gross et al., 1976; Morrison & Wenzel, 1986; Eldestein &
Mccabe, 1988). Essas infecgdes podem estar associadas com instrumentacdo ou
anormalidades estruturais do trato urinario, com infec¢des urinarias recorrentes e
com antibioticoterapia prévia (Warren, Tenney, Hoopes, 1982; Musher, 1990;
Moellering Jr, 1992).

Infeccdes intraabdominais e pélvicas por enterococos sdo as mais prevalentes
apos as infecgdes urinarias. Quando sdo isolados a partir desses locais,
frequentemente fazem parte de uma infeccdo polimicrobiana e nem sempre é
possivel estabelecer o seu papel como causa primaria da infeccao (Musher, 1990;
Moellering Jr, 1992). Entretanto, ja é de conhecimento que este microrganismo
pode contribuir para a formacao de abcessos abdominais e pélvicos levando a um
quadro de sepsis (Hoffman & Mollering Jr, 1987; Musher, 1990; Murray, 1990;
Mollering Jr, 1992).

A bacteremia é o terceiro tipo mais comum de infec¢ao (Moellering Jr, 1992), sendo
nos pacientes com endocardite, decorrente de infec¢cdes do trato urinario,
intravenosas e intraarteriais, e infecgdes intraabdominais (Evans & Chin, 1947;
Maki, 1981; Shlaes, Levy, Wolinsky, 1981; Malone et al., 1986; Gulberg, Homann,
Phair, 1989). A alta taxa de mortalidade associada com bacteremia por
enterococos pode estar associada ao comprometimento clinico do hospedeiro
(Maki, 1981; Whiteside, Moore, Ratzan, 1983; Hoffman & Moellering Jr, 1987; Maki
& Agger, 1988; Gullberg, Homann, Phair, 1989).



Enterococos causam cerca de 10 a 20% das endocardites bacterianas,
principalmente em idosos. Diferente da bacteremia, a endocardite é
frequentemente adquirida na comunidade (Kaye, 1982; Musher, 1990; Moellering
Jr, 1992), e suas principais portas de entrada sdo o trato geniturinario e a via biliar
(Mandell et al., 1970; Wilson et al., 1984). Um outro grupo de risco importante que
pode adquirir endocardite € o usuario de drogas (Reiner, Gopalakrishna e Lerner,
1976).

Outras infecgcées, como meningite, sdo raras, sendo principalmente encontradas
em recém-nascidos em estado grave. Em adultos, infeccdo do sistema nervoso
central ocorre em pacientes com histéria de cirurgia € ou quimioterapia, assim
como osteomielite e infec¢cdes pulmonares (Murray, 1990); Moellering Jr, 1992;
Scharberg, Culver, Gayness, 1991; Emori & Gayness, 1993, Teixeira & Facklam,
2003).

4. ENTEROCOCOS NOS ALIMENTOS

Os enterococos estdo amplamente distribuidos no ambiente e principalmente no
trato gastrintestinal dos homens e animais. Enterococcus faecalis (E. faecalis) é a
espécie predominante no homem, embora alguns individuos em alguns paises
apresentem a espécie predominante Enterococcus faecium (E. faecium) (Devriese
& Pot, 1995). Entretanto, Mundt (1986) demonstrou que é comum a presenca de E.
faecalis em diversos alimentos e que nem sempre a presenca do mesmo esta
associada com a contaminacdo fecal do alimento. Em 1992, a Unido Européia
estabeleceu um nivel maximo para a presenca de Coliformes e Escherichia coli,
ambos considerados indicadores de higiene, quando nao havia limites
estabelecidos para a presenca dos enterococos. Verificou-se que a deteccao desta
bactéria, no processamento dos alimentos de uma forma em geral, apresentou
pouca importancia como parametro de indicacdo de higiene (Birollo et al., 2001).
Isto se deu devido os E. faecalis, E. faecium e Enterococcus durans estarem
presentes na maioria dos animais de producao tais como, suinos, ovinos, bovinos e
também encontrarem-se distribuidos no solo, agua, plantas, vegetais e insetos
(Mundt, 1986). Ainda segundo 0 mesmo autor, a resisténcia dos enterococos as
temperaturas de pasteurizagdo, e sua adaptabilidade a diferentes substratos e
condicdes de crescimento (baixa e altas temperaturas, pHs extremos e salinidade)
implica que os mesmos podem ser encontrados em qualquer alimento de origem
animal (carne ou leite) ou nédo, alimentos processados crus ou que tenham sido
submetidos a tratamento térmico. Isto significa que estas bactérias podem ser
encontradas em qualquer ponto do fluxograma de producdo de diversos tipos de
alimentos.

Segundo Vancanneyt et al. (2002) e Franz et al. (2003) os enterococos tém
apresentado significativa importancia na tecnologia do processamento dos
alimentos, devido a capacidade que os mesmos tém de promover a fermentagao
devido a produc¢ao do 4cido latico (por exemplo: em salames, salsichas e queijos) e
produzir bacteriocinas (enterocinas). Recentemente, ha a publicacdo de pesquisas
com a utilizagdo de enterococos como culturas iniciadoras “starters” ou “co-starters”



sendo neste ultimo adjuvantes de processos fermentativos. A maior parte deste tipo
de pesquisa foi focada na andlise bioguimica e tecnolégica de cepas de
enterococos para serem utilizados no processamento tecnolégico de queijos e em
produtos carneos fermentados. Entretanto, a selecdo de cepas de enterococos
para serem utilizados no processamento de alimentos tem sido uma dificil tarefa
devido ao potencial risco que esses microrganismos oferecem a saude humana.

Os enterococos resistentes a antibioticos encontram-se amplamente distribuidos
nos alimentos. Eles tém sido detectados em carnes e produtos derivados, leites e
produtos lacteos derivados, dentre outros tipos de alimentos destinados ao
consumo humano (Foulquié Moreno et al., 2006). Franz et al., (2001) encontraram
tracos de resisténcia adquirida em alimentos oriundos da Europa, entretanto estes
mesmos autores verificaram que em geral as cepas nao apresentaram resisténcia
a antibioticos relevantes em clinica. Giraffa (2002) enfatiza ainda o possivel papel
desempenhado pelos enterococos resistentes aos antibidticos, principalmente os
resistentes a vancomicina, como sendo os alimentos um reservatério natural na
disseminacao de tracos de resisténcia a antibiéticos no ambiente. Este mesmo
autor verificou ainda a existéncia de ligacao entre antibiéticos utilizados em animais
de producao e a presenca em humanos de enterococos resistentes a antibidticos,
sendo esta transmissdo ocorrida via cadeia alimentar. Logo, a presenca destes
microrganismos nos alimentos podem carrear ao homem potenciais fatores de
viruléncia que podem comprometer a saude humana.

lll. RESISTENCIA MICROBIANA
1. CARACTERISTICAS GERAIS E CONCEITOS

A resisténcia microbiana pode ser classificada como natural ou intrinseca, e
adquirida. A resisténcia natural decorre de uma propriedade comum aos
microrganismos da espécie, tal qual ocorre com os bacilos Gram-negativos
(Escherichia coli, Proteus) resistentes a penicilina G. Essas bactérias sintetizam
enzimas que clivam esse antibiético, denominadas beta-lactamases, e possuem,
além disso, envoltérios que dificultam o acesso da penicilina ao seu alvo molecular.
A resisténcia adquirida é resultante da aquisicdo de mecanismos normalmente
ausentes nas bactérias da espécie em questdo. A maioria dos isolados de
Staphylococcus aureus ndo apresentava resisténcia a penicilina G a principio.
Porém, ja nos primeiros anos de uso desse antimicrobiano, foram detectadas
linhagens resistentes. Outro exemplo de resisténcia adquirida foi observado nos
enterococos resistentes a vancomicina, objeto de grande preocupacao na area da
saude (Monroe & Polk, 2000; Palermo-Neto & Titze-de-Almeida, 2002; Alekshun &
Levy, 2007).

Antimicrobianos sdo medicamentos que atuam causando a morte ou a inibicdo do
crescimento de microrganismos. Podem ser administrados a animais para tratar ou
prevenir a ocorréncia de doencgas infecciosas e, também, como aditivos, neste caso
visando melhorar o desempenho zootécnico de animais de producdo. O uso
dessas substancias é objeto de grande preocupacdo na area da saude,



considerando-se 0s riscos de residuos nos produtos derivados dos animais e de
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, conforme sera abordado a seguir.

A resisténcia microbiana pode ser conceituada como a habilidade de um
microrganismo continuar a multiplicar-se ou persistir na presenca de niveis
terapéuticos de determinado agente antimicrobiano.

As consequéncias desse fenbmeno bioldgico natural, de valor evolutivo, podem ser
interpretadas a partir das visées de diferentes areas do conhecimento (Titze-de-
Almeida & Palermo-Neto, 2005), a saber:

- Visdo microbiolégica: linhagens de bactérias resistentes apresentam uma
concentracao inibitéria minima (MIC) superior aquela normalmente encontrada
em sua espécie. Entenda-se MIC como a menor concentragdo de um agente
antimicrobiano capaz de prevenir o crescimento visivel de um microrganismo
em meios de cultura para testes de sensibilidade;

- Viséo clinica: a infecgdo n&o serd mais controlada, pois a bactéria sobrevivera a
antibioticoterapia;

- Visao farmacoldgica: o antimicrobiano, mesmo atingindo niveis adequados nos
diversos compartimentos organicos, nao sera efetivo, pois seu mecanismo de
acao estéa prejudicado;

- Visdo molecular: a bactéria resistente apresenta genes que codificam proteinas
envolvidas em mecanismos moleculares que interferem na acado dos
antimicrobianos;

- Visdo evolutiva: a bactéria resistente apresenta material genético que lhe
confere vantagem competitiva e que garante sua sobrevivéncia e proliferacao
de linhagem na presenca do antimicrobiano, condicdo esta normalmente
limitante para os individuos sensiveis desta populacao.

2. MECANISMOS DE RESISTENCIA

As bactérias podem apresentar resisténcia microbiana em funcdo de trés
mecanismos principais: inativacdo enzimatica da molécula do antimicrobiano,
alteracdo do alvo celular deste agente e reducdo do nivel intracelular do
antimicrobiano (Alekshun & Levy, 2007).

A inativacdo enzimatica decorre da acdo de enzimas bacterianas sobre o principio
ativo do antimicrobiano, como ocorre em S. aureus produtores de enzimas beta-
lactamases (penicilinase e cefaloporinase) que hidrolisam o anel beta-lactamico de
penicilinas e cefalosporinas. O segundo mecanismo de resisténcia consiste em
alterar (“camuflar”) a estrutura da molécula-alvo do antimicrobiano. Como exemplo,
citam-se 0s enterococos resistentes a vancomicina que substituem o residuo de
alanina por lactato, reduzindo a afinidade da vancomicina pelo seu alvo bacteriano.
Finalmente, bactérias podem apresentar resisténcia quando possuem mecanismos
para reduzir a concentracdo intracelular do antimicrobiano, como as bombas de
efluxo. Este mecanismo é utilizado por estafilococos resistentes a antibibticos
macrolidios, como a eritromicina (Walsh, 2000; Wright, 2003).



3. CONSEQUENCIAS PARA A SAUDE HUMANA

A possivel transferéncia da resisténcia microbiana dos animais para 0 homem é um
tema de grande importancia e que tem mobilizado esforgos de controle por parte de
varias instituicdes internacionais, incluindo OMS, OIE e Codex Alimentarius. Nesse
sentido, as duas principais preocupacdbes sado a transferéncia do(s)
microrganismo(s) resistente(s) que pode(m), assim, causar uma infeccao de dificil
controle, e a transferéncia do(s) gene(s) de resisténcia do(s) microrganismo(s) de
origem animal para o(s) microrganismo(s) de origem humana.

Quanto ao primeiro aspecto, sabe-se que doencgas infecciosas de origem alimentar
ocorrem quando bactérias patogénicas do hospedeiro ou oportunistas sao
ingeridas e, posteriormente, superam barreiras organicas como, por exemplo, o pH
e as enzimas gastricas, o0 muco, a microbiota normal do TGl e a acao de leucécitos
do sistema imune, podendo, assim, causar intoxicagdo ou infeccdo. As infeccdes
sdo a primeira preocupacdo no que se refere a ingestdo de alimentos
contaminados com bactérias resistentes, uma vez que a terapia antimicrobiana
pode ser ineficaz. Porém, a instalacdo de um processo infeccioso causado por
bactérias resistentes € um processo que depende de varias etapas sucessivas.
Assim, uma vez selecionada, uma bactéria resistente devera contaminar a carcaca
durante o processamento, ultrapassar as barreiras que surgem durante a
preparacdo dos alimentos (calor, condimentos, etc.), ser consumida pelo ser
humano, vencer as barreiras naturais do TGl humano, multiplicar-se e produzir a
infeccdo e, finalmente, resistir aos tratamentos convencionais, comprometendo o
sucesso da terapéutica. Deve-se considerar que infecgdes alimentares podem de
fato ocorrer, trazendo, assim, consequéncias para a saude do ser humano. A
segunda preocupacdo, conforme citado, seria a transferéncia de genes de
resisténcia das bactérias de origem animal para aqueles presentes na microbiota
humana que, posteriormente, poderiam causar a infecgdo. A transferéncia de
genes entre bactérias ja foi demonstrada experimentalmente, mas a magnitude
deste fenémeno, em termos de saude publica, ainda néo foi estabelecida (Appley
et al., 2001; Barton, 1998).

Cabe finalmente destacar que o risco de ocorréncia de uma infec¢do a partir da
ingestao de alimentos varia de acordo com o microrganismo em questdo. Assim, a
OMS dividiu os agentes microbianos considerados prioritarios para monitoramento
de resisténcia em duas categorias, aqueles zoonéticos, incluindo Salmonella spp. e
Campylobacter spp. e aqueles indicadores de contaminacdo, que compreendem
Enterococcus e Escherichia coli. Apesar destes quatro géneros possuirem
potencial de causar infeccoes a partir de alimentos de origem animal, o risco esta
melhor caracterizado para os zoonéticos. As infeccdes alimentares causadas por
linhagens de Salmonella spp. e de Campilobacter spp. com resisténcia a
antimicrobianos ja estdo devidamente caracterizadas na literatura cientifica
(WHO/FAQO, 2000; WHO/FAOQ, 2001).

Apesar dos enterococos apresentarem pouca viruléncia, € importante ressaltar que
essa bactéria estd sendo gradativamente reconhecida como causa de sérios
problemas a saude, especialmente em pacientes hospitalizados. Esse fato tem



como explicacdo, a capacidade desse microrganismo resistir a acdo de muitos
antimicrobianos. Os enterococos apresentam notavel habilidade de adquirir e
transferir novos determinantes de resisténcia (Sapico et al.,, 1989; Murray, 1990;
Moellering Jr, 1992; Arthur & Couvarlin, 1993; Poyart, Celli, Trieu-Cuot, 1995).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser de dois tipos: intrinseca ou adquirida. A
resisténcia intrinseca é baseada em genes presentes no cromossomo, que
tipicamente nado sao transferiveis e incluem resisténcia as penicilinas semi-
sintéticas, cefalosporinas, baixo nivel de resisténcia aos aminoglicosideos e baixo
nivel de resisténcia a clindamicina, lincomicina, fluorquinolonas e sulfametoxazol-
trimetoprim . A resisténcia adquirida normalmente resulta de uma mutacao no DNA
ou pela aquisicio de um novo gene. Esta aquisicAio pode ocorrer por
transformacao, transducdo ou conjugacdo. Os enterococos podem apresentar a
resisténcia ao cloranfenicol, a tetraciclina, macrolideos, lincosaminas e
estreptograminas, o alto nivel de resisténcia aos aminoglicosideos, aos beta-
lactamicos, aos glicopeptideos e mais recentemente as quinolonas.(Teixeira &
Facklam, 2003; Cetinkaya et al., 2000).

4. SALMONELLA E RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Considerando que a principal via de transmissao de Salmonella spp. esta na cadeia
alimentar, a presenga em animais, criados com objetivo comercial, mostra que esse
microrganismo é considerado como o0 mais incidente e relevante agente causal de
enfermidade entérica. Contudo, a salmonelose é uma zoonose e seu controle € um
trabalho arduo, tendo em vista a emergéncia de novos sorovares € a reemergéncia
de outros em determinadas areas, tanto nos paises emergentes quanto naqueles
industrializados.

Soma-se neste contexto, o aumento da resisténcia de Salmonella sp. aos
antimicrobianos, com o percentual elevando-se de 17% na década de 70 para 31%
ao final dos anos 80 (WHO, 1997; Neto, 2001), incluindo-se drogas de ultima
geracao, como por exemplo, as quinolonas (Molbak, 1999, NARMS, 2006).

A incidéncia de resisténcia bacteriana a antimicrobianos representa risco a saude
humana e animal. Este tema de extrema importancia tem sido objeto de atencao de
instituicdes como a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), Escritério Internacional
de Epizootias (OIE) e Codex Alimentarius, que vém discutindo solugdes globais
para o problema.

A fiscalizacdo de produtos de uso veterinario esta prevista na legislagdo brasileira
desde o final da década de 60 e regulamentada no que diz respeito a utilizacao,
fabricacdo e comercializacao. Entre os produtos veterinarios de uso autorizado no
Brasil, destaca-se o grupo dos antimicrobianos, farmacos utilizados para prevencao
e tratamento de doencas infecciosas, bem como para melhorar o desempenho de
animais produtores de alimentos.



Sua introducéo as racdes, visando beneficios para o crescimento, iniciou-se a partir
dos trabalhos de Moore et al.,, (1946) e Stockstad & Jukes (1950). A utilizacao
destes farmacos, através de aspersdo direta (agricultura) ou incorporacao as
racdes animais, além de eficiéncia na nutricao animal, também apresentou
resultados positivos na profilaxia de doencgas.

O uso de antimicrobianos tem como base informacdes cientificas e técnicas, e
respeitando-se as boas praticas de uso de medicamentos veterinarios. Na escolha
destes, considera-se a eficacia, a aplicabilidade, a seguranca e o custo. De acordo
com Bottezini (2003) os antibidticos sao também estimulantes do crescimento,
atuando no intestino selecionando a microbiota intestinal e eliminando
microrganismos produtores de toxinas, além de melhorar o aproveitamento dos
alimentos. E reconhecido que alguns farmacos (bacitracina, clortetraciclina,
oxitetraciclina, penicilina, estreptomicina, eritromicina, oleandomicina,
virginamicina, flavomicina e lincomicina), favorecem em torno de 10% o ganho de
peso e de 10% em melhor conversao alimentar. Usualmente as ragdes avicolas
contém 2, 4, 10 ou 40 gramas por tonelada de algum tipo de antibiético, para
estimular o crescimento e melhorar a conversao alimentar.

O uso na terapéutica também requer o conhecimento ou suspeita quanto ao agente
infeccioso e o seu perfil de sensibilidade, assim como a avaliagdo das condicoes
clinicas do animal. Comtempla um regime posologico, cuja dosagem e duragao
possibilitam o controle do processo infeccioso, reduzindo-se riscos de
desenvolvimento de resisténcia bacteriana.

Contudo, seu uso é feito de forma descordenada, no setor agricola e na cadeia de
producdo de alimentos de origem animal. Tal condicao leva a selecao de um pool
de genes, transferiveis para bactérias comensais presentes no trato digestivo
humano ou enteropatégenos, levando a uma pressao seletiva, que favorece a
sobrevivéncia e disseminagao através da cadeia alimentar (Hasman, 2005).

A resisténcia antimicrobiana usualmente é extracromoss6mica, cuja disseminacao
pode ocorrer a nivel clonal, associada a replicacdo cromossémica. Esta pode
ocorrer através de diferentes mecanismos como, por exemplo, transferéncia de
plasmideos, de replicons ou migracdo de genes com replicacdo de transposons, 0s
quais coexistem na natureza e se multiplicam de forma exponencial, tendo em vista
que estdo associados com a duplicacdo do DNA. Resisténcia a 12 drogas foi
observada em um simples plasmideo de uma enterobactéria (LeDuc,1995, In:
Rodrigues, 2001). Em alguns Gram negativos, podem estar associados a metais
pesados, portanto a presenca de mercurio, cadmio ou outros metais pesados no
ambiente, pode encorajar a proliferacdo de microrganismos que contém genes de
resisténcia antimicrobiana. Se por um lado estas caracteristicas vém evoluindo
significativamente durante as duas ultimas décadas, o impacto econémico na
comunidade, somente estd comegando.



Embora a terapia antimicrobiana ndo seja recomendada na maioria das infec¢oes
diarréicas, este procedimento indicado nas infeccées invasivas, se faz na pratica
muitas vezes de modo indiscriminado, resultando no aumento de cepas resistentes
aos antimicrobianos podendo representar um grave problema, especialmente nos
paises emergentes.

Como resultados, podem ser citadas diferentes situacées como, a resisténcia no
sudeste da Asia de 50% de S.Typhi ao cloranfenicol, tetraciclina e ampicilina, com
o uso de fluoroquinolonas, excetuando-se criancas onde esta é substituida pela
ceftriaxona.

Como abordagem da evolucéao histérica da resisténcia aos antimicrobianos (In:
Rodrigues, 2001), em nivel de Brasil, inumeras avalia¢cdes individuais, relacionadas
ao monitoramento da resiténcia vém sendo efetuadas desde a década de 50, tendo
Cisalpino (1957) analisado a sensibilidade de salmonelas isoladas a partir de 1947
e verificado o aumento progressivo de amostras resistentes. Entre as décadas de
60 e 70 este percentual ascendeu, como apontado por Costa et al. (1967) e Hofer
et al. (1974). Durante os anos 80, estudos realizados em diferentes regides do
pais, em cepas de origem humana, alimentar, animal e ambiental, revelam a
resisténcia simples ou multipla em Salmonella spp, bem como capacidade de
transferéncia destes marcos (Pessoa et al., 1980; Camara et al.,1982; Queiroz et
al., 1985; Rodrigues et al., 1985; Solari et al.,, 1986;; Farage, 1987). Resultados
similares foram obtidos por Solari et al. (1984) em S. Agona; Campos & Hofer
(1989) em 658 salmonelas de diversos sorovares e Reis (1994), em S. Enteritidis,
nos quais foram analisadas cepas isoladas de varias fontes e regides do pais.

Na atualidade, tal condicdo vem apontando perspectivas sombrias no tratamento
de infeccdes por diferentes espécies bacterianas, incluindo Salmonella spp. as
fluoroquinolonas e cefalosporinas de 32 geracéo. Particularmente em relagcédo a este
patdgeno, se considerarmos sua casuistica no Brasil, se constatou sua prevaléncia
e aumento de incidéncia entre 1991 — 1995 em fontes humanas e nao-humanas,
particularmente em ovos, aves (matrizes), amostras ambientais e matérias-primas
de racao comercial (Tavechio et al., 1996; Hofer et al., 1998; Rodrigues, 2000-
2006; Peirano et al., 2006). Fonseca (2003) e Fonseca et al., (2006), apontam a
capacidade de producao de beta-lactamases em S.Infantis isoladas no Rio de
Janeiro e, entre 2000 e 2004, Mulvey et al. (2004) reportaram aumento de
multirresisténcia em S. Agona e em outros sorovares (Peirano et al., 2006,
incluindo caracterizacdo de novas beta-lactamases e integrons.

Os niveis e extensao da resisténcia sao influenciados pelas praticas de uso destes
farmacos no homem e animais e variam com a regido geogréafica. Nos paises
desenvolvidos, estes fendtipos observados em Salmonella tém sido associados
com o uso de antimicrobianos em animais, onde os perfis de resisténcia
geralmente refletem o tempo que uma droga estd em uso e a reversao desta
caracteristica associada ao seu desuso (Aarestrup, 2004).

A emergéncia da resisténcia antimicrobiana em bactérias associadas com animais
produtores de alimentos e a evidéncia de infeccées humanas tendo como fontes



tanto alimentos de origem vegetal quanto animal, tem compelido a comunidade
cientifica e os profissionais de saude publica a reavaliarem o uso destas drogas em
animais de produgao.

5. CARACTERIZAGAO DOS GENES DE RESISTENCIA

Sob a pressao seletiva imposta pelo uso de antimicrobianos, os microrganismos
desenvolvem e/ou adquirem uma variedade de genes ou sofrem mutagdes que
conferem resisténcia aos antimicrobianos. Varios destes genes conhecidos estdo
localizados em elementos genéticos moveis, tais como plasmideos, transposons,
sequéncias de insercdo e nas ilhas de patogenicidade. Como consequéncia os
genes sao facilmente trocados entre bactérias que vivem no mesmo habitat, por
exemplo, as enterobactérias no trato gastrointestinal de seres humanos e animais
(Schwarz & Chaslus-Dancla, 2001). Neste contexto, microrganismos do género
Salmonella podem desempenhar um papel importante como receptores ou
doadores de genes de resisténcia sendo de relevancia para a difusdo destes
elementos.

Os métodos de tipagem genotipica, os quais envolvem a analise direta do DNA, de
elementos genéticos cromossémicos ou extracromossémicos, permitem a
diferenciacdo clonal de cepas. Estes tém sido utilizados, principalmente, em
combinacdo com métodos classicos bem estabelecidos como a sorotipagem e
fagotipagem, com a finalidade epidemiolégica, permitindo a diferenciacao e
identificagao de cepas epidémicas. Em Salmonella, assumem grande importancia,
relacionando os agentes etiol6gicos responsaveis por um surto com suas fontes de
origem, em razao da prevaléncia de determinados fenétipos.

Entre os muitos métodos utilizados para determinar estes marcadores estado
aqueles que tém como base a reagdo em cadeia de polimerase (PCR -
“Polymerase Chain Reaction”). Apresenta alta sensibilidade, tendo sido descritas
diversas variacdes, tornando cada vez mais ampla a aplicabilidade da mesma,
incluindo-se, particularmente, mesta avaliacdo a identificacdo de genes de
resisténcia aos antimicrobianos (Sandvang et al., 1998; Briggs, Fratamico, 1999;
Khan et al., 2000; Alvarez et al., 2004).

Na caracterizacdo de genes de resisténcia antimicrobiana € realizada a
amplificacdo de sequéncias conhecidas, correspondente aos genes implicados na
resisténcia aos antimicrobianos, assim como genes ou sequéncias de diferentes
tipos de integrons. Sao utilizados iniciadores especificos de 20 a 30 pb, alguns
propostos por outros autores e quando possivel/necessario outras que podem ser
desenhadas no laboratério, a partir de sequéncias depositadas na base de dados.

Na metodologia empregada para sua execu¢cao como fonte de DNA é necessario o
cultivo overnight da cepa e empregados como reativos primers que atuam como
iniciadores da regido de sintese e complementares da sequéncia a amplificar, os
quatro desoxirribonucleotideostrifosfato (dNTP), a enzima DNA polimerase
termorresistente (Taq) e o tampao.



A amplificacdo é efetivada em um termociclador, onde sado programadas as
distintas etapas do processo: desnaturagdo, com a separacao das fitas de DNA por
acao da temperatura; anelamento, onde atuam os iniciadores com sequéncias
homélogas e finalmente a extensdo onde a DNA polimerase (Taq) sintetiza a fita
complementar, unindo-se ao iniciador e incorporando dNTPs. Este ciclo se repete
diferentes vezes, com as cadeias recém sintetizadas atuando também como molde,
levando a um aumento exponencial do numero de copias. Os produtos sao
analisados medianate eletroforese em gel de agarose, coloracdo com solugcéo de
Brometo de Etidio e visualizagao sob luz UV.

6. USO DE TECNICAS FENO E GENOTIPICAS PARA RASTREAMENTO DE
SALMONELLA

A identificacdo detalhada de uma cepa é essencial para 0 monitoramento da
diseminacao de Salmonella relacionados a surtos de infeccdo em diversas regides
do mundo (Threlfall & Frost, 1990).

O reconhecimento das propriedades fenotipicas através da sorotipagem,
biotipagem (Le Minor, 1988), tipagem por colicinas (Backer, 1980), fagotipagem e
testes de sensibilidade a antimicrobianos (Holmberg et al., 1984a) foram, até o fim
dos anos 80, as principais ferramentas para a identificacéo e rastreamento de uma
determinada bactéria em investigacbes epidemiolégicas. Em sequéncia foram
empregados analise do DNA plasmidial, que consiste na extragdo dos plasmidios e
separacao eletroforética em gel agarose para determinar seu nimero e peso
molecular, ribotipia e mais recentemente o reconhecimento como “padrdo ouro”
para rastreamento de Salmonella spp da técnica de eletroforese de campo pulsado
(PFGE), na qual o gel é submetido a campos elétricos alternados em &angulos
distintos, permitindo uma melhor separacdao dos fragmentos do DNA
cromossémico.

A sorotipagem constitui um método simples, rapido e facilmente disponivel em
laboratérios de bacteriologia (Maslow, Mulligan & Arbit, 1993). E altamente
discriminatéria, pois, o sorovar parece ser um marcador estavel, havendo raros
casos de conversao devido a fagos ou plasmideos (Le Minor, 1988). Apesar do
grande numero de sorovares existente, a maioria raramente € isolada e, entre
aqueles mais frequentes, existe uma distribuicdo variada de uma regido para outra
(Threlfall & Frost, 1990). No entanto, o predominio de alguns sorovares nas regiées
endémicas e epidémicas dificulta o rastreamento através deste método, tornando-
se necessaria a investigacdo de outros marcadores (Gill et al., 1983). Por outro
lado, possibilita observar alteragdes na prevaléncia de um sorovar particular em
funcdo da emergéncia de outro, sendo um marcador eficiente quando em surtos
causados por sorovares raros (Le Minor, 1988).

A fagotipagem foi introduzida em 1950, como uma técnica de escolha pelos
laboratérios de referéncia para diferenciar certos sorovares (Threlfall & Frost,1990).
A especificidade das cepas bacterianas por determinados bacteriéfagos faz com



que esta metodologia seja particularmente importante como suporte para o
rastreamento de S. Paratyphi B (Anderson, 1964), S. Typhi (Anderson & Hobbs,
1973), S. Hadar (Rowe et al., 1980), S. Typhimurium (Mitchell et al., 1989) e S.
Enteritidis (O’Brien, 1988). O método é reproduzivel, altamente discriminatorio e os
reagentes séo estaveis e de baixo custo. Entretanto é necessario manter estoques
de fagos ativos biologicamente e possuir amostras controle, levando a utilizacdo da
fagotipagem somente nos laboratérios de referéncia (Maslow et al., 1993). Aliado a
isto, & considerada como a principal limitacdo do teste a inexisténcia de
bacteri6fagos para uma boa parte de sorovares (Threlfall & Frost, 1990).

O padréo de resisténcia a antimicrobianos também tem sido aplicado na tipagem
de Salmonella, tendo maior valor em clones multirresistentes e sempre em
combinacdo com outros métodos (Helmuth et al., 1985). Tal fato se deve ao
crescente isolamento de cepas de Salmonella que apresentam resisténcia a um ou
varios antimicrobianos possibilitando o reconhecimento, inclusive, de clones
epidémicos portadores destas caracteristicas (Tauxe, 1991; Asensi & Hofer, 1994).

A caracterizagdo antigénica e monitoramento da resisténcia, objeto da presente
avaliacao, representam valiosas ferramentas na epidemiologia de Salmonella sp,
permitindo assim, o conhecimento quanto a fonte de disseminacdo, em sorovares
cuja incidéncia em nosso meio é elevada, ou ainda a possibilidade de surpreender
aqueles que possam representar condi¢ao de risco.

7. ENTEROCOCCUS E RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Os enterococos apresentam uma moderada resisténcia aos aminoglicosideos
resultando em uma MIC de 4 a 250 ug/ml (Standiford, deMaine, Kirby, 1970;
Zimerman, Moellering Jr, Weinberg, 1971; Zervos, Mikesell, Scharberg, 1986).
Essa classe de antibibticos, quando utilizada em conjunto com os B-lactamicos
produzem um efeito bactericida.

Enterococos podem adquirir elevado nivel de resisténcia aos aminoglicosideos por
trés mecanismos distintos: alteracdo do sitioalvositioalvo no ribossomo,
interferéncia no transporte do antibiético e modificagdo enzimatica do antibiético.
Os dois primeiros mecanismos ocorrem por mutagcdo no cromossomo, enquanto o
terceiro é geralmente mediado por plasmideo (Couvarlin, Carlier, Collatz, 1980;
Leclercq et al.,, 1992). Em enterococos isolados de amostras clinicas, o alto nivel
de resisténcia é geralmente mediado pela presenca de enzimas modificadoras de
aminoglicosideos. Entretanto, algumas cepas de E. faecalis com resisténcia a
estreptomicina podem ocorrer, sendo esta também resultante da mutagdo do gene
associado ao ribossomo (Eliopoulos et al., 1984).

Enterococos com elevado nivel de resisténcia a estreptomicina e kanamicina foram
primeiramente reportados em 1970. O reconhecimento deste perfil para ambos os
antimicrobianos favoreceu o uso da gentamicina na terapia combinada com a
penicilina, para os casos de infec¢des graves (Moellering Jr et al., 1970).



Resisténcia a concentragdes elevadas de gentamicina foi reportado primeiramente
em E. faecalis isolado na Franga em 1979 (Horodniceanu et al., 1979), sendo agora
uma prevalente nesta espécie. A ocorréncia de cepas com este perfil tém sido
reportadas por centros de pesquisa na Europa, Japao, Estados Unidos, Canada,
Tailandia, Chile, Australia e Argentina (Murray & Mederski-Samaroj, 1983; Zervos,
Mikesell e Schaberg, 1986; Utley et al., 1988; Smyth, Stevens e Holimann, 1989).
Em 1988, trés cepas de E. faecium nao relacionadas, apresentando alto nivel de
resisténcia a gentamicina, estreptomicina, kanamicina e tobramicina, foram
reportadas pela primeira vez (Eliopoulos et al., 1988).

Os enterococos apresentam uma resisténcia intrinseca moderada para penicilina e
ampicilina quando comparados com o0s estreptococos (Murray, 1991; Gray,
Stewart, Peddler, 1991; Moellering Jr, 1992). Amostras de E. faecalis apresentam
uma MIC para ampicilina e penicilina que variam de 1-8 ug/ml, enquanto E. faecium
apresentam uma maior resisténcia, com MIC variando entre 8-64 ug/ml (Moellering
Jr et al, 1979; Murray, 1990; Murray, 1992). A resisténcia intrinseca,
principalmente as cefalosporinas, parece ser devido a baixa afinidade das
proteinas ligadoras de penicilina (PBP) pelo antimicrobiano. Essa resisténcia é
diretamente proporcional a quantidade ou a afinidade da PBP5 (Fontana, 1985;
Herman & Gerding, 1991; Molellering Jr, 1991; Fontana et al., 1994; Lecrercq &
Couvarlin, 1997).

Os antimicrobianos B-lactamicos apresentam acao bacteriostatica contra os
enterococos, necessitando da sua combinacdo com um aminoglicosideo para se
obter uma acado bactericida (Moellering Jr, Wennersten, Weinberg, 1971). Os
primeiros relatos de cepas altamente resistentes a penicilina comegaram a surgir
no final da década de 1980 (Bush et al., 1989; Sapico et al., 1989).

A resisténcia adquirida aos B-lactamicos pode ser devida a alteragao das PBPs,
atribuindo um nivel de resisténcia mais elevado (MIC >128 ug/mL) do que aquele
referente a resisténcia intrinseca entre os enterococos. Esse mecanismo confere
resisténcia a todos os B-lactamicos, incluindo carbapenens (Murray, 1990; Jones &
Sader, 1993).

Um segundo mecanismo de resisténcia adquirida pode ser resultante da sintese da
enzima B-lactamase (Lecrercq & Couvarlin, 1997). A primeira cepa de E. faecalis
produtora de B-lactamase foi isolada em 1981 nos Estados Unidos, sendo,
posteriormente, isolada na Argentina e no Libano (Murray, 1992). A resisténcia
resultante da produgéo desta enzima é rara, normalmente mediada por plasmideo
e podendo estar associada com o alto nivel de resisténcia a gentamicina (Murray,
1992).

Os antibiéticos glicopeptidicos inibem a sintese da parede celular em bactérias
Gram-positivas, pela interacdo com o grupamento terminal D-alanina-D-alanina (D-
ala-D-ala), das cadeias laterais do pentapeptideo precursor do peptideoglicano
(Dutka-Malen et al., 1990; Johnson et al., 1990; Shlaes & Binczewski, 1990). Este
grupo de antibi6tico € bacteriostatico contra os enterococos e sua tolerancia tem



sido demonstrada (Mandell et al., 1970; Krogstad & Parquette, 1980). Semelhante
aos antimicrobianos ativos em parede celular, sua atividade bactericida é obtida
quando este é combinado a um aminoglicosideo (Mandell et al., 1970; Krogstad &
Parquette, 1980; Moellering Jr, 1991). Essa acao faz deste grupo de antibiético,
uma escolha apropriada para o tratamento de infec¢des graves por enterococos
quando o uso de penicilina ou ampicilina € impedido por alergia ou resisténcia aos
antibiéticos B-lactamicos (Mandell et al., 1970; Krogstad & Parquette, 1980; Shlaes
& Binczewski, 1990; Couvarlin, 1990; Moellering Jr, 1992).

Enterococos resistentes a vancomicina (VRE) ndo eram reconhecidos até 1988
quando relatos foram publicados na Inglaterra (Uttley et al., 1988), Franca (Leclercq
et al., 1988) e Estados Unidos (Kaplan, Gilligan, Facklam, 1988). A partir de 1989,
VRE passaram a ser identificados nos Estados Unidos através de um estudo
realizado pelo “National Nosocomial Infections Surveillance System” - NNISS
(CDC, 1993), no Reino Unido, Franca, Alemanha e Espanha (Uttley et al., 1989;
Woodford et al., 1995; Woodford, 1998).

Estudos iniciais realizados com VRE classificaram esses microrganismos
baseando-se nas caracteristicas fenotipicas (Leclercq & Couvarlin, 1997).
Primeiramente foram descritos os fenétipos VanA e VanB tanto para E. faecalis
como para E. faecium. As caracteristicas das cepas com fenétipo VanA sdo: alta
resisténcia a vancomicina (CIM > 64 ug/ml) e resisténcia a teicoplanina variando de
moderada a alta (CIM >16 ug/ml) (Leclercq et al., 1988; Couvarlin, 1990). Este
fen6tipo é frequentemente mediado por um transposon, que € induzido pela
presenca de glicopeptideos (vancomicina, teicoplanina, avoparcina e ristocetin) e
por ndo-glicopeptideos como bacitracina, polimixina B e robenidina. Estes ultimos
sao antimicrobianos utilizados no tratamento de infecées em frangos de granja (Lai,
1996). O fendtipo VanA tem sido ocasionalmente detectado em outras espécies,
incluindo E. casseliflavus, E. gallinarum e E. durans (Dutka-Malen et al., 1994;
Cercenado et al., 1995; Jones et al., 1995).

No fenétipo VanB as cepas apresentam um padrdao de resisténcia para
vancomicina cuja CIM pode variar de 4 a > 1000 pg/ml, mas mantendo
suscetibilidade a teicoplanina (Quintiliani, Evers, Couvarli, 1993; Boyce et al.,
1994). O fendtipo VanB se diferencia do VanA, por sofrer inducao de resisténcia
somente na presencga da vancomicina e ndo na presenca da teicoplanina.

Posteriormente aos fenétipos VanA e VanB, outros foram identificados como VanC,
VanD e VanE. O fendtipo VanC apresenta baixo nivel de resisténcia para
vancomicina (CIM 4 a 32 ug/ml) e sdo suscetiveis a teicoplanina, sendo uma
propriedade inerente das espécies E. gallinarum e E. casseliflavus (Dutka—Malen et
al., 1994). Esta propriedade nao é transferivel e esta relacionada com a presencga
de dois genes vanC-1 e vanC-2, respectiva e diretamente relacionados as
espécies. Estas espécies parecem apresentar duas ligases e com isso apresentam
duas terminacbes para a formacao do pentapeptideo precursor da parede celular,
D-ala-D-ala e D-ala-D-serina. A presenca destes dois precursores poderia explicar



a ocorréncia de cepas suscetiveis ou com baixo nivel de resisténcia a vancomicina
(Navarro & Couvarlin, 1994).

O fendtipo VanD foi detectado em uma cepa de E. faecium, que apresentou
resisténcia moderada e constitutiva a vancomicina (CIM > 64 ug/ml), sendo baixo o
nivel de resisténcia para teicoplanina (CIM = 4 ug/ml). Esta resisténcia nao é
transferivel para outro enterococo. O sequenciamento parcial do gene ligase deste
fendtipo mostrou 69% de similaridade com os genes ligase vanA e vanB (Perichon,
Reynolds, Couvarlin, 1997). Recentemente trés cepas de E. faecium resistentes a
vancomicina com fenétipo VanD foram isoladas em Boston (Ostrowsky et al.,
1999). O fendtipo VanE, foi descrito por Fines et al. (1999) e parece ser induzido e
nao, transferivel, sendo detectado em uma cepa de E. faecalis que apresentou
baixo nivel de resisténcia a vancomicina (CIM = 16 ug/ml) e suscetibilidade a
teicoplanina (CIM = 0,5 pg/ml). Este novo fenétipo tem similaridade com a
resisténcia intrinseca do fendtipo VanC. O fendtipo VanG, descrito mais
recentemente, foi detectado em uma cepa de E. faecalis, que apresentou
moderado nivel de resisténcia a vancomicina (CIM=16 ug/ml) e sensibilidade a
teicoplanina, e nenhuma amplificacdo com a utilizagdo de iniciadores especificos
para os demais genoétipos de resisténcia a vancomicina ja descritos (Mc Kessar et
al., 2000).

Embora muito se tenha estudado sobre a epidemiologia do enterococo resistente a
vancomicina (VRE), principalmente nos recentes anos, um consenso sobre qual
seria o principal reservatério ainda nao foi definido. Tem-se sugerido que a origem
dos VRE é hospitalar, sendo posteriormente disseminados para a comunidade
(Frieden et al., 1993). Entretanto, uma cepa de E. avium resistente a vancomicina
foi isolada de uma paciente de um hospital geral, no qual este antibiético nao vinha
sendo utilizado ha seis meses na rotina hospitalar (Rao ef al., 1992). Ademais, uma
cepa de E. faecium resistente a vancomicina foi isolada de um paciente sem
histérico de internacdo ou exposicdo a antibiéticos (Gradon, 1994). Tais achados
sugerem que a pressao seletiva que ocorre nos hospitais ndo é necessaria para o
surgimento de VRE. Os enterococos fazem parte da microbiota humana, portanto,
tem sido reportado o isolamento de VRE em aguas de esgoto (Klare et al., 1993;
Torres et al., 1994; Bates, Jordens & Griffiths, 1994).

Bates et al. (1993) publicaram o primeiro relato sobre o isolamento de VRE fora do
ambiente hospitalar, na area urbana da Inglaterra. Anos depois, os autores
relataram o isolamento de VRE a partir de amostras de fezes de gado e de frangos
nao cozidos, comprados em lojas de varejo. Klare et al. (1993) relataram o
isolamento de VRE em pequenas cidades da Alemanha, detectando-o em
amostras de adubo originario de granjas ou fazendas de suinos. Em 1995, estes
pesquisadores isolaram E. faecium VanA de carne de frangos e suinos congelados
e de fezes humanas, de 12 entre 100 habitantes ndo hospitalizados, na area rural
(Klare, Heier, Claus, Witte, 1995).

Posteriormente, Klare et al. (1995) sugeriram a relacdo do isolamento de VRE com
0 uso da avoparcina, um antibiético do grupo dos glicopeptideos, usado como



promotor de crescimento no interior da Europa. A associacao entre o isolamento de
VRE a partir de alimentos animais, especialmente aves, e o uso da avoparcina tem
sido confirmado por estudos epidemiolégicos na Dinamarca (Aarestrup, 1995;
Aarestrup et al., 1996), Noruega (Kruse & Rorvik, 1996) e Suica (Bogaard et al.,
1996). A ligagdo entre colonizacdo de animais, utilizados para produtos
alimenticios, e de humanos por VRE foi sugerida por Bates et al. (1993), devido ao
isolamento de VRE com ribotipos idénticos de amostras humanas e de carcaca de
frangos (Klare et al., 1993).

A deteccao de VRE em animais, como frangos e suinos utilizados para producao
de alimentos, representa um importante achado epidemiolégico da colonizagéo e
infeccdo em humanos. Portanto, VRE podem estar presentes em pessoas que nao
estdo associadas com o ambiente hospitalar, como descrito por varios estudos
realizados na Europa (Jordens, Bates, Griffiths, 1994; Donnelly et al., 1996).

Por outro lado, nos Estados Unidos o ambiente hospitalar parece ser o maior
reservatério de VRE em pacientes portadores no TGl (Boyce, 1997). Por sua vez,
em um estudo realizado no Texas ndo se isolou VRE das fezes e de carcacas de
frango (Murray, 1995; Murray, 1997).

Existem poucas evidéncias que sugerem a transmissao de VRE de adultos saos
para a comunidade (Murray, 1995; Bais, Freundlich, Currie, 1996; Coque et al.,
1996). Entretanto, dois casos de aparente infec¢ao urinaria por VRE, adquirida na
comunidade, na cidade de Nova York, foram reportados (Friden et al., 1993).

Apesar da proibicdo nos Estados Unidos e em varios paises da Europa, o uso da
avoparcina como aditivo alimentar foi liberado no Brasil por um periodo de 10 anos.
A partir de 1998, a avoparcina foi retirada da agricultura brasileira (Leme, Ferreira e
Pignatari, 1999).

No Brasil ha poucos estudos com o objetivo de avaliar a presenca do VRE fora do
ambiente hospitalar. Recentemente foi publicada a avaliagdo do perfil de
sensibilidade aos glicopeptideos de enterococos isolados de aves comerciais,
realizada no periodo de 1996 a 1997, em aviarios proximos a cidade de Sao Paulo
(Leme et al., 2000). A suscetibilidade a avoparcina, teicoplanina e vancomicina foi
determinada em duzentos e dezessete amostras de enterococos, isoladas de fezes
de frango. N&o foi detectado VRE entre as amostras analisadas, porém observou-
se um porcentual alto no isolamento de E. faecium da microbiota fecal, em 52,8%
dos frangos estudados. O isolamento de VRE a partir de fontes de alimento animal
sugere que a transmissao para 0 homem por esta via possa ocorrer, porém provas
conclusivas ainda ndo foram obtidas (Witte & Klare, 1995).

Superficies de ambiente e equipamentos médicos do quarto aonde os pacientes se
encontram frequentemente se tornam contaminados com VRE, podendo servir
como um reservatorio para o microrganismo hospitalar (Boyce et al.,, 1994). Em
poucas situacdes essa bactéria pode colonizar o trato gastrintestinal de
profissionais da saude, porém, o significado epidemiolégico deste achado ainda
nao esta claro (Handwerger et al., 1993; Jordens, Bates, Giriffthis, 1994).



A transmissado de VRE por profissionais da area da saude, cujas maos passam a
estar temporariamente contaminadas com esta bactéria, para pacientes é
possivelmente a forma mais comum de transmissdo hospitalar (Huycke, Sham,
Gilmore, 1998, Moellering Jr, 1992). A despeito da fonte, a transmissao pessoa a
pessoa ou por fémites, tanto intra quanto inter-hospitalar, tem sido descrita na
literatura (Murray, 1991; Karanfil et al., 1992; Murray, 1992; Boyle, 1993).

A tetraciclina provavelmente penetra na célula bacteriana por difusdo passiva e
atua na subunidade ribossémica 30S, impedindo a ligacdo do tRNA, bloqueando o
aporte de aminoacidos e resultando na inibicdo da sintese protéica. Um crescente
namero de espécies bacterianas tem adquirido resisténcia a atividade
bacteriostatica da tetraciclina (Fluit ef al., 2001). Essa resisténcia pode ser devido a
alteracées cromossOmicas resultantes de mutacao, afetando a permeabilidade da
membrana externa ou adquirida, pela transferéncia de plasmideos e transposons
(Konemam, 1997; Quintiliani et al., 1999). Diferentes genes conferindo resisténcia a
tetraciclina tém sido encontrados, incluindo os genes tetK, tefl, tetM, tetO e tetS
(Burdett e col., 1982; Brunton, 1984; LeBlanc e col., 1988; Charpentier e col.,
1993).

O cloranfenicol tem acdo bacteriostatica por inibicdo da sintese protéica. O
antibiético impede a ligacdo do RNA mensageiro ao ribossomo, por fixar-se na
fracao 30S do ribossomo, competindo com o acido nucléico. Porém sua acao mais
importante resulta de sua ligacao a fracdo 50S do ribossomo, inibindo a acao da
peptidiltransferase, bloqueando a unido dos aminodcidos na formacado do
polipeptideo (Murray, 1990; Tavares, 1996, Fluit e col., 2001).

O cloranfenicol € um antibiético ativo contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Sua ampla atividade associada a facilidade de administragéo por via oral
e relativo baixo custo, fizeram com que, juntamente com as tetraciclinas, tornasse
um dos antibi6ticos mais utilizados na clinica (Murray, 1990; Tavares, 1996, Fluit et
al., 2001). O principal mecanismo quimico da resisténcia ao cloranfenicol, consiste
na sua inativacdo enzimatica, pela enzima cloranfenicol-acetiltransferase,
produzida pelo gene cat. Detecgéo de resisténcia ao cloranfenicol por técnicas de
biologia molecular ndo tém sido estudadas (Fluit et al, 2001). O segundo
mecanismo de importancia na resisténcia ao cloranfenicol baseia-se na
impermeabilidade do microorganismo a droga (Murray, 1990; Tavares, 1996).

Como os demais antibiéticos macrolideos, a eritromicina é bacteriostatica, podendo
tornar-se bactericida em concentracbes elevadas ou em contato com
microorganismos extremamente sensiveis. Atua por inibicdo da sintese de
proteinas quando se ligar a fracdo 50S do ribossomo. O principal mecanismo de
resisténcia consiste na modificacdo da unidade 50S do ribossomo bacteriano. Em
enterococos, a resisténcia a eritromicina € frequentemente mediada pelo gene
ermB, seguido pelo gene ermA (Fluit et al., 2001).

A quinupristina-dalfopristina € uma associacdo de duas estreptograminas, sendo
uma do grupo A e uma do grupo B. Os componentes individuais tém acgéo



bacteriostatica, porém quando associados a combinacdo é frequentemente
bactericida. Estes antimicrobianos penetram na célula bacteriana via difusao
passiva € ligam-se a subunidade 50S do ribossomo. A resisténcia as
estreptograminas pode ser cromossémica ou mediada por plasmideos. Uma
bomba de efluxo conferindo resisténcia a dalfopristina aparenta ser uma
caracteristica intrinseca de E. faecalis. Por isso, esta combinagdo quinupristina-
dalfopristina é frequentemente menos efetiva contra E. faecalis (Eliopoulos, 2003).

Os mecanismos de resisténcia bacteriana a estreptogramina B sao difundidos entre
0s enterococos e mediados via gene ermB. Este mecanismo resulta na resisténcia
da bactéria a todos os macrolideos, lincosaminas e estreptograminas do grupo B,
permanecendo sensiveis as estreptograminas do grupo A. (Eliopoulos, 2003).

A linezolida € o primeiro antibiético da classe da oxazolidinona, e sua agao é
bacteriostatica. Atua por inibicdo da sintese de proteinas, ao ligar-se a fracdo 50S
do ribossomo. O principal mecanismo de resisténcia consiste na modificacao da
unidade 50S do ribossoma bacteriano (Jones et al., 2002).



PARTE 1I: PROGRAMA NAQIONAL DE MONITORAMENTO DA
PREVALENCIA E DA RESISTENCIA BACTERIANA EM FRANGO -
Prebaf:

1 HISTORICO

O Prebaf — Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia
Bacteriana em frango surgiu como resultado das discussdes do Grupo de Trabalho
sobre Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos, instituido pela Anvisa
através da Resolugdo-RDC n® 5/2000, foram apresentadas propostas e
recomendacgdes com foco na avaliagdo de risco quanto ao uso de medicamentos
veterinarios em animais produtores de alimentos. Tais proposicées constam do
documento de base denominado “Medicamentos Veterinarios e Saude Publica:
uma Proposta de Acao para a Anvisa, aprovada em 2001 pela Diretoria Colegiada.

Destaca-se como principal recomendacédo para as agdes de vigilancia sanitaria em
relacdo ao assunto, a implantacéo de dois programas de monitoramento, sendo um
para avaliagdo de residuos, iniciado em 2002 como “Programa de Andlise de
Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal —
PAMVET, e outro para avaliacao do perfil de resisténcia de bactérias isoladas em
carne de frango, que foi traduzido no Prebaf relatado no presente documento.
Especificamente em relagdo a este ultimo, deveria ser instituido um programa de
abrangéncia nacional, onde seria pesquisada a resisténcia de Salmonella e
Enterococcus aos antimicrobianos em amostras colhidas no ponto de exposi¢cdo ao
consumo.

Com aprovagao da Resolugdo-RDC Anvisa n® 12, de 02/01/01, que excluiu a
obrigatoriedade da pesquisa de Salmonella spp. em carnes in natura de aves,
devido as limitacbes tecnoldgicas que impossibilitam garantir a auséncia desse
microrganismo no produto, tornou-se necessario implementar um Programa
Nacional capaz de determinar a prevaléncia e a quantificacdo das espécies do
género Salmonella nesse tipo de carne, como subsidio para futuras opcdes de
gerenciamento de risco microbiolégico em relacéo ao alimentos em questdo. Como
contrapartida a exclusao do parametro Salmonella spp. determinou-se, por meio da
Resolucao-RDC n® 13, de 02/01/01, a exigéncia de apor dizeres de rotulagem,
instruindo o consumidor sobre o adequado uso, preparo e conservagcao das carnes
de aves.

Nesse contexto, o Prebaf foi desenhado pelas geréncias envolvidas com o tema
(GACTA e GICRA), tendo por foco a determinacao da prevaléncia e quantificacao
das espécies do género Salmonella em carne de frango exposta ao consumo
humano, bem como a verificagcdo do cumprimento das disposi¢coes constantes da
Resolugao-RDC Anvisa n? 13/01. Ao mesmo tempo, num esforgo para racionalizar
recursos e otimizar resultados, definiu-se em um anico Programa, por abordar
também a pesquisa de prevaléncia e da resisténcia bacteriana de Enterococcus
spp, a partir da mesma matriz de andlise.



Nesse sentido, o presente documento fornece um detalhamento sobre o Programa,
como parte da estratégia de acdo da Anvisa para a area de alimentos, pautada nas
parcerias com os Estados por meio das VISAs e LACENSs.

2 INFORMACOES TECNICAS

A prevencao da contaminacao das aves apresenta como fatores limitantes a ampla
distribuicdo da bactéria no ambiente e a existéncia frequente de portadores
assintomaticos. Nenhum outro processo de tratamento, exceto irradiagao ionizante,
eliminard a salmonela da carcaca mantendo as caracteristicas originais da carne
crua com a manutencao das caracteristicas das aves cruas. No entanto, a adogao
de medidas higiénico-sanitarias no manuseio e processamento de aves, o controle
de racbes e alimentos desses animais, a rigida adog¢ao de praticas higiénicas na
criacdo, transporte e abate a distinta separacédo em nivel industrial das operacdes
com matérias-primas daquelas com produtos em processo ou terminados, a
rigorosa adocado de programas de limpeza e desinfeccdo das instalacbes e
equipamentos e a prevencao de contaminacgdes cruzadas sdo medidas importantes
que contribuem para a reducéo dos niveis de contaminacao.

E crescente a preocupacdo mundial quanto ao aumento da resisténcia adquirida
por espécies de bactérias a algumas moléculas com agédo antimicrobiana de uso
humano na produgdo de animais, reduzindo a disponibilidade de substancias
eficazes e indispensaveis ao tratamento e prevencao de doengas infecciosas. O
aumento do uso dos antimicrobianos associados as inovagdes na tecnologia de
producdo, 0s novos métodos no processamento da carne de frango e sua grande
comercializagao contribuiram para o aumento da produtividade e a diminuicdo do
tempo de producdo e do custo. Por essa razdo, esse alimento mais acessivel
passou a integrar significativamente a dieta brasileira e, consequentemente,
aumentou a exposicao do consumidor a agentes que podem significar um risco a
saude humana.

Os enterococos, por sua vez, sdo bactérias consideradas agentes comensais
comumente isolados do intestino grosso dos seres humanos, animais e meio
ambiente. Nos Ultimos anos, entretanto, as espécies E. faccalis e E. faecium tém
provocado surtos hospitalares de dificil controle, podendo causar infeccoes com
limitadas opgbes terapéuticas, notadamente no caso de cepas resistentes a
antimicrobianos tais como beta-lactamicos, aminoglicosideos e glicopeptideos.
Estudos sobre a cadeia epidemioldgica dos enterococos tém mostrado que animais
produtores de alimento podem formar reservatérios de enterococos resistentes e
contribuir, assim, para a disseminagdo da bactéria. Nesse sentido, enterococos
resistentes tém sido isolados em carne de frango expostas ao consumo humano
em diversos paises.

Qualquer alimento que contém Salmonella € um risco potencial para o consumidor,
cuja veiculacao é facilitada, na atualidade, pela mudanca nos habitos alimentares
da populacdo. A necessidade cada vez mais intensa de producdo/oferta de
alimentos tem como fatores de risco, falhas quanto ao manuseio, transporte muitas



vezes em condigdes inadequadas, aliados a auséncia de critérios basicos de
higiene e saneamento, os quais favorecem a disseminagao (OMS,1988).

3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Elaboracdo de diagnéstico sobre os niveis de contaminacao de Salmonella spp e
Enterococcus spp em carne de frango comercializada no Brasil e a propagacéo de
resisténcia antimicrobiana, com vistas a definicdo de medidas de intervengéao.

3.2 ESPECIFICOS

= Avaliar a prevaléncia, 0 numero de organismos e o perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos de cepas de Salmonella spp. isoladas em carcacas de
frango congeladas expostas ao consumo.

= Avaliar o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de cepas de
Enterococcus spp. isoladas em carcacas de frango congeladas expostas ao
consumo.

» Verificar a adequacao dos dizeres de rotulagem do produto quanto as
exigéncias legais, com destaque a Resolugao - RDC Anvisa n? 13/01.

4 - MATERIAL E METODOS
4.1. Plano amostral
4.1.1. Cobertura e periodo de execucgao

O Prebaf foi executado no periodo de agosto/2004 a julho/2006 em 13 Estados e
no Distrito Federal (Alagoas, Amapa, Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte,
Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sao Paulo: Capital e Ribeirdo Preto),
cobrindo, portanto, as cinco grandes regides do Brasil conforme ilustrado na Figura
1. Esses Estados respondem em conjunto por 83% da producédo brasileira de
frango, que em 2005 foi da ordem de 4,42 bilhdes de cabegas (Fonte: MAPA,
IBGE). Assim, as amostras foram coletadas pelos 6rgaos de vigilancias sanitarias
(VISA) de todas as regides do Brasil, compreendendo, na regidao Norte, o0 Amapa
(AP); na Nordeste, Alagoas (AL), Ceara (CE) e Rio Grande do Norte (RN); na
Centro-Oeste, o Distrito Federal (DF), Goias (GO) e Mato Grosso do Sul (MS); na
Sudeste, o Espirito Santo (ES), Minas Gerais (MG), Rio de Janeiro (RJ) e Sao
Paulo (capital e municipio de Ribeirdo Preto); e na Sul, Parana (PR), Santa
Catarina (SC) e Rio Grande do Sul (RS).



Figura 1. Orgaos de vigilancia sanitaria que coletaram amostras para execucdo do Prebaf. 2004-
2006.

4.1.2. Nomero e tipo de amostras

Neste programa de monitoramento, os parametros selecionados foram a
prevaléncia esperada de 10%, um nivel de confian¢ca de 90% e margem de erro
admitido de 1%. Isso significaria processar 2429 unidades amostrais utilizando-se
como referéncia o Quadro 5. Foi definida como meta para cada estado a colheita
de 10 unidades amostrais de frango por més, durante um ano e meio (18 meses).
Em Sado Paulo a meta estabelecida foi de 20 unidades amostrais/més, distribuidas
entre a capital e a cidade de Ribeirdo Preto. Com isso o numero total de unidades
amostrais foi de 2710, dando-se assim uma margem maior a representatividade da
pesquisa.



Quadro 5. Numero de amostras em funcao da prevaléncia de resisténcia esperada
na populacao.

Nivel de confianga
Prevaléncia 90% 95%
Esperada Margem de erro admitida Margem de erro admitida

10% 5% 1% 10% 5% 1%
10% 24 97 2429 35 138 3445
20% 43 173 4310 61 246 6109
30% 57 227 5650 81 323 8003
40% 65 260 6451 92 369 9135
50% 68 270 6718 96 384 9512
60% 65 260 6451 92 369 9135
70% 57 227 5650 81 323 8003
80% 43 173 4310 61 246 6109
90% 24 97 2429 35 138 3445

Fonte: OIE (2000).

4.2. PROCEDIMENTOS DE AMOSTRAGEM E DE ANALISE

Os procedimentos de colheita e amostragem foram realizados pelas VISAs e
estavam descritos no POP especifico: Colheita de Amostras e Medidas de
Intervencdo — GICRA/GGALI, onde constavam as seguintes informagdes:

- Marca;

- Fabricante;

- Endereco;

- Local de coleta;

- Endereco;

- Adequacao (ou ndo) aos dizeres de rotulagem;

- Salmonella (auséncia ou presenca);

- Enterococcus em analises com e sem vancomicina (presenca ou auséncia).

Os dados recebidos foram tabelados utilizando-se o programa Epi-Info (™) -
Database and statistics software for public health professionals. Versao 26/04/2004.

As amostras para pesquisa de salmonela foram recebidas e processadas conforme
estabelecido no Procedimento Operacional Padrao — POP, do INCQS: Recepcéo e
Processamento Inicial de Amostras de Carcagas Congeladas de Frango. Cada
unidade do produto foi analisada individualmente, ndo sendo possivel a mistura das
aliquotas retiradas de cada unidade amostral. Uma das 05 unidades de amostra de
mesma marca foi analisada utilizando-se metodologia quantitativa conforme
descrito no POP do INCQS: Pesquisa e Contagem de Salmonella spp. em
Carcagas Congeladas de Frango. As demais amostras colhidas foram analisadas
seguindo somente a metodologia qualitativa, descrita no POP acima.

As amostras para pesquisa de enterococos foram analisadas utilizando-se
metodologia qualitativa conforme descrito no POP do I|AL: Pesquisa de
Enterococcus spp. em Carcacas Congeladas de Frango.



As cepas isoladas de Salmonella e Enterococcus foram encaminhadas,
respectivamente, ao Instituto Osvaldo Cruz — I0C e Instituto Adolfo Lutz — IAL, de
acordo com os respectivos POPs (Manutencdo de Cepa de Enterococo para ser
Enviada ao Laboratério de Referéncia e Transporte de substancias infecciosas
para o laboratério de referéncia.

Em relagéo a rotulagem, o Laboratério encaminhou os laudos sobre a anélise de
rotulagem para a VISA responsavel pela colheita da amostra, seguindo as
instru¢des constantes do POP: Colheita de Amostras e Medidas de Intervencéo —
GICRA/GGALI.

Para a andlise de Salmonella spp., cada laboratério enviou mensalmente as
planilhas com os resultados das andlises quantitativas e qualitativas para a VISA
do estado correspondente, que seguiu as instrucdes constantes do POP: Colheita
de Amostras e Medidas de Intervencdo — GICRA/GGALI. A VISA, por sua vez,
encaminhou as planilhas para GGALI/ANVISA, que consolidou os resultados.
Quanto aos resultados referentes a identificacdo de espécies, caracterizagdo de
sorovares, perfil bem como identificacdo dos genes de resisténcia, o Laboratério de
Enterobactérias do I0C os encaminhou a GGALI/ANVISA e ao LACEN do estado
correspondente as cepas recebidas.

Na analise de Enterococcus spp. o fluxo foi idéntico ao de Salmonella spp., sendo
que as analises de identificacdo das espécies e do perfil e genes de resisténcia a
vancomicina foram realizadas pelo IAL/SP.

A suscetibilidade aos antimicrobianos de Enterococcus spp. e Salmonella spp. foi
avaliada por meio da determinacdo da concentragéo inibitéria minima (CIM) por
microdiluicdo em caldo, com base na metodologia recomendada pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI/NCCLS , 2004, 2005 e 2006).

A escolha dos antimicrobianos testados foi baseada nos seguintes critérios:

- importancia de seu uso em medicina humana;

- situacao de resisténcia ocorrente e de interesse do pais;

- utilizacdo de antimicrobianos em medicina veterinaria que possa desenvolver
resisténcia cruzada aqueles de uso em medicina humana.

Para avaliacdo da suscetibilidade de Salmonella spp. e Enterococcus spp.,
originalmente foram selecionados os seguintes antimicrobianos:

Para Salmonella spp.: ampicilina, ceftriaxona, ceftazidima, cefepime, tetraciclina,
amoxacilina/ac. clavulamico, gentamicina, estreptomicina, cloranfenicol, florfenicol,
sulfonamida, trimetoprim, sulfametoxazol/trimetoprim, ac. nalidixico, ciprofloxacina,
enrofloxacina, imipenem, nitrofurantoina, cefalotina, cefoxitina, ceftiofur, cefuroxima
e aztreonam.

Para Enterococcus spp.: ampicilina, vancomicina, teicoplanina, gentamicina,
estreptomicina, ciprofloxacina, eritromicina, cloranfenicol, tetraciclina, linezolida e
quinopristina/dalfopristina.



As cepas de enterococos foram armazenadas apds processo de liofilizacao e as de
salmonela em meio de caldo BHI acrescido de 15% de glicerol, a — 70°C.

4.3. PLANO DE ANALISE DE SALMONELAS
4.3.1 Recebimento das amostras

As cepas identificadas presuntivamente como Salmonella spp., pelos Laboratérios
de Saude Publica estaduais (LACEN) ou municipal (IAL- Ribeirdao Preto)
participantes do programa, foram encaminhadas para o Laboratério de
Enterobacterias/IOC/FIOCRUZ, para caracterizacado fenotipica e genotipica. Na
primeira, identificacdo do perfil bioquimico e antigénico conclusivos, suscetibilidade
antimicrobiana e sensibilidade ao painel de fagos especificos; na avaliagdo
genotipica, caracterizacdo dos genes e integrons de resisténcia antimicrobiana.
Apés a recepcédo, todas as informacbes recebidas foram inseridas em banco de
dados (Excel).

As cepas foram remetidas em meio de conservacao, Agar Nutriente Tamponado a
temperatura ambiente, dentro das normas internacionais de transporte de amostras
para diagnéstico (UN 3373).

4.3.2 Reisolamento e identificagcao bioquimica

Partindo do meio de conservacgao, as cepas foram inicialmente reisoladas, a partir
do crescimento em Caldo Nutriente e, apo6s incubacao 18-24h/37°C, semeadura em
Agar Entérico Hektoen. Em etapa subsequente, procedeu-se caracterizacdo de
género e espécies, através da confirmacao bioquimica presuntiva em meio de
triagem de Costa & Vernin (Costa & Holfer, 1972) e Agar Lisina-Ferro a partir dos
quais foi avaliado seu perfil metabdlico. Para tal foram avaliadas as caracteristicas
quanto a fermentacdo de carboidratos e correlatos tais como: lactose, manitol,
dulcitol, salicina e sacarose; descarboxilagéo da lisina e ornitina; producao de indol,
mobilidade e sulfeto de hidrogénio em meio de SIM, produgcdo de ONPG, utilizacdo
do citrato, tartarato, malonato, o qual permitiu a identificacdo conclusiva do género
e da espécie. Paralelamente as cepas foram transferidas para meio de
conservacgao (caldo BHI/glicerol) e mantidas a temperatura de -70°C.

4.3.3 Caracterizacao antigénica

Culturas com perfil compativel com Salmonella spp. foram submetidas a
caracterizagdao antigénica, reconhecendo-se suas fracoes somaticas e flagelares
eventualmente presentes. Esta foi realizada através da técnica de soro-aglutinagéao
rapida, em lamina, com antissoros poli e monovalentes, somaticos e flagelares,



preparados no Laboratério Referéncia Nacional de Cdlera & outras Enteroinfecgdes
Bacterianas, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

4.3.4 Fagotipagem

A fagotipagem foi realizada empregando-se os preparados fagicos especificos para
cada sorovar, gentilmente cedidos pelo Public Health Laboratory Service, Centro de
Referéncia Internacional de Fagotipagem (Colindale, Inglaterra). De um modo
geral, a técnica de fagotipagem consiste na exposicao da cultura bacteriana a uma
colecao definida de bacteriéfagos (preparados fagicos) e sua caracterizacdo de
acordo com os padroes de suscetibilidade apresentados (Callow, 1959; Anderson
etal.,, 1977; Ward et al., 1987; De Sa et al., 1980).

Para tal, as cepas foram submetidas ao crescimento em caldo Fago, incubados a
37°C. Ao atingirem turbidez semelhante ao tubo n® 2 da escala de MacFarland foi
efetuada a semeadura em Agar Fago e em seguida, gotejados 10uL de cada um
dos preparados fagicos. Apds absorcao, foi efetuada a incubacdao a 37°C/18h e
leitura da lise (confluente, opaca, semiconfluente e niumero de placas de lise).

4 3.5 Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

O perfil de resisténcia aos antimicrobianos foi avaliado através da determinagéao da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) por microdiluicao em caldo, com base na
metodologia descrita pelo CLSI (2004-2006), tendo sido utilizado 23 farmacos
representativos das classes de antimicrobianos: beta-lactamicos (penicilinas,
monobactamicos, cefaloporinas (12, 22 e 32 geracdes); fenicdis; tetraciclinas;
quinolonas; aminoglicosideos; antifolatos e nitrofuranos discriminados no Quadro
6. O critério de escolha tomou por base drogas que sao utilizadas sob o ponto de
vista humano e veterinario e a orientagao da OMS (CLSI, 2004-2006), quanto aos
antimicrobianos utilizados no monitoramento da resisténcia bacteriana. Para o
controle na qualidade de execucéo e confiabilidade dos resultados obtidos, cepas
padrdo (Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923) foram testadas sob as mesmas condicdes de
cultivo e incubacao (CLSI, 2004-2006).



Quadro 6. Antimicrobianos utilizados na determinagdo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM).

ANTIMICROBIANOS SIGLA
Fenicois Florfenicol FFC
Cloranfenicol CHL

Betalactamicos
Penicilinas Ampicilina AMP
Amoxicilina + Ac.Clavulanico AMC
Cefalosporinas Cefalotina CEP
Cefoxitina FOX
Ceftriaxona CRO
Ceftiofur TIO
Ceftazidima CAZ
Cefuroxima CXM
Cefepime FEP
Monobactamicos Aztreonan ATM
Carbapenens Imipenem IPM
Aminoglicosideos Estreptqm|0|na STR
Gentamicina GEN
Quinolonas Af:ido nalidi.xico NAL
Ciprofloxacina CIP
Enrofloxacina ENR
Tetraciclinas Tetraciclina TCY
Antifolatos Sulfonamida SSS
Trimetoprim TMP
Sulfametoxazol-trimetoprim SXT
Nitrofuranos Nitrofurantoina NIT

4.3.6 Deteccéao dos genes de resisténcia em Salmonella

O teste da PCR foi empregado para a identificacdo de genes codoficantes de
resisténcia aos betalactamicos, particularmente cefalosporinas de 32 geracao, de
uso humano e veterinéario, sulfonamidas, trimetropim, tetraciclina e estreptomicina,
tendo sido analisadas as cepas de S. Enteritidis, S. Mbandaka, S.
Schwarzengrund, S. Minnesota, S. Heidelberg (14), S. Infantis (17), S.



Thyphimurium (8) e S. Argona (9), adotando como critério de selegdo o perfil de
resisténcia das cepas aos antimicrobianos correspondentes ao grupo de genes
analisados.

O DNA foi extraido como kit QIAGEN ap6s o crescimento das culturas a 35°C em
agar Muller-Hintonr. Foram utilizados os primers discriminados no Quadro 7. A
mistura inclui 1,0 uM dos primers, 1 x Taq polymerase buffer, 1,5 mM MgCl,, 200
UM de cada nucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, e dTTP) (Gibco BRL, Burlington,
Ontario), 0,025 U/ul Taqg polymerase (Gibco BRL, Burlington, Ontério), e
aproximadamente 1 ug do DNA. As condigbes de amplificagdo foram 94°C/10
minutos, 1 ciclo; 94°C/1 minuto, 56°C/1 minuto, 72°C/2 minutos, 35 ciclos. Em
sequéncia foi efetuada a corrida eletroforética em agarose a 1% a 100 V por 1 h. A
visualizacdo da migracao das bandas foi obtida através da coloracdo com solucao
de brometo de etidio (1%) sob UV. O padrao de peso molecular de 100-bp ou 1-kb
ladder (GIBCO BRL) foi usado para estimar o tamanho do amplicom.

Quadro 7. Primers empregados para caracterizacao dos genes de resisténcia.

Gene Sequéncias

blacmy-2 5- GACAGCCTCTTTCTCCACA-3
3’- TGGAACGAAGGCTACGTA-5

blapcc-1 5 - CACCGAAGCCGTTAGTTGAT-3’
3’ - GACACCGTTGATGACCTGAT-5’

blatem.1 5- ATAAAATTCTTGAAGACGAAA-3’
3’- GACAGTTACCAATGCTTAATCA-5

blagny 5- ATGCGTTATATTCGCCTGTG-3
3-TGCTTTGTTATTCGGGCCAA-5’

blactx-wm 5- TGCAGYACCAGTAARGTKATGG-3
3’- AARTARGTSACCAGAAYCAGCG-3

sul CAC CGC GGC GAT CGA AAT GC:
GGT TTC CGA GAA GGT GAT

sufl ATC GCT CAT CAT TTT CGG CA:
CTC GTG TGT GCG CAT GAA GT

aadhi GCG CTA AAT GAA ACC TTA AC;
TCG CCT TTC ACG TAG TGG AC

Integron

egro GGC ATC CAA GCA GCA AG:
9'CS/3'CS AAG CAG ACT TGA CCT GA
floR

5-CTG AGG GTG TCG TCA TCT AC-3,
5-GCT CCG ACA ATG CTG ACT AT-3




4.4 PLANO DE ANALISE DE ENTEROCOCOS
4.41 Recebimento das amostras

As amostras com identificacdo presuntiva para o género Enterococcus spp.
identificadas pelos Lacen foram recebidas pelo IAL, foram numeradas e
catalogadas em um banco de dados preparado para o Prebaf no programa EPI-
INFO (versao 6.04d). Apds a numeracao, as cepas foram reisoladas em meio de
cultura de agar sangue com azida distribuido em placa para verificacao de pureza e
para selecdo de uma coldnia para prosseguir as etapas de identificacao, teste de
suscetibilidade antimicrobiana e pesquisa de gene de resisténcia para vancomicina.
Cepas padrao foram utilizadas como controle nos testes fenotipicos e genotipicos:
E. faecalis ATCC 29212, E. faecium 228 (vanA), E. faecalis ATCC 51299 (vanB), E.
gallinarum NCTC 12359 (van-C1) e E. casseliflavus NCTC 1261 (vanC-2).

4.4.2 Identificacédo

A identificagcdo das amostras em género e espécie segue as provas bioguimicas
padronizadas internacionalmente por Facklam & Carey (1985); Facklam & Collins
(1989); Facklam & Sahm (1995) e Facklam & Teixeira (2003).

Apo6s confirmagao da espécie bacteriana, as amostras de enterococos foram
liofilizadas (High Vaccum Freeze Dryer Super Modulyo, Edwards, Sussex,
Inglaterra) em leite desnatado a 10% e mantidas também congeladas em freezer a
menos 20°C e devidamente catalogadas.

4.4.3 Ensaios de determinacgéo

Para os ensaios de determinagéo da CIM, utilizou-se a técnica de microdiluigdo em
caldo, conforme recomendacdes do CLSI (2006). As cepas foram avaliadas frente
a onze antimicrobianos: vancomicina (VAN), teicoplanina (TEC), ampicilina (AMP),
ciprofloxacina (CIP), tetraciclina (TCY), eritromicina (ERI), cloranfenicol (CHL),
linezolida (LNZ) e quinupristina-dalfopristina (QDA). Todas as cepas foram testadas
para a deteccdo de alto nivel de resisténcia aos aminoglicosideos, gentamicina
(GEH) e estreptomicina (STH), conforme técnica descrita pelo manual CLSI (2006).

4.4.4 Caracterizacao genética

A caracterizagdo genética das espécies E. faecalis e E. faecium, pela deteccao de
genes especificos para cada espécie foi realizada pela técnica de reacdo da
polimerase em cadeia (PCR), utilizada para amplificacdo dos genes ddl que
codificam as ligases D-alanina, espécie-especificos (Dutka-Malen e col. 1995).
Para a confirmacao genética do fenétipo VanA geneticamente foi também utilizada
a técnica da PCR. Utilizaram-se sondas dos genes vanA (Dutka-Malen et al., 1990)
assim como, as sondas para vanB (Quintiliani, Evers, Couvarlin, 1993), vanC-1 e
vanC-2 especificos para E. gallinarum (Leclercq et al., 1992), E. casseliflavus
(Navarro & Couvarlin,1994) respectivamente.



5 — RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. RESULTADO CONSOLIDADO DOS ESTADOS (VISA e LACEN)

A meta global de colheita e andlise de carcacas congeladas de frango, segundo as
metodologias definidas no Manual de Procedimentos do Prebaf, foi plenamente
alcancada. Um total de 2.710 unidades amostrais de carcagcas de frango
congelados que correspondem a 542 amostras, foram analisadas pelos 14 Lacens.

Conforme o plano de trabalho apresentado no item 4.2 do item Material e Métodos,
todas as 542 amostras foram analisadas quanto a rotulagem do produto. Conforme
dados apresentados na Tabela 1 podemos observar que 88% das amostras
analisadas apresentaram dizeres do rétulo de maneira satisfatéria, indicando um
aumento no percentual de adequacdo a legislagcba de referéncia, conforme
observado até 2005 que era de 82%. As empresas cujas marcas apresentaram
rétulos insatisfatérios (9%) e inconclusivos (3%) foram notificadas. As amostras
analisadas pelos Lacen do Amapa, Distrito Federal, Mato Grosso do sul, Paran3,
Rio Grande do Norte e Sao Paulo — capital, apresentaram 100% de satisfacao
quanto aos dizeres de seus roétulos, enquanto as amostras analisadas peleos
outros nove Lacens apresentaram um grau de satisfacao de rotulagem que variou
de 64 a 92%, sendo respectivamente amostras analisadas no Lacen do espirito
santo e Santa Catarina.

Um total de 44 notificacbes foi enviado as empresas responsaveis, solicitando a
adequacao dos respectivos rétulos. Apenas 26 (59%) das empresas notificadas
atenderam as disposicdes estabelecidas. Os laudos com os resultados
insatisfatorios das 18 empresas (41%) que nao responderam as notificacbes da
Anvisa e/ou da VISA estadual, foram encaminhados ao Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento — MAPA para as providéncias cabiveis junto aos
estabelecimentos produtores sob inspecao daquele Ministério (Tabela 2).

A emissao de notificacdes origina-se da coleta de dados de programas nacionais
coordenados pela Anvisa, como o Prebaf, e do recebimento de dendncias de
usuarios, de entidades de defesa do consumidor, do setor produtivo, de 6rgaos de
saude, dentre outros. Definiu-se nesse programa que a GICRA/ANVISA seria
responsavel por emitir as notificacées as empresas produtoras de frango, sempre
que na analise de rétulos fosse constatada inconformidade com a RDC n? 13/2001.

Um total de 104 marcas foi analisado e no Figura 2 podemos destacar a
frequéncia de marcas comercializadas em cada estado e que foram analisadas
pelos respectivos Lacen. Podemos observar que no minimo 7 e no maximo 21
marcas diferentes foram analisadas por cada laboratério, perfazendo uma média de
13 marcas por estado. Entre as marcas analisadas foi verificado que 17 estados
sdo responsaveis pela producao como Alagoas, Amapa, Bahia, Ceard, Distrito
Federal, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do sul,
Para, Pernambuco, Parana, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo.



Tabela 1. Emissdo de laudos e andlise de rotulagem das 542 amostras de carcagas de frango
congeladas analisadas pelos Lacen participantes.

Conclusao do Laudo

Lacen N° de Satisfatério Insatisfatério Inconclusivo Total de
laudos* (%) (%) (%) unldade_s
emitidos amostrais

analisadas
Alagoas 36 28(78) 3 (8) 5(14) 180
Amapa 40 40(100) 0 0 200
Ceara 36 28(78) 8(22) 0 180
Distrito Federal 36 36(100) 0 0 180
Espirito Santo 28 18(64) 9(32) 1(4) 140
Goias 38 33(87) 5(13) 0 190
Mato Grosso do Sul 38 38(100) 0 0 190
Minas Gerais 36 26(72) 9(25) 1(3) 180
Parana 36 36(100) 0 0 180
Rio de Janeiro 38 29(76) 9(24) 0 190
Rio Grande do Norte 36 36(100) 0 0 180
Rio Grande do Sul 36 27(75) 1(3) 8(22) 180
Santa Catarina 36 33(92) 3(8) 0 180
Sao Paulo — capital 36 36(100) 0 0 180
Sao Paulo — Ribeirio Preto 36 31(86) 5(14) 0 180
TOTAL 542 475(88) 52(9) 15(3) 2.710

*Cada laudo corresponde a analise de 5 unidades amostrais de mesma marca e lote.

Tabela 2. Estados produtores que foram notificados para adequacgéo da rotulagem conforme a RDC
n° 13/2001.

Estado Produtor N° de notificacbes Adequaram Nio adequaram

AL 1 0 1
CE 2 2 0
DF 2 2 0
ES 1 0 1
GO 5 2 3
MG 11 3 8
MS 1 1 0
PE 2 2 0
PR 7 5 2
RS 3 3 0
SC 3 2 1
SP 6 4 2
TOTAL 44 26 18




25+

20+

154

il l I
Il I II II I

AL AP CE DF ES GO MS MG PR RJ RN RS SP-SP SP-RP

N° de Marcas

Lacen

Figura 2. Frequéncia de marcas comercializadas em cada estado e que foram analisadas pelos
respectivos Lacen.

Conforme a Tabela 3, as 2.710 unidades amostrais foram analisadas pelos 14
Lacens quanto a presencga ou auséncia de Salmonella tendo sido observada baixa
frequéncia (3%) de isolamento.

Tabela 3. Positividade de Salmonella spp. do total de amostras analisadas pelos Lacen
participantes.

N° de Unidades amostrais Total de unidades
Lacen positivas ( %) amostrais analisadas (N°)
Alagoas 8 (4%) 180
Amapa 6 (3%) 200
Ceara 5 (3%) 180
Distrito Federal 3 (2%) 180
Espirito Santo 0 (0%) 140
Goias 0 (0%) 190
Mato Grosso do Sul 5 (3%) 190
Minas Gerais 3 (2%) 180
Parana 2 (1%) 180
Rio de Janeiro 3 (2%) 190
Rio Grande do Norte 2 (1%) 180
Rio Grande do Sul 8 (4%) 180
Santa Catarina 6 (3%) 180
Sao Paulo - capital 16 (9%) 180
Sao Paulo — Ribeirao Preto 10 (5%) 180

TOTAL 77 (3%) 2.710




Quanto a avalicao da presenca de enterococos nas unidades amostrais, podemos
observar uma elevada frequéncia de isolamento em 95% das unidades analisadas
(Tabela 4). A pesquisa de enterococos também utlizando um meio de cultura
seletivo, com 6 pg/ml de vancomicina, com o objetivo de favorecer o crescimento
de cepas com resisténcia a vancomicina, por isso foi verificada uma menor
frequéncia de isolamento neste meio de cultura (61%).

Tabela 4. Positividade de Enterococcus spp. em diferentes meios de cultura no total de amostras
analisadas por Lacen participantes.

Agar sem Vancomicina Agar com Vancomicina Total de unidades
N° de Unidades amostrais N° de Unidades amostrais
Lacen positivas (%) amostrais positivas ( % ) analisadas (N°)
Alagoas 160 (89%) 109 (60%) 180
Amapa 174 (87%) 83 (41%) 200
Ceara 174 (97%) 71 (40%) 180
Distrito Federal 152 (86%) 123 (70%) 177
Espirito Santo 140 (100%) 134 (96%) 140
Goias 189 (99%) 29 (15%) 190
Mato Grosso do Sul 190 (100%) 136 (72%) 190
Minas Gerais 178 (99%) 140 (78%) 180
Parana 135 (75%) 26 (14%) 180
Rio de Janeiro 190 (100%) 126 (66%) 190
Rio Grande do Norte 180 (100%) 124 (69%) 180
Rio Grande do Sul 180 (100%) 165 (92%) 180
Santa Catarina 169 (94%) 69 (38%) 180
Sao Paulo - capital 180 (100%) 161 (89%) 180
Sao Paulo — Ribeirio Preto 178 (99%) 164 (91%) 180
TOTAL 2.569 (95%) 1.660 (61%) 2.707

5.2 ANALISES ESPECIFICAS REALIZADAS PELOS LABORATORIOS DE
REFERENCIA - IOC E IAL/SP

5.2.1 Salmonela

O Brasil € uma poténcia mundial na criacao de frangos de corte e na exportagao de
carne de aves e, ainda, possui um status sanitério de exceléncia por ser um pais
livre de doencgas, como a influenza aviaria. Neste contexto, os produtos de origem
animal devem atender as normas de seguranca alimentar tanto visando o mercado
interno como o externo.

Varias propostas vém sendo adotadas para reduzir a incidéncia de patbégenos
desde as primeiras fases do ciclo de producao, passando pelo transporte, espera e
abate das aves. Os produtos de exclusdo competitiva, propiéticos, desinfetantes,
vacinas e acidos organicos (acético, formico, latico, citrico, butirico, propiénico e
outros) sdo ferramentas amplamente utilizadas em avicultura, por tornar-se uma
alternativa aos antibéticos promotores do crescimento. Da mesma forma,
procedimentos nas operagcdes de processamento, tais como cloracdo e
aquecimento de superficie, aplicacdo de sprays de acidos organicos (acético,



férmico, latico) em carcacgas, podem ser uteis na redugdo da contaminacéao (Brasil,
2002: Ferreira & Astolfi-Ferreira, 2006).

Apesar do grande controle sanitario brasileiro, existem patdégenos que necessitam
de constantes e maiores estudos, principalmente aqueles que causam infeccao
humana, onde Salmonella spp. se destaca por sua elevada casuistica,
adaptabilidade e facilidade de aquisicdo de resisténcia antimicrobiana, tendo
representado um dos objetivos do Prebaf.

No computo geral foram recebidas 262 cepas, resultantes da anélise de 2.710
unidades amostrais correspondentes a 542 coletas, efetudas no periodo de
22/09/2004 a 28/07/2006 pelos dezesseis laboratérios participantes do Prebaf. A
caracterizagdo antigénica dos isolados permitiu confirmar a identificacdo de 250
cepas como Salmonella spp., cuja distribuicdo de acordo com o laboratério
remetente encontra-se noTabela 5.

Tabela 5. Frequéncia e distribuicdo das cepas de Salmonella spp. confirmadas
bioquimicamente e antigenicamente de acordo com o laboratério

remetente
LABORATORIOS ANO TOTAL DE

(LACEN) 2004 2005 2006 CEPAS
LACEN-AL i ] 12 12
LACEN-AP 4 7 18 29
LACEN-CE - 9 4 13
LACEN-DF - 10 ] 10
LACEN-GO - 3 . 3
LACEN-MG 2 - 8 10
LACEN-MS - 9 4 13
LACEN-PR - 2 _ >
LACEN-RJ 10 ] ] 10
LACEN-RN 11 ] 3 14
LACEN-RS ; 12 ) 12
LACEN-SC - - 16 16
IAL-SP - 39 29 68
IAL- Ribeirao Preto 12 26 - 38

TOTAL 39 117 94 250

As 250 cepas, correspondem a 43 (7,9%) coletas positivas do total de 542
efetuadas. No computo geral o isolamento de Salmonella spp. foi efetuado em 79
(2,9%) de um total de 2.710 unidades amostrais (dados n&o apresentados em
tabela).



A literatura evidencia taxas variaveis de contaminacao por Salmonella em carcacgas
de frango destacando-se percentuais elevados observados por Uyttendaele et al
(1999), na Bégica (36,5%), Mikolajczyk & Radkowski, (2002), na Polénia (23,7%),
Capita et al (2003), na Espanha (55%) e Letellier et al (2006), no Canada (21,2%)
em contraposicao aqueles obtidos por Dordari (2006), no Iran (3,0%), Sajid (2006),
no Paquistao (6,35%) e Hoszowski & Wasyl (2006), na Polénia (8,6%).

Estudos realizados no Brasil reportando o isolamento de Salmonella em carcacgas
de frangos congeladas ou resfriadas, salientam-se os trabalhos de Machado et al
(1974) e Nascimento (1996), em Santa Catarina, que obtiveram indices de 13,3% e
17,36%, respectivamente; Gongalves et al (1998), Barreto & Ramos (1999) e Silva
et al (2006), no Rio de Janeiro (26,67%, 14,29%, 22,8%, respectivamente); Santos
et al (2000), Fuzihara et al (2000), Hoffmann et al (2002), Matheus et al (2003) e
Tessari et al (2003), em Sao Paulo ( 32%, 42%, 28,6%, 5,9% e 13,3%); Silva et al
(2002), Paraiba (71,7%), Salles et al (2002), no Ceara (23,91%) e Tirolli & Costa
(2006), no Amazonas (50%).

A caracterizacdo genética permitiu a identificacdo de 18 sorovares, (S. Agona, S.
Enteritidis, S. Gaminara, S. Give, S. Heidelberg, S. Infantis, S. Lexington, S.
Mbandaka, S. Minnesota, S. Newport, S. Ohio, S. Panama, S. Rissen, S. Rubislaw,
S. Saintpaul, S. Schwarzengrund, S. Senftenberg, S. Tyohimurium). A recepcao do
namero anual das 250 cepas foi distinta, tendo sido 39 em 2004, 117 em 2005 e 94
em 2006, ano onde foi observada maior diversidade de sorovares (Tabela 6). S.
Enteritidis, observado durante os trés anos e identificado em 48,8% das cepas,
seguido de S. Infantis (7,6%), S. Typhimurium (7,2%), S. Heidelberg (6,4%), S.
Mbandaka (4,8%). Em 6,0% das cepas néao foi possivel a caracterizacéo de toda a
estrutura antigénica, tendo sido identificadas como Salmonella spp.

Na avaliacao geral, efetuada entre as cepas recebidas (ndo apresentado em
tabela), sob o ponto de vista da regido geografica politica atual, o maior nimero de
isolamento de Salmonella foi obtido na regido sudeste (126 das 250 cepas, 50,4%),
sendo S. Enteritidis o sorovar mais incidente (47,6%). Este sorovar se apresentou
disseminado em todas as regidbes e periodo de analise, enquanto S. Infantis
apenas na regiao sudeste, S. Typhimurium, no sudeste, norte e centro-oeste, S.
Mbandaka, norte e nordeste e S. Heidelberg na sudeste.

Na andlise da distribuicdo dos sorovares, por estado produtor, observado na
Tabela 7 e na Figura 3 foi possivel verificar que a maioria dos isolamentos teve
origem nas regides sul (RS, SC, PR) e sudeste (SP, RJ, MG). S. Enteritidis foi o
mais disseminado em 10 e 12 dos 13 estados produtores e consumidores,
respectivamente, tendo se apresentado numericamente superior entre o0s
produtores oriundos de Sao paulo. A totalidade das cepas de S. Infantis e S.
Heidelberg e 66,6% de S. Typhimurium também originaram-se de frangos
produzidos neste estado (Figura 3).



Tabela 6. Distribuicao de Salmonella spp. de acordo com o ano de isolamento

SOROVARES ANO TOTAL
2004 2005 2006 n (%)

S. Enteritidis 24 61 37 122 (48,8)
S. Typhimurium 3 1 4 18 (7,2)
S. Infantis 7 12 19 (7,6)
S. Heidelberg 16 16 (6,4)
S. Mbandaka 6 6 12 (4,8)
S. Give 5 5(2,0)
S. Ohio 3 3(1,2)
S. Lexington 2 2(0,8)
S. Minnesota 3 3(1,2)
S. Senftenberg 3 3(1,2)
S. Schwarzengrund 3 3(1,2)
S. Gaminara 1 1 (0,4)
S. Agona 9 9 (3,6)
S. Saintpaul 3 3(1,2)
S. Panama 5 5 (2,0)
S. Newport 2 2 (0,8)
S. Rubislaw 1 1(0,4)
S. Rissen 8 8(3,2)
Salmonella spp. 1 11 3 15 (6,0)
TOTAL 39 117 94 250

A elevada frequéncia de S. Enteritidis se coaduna com os dados reportados na
literatura nacional e internacional, inclusive por seu envolvimento com doenca
humana, principalmente de transmissao alimentar, tendo como fontes aves e
derivados e, particularmente no caso de surtos, ovos crus ou mal cozidos. Segundo
alguns estudos, este sorovar ocupou o nicho ecolégico deixado pela erradicacao de
S. Gallinarum das aves, propiciando dessa forma um aumento das infeccbées no
homem. Da mesma forma se destacam por sus importancia S. Typhimurium e S.
Heidelberg, tendo este ultimo, se apresentando como um sorovar emergente
(Rodrigues, 2003-2008: Velge et al 2005).



Tabela 7. Distribuicdo de Salmonella spp. de acordo com os estados produtores e consumidores

ESTADO
PRODUTOR CONSUMIDOR SOROVAR
(No. marcas)
CE(1) CE S.Enteritidis
RN (1) RN S.Enteritidis
PE (3) CE S.Enteritidis
AL S.Enteritidis, S.Panama
BA (1) RN S.Mbandaka
DF (1) DF S.Enteritidis
GO (2) GO S.Typhimurium
PR Salmonella sp.
MS (2) MS S.Senftenberg, S.Enteritidis
AP S.Typhimurium
MG (2) MG S.Enteritidis, S.Rissen
RJ (1) RJ S.Enteritidis, S.Give, Salmonella spp.
AP S.Enteritidis
CE S.Minnesota
RN S.Enteritidis
SP (9) AL S.Enteritidis
DF S.Enteritidis
MS S.Typhimurium
SP S.Enteritidis, S.Infantis, S.Heidelberg,Salmonella spp
SP(RP) S.Enteritidis, S.Typhimurium, S.Infantis,
S.Schwarzengrund, S.Heidelberg, Salmonella spp.
PR S.Enteritidis
AP S.Enteritidis, S.Mbandaka, S.Newport, S.Gaminara, S.Rubislaw,
PR (3) Salmonella spp.
SP (RP) S.Enteritidis
- sc(2 sc S.Saintpaul, S.Agona, SOhio, Salmonellaspp.
RS S.Enteritidis, S.Lexington, Salmonella spp.
RS (4) MS S.Enteritidis

SP S.Enteritidis
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Figura 3. Distribuicdo numérica de Salmonella spp. de acordo com o estado produtor.

Os fatores responsaveis pela disseminacao epidémica de S. Enteritidis sdo ainda
obscuros, possivelmente relacionados a dificuldade de detectar a contaminagao
das aves, que como portadoras assintomaticas, podem disseminar a infeccao
dentro de um plantel, por contaminagdo ambiental de seu conteudo intestinal (Gast
& Holt, 1998). Outras dificuldades referem-se a praticas de criagdo, presenca de
reservatérios, roedores, aquisicao de novas propriedades de viruléncia (Velge et al
2005) e sua presenca em ovos, sendo de dificil deteccao até que a bactéria exceda
log9/ovo (Humphrey, 1994).

S. Typhimurium e S. Enteritidis destacam-se como as mais frequentes em casos de
infeccdo alimentar nos paises desenvolvidos (Threlfall, 2000; Ribot et al, 2002;
CDC, 2004; Velge et al, 2005). Particularmente no Brasil, estes sorovares
encontram-se entre os prevalentes isolados nas duas ultimas décadas, sendo
notéria sua participacdo em surtos de origem alimentar e isolados de origem
humana (Guimardes et al, 2001, Geimba et al, 2005). Relatérios anuais do
Laboratério de  Referéncia  Nacional/lIOC/FIOCRUZ encaminhados a
CGLAB/SVS/MS (Rodrigues 2000-2008) apontam ao longo dos ultimos dez anos,
que na média anual de 9.000 cepas recebidas Salmonella Enteritidis representa o
sorovar mais prevalente, seguido de S.Heidelberg, S. Typhimurium, S. Agona, S.
Infantis e S. Hadar, entre isolados de fontes humanas, alimentar, ambiental, animal



e matéria prima/ragbes, o que se coaduna com os percentuais detectados na
presente avaliacao.

A fagotipagem realizada em S. Enteritidis (118 cepas) e S. Typhimurium (18),
permitiu a identificagdo em S. Enteritidis dos fagotipos PT4 (74,6% das cepas), PT1
(19,5%) , PT5 (4,2%) e PT7a (1,7%) conforme apresentado na Tabela 8. Em
relacdo a S. Typhimurium (Tabela 9), foram identificados dois fagotipos,
destacando-se o DT193 em 77,7% dos isolados e o DT208 em 16,6% € uma cepa
nao tipavel (5,5%).

Tabela 8. Distribuigao dos fagotipos dos S. Enteritidis identificados.

Fagotipos n220244 n2(=)0559 n2(=)0365 . Total%
PT1 6 9 8 23 19,5
PT4 13 48 27 88 74,6
PT5 5 0 0 5 4,2

PT7a 0 2 0 o 17

Tabela 9. Distribuicdo dos fagotipos identificados em S. Typhimurium.

. 2004 2005 2006 Total
Fagotipos
n=3 n=11 n=4 N %
PT193 3 7 4 14 77,7
PT208 0 3 0 3 16,6
PT UT 0 1 0 1 55

Sendo uma ferramenta epidemioldgica, a fagotipagem € altamente relevante na
analise dos lisotipos circulantes e deteccdo daqueles com caracteristicas
epidémicas. De acordo com Prat et al (2001), a realizacdo da técnica de
fagotipagem de S. Enteritidis tem sido concentrada principalmente nos paises
desenvolvidos da Europa, Asia, América do Norte e Austrdlia, com poucas
informacdes naqueles em desenvolvimento. Para estes autores a distribuicdo dos
fagotipos de S. Enteritides apresenta uma nitida variagdo geografica com
predominio dos tipos 4, 1, 6 e 8 na Europa e dos tipos 4, 8 e 132 no Canada. Nos
Estados Unidos ha predominio dos fagotipos 8, 132, 13 e 14b e uma baixa
frequéncia dos fagotipos 4 e 1. Estes dados indicam que os isolados pertencentes
ao fagotipo 1 sdo proprios do continente europeu, enquanto PT4 pode ser



considerado de distribuicdo mundial (Gillespie et al, 2005; HPA, 2006; IASR, 2006;
Ribeiro et al, 2007).

Embora em varios paises a infeccao por S. Enteritidis esteja relacionada com o
consumo de produtos de origem avicola contaminados, os lisotipos (PT)
prevalentes ndo sdo os mesmos nos diferentes paises (Cox, 1995). As aves séo
consideradas os maiores reservatorios dos fagotipos PT4, PT7, PT7a, PT8, PT13,
PT13a, PT23, PT24 e PT30 (Nunes et al 2003, Cogan et al 2004). A causa do
aumento da presenca de S. Enteritidis PT4 esta ainda obscura. Alguns autores tem
postulado que cepas deste fagotipo devem ser mais invasivas em aves jovens,
tornando a transmissdo transovariana para a proxima geracdo mais facil.
Independente de qual tenha sido o mecanismo, pesquisas sugerem que S.
Enteritidis PT4 introduziu rapidamente por si sé, infectando os seres humanos ou
aves, mantendo-se como sorovar dominate nessas populacdes (Boyce et al. 1996).
No entanto esta relacdo do fagotipo PT4-ave nao é excepcional: pesquisas tém
evidenciado o seu predominio em diversos alimentos além de ovos e carne de
frango, como a carne bovina, pimenta preta e uma série de outras fontes, o que
poderiaser interpretado como um reflexo de sua difusdo em varios nichos
ecolégicos (Laconcha et al. 1998, Santos et al. 2003).

Dados sobre os fagotipos prevalentes no Brasil sdo escassos. Porém, Irino et al.
(1996), analisando 574 cepas de S. Enteritidis, das quais 383 foram isoladas de
fontehumana no periodo de 1975 a 1992, no estado de S&o Paulo, observaram
prevaléncia do PT8 (80,9%) entre 1975 a 1992. A partir de 1993, verificou-se
aumento crescente no seu isolamento e, em 1995, passou a ser o fagotipo
predominante, correspondendo a 64,9% dos isolamentos de material biolégico de
origem humana e 40,6% de outras fontes (Tavechio et al. 1996).

O aumento significativo da ocorréncia de Salmonella Enteritidis no Estado de Sao
Paulo parece estar associado ao intercambio comercial de matrizes de aves com
paises da Europa, o que pode ter facilitado a introducdo e disseminacdo do
fagotipo PT4, a partir de 1993, no Brasil (Irino et al.1996). Peresi et al. (1998)
relataram que 100% das cepas de S. Enteritidis isoladas de alimentos e de
pacintes envolvidos em 23 surtos ocorridos na regiao noroeste de Sao Paulo, entre
1993 e 1997, foram PT4.

Esse mesmo fagotipo foi também o mais frequente encontrado por Ribeiro et al.
(2007) em 95,2% de S. Enteritidis isoladas de cortes de frangos na regido sudeste
do Brasil no periodo de setembro a dezembro de 1996 e pro Nunes et al. (2003)
em 249 amostras de S. Enteritidis isoladas de frango, entre 1995 e 1997 no Estado
de Sao Paulo. Segundo esses mesmos autores, sua frequéncia em carcacas de
frango e o predominio deste fagotipo na salmonelose humana, sugerem aprticular
associacao entre reservatorios aviarios e os surtos de infec¢do alimentar no Brasil
durante o periodo de estudo. Alcocer et al. (2006) analisando S. Enteritidis isoladas
de carcagcas de frango comercializadas em supermercados do Parana,
identificaram PT4 (em 14 das 18 cepas), PT4a (2 cepas), PT7 (1) e uma cepa nao
tipavel (PTUT). Santos et al. (2008) analisando um total de 111 cepas de S.
Enteritidis oriundas de carcacas de frango, alimentos e material biolégico de origem



humana isolados e episddios de infec¢des transmitidas por alimentos, obtiveram
57,7% de positividade de PT4; 32,4% do fagotipo PT4a; 3,6% do fagotipo PT6a e
0,9% pertencentes ao fagotipo 7, enquanto 5,4% das cepas nao foram fagotipaveis
(UT).

S. Typhimurium representa importante sorovar isolado de diferentes fontes da
cadeia alimentar no Brasil, as quais podem ser consideradas como as principais
vias detransmissdo para o homem, onde os produtos de origem animal como
carne, leite e ovos constituem os alimentos mais frequentemente incriminados em
surtos gastroentéricos.

A fagotipagem tem permitido a diferenciacdo de S. Typhimurium em mais de 200
“definitive phage types” (DTs); alguns destes parecem ter alta prevaléncia em
certas areas geograficas. O fagotipo DT104 é reconhecido como pandémico,
carreador de cassetes génicos que conferem resisténcia a classes distintas de
antimicrobianos, (ACSSuT), identificado com relativa frequéncia nos Estados
Unidos e Europa. A infeccdo humana causada por S. Typhimurium DT104
veiculada por alimentos é apontada como um problema para a saude publica em
todo o mundo. No Brasil, Ghilardi et al., 2006 relataram a identificacdo deste
fagotipo a partir de pacientes hospitalizados em Sao Paulo.

Entre cepas de S. Typhimurium foi observado o predominio do PT193 (82,3%).
Embora nossos achados ndo indiqguem a presenca do fagotipo DT104, foi
identificado o fagotipo PT208 entre 17,7% das cepas, 0 qual é um subfagotipo da
cepa epidémica, considerado mundialmente relacionado a multirresisténcia,
indicando indiretamente a presenca de DT104 em nosso meio.

Ilgualmente, o fagotipo PT193 tem sido identificado em diversos paises,
apresentando elevados indices de multirresisténcia antimicrobiana. E considerado
uma derivagao do PT204, o qual apresenta resisténcia aos farmacos cloranfenicol,
estreptomicina, sulfonamida e tetraciclina, resultante da aquisicado de um plasmideo
que codifica resisténcia adicional a ampicilina e kanamicina (Daly & Fanning, 2000,
Threlfall et al., 2002). Este lisotipo vem se tornando de relevancia paraa saude
publica estando envolvido em surtos de transmissao alimentar em varios paises
(Usera et al., 2000; Gebreyes & Altier, 2002; Liebana et al., 2002; Ghilardi et al.,
2006; Pereira et al., 2007).

Considerando os resultados obtidos na presente avaliacdo, observamos que a
elevada frequéncia dos lisotipos S. Enteritidis PT4 e S. Typhimurium DT193 esta
de acordo com o indice mundial de ocorréncia e refor¢a a necessidade de estudos
para avaliar a sua real significancia em nosso meio.

Salmonella spp. Se apresenta, além das implicacoes em saude publica, como um
dos principais patégenos envolvidos em doencas de transmissdo alimentar.
Assume significante importancia mundial em faxe da ocorréncia de cepas
multirresistentes aos antimicrobianos, estando muitas vezes associada a surtos de
DTA em varios paises, incluindo o Brasil.



Este tema de extrema importancia tem sido objeto de atencdo da comunidade
cientifica, que vem discutindo solugdes globais para o problema. Assim, dada a
utilidade de avaliar a correlagdo entre os agentes antimicrobianos empregados no
tratamento humano de infec¢cées determinadas por este microrganismo e aqueles
de uso na producao animal, o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos através
da determinacdo da concentracéao inibitéria minima foi realizado frente a vinte e trés
farmacos, sendo um grupo representado por aqueles amplamente utilizados do
passado até os dias atuais e outro grupo, que abrangem os antimicrobianos
considerados mais recentes.

No cémputo geral, os maiores percentuais de resiténcia (Tabela 10) foram obtidos
para estreptomicina (89,3%), sulfonamidas (72,4%), florfenicol (59,2%), ampicilina
(44,8%), acido nalidixo (44,0%), ceftiofur (22,8%), aztreonam (20,4%),
enrofloxacina (18,4%), cefoxitina (17,3%), cefalotina (12,4%) e tetraciclina (11,2%).

Resisténcia a ciprofloxacina (CIP) foi observada em 0,4% das cepas. Este
percentual embora seja reduzido no computo geral, representa um alerta tendo em
vista que esta droga vem sendo utilizada como opcédo terapéutica e o aumento
gradativo de resisténcia representa elevado risco em curto e médio prazo
particularmente em nosso meio.

Essa assertiva tem por base o percentual de resisténcia detectado na presente
avaliagdo para as outras quinolonas, o qual indica que deve ser dada continuidade
ao monitoramento das suscetibilidade a este grupo de drogas. Este permitira
conhecer o impacto do uso da enrofloxacina na producdo avicola e avaliar o
aumento/reducao de cepas resistentes a NAL, tendo em vista a possibilidade de
resisténcia cruzada com drogas de uso humano, apontado por Lopez & Oliveira,
2000.

Niveis de resisténcia em torno de 1% foram observados em paises do hemisfério
norte no inicio deste século, conforme relatado por Angulo et al. (2000) os quais
apontaram a emergéncia de cepas resistentes as fluoroquinolonas entre as
salmonelas paratificas, classe de agentes antimicrobianos empregados como
droga de escolha no tratamento de infec¢des por Salmonella spp. Multirresistentes
em adultos.

Sensibilidade na totalidade de Salmonella spp. foi detectada para o imipenem (IPM)
e para o cloranfenicol (CHL), e intermediaria em 3,2% das cepas.

Resisténcia a esses farmacos vem sendo notificada em salmonelas de origem
aviaria (Logue et al. 2003; Wilson, 2004; Cui et al. 2005; Berrang et al. 2006; Zhao
et al. 2006), principalmente as drogas mais antigas, como a tetraciclina,
aminoglicosideos, ampicilina e sulfonamidas.

Niveis também similares foram observados para betalactamicos, incluindo
ampicilina e as cefalosporinas: cefalotina, cefoxitina e ceftiofur por Berrang et al.
(2006). Estes representam a classe mais variada e mais amplamente utilizada de
antimicrobianos. Este grupo inclui penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e



carbapenémicos sendo responsavel por aproximadamente 50% das drogas
utilizadas de forma sistémica, devido principalmente a sua baixa toxicidade e a
grande variedade de compostos disponiveis.

Tabela 10 . Frequéncia e distribuicdo dos marcos de resisténcia nos isolados de
Salmonella spp.

2004 2005 2006 TOTAL
n =39 n=117 n=94 n = 250

R [ | R | R |

DROGAS' < % R % % % % %
%

AMP 795 102 623 5,1 85 1,1 448 4,4
AMC 5,1 - 10,2 - 1,1 - 6,0 -
CEP 154 77 196 5,1 21 128 124 8,4
FOX 205 128 146 86 191 85 173 9,2
CXM 2,6 - 11,1 - 8,5 - 8,8 -
CAZ - - 11,1 08 8,5 - 8,4 0,4
CRO - 26 11,1 43 85 96 8,4 6,0
TIO 179 51 196 282 287 74 228 16,8
FEP - - 6,8 - - - 3,2 -
ATM - 51 299 43 170 74 204 5,6
GEN - 5,1 6,0 11,1 - 10,7 28 10,0
STR 35,9 - 100 - 100 - 89,3 -
sss 56,4 - 66,6 - 86,2 - 72,4 -
T™P 2,6 - 9,4 - 15,9 - 10,8 -
SXT - - 6,8 - 14,9 - 8,8 -
NAL 51,3 - 36,7 - 50,0 - 44,0 -
ENR 641 205 171 615 1,1 181 184 38,8
cip - - - 1,7 1,1 1,1 0,4 1,2
TCY 205 564 154 7.7 21 223 112 20,8
CHL - 5,1 - 5,1 - - - 3,2
FFC 929 51 846 94 138 1,1 592 5,6
NIT 333 256 85 34 4,2 - 10,8 5,6

AMP (ampicilina), AMC (amoxicilina—ac. clavulanico), CEP (cefalotina), FOX (cefoxitina), CXM
(cefuroxima), CAZ (ceftazidima), CRO (ceftriaxona), TIO (ceftiofur), FEP (cefepime), ATM (aztreonam),
GEN ( gentamicina), STR ( estreptomicina), SSS (sulfonamide), TMP (trimetoprim), SXT (sulfametoxazol-
trimetoprim), NAL (acido nalidixico), ENR (enrofloxacina), CIP (ciprofloxacina), TCY (tetraciclina), CHL
(cloranfenicol), FFC (florfenicol), NIT (nitrifurantoina)



Esta caracteristica é primariamente resultante da producdo de [-lactamases
adquiridas. Mais de 340 B-lactamases tem sido descritas e muitas vém sendo
identificadas em Salmonella sendo motivo de preocupacdo em face ao emprego
destas drogas no tratamento da salmonelose em criangas (Bush, 2001).

Quanto a relagao entre os percentuais de resisténcia e o periodo de isolamento
(Figura 4), foi verificado um declinio para AMP, CEP, ENR, FLOR e TCY em 2006.
Todavia niveis mais elevados foram obtidos para os antifolatos (SSS, TMP, SXT) e
para cefalosporina de 3% geracado ceftiofur (TIO), de uso veterinario exclusivo,
empregada com fins profilatico e/ou terapéutico, particularmente em pintos de um
dia.

Em relacdo a nitrofurantoina, foi possivel observar, quando comparado aos
percentuais apontados na bibliografia nacional (Asensi, 1995; Reis, 1998;
Rodrigues, 2003-2008) acentuado declinio da resisténcia, provavelmente um
reflexo da proibicao pelo MAPA (Brasil, 2003) do uso deste farmaco para uso
veterinario e de seu emprego na alimentacdo animal através da Instrucao
Normativa N? 9 de 27/06/2003. Entretanto € importante considerar a possibilidade
destes dados representarem uma tendéncia, onde somente resultados de
monitoramento continuo poderdo definir o cumprimento destas normas. Esta tem
por base o conhecimento de que ao reduzirmos a pressdo seletiva sobre os
microrganismos, através da suspensao de uso de alguns antimicrobianos, uma
avaliagdo realizada nos paises nérdicos, tem revelado um aumento gradativo e
finalmente a sensibilidade da totalidade das cepas as drogas analisadas.
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Figura 4. Frequéncia dos marcos de resisténcia nas 250 cepas de Salmonella spp. no periodo de
2004 a 2006.

No presente estudo foi evidenciada na totalidade das cepas, resiténcia a uma ou
mais drogas, permitindo reconhecer 98 perfis de multirresisténcia e, 192 (76,8%)



das 250 cepas. Quando distribuidos por numero de grupos de drogas, aponta-se
um quadro extremamente preocupante especialmente em relacao a S. Enteritidis,
com 28% das cepas multirresistentes a >5 classes (Tabela 11, Figuras 5 e 6).

Tabela 11. Distribuicdo dos sorovares de Salmonella spp. de acordo com a resisténcia a diferentes
classes de antimicrobianos.

Sorovares Classes de Drogas Total
1 2 3 4 5 6

S. Enteritidis 4 5 35 40 32 6 122
S. Typhimurium 1 4 5 3 3 2 18
S. Mbandaka - 6 6 - 2 3 12
S. Infantis - 10 1 5 3 - 19
S. Heidelberg - - - 14 2 - 16
S. Agona 7 2 - - - - 9
S. Rissen - - 6 2 - - 8
S. Give - - 2 1 2 - 5
S. Panama - 1 4 - - - 5
S. Schwarze ngrund - - - - 3 - 3
S. Senftenberg 1 1 1 - - - 3
S. Minnesota - - 1 2 - - 3
S. Saintpaul 1 2 - - - 3
S. Ohio - 1 2 - - - 3
S. Lexington - - 2 - - 2
S. Newport - 1 1 - - - 2
S. Gaminara - 1 - - - - 1
S. Rubislaw - 1 - - - - 1
Salmonella spp 1 7 1 5 1 - 15

Total 15 42 60 74 48 11 250
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Figura 5. Distribuicdo numérica de Salmonella spp. de acordo com a resisténcia a diferentes
classes de drogas.
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Figura 6. Distribuicdo numérica de Salmonella spp. multirresistentes a diferentes classes de
antimicrobianos.



Na Tabela 12 sao apresentados 39 perfis que se repetiram em duas ou mais
cepas, totalizando 69,3% dos isolados multirresistentes, destacando-se o modelo
FFC, STR, SSS, NAL em S. Enteritidis (10 cepas). Em S. Heidelberg (total de 16
cepas) foi reconhecido o perfil FFC, STR, CRO, CEP, TIO, SSS, AMP, ATM, AMC,
CAZ, CXM, FEP em 7 (43,7%) e FOX, FFC, STR, CRO, CEP, TIO, SSS, AMP,
ATM em 3 (18,7%), sendo estas Ultimas detectadas entre as cinco cepas oriundas
de produtos da mesma marca (dados nao apresentados em tabela). Reveste-se de
importancia a presenga de S. Heidelberg resistentes as cefalosporinas, incluindo
aquelas de 32 geracado (CRO e TIO), empregadas no tratamento da salmonelose
invasiva no homem e de uso terapéutico e/ou profilatico em animais,
respectivamente. Este deve portanto ser considerado um alerta, em face as
dificuldades de seu uso terapéutico empirico, tendo em vista que este sorovar vem
se apresentando emergente, a partir do ano de 2004, particularmente em paises da
América do Norte e leste europeu.

Um aspecto extremamente preocupante see refere a evidenciacdo em uma cepa
de S. Enteritidis da resisténcia a seis classes de antimicrobianos. Esta envolve 16
marcos de resiténcia (FOX, STR, TMP, CRO, CEP, TIO, SSS, CIP, AMP, NAL,
ATM, SXT, NIT, AMC, CAZ, CXM), entre as quais se encontram incluidas drogas
de ultima geracao, empregadas no tratamento da salmonelose humana.

Na Tabela 13, foi estabelecida correlacdo entre os perfis de multirresisténcia
idénticos, detectados em mais de um sorovar, destacando-se neste caso FFC-
SSS-AMP comum entre S. Enteritidis (2 cepas), S. Mbandaka (1) e S. Give (1);
FFC-STR-TMP-SSS-AMP-TCY-SXT entre S. Enteritidis (1), S. Typhimurium (2) e
S. Schwarzengrund (2 cepas).

Confrontando os quatro sorovares mais frequentes (Tabela 14 Figuras 6 e 7) é
possivel salientar em S. Enteritidis resisténcia a 19 antimicrobianos, seguida de S.
Heidelberg (14), S. Typhimurium (13) e S. Infantis (10). Resisténcia na totalidade
(100%) das cepas de S. Heidelberg foi observada para AMP, SSS,FFC e STR e em
S. Typhimurium e S. Infantis, para STR. Por outro lado, resisténcia a FEP foi
observada apenas em S. Heidelberg, do mesmo modo que para NIT e CIP em S.



Tabela 12. Perfis de multirresisténcia mais frequentes de 131 (52,4%) cepas de Salmonella spp.

PERFIS DE MULTIRRESISTENCIA c :': as PERFIS DE MULTIRESISTENCIA c e;‘: s
FFC,STR,AMP 3 FFC,STR,SSS,AMP 3
FFC,STR,AMP,ATM 2 FFC,STR,SSS,AMP,ATM 3
FFC,STR,ENR,AMP,ATM 2 STR,TIO,SSS 4
FFC,STR,ENR,SSS,AMP 2 FFC,STR,SSS,AMP,NAL 4
FFC,STR,ENR,SSS,AMP,TCY 2 STR,SSS,NAL,NIT 2
FFC,STR,ENR,SSS,TCY,NAL 2 FOX,STR,TIO,SSS,NAL,ATM 3
FFC,STR,ENR,TIO,AMP,ATM 2 FFC,STR,TIO,SSS,GEN,AMP 3
FFC,STR,GEN,AMP,TCY,ATM 2 FOX, FFC,STR, CRO,CEP,TIO,SSS, 3

AMP, ATM, AMC, CAZ,CXM
FFC,STR,SSS,NAL,NIT FOX, FFC,STR,CEP,SSS,NAL 4
FFC,STR,TMP,SSS,AMP, TCY,NAL,SXT FFC,SSS,AMP
FOX, 2 FFC,STR,ENR,SSS,AMP,NAL 4
FFC,STR,ENR,CEP,SSS,AMP,NAL,NIT
FOX,STR,SSS,NAL 2 FFC,STR,TMP,SSS,AMP,TCY,SXT 4
STR,TMP,TIO,SSS,NAL,ATM,SXT 2 FFC,ENR,SSS,AMP,NAL,NIT 5
STR,TMP,TIO,SSS,NAL,SXT 2 STR,TMP,SSS,NAL,SXT 6
STR,SSS,AMP 2 STR,SSS,NAL 6
STR,SSS,AMP,ATM 2 FOX,STR,CRO,SSS,NAL,CAZ,CXM 7
FFC,STR,TIO,SSS,AMP,ATM 2 FFC,STR,SSS 7
FFC,TIO,SSS,AMP 2 FFC,STR,CRO,CEP,TIO,SSS,AMP,ATM, 7
AMC,CAZ, CXM,FEP
FFC,ENR,AMP,NAL 2 FFC,STR,SSS,NAL 10
FFC,STR,ENR,AMP,TCY 3




Tabela 13. Compatibilidade dos perfis de multirresisténcia entre diferentes sorovares

de Salmonella spp.

PERFIS
DE MULTIRRESISTENCIA

S.Typhimurium
S.Mbandaka

S.Give

S.Heidelberg

S.Infantis

S.Newport

S.Panama

S.Schwarzengrund

S.Minnesota

S.Lexington

Salmonella sp

TOTAL

FFC,SSS,AMP

FFC,STR,AMP
FFC,STR,AMP,ATM
FFC,STR,SSS

STR,SSS,NAL

STR,TIO,SSS
FFC,STR,ENR,AMP,ATM
FFC,STR,GEN,AMP,TCY,ATM
FFC,STR,SSS,AMP
FFC,STR,SSS,AMP,ATM
FFC,STR,TIO,SSS,AMP,ATM
FFC,ENR,SSS,AMP,NAL,NIT
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Tabela 14. Resisténcia aos antimicrobianos detectada entre 175 cepas pertencentes aos
sorovares mais frequentes

S.Enteritidis S.Typhimurium S.Heidelberg S.Infantis
o,

% % % %

DROGAS
AMP 36,1 77,8 100 36,8
AMC 2,4 - 75,0 .
CEP 13,9 . 81,2 -
FOX 28,9 55 25,0 .
CXM 7.4 - 75,0 -
CAZ 6,5 . 75,0 .
CRO 6,5 . 75,0 .
TIO 18,8 11,1 81,2 26,3
FEP . - 50,0 .
ATM 10,6 50,0 87,5 21,0
GEN - 11,1 - 21,0
STR 81,0 100 100 100
SSS 64,7 50,0 100 94,7
TMP 2,4 27,8 : 10,5
SXT 1,6 27,8 : 10,5
NAL 74,6 11,1 12,5 15,8
ENR 26,2 5,5 : -
CIP 0,8 . : .
TCY 8,2 33,3 : .
CHL - . - .
FFC 64,7 61,1 100 31,6

NIT 20,5 - - -
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Figura 7. Distribuicdo dos marcos de resisténcia nos sorovares mais freqlientes de Salmonella spp.
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Figura 8. Distribuicdo dos marcos de resisténcia antimicrobiana nos sorovares prevalentes de Salmonella
spp.

Relacionando os perfis de multirresisténcia com o estado produtor, em S. Enteritidis
(Tabela 15), foi possivel verificar a ocorréncia dos perfis STR-SSS-NAL em Sao Paulo (3
cepas) e Pernambuco (2) em 2006; FOX-STR-CRO-SSS-NAL (10) e FOX-STR-SSS-NAL
(2), ambos em S&o Paulo e no Ceard, 2006; FFC-STR-SSS-NAL (10 cepas) no Rio
Grande do Sul, Parand e S&o Paulo, 2005 e 2006; FFC-ENR-SSS-AMP-NAL-NIT
(Parana E milnas Gerais, 2004) e FFC-STR-SSS-AMP-NAL (rs E sp, 2005), porém
oriundas de produtos de marcas diferentes.
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Tabela 15. Perfis de multirresisténcia em S.Enteritidis detectados nos diferentes estados produtores.

Estado
PERFIL ANO Produtor
RS PR SP MG CE PE
STR,SSS,NAL 2006 3 2
FFC,STR,SSS,NAL 2005 1 2 4
2006 3
FOX,STR,CRO,SSS,NAL,CAZ, CXM 2006 4 3
FOX,STR,SSS,NAL 2006 1 1
FFC,ENR,SSS,AMP,NAL,NIT 2004 3 1
FFC,STR,SSS,AMP,NAL 2005 1 1

Resisténcia as quinolonas é determinada, fundamentalmente, por mecanismos mediados
por alteracdes nos sitios de ligacdo da DNA gyrase e reducdo destas no interior da
bactéria (Ruiz, 2003). Inicialmente o apararecimento de resisténcia era considerado
somente a partir de mutagdes, atualmente sabe-se que elementos méveis que carreiam o
gene qnr também tém sido descritos como responsaveis por conferir resisténcia as
quinolonas, podendo ser transferidos de forma horizontal. Considerando estes aspectos,
os resultados obtidos onde algumas cepas multirresistentes, incluem em seu perfil,
fluoroquinolonas como enrofloxacina e ciprofloxacina, representam um quadro
preocupante, pois comprovam que a semelhanca de diferentes paises da Europa pode
ocorrer aumento gradativo de Salmonella spp. Resistentes a esta clase de drogas
(Threlfall et al., 2000; Marimon et al., 2004).

O crescente isolamento de Salmonella spp. resistente a um ou varios antimicrobianos a
partir de fontes humanas e animais € considerado alarmante e se tem constituido
importante problema de Saude Publica (Lazaro et al., 2003, 2004a, b, Schoreter et al.,
2004; Larkin et al.,2004; Varma et al., 2005; Ribeiro et al.,2008).

Um inevitavel efeito colateral do uso de antiicrobianos, o qual é associado a
adaptabilidade da bactéria e evolucdo do genoma bacteriano, € a emergéncia e
disseminacgao de bactérias resistentes, ndo somente bactérias patogénicas, mas também
a microbiota endégena do homem e animais evidenciando que nao ocorre somente a
disseminacgao clonal de uma cepa resistente, mas também a transferéncia de genes de
resisténcia entre bactérias no homem e nos animais e entre ambos (O’Brien, 2002).

Numerosos estudos, retrospectivos e prospectivos tém demonstrado que o aumento na
resisténcia antimicrobiana ocorre entre bactérias patogénicas e comensais apdés
introducao de um antimicrobiano. A observagcdo comum de um relacionamento entre o
uso crescente de antimicrobianos de amplo espectro e a emergéncia da resisténcia a
estes agentes sugere um continuo ciclo do uso do farmaco, desenvolvimento de
resisténcia bacteriana, eficacia reduzida de antibiéticos e a constante necessidade de
novas drogas (Murphy et al., 2001; McDermott et al., 2003).

Em animais produtores de alimentos, estas drogas sado utilizadas para a profilaxia,

controle e tratamento, bem como promocdo do crescimento. Uma consequéncia
indesejavel de seu uso é o potencial desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana em
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patdbgenos de origem alimentar e subsequente transmissdo ao home, através dos
alimentos (White et al. 2006).

Os elevados percentuais de resisténcia aos antimicrobianos alertam para uma condicéo
de risco a saude publica, tendo em vista as possiveis implicagdes no tratamento de
quadros clinicos graves de salmonelose. Refor¢a ainda, a semelhanca de outros paises,
a necessidade de dar continuidade ao monitoramento da resisténcia antimicrobiana neste
patdgeno. Esta tem por base o conjunto de informacdes ofertado pelos relatérios anuais
de atividades encaminhados a CGLAB/SVS/MS pelo Laboratério de Referéncia Nacional
desde o ano de 1995 e de avaliagdes realizadas por diferentes grupos de pesquisa em
diferentes regides do pais além dos resultados auferidos no presente estudo. Sua
utilizagdo permitira caracterizar os clones multirresistentes quanto a sua capacidade de
albergar e, obviamente, disseminar genes de resisténcia. Indiretamente tal avaliacao
possibilita ainda, avaliar o cumprimento das normas de proibicdo do uso de determinadas
drogas e, obviamente, acompanhar o papel de certos farmacos de uso veterinario
exclusivo, surpreendendo caracteristicas inerentes a similaridade quimica, que possam
resultar em resisténcia nas drogas de utilizacao terapéutica humana.

Adicionalmente, o conhecimento quanto ao padrao de resisténcia vem sendo aplicado na
tipagem de Salmonella spp., tendo maior valor quando associado a métodos
moleculares, entre os quais aqueles que visam a deteccao destes genes. Sabe-se que a
resisténcia aos antimicrobianos é um dos exemplos bem conhecidos de adaptacédo das
bactérias a um ecossistema que contenha essas moléculas. Embora ndo esteja clara a
origem dos genes de resisténcia, acredita-se que muitos provenham dos microrganismos
produtores de antibiéticos, como forma de protecao frente ao efeito das substancias por
eles produzidas; outros, devido a mecanismo de mutacao determinando variacées nos
genes originais (Alvarez, 2007).

Particularmente em S. entérica, os genes e macanismos de resisténcia de maior
frequéncia afetam basicamente tanto as “familias” ou grupos de antimicrobianos
utilizados no tratamento da salmonelose (betalactamicos, aminoglicosideos, fenicois,
quinolonas ou folatos), como aqueles nao utilizados especificamente para seu controle,
como as tetraciclinas e sulfonamidas (Michael et al., 2006).

Na presente avaliacdo, com base no padrdao deresisténcia aos diferentes
antimicrobianos, foram selecionadas para caracterizacdo dos genes cepas de S.
Enteritidis, S. Heidelberg, S. Infantis, S. Typhimurium, S. Agona, S. Mbandaka, S.
Schwarzengrund e S. Minnesota conforme apresentado nas Tabelas 16, 17, 18 e 19.

De um modo geral, o gene sull foi o mais disseminado, estando frequente em 60% das
cepas de S. Enteritidis resistente a sulfonamida, 91,6% de S. Heidelberg, 11,8% de S.
Infantis e ausente nos demais sorovares. O gene sul2 foi identificado em 46,7% cepas S.
Heidelberg.

Em Samonella spp. se reconhecem trés tipos de genes de resisténcia as sulfonamidas:
sull, sul2 e sul3, que codificam formas resistentes da enzima dihidropteroico sintetase.
Esta intervém na sintese do &cido tetrahidrofélico, cofator requerido na biossintese de
bases nitrogenadas e aminoacidos. O gene sul representa parte do segmento
conservado 3’ (3'=CS) de integrons de classe 1 podendo estar localizado em plasmideos
ou associado a ilha de patogenicidade (SGlI 1). O gene sul 2 é frequentemente
relacionado com a resisténcia a estreptomicina strA-atrB, encontrado em plasmideos
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(Michael et al. 2006). O predominio do gene sul 1 no presente estudo é reconhecido por
outras avaliagcdes que o apontam como amplamente distribuido em Salmonella (Chen et
al. 2004, Daly et al. 2005, Michael et al. 2006).

Por outro lado, os betalactamicos sdo amplamente usados para tratar infeccées por
Salmonella em animais e no homem. Atuam de um modo geral por interferéncia na
sintese da parede celular sendo bactericidas e sua acdo se da exclusivamente contra
bactérias que estejam em atividade biossintética da mesma, ou seja, em fase de
crescimento e/ou reprodugdo. O mecanismo mais importante de resisténcia aos
betalactdmicos é a producdo de enzimas especificas (B-lactamases) que se unem ao
antibiético hidrolizado. Um grande numero de estudos tem investigado a ocorréncia de
diferentes betalactamases em bactérias Gram-negativas isoladas de infeccbes clinicas
no homem. Por outro lado, ha um limitado nimero de estudos sobre a ocorréncia de
betalactamases em isolados de animais e seus produtos (Carattoli, 2008).

As betalactamases detectadas em Salmonella spp. constituem um diverso grupo de
enzimas codificadas por um consideravel niemro de genes. Pelo menos 10 diferentes
subgrupos de genes beta-lactamases bla codificam para TEM, SHV, PSE, OXA, PER,
CTX-M, CMY, ACC, DHA ou KPC (Michael et al., 2006), destacando-se 0s genes blashy,
blarem, blacTx, € blacmy por codificar resiténcia a betalactamases de espectro estendido
(Winokur et al. 2000, Mulvey et al. 2003, Michael et al. 2006).

A andlise da presenca de genes bla no presente estudo permitiu sua identificacdo nas
cepas de S. Enteritidis e S. Heidelberg, resultando negativo para os demais sorovares
investigados.

Em S. Heidelberg foi observada diversidade genética em trés cepas, tendo sido
detectados sete (cmy2, ctx,tem, integron 5°CS/3C’, aadA1,sul 1,sul 2) e cinco genes
(cmy2,ctx, aadA1,sul 1,sul 2) em uma e duas cepas, respectivamente com os resultados
apresentados na Tabela 16 e ilustrados através das Figuras 8 e 9.

Entre os genes bla pesquisados em S. Enteritidis, (Tabela 17), foi detectado blatgy em
apenas duas cepas. Correlacionando a presenca dos genes bla como fenétipo de
resisténcia apresentado pelos sorovares S. Enteritidis e S. Heidelberg, foi possivel
evidenciar sua natureza extracromossémica e consequente perda destes genes.
Considerando a similaridade dos fenétipos de multirresisténcia, particularmente, em S.
Heidelberg, onde, com excecdo de uma cepa, as demais apresentaram o perfil
FOX,FFC,STR,CRO,CEP,TIO,SSS,AMP,ATM,CXM,AMC,CAZ entre as quais sete com
resisténcia a FEP (Tabela 16).

Em S. Enteritidis, uma cepa que apresentou fenotipicamente resisténcia a dezesseis
drogas, quando avaliada através de PCR para evidenciacdo dos diferentes genes,
mostrou resultados negativos, indicando a possivel localizacdo extracromossomial e
consequente perda.

Entretanto, analisando os perfis de resisténcia nas trés cepas de S. Heidelberg em que
foram detectados os genes blacuyz2 € blacrx-m, apontando a associa¢do com resisténcia a
ceftriaxona e ceftiofur, cefalosporina de 32 geracdo de uso humano e veterinario,
respectivamente. Da mesma forma nestas cepas, além dos betalactamicos, foi
observada a resisténcia a FFC, STR E SSS.
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O aumento da prevaléncia de cepas de Salmonella spp. resistentes a ceftriaxona em
animais de producado pode, por sua vez, estar relacionada ao uso veterinario de ceftiofur,
uma cefalosporina de espectro estendido de uso exclusivo em medicina veterinaria
(Carattoli et al.,2002).

Dados do National antimicrobial Resistance Monitoring System (NARMS) indicam que o
percentual de S. Heidelberg isolados de fontes humanas e aviaria resistente as
cefalosporinas aumentou a partir de 1997. Neste ano, S. Heidelberg de origem humana
apresentavam sensibilidade, enquanto apenas 1,6% daquelas de origem aviaria eram
resistentes a droga de uso veterinario, o ceftiofur. A partir de 2003, a resisténcia ao
ceftiofur aumentou para 5,2 e 7,4% entre cepas isoladas de origem humana e de aves
respectivamente, além de reduzida suscetibilidade a ceftriaxona (FDA, 2006).

O aumento da resisténcia as cefalosporinas esta provavelmente associado com a
disseminacgao da B-lactamase AmpC, a qual é codificada pelo gene blacuy. Este e outros
genes de resisténcia estdo associados com palsmideos transmissiveis, os quais sao
importantes para a resisténcia as cefalosporinas (Winokur et al., 200; Aarestrup et
al.,2004).

Entretanto devido a dificuldade na deteccdo ou mesmo na informacdo sobre
microrganismos produtores de B-lactamases sua real prevaléncia € desconhecida,
sabendo-se que sdo distribuidos mundialmente e que sua prevaléncia vem ascendendo
vertiginosamente (Gupta, 2007).

Em Salmonella spp., as B-lactamases eram somente reconhecidas como codificadas em
plasmideos adquiridos de outras enterobactarias (Vahaboglu et al., 2001; Hanson et al.,
2002; Carattoli et al., 2002; Yan et al., 2003), reforcado por Gupta, 2007 de que o
mecanismo de aquisicdo pode ocorrer do mesmo modo que para outras enterobactérias,
através de diferentes mecanismos.

A disseminacdo de B-lactamases pode ser cromossomal ou mediada por plasmideos,
podendo ser alguns destes genes carreados através de transposons ou integrons. Em
alguns casos, os marcadores de resisténcia 3-lactamases representam parte do integron,
que possui um cassete de genes que também o codifica para outras classes de
antibiéticos, tais como aminoglicosideos, trimetoprim, sulfonamidas, tetraciclinas e
cloranfenicol, consequentemente, as cepas produtoras de ESBL sao geralmente
multirresistentes (Silva & Salvino, 2000, AArestrup et al., 2004; Zhao et al. 2006).

Como consequéncia, a disseminacao de Salmonella spp. carreando B-lactameses de
espectro estendido (ESBL) tem emergido mundialmente durante as ultimas décadas,
causando preocupacao pelo fato de que as cefalosporinas sdo drogas de escolha para o
tratamento de salmonelose em crianca (WHO, 20083).

As ESBL constituem um grupo de enzimas derivadas das B-lactamases classicas, todas
ja caracterizadas em Salmonella spp., representadas atualmente por diferentes
fammilias: TEM com >130 tipos, SHV (>50), a familia CTX-M que preferencialmente
hidrolisa cefotaxime e o grupo OXA, anteriormente relacionado somente em P.
aeruginosa, apresenta diversos tipos identificados em Salmonella spp.

Particularmente TEM-1, TEM-2 e SHV-1, de maior frequéncia, conferem resisténcia as
cefalosporinas de amplo espectro, penicilinas e monobactamicos (aztreonam),
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permanecendo a sensibilidade as cefamicinas e carbapenémicos.Outra caracteristica
fenotipica importante € de que estas enzimas sédo sensiveis a acdo dos inibidores de
betalactamases, como sulbactam, acido clavulanico e tazobactam.

Considerando o elevado percentual de cepas resistentes a estreptomicina, foram
analisadas para a presencga do gene aad A1, as cepas de S. Heidelberg, S. Enteritidis e
S. Infantis. Os resultados revelaram sua presenca em 40,0% de S. Infantis, seguido de S.
Heidelberg (25,0%) e S. Enteritidis (14,3%).

A resiténcia aos aminoglicosideos em sua maioria esta mediada por enzimas capazes de
modificar grupos amino ou hidroxila de sua molécula, bloqueando assim sua atividade
antibacteriana, ao impedir a unido do antibiético as proteinas ribossomais. S&o
conhecidos trés tipos de enzimas: O-adeniltransferases, N-acetiltransferases e O-
fosfotransferases. Cada grupo esta formado por diferentes proteinas mais ou menos
estruturalmente distantes. Em Salmonella spp., os genes O-adeniltransferases mais
comuns sao do tipo aadA e aadB. O primeiro media resisténcia a estreptomicina e
espectinomicina, enquanto o segundo confere resisténcia a gentamicina, kanamicina e
tobramicina. Dentro do grupo aadA existem os subtipos, aadA1, aadA2, aadA5, aadA7,
aadA21, aadA22 e aadA23 (Michael et al., 2006). Dos quatro tipos de genes de N-
acetiltransferase, a literatura vem apontando em Salmonella somente aac(3) e aac(6’).
Os mais comuns sdo aac(3), que mediam resisténcia a gentamicina e aqueles que foram
encontrados em diferentes sorovares como Enteritidis, Typhimurium, Typhi, Agona e
Choleraesuis (Michael et al., 2006).

Entre as cinco classes de fosfotransferases descritas, somente aquelas capazes de
fosforilar os aminoglicosideos nas posi¢des 3’, 3” e 6, tem sido identificadas entre cepas
de Salmonella spp.. Entre estes, destacam-se 0s genes aphA, que conferem resisténcia
a kanamicina e neomicina (Chiu et al., 2005; Michael et al., 2006), os genes strA e strB,
que mediam unicamente resisténcia a estreptomicina e normalmente se encontram
juntos, precedidos, em muitos casos, de sul2, o que confere resisténcia as sulfonamidas
(Pezzella et al., 2004; Randall et al., 2004). Na presente avaliacdo sul 2 foi identificado
em 41,7% das cepas de S. Heidelberg, sempre em associacdo com o gene sul1.

Sao descritos mais de 35 diferentes genes que codificam resisténcia a tetraciclina,
relacionados a bombas de efluxo associadas a membrana capazes de exportar
tetraciclina, oxitetraciclina e doxiciclina, enquanto tetB, além destes € capaz de exportar
também a minociclina. Destes, tetA, tetB, tetC, tetD e tetG tém sido encontrados em
Salmonella, sendo tetA e tetB com elevada frequéncia e em maior numero de sorovares
enquanto fetC e tetD sdo encontrados raramente (Frech & Schwarz, 2000; Michael et al.,
2006). No presente estudo, em face da reduzida casuistica em nosso meio e
considerando que 0 mesmo pode ser reconhecido como um marcador epidemiolégico,
somente foi pesquisada a presenca do gene tet D tendo sido tomada como amostragem
S. Enteritidis (4 cepas), S. Typhimurium (6), S. Mbandaka (3) e S. Schawarzengrund (3),
todas com resultados negativos.

Este fenotipo de sensibilidade ao cloranfenicol e resisténcia ao florfenicol, detectado no
presente estudo, reflete a auséncia da pressao seletiva exercida pelo primeiro tendo em
vista a proibicdo de seu uso pelo MAPA em 2003 (Brasil, 2003). Desde que o
cloranfenicol passou a ser proibido em animais, seu analogo sintético fluorinado
(Florfenicol) foi aprovado para tratamento em bovinos. Entre os genes identificados cat,
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cml e flo, apenas este ultimo codifica resisténcia para ambos, cloranfenicol e florfenicol
(Bolton et al., 1999).

Por outro lado, o cloranfenicol era considerado a droga de escolha para o tratamento da
salmonelose, particularmente da febre tifdide no homem, bem como desta zoonose em
animais durante um longo periodo de tempo, o0 que levou a selecdo de cepas
cloranfenicol-resistentes. Esta resisténcia é mediada por enzimas localizadas em
plasmideos, denominadas cloranfenicol-acetiltransferases (CAT) ou entdao de natureza
ndao enzimatica, que codifica para bomba de efluxo. A expulsdao ativa do
cloranfenicol/florfenicol das células bacterianas se processa mediante proteinas
transportadoras especificas (Cml e Flo).

Em Salmonella spp. existem dois tipos de proteinas transportadoras de fenicéis: o
primeiro deles codificados pelo gene cmlA é responsavel pelo transporte de cloranfenicol;
0 segundo tipo, capaz de mobilizar tanto o cloranfenicol como o florfenicol, estando
codificado por genes flo em diferentes sorovares (Meunier et al. 2002, Doublet et al.
2004). De um modo geral, entre as cepas avaliadas, onde a expressao fenotipica da
resisténcia foi observada, em muitos casos nao foi detectado o gene associado
sugerindo a presenca de outra classe de genes. Além deste, outros fatores podem estar
implicados como, super-expressdo de bombas de efluxo de multirresisténcia as drogas
ou entdo modificacdo do alvo de ligacdo da droga levando a ineficiéncia do
antimicrobiano (Depardieu et al. 2007, Nishino et al.2007).

Embora seja reconhecido o potencial zoonético de Salmonella spp., o presente estudo
aponta um quadro preocupante, considerando 0s sorovares circulantes e os fendtipos
detectados, onde a capacidade de recepcao e intercambio de genes de resisténcia
antimicrobiana, passiveis de disseminacao através da cadeia alimentar, pode representar
uma condicao de risco.

Exigindo um esforgo continuo da cadeia produtiva, seu monitoramento permite
surpreender a introducao de sorovares exoticos, a deteccao de caracteristicas relevantes
em saude publica, representando em seu conjunto ferramentas epidemiolégicas de suma
importancia para o conhecimento e ado¢ao de medidas de controle.
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Tabela 16. Perfis de resisténcia e genes detectados em S.Heidelberg.

PERFIL

GENES DETECTADOS

FFC,STR,CRO,CEP,TIO,SSS,AMP,ATM,CXM,AMC,CAZ
FOX,FFC,STR,CRO,CEP,TIO,SSS,AMP,ATM,CXM,AMC,CAZ
FOX,FFC,STR,CRO,CEP,TIO,SSS,AMP,ATM,CXM,AMC,CAZ
FOX,FFC,STR,CRO,CEP,TIO,SSS,AMP,ATM,CXM,AMC,CAZ
FOX,FFC,STR,CRO,CEP,TIO,SSS,AMP,ATM,CXM,AMC,CAZ
FFC,STR,TIO,SSS,AMP,ATM

FFC,STR,CRO,CEP,TIO,SSS,AMP,ATM,CXM,AMC,CAZ,FEP

FFC,STR,CRO,CEP,TIO,SSS,AMP,ATM,CXM,AMC,CAZ,FEP
FFC,STR,CRO,CEP,TIO,SSS,AMP,ATM,CXM,AMC,CAZ,FEP
FFC,STR,CRO,CEP,TIO,SSS,AMP,ATM,CXM,AMC,CAZ,FEP
FFC,STR,CRO,CEP,TIO,SSS,AMP,ATM,CXM,AMC,CAZ,FEP
FFC,STR,CRO,CEP,TIO,SSS,AMP,ATM,CXM,AMC,CAZ,FEP
FFC,STR,CRO,CEP,TIO,SSS,AMP,ATM,CXM,AMC,CAZ,FEP

FFC,STR,CRO,CEP,TIO,SSS,AMP,ATM,CXM,AMC,CAZ

blacyyz blactx,aadAl,sul 1,sul 2
blacyyz blacTx sul 1

blacyyz blactx,aadAl,sul 1,sul 2

Negativo
sul 1
Negativo
blacyy2 blactx, blarew, int 5'CS/3C', aadA1,sull,sul?
blawew ,sull,sul2

sul 1
sul 1
sul1

sul1
sul1,sul 2

blarem
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Tabela 17. Perfis de resisténcia, fagotipos e genes detectados em S.Enteritidis

PERFIL PT prosentes
FFC,TIO,SSS,AMP 4 bla em
FOX, FFC,ENR,CRO,CEP,SSS,AMP,TCY,NAL,CXM,NIT 5 bla e, sull
FFC,STR,ENR,TMP,TIO,SSS,TCY,NAL 4 aadA1,sult
FFC,STR,ENR,AMP,TCY 4 sull
FFC,STR,ENR,AMP,TCY 4 negativo
FOX,FFC,STR,ENR,CEP,SSS,AMP,NAL 4 negativo
FOX,FFC,STR,ENR,CEP,SSS,AMP,NAL,NIT 4 sull
FOX,FFC,STR,ENR,CEP,SSS,AMP,NAL,NIT 4 sull
FOX,FFC,STR,TIO,AMP,NAL,ATM 4 negativo
FOX, FFC,STR,ENR,SSS,AMP,NAL 4 negativo
FFC,STR,ENR,SSS,AMP,NAL 4 sull
FFC,STR,CEP,TIO,AMP 1 negativo
FFC,STR,CEP,TIO,SSS,AMP 4 negativo
STR,TIO,SSS 1 negativo
FOX,STR,TIO,NAL,ATM negativo
FOX,STR,TMP,CRO,CEP,TIO,SSS,CIP,AMP,NAL,ATM, negativo
SXT,NIT, AMC,CAZ,CXM
FOX,STR,TIO,SSSNAL,ATM negativo

FOX,FFC,STR,TIO,SSSNAL

negativo
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Tabela 18. Perfis de resisténcia, fagotipos e genes detectados em S. Typhimurium.

PERFIL PT GENES
DETECTADOS

FFC,STR,GEN,AMP,TCY,ATM 208 Negativo
FFC,STR,TMP,SSS,AMP,TCY,SXT 193 Negativo
FOX,FFC,STR,TMP,SSS,AMP,TCY,SXT 193 Negativo
FFC,STR,TMP,SSS,AMP,TCY,NAL,SXT 193 Negativo
FFC,STR,TMP,SSS,AMP,TCY, SXT ND sul 1
FFC,STR,TMP,SSS,AMP,TCY,NAL,SXT 193 Negativo
STR,TIO,SSS, ATM 193 Negativo
STR,TIO,SSS,AMP, TCY,ATM 193 Negativo

Tabela 19. Perfis de resisténcia e genes detectados em S.Infantis

GENES DETECTADOS

PERFIL

FFC,STR,TIO,SSS,GEN,AMP aad A1
FFC,STR,SSS,GEN,AMP aad A1
FFC,STR,TIO,SSS,GEN,AMP Negativo
FFC,STR,SSS,AMPATM Negativo
FFC,STR,SSS,AMP,ATM Negativo
STR,SSS Negativo
STR,SSS Negativo
STR,SSS Negativo
STR,TMP,TIO,SSS,NAL,ATM,SXT sull
STR,TMP,TIO,SSS,NAL,ATM,SXT sull
STR,SSS,NAL Negativo
STR,SSS Negativo
STR,SSS Negativo
STR,SSS Negativo
STR,SSS Negativo
STR,SSS Negativo

STR,SSS Negativo
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1 2 3 45 67 8 9

Linhas: 1 a 5. S.Heidelberg (+); 6. S.Heidelberg (-); 7.Controle (-);
8.Controle (+); 9. Marcador de PM-1Kb

Figura 9. Amplificacdo por PCR de gene cmy

1.2 3 . .4:.5 6. 478910

Linhas: 1, 2,3,5.S.Heidelberg (+); 4,6,7.S.Heidelberg (-);
8. Controle (-); 9. Controle (+);10. Marcador de PM-1Kb

Figura 10. Amplificagdo por PCR de gene citx
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5.2.2 Enterococcos

Um total de 542 amostras (1 amostra = 5 unidades de frango), que perfaz um total de
2.710 unidades de frango, foram analisadas no periodo de 2004 a 2006, quanto a
presencga de enterococos e desse total, 2.569 (95%) unidades amostrais foram positivas
para esta bactéria. Um total de 8.187 colbnias, identificadas como género Enterococcus
pelo Laboratério Central dos Estados participantes no Programa, foram enviadas ao
Instituto Adolfo Lutz (IAL) de S&o Paulo para determinacdo da espécie. A Tabela 20
mostra o numero de colbnias enviadas ao IAL por Lacen. Destas, 27 colénias nao foram
caracterizadas quanto a espécie sendo 23 (0,3%) por estarem inviaveis e 4 (0,05%) por
pertencerem a outro género. Entre as diferentes espécies ja descritas no género
Enterococcus, doze delas puderam ser identificadas entre as 8.160 col6nias viaveis
caracterizadas, como mostra a Tabelas 21 e 21a. Contudo, pudemos observar que
houve uma predominancia de quatro espécies: E. faecalis (61,4%), E. gallinarum
(28,7%), E. casseliflavus (5,06%) e E. faecium (2,2%) que estao representando cerca de
97% do total das colbnias identificadas. Na Tabelas 22 e 22a, temos a distribuicao das
12 espécies identificadas com relagao a regido geografica, e podemos observar que as
quatro principais espécies estao uniformemente distribuidas entre as cinco regides.

Tabela 20. Distribuicao de Enterococcus spp. encaminhados pelos Lacen ao Instituto
Adolfo Lutz, no periodo de 2004 a 2006.

ESTADO Ne. DE COLONIAS RECEBIDAS

AL 489
AP 497
CE 482
DF 529
ES 517
GO 436
MG 635
MS 654
PR 309
RJ 587
RN 575
RS 641
SC 500
SP* 678 + 658
Total 8187

* SP: laboratérios de SP e Ribeirdo Preto.
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Tabela 21. Distribuicdo das espécies de Enterococcus identificadas no Instituto Adolfo
Lutz, no periodo de 2004 a 2006 (continua).

ESPECIES DE ENTEROCOCOS IDENTIFICADAS

Estado E avium  E. casseliflavus  E.columbae  E.dispar E.durans E.faecalis E.faecium
AL - 16 - 2 3 302 5
AP - 34 - - 7 256 24
CE - 30 - - 2 327 17
DF - 13 - 2 13 391 18
ES - 10 - - 8 288 10
GO - 8 - - 3 375 8
MG - 51 - - - 389 1
MS - 8 - 1 2 408 4
PR - 9 - - 1 254 7
RJ - 46 - 1 6 338 31
RN - 28 - - 1 328 3
RS 1 56 - 1 4 361 5
SC - 35 - 5 13 314 22
SP* 1 69 1 5 14 679 24
Total 2(0,024) 413 (5,06) 1(0,012) 17(0,21) 77(0,95) 5010(61,4) 179(2,2)

Tabela 21a. Distribuicao das espécies de Enterococcus identificadas no Instituto Adolfo
Lutz, no periodo de 2004 a 2006 (continuagéo).

ESPECIES DE ENTEROCOCOS IDENTIFICADAS

Estado  E. gallinarum E. hirae E. raffinosus E. mundtii E. ratti Enterococcus sp Total
AL 149 5 - - - 7 489
AP 153 10 - 1 - 10 495
CE 102 2 - - - 1 481
DF 73 9 - - - 8 527
ES 187 4 - 2 - 7 516
GO 42 - - - - - 436
MG 189 - - - - - 630
MS 226 1 2 652
PR 36 2 309
RJ 152 7 - - 1 3 585
RN 197 5 1 6 569
RS 209 - - 1 2 640
SC 96 10 - 2 2 499
SP* 532 5 - 1 - 1 1332
Total 2343 (28,7) 58 (0,71) 1(0,012) 7(0,09) 1(0,012) 51(0,62) 8160
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Tabela 22. Distribuicao por regiao geografica das espécies identificadas do Género
Enterococcus identificadas pelo Instituto Adolfo Lutz no periodo de 2004 a 2006
(continua).

REGIAO ESPECIES DE ENTEROCOCOS IDENTIFICADAS
GEOGRAFICA E. avium E. casseliflavus  E.columbae E.dispar E.durans E.faecalis E.faecium
NORTE - 34 (6,9) - - 7(14)  256(51,7) 24 (48)
NORDESTE - 74 (4,8) - 2(02) 6(04) 957(622)  25(1,6)
CCE)E;.FFS' 29 (18) : 302 18(11) 1174(727)  30(1.9)
SUDESTE 1(0,03) 176 (6) 1(0,03) 6(0,2) 28 (1) 1694 (55,3)  66(2,1)
suL 1(0,1) 100 (7) - 6(05 18(12) 929(64,1)  34(24)

Tabela 22a. Distribuicao por regido geografica das espécies identificadas do Género
Enterococcus identificadas pelo Instituto Adolfo Lutz no periodo de 2004 a 2006
(continuacéo).

ESPECIES DE ENTEROCOCOS IDENTIFICADAS

REGIAO
GEOGRAFICA .E' E. hirae .E' E. mundftii E. ratti Enterococcussp  Total (N/%)
gallinarum raffinosus
NORTE 153 (31) 10 (2) - 1(0,2) - 10 (2) 495 (6)
NORDESTE 448 (29) 12 (0,8) 1(0,06) - - 14 (0,9) 1539 (19)
CENTRO-
OESTE 341 (21) 10 (0,7) - - - 10 (0,7) 1615 (20)
SUDESTE 1060 (34,4) 16 (0,5) - 3(0,1) 1(0,03) 11(0,3) 3063 (37)
SUL 341 (23) 10 (1) - 3(0,2) - 6(0,5) 1448 (18)

Com a finalidade de selecionar a amostragem a ser analisada quanto a concentracao
inibitéria minima (CIM) foi utilizado o seguinte critério:

- marca analisada por até 5 vezes em momentos diferentes, todas as amostras foram
selecionadas para o teste;

- marca analisada de 6 até 10 vezes, 50% das amostras foram selecionadas;

- marca analisada de 11 a 25 vezes, 25% das amostras foram selecionadas;e

- marca analisada por mais de 25 vezes, foram selecionadas 15% das amostras.

No caso de mais de um produtor por marca, levou-se em consideracado o numero de
amostras por estado produtor.

Portanto, 262 (48%) amostras, representadas por 2.136 colénias, foram avaliadas quanto
ao perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos pela técnica de microdiluicdo em caldo
(CIM), segundo critérios do CLSI de 2006. Os antibiéticos testados foram: vancomicina
(VAN), teicoplanina (TEC), ampicilina (AMP), tetraciclina (TCY), ciprofloxacina (CIP),
eritromicina (ERI), cloranfenicol (CHL), linezolida (LNZ), quinupristina-dalfopristina (QDA),
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gentamicina (GNH) e estreptomicina (STH). Conforme a Figura 11 , podemos observar
que 75% das coldnias foram sensiveis a vancomicina, 1% foi resistente (VRE) e 24%,
intermediario, sendo estes representado pelas espécies E. gallinarum e E. casseliflavus
(n=506), espécies que apresentam resisténcia intrinseca a este antibidtico. A resisténcia
a vancomicina (1%) foi detectada entre os isolados remetidos por cinco Lacen (ES, G O,
RP, RS e SC) e caracterizados nas espécies E. faecalis e E. faecium. Encontrou-se
100% de sensibilidade a ampicilina, 98,9% a teicoplanina, 96,4% a linezolida, 87,5% a
gentamicina, 71% a estreptomicina. Entretanto, menor nivel de sensibilidade foi
detectado para ciprofloxacina (81,3%), cloranfenicol (26,9%), tetraciclina (19,6%),
eritromicina (15,4%) e quinupristina-dalfopristina (4,5%).

As Figuras 12, 13, 14 e 15 mostram a distribuicao do perfil de suscetibilidade aos onze
antibiéticos testados para as quatro principais espécies identificadas. Podemos observar
que a espécie E. casseliflavus apresentou maior sensibilidade a tetraciclina (50,9%) e
menor a eritromicina (4,7%). A espécie E. faecalis foi a que apresentou menor
sensibilidade a quinupristina-dalfopristina (1,4%), com relacao as outras trés espécies.

As cepas de enterococos avaliadas quanto ao perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos representaram as 104 marcas diferentes de frango analisadas. Portanto,
as Tabelas 23, 23a e 23b apresentam a distribuicdo do perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos nos diferentes Estados produtores. A resisténcia a vancomicina foi
observada nas amostras de nove marcas diferentes de frango produzidas nos seguintes
estados: Sdo Paulo, Santa Catarina, Parana, Rio Grande do Sul e Distrito Federal.

vC TC AM TT CP El C LZ QDA GN ST

Figura 11. Distribuigao do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de 2.136 colénias de Enterococcus
spp, recebidas pelo IAL no periodo de 2004 a 2006 (VC, vancomicina, TC, teicoplanina, GN, gentamicina,
ST, estreptomicina, AM, ampicilina, TT, tetraciclina, El, eritromicina, Cl, clindamicina, C, cloranfenicol, LZ,
linezolida, QDA, quinupristina-dalfopristina).

S: suscetivel

I: indeterminado

R: resistente
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Figura 12. Distribuicdo do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das 1.501 coldnias de E. faecalis
avaliadas pela técnica da determinag¢édo da concentragdo inibitéria minima (CIM) para 11 antibiéticos ( VC,
vancomicina, TC, teicoplanina, GN, gentamicina, ST, estreptomicina, AM, ampicilina, TT, tetraciclina, El,
eritromicina, Cl, clindamicina, C, cloranfenicol, LZ, linezolida, QDA, quinupristina-dalfopristina).

S: suscetivel

I: indeterminado

R: resistente

Es O mR

VC TC GN ST AM TT EI CI C LZ QDA

Figura 13. Distribuicdo do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das 82 col6nias de E. faecium
avaliadas pela técnica da determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM) para 11 antibioticos ( VC,
vancomicina, TC, teicoplanina, GN, gentamicina, ST, estreptomicina, AM, ampicilina, TT, tetraciclina, El,
eritromicina, Cl, clindamicina, C, cloranfenicol, LZ, linezolida, QDA, quinupristina-dalfopristina).

S: suscetivel

I: indeterminado

R: resistente
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Figura 14. Distribuicao do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das 400 colénias de E. gallinarum
avaliadas pela técnica da determinagédo da concentragdo inibitéria minima (CIM) para 11 antibiéticos ( VC,
vancomicina, TC, teicoplanina, GN, gentamicina, ST, estreptomicina, AM, ampicilina, TT, tetraciclina, El,
eritromicina, Cl, clindamicina, C, cloranfenicol, LZ, linezolida, QDA, quinupristina-dalfopristina).

S: suscetivel

I: indeterminado

R: resistente
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Figura 15. Distribuicdo do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das 106 colénias de E.
casseliflavus avaliadas pela técnica da determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) para 11
antibiodticos (VC, vancomicina, TC, teicoplanina, GN, gentamicina, ST, estreptomicina, AM, ampicilina, TT,
tetraciclina, El, eritromicina, Cl, clindamicina, C, cloranfenicol, LZ, linezolida, QDA, quinupristina-
dalfopristina).

S: suscetivel

I: indeterminado

R: resistente
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Tabela 23. Distribuicao do perfil de susceptibilidade antimicrobiana das 2.135 colénias de
Enterococcus spp., considerando os estados produtores de carne de frango congelada
para consumo humano (continua).

Glicopeptideo Glicopeptideo Aminoglicosideo  Aminoglicosideo Penicilina
ESTADO Vancomicina Teicoplanina Gentamicina Estreptomicina Ampicilina
PRODUTOR S I R S I R S | R S I R S | R

SP (426) 66 31 3 97 3 81 - 19 69 - 31 100
SC (316) 85 12 3 9 - 2 91 - 9 74 - 26 100
PR (281) 78 21 1 99 1 % - 22 68 - 32 100
MG (260) 78 22 - 100 - - 91 - 9 70 - 30 100

RS (253) 64 35 1 9 - 1 84 - 16 7% - 25 100

PE (157) 82 18 - 100 - - 97 - 3 7% - 25 100

GO (92) 92 8 - 100 - - 9% - 5 69 - 31 100

MT (92) 62 38 - 100 - - 9% - 5 67 - 33 100

MS (55) 83 17 - 100 - - 100 - - 81 - 19 100

BA (43) 67 33 - 100 - - 81 - 19 67 - 33 100

DF (41) 84 1 5 95 - 5 73 - 27 5 - 46 100

RN (41) 69 31 - 100 - - 98 - 2 68 - 32 100

ES (40) 78 22 - 100 - - 100 - - 73 - 27 100

PA (34) 90 10 - 100 - - 93 - 7 8 - 17 100

CE (31) 73 27 - 100 - - 100 - - 63 - 37 100

RJ (16) 60 40 - 100 - - 100 - - 52 - 48 100

AP (7) 100 - - 100 - - 100 - - 66 - 34 100

AL (3) 67 33 - 100 - - 100 - - 100 - - 100
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Tabela 23a. Distribuicao do perfil de susceptibilidade antimicrobiana das 2.135 colénias
de Enterococcus spp., considerando os estados produtores de carne de frango
congelada para consumo humano (continuagéo).

Tetraciclinas Macrolideo Fluoroquinolona

ESTADO Tetraciclina Erittromicina Ciprofloxacina
PRODUTOR S [ R S I R S [ R
SP (426) 14 1 85 17 21 62 33 34 33
SC (316) 24 1 75 22 23 55 29 35 36
PR (281) 31 1 68 14 36 50 29 46 25
MG (260) 17 1 82 10 33 57 15 45 40
RS (253) 8 04 90,6 17 21 62 34 42 24
PE (157) 22 - 78 15 28 57 30 31 39
GO (92) 13 1 86 18 15 67 53 32 15
MT (92) 20 - 80 9 25 66 50 39 1
MS (55) 13 - 87 11 19 70 45 21 34
BA (43) 12 2 86 21 37 42 21 49 30
DF (41) 8 - 92 5 5 90 49 - 51
RN (41) 25 - 75 15 27 58 19 49 32
ES (40) 27 - 73 - 32 68 24 31 45
PA (34) 45 - 55 17 38 45 69 14 17
CE (31) 37 - 63 10 43 47 10 63 27
RJ (16) 27 - 73 20 20 60 33 7 60
AP (7) 33 - 67 17 17 66 66 17 17
AL (3) - - 100 - 33 67 - 33 67
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Tabela 23b. Distribuicao do perfil de susceptibilidade antimicrobiana das 2.135 colbénias
de Enterococcus spp., considerando os Estados produtores de carne de frango
congelada para consumo humano (continuacao).

Fenicol Oxazolidinona Estreptogramina
ESTADO Cloranfenicol Linezolida Quinupristina-Dalfopristina
PRODUTOR S [ R S [ R S [ R

SP (426) 43 32 25 93 2 5 12 6 82
SC (316) 17 58 25 98 1 5 10 85
PR (281) 30 52 18 99 1 - 4 6 90
MG (260) 27 55 18 86 10 4 4 1 95
RS (253) 20 52 28 100 1 10 89
PE (157) 21 40 39 100 4 3 93
GO (92) 37 25 38 100 - - 10 - 90
MT (92) 3 64 33 100 - - 3 1 97
MS (55) 26 31 43 100 - - 100

BA (43) 28 46 26 100 - - 7 13 80
DF (41) 35 15 50 100 - - - 5 95
RN (41) 15 39 46 100 - - - 13 87
ES (40) 36 27 37 100 - - 8 10 82
PA (34) 41 28 31 100 - - - 10 90
CE (31) 17 57 26 80 13 7 90 - 10
RJ (16) 80 13 7 100 - - 40 7 53

AP (7) 33 50 17 100 - - 100

AL (3) 100 - - 100 - - - 33 67

Enterococos sdo bactérias amplamente distribuidas, estdo presentes em uma grande
variedade de alimentos e podem ser consideradas como indicadoras de contaminacao
fecal. Esta bactéria faz parte da microbiota intestinal do homem e de outros animais e
apresenta resisténcia intrinseca a varios antibidticos, incluindo cefalosporinas,
penicilinas, lincosaminas e aminoglicosideos.

Atualmente, existe uma grande preocupacdo quanto ao aumento da resisténcia
antimicrobiana adquirida pela bactéria, a qual reduz a eficiéncia de antibiéticos utilizados
para o tratamento e prevencdo de doencgas infecciosas. Muitos antibiéticos, incluindo
alguns importantes para a medicina humana, sdo adicionados a ragdo animal como
promotor de crescimento e como proposta profilatica. Embora esta alternativa tecnolégica
favoreca um melhor desempenho dos animais, especialmente para frangos e suinos, o
uso de antibiéticos na producédo animal pode selecionar microrganismos resistentes que
podem ser transferidos ao homem através da ingestdo de alimentos contaminados.

A avoparcina, que é uma molécula similar a vancomicina exibe o mesmo mecanismo de
acao e de resisténcia. Dada a emergéncia de resisténcia cruzada entre estes antibibticos,
em 1997 o consumo da avoparcina foi proibido na Unido Européia. No Brasil, o uso desta
droga na racdo animal foi proibido em 1998. Entretanto, outros antimicrobianos como
avilamicina, bacitracina de zinco, clorexidina, espiramicina, flavomicina, lincomicina,
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sulfato de colistina, sulfato de tilosina e virginiamicina s&o ainda utilizados como aditivos
na racao animal.

Resultados similares ao encontrado neste estudo, presenca de 95% de enterococos, tem
sido reportados confirmando a alta frequéncia desta bactéria em produtos de origem
animal (Hayes et al.,, 2003; McGowan et al., 2006; Gomes et al.,2008). E como ja
mencionado anteriormente, esta alta ocorréncia pode ser atribuida a presenca natural da
bactéria no trato gastrointestinal e pela habilidade do microrganismo de sobreviver por
um periodo em condigdes ambientais desfavoraveis.

A prevaléncia da espécie de E. faecalis entre as 4 principais espécies identificadas neste
estudo, esta de acordo como encontrado na literatura (Fracalanzza et al., 2007; Miranda
et al., 2007; Pavia et al., 2000).

Enterococcus spp., particularmente E. faecium e E. faecalis, como ja mencionado
anteriormente apresentam resisténcia intrinseca a varios antimicrobianos e podem
adquirir genes de resisténcia para outras classes.

Neste estudo, independente da espécie, foi verificado certo grau de resisténcia aos
antimicrobianos avaliados, com excecdao da ampicilina que apresentou 100% de
sensibilidade. Outra informagéo importante também verificada, foi a baixa resisténcia a
vancomicina encontrada (1%), visto a existéncia da publicacdo de presenca de VRE (9%)
em frango exportado pelo Japao (lke et al., 1999). Em outros estudos brasileiros VRE
nao foi encontrado em amostras de frango e na cultura de swabs da cloaca de frangos
(Fracalanzza et al., 2006; Xavier et al., 2006; Leme et al., 2000).

Embora o uso da tetraciclina como promotor de crescimento seja proibido no Brasil
desde 1998, este antibi6tico, juntamente com a eritromicina € muito utilizado na
terapéutica animal (Oliveira et al., 2005), contribuindo assim com o elevado nivel de
resisténcia encontrado neste estudo para estes antibiéticos.

A quinupristina-dalfopristina  é um antibiético que pertence ao grupo das
estreptograminas, assim como a virginiamicina, e tem seu uso aprovado pelo FDA (1999)
para tratamento de infeccoes humanas causadas por E. faecium resistente a
vancomicina. Entretanto, o E. faecalis apresenta resisténcia intrinseca a este antibiético
e neste estudo sua casuistica & de 65% entre as espécies identificadas, justificando o
elevado percentual de resisténcia detectado. Paralelamente, estes resultados
representam um alerta, tendo em vista sua reag¢ao cruzada pelo uso da virginiamicina, a
qual é utilizada como promotor de crescimento (Rende-Fournier et al.,1993).

O elevado nivel de resisténcia para aminoglicosideos implica diretamente com o
tratamento de infecgdes graves por enterococos, no qual se utiliza um aminoglicosideo
associado a um antibiético beta-lactamico ou glicopeptideo. Neste estudo a resisténcia
encontrada foi de 12,5% para gentamicina e 29% para estreptomicina, que se assemelha
aos resultados encontrados por Fracalanzza et al.(2007).

Considerando que no Brasil os estudos de presenca de enterococos nos alimentos sao
escassos, 0s resultados apresentados neste estudo indicam a importancia do
monitoramento, visto que esta bactéria pode estar associada a disseminacdo da
resisténcia aos antimicrobianos.
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6. CONCLUSOES

e Em relacdo a verificacdo de adequacdo dos rotulos as exigéncias da RDC n®
13/2001, os resultados das analises mostram que a grande maioria dos
produtores de frango atendem ao estabelecido na legislacédo, que tem por objetivo
instruir os consumidores quanto ao manuseio correto do produto, como medida
de prevencao sobre agravos a saude.

e Na analise quanto a regido geografica, o maior numero de isolamentos de
Salmonella foi obtido na regiao sudeste (50,4%), com prevaléncia de S. Enteritidis
seqguido de S. Typhimurium nas regides sudeste, norte e centro-oeste;

e O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos revelou que a totalidade das cepas
apresentou resisténcia a uma ou mais drogas usualmente empregadas em
medicina humana e veterinaria, tendo sido reconhecidos 98 perfis de
multirresisténcia;

e Os elevados percentuais de resisténcia aos antimicrobianos nas cepas analisadas
alertam para uma condicao de risco, tendo em vista as possiveis implicagcdes no
tratamento empirico de quadros clinicos graves de salmonelose;

e Resisténcia cruzada foi observada entre drogas de Ultima geracdo, de uso
veterinario exclusivo, com aquelas empregadas na clinica humana,
provavelmente pela sua utilizagdo em animais, com finalidades terapéuticas,
profilaticas ou promotoras do crescimento, contribuindo para a disseminacédo do
pool de genes de resisténcia na populacao bacteriana;

e A resisténcia as cefalosporinas de 32 geracdo representa uma séria ameaca de
falha terapéutica no tratamento de infec¢coes determinadas por Salmonella spp.
particularmente em criancas;

e As expressivas, resisténcia e multirresisténcia aos antimicrobianos observadas no
presente estudo refletem a associagdo de genes que codificam para esta
caracteristica, apesar de nao terem sido detectados na totalidade das cepas
avaliadas;

e A deteccdo durante o periodo de avaliagdo de S. Heidelberg portadoras de
cassete de genes incluindo resisténcia a cefalosporina de 32 geracdo aponta a
introducdo em nosso meio de clone com caracteristicas exoéticas, amplamente
disseminado em paises do hemisfério norte;

¢ A elevada frequéncia de fagotipos relevantes, entre S. Enteritidis (PT4 e PT1) e S.
Typhimurium (PT193 e PT208) de disseminacdo mundial, reconhecidos por
carrear cassetes génicos que conferem resisténcia a distintas classes de
antimicrobianos, aponta um potencial problema de seguranca alimentar;

e A realizacado de estudo abrangente permite avaliar o cumprimento das normas de
proibicdo do uso de determinadas drogas e acompanhar o papel de certos
farmacos de uso veterinario exclusivo, cuja similaridade quimica possa resultar
em resisténcia aqueles de utilizacao terapéutica humana;
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e Atividades continuas de vigilancia, higiene na manipulacdo de alimentos e
caracterizacdo da resisténcia com a utilizacdo criteriosa de drogas
antimicrobianas representam ferramentas relevantes para prevenir a
disseminacgao de populacdes bacterianas multirresistentes.

e Os resultados do Prebaf mostram elevada positividade de Enterococcus spp.
(préxima de 100%) nas andlises realizadas e revelam niveis varidveis de
resisténcia aos antimicrobianos

e A deteccao de resisténcia a vancomicina, embora em percentuais reduzidos (1%),
entre as espécies de importancia hospitalar humana alerta para necessidade de
continuo monitoramento da resisténcia a este antimicrobiano, tendo em vista a
possibilidade de sua disseminagéo através da cadeia alimentar.

e Considerando as caracteristicas zoonéticas de Samonella spp., a presenca de
microrganismos de origem fecal, representados pelos Enterococcus spp., € 0S
perfis de resisténcia aos antimicrobianos detectados, em seu conjunto tais
resultados refletem a existéncia de pontos frageis que podem estar desde a
cadeia produtiva até a exposi¢ao do produto para venda.

7. RECOMENDAGCOES

e Efetuar o monitoramento continuo de Salmonella, nos produtos de origem avicola
o qual permite, indiretamente, avaliar a aplicacdo da analise de perigos e pontos
criticos de controle e o risco de veiculacao destes patégenos para o consumidor;

e Detectar a magnitude da resisténcia aos antimicrobianos, particularmente em
relacao aos farmacos de escolha terepautica na salmonelose invasiva no homem;

e (Caracterizar os clones multirresistentes quanto a sua capacidade de albergar e,
obviamente, disseminar genes de resisténcia, visando assegurar o tratamento
clinico apropriado e orientar intervencoes de saude publica;

e Dar continuidade no monitoramento de Salmonella spp., visando através do
rastreamento molecular, a caracterizacdo dos clones multirresistentes circulantes,
resistentes ou exéticos, buscando determinar no ambito nacional e/ou
internacional sua origem geogréfica;

e Considerando a intervencao de outros patégenos de relevancia em saude publica,
na cadeia produtiva de frangos, justifica-se ampliar o presente estudo envolvendo
além de Salmonella spp. e Enterococcus spp., Listeria monocytogenes e
Campylobacter spp.
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1. OBJETIVO

Determinar procedimentos para colheita de amostras de carcagas congeladas de frango
destinadas ao Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia
Bacteriana em Frango — Prebaf, e para a andlise de resultados e intervencao.

2.  CAMPO DE APLICACAO

Este Procedimento Operacional Padrdao estabelece os procedimentos a serem
observados pelos érgaos de vigilancia sanitaria dos Estados envolvidos no PREBAF,
para a colheita de amostras de carcacgas congeladas de frango.

3. PROCEDIMENTOS
3.1  COLHEITA DE AMOSTRAS

3.1.1 Colher, no comércio local, duas amostras, de marcas distintas, compostas por 05
(cinco) unidades de frango inteiro congelado e sem tempero, por més. A selecdo das
amostras deve ser baseada na disponibilidade das marcas no mercado, priorizando 0s
produtos processados em frigorificos locais.

3.1.2 As cinco unidades da amostra devem apresentar as mesmas especificacoes
quanto a marca, ao lote, data de fabricacdo e prazo de validade. As unidades de amostra
nao devem apresentar sinais de violagdo na embalagem primaria.

3.1.3 Colher amostras com, no minimo, 60 dias para expirar a validade. Deve ser
dispensada a colheita da amostra sempre que o produto estiver visivelmente adulterado
ou deteriorado, ou armazenado em temperatura inadequada.

3.1.4 Para cada amostra deve ser emitido um Termo de Colheita de Amostras (TCA) e
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especificado o motivo de colheita (PREBAF) e a modalidade de andlise (Orientagéo).
3.1.5 QO TCA deve ser preenchido em letra legivel, preferencialmente em letra de forma.

3.1.6 Enviar as amostras ao laboratério devidamente identificadas, contendo as
seguintes informagdes:

A data, a hora da colheita, a temperatura do produto e/ou do equipamento; de exposicao
(gbndola, freezer) no momento da colheita, as condicées da amostra no ponto de colheita
e outros dados que possam auxiliar as atividades analiticas.

3.1.7 As amostras colhidas devem ser entregues no mesmo dia ao laboratério,
devidamente lacradas, sendo mantidas em caixa isotérmica, com gelo reciclavel durante
o transporte.

As amostras devem permanecer congeladas desde a colheita até a entrega no
laboratério.

3.1.8 Excepcionalmente, quando nao for possivel entregar as amostras ao laboratério no
mesmo dia da colheita, as mesmas devem ser mantidas em freezer garantindo a
sua integridade.

3.1.9 O prazo maximo de entrega das amostras (congeladas) ao laboratério ndo deve

exceder a 72 horas apés colheita, respeitando os dias previamente acordados no
cronograma de amostragem entre o 6rgao de vigilancia sanitaria e o laboratério.
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1. OBJETIVO

Este Procedimento Operacional Padronizado estabelece condigdes e procedimentos para a recepgao,
armazenamento processamento as mostras a serem submetidas a pesquisa e contagem de Salmonella sp
e a pesquisa de Enterococcus sp. Este POP também padroniza os dados que devem constar nos laudos
de analise e destinatario de encaminhamento.

2. CAMPO DE APLICAGCAO

Este POP aplica-se ao PREBAF e visa uniformizar as metodologias de analise, bem como a elaboracéo de
laudos a serem encaminhados aos 6rgaos de Vigilancia Sanitaria, pelos laboratérios participantes.

3. SIGLAS

Sao usadas no texto deste POP as seguintes siglas:

PREBAF — Programa Nacional de monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango
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ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
ATCC - American Type Culture Collection
IAL - Instituto Adolfo Lutz

INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

4. CONDICOES GERAIS
4.1 — Materiais e equipamentos

a) balanca com capacidade para 3000g e sensibilidade de 0,01g;
b) bandejas inox

c) bisturis

d) bolsa plastica estéril com capacidade de 5 L;

e) frasco erlenmeyer com capacidade de 5 L ou frasco similar;

f) papel indicador de pH.

Nota:
Esterilizar os materiais em forno Pasteur a 180 2C durante 2 horas.

4.2 — Meios de cultura (ver Anexo A)
a) agua peptonada tamponada (APT)
4.3 — Solucdes e reagentes (ver Anexo B)
a
b

c
d

~

acido cloridrico 1N;
alcool a 70%
hidréxido de sodio 1N;
triton x-100

— — =

5. CONDICOES ESPECIFICAS

Duas amostras de carcacas congeladas de frango sem tempero, compostas cada uma, por cinco unidades
sdo coletadas mensalmente pela Vigilancia Sanitaria. As unidades de cada amostra devem pertencer a
mesma marca comercial e apresentar a mesma data de embalagem e/ou prazo de validade do produto.

As amostras sdo acondicionadas, identificadas e enviadas ao laboratério de andlise, sob refrigeragao, no
menor periodo de tempo possivel.
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Cada Termo de Colheita de Amostras corresponde a cinco unidades do produto de uma Unica marca
comercial, conforme descrito acima.

5.1 — Recepgéao e estocagem no laboratério

Observar o aspecto geral da amostra. Verificar se o produto ndo contém tempero, se todas as unidades
apresentam a mesma data de embalagem e/ou prazo de validade do produto e se as mesmas estéao
congeladas.

Armazenar as unidades da amostra no laboratério, em freezer. Para iniciar as analises, proceder ao
descongelamento das mesmas em refrigerador, na embalagem original, durante 18 horas.

5.3 — Enxaguadura da amostra

A etapa de enxaguadura da amostra é comum para os ensaios de pesquisa e contagem de Salmonella e
também para pesquisa de Enterococcus sp.

Proceder a limpeza da superficie externa da embalagem utilizando gaze embebida em 70%. Abrir a
embalagem com bisturi estéril. Desprezar os miudos e transferir a carcaca para saco plastico estéril.

Pesar a amostra e adicionar, para cada 1 g do frango, 1 mL de APT. Fazer a enxaguadura,
cuidadosamente e de maneira uniforme, em toda a superficie da carcaca.

Transferir o caldo de enxaguadura para erlenmeyer de 5L.

Deixar em repouso durante 60 minutos a temperatura ambiente. Verificar o pH do homogenato com papel
indicador de pH. Se necessario, ajustar o pH para 6,8 + 0,2 utilizando &cido cloridrico 1N e hidréxido de
sédio 1N.

Apos o ajuste do pH, proceder & semeadura dos meios para enterococos a partir do caldo de enxaguadura.

Para os ensaios de Salmonella sp, acrescentar ao caldo de enxaguadura, Triton X — 100 (submetido a
vapor fluente durante 15 minutos). A utilizacdo desse surfactante deve ser limitada a menor quantidade
suficiente para iniciar a formagéo de espuma.

Nota:

Cada 1 mL do caldo de enxaguadura corresponde a 1g da amostra.
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Proceder a pesquisa de Salmonella sp (POP INCQS n°65.3210.044) e a pesquisa de Enterococcus sp
(POP IAL) nas 5 unidades da amostra. Realizar a contagem de Salmonella sp (POP INCQS n°
65.3210.044) em apenas uma unidade da amostra.

5.4 — Analise de Rotulagem

Proceder a analise de rotulagem segundo a Resolugdo RDC ANVISA n° 13 de 02/01/2001, que estabelece
a obrigatoriedade para os produtores de carnes de aves e seus mitdos crus, resfriados ou congelados, de
incluir na rotulagem destes produtos as instru¢des de uso, preparo e conservagdo dos mesmos.

5.5 — Laudo de analise

5.5.1 — Elaborar o “Laudo de Andlise” com as informacdes listadas abaixo.

a) informacodes sobre a amostra:
e NuUmero de Cadastro da Amostra no Laboratério;
®* Modalidade de Analise: Orientacao;
* Programa;
* Nome do Produto: Carcaga Congelada de Frango;
® Quantidade Recebida;
* Data de Fabricacao;
®* Data de Validade;
®*  NuUmero do Lote;
®* Termo de Apreensao;
e Motivo da Apreensao: Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia
Bacteriana em Frango — PREBAF;
e Registro;
e Fabricante;
e Logradouro;
e Pais;
e |Local de Coleta;
e Requerente;
e Pessoa de Contato;
e Documento;
e Data de Entrada;
e Descricdo da Amostra.
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b) Resultado da analise
Nome do Ensaio: Andlise de Rotulagem:
Referéncia: Resolucdo RDC n.2 13 de 02/01/2001-ANVISA
Resultado: Satisfatorio/Insatisfatorio
Nome do Ensaio: Pesquisa de Salmonella
Referéncia : POP INCQS n? 65.3210.044
Resultado: Presente/Ausente
Unidade da Amostra A
Unidade da Amostra B
Unidade da Amostra C
Unidade da Amostra D
Unidade da Amostra E

Nome do Ensaio: Contagem de Salmonella sp

Referéncia: POP INCQS n°©65.3210.044

Unidade da amostra

Resultado (NMP) LIC = ; LSC =
Nome do Ensaio: Pesquisa de Enterococcus sp

Referéncia: POP IAL — Detecgdo de Enterococos em Carcagas congeladas de Frango Meio com
vancomicina:

Resultado: Presente/Ausente
Unidade da Amostra A
Unidade da Amostra B
Unidade da Amostra C
Unidade da Amostra D
Unidade da Amostra E
Meio sem Vancomicina:
Resultado: Presente/Ausente
Unidade da Amostra A
Unidade da Amostra B
Unidade da Amostra C
Unidade da Amostra D
Unidade da Amostra E

5.5.2 — No final do laudo de analise deve constar a seguinte mensagem padrao:

“Este laudo ndo pode ser utilizado em publicidade, propaganda ou para fins comerciais. Os resultados
deste laudo referem-se Unica e exclusivamente a amostra encaminhada pelo solicitante.”
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5.5.3 Os Laudos de Andlise devem ser encaminhados a VISA responsavel pela colheita da amostra.
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ANEXO A

MEIOS DE CULTURA

A.1 — Agua peptonada tamponada

Peptona 109
Cloreto de sddio 59
Fosfato de sddio dibasico 3,5¢9
Fosfato de potassio monobasico 1,59
Agua destilada 1000 mL

Suspender e dissolver os componentes em agua destilada. Distribuir aliquotas de 3000 mL em frascos

Erlenmeyers de 5 L ou frasco similar. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.
pH final: 7,2 £ 0,2 a 25°C.

Nota:
O meio pronto deve ser estocado a temperatura de 15 a 30°C.
Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer as recomendagées do fabricante.
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ANEXO B

SOLUCOES E REAGENTES

B.1 — Acido cloridrico 1N

Acido cloridrico concentrado 89 mL
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Esterilizar em autoclave a 1212 C durante 15 minutos.

Nota: Estocar a temperatura ambiente.

B.2 — Hidroxido de sddio 1N

Hidréxido de Sodio 409
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Esterilizar em autoclave a 1212 C durante 15 minutos.

Nota: Estocar a temperatura ambiente.

B.3 — Triton X-100

Transferir um volume de aproximadamente 50mL de Triton X-100 para frasco escuro de 250mL ou frasco
similar. Esterilizar sob vapor fluente por 15 minutos.

Nota: Estocar a temperatura ambiente.

RELATORIO PREBAF




Ministério da Saude
Fundacao Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde
Av. Brasil, 4365 - Manguinhos - CEP 21045-900 - Rio de Janeiro - RJ - Brasil

Tel: (0xx21) 3865-5151 Fax: (0xx21) 2290-0915 NCeE
TITULO: PESQUISA E CONTAGEM DE Salmonella SP EM CARCACAS NUMERO
CONGELADAS DE FRANGO 65.3210.044
PALAVRAS-CHAVE REVISAO Secao do Manual
SALMONELLA SP - ALIMENTOS - CARCACAS DE FRANGO 00 10
ELABORADO VERIFICADO APROVADO REFERENDADO DATA
Carla de O. Rosas | Marcia B Warnken | Marise S. de Magalhaes André L. Gemal 20/10/2003
SUMARIO
1. Objetivo

2. Campo de aplicagao

w

. Siglas

N

. Condicbes Gerais

(¢

. Condi¢cdes Especificas

o

Bibliografia

7. Anexos

A. Meios de Cultura

B. Solugdes e Reagentes
C

D

. Tabela NMP
. Ficha de Controle dos Ensaios de Salmonella sp.

1. OBJETIVO

Este Procedimento Operacional Padronizado (POP) estabelece as condi¢des e procedimentos para
pesquisa e contagem de Salmonella sp em carcagas de frango sem tempero.
2. CAMPO DE APLICACAO

Este POP aplica-se ao Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da ANVISA e visa
uniformizar as metodologias de andlise para os laboratérios participantes.

3. SIGLAS
S&o usadas no texto deste POP as seguintes siglas:

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ATCC - American Type Culture Collection
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INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
4. CONDICOES GERAIS
4.1 — Materiais e equipamentos

a) agitador de tubos;

b) algca e agulha de platina ou niquel-cromo nimero 25 (diametro de 3 mm);
c¢) banho termostatico a 42 = 1°C;

d) frascos erlenmeyers com capacidade de 250 mL; 500 mL e 1000 mL;
e) estufa bacterioldgica a 35 + 2°C;

f) laminas de vidro;

g) palitos de madeira;

h) pipetas graduadas de 1, 5 e 10 mL;

i) placas de Petri;

j) tubos de ensaio 13 x 100 mm;

k) tubos de ensaio 16 x 160 mm.

Nota:
Esterilizar o material em forno Pasteur a 180 ¢ C durante 2 horas.

4.2 — Meios de cultura (ver Anexo A)

a) agar entérico Hektoen;

b) agar lisina ferro;

c) agar nutriente;

d) agar triplice agucar ferro;

e) agar xilose lisina desoxicolato;

f) &gua peptonada tamponada (APT);
g) caldo tetrationato;

h) caldo uréia;

i) meio Rappaport — Vassiliadis.

4.3 — Solucdes e reagentes (ver Anexo B)
a) Antissoro polivalente para Salmonella sp;
b) solugéo de iodo-iodeto de potassio;

c) solucao de verde brilhante a 0,1%;

d) solucédo salina 0,85%;

e) tampéo fosfato de Butterfield.

4.4 — Microrganismos de referéncia
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a) Samonella Typhimurium - INCQS 150 (ATCC 14028);
b) Escherichia coli - INCQS 033 (ATCC 25922);
C) Proteus vulgaris - INCQS 106 (ATCC 13315).

Para a utilizacao das culturas de microrganismos de referéncia seguir as especificacées do POP
(65.3210.041) — “Utilizacao de Bactérias de Referéncia da Colegcédo de Culturas do INCQS no Controle
Microbioldgico de Alimentos” - INCQS/FIOCRUZ.

5. CONDICOES ESPECIFICAS

Para os ensaios de pesquisa e contagem de Salmonella sp utilizar o caldo de enxaguadura obtido a partir

da metodologia descrita no POP (65.3210.043) — “Recepgao e Processamento Inicial de Amostras de
Carcagas Congeladas de Frango” — INCQS/FIOCRUZ.

5.1 — Pré-enriquecimento
5.1.1 — Pesquisa de Salmonella sp (Ensaio qualitativo)

Transferir 25 mL do caldo de enxaguadura (volume correspondente a 25 g da amostra) para frasco

erlenmeyer contendo 225 mL de APT. Agitar com movimentos circulares, cuidadosamente.
Incubar a 35°C £ 2°C durante 18 a 24 horas.

5.1.2 — Determinacao do Numero Mais Provavel de Salmonella sp (Ensaio qualitativo)
Preparar a diluicao 10" transferindo 50 mL do caldo de enxaguadura para frasco erlenmeyer contendo 450

mL de tamp&o de Butterfield (diluicdo 10™).

A partir da diluicdo 10" preparar diluigées decimais seriadas, acrescentando 10 mL da em frasco contendo
90 mL de tampé&o de Butterfield.

Preparar 5 séries de diluicbes com 3 tubos cada (correspondendo de 10 g a 0,001 g do alimento), como
descrito abaixo:

12 série (10 g) — Distribuir aliquotas de 10 mL do caldo de enxaguadura em 3 tubos de ensaio vazios e

estéreis;

22 série (1 g) — Distribuir aliquotas de 1 mL do caldo de enxaguadura em 3 tubos contendo 10 mL de APT;
32 série (0,1 g) - Distribuir aliquotas de 1 mL da diluigdo 10" em 3 tubos contendo 10 mL de APT;

42 série (0,01 g) - Distribuir aliquotas de 1mL da diluicao 10 em 3 tubos contendo 10 mL de APT;

52 série (0,001 g) — Distribuir aliquotas de 1mL da diluicdo 10 em 3 tubos contendo 10 mL de APT.
Notas:

a) em cada série de tubos identificar as diluigdes e classificar os tubos como A, B e C;
b) incubar os tubos a 35°C + 2°C durante 18 a 24 horas.

5.2 — Enriquecimento seletivo
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Para o ensaio quantitativo, selecionar apenas os tubos que apresentarem turvagao para proceder a etapa
de enriquecimento seletivo.

A partir da etapa de enriquecimento seletivo aplicar o procedimento descrito abaixo tanto para a
metodologia de pesquisa (ensaio qualitativo), quanto quanto para a determinagao do NUmero Mais
Provavel (ensaio quantitativo) de Salmonella sp.

Semear os meios de enriquecimento seletivo a partir da APT.

a) transferir 0,1 mL do caldo de pré-enriquecimento, previamente homogeneizado por movimentos
circulares, para tubos contendo 10 mL de meio Rappaport - Vassiliadis;

b) transferir 1 mL do caldo de pré-enriquecimento, previamente homogeneizado por movimentos circulares,
para tubos contendo 10 mL de caldo tetrationato;

Nota:
No momento da utilizagdo do caldo tetrationato acrescentar 0,1 mL de solugcédo de verde brilhante a 0,1% e

0,2 mL de solugéo iodo — iodeto de potassio (Anexo B). Homogeneizar utilizando agitador de tubos.
Incubar os tubos em banho termostatico a 42 + 12 C, durante 18 a 24 horas.

5.3 — Isolamento

Semear, por esgotamento, uma algada de cada uma das culturas de enriquecimento seletivo, previamente
homogeneizadas em agitador de tubos, para a superficie dos seguintes meios seletivo-indicadores: agar
entérico Hektoen e agar xilose lisina desoxicolato.

Incubar as placas em posigao invertida a 35°C + 22 C, durante 18 a 24 horas.

5.3.1 — Controle dos meios seletivo-indicadores

Semear, por esgotamento, as cepas controle de Salmonella Typhimurium e E. coli (item 4.4) em placas
contendo agar entérico Hektoen e agar xilose lisina desoxicolato

Incubar a 35°C + 2¢ G, durante 18 a 24 horas.

Observar o crescimento dos microrganismos de referéncia nas placas de meios que devem apresentar as
caracteristicas descritas a seguir:
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Salmonella Typhimurium Escherichia coli

< Colbnias negras ou verde- oni 5
Agar Hektoen g azuladas com centro | Col6nias vermelhas ou salméo,

negro com halo de precipitagdo
Agar XLD Colonias negras ou transparentes, da cor do Colbnias amarelas, opacas, com
9 meio, com centro negro halo de precipitacao

5.4 — Selecéao das colbdnias

Observar as placas de cada meio seleteivo que contenham colonias tipicas de Salmonella sp. Selecionar
de duas a cinco colbnias e semear em tubo contendo &gar nutriente.
Incubar a 35°C £ 2°C, durante 18 a 24 horas.

5.5 — Triagem Bioquimica
5.5.1 — Semeadura de colénias suspeitas de Salmonella sp em agar TSI e agar LIA.
Com o auxilio de uma agulha bacterioldgica tocar o crescimento do &gar nutriente . Perfurar a base do agar

TSI em profundidade e realizar movimentos de estrias na superficie. Sem flambar a agulha, perfurar a base
do agar LIA em dois diferentes pontos e, em seguida, deslizar a agulha pelo centro da superficie do agar.

Incubar a 35°C * 2°C, durante 18 a 24 horas.
5.5.1.1 — Controle dos meios TSl e LIA

Proceder & semeadura dos microrganismos de referéncia: Salmonella Typhimurium e E. coli (item 4.4), em
agar TSl e agar LIA.

Incubar a 35°C * 2°C, durante 18 a 24 horas.

Observar o comportamento bioquimico das cepas de referéncia, que apresentar as caracteristicas
descritas a seguir:

Salmonella Typhimurium Escherichia coli
Agar TS| Superficie alcalina (vermelha) e base Superficie acida e base acida
acida (amarela) com H,S (amarelo)
; Superficie alcalina e base alcalina Superficie alcalina (violeta) e
Agar LIA : L
(violeta) com H.S base acida (amarela)
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5.5.1.2 — Leitura dos meios TSl e LIA

Selecionar as culturas com comportamento bioquimico caracteristico de Salmonella sp. Como descrito
acima.

5.5.2 — Semeadura das culturas suspeitas de Salmonella sp. em caldo uréia. Semear o crescimento, a
partir do agar TSIl em caldo uréia.

Incubar a 35°C * 2°C, durante 18 a 24 horas.
5.5.2.1 — Controle do caldo uréia

Utilizar como controle as cepas de Salmonella Thyphimurium e P. Vulgaris (item 4.4).
Incubar a 35°C £ 2°C, durante 18 a 24 horas, juntamente com o tubo contendo o meio ndo semeado, para
controle negativo.

Salmonella Typhimurium Proteus vulgaris

Urease positiva: acoloragéao
do meio € lterada para rosa
intenso

Urease negativa: ndo ocorre mudanga na

Caldo uréia ~ .
coloracao do meio

5.5.2.2 — Leitura da prova da urease

Selecionar as culturas com comportamento bioquimico caracteristico de Salmonella sp. como descrito
acima.

5.6 — Sorologia Polivalente

Submeter as culturas suspeitas de Salmonella sp. @ soroaglutinagao em lamina. Utilizar cepa de referéncia
de Salmonella Typhimurium (item 4.4), como controle.
Semear a cultura suspeita em &gar nutriente inclinado, a partir do agar TSI.

Incubar a 35°C + 2°C, durante 18 a 24 horas.
Adicionar 1,5 mL de salina 0,85% a cultura de agar nutriente e suspender o crescimento. A suspensao
bacteriana deve ser homogénea, sem grumos e deve apresentar uma turvagao que se enquadre entre os

tubos 2 e 3 da escala de McFarland.

Na extremidade de uma lamina limpa e desengordurada com alcool, depositar uma gota da suspenséo e
uma gota de salina 0,85%. Homogeneizar utilizando palito de madeira.

As culturas que apresentarem aglutinagdo com salina devem ser classificadas como auto-aglutinaveis.

| RELATORIO PREBAF




Ministério da Saude
Fundacao Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde
Av. Brasil, 4365 - Manguinhos - CEP 21045-900 - Rio de Janeiro - RJ - Brasil

Tel: (0xx21) 3865-5151 Fax: (0xx21) 2290-0915 NCeE
MANUAL DA QUALIDADE
TITULO: PESQUISA E CONTAGEM DE Salmonella SP EM CARCACAS NUMERO
CONGELADAS DE FRANGO 65.3210.044

Prosseguir 0 ensaio somente com as culturas que nao aglutinarem com salina.

Na outra extremidade da lamina adicionar uma gota da suspensdo bacteriana e uma gota do antissoro
polivalente. Misturar com palito de madeira estéril. Inclinar a Iamina com movimentos leves e circulares,
continuamente por 1 minuto.

A formacao de grumos na mistura quecontém o antissoro polivalente caracteriza o resultado como positivo.
Classificar a cultura como Salmonella sp.

5.7 — Preparo e envio dos isolados para o Laboratério de Referéncia
As culturas classificadas como Salmonella sp devem ser enviadas ao Laboratério de
Enterobactérias/IOC/FIOCRUZ para caracterizacdo antigénica.

Enviar ao Laboratério de Referéncia somente os isolados obtidos a partir do ensaio qualitativo. Seguir os

procedimentos descritos no POP LABENT/IOC - FIOCRUZ:
“Encaminhamento das cepas de Salmonella spp, para caracterizagao antigénica e avaliagado da
suscetibilidade antimicrobiana“

5.8 — Expresséo dos Resultados

5.8.1 — Pesquisa de Salmonella sp (ensaio qualitativo)
Expressar o resultado como presenca ou auséncia de Salmonella sp em 25g da amostra.

5.8.2 — Determinacao do NMP de Salmonella sp (ensaio quantitativo)

Avaliar os tubos positivos de cada série. Fazer a leitura final considerando as trés Gltimas iluigbes que
apresentarem Salmonella sp. Proceder a leitura do resultado utilizando as tabelas de NMP (Anexo C).

5.9 — Preenchimento e envio da “Ficha de Controle dos Ensaios de Salmonella sp

Ao término das andlises, preencher na “Ficha de Controle dos Ensaios de Salmonella sp* (Anexo D) e
envia-la & Coordenagdo do Programa Nacional da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango.
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ANEXO A
MEIOS DE CULTURA

O anexo A apresenta as formulag6es dos meios de cultura aserem utilizados neste POP. Para o preparo a
partir dos meios desidratados, obedecer as recomendacoes dos fabricantes.

A.1 — Agar entérico Hektoen

Peptona 129
Sais de bile 39
Extrato de levedura 99
Lactose 12¢g
Sacarose 129
Salicina 29
Cloreto de sddio 59
Tiossulfato de sddio 59
Citrato férrico amoniacal 1,59
Azul de bromotimol 0,0659g
Fucsina acida 0,1g
Agar 149
Agua destilada 1000mL

Dissolver os ingredientes em banho termostatico com frequente agitagdo. Evitar que o meio ferva por mais
de 1 minuto. Nao autoclavar Distribuir aliquotas de aproximadamente 20 mL em placas de Petri estéreis.
pH final 7,5 + 0,2 a 25°C.

A.2 -Agar Lisina Ferro

Peptona 5,09
Extrato de levedura 3,09
Glicose 1,09
L-Lisina 10,09
L-arginina 109
Citrato férrico amoniacal 0,59
Tiossulfato de sddio 0,04g
Purpura de bromocresol 0,029
Agar 15,09
Agua destilada 1000 mL

/ANEXO A - Cont.
ANEXO A - Cont.
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Dissolver os ingredientes em banho termostatico com frequente agitagédo. Distribuir aliquotas de 5 mL em
tubos 13X100 mm. Esterilizar a 121°C / 15 min. Inclinar os tubos de maneira a se obter uma base de 4 cm
e uma inclinacdo de 2,5 cm.
pH final 6,8 + 0,2 a 25°C.

A.3 — Agar nutriente

Peptona 59
Extrato de carne 349
Agar 159
Agua destilada 1000 mL

Suspender os componentes em agua destilada e dissolver em banho termostéatico até a dissolucdo do
agar. Distribuir aliquotas de 3 mL em tubos 13 x 100 mm.
Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos e deixar o agar solidificar em posi¢éo inclinada.
pH final: 6,8 + 0,2 a 25°C.

A.4 — Agar trés agucares e ferro (TSI)

Extrato de carne 39
Extrato de levedura 39
Peptona de caseina 15¢

Peptona de carne 59

Lactose 10¢9
Sacarose 109
Glicose 1g
Sulfato ferroso 0,29
Cloreto de sddio 59
Tiossulfato de sédio 0,3¢g
Vermelho de fenol 0,024 g
Agar 129
Agua destilada 1000 mL

Suspender os componentes em agua destilada e dissolver por aguecimento até a total dissolugéo do agar.
Distribuir 3 mL em tubos 13 x 100 mm. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Inclinar os
tubos de maneira a se obter uma base de 2 a 3 cm e uma inclinacdo de 4 a 5 cm.
pH final: 7,4 £ 0,2 a 25°C.
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A.5 — Agar xilose lisina desoxicolato

Extrato de levedura 39
L-lisina 59
Xilose 3,759
Lactose 7,59
Sacarose 7549
Desoxicolato de sodio 25¢9
Citrato férrico amoniacal 0,8¢g

Cloreto de sddio 59
Tiossulfato de sédio 6,89
Vermelho de fenol 0,08 ¢
Agar 159
Agua destilada 1000 mL

Suspender os componentes em agua destilada e dissolver por aguecimento com agitagdo até a ebuligo.
Evitar o aquecimento excessivo. Nao autoclavar. Distribuir aliquotas de aproximadamente 20 mL em placas
de Petri.

pH final: 7,4 £ 0,2 a 25°C.

A.6 —Agua peptonada tamponada (APT)

Peptona 10 ¢
Cloreto de sddio 59
Fosfato de sddio dibasico 3,5¢9
Fosfato de potassio monobasico 1,59
Agua destilada 1000 mL

Suspender e dissolver os componentes em agua destilada. Distribuir aliquotas de 225 mL em frascos
erlenmeyers com capacidade de 500 mL e aliquotas de 10 mL em tubos de ensaio.16 x 160mm. Esterilizar
em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

pH final: 7,2 £ 0,2 a 25°C.

Nota:
Omeio pronto deve ser estocado em temperatura de 15 a 30°C.

/ANEXO A — Cont.
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A.7 — Caldo uréia

Extrato de levedura 0,1g
Fosfato dibasico de sodio-- 9,5¢
Fosfato monobasico de potassio 9,1¢g
Uréia bacterioldgica 20,09
Vermelho de fenol 0,01g
Agua destilada 1000 mL

Suspender os ingredientes em agua destilada e homogeneizar até a total dissolugéo. Esterilizar por
filtragc&o. Distribuir aliquotas de 3 mL em tubos de ensaio 13 x 100 mm.
pH final 6,8 + 0,2 a 25°C.

A.8 — Caldo tetrationato

Polipeptona 59
Sais biliares 19
Carbonato de calcio 109
Tiossulfato de sddio (pentahidratado) 309
Agua destilada 1000 mL

Suspender os componentes eméagua destilada e dissolver por aquecimento até a ebuligdo. Distribuir
aliquotas de 10 mL em tubos de ensaio 16 x 160 mm estéreis. Nao autoclavar. Estocar por até duas
semanas a 5-10°C.

pH final 8,4 + 0,2 a 25°C.

No momento da utilizacdo do meio adicionar para cada 10 mL de caldo tetrationato 0,2 mL de solug&o de
iodo-iodeto de potassio e 0,1 mL de solugédo de verde brilhante a 0,1%

(Anexo B).

Omeio nao devera ser estocado apds o acréscimo das solu¢des descritas acima.
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A.9 — Meio Rappaport Vassiliadis

Meio base

Triptona 59
Cloreto de sddio 8¢
Fosfato monobasico de potassio 169
Agua destilada 1000 mL

Omeio base devera ser preparado no dia da sua utilizacao.

Solugéo de Cloreto de Magnésio
Cloreto de magnésio hexahidratado 4009
Agua destilada 1000 mL

Estocar em frasco escuro a temperatura ambiente por até 1 ano.

Solugao de verde malaquita oxalato
Verde malaquita oxalato 0,49
Agua destilada 100 mL

Estocar em frasco escuro a temperatura ambiente por até 6 meses.

Meio completo :

Para o preparo do meio completo acrescentar para cada 1000 mL do meio base : 100 mL de solugéo de
cloreto de magnésio e 10 mL de solucao de verde malaquita oxalato. Dispensar aliquotas de 10 mL em
tubos 16 x 160 mm. Autoclavar a 115°C por 15 minutos. Estocar o meio completo em refrigerador e utilizar

em até 1 més apds o preparo.
pH final 5,5 + 0,2 a 25°C.

/ANEXO B
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ANEXO B
SOLUCOES E REAGENTES

B.1 — Solucao de iodo-iodeto de potassio

lodeto de potassio

59
lodo ressublimado 69
Agua destilada estéril 20 mL

Dissolver o iodeto de potassio em 5 mL de agua destilada estéril. Adicionar o iodo e dissolver por agitagéo.
Diluir para um volume final de 20 mL.

B.2 — Solucao de Verde Brilhante a 0,1%

Corante verde brilhante 0,19
Agua destilada estéril 100 mL

Dissolver o corante em agua estéril.

B.3 — Tampé&o de Butterfield

Solugao estoque
Fosfato diacido de potassio (KH.PO,) 349
Agua destilada 500mL

Ajustar o pH a 7,2 com NaOH 1N. Completar o volume para 1 litro, adicionando agua destilada. Esterilizar a
121°C por 15 minutos. Estocar sob refrigeracao.

Preparo

Retirar 1,25 mL da solucao estoque, descrita acima e acrescentar volume necessario de dgua destilada
para completar 1 litro. Distribuir aliquotas de 225 mL em frascos erlenmeyers com capacidade de 500 mL e
90 mL em frascos erlenmeyers com capacidade de 250 mL.

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.
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ANEXO B - Cont.
B.4 — Solucao salina a 0,85%

Cloreto de sdédio

Agua destilada 1000 mL

Dissolver o cloreto de sédio em agua. Autoclavar a 121°C / 15 minutos. Resfriar a temperatura ambiente.

/ANEXO C
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ANEXO C
TABELA NMP

TABELA PARA DETERMINACAO DO NUMERO MAIS PROVAVEL (NMP)

Tabela 1 — Para 3 séries de 3 tubos, contendo cada série 0.1, 0.01 e 0.001g de inéculo, correlacionados

com a tabela de NMP/g e com intervalos de confianga de 95%

o Limites de o Limites de
Tubos positivos NMP/g confiabilidade Tubos positivos NMP/g confiabilidade
0.10 | 0.01 | 0.001 Inferior | Superior | 0.10 | 0.01 | 0.001 Inferior | Superior

0 0 0 <3.0 - 9.5 2 2 0 21 4.5 42
0 0 1 3.0 0.15 9.6 2 2 1 28 8.7 94
0 1 0 3.0 0.15 1 2 2 2 35 8.7 94
0 1 1 6.1 1.2 18 2 3 0 29 8.7 94
0 2 0 6.2 1.2 18 2 3 1 36 8.7 94
0 3 0 9.4 3.6 38 3 0 0 23 4.6 94
1 0 0 3.6 0.17 18 3 0 1 38 8.7 110
1 0 1 7.2 1.3 18 3 0 2 64 17 180
1 0 2 11 3.6 38 3 1 0 43 9 180
1 1 0 7.4 1.3 20 3 1 1 75 17 200
1 1 1 11 3.6 38 3 1 2 120 37 420
1 2 0 11 3.6 42 3 1 3 160 40 420
1 2 1 15 45 42 3 2 0 93 18 420
1 3 0 16 4.5 42 3 2 1 150 37 420
2 0 0 9.2 1.4 38 3 2 2 210 40 430
2 0 1 14 3.6 42 3 2 3 290 90 1

2 0 2 20 45 42 3 3 0 240 42 1

2 1 0 15 3.7 42 3 3 1 460 90 2

2 1 1 20 4.5 42 3 3 2 1100 180 4.1
2 1 2 27 8.7 94 3 3 3 >1100 420 -

/ANEXO D
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ANEXO D

FICHA DE CONTROLE DE ENSAIO DE SALMONELLA SP.

e
oy !jiﬂi

ANV ISA
FIOCRUZ IAL

PROGRAMA NACIONAL DE MONITORAMENTO DA PREVALENCIA E DA

RESISTENCIA BACTERIANA EM FRANGO
FICHA DE CONTROLE DOS ENSAIOS DE Salmonelia sp

LABORATORIO: ESTADO:
NUMERO DA AMOSTRA:
RECEBIMENTO DA AMOSTRA___ / [/
INICIO DA ANALISE__ /  /

TECNICO RESPONSAVEL: DATADEENVIO: ___ [/ /

1) PESQUISA DE Salmonella sp

Resultado:

Unidade Analitica A ( )Presente ( ) Ausente
Unidade Analitica B ( )Presente ( ) Ausente
Unidade Analitica C ( )Presente ( ) Ausente
Unidade Analitica D ( )Presente ( ) Ausente
Unidade Analitica E ( )Presente ( ) Ausente

Isolados Enviados para Caracterizagao Antigénica

Numero Unidade Nuamero do Meios de Data de envio Caracterizagao
da da isolado do enriquecimento | dos isolados ao Antigénica *
amostra | amostra LACEN / isolamento 9

— = e e e = =~
B R R e B B e e B e e e e
e N e e Bl o o o e e e e e

/

*O campo Caracterizagao Antigénica sera utilizado pela coordenagao do programa

2) Contagem de Salmonella sp

Unidade Analitica: ( )A (B (¥ ()b {)E
Resultado: g (NMP)
Intervalo de confianga: Limite inferior . Limite superior
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1. OBJETIVO

Estabelecer as condigbes e procedimentos para a detecgdo de Enterococcus sp em carcagas congeladas

de frango.

2. CAMPO DE APLICACAO
Aplica-se ao Programa Nacional de Monitoramento de Enterococos em carcagas congeladas de frango

(IAL/ANVISA) e visa uniformizar as metodologias de andlise para os laboratérios participantes.

3. REFERENCIAS

3.1 - Normativas
Hartman. P. A.; Deibel, R.H.; Sieverding. M. Enterococci. In: Compendium of methods for the
microbiological examination of foods. Ed. Washington, D.C.: American Public Health Association (APHA),

2001. cap. 9, p. 83-87.

DATA NOME

ELABORACAO

REVISAO

APROVACAO

COPIA NAO CONTROLADA
POP - Enterococo ARQUIVO 04
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3.2 - Cruzadas
Anexo 1 — Meios de cultura para detec¢do de Enterococos em carcagas congeladas de frango.

4. DEFINICOES E SIGLAS

ATCC — American Type Culture Collection
ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
IAL — Instituto Adolfo Lutz

5. PROCEDIMENTO

5.1 - Equipamentos

a) balanca com capacidade para 3.000 g e sensibilidade de 0,01g;
b) estufa bacteriolégica a 35°C t 2°C;

¢) banho-maria a 45°C+ 0,2°C.

5.2 - Materiais

a) placas de Petri;

b) pipetas graduadas de 1, 5, 10 e 25 mL;

¢) tubos de ensaio 16 X 160 mm;

d) tubos de ensaio de 12 X 120 mm;

e) erlenmeyer com capacidade de 4.000 mL;

f) erlenmeyer com capacidade de 300 mL;

g) saco plastico esterilizado com capacidade de 3k ;
h) papel indicador de pH;

i) algodao;

j) alca e agulha de niquel cromo nimero 25 (diametro de 3 mm);
k) laminas de vidro.

Nota: Esterilizar os materiais em forno Pasteur a 1702C durante 2 horas.

5.3 - Meios de cultura (Anexo - 1)

a) agua peptonada 1% (APT);

b) agar bile esculina;

c) caldo Enterococcosel;

d) Caldo Enteroccosel com vancomicina (6ug/mL);
e) Agar Enterococcosel;

f) Agar Enterococcosel com vancomicina (6ug/mL).

COPIA NAO CONTROLADA
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g) caldo infusdo Cérebro Coracao (BHI);
h) caldo BHI contendo 6,5 % de NaCl.

5.4 - Solucées e reagentes (Anexo-2)

a) perdxido de hidrogénio a 3%;
) reagentes para coloracao de Gram;
) &cido cloridrico 1 N;
) hidréxido de sodio 1 N;
) solucao de vancomicina;
f) reagentes para a coloragao de Gram.

b
c
d
e

5.5 - Microrganismo de referéncia

a) Enterococcus faecalis ATCC 29212
b) S. Aureus ATCC - 25923

6. Condicées especificas

Acondicionadas e enviadas caixas isotérmicas ao laboratério, no menor periodo de tempo possivel.
Cada termo de coleta corresponde a cinco unidades do produto de uma Unica marca comercial. As cinco
unidades devem apresentar a mesma data de embalagem e/ou data de vencimento do produto.
Proceder a pesquisa de Enterococos nas 5 unidades da amostra.

6.1 - Recepcéao e estocagem no laboratério

Observar o aspecto geral das amostras. Verificar se as mesmas encontram-se congeladas e se todas as
unidades apresentam a mesma data de embalagem e/ou vencimento da validade.

Manter as amostras congeladas no laboratorio. Proceder o descongelamento das mesmas na embalagem
original durante 18 horas no refrigerador.

6.2 - Enxaguadura da amostra

Proceder a limpeza da superficie externa da embalagem utilizando algoddo embebida em alcool 70%.
Transferir a amostra para saco plastico estéril.

Desprezar os miudos de frango. Pesar a amostra e adicionar para cada 1 g do frango 1 mL do APT. Fazer
a enxaguadura, cuidadosamente, em toda a superficie

COPIA NAO CONTROLADA
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do frango de maneira uniforme. Transferir o caldo de enxaguadura para de 4.000 mL.

Deixar em repouso durante 60 minutos a temperatura ambiente. Verificar o pH do homogeneizado com
papel indicador. Se necessario, ajustar o pH para 6,8 + 0,2°C utilizando acido cloridrico 1N ou hidréxido de
sodio 1N.

Nota: Cada 1 mL do caldo de enxaguadura corresponde a 1 g da amostra.

6.3 - Deteccgao de Enterococos

Retirar duas aliquotas de 25 mL do caldo APT e transferi-las cada uma para um frasco contendo 225 mL
de caldo Enterococcosel e para um frasco de caldo Enterococcosel com vancomicina (6ug/mL). Incubar a
35°C por até 48 horas.

6.3.2 - Anadlise Confirmatéria

Enterococcosel sem vancomicina, repicar uma semeadura por esgotamento, em uma placa de agar
Enterococcosel sem vancomicina. O mesmo procedimento deve ser realizado quando houver crescimento
no caldo acrescido de vancomicina, sendo repicada uma algada para uma placa de agar Enterococcosel
com vancomicina. Incubar a 35°C - 24h.

6.3.3 - Selecao das colbnias

Observar as placas de cada meio seletivo que contenham col6nias tipicas de Enterococcus sp, colénias

com halo enegrecido devido a hidrélise daesculina.
Selecionar duas coldnias de cada meio, sem e com vancomicina e, repicar em caldo BHI. Incubar a

35°C/18-24h e proceder aos seguintes testes:
Coloragdo de Gram. Preparar esfregago a partir de caldo BHI. Os enterococos sdo cocos Gram positivos

alongados, arranjados em pares ou pequenas cadeias.

Teste de crescimento na presenca de bile e hidrélise da esculina. Semear uma algada de cultura em um

tubo de agar bile esculina e incubar a 35°C/24h.
Crescimento indica resisténcia a bile eescurecimento do agar indica hidrélise da esculina. Os enterecocos
crescem na presenca de bile e hidrolisam a esculina.

Teste de crescimento em 6,5% de NaCl. Semear uma algada de cultura em caldo BHI contendo 6,5% de
NaCl e incubar a 35°C/72h. A maioria dos enterococos cresce em 6,5% de NaCl.

COPIA NAO CONTROLADA
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Teste de crescimento a 45°C. Semear uma algada de cultura em caldo BHI e incubar a 45°C/72h. Todos os
enterococos crescem a 45°C.

Teste de catalase. Adicionar em caldo BHI, 1 mL de peréxido de hidrogénio 3% e observar produgdo de
bolhas de gés (teste positivo) ou nao (teste negativo). Os enterococos apresentam reagao negativa para o

teste da catalase.
Nota: Todas as etapas dos testes devem ser realizadas em paralelo com a cepa de referéncia.

6.3.4 - Avaliagédo de resisténcia antimicrobiana

As colbnias identificadas como Enterococcus sp, devem ser enviadas para o Instituto Adolfo Lutz — Se¢éo
de Bacteriologia - A/C da Dra Rosemeire Zanella para avaliagao de resisténcia antimicrobiana, no

endereco:

Av. Dr Arnaldo, 351, 9°andar
CEP: 01246-902

Cerqueira César

Séao Paulo - Capital

COPIA NAO CONTROLADA
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ANEXO 1

MEIOS DE CULTURA

AGUA PEPTONADA TAMPONADA 1% (APT)

Peptona 10,09
NaCl 5,09
Fosfato dissodico (Na,HPO,) 3,59
Fosfato monopotéssico (KH.PO,) 1,59

Agua destilada

1 litro

Preparacao: dissolver os ingrediente, ajustar o Ph 7,2 +/- 0,2 e esterilizar a 1212C/15minutos.

AGAR BILE ESCULINA

Extrato de carne
Peptona

Sais biliares
Esculina

Citrato férrico
Agar

Agua destilada
Ph final: 6,6.

3,09
5,09
40,09
1,09
0,59
15,09
1litro

Preparacao dissolver os ingredientes, ajustar o pH e aquecer até a completa fusio do agar. Distribuir em
tubos de 12 x 120 mm, esterilizar a 1212C/15 min e inclinar.

CALDO ENTEROCOCCOSEL

Caseina (digestao pancreética) 17,09
Peptideo 3,09
Extrato de levedura 5,09
Oxagal 10,09
Cloreto de sdédio 5,09
Citrato de sédio 1,09
Esculina 1,09
Citrato de ferro amoniacal 0,59
Azida sddica 0,25¢g

Agua destilada

1litro

COPIA NAO CONTROLADA
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Preparacao: Dissolver os ingredientes, ajustar o Ph 7,1+/- 0,2 e esterilizar a 121°C/15min.

AGAR ENTEROCOCCOSEL

agar

Caseina (digestao pancreatica) 17,09
Peptideo 3,09
Extrato de levedura 5,09
Oxagal 10,09
Cloreto de sdédio 5,09
Citrato de sodio 1,09
Esculina 1,09
Citrato de ferro amoniacal 0,5¢
Azida sodica 0,25¢g
Agua destilada 1litro

Preparacao: Dissolver os ingredientes, ajustar o Ph 7,1+/- 0,2 e esterilizar a 1212C/15min. Distribuir em
placas de Petri estéreis e identificar o meio de cultura na placa. Manter em geladeira por no maximo 15
dias.

CALDO ENTEROCOCCOSEL COM VANCOMICINA (6pg/mL)

Adicionar em 225 ml do caldo 0,54 ml de vancomicina preparada na concentrag&o 2.500 ug/mL.
Homogeneizar o0 meio de cultura.

Nota: adicionar a solugdo de vancomicina, no meio de cultura, somente no dia que ser4 feita a pesquisa de
Enterococo na carcaga do frango.

AGAR ENTEROCOCCOSEL COM VANCOMICINA (6pg/mL)

Preparar 150 ml da base e quando o agar atingir a temperatura de 45 — 50°C adicionar 0,4 ml de
vancomicina preparada na concentragao de 2.500 pug/mL. Identificar omeio de cultura na placa.

Nota: preparar o meio de cultura proximo a data de uso e manté-lo sempre em geladeira por no maximo 15
dias e embrulhado para evitar ressecamento.

CALDO INFUSAO CEREBRO CORACAO (BHI)
Infusdo de cérebro de bezerro 200,09
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Infusé@o de coragao de boi 250,09
Proteose peptona 10,09
Dextrose 2,0g
Cloreto de sédio 5,09
Fosfato dissédico (NaHPO,) 2,59

Agua destilada

1 litro

Preparacdo: Dissolver os ingredientes, ajustar o Ph 7,4 distribuir 90 Ml em frascos de 250 M| de

capacidade eesterilizar a 1212C/15min.

CALDO INFUSAO CEREBRO CORACAO (BHI) com 6,5% de NaCl

Infusdo de cérebro de bezerro
Infusé@o de coracao de boi
Proteose peptona

Dextrose

Cloreto de sdédio
Fosfato dissodico (Na;HPO,)

Agua destilada

200,09
250,09
10,09
2,09
65,09
2,59

1 litro

Preparagao: Pesar 37,09 do meio desidratado “Brain Heart Infusion Broth”, acrescentar 65g de NaCl e 1
litro de agua fria. Aquecer, agitando frequentemente, até completa dissolu¢édo do meio. Distribuir 5 mL em

tubos de 12 mm x 120mm. Esterilizar a 121%/15min.

COPIA NAO CONTROLADA

RELATORIO PREBAF




. Numero
TITULO: DETECCAO DE ENTEROCOCOS EM
) CARCACAS DE FRANGO CONGELADAS
Revisao
PALAVRA- ENTEROCOCOS - ALIMENTOS — CARCACAS | Pagina
CHAVE DE FRANGO 9/11
ANEXO 2
SOLUCOES E REAGENTES
ACIDO CLORIDRICO 1N
Acido cloridrico concentrado 89 mL
Agua destilada q.s.p. 1000 ml
Esterilizar em autoclave a 121°C/15 min. Estocar a temperatura ambiente.
HIDROXIDO DE SODIO 1N
Hidroxido de sodio 409
Agua destilada g.s.p. 1000 mL
Esterilizar em autoclave a 1212C/15 min. Estocar a temperatura ambiente.
PEROXIDO DE HIDROGENIO 3%
Perdxido de hidrogénio 30% 3,0 mL
Agua destilada completar para 100 mL

Preparacdo: dissolver a 4gua oxigenada 30% em agua destilada, completando volume para 100 mL.
Cuidado! O pero6xido de hidrogénio a 30% pode provocar queimaduras dolorosas, devendo ser
manuseado com luvas e éculos protetores. Em caso de respingos na pele, lavar com etanol 70% em
abundancia. Nao lavar com agua.

REAGENTES PARA COLORAGCAO DE GRAM

SOLUCAO DE CRISTAL VIOLETA DE HUCKER

Solugédo A

Cristal violeta (90% pureza) 2,09

Etanol 95% 20,0 mL

Solucao B

Oxalato de amonio monohidratado 0,29

Agua destilada 20,0 mL
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Misturar as solugdes A e B, deixar em repouso9 por 24h e filtrar em papel de filtro comum. Estocar em
frasco escuro.

SOLUCAO DE I0DO (LUGOL)

lodo 1,09
lodeto de potassio (KI) 2,09
Agua destilada 300 mL

Colocar o iodeto de potassio num almofariz, adicionar o iodo e homogeneizar com pistilo. Adicionar,
porcoes de 1 mL, 5 mL e 10 mL de agua destilada, homogeneizando a solugéao apés cada adicdo. Em
seguida, transferir a solugao para um frasco escuro, lavando o almofariz e o pistilo com o restante da agua
destilada.

SOLUGAO DE SAFRANINA

Safranina O 0,25¢g
Etanol 95% 10,0 mL
Agua destilada 100,0 mL

Dissolver a safranina no alcool e adicionar a solugdo resultante aos 100 mL de dgua destilada. Estocar em
frasco escuro.

SOLUGAO DE VANCOMICINA

Preparar a solugdo de vancomicina, distribuir em aliquotas para uso e manter em freezer -20°C por até 6
meses. Descongelar somente a aliquota para o uso e a sobra deve ser desprezada.

Nota: importante verificar antes do uso a poténcia do antibiético, que varia a cada lote de purificagao.

Célculo para preparo da solugao

Exemplo: Sigma : V-2002 Poténcia : 1.132 pg/mL
Célculo usando a férmula : Volume x [ ] pg/mL
Peso =
Poténcia
50 mL x 2.500 pg/mL 125.000 pg
P = = emeememeeeeeemeeees = 11042mg = 0,11 g/50 mL de HO estéril
1.132 pg/mg 1.132 ug/ mg

Preparo das aliquotas
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Preparar liquotas e 0,7 mL para serem utilizadas tanto para o preparo do caldo Enterococcosel como para
o preparo das placas de agar.
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1. OBJETIVO

Estabelecer as condigdes e procedimentos para a manutengéo de cepas de Enterococcus sp no laboratorio
até o envio para o laboratério de referéncia.

2. CAMPO DE APLICACAO:

Aplica-se ao Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango
(IAL / ANVISA) e visa uniformizar as metodologias de analise para os laboratérios participantes.

3. REFERENCIAS:

3.1 Normativas
Nao se aplica

3.2 Complementares:

Facklan, R.R.; Sahm, D.F.; Teixeira, M.M. Enterococcus. In: Murray, P.R.; Baron, E.J.; Pfaller, M.A.;
Tenover, F.V.; Yolken, R.H. (ed). Manual of Clinical Microbiology, 7" edition. American Society for
Microbiology, Washington, 199: p.297-305.

3.3 Cruzadas:
POP: Detecgao de Enterococos em Carcagas Congeladas de Frango

DATA NOME
ELABORACAO Rosemeire Cobo Zanella
REVISAO Gléria Regina Freitas do Valle
APROVACAO

COPIA CONTROLADA — REPRODUCAO PROIBIDA

RELATORIO PREBAF




INSTITUTO ADOLFO LUTZ

REGISTRO DA QUALIDADE

NUMERO MANUTENCAO DE CEPA DE ENTEROCOCO | REVISAO | Pagina
PARA SER ENVIADA AO LABORATORIO DE
ASMI5-01 REFERENCIA 01 2/6

ANEXO 1 - Meios de cultura para detecgdo de Enterococos em Carcacga de Frango.

DEFINICOES E SIGLAS
IAL — Instituto Adolfo Lutz
ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
BHI — Brain heart infusion (infusdo de cérebro e coracao)
cepa — cultura pura do crescimento bacteriano.

5. PROCEDIMENTO

5.1 Equipamentos, vidraria, material

placa de Petri;

erlemeyer com capacidade de 500ml;

tubos de 16 x 160 mm:;

estufa bacteriolégica a 35

swab estéril, com haste flexivel e embalados individualmente;
pipetas graduadas de 5, 10 e 25ml;

geladeira;

tubos criogénicos de 2,0 ml estéreis

Sese oo

= —

Nota: todo o material deve ser esterilizado em forno Pasteur a 170°C / 2 horas.

5.2 Meios de Cultura
a) agar BHI
b) meio de Amies sem carvao (meio de transporte)

5.3 Procedimento

A partir da andlise confirmatéria de Enterococcus das amostras de frango, Proceder a manutengao das
cepas para o envio ao laboratério de referéncia.

5.3.1. Manutencao da cepa.

Apds obtencao do resultado da andlise confirmatéria do género Enterococos, selecionar 2 col6nias isoladas
do agar Enterococcosel sem vancomicina e 2

DATA NOME
ELABORACAO Rosemeire Cobo Zanella
REVISAO Gléria Regina Freitas do Valle
APROVACAO
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Encaminhadas para o Laboratério de Referéncia. A partir do crescimento obtido em agar bile-esculina,
fazer um repique da cepa em tubo de agar BHI e apds o periodo de incubacao a 35-36°C por 18-24hs.
Manter a cepa corretamente identificada em geladeira até o encaminhamento para o laboratério de
referéncia. Ndo exceder 1més.

Nota: identificar corretamente as colbnias isoladas do agar Enterococcosel sem ecom vancomicina.

5.3.2. Preparo da cepa para encaminhamento ao Laboratério de Referéncia.

A partir do tubo de agar BHI semear a cepa, com swab, em placa de agar BHI € incubar a 35-36°C por 18-
24hs. Coletar todo o crescimento com auxilio de um swab e introduzi-lo no meio Amies, quebrar ou cortar a
haste do swab que fica para fora do tubo, fechar, vedar e identificar adequadamente cada cepa no préprio
tubo.

Manter o tubo pronto em temperatura ambiente até o envio para o Laboratério de Referéncia, este periodo
ndo deve ultrapassar 3 dias. Encaminhar a cepa segundo o PSMIB2-01 — TRANSPORTE DE
SUBSTANCIAS INFECCIOSAS PARA O LABORATORIO DE REFERENCIA.

ANEXO A

ANEXO A

MEIOS DE CULTURA

DATA NOME
ELABORACAO Rosemeire Cobo Zanella
REVISAO Gléria Regina Freitas do Valle
APROVACAO
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AGAR BHI (INFUSAO DE CEREBRO E CORACAO)

Meio Base:

Infuséo de cérebro 200 g
Infusdo de coracao 250 ¢
Proteose Peptona 109
Bacto dextrose 29
Cloreto de sodio 59
Fosfato di-basico de sddio 25¢9
Agar 159
Agua destilada 11

pHfinal 7,4 +/-0,2a25°C

Preparar a base conforme instrucao do fabricante. Autoclavar 15minutos/121°C. Dispensar em tubos de
16x160 mm o volume de 10 ml e manter o tubo deitado einclinado até sua solidificacdo e preparar placas

com aproximadamente 20 ml de meio de cultura.

Fazer controle de esterilidade, incubando por 24 e 48hs a 37°C.Rotular e datar.
Estocar a 4°C, devidamente armazenado.

Validade de aproximadamente 15 dias.

/ANEXO A - Cont.
ANEXO A - Cont.

MEIO AMIES SEM CARVAO PARA TRANSPORTE DE CEPA

Meio base:
Cloreto de sddio 39

DATA NOME
ELABORACAO Rosemeire Cobo Zanella
REVISAO Gléria Regina Freitas do Valle
APROVACAO
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Cloreto de potassio 0,29
Cloreto de calcio 0,1g
Cloreto de magnésio 0,1¢g
Fosfato monobasico de potassio 0,29
Fosfato di-basico de sédio 1,159
Tioglicolato de so6dio 1g
Bacto agar 7,59
Agua destilada 1L

pH final 7,3 +/- 0,1 a 25°C

Preparar a base conforme instrugdo do fabricante. Autoclavar 15 minutos/121°C.
Dispensar 1,5 ml do meio nos tubos criogénicos, tampar e manter o tubo em pé até sua solidificagédo. Fazer
controle de esterilidade, incubando por 24 e 48hs a 37°C. Rotular e datar.
Estocar a 4°C, devidamente armazenado por 30 dias.

ANEXO B

=

AN

L

VISA

7

FIOCRUZ

IAL

ANEXO B

PROGRAMA NACIONAL DE MONITORAMENTO DA PREVALENCIA E DA RESISTENCIA BACTERIANA EM

FRANGO

Formuldrio para o envio dos isolados de  Enterococcus  sp

DATA NOME
ELABORACAO Rosemeire Cobo Zanella
REVISAO Gléria Regina Freitas do Valle
APROVACAO
COPIA CONTROLADA - REPRODUCAO PROIBIDA
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Laboratério Estado Responsavel Rubrica
o . N°do Identificacao
amgst(:aado Numero do Unlgl:de isolado _ Meio de (preenchido Observagées

LACEN laudo amostra do isolamento pelo L?b. _De
LACEN Referéncia)

E Ea sem vancomicina

A E Eb sem vancomicina

E Ec com vancomicina

E Ed com vancomicina

E Ba sem vancomicina

B E Bb sem vancomicina

E Bc cem vancomicina

E Bd cem vancomicina

E Ca sem vancomicina

C E Cb sem vancomicina

E Cc cem vancomicina

E Cd cem vancomicina

E Da sem vancomicina

D E Db sem vancomicina

E Dc com vancomicina

E Dd cem vancomicina

E Ea sem vancomicina

E E Eb sem vancomicina

E Ec cem vancomicina

E Ed cem vancomicina

A ser preenchido pelo Laboratério de Referéncia:

Data:

Assinatura do responsvel:

DATA NOME
ELABORACAO Rosemeire Cobo Zanella
REVISAO Gléria Regina Freitas do Valle
APROVACAO
COPIA CONTROLADA - REPRODUCAO PROIBIDA
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CONTROLE DAS ALTERAGOES:

1. OBJETIVO:

Estabelecer as condicdes e procedimentos para o transporte de material biolégico para o Laboratorio de

Referéncia.

2. CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se ao Programa Nacional de Monitoramento de Enterococcus em carcagas congeladas de frango
(IAL/ANVISA) e visa uniformizar as metodologias que serdo empregadas pelos laboratérios participantes.

3. REFERENCIAS

3.1 Normativas
DATA NOME
ELABORACAO Rosemeire Cobo Zanella
REVISAO Gléria Regina Freitas do Valle
APROVACAO
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3.2 Complementares

Guia para transporte seguro de substéncias infecciosas e material de diagnéstico da OMS
(WHO/EMC/97.3)

Regulamento de cargas perigosas (IATA secao 5, instrugdo 602 e 650)

Portaria n° 1985, de 25 de outubro de 2001- Regulamento técnico para o transporte de substéncias
infecciosas e amostras para o diagnéstico, no MERCOSUL.

Recomendacgdes do Comité de Especialistas das Nagdes Unidas para o Transporte de Artigos Perigosos.
Portaria N°271E/SPL, de 1°de julho de 1998.

3.3 Cruzadas:
PSMIB2-02 — Manutengao de cepa de Enterococcus isolada de carcaga de frango para encaminhamento
ao Laboratério de Referéncia.

4. DEFINICOES E SIGLAS

IAL - Instituto Adolfo Lutz

INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

IATA - International Air Transport Association

OMS — Organizagdo Mundial da Saude

Substancias infecciosas: Sdo aquelas que contém microorganismos viaveis, tais como bactérias,
ricktesia, virus, parasitas, fungos ou um microorganismo recombinante, hibrido ou mutante que
sabidamente ou com probabilidade razoavel é capaz de provocar doengas no homem e nos animais,
segundo WHI/EMC/97.3.

Amostra para diagnostico; Definida como qualquer material humano ou animal que incluem, porém nao
se limitam a: excrementos, secregdes, sangue e seus derivados, tecidos e liquidos organicos, e que sao
coletados para fins de diagndsticos: se excluem os animais infectados vivos.

Laboratérios de Referéncia:Os Laboratérios que receberdo as amostras biologicas para analises.

5. PROCEDIMENTO:
5.1 Equipamentos.

Caixa para transporte de substancias infecciosas de acordo com: “Guia para transporte seguro de
substancias infecciosas e material de diagnostico da OMS”.
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5.2 Procedimento:

As amostras acondicionadas e identificadasdeverdo ser embaladas em caixas especificas para transporte
de amostras bioldgicas, segundo: “Guia para transporte seguro de substancias infecciosas e material de
diagnéstico (WHO/EMC/97.3) e “Regulamento de cargas perigosas” (IATA segéo 5, instrugcao 602 e 650).

O encaminhamento das amostras deve ser feito de forma segura e eficaz e no menor espaco de tempo

para a entrega aos Laboratérios de Referéncia.

Laboratério de Referéncia para Salmonella:
Dalia dos P. Rodrigues

Laboratério de Enterobactérias

Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ

Av. Brasil, 4365 - Pav. Rocha Lima - 30. andar
Manguinhos- Rio de Janeiro -RJ

CEP: 21.045-900

Tel # 0 xx 21 2598-4277 R 316

Fax # 0 xx 21 2270-1599 R 331

Laboratério de Referéncia para Enterococcus:
Instituto Adolfo Lutz

Avenida Dr Arnaldo, 355 / 9° andar — Cerqueira Cezar
CEP: 01246-902 — Sao Paulo — SP

Tel.: (xx11) 3068-2894

Fax: (xx11) 3085-3505

Contato: Dra Rosemeire Zanella

email: cobo@ial.sp.gov.br

5.2.1. Responsabilidades do procedimento:

O transporte de substancias infecciosas e amostras biologicas para anélise em laboratorios habilitados

pelos Ministérios da Saude, estabelece responsabilidades para o remetente e o destinatario.
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Do Remetente:

Com antecedéncia contatar com o destinatario (laboratorio) para as providéncias necessarias para o
recebimento e processamento das amostras.

O envio sera acertado através do transporte mais adequado.

O envio devera ser feito pela rota mais direta e evitando sua chegada nos finais de semana e feriados no
destino.

Embalar e identificar a substancia infecciosa ou a amostra biologica para analise laboratorial, seguindo
padrdes de biosseguranca estabelecidas nas “Recomendagbes do Comité de Especialistas das Nacoes
Unidas para o Transporte de Artigos Perigosos”.

Do destinatario:
- Notificar imediatamente ao remetente a chegada do material enviado.

5.2.2. Embalagem e rétulo

Devera ser realizado de acordo ao prescrito no documento:
“DANGEROUS GOODS REGULATIONS” 40 th Edition — 1January 1999.
International Air Transport Association (I.A.T.A.) Section 5 — Packing — Instruction N° 602 y N° 650.

5.3. Formularios e documentos para remessa
As remessas de substancias infecciosas e/ou biologicas para andlise laboratorial entre servigos de saude,
pesquisas e profissionais de saude, devem ser acompanhada da declaracdo de transporte de carga

perigosa impressa em duas vias € em papel timbrado da instituicdo remetente, conforme modelo.
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ANEXO A
EXEMPLO
PAPEL TIMBRADO

Séo Paulo, 31 de julho de 2000
DECLARACAO
Ao Correio - Nome da cidade

Destinatario:
Dra. Rosemeire Cobo Zanella
Bacteriologia
Instituto Adolfo Lutz
Av. Dr. Arnaldo 351
Sao Paulo, SP CEP: 01246 — 902

Remetente:
Dr. Fulano de Tal
Laboratorio Central do Estado XXXX
Endereco Completo

Declaramos que estamos enviando material biolégico, ndo comerciavel, ndo explosivo e nao volatil para
complementacao cientifica necessaria no Servico de Saude, sendo de uso exclusivo de pesquisa.
Trata-se de bactéria acondicionada em meio de transporte especifico e contido em XX frascos
devidamente fechados e acondicionados.

A embalagem contendo os frascos ndo deve ser aberta a fim de se evitar que se quebre e ocorra perda do
material.

Atenciosamente,

Nome do responsavel - No do CRBM/ CRB/ CRF
Encarregada Setor Técnico

Secao de Bacteriologia

Lacen XXXXX

DATA NOME
ELABORACAO Rosemeire Cobo Zanella
REVISAO Gléria Regina Freitas do Valle
APROVACAO

COPIA CONTROLADA — REPRODUCAO PROIBIDA
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Procedimentos Operacionais Padrao
Laboratério de Enterobactérias

TITULO DA ATIVIDADE: Encaminhamento das cepas de Salmonella spp, para
caracterizagao antigénica e avaliagao da suscetibilidade antimicrobiana

1. OBJETIVO
Estabelecer as condigdes e procedimento para o transporte das cepas de Salmonella sp.
para o LABENT — 10C — FIOCRUZ — Laboratério de Referéncia em Salmonella sp.

2. CAMPO DE APLICACAO
Aplica-se ao Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia da Resisténcia bacteriana
em Frango.

3. NiVEL DE BIOSSEGURANGCA COM RECOMENDACOES PARA A ATIVIDADE
Nivel de Biosseguranga 2, na etapa de semeadura das cepas em Agar tamponado.

4. DEFINICOES E SIGLAS

LABENT- Laboratério de Enterobactérias

IOC — Instituto Oswaldo Cruz

FIOCRUZ — Fundacao Oswaldo Cruz

IATA — International Air Transport Association

OMS - Organizacao Mundial de Saude

INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
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5. CONDICOES GERAIS

5.1) Material e Equipamentos

a)tubos de poliestireno com capacidade de 2 mL;

b)caixas para transporte de material para diagnéstico laboratorial, OMS/IATA;
c)estufa bacteriol6gica a 30-35°C.

5.2) Meio de cultura (Anexo A)

a) Agar nutriente tamponado.

6. CONDIGOES ESPECIFICAS

Os isolados obtidos através da metodologia descrita no POP (65.3210.044) - “Pesquisa e
Contagem de Salmonella sp em Carcacas Congeladas de Frango” (INCQS / FIOCRUZ),
devem ser encaminhados ao LABENT — |0C — FIOCRUZ — Laboratério de Referéncia para
Salmonella sp, através dos procedimentos estabelecidos neste POP.

A cepa identificada presuntivamente como Salmonella spp., ndo devera ser submetida a sub-
cultivos.

N&o utilizar meios de cultura que contenham carboidratos.
6.1 - Semeadura no meio de transporte

Semear cada uma das cepas identificadas em um tubo de poliestireno contendo1,5mL de
agar nutriente tamponado, efetivando duas a trés picadas em profundidade e estriamento em
superficie.

Incubar a 37°C por 18-24 horas.
Apos este periodo manter em temperatura ambiente, ao abrigo da luz solar.

Identificar o tubo de acordo com “Formulario para o Envio dos Isolados de Salmonella sp”,
em anexo.
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6.2 - Controle de qualidade interno (cepas padrao)

Devera ser efetivado no meio de cultura utilizado, empregando cepa de Salmonella spp.,
visando garantir a qualidade dos resultados presuntivos efetivados

6.3 — Preparo do isolado para encaminhamento ao Laboratério de Referéncia

O encaminhamento das cepas devera ser efetivado, com 0 maximo de intervalo,
mensalmente.

Os isolados devidamente acondicionados e identificados deverao ser embalados em caixas
especificas para o transporte de cepas para diagnéstico laboratorial, de acordo: “Guia para
transporte seguro de substancias infecciosas e materiais de diagnéstico da OMS”
(WHO/EMC/97.3) e “Regulamento de cargas perigosas” (IATAsec¢ao 5, instrugdo 602 e 650)
e Espécimes para diagndstico devem ser assinaladas com o codigo IATA UM 3373.

6.4 - Detalhes do processamento

Todos os isolados deverao possuir identificagdo, compativel com o “Formulario para o Envio
dos Isolados de Salmonella sp”, encaminhado em anexo.

7— RESPONSABILIDADE DO PROCEDIMENTO

O transporte de substancias infecciosas em laboratérios habilitados pelo Ministério da Saude
estabelece responsabilidade para o remetente e o destinatario.
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Do remetente:

Com antecedéncia contactar com o destinatario (laboratorio) para as providéncias
necessarias para o recebimento e processamento das amostras.

O envio devera ser efetivado mensalmente através do transporte mais adequado, na regiao.
O envio devera ser feito pela a rota mais direta e evitando sua chegada nos finais de semana
e feriados no destino.

Embalar e identificar a substancia infecciosa ou amostra biolégica para analise laboratorial,
seguindo padrdes de Biosseguranca estabelecidas nas “Recomendacdes do Comité de
Especialistas das Nagbes Unidas para o Transporte de Artigos Perigosos”.

Do destinatario:

Notificar imediatamente ao remetente a chegada do material enviado.

8. SOLUCAO DE POSSIVEIS PROBLEMAS

Caso ndo ocorra o crescimento no meio a ser empregado para manutengao e envio das
cepas, repetir o procedimento de repique a partir do meio original de crescimento.

A empresa de transporte precisa entrar em contato com o remetente e o destinatario, além
de informar as autoridades de saude publica toda vez que uma remessa contendo
substancias infecciosas for danificada durante o transporte.

9. EMBALAGENS E ROTULO

Devera ser realizado de acordo ao prescrito no documento: “DANGEROUS GOODS
REGULATIONS” 40 ™ Edition — 1 January 1999. International Air Transport Association
(IATA); Section5 — Packing - Instruction N° 602 and N° 650, as quais devem apresentar as

seguintes informagodes:
- Especificagdo da amostra;
- Nivel de Biosseguranga;

- Rétulo avisando perigo biol6gico;
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- Rétulo com o enderego do remetente e destinatario,inclusive telefone de contato.

10. FORMULARIOS E DOCUMENTOS PARA REMESSA

As remessas de substancias infecciosas e/ou biolégicas paraanalise laboratorial entre
servigos de saude, pesquisas e profissionais de saude, devem ser acompanhadas da
declaracao de transportes de cargas perigosas

impressa em duas vias em papel timbrado da Instituicdo remetente, conforme o modelo.

11. REGISTRO DE PROCESSAMENTO E RESULTADOS

Todas as cepas encaminhadas deverao conter no laboratério de origem o mesmo registro
efetivado no encaminhamento.

12. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Costa, G.A. & Hofer, E.. Isolamento e identificacdo de enterobactérias. Instituto Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, 120 pp., 1972

Ewing, W. H.. Edward’s & Ewing’s Identification of Enterobacteriaceae. 4™ Ed., Elsevier
Sci.Publ Co. Inc. New York .536 pp.,1986.

Grist, N.R. Manual de Biosseguranga para Laboratérios. 2" Ed. edicdo, Livraria Ed. Santos,
pag. 48-54, 1995.

PESQUISA e Contagem de Salmonella sp em Garcagas Congeladas de Frango. In: MANUAL
da Qualidade. Rio de Janeiro: INCQS/FIOCRUZ. Secdo 10 (65.3210.044)
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ANEXO A

MEIO DE CULTURA

1) Agar nutriente tamponado

Agar NULIENtE--------=m=mmm oo ------23 g
Cloreto de s0di0--=-==-=======s=smmmmmmme e ceeceeeeee - 5¢
Fosfato de s0dio dibasico--------=========mmmmmmrmommmocoo oo 29

Agua destilada-------========m=mmm e 1000 mL

Suspender os componentes na agua destilada. Dissolver sob agitacdo até a total dissolugéo
do Agar. Distribuir aliquotas de 1,5mL em tubos de poliestireno.

Esterilizar a 121° C por 15 minutos.

Apos a esterilizagao inclinar os tubos para a solidificagao do agar.

pH final 7,0 - 7,2
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PROGRAMA NACIONAL DE MONITORAMENTO DA PREVALENCIA E DA RESISTENCIA
RACTERIANA FM FRANGO

Formulirio para o envio de isolados de Safmonella sp

Laboratirio Estado Responsavel Hubrica:

Destinatario: Loboratdrio de Enterobacténns — [OCFIOCRLZ

ids MNimero
Limidade
N da amostra MNUumiero i s isolada Al

do LACEN do laudo da amostra do LACEN
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A ser preenchido pelo laboratério de referéncia
Data:
Assinatura do responsavel:
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Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia
Bacteriana em Frango — Prebaf — Equipe Técnica

Equipe de coordenacao geral — GGALI/ANVISA

Lucas Medeiros Dantas — GACTA/GGALI (Coordenador — até 2009)
Francisco Roberto Gomes Cardoso - GACTA/GGALI (Até junho 2006)
Denilson da Silva Santos - GACTA/GGALI (a partir de junho 2006)
Paula Roberta Mendes - GACTA/GGALI

Angela Karinne Fagundes de Castro — GICRA/GGALI

Rosane Maria Franklin Pinto - GICRA/GGALI

Karem Gomes Modernell - GICRA/GGALI

Laura Misk de Faria Brant - GICRA/GGALI

Equipe de coordenacao técnica - INCQS/FIOCRUZ (Até abril/2005)
= Marcia Barbosa Warnken
Equipe de coordenacao técnica - GGLAS/ANVISA (A partir de abril/2005)

=  André Luiz Oliveira da Silva
= | ara Cristianine Tenbrio

Equipe do Laboratério do IOC/FIOCRUZ

Dalia dos Prazeres Rodrigues (coordenadora)
Norma dos Santos Lazaro

Eliane Moura Falavina dos Reis

Wanderson Clay Porcino da Silva

Renata Garcia Costa

Equipe do Laboratério do IAL/SP

= Rosemeire Cobo Zanella (coordenadora)
=  Miyoko Jakobi

Colaboradores:

= Ricardo Titze — Universidade de Brasilia (UnB)
» Angela Patricia Santana — Universidade de Brasilia (UnB)
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LISTA DOS PARTICIPANTES DO PREBAF — POR ESTADO

ALAGOAS

DIREQAO GERAL DO LACEN/AL:
Telma Machado Lisboa Pinheiro

GERENTE DE CONTROLE DA QUALIDADE DE PRODUTOS:
Everaldo Queiroz de Campos Junior

EQUIPE EXECUTORA:

- Anna Cristina Costa Moreira da Silva — LACEN/AL
- Celi Silva do Nascimento — LACEN/AL

- Elaine Cristina Pereira Barros — LACEN/AL

- Ernande Rodrigues Leite Filho — LACEN/AL

- Maria Tania Bezerra Guedes — VISA/AL

- Nadja Celina Cavalcante — LACEN/AL

- Paulo Costa Pereira — LACEN/AL

- Rejane Barros Cavalcante — LACEN/AL

AMAPA
EQUIPE TECNICA

- Emi Toguchi Emin — Farmacéutica Bioquimica;

- Sandra Eliane Maia P. da Silva — Farmacéutica Bioquimica (trabalhou no PREBAF até
out/05, atualmente trabalha em outra Instituicdo);

- Newton Oliveira do Carmo — técnico de laboratério;

- Jodo Soares — médico veterinario.

CEARA
EQUIPE ENVOLVIDA
VIGILANCIA SANITARIA

- Norival Ferreira dos Santos
- Angela Maria Leite Gomes
- Fernando Rodrigues de Souza

LACEN

- Ana Claudia Lopes Aguiar

- Edna Cristina de Oliveira Brito
- Mirtis Tavares de Oliveira

- Maria Tereza Pinto da Costa
- Francisa Alexandra C. Pinto

- Elaine Pereira Macedo

- Helena Silvia F. de Arruda
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- Everanne Madja Gomes
- Alisson Lima de Souza
- Marcelo Pamplona Fiuza

DISTRITO FEDERAL
EQUIPE EXECUTORA DO LACEN-DF

- Patricia Almeida Bavaresco: Chefe do Nucleo de Alimentos e responsavel junto a
Coordenacao Nacional pelo Programa no Lacen-DF

- Laila Chahele Miguel: analista responséavel pelas analises laboratoriais

- Helena Michiko Yokoyama: analista responsavel pelas andlises laboratoriais

- Jane Rocha Figueiroa: apoio logistico

- Joana D’Arc Parente dos Reis: Chefe substituta do Nucleo de Alimentos, responsavel
pelo Programa de setembro a dezembro de 2005, periodo em que foram analisadas 20
amostras.

ESPIRITO SANTO
ESTRUTURA/EQUIPE ENVOLVIDA

- Nucleo de Vigilancia Sanitaria Estadual
Responsavel Administrativo/Amostragem — Maria Julia Dam
Responsavel pela Coleta

- Marisa Helena Dan

- Maria Julia Dam

- Laboratério Central de Analise — LACEN-ES
Responsavel pela Anélise: Vera Lucia Valle

GOIAS

VISA

- Angela Maria M.M.Cardoso - Superintendente Vigilancia Sanitaria

- Jodo Ferreira de Morais - Gerente de Fiscalizacao

- Marcia Regina de Moura Dias - Coordenacao de Alimentos - Responsavel pelo Projeto
na VISA (coletas)

LACEN

- Maria Barbara Helou Rodrigues - Diretora do LACEN

- Marlucia Catulio - Chefe da da Sessao de Bromatologia

- Maria Augusta P. Paiva - Responsavel pelo projeto no LACEN

MATO GROSSO DO SUL

EQUIPE TECNICA
MICROBIOLOGISTAS
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- Miriam Tokeshi Muller

- Andréia Massulo

- Kelly Cristina S. da Silveira Salles
- Cleide Medeiro

COORDENACAO DO PROJETO
- Sénia Aparecida Viana Camara

MINAS GERAIS

GERENCIA DE VIGILANCIA SANITARIA DE ALIMENTOS DE MINAS GERAIS - GVA
Gerentes:

» Ligia Lindner Shereiner (antes de marc¢o/2007)

= Milton Cabral de Vasconcelos Neto (marco/2005 a maio/2007 )

» Claudia Parma Machado (a partir de maio/2007)
Coordenadora do Prebaf/ GVA:

= Magda Regina Gongalves de Paula Ferreira

LACEN/FUNED:
» Maria Crisolita Cabral da Silva
» Karine Queiroz da Silva
» Eronilda de Castro Pena
= Junara Viana de Oliveira

Agentes de Vigilancia Sanitaria que procederam coletas de amostras no comércio:

GRS/ALFENAS/VISA MUNICIPAL de Poco Fundo — Silnes Helena Diogo Marcal
GRS/ALFENAS/VISA MUNICIPAL de Serrania — lvana Araujo
GRS/BARBACENA/VISA MUNICIPAL de Ouro Branco — Marise Lopes Paiva de Moraes
GRS/ BARBACENA/ VISA MUNICIPAL Conselheiro Lafaiete — Kassim G.Raslan
GRS/BARBACENA/VISA MUNICIPAL de Barbacena — Marco Tulio santos Salim
GRS/BARBACENA/VISA MUNICIPAL de Piranga — Aline Faria Cruz

GRS/CORONEL FABRICIANO MUNICIPAL de Ipatinga — Baroncio Paulo de Oliveira
Cabral

GRS/BELO HORIZONTE/ VISA MUNICIPAL de Ribeirdo das Neves — Adaury Benicio
Costa

GRS/BELO HORIZONTE/VISA MUNICIPAL Nova Lima — contato: Antonio Furtado
GRS/BELO HORIZONTE/VISA MUNICIPAL de Belo Horizonte/Regional Centro Sul —
Leandro Esteves de Vasconcellos

GRS/BELO HORIZONTE/VISA MUNICIPAL de Contagem — Rosemere Valadares
Santana

GRS/DIVINOPOLIS/VISA MUNICIPAL de Para de Minas — Adilson José Batista
GRS/DIVINQPOLIS/VISA MUNICIPAL de Arcos — Sebastidao Alves Bitencourt
GRS/DIVINOPOLIS/VISA MUNICIPAL de Divinépolis — contato: Celina Maria Pires dos
Santos

GRS/DIVINOPOLIS — Maria Cleide Freire

GRS/DIVINOPOLIS — Elizabeth Champion

GRS/GOVERNADOR VALADARES/VISA MUNICIPAL de Caratinga — Bruno da Costa

Pinto
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GRS/ITABIRA/VISA MUNICIPAL de Sao Gongalo do Rio Abaixo — Erlon Cristian Lopes
GRS/ITABIRA/VISA MUNICIPAL de Itabira — Adir da Concei¢dao Jabom
GRS/ITUIUTABA/VISA MUNICIPAL de ltuiutaba — Aguinaldo Moura da Silva
GRS/MANHUMIRIM/VISA MUNICIPAL de Manhumirim — Savia Francklin Mansur
GRS/MONTES CLAROS/VISA MUNICIPAL de Montes Claros — Ivanilde Alves Gusmao
GRS/PASSOS/VISA MUNICIPAL de Sao Sebastiao do Paraiso — Maria Antonia de
Freitas Pereira

GRS/PONTE NOVA/VISA MUNICIPAL de Vigosa — Luiz Roberto de Freitas da Silva
GRS/POUSO ALEGRE/VISA MUNICIPAL de ltajuba — Jonas Rodrigues
GRS/UBERABA/VISA MUNICIPAL de Uberaba — Adilson Caetano da Silva
GRS/UBERABA — Adilson Caetano da Silva

GRS/UBERLANDIA/ VISA MUNICIPAL de Uberlandia — Marco Aurélio Ribeiro de S&
GRS/SAO JOAO DEL REI/VISA MUNICIPAL de Sao Joao Del Rei — Flavio Raimundo
Soares

GRS/SETE LAGOAS/VISA MUNICIPAL de Curvelo — Geraldo Moreira da Costa Filho
GRS/SETE LAGOAS/VISA MUNICIPAL de Paraopeba — Maria Aparecida Aguiar S.
Nogueira

GRS/SETE LAGOAS/VISA MUNICIPAL de Sete Lagoas — Jorge Antdnio Mansur Miranda

PARANA

EQUIPE ENVOLVIDA:

- Ana Maria Senff SESA- LACEN- PR
- Carmen Lucia Gomes Souza SESA- LACEN- PR
- Fernanda Nogari PMC — VISA

- Pedro Paulo Pedroso SESA- VISA- PR

- Sonia Regina Wotkoski SESA- LACEN- PR
- Wanda Moscalewski Abrahao SESA- LACEN- PR

RIO DE JANEIRO

- Andréa Maria Bastos Germano
Responsavel pelo PREBAF e colheitas no Estado do Rio de Janeiro

- Eliane Maria Cardoso

Representante das analises do Laboratério Noel Nutels

RIO GRANDE DO SUL

VIGILANCIA SANITARIA ESTADUAL /CEVS

INSTITUTO DE PESQUISAS BIOLOGICAS

LABORATORIO CENTRAL DO ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL — IPB-LACEN.
SECAO DE MICROBIOLOGIA DE AGUAS E ALIMENTOS / DAP:

- Suzete Lobo Saar de Aimeida
Responsavel pelo setor de Alimentos
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TECNICAS

- Carolina Alfama;

- Jane Mari Both;

- Laura V. Jacociunas;
- Mara L. T. Soeiro;

- Rosane C. Ramos;

- Simone Haas;

- Solange M. Longaray;
- Tatiana Tramontina

COLETA

- Maria da Graca A. da Cunha - 12 CRS/DVS/SES.

SANTA CATARINA

VIGILANCIA SANITARIA ESTADUAL

Jodo Carlos da Costa

LABORATORIO CENTRAL DO ESTADO DE SANTA CATARINA (LACEN)
BIOQUIMICAS

- Cristina Matos Maia de Oliveira;

- Maria Aparecida Mendes de Souza;

- Rita de Cassia Gongalves D’ Avila da Silva;

- Valkiria Nahas Avila

TECNICAS

- Adriana Couto La Porta;
- Karoline da Silva Pereira.

Setores de Recepcao e Cadastro de Amostras, Meios de Cultura e Reativos, Lavagem e
Esterilizacdo de Materiais.

SAO PAULO - CAPITAL

DIVISAO DE BROMATOLOGIA E QUIMICA

DIRETORA DO SERVICO DE ALIMENTOS

Dra. Deise Ap. Pinatti Marsiglia

EQUIPE TECNICA DA SECAO DE MICROBIOLOGIA ALIMENTAR - IAL SAO PAULO -
CAPITAL
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COORDENADORA
Dra. Miyoko Jakabi
EQUIPE DE ANALISE

- Ana Maria Ramalho de Paula

- Christiane Asturiano Ristori Costa
- Giselle Ibette S. Lopez Lopes

- Ruth Estela Gravato Rowlands

- Ana Luiza Gomes Nicoliello

- Andrey Guimaraes Sacramento

- Marisa de Jesus de Castro Lima

- Luciana Soares Tegani

- Adriana Hitomi Watanabe

EQUIPE TECNICA DA SEGCAO DE QLEOS, GORDURAS E CONDIMENTOS DO
INSTITUTO ADOLFO LUTZ RESPONSAVEL PELA ANALISE DE ROTULAGEM

Jussara Carvalho de Moura Della Torre;
- Regina Sorrentino Minazzi Rodrigues.

Secéao de Meios de Cultura do Instituto Adolfo Lutz

Secretaria do Servico de Alimentos pelo escaneamento dos rétulos.
SAO PAULO - RIBEIRAO PRETO

VISA/DIR XVIII — RIBEIRAO PRETO / SP —

- Omara Gemha Tara — Engenheira de Alimentos
IAL/RIBEIRAO PRETO

- Alzira Maria Morato Bergamini — Pesquisador Cientifico Il
IAL/RIBEIRAO PRETO

- Eliana Guimaré&es Abeid Ribeiro — Pesquisador Cientifico II
IAL/RIBEIRAO PRETO

- Maria Aparecida de Oliveira - Pesquisador Cientifico Il
IAL/RIBEIRAO PRETO

- Sonia de Paula Toledo Prado — Pesquisador Cientifico Il
IAL/RIBEIRAO PRETO
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