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RESUMO

O Estagio Supervisionado Obrigatorio (ESO) é a disciplina obrigatéria do décimo primeiro
periodo do curso de bacharelado em Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). Por meio deste € possivel aplicar os conhecimentos obtidos ao longo do
curso na atuacdo pratica da area profissional escolhida pelo aluno. Tem por base a vivéncia
pratica de 420 horas, em determinada subarea da medicina veterinéria, cujo intuito é tornar o
discente apto a exercer sua funcdo, mediante aquisicdo do titulo de médico veterinario. Neste
sentido, o presente relatorio tem como objetivo principal demonstrar as atividades exercidas
pelo discente no acompanhamento da rotina laboratorial correspondente aos programas de
inspecdo federal dos produtos de origem animal exigidos pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e executados pelo Laboratorio Federal de Defesa
Agropecuéria (LFDA), vivenciando procedimentos como analises microbiologicas,
acondicionamento das amostras em andlise, avaliaces quantitativas, emissdo de laudos e no
descarte e higienizacdo de alguns materiais; sob orientacdo e supervisao, respectivamente, da
docente Dr® Maria Betania de Queiroz Rolim e da Auditor Fiscal Federal Agropecuario e
Responsavel Técnica do Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do LFDA, Dra. Katarina
Mendonca Ribeiro; e como objetivo secundario, pesquisar sobre a frequéncia de Salmonella
spp. em carcaca de frango no Programa Nacional de Controle de Patdgenos — PNCP/MAPA.
O ESO ocorreu no periodo de 14 de fevereiro a 26 de maio de 2022, no setor de Microbiologia
dos alimentos do LFDA/PE, sendo este um dos seis laboratdrios credenciados a rede nacional
vinculados a Secretaria de Defesa Agropecuéria, por meio da Coordenacdo-Geralde
Laboratorios Agropecuarios — CGAL/DTEC/SDA. O estagio permitiu adquirir conhecimentos
de normas vigentes na inspecdo federal dos produtos de origem animal, tanto para a finalidade
de exportacdo quanto ao consumo no mercado interno, e também mensurou afrequéncia de um
importante patdgeno em carcaca de frango, a Salmonella spp., durante o periodo que ocorreu 0

estagio.

Palavras-chaves: Inspecdo Federal, frango, Salmonella spp.



ABSTRACT

The Estagio Supevisionado Obrigatério (ESO) is the compulsory subject of the eleventh period of
the bachelor's degree in Veterinary Medicine at the Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE). Through this it is possible to apply the knowledge obtained during the course in the
practical performance of the professional area chosen by the student. It is based on the practical
experience of 420 hours, in a certain sub-area of veterinary medicine, whose purpose is to make
the student able to perform his/her function, by acquiring the title of veterinarian. In this sense, the
main objective of this report is to demonstrate the activities carried out by the student in monitoring
the laboratory routine corresponding to the Federal inspection programs of products of animal
origin required by the Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) and carried
out by the Laboratorio Federal de Defesa Agropecuaria (LFDA), experiencing procedures such as
microbiological analyses, packaging of samples under analysis, quantitative evaluations, issuing
reports and the disposal and cleaning of some materials, under the guidance and supervision,
respectively, of Professor Dr. Maria Betania de Queiroz Rolim and Federal Agricultural Tax
Auditor and Technical Responsible of the Laboratério de Microbiologia dos Alimentos of the
LFDA, Dr. Katarina Mendonca Ribeiro; and as a secondary objective, to investigate the prevalence
of Salmonella spp. in chicken carcass in the Programa Nacional de Controle de Patdgenos —
PNCP/MAPA. The ESO took place from February 14 to May 26, 2022, in the Microbiologia dos
Alimentos sector of the LFDA/PE, which is one of the six laboratories accredited to the national
network linked to the Secretaria de Defesa Agropecuéria, through the Coordenacédo-Geral
de Laboratorios Agropecuarios — CGAL/DTEC/SDA. The internship made it possible to acquire
knowledge of current norms in the federal inspection of products of animal origin, both for the
purpose of export and for consumption in the domestic market, and also measured the prevalence

of an important pathogen in chicken carcass during the period that the Internship.

Key words: Federal Inspection, chicken, Salmonella spp.
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I. CAPITULO 1 - RELATORIO DE ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO
(ESO)

1. INTRODUCAO

O Estagio Supervisionado Obrigatorio (ESO) é a disciplina obrigatoria do décimo
primeiro periodo do curso de bacharelado em Medicina Veterinaria da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE), sendo de cunho indispensavel. Tem por base a vivéncia pratica,
de 420 horas, em determinada subarea da medicina veterinaria, cujo enfoque é tornar o discente
apto a exercer sua fungdo, mediante aquisicdo do titulo de médico veterinario. Ao final do
periodo, o discente deve dispor de relatorio por ele elaborado no decorrer de suas atividades
como estagiario, e apresenta-lo como documento expresso antes da defesa a ser realizada de

forma expositiva para banca examinadora de sua escolha.

Sendo assim, o presente relatorio tem como principal objetivo demonstrar as atividades
exercidas durante o referido ESO pela discente Roberta Estelita da Silva Carvalho, sob
orientacdo e supervisao, respectivamente, da docente Dr? Maria Betania de Queiroz Rolim e da
Auditor Fiscal Federal Agropecuério e Responsavel Técnica do Laboratorio de Microbiologia
de Alimentos do LFDA/PE, Dra. Katarina Mendonga Ribeiro, durante o periodo de 14 de
fevereiro a 26 de maio de 2022, compreendendo seis horas diérias de segunda a sexta-feira,
equivalentes a 30 horas semanais de atividades, totalizando 420 horas. Outro objetivo
enfatizado neste trabalho de concluséo é pesquisar sobre a frequéncia de Salmonella spp. em
carcaca de frango no Programa Nacional de Controle de Patégenos — PNCP/MAPA, recebidos

e analisados pelo LFDA/PE, no periodo que ocorreu o ESO.

2. DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O ESO foi todo realizado no setor de Microbiologia do Laboratorio Federal de Defesa
Agropecuéria de Pernambuco — LFDA/PE (Figura 1). A Instituicdo possui sua sede em Recife,
no Bairro de Dois Irmaos, sendo responsavel por analises microbiolégicas de alimentos

recebidos pelo Servico de Inspecdo Federal, atendendo a programas vigentes internacionais



para exportacdo de produtos de origem animal, como também aos programas nacionais para o
controle de pat6genos e monitoramento de insumos, bebidas e alimentos produzidos no Brasil.
Anteriormente chamados de LANAGROs (Laboratorios Nacionais Agropecuarios), 0s LFDASs

sdo laboratorios vinculados ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA).

Existem seis laboratdrios federais por todo pais, presentes na regido Sul em Porto
Alegre/RS, na regido Centro-Oeste em Goiania/GO, na regido Norte em Belém/PA, na regido
Nordeste em Recife/PE, e na regido Sudeste em S&o Paulo e Minas Gerais (BRASIL, 2016).

Figura 1. A) Fachada interna do LFDA/PE. B) Fachada do laboratdrio de

microbiologia.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

2.1 Estrutura Interna do Laboratorio de Microbiologia

Toda area foi distribuida e planejada para que o fluxo de entrada, processamento e
descarte de amostras respeitasse a eficiéncia da analise e também evitasse possiveis
contaminacdes. Os espacos que compreendem o laboratério de microbiologia sdo Sala de
Recepc¢do e Pesagem de amostras, Sala de Armazenamento de Amostras Processadas e de Meios
de Cultura, Sala de Processamento, Sala de Leitura e Continuidade I, Sala de Leitura e
Continuidade 11, Sala de Analises Especiais I, Sala de Analises Especiais Il, Sala de Incubacéo e

Sala de Lavagem e Descarte.

H& também o espaco anterior a entrada no espago analitico, com mesas, armarios e

computadores, onde séo realizados 0s servi¢cos administrativos referentes ao laboratério como
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compra de insumos, arquivamento de materiais, assinaturas e liberagOes de resultados, entre

outros, e Sala de Paramentagéo.

2.1.1  Sala de Recepcéao e Pesagem de Amostras

O acesso a area analitica é feito previamente no espaco onde se armazenam batas, jalecos,
pantufas, toucas e botas (Figura 2). Neste local o analista se prepara para acessar 0S espagos
internos do laboratério, utilizando as vestes adequadas para a execugdo das analises. Também é
onde se deposita para lavagem as batas, jalecos e botas sujas, e se descarta as pantufas e toucas
usadas.

Figura 2. A) Porta de acesso a area analitica B) Sala de Paramentacéo.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Todo o processo de analise se inicia na sala de recepc¢éo e pesagem de amostras, no intuito
de se evitar possiveis contaminac6es, da area externa ao interior do laboratorio, se utiliza um 6culo

para entrada do material que sera processado (Figura 3 A).

As amostras destinadas a analise microbioldgica, sdo enviadas pelos fiscais federais,
acompanhadas da SOA (Solicitacdo Oficial de Analise) com registro do SIF (Servico de Inspecdo
Federal) do produto, quais ensaios serdo realizados e as condi¢fes de armazenamento (Figura 3
B). O recebimento destas amostras é registrado em sistema. E impresso o formuléario de dados
brutos para acompanhamento da amostra e posterior registro e emissdo dos resultados dos ensaios
solicitados de acordo com as tabelas disponiveis no site do MAPA

(https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/inspecao/produtos-animal/analises-laboratoriais-
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http://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/inspecao/produtos-animal/analises-laboratoriais-

anuarios-programas).

Figura 3. A) Oculo de recebimento das amostras B) Amostra de frango recebida

em embalagem com SIF.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

As pesagens sdo realizadas em fluxo laminar, devidamente higienizado, com uso de
utensilios como tesouras, pincas, espatulas e bisturis descartaveis, balanca com checagem de
desempenho previamente testada, bandejas e sacos de pesagem estéreis tipo stomacher (Figura
4). Sdo pesados na maioria dos protocolos 25 gramas de cada amostra para seguir no
processamento, com excec¢do do protocolo que pesquisa Escherichia coli, onde sdo pesadas 325

gramas do produto analisado.

Figura 4. Fluxo laminar de pesagem das amostras.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).
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2.1.2 Sala de Processamento

Ap0s a pesagem as amostras seguem para a sala de processamento. Nesta area sdo dadas
as continuidades de analise com os ensaios exigidos em cada protocolo. No espaco ha fluxos
laminares para plagueamento de amostras e distribui¢do de diluigdes, banho maria e micro-ondas
usados na fundicdo de agar (Figura 5 A), Stomacher que possui a funcdo de homogeneizar as

amostras pesadas com seus respectivos caldos de diluigdo (Figura 5 B).

Figura 5. A) Banho maria e micro-ondas B) Stomacher.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Alguns exemplos de caldos usados no stomacher sdo: solucdo salina peptonada, caldo
para diluicdo; agua peptonada tamponada, usada como pré-enriquecimento ndo seletivo de
Salmonella;e caldo Demi-Fraser (Half-Fraser), utilizado no enriquecimento seletivo de Listeria.
Entre os meios de cultura usados na rotina laboratorial, podemos citar os agares: Saboraud, XLD,

TSA (Agar Triptona de Soja), Rambach, e agar nutriente.

Os meios sdo preparados no setor de producdo e esterilizacdo de meios e materiais
(LEM), pertencente ao LFDA, e sdo enviados ao laboratério de microbiologia, onde dao entrada
na area de analise através do 6culo da sala de pesagem e sdo armazenados numa camara fria

(Figura 6) localizada na Sala de Armazenamento de Amostras Processadas e de Meios de Cultura.

Dentro da camara fria, meios liquidos e soOlidos sdo organizados em prateleiras
identificadas para se visualizar melhor a quantidade de insumos disponiveis nos ensaios de cada
semana. A entrada e saida de pessoas na camara, é controlada, evitando deixar a porta por muito

tempo aberta, no intuito de impedir trocas de temperaturas com 0 meio externo e comprometer a
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conservagdo dos meios.

Figura 6. A) Entrada da camara fria B) Meios armazenados na camara fria.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

2.1.3 Sala de Analises Especiais |

Nesta sala é feita a conservacdo e manutencdo de cepas de referéncia. Para se manter os
microrganismos viaveis por longo periodo de tempo se armazena as cepas em um ultracongelador
a 80°C negativos e como apoio para se refrigerar as culturas de referéncias se usa um refrigerador
(Figura 7).

I

Figura 7. Ultracongelador e refrigerador.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).
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Microrganismos com género e espécie identificados, catalogados e caracterizados de
acordo com as culturas padrBes nacionais e internacionais sdo usados como cepas de referéncia
para 0 processamento das analises. Geralmente sdo obtidas de uma cole¢do reconhecida onde é
possivel rastrear sua origem.

Na rotina laboratorial se faz a incubacdo de bactérias, fungos e leveduras de referéncia,
posteriormente se realiza repiques destas culturas para serem usados nas analises, semanalmente.
Tanto a distribuicdo de meios indcuos quanto as incubacGes e repiques das cepas de referéncias

séo feitas no fluxo laminar (Figura 8) localizado nesta sala.

Figura 8. Fluxo laminar com UV ligada.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

A sala também é equipada com uma estufa de secagem a 45°C (Figura 9 A). Apds
fundir-se e distribuir os meios sélidos em placas, se armazena em refrigeracdo para usos futuros.
Ao se retirar tais placas do refrigerador € necessario seca-las evitando a condensacdo e

dificultando o estriamento dos caldos.

Nesta area também se localiza um liofilizador laboratorial (Figura 9 B). Nele é possivel
realizar o processo de sublimacao da cultura, onde se passa sem descongelamento, a amostra do
estado sélido para o estado gasoso. As amostras sdo congeladas a seco sob vacuo. Atualmente

este equipamento ndo € rotineiramente usado, poréem esta a disposicao.
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Figura 9. A) Estufa de secagem B) Liofilizador.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

2.1.4 Sala de Analises Especiais 11

Neste espaco é realizada a preparacdo das amostras apés a incubacdo inicial em caldo.
Desta forma aliquotas sdo transferidas de potes para tubos de ensaios préximo ao Bico de Bunsen
(Figura 10), seguindo a execuc¢do dos processos solicitados nas metodologias de cada pesquisa
por microrganismos. Assim, a sequéncia dos ensaios que é feita por outros equipamentos, é
preparada e destinada a Sala de Leitura e Continuidade I.

Figura 10. Aliquota de amostra sendo transferida para tubo de ensaio.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Para dar o suporte necessario nessas analises, ha dois refrigeradores de armazenamento

de insumos e amostras, com Kits e meios utilizados nos equipamentos de triagem e nos testes
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confirmatérios. Ha também uma bancada de leitura com um contador de colbnias e blocos de
aquecimento para etapa de lise do PCR (Figura 11).

Figura 11. Bancada de leitura da Sala de Analises Especiais I1.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

As leituras de placas e caracterizacdo de coldnias tipicas de Salmonela (Figura 12), E.
coli e Listeria séo feitas nesta sala. Amostras para pesquisa de Salmonela s&o incubadas em placas
com &gar XLD (Agar de Desoxicolato-Lisina-Xilose) e 4gar Rambach. Para Listeria se usa 0s
agares ALOA (Agar Listeria de Ottaviani & Agosti ) e PALCAM. E para E.coli o 4gar Rainbow.

Figura 12. Placas para leitura de colbnias na pesquisa de Salmonela.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Outro equipamento existente na sala ¢ o fluxo laminar, utilizado para o preparo de
solugBes de PCR nas analises de E.coli (Figura 13). Devido ao uso com Kits sensiveis a
contaminacgdes genéticas, essa cabine é exclusiva para essa finalidade no intuito de se evitar

contaminagdes que possam comprometer o resultado final da reacdo.
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Figura 13. Fluxo laminar na pesquisa de E. coli.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

2.1.5 Sala de Incubacéo

E composta por seis estufas (Figura 14) e dois Banhos-maria laboratoriais (Figura 15).
Na rotina, as estufas sdo usadas na incubacdo de fungos e bactérias, tanto em potes apds a diluicao
em caldos na continuidade da pesagem, quanto em placas e tubos de ensaio.

Figura 14. Estufas.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).
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Figura 15. Banhos-maria laboratoriais.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

As temperaturas das estufas foram definidas de acordo com as exigéncias de temperatura
Otima de cada microrganismo analisado na rotina laboratorial, assim ha estufas de 25°C, 30°C,
35°C, 37°C, 42°C e 44°C. Todas as temperaturas sdo conferidas diariamente para se ter um
controle eficiente que impeca as variacdes térmicas. O Banho-maria a 45°C é usado na
metodologia de numero mais provaveis e contagem de coliformes termotolerantes a 45°C. E o

Banho-maria a 42°C é usado na metodologia de Salmonella spp.

Na estufa a 25°C é incubado os ensaios para bolores e leveduras, as placas usadas para
cultivo de fungos sdo envolvidas em papel laminado (Figura 16) para evitar contaminagdo do
equipamento e das demais amostras. Em 30°C se usa nas metodologias de contagem presuntiva
de Bacillus cereus, contagem de coliformes totais, nimeros mais provaveis de coliformes totais,
deteccdo de Listeria monocytogenes, contagem de microrganismos mesofilos aerdbios viaveis a

30°C e logo apo6s a pré-incubacgdo a 35°C por 7 dias.

Para a estufa a 35°C séo destinados os ensaios de confirmacdes em deteccBes de
Salmonella spp., E. coli O157:H7 e E. coli verotoxigenica ndo O157:H7. Essa estufa também é
usada na metodologia de nimero mais provavel e contagem de coliformes termotolerantes a 45°C.
A 37°C se usa nas metodologias de contagem de Staphylococcus aureus, nUmero mais provavel
de Staphylococcus coagulase positiva, deteccdo de Salmonella spp., deteccdo de Listeria

monocytogenes, deteccdo de Staphylococcus aureus e contagem total de Enterobacteriaceae.
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Figura 16. Placas envolvidas em papel laminado na estufa a 25°C.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Na estufa a 42°C sdo feitos os ensaios de triagens das metodologias de deteccdes de
Salmonella spp., E. coli O157:H7 e E. coli verotoxigenica ndo O157:H7. E na estufa a 44°C se

faz o ensaio para contagem total de E. coli.

2.1.6 Salade Leitura e Continuidade |

Nesta sala ocorrem as triagens e confirmacbes dos ensaios automatizados. Os
equipamentos presentes neste espaco sdo BIO-RAD®, MDS 3M®, VITEK 2 compact® e VIDAS
GREY®. O BIO-RAD® (Figura 17) € um PCR em tempo real onde é feito a triagem dos ensaios
de E. coli STEC O157:H7 e ndo O157:H7 (sorovares 026, 045, 0103, 0111, 0121 e O145) e

confirmacdo desses microrganismos vidveis nesta mesma metodologia.

O MDS 3M® (Figura 18) € um instrumento com rapida deteccdo molecular de patdgenos
em alimentos enriquecidos, através do uso de amplificacdo isotemal e bioluminescéncia, é
destinado as amostras que foram submetidas ao tratamento térmico durante a etapa de lise de
ensaio, com o intuito de destruir a parede celular para exposicdo do material genético. Na rotina
laboratorial é usado para realizar a triagem das amostras na pesquisa de Listeria monocytogenes e

Salmonella spp.
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Figura 17. BIO-RAD®.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Figura 18. MDS 3M®.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

VIDAS GREY® (Vitek Immuno Diagnostic Assay System) (Figura 19) é um sistema
multiparamétrico de imunoandlise. A técnica utilizada o método ELISA com uma leitura final em
fluorescéncia: técnica ELFA (ELFA = Enzyme Linked Fluorescent Assay). A enzima atuante
nesse sistema é a fosfatase alcalina. O substrato € o 4-metil umbeliferil fosfato (4-MUP) que é
hidrolisado em 4-metil umbeliferona (4-MU). A umbeliferona tem a propriedade de reemitir a luz
a 450 nm apos excitacdo a 370 nm. O equipamento oferece lotes de rotina ou testes de acesso
aleatdrio para sorologia, imuno-histoquimica, deteccdo de antigeno e immuno-hemostase. Cinco
secdes de analises independentes permitem realizar 30 testes simultaneamente. Na rotina do

laboratdrio é usado para realizar a triagem de Salmonella spp e Listeria monocytogenes.

33



Figura 19. VIDAS GREY®.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

O VITEK 2 compact® (Figura 20) é utilizado na rotina como teste para confirmacédo nas
metodologias de pesquisa em Salmonella spp, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus.
Funciona realizando 64 tipos de analises bioquimicas simultaneas, o que permite um resultado de
maior precisdo na identificacdo microbioldgica. Apds o isolamento em placas, as colnias mais
caracteristicas seguem para este equipamento, onde um cassete é carregado pelo proprio sistema
com essas amostras, evitando ao maximo o manuseio e uma possivel contaminacgdo. A incubacao
e a leitura sdo gerenciadas pelo sistema operacional, com a identificacdo feita pelo analista do

ensaio.

Figura 20. VITEK 2 compact®.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

2.1.7 Sala de Leitura e Continuidade 11

Nesta sala sdo realizadas as leituras dos ensaios quantitativos, confirmagdes e
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isolamentos. Dentre as atividades estdo leituras de placas enterobactérias, coliformes totais e
termotolerantes, como também contagem de microrganismos como bolores, leveduras e E. coli -

Glucuronidase positiva (Figura 21).

Neste espa¢o ha mais duas areas para analises com bancada e bico de Bunsen, e uma pia
(Figura 22) para lavagem de utensilios reutilizaveis que posteriormente serdo autoclavados,
preparo de solucGes de limpeza e desinfec¢do usados na rotina, como hipoclorito de sddio e acido
peracético, e também armarios para guardar estantes, potes de descarte, sacos esterilizaveis, entre

outros materiais de usos laboratoriais.

Figura 21. Leitura de resultados de NMP.
Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Figura 22. Local para lavagem de utensilios e preparo de solucoes de limpeza.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).
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2.1.8 Area de Descarte

No final do corredor de acesso as Salas de Leitura e Continuidade | e Sala de Leitura e
Continuidade Il ha um espago onde fica a autoclave de fronteira (Figura 23) para descontaminagao
de todos os materiais e residuos, reutilizaveis e descartaveis, que foram usados em ensaios onde

entraram em contato com microrganismos.

SERCO!

Figura 23. Autoclave de fronteira.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Em todas as salas existem lixeiros para lixo comum e lixo infectante, diariamente ou a
depender da demanda de recolhimento, antes de ser descartado, o lixo contaminado é autoclavado
dentro de sacos autoclavaveis e acondicionados em latdes (Figura 24) especificos para altas

temperaturas. O lixo comum é descartado sem passar pelo tratamento térmico.

Figura 24. Latbes para esterilizacdo em autoclave.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).
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Os descartes séo classificados em: descarte ndo contaminado, como embalagens, caixas
e papeis; material perfuro cortante como bisturis, agulhas e vidros quebrados; material
contaminado para autoclavacdo e reutilizacdo, como vidrarias da rotina laboratorial que €
destinada ao LEM; material contaminado para autoclavar e descartar, como algas e tubos

descartaveis.

3. ATIVIDADES REALIZADAS

Durante o ESO, foram realizados acompanhamentos da rotina laboratorial nos ensaios:
l. Deteccdo de Listeria monocytogenes;

Tem por objetivo monitorar e assegurar que produtos de origem animal prontos para o
consumo estejam indcuos para este patdgeno. Na metodologia para a deteccéo, inicialmente séo
pesadas 25 g de amostra e homogeneizadas em 225mL de caldo Demi-fraser, em seguida se incuba
a 37°C por 24h. Apos esse periodo, sdo pipetados 100uL para 10mL de caldo Fraser e incubados
a 37°C por 24h.

E realizado a PCR com 20uL da amostra em um tubo ja pronto para lise, comercializado
em kit especifico. Essa mistura € aquecida a 95°C num bloco e ap06s 15 min, posteriormente vai
para um outro bloco a temperatura ambiente por pelo menos 5 min. Apos isso € retirada uma

aliquota de 20uL para um tubo com primer e passa por analise no MDS 3M® por 75 min.

A amostra positiva é estriada em ALOA e PALCAM a 38°C por 24-48h. Agar ALOA é
um meio de cultura cromogénico, seletivo e diferencial usado para o isolamento de Listeria
monocytogenes e outras Listeria spp. Ocorrendo a presenca do microrganismo, a coldnia apresenta
coloracdo verde-azulada. Ja em agar PALCAM, as colbnias apresentam crescimento razoavel a
excelente, com coloracdo cinzenta-esverdeada circundadas por halos castanhos-escuros a pretos

no meio.

As Colbnias tipicas, que surgem no agar ALOA e PALCAM séo estriadas em agar sangue
e incubada a 37°C por 24h. Apds esse periodo € verificado se a coldnia estriada apresenta beta
Hemodlise, sendo positivo €é realizado um teste bioquimico com os caldos Xilose e Ramnose e
incubados a 37°C. E feito também teste de catalase com perdxido de hidrogénio e coloragio de

GRAM para verificar se a amostra é cocos ou cocobacilos Gram-positivos.
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A coloracdo de Gram permite que as bactérias retenham a cor com base nas diferencas
quimicas e fisicas de sua parede celular. Utilizando as etapas por coloracdo com violeta de cristal
(um corante solivel em &gua, roxo), a descoloracdo (utilizando etanol / acetona) e contra-
coloracdo (utilizando corante Safranina, vermelho) € possivel entender o principio de diferentes

graus de permeabilidade na parede celular dos microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos.

As bactérias Gram-positivas retém o cristal violeta por causa da presenca de uma espessa
camada de peptidoglicano em suas paredes celulares, apresentando-se na cor roxa, como €
possivel observar nas coldnias de Bacilos Gram-positivo de Listeria monocytogenes (Figura 25).

Ja as bactérias Gram-negativas possuem uma parede de peptidoglicano mais fina, que
ndo retém o cristal violeta durante o processo de descoloracdo e recebem a cor vermelha no

processo de coloracéo final.

Se em todos esses testes, o0s resultados forem positivos a amostra terd Presenca em 25¢g
para Listeria monocytogenes. Se em algum deles der negativo, com excecdo da catalase, 0

resultado é Auséncia em 25g.

Figura 25. Bacilos Gram-positivo de Listeria monocytogenes.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

I Deteccdo de Escherichia coli STEC;

Com o objetivo de realizar o controle microbiolégico das carcacas de suinos e carcaca e
carne bovinas em abatedouros frigorificos, como também de avaliar a higiene do processo de
producdo e reduzir a prevaléncia deste patdgeno, a metodologia laboratorial se inicia com a

pesagem de 325+32,5g da amostra (Figura 26), em seguida é homogeneizada com 975 mL de
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caldo TSB modificado (com caseina) e incubada a 42°C por 18+3h.

Figura 26. Pesagem de amostra para deteccdo de E. coli STEC.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Apos esse periodo, retira-se do caldo incubado uma aliquota de aproximadamente 10 mL,
onde sera a partir desse volume que se realizardo todas as analises seguintes. Aliquotas sdo
direcionados para 0 BIO-RAD®, em que se adiciona 100u de solucdo de lise com 100y da aliquota
do caldo incubado em uma rack deepwell e aquece a 100°C sob agitacao de 1.300 RPM ( Rotacdes
Por Minuto) por 20 min. Em seguida, se resfria por pelo menos 5 min a 5°C, e se adiciona 5u da

amostra lisada em 20u da solucéo de PCR (primer).

No equipamento, a amostra passa por 50 ciclos de reacdes polimerase. As amostras que
tém resultado positivo precisam repetir a leitura em outro kit especifico que dira qual dos tipos
sorotipicos a amostra € positiva de forma presuntiva. Para a confirmacdo é feita a filtracdo
magnética referente a cada sorotipo detectado presumidamente na triagem. Apds a filtracdo, a
amostra é diluida em 1:10 e 1:100 e paralelamente é feito um tratamento acido por 1 h e depois

diluida 1:10. Essas quatro diluicBes sdo plaqueadas em agar Rainbow e incubadas a 35°C por 24h.

Ap0s essas etapas, € feita a leitura das placas incubadas e sdo selecionadas até 5 coldnias
com morfologias distintas para realizar um teste de sorologia por latex especifico para o
microrganismo em pesquisa (Figura 27), se no teste houver formacédo de grumos, significa que a
coldnia é positiva. Sendo positiva, a colnia € estriada em agar sangue de carneiro ou agar TSA

com 5% de sangue de carneiro e incubado a 35°C por 24h.
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Figura 27. Teste latex para uma amostra suspeita de E. coli STEC sorovar O26.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Na sequéncia € repetido o teste do latex, se a coldnia for positiva, entéo é realizado o PCR
para confirmar se é STEC, também € realizado um ensaio bioquimico automatizado no VITEK 2
compact® para confirmacdo de E. coli. Com todos os resultados positivos a amostra recebe o
resultado de Presenca em 325g. Se qualquer um deles der negativo, a amostra recebe o resultado

de Auséncia em 325g.

Il Estoque das colbnias positivas de Salmonella spp. para tipificacao.

Na Instrucdo Normativa N °© 20, de 21 de outubro de 2016 (IN°20) do MAPA, as colbnias
positivas para Salmonella spp. provenientes da cadeia produtiva de peru e frango de corte,devem
participar do estudo epidemioldgico de prevaléncia dos sorovares circulantes no Brasil. Os
laboratérios cadastrados pelo MAPA para realizar tais analises, devem alimentar um banco de
dados para que a Divisdo de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA) possa, com base

nessas informag6es, monitorar e realizar acdes de controle desse patdgeno.

Caso o laboratério identifique amostras positivas para Salmonelas monofasicas, cujas
formulas antigénicas sejam Salmonella (1,4[5],12:-:1,2) ou Salmonella (1,4[5],12:i:-), como
também para S. Typhimurium e S. Enteritidis deve se realizar uma notificagdo compulsoria ao

DIPOA, com o intuito de realizar o controle eficaz desses patdgenos de grande relevancia a sadude
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publica (BRASIL, 2022).

Na rotina laboratorial, as colbnias positivas sdo destinadas ao LFDA em S&o Paulo para
a tipificacdo, sendo transferidas do agar nutriente, apds a confirmacdo, para o &gar estoque
inclinado (Figura 28) e incubadas a 37 graus por 24 horas, apds esse periodo sdao armazenadas em

caixa especifica para o envio.

Figura 28. Colbnias para tipificacdo de Salmonella spp. em agar estoque.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

(\VA Deteccdo de Salmonella spp. e analise da frequéncia em carcaga de frango no LFDA/PE.

A Salmonela é considerada um dos principais patdgenos envolvidos nas infeccGes
alimentares, seu controle e monitoramento pelos Orgdos Oficiais sdo fundamentais para garantir
aseguranca dos alimentos na satde publica, como também € considerado um microrganismo de
referéncia para pesquisa por contaminacdo de produtos de origem animal. As acGes de controle
envolvem toda a cadeia produtiva de frangos e perus, desde a matéria prima até o produto final
submetido ao processo industrial, seguindo tanto em estabelecimentos comerciais quanto em

abatedouros, incluindo ainda o controle em carnes bovina e suina.

A presenca de Salmonela na carne suina e bovina esta ligada a contaminacdo fecal e
cruzada durante o processamento industrial, como também na temperatura de conservacdo desses
produtos durante a producdo industrial, fazendo-se necessario um controle sanitario eficaz no
intuito de ndo haver perdas econdmicas nos produtos de exportacdo. A deteccao laboratorial da
Salmonella spp. se faz por meio da metodologia International Standard Organization (ISO) 6579-

1/2017. Tanto a deteccdo quanto a analise de frequéncia da salmonela em carcaga de frango nas
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amostras destinadas ao LFDA/PE serdo melhor detalhadas no Capitulo 2 deste relatorio.

Em todas as analises sdo usados controle positivo e amostra branca, para se comprovar a
eficacia dos meios e metodologias aplicadas a cada ensaio, identificando possiveis falhas e
permitindo tempo habil de correcdo durante o prazo de pesquisa e liberacdo dos resultados. O
quadro a seguir demonstra o tempo dedicado as atividades realizadas.

Quadro 1. Atividades desempenhadas no ESO e o tempo dedicado as atividades especificas.

Tempo de estagio dedicado as
Atividades desenvolvidas no ESO

M |. Detecgdo de Listeria monocytogenes;
M |l. Detecgdo de Escherichia coli STEC
IIl. Estoque das colbnias positivas de Salmonella spp. para tipificagao.

M |V. Detecc¢do de Salmonella spp. e analise da prevaléncia no LFDA/PE.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

4. DISCUSSAO DAS ATIVIDADES

A descricdo das atividades desenvolvidas no ESO ratifica a importancia de se pesquisar
alguns dos principais patégenos alimentares presentes nos produtos de origem animal. As
deteccdes de Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Escherichia coli fazem parte do PNCP,
um dos programas de controle oficial de produtos de origem animal do MAPA. Visa identificar
a prevaléncia destes patdgenos em produtos produzidos nos estabelecimentos brasileiros
registrados ao SIF (BRASIL, 2017).

Segundo Rocourt (2000) a listeriose tem relevancia na saude publica por ter alta taxa
de mortalidade, proximo a 50%. E uma bactéria de ampla disseminac&o, capaz de sobreviver
em condicBes adversas por longos periodos e se multiplicar sob temperatura de refrigeracao, L.
monocytogenes pode contaminar superficies e utensilios de contato com a producdo de
alimentos na industria, sendo assim, um patdégeno importante na transmissdao de Doencas
veiculadas por alimentos (DVA’s) em todo 0 mundo (GANDHI e CHIKINDAS, 2007). Por isso,
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é tdo relevante incluir este microrganismo nas analises de alimentos na inspegéo federal, tanto
para se garantir a seguranca dos alimentos no Brasil, quanto para se exportar alimentos livres
de patdgenos e garantir a permanéncia de produtos brasileiros no mercado internacional.

Varios surtos ja foram relatados em diversos paises, onde no homem, a principal via
de transmissdo é através dos alimentos de origem animal, como também de origem vegetal.
Uma grande variedade de alimentos ja apresentou relagdo com a infeccdo por Listeria.
(MCLAUCHLIN,1996). Outra caracteristica importante é a capacidade de formar biofilme,
aumentando o risco de contaminagcdo cruzada de outros tipos de alimentos produzidos ou
conservados juntos, tanto crus quanto prontos para o consumo (SERGELIDIS et al., 1997).

Biofilme é a capacidade de um microrganismo aderir a uma superficie através de uma
matriz polissacaridica, podendo estar em diferentes locais dentro da industria, como nos
encanamentos de agua, superficies de processamentos, areas de estocagem, entre outras. Tal
capacidade permite a transferéncia de células bacterianas para os alimentos, sendo entéo algo
necessario de se evitar na industria de alimentos (GANDHI et al., 2007).

Gasanov et al. (2005), afirmam que os métodos de diagnostico tradicionais de
isolamento de L. monocytogenes, aprovados por agéncias regulamentadoras, exigem muitos
dias para serem concluidos, pois necessitam de enriquecimento seletivo, plagueamento em
meios seletivos e confirmacao bioquimica dos isolados. Da mesma maneira como séo realizados
0s ensaios para deteccdo deste patdgeno nos LFDAs. O uso de técnicas moleculares como o
PCR também auxilia no diagndstico mais preciso, fazendo uma pré-selecdo de amostras
positivas e limitando a quantidade de insumos utilizados nas analises para confirmacéo pelos
demais testes, assim como também é feito nos laboratorios federais.

Segundo Silva et al (1998), na coloracdo de Gram, as caracteristicas observadas para
Listeria sdo bastonetes curtos, Gram-positivos, isolados ou em cadeias, assim como se
apresentam as colénias consideradas positivas nas analises laboratoriais. Os produtos coletados
nos estabelecimentos, de preferencias os que sdo comercializados fatiados, de acordo com a
normativa para pesquisa de Listeria so: PRODUTOS CARNEOS - (presunto cozido, presunto
defumado, apresuntado, mortadela, fiambre, lanche), salsicha, salsichdo, lombo cozido, lombo
defumado, paleta cozida e paleta defumada; PRODUTOS LACTEOS - queijo minas frescal,
ricota (fresca, defumada), queijo coalho, queijo de manteiga, queijo mugcarela, queijo prato,
queijo minas padrédo, queijo tropical, queijo minas meia cura, queijo colonial, queijo cottage e
queijo ralado; PESCADO - filé de salmdo defumado e peixe defumado, bastonetes de surimi

congelados, produtos a base de surimi congelados, camarao cozido congelado, molusco bivalve
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cozido congelado (BRASIL, 2022).

Escherichia coli constitui uma espécie de bactérias que habitam a microbiota intestinal
do homem e de muitos animais, ndo apresentando risco a saude. (FENG, 2011). Porém,
subgrupos de E. coli apresentam fatores de viruléncia que 0s tornam capazes de causar doencas.
As produtoras de toxinas Shiga (STEC) formam um grupo de bactérias patogénicas envolvidas
em surtos de DTA’s, ao qual Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) constitui um subtipo
(CALDORIN, 2013).

Segundo Lucatelli (2012), as STEC séo importantes agentes patogénicos, pois estdo
relacionadas com a ingestdo de alimentos contaminados. Podem provocar desde uma diarreia
leve até severas diarreias sanguinolentas que podem evoluir para complicagdes extra intestinais
graves como a Sindrome Hemolitica Urémica, com a faléncia renal e a Pulrpura
Trombocitopénica como possivel sequelas. Dessa maneira, para se evitar um surto de doencas
alimentares, se justifica a importancia da pesquisa desse microrganismo a nivel nacional, dos
alimentos de origem animal produzidos.

Desde 2015 que se incluiu na pesquisa 0s sorogrupos 026, 045, 0103, 0111, O121e
0145, também conhecidos como “big six”, os quais foram associados em surtos por meio do
consumo de carne malpassada bovina em diversos paises (DESORDI, 2020). Dessa forma, na
rotina laboratorial do LFDA, é feito o teste de latex para identificar os sorovares, e confirmar
posteriormente as col6nias positivas através do PCR, onde a identificacdo é feita baseada na
presenca de genes de viruléncia como a producao de toxina Shiga. As amostras coletadas para
analise, sdo provenientes da carcaca de suinos, por correr o risco de contaminacdo cruzada
durante a producdo na industria, e principalmente da carcaca e carne bovina, uma vez que o
trato gastrointestinal dessa espécie € o principal reservatério de E. coli STEC (NATARO, 1998).

A carne pode ser contaminada tanto por falha no abate correto, onde as fezes do animal
entram em contato com a musculatura, quanto por utensilios e superficies mal higienizados que
entram em contato com as fezes contaminadas e posteriormente com a carne no beneficiamento
da industria, o que caracteriza a contaminacao cruzada (PAIM, 2016).

As metodologias atuais para deteccdo de E. coli O157:H7 exigem etapas de
enriquecimento inicial para que ocorra a recuperacdo do microrganismos, e assim possa se
multiplicar até alcancar uma concentracdo minima para a deteccdo. Em seguida, € a etapa de
isolamento a partir de meios seletivos, com base nas caracteristicas fenotipicas. (ADAMS,
2008).
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De forma semelhante, 0 LFDA segue tais etapas, porém, para se usar insumos de
maneira eficaz, e reduzir o tempo na entrega do resultado final, é feito inicialmente um PCR de
triagem através do equipamento BIO-RAD®, a partir do caldo de enriquecimento, onde as
amostras positivas seguirdo para as demais analises presuntivas, outro PCR no mesmo
equipamento para confirmagdo é realizado no final de toda pesquisa, como também no
equipamento VITEK 2 compact®, que realiza os testes bioquimicos com precisdo em pouco
tempo. Franz et al. (2014) enfatizam a necessidade de melhorar os métodos de deteccédo de cepas
altamente patogénicas, como a STEC, com o0 objetivo de agir de forma mais eficiente aolongo
da cadeia de producéo de alimentos.

Assim como ocorre na metodologia de analise no LFDA, a separa¢do imunomagnética
€ usada para reduzir o tempo de anélise e aumentar a sensibilidade da deteccdo, tanto na rotina
laboratorial quanto em pesquisas académicas na detecgédo de E. coli O157:H7, é mencionada
como uma técnica que utiliza particulas superparamagnéticas revestidas com anticorpos contra
0 agente patogénico alvo, formando esferas imunomagnéticas que podem se ligar as bacterias
alvo.(PAULA et al. 2014).

De acordo com a IN°20, as culturas positivas de Salmonella spp. isoladas de amostras
oficiais deverdo ser encaminhadas ao laboratorio responsavel pela identificagdo do sorovar,
quando forem identificados os sorovares Salmonella Typhimurium ou Salmonella Enteritidis
o laboratdrio responsavel notificara imediatamente ao SIF correspondente e posteriormente
encaminhara o relatorio previsto na normativa (BRASIL, 2016). Assim, na rotina laboratorial,

as amostras positivas do LFDA/PE, seguem para tipificacdo no LFDA/SP.
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Il. CAPITULO 2 - FREQUENCIA DE SALMONELLA spp. EM CARCACAS DE
FRANGO, NO PROGRAMA NACIONAL DE CONTROLE DE PATOGENOS -
PNCP/MAPA, ANALISADAS NO LABORATORIO FEDERAL DE DEFESA
AGROPECUARIA - LFDA/PE

1. RESUMO

E de responsabilidade do poder publico garantir alimentos seguros, livres de
patdgenos e de substancias que possam comprometer a saude da populacdo. Diante disso, 0
MAPA vem estabelecendo diretrizes que permeiam a cadeia produtiva, permitindo que 0s
produtos de origem animal sejam produzidos e comercializados, préprios para 0 consumo.
Dentro dessa cadeia, a carne de frango é uma importante proteina que exige fiscalizacdo por
todas as suas etapas de producéo para se evitar contaminagdes. A Salmonella é uma bactéria
que pode estar presente na carcaca de frango e provocar infecccdo alimentar severa na
populacdo. O presente trabalho tem como objetivo apontar a frequéncia de Salmonella spp. em
carcacas de frangos, que pertencem ao PNCP/MAPA, analisadas no periodo de 14 de fevereiro
a 26 de maio de 2022, pelo setor de Microbiologia dos alimentos do LFDA/PE. A metodologia
para o isolamento e identificacdo de Salmonella spp. é composta por quatro estagios sucessivos:
pré- enriquecimento em meio liquido seletivo; enriquecimento em meio seletivo; emplacando
em meio solido seletivo; e confirmacdo por ensaios automatizados e testes de sorologia. Ao
total foram 52 carcacas analisadas durante as 15 semanas de atividades. Os resultados
mostraram uma frequéncia de 9,6% amostras com presenca de Salmonella spp. Podemos
concluir, a partir do resultado, a importancia de fiscalizar e analisar amostras de
estabelecimentos registrados no SIF, no intuitode evitar que ocorra surtos de doencas veiculadas
por alimentos (DVAS) provocadas por patdgenos que prejudicam a salde publica, a exemplo

como a Salmonella.

2. INTRODUCAO

Ao longo da histéria, o Brasil vem implementando politicas publicas para o
desenvolvimento do agronegécio. O MAPA foi instituido para atender ao mercado consumidor

interno e externo, promovendo a seguranga dos alimentos. Em paralelo, utiliza-se de uma estrutura
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organizacional voltada a formulagéo de leis e diretrizes que apoiam o pequeno e grande produtor
rural.

Com base nos novos modelos de producdo e expansdo do mercado internacional,
instituidos ao longo dos anos, novos riscos surgiram, comprometendo a qualidade e inocuidade
dos produtos. Somado a isto e considerando os parametros internacionais, visando tornar cada vez
mais 0s produtos de origem animal, seguros ao consumo, foram estabelecidas normas para
avaliacdo de controle dos processos e produtos a serem executadas tanto pelo SIF quanto pelas
industrias.

O SIF é responsavel pela execuc¢do da inspecdo e fiscalizacdo sanitaria dos abatedouros
frigorificos e estabelecimentos que manipulam, preparam e industrializam produtos de origem
animal. Este servico é vinculado e supervisionado pelo DIPOA, Orgdo que tem por objetivo
assegurar a qualidade de produtos de origem animal comestiveis e ndo comestiveis destinados ao
mercado interno e externo, como também dos produtos importados. Atualmente, o SIF atua em
mais de 5 mil estabelecimentos brasileiros, visando garantir produtos com certificagdo sanitaria e
tecnoldgica para o consumidor, respeitando as legislacdes nacionais e internacionais vigentes
(BRASIL, 2022).

No sentido de atender as necessidades da fiscalizacdo agropecuaria com resultados
confiaveis, uma rede de laboratorios atua para fornecer dados técnicos e resultados de analises
laboratoriais, ao DIPOA, das amostras enviadas pelo SIF. Os Laboratorios Federais de Defesa
Agropecuéria (LFDA), séo os laboratorios oficiais do MAPA e estdo vinculados a Secretaria de
Defesa Agropecuaria, por meio da Coordenacdo-Geral de Laboratorios Agropecuarios — CGAL.

Com o objetivo de desenvolver uma gestdo microbiolégica do sistema de inspecao
brasileiro, em 25 de janeiro de 2013, atraves da Portaria SDA n° 17/2013, foi criada, por meio dos
esforcos entre o governo e comunidade cientifica, a Comissdo Cientifica Consultiva em
Microbiologia de Produtos de Origem Animal, dando origem aos programas de controle oficiais
em vigor.

Dentre tais programas, hd o Programa Nacional de Controle de Patdgenos — PNCP,
ferramenta que possibilita identificar a prevaléncia dos patégenos Listeria monocytogenes,
Salmonella spp. e Escherichia coli, em produtos de origem animal produzidos pelos
estabelecimentos brasileiros registrados junto ao SIF e reportar tais resultados ao DIPOA, érgéao
que tomara as medidas de controle e monitoramento com o intuito de garantir produtos livres
desses patdgenos, considerados de alto risco para a satde publica (BRASIL, 2017).

O Brasil é um dos maiores produtores de carne de frango do mundo: dados do
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Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) apontam o pais como o maior
fornecedor global, com estimativa de lideranca no ranking pelos proximos dez anos (USDA,
2022). De acordo com a Associagdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), mesmo enfrentando
dificuldades pela recuperacdo do mercado pos pandemia, a produgdo e exportacdo da carne de
frango cresceram. Em 2021 foram produzidas 14,329 milhdes de toneladas de carne de frango,
deste total 67,83% foram destinados ao mercado interno e 32,17% a exportagdes (ABPA, 2022).

Sendo a carne de frango tdo importante para 0 mercado produtor e consumidor brasileiro,
é de grande relevancia para a salde publica a analise das carcacas. Dentro dos microrganismos
monitorados pelo PNCP, a Salmonella spp. tem relevancia por fazer parte da microbiota
gastrointestinal das aves e por estar associada, com frequéncia, a relatos de surtos de
contaminacdes alimentares por todo o0 mundo.

Mesmo com todos os avancgos tecnoldgicos envolvidos na cadeia produtiva da carne de
frango, a contaminacdo da carcaga pode ocorrer, caso ndo sejam tomadas todas as medidas de
higiene. As condicdes de manejo, durante o processo de abate do frango, irdo determinar a
presenca e a quantidade de Salmonella na carcagca (CARVALHO; CORTEZ, 2005).

A salmonelose € mundialmente conhecida como uma doenca de origem alimentar com
morbidade e mortalidade significativas (FORSYTHE, 2013), como também gera perdas
econémicas consideraveis, afetando tanto a saude publica quanto a economia.

O presente trabalho tem como objetivo apontar a frequéncia de Salmonella spp. em
carcacas de frangos, que pertencem ao PNCP/MAPA e analisadas no periodo de 14 de fevereiro
a 26 de maio de 2022, pelo setor de Microbiologia dos alimentos do LFDA/PE.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SALMONELLA spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae. Foi isolado pela primeira
vez por Daniel E. Salmon (1850-1914), médico veterinario bacteriologista. Sdo bacilos Gram-
negativos, anaerobios facultativos, ndo formadores de esporos, sendo a maioria mdvel pela
presenca de flagelos peritriquios (com excecdo a S. pullorum e a S. gallinarum que séo imdveis),
produtores de gas por meio da glicose (com excecdo a S. Typhi), capazes de usar o citrato como

unica fonte de carbono e considerados microrganismos patogénicos zoon6ticos. Com distribuigdo
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cosmopolita, sdo encontrados frequentemente no trato intestinal dos seres humanos eoutros
animais. A temperatura 6tima de multiplicacdo é de 35°C a 37°C, sendo a minima de 5°Ce a
maxima de 45°C (FRANCO;LANDGRAF, 2005; CORCORAN, 2013; MELO, 2020).

Dentro do género ocorre a classificagdo de duas espécies: S. bongori e S. entérica: juntas
representam 99% dos isolados positivos em humanos. A espécie S. enterica abrange mais de 2500
sorotipos e é subdividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae,
e indica (McVEY et al, 2017; BRASIL, 2011).

A classificacdo em espécies é pouco usada nos estudos epidemioldgicos, sendo mais
usual a classificacdo baseada no Esquema de Kauffman-White, dividindo em sorogrupos e
sorovares, através da presenca dos antigenos O (somatico), H (flagelar), e Vi (capsular). O
antigeno O caracteriza 0s sorogrupos de Salmonella spp., e s&o comuns a muitos sorovares. Ja o
antigeno H distingue-se pela composicdo protéica dos flagelos: grande parte das células de
Salmonella podem expressar dois diferentes antigenos H, sendo denominadas difasicas. Cada
antigeno O e H tem uma identificagdo numérica. Cepas que ndo expressam o0 antigeno O sdo
descritas como irregulares na estrutura antigénica (MELO, 2020; CORCORAN, 2013).

Células que expressam apenas um antigeno sdo denominadas monofasicas, podendo
acontecer naturalmente em alguns sorovares ou atraves da perda de um dos genes difasicos
(CORCORAN,2013). E o antigeno Vi (capsular), esta relacionado a viruléncia, estando presente
em alguns poucos sorotipos, como S. Typhi, S. Paratyphi, S. Dublin (GUIBOURDENCHE et al.,
2010; BELL e KYRIAKIDES, 2002).

Na nomenclatura atual, de acordo com as alteracbes taxonémicas estabelecidas, 0s
sorotipos ou sorovares ndo sao mais consideradas espécies, dessa forma os sorovares ndo devem
ser escritos em italico ou sublinhado. Em 2004, uma nova espécie foi isolada em um sedimento
subterraneo de solo com baixo pH na Oak Ridge, Tennessee - EUA (Estados Unidos da Ameérica),
denominada Salmonella subterranea, essa amostra apresentou semelhanca com S. bongori, por
meio de sequenciamento 16S rRNA, além de algumas caracteristicas metabdlicas iguais, como
indol positivo, H2S e lisina descarboxilase negativa, pigmento amarelo e um flagelo lateral
(BRASIL, 2011).

3.2 SALMONELOSE

No Brasil, dados do Ministério da Saude de 2012 a 2021 apontam a Salmonella spp. como
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0 agente etioldgico que ocupa o terceiro lugar na lista de patdgenos que mais provocaram surtos
de doencas transmitidas por alimentos (BRASIL, 2022).

Neste contexto, a Salmonella provoca trés tipos de doengas: a febre tiféide, causada pela
S. Typhi; as febres entéricas, causadas pela S. Paratyphi; e as enterocolites ou salmoneloses,
provocadas pelas demais salmonelas (FRANCO; LANDGRAF, 2005). Salmonelose é uma das
doencas de origem alimentar mais comuns a nivel mundial, considerada uma zoonose, que afeta
a salde publica, provocando surtos (MENDONGCA, 2016).

A Salmonella possui mais de 200 fatores de viruléncia, onde estdo codificados em pelo
menos cinco ilhas de patogenicidade. Os microrganismos penetram por via oral através de agua e
alimentos contaminados: a bactéria invade as células do baixo trato intestinal pela inducdo de
rearranjos de actina, o que resulta em formacdo de pseudépodos que engolfam a bactéria. A sua
adesdo as microvilosidades provavelmente ocorre por meio de adesinas (fimbria do tipo | sensivel
a manose). A Salmonella penetra nas células epiteliais do intestino. Mesmo néo sendo fagocitada,
a bactéria utiliza o sistema de secre¢é@o do Tipo Il para injetar varios fatores bacterianos na célula
hospedeira, afetando o metabolismo dessa célula (LY; CASANOVA, 2007).

Rearranjos de actina do enterdcito ocorrem abaixo da bactéria aderida, provocando uma
mudanca na aparéncia da célula hospedeira, lembrando uma gota. A seguir, ondulacbes da
membrana plasmatica (ruffling) resultam em macropinocitose e no engolfamento da bactéria
dentro do vacuolo endocitico. A depender da espécie de Salmonella pode ocorrer dois sistemas de
secrecdo do Tipo Ill: um para invasédo e um para sobrevivéncia intracelular. O patdégeno evita a
fusdo lisossomal por causa do sistema de secrecdo do Tipo 11, o que provoca divergéncia na via
normal do vacuolo que entregaria o material para o lisossomo. A bactéria permanece no vacuolo
e multiplica-se, podendo causar a morte da célula hospedeira. Sua sobrevivéncia prolongada esta
associada a um plasmideo de viruléncia que codifica os fatores necessarios (FORSYTHE, 2013).

A dose infectante varia de 10° a 108 células, porém, em pacientes imunocomprometidos,
tém sido observadas doses < 103 para alguns sorovares envolvidos em surtos de doengas de
transmissdo alimentar — DTA. Em casos cronicos a enterocolite aguda, causada pela acdo da
bactéria no organismo, pode provocar um quadro diarreico moderado, sem a presenca de sangue,
mas, nao esta isenta a ocorrencia de uma perda de pequeno volume de sangue junto as fezes. O
mecanismo de transporte do microrganismo no hospedeiro, através do sistema reticulo endotelial,
associado a capacidade de multiplicacdo no interior dos macrofagos, resulta numa manutencéao e
disseminagéo no organismo (BRASIL, 2011).

Os sintomas da febre tiféide sdo mais graves e incluem septicemia, febre alta, diarréia e
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vomito. A febre entérica é semelhante a febre tifoide, mas os sintomas s&o mais brandos com
menor duragdo. A salmonelose, dependendo da quantidade de bactérias ingeridas e do estado de
salde do hospedeiro, pode provocar em poucos dias sintomas severos, incluindo diarréia, febre,
dores abdominais, vomito e lesGes a 6rgaos (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

O trato intestinal, de diversas espécies de animais, é considerado reservatrio de
Salmonella. Dessa forma é possivel observar a capacidade dessa bactéria em sobreviver a
ambientes diversos, o que explica seu potencial de disseminacdo elevado. O frango de corte se
destaca como reservatorio e esta relacionado a alta frequéncia de contaminagdo do produto final
no abatedouro-frigorifico, comprometendo a carne de frango e seus derivados como 0s
responsaveis pela transmissdo de Salmonella ao homem, sendo assim fator de risco para infeccao
humana (EFSA, 2015; FAO / WHO, 2009).

Vérios estudos apontam o0s produtos avicolas como fontes principais de casos de
salmonelose, na Europa: a EFSA - European Food Safety Authority determinou o controle de
Salmonella spp. como prioritario na producdo de aves e ovos. Na carcacga, as muitas etapas de
criacdo, transporte e producdo podem favorecer a contaminacdo da carne. Nos ovos a
contaminacdo ocorre de 2 maneiras: transmisséo vertical e transmissao horizontal. A transmisséo
vertical acontece quando os ovarios e ovidutos das aves estdo contaminados. Assim o patdgeno
consegue alcancar o interior dos ovos, antes da casca ser formada. Ja na transmisséo horizontal,
devido a presenca de Salmonella spp. nas fezes da ave, o ovo é contaminado durante a passagem
pela cloaca (HESSEL, 2020).

A epidemiologia é bastante complexa. E importante para o controle e prevencio
identificar e eliminar os fatores que favorecam a multiplicacdo deste microrganismo. Apesar de
todos procedimentos realizados na busca a garantir a producéo da carne de frango com qualidade
microbioldgica adequada e dos desenvolvimentos tecnoldgicos alcancados e adotados no setor
avicola brasileiro, a Salmonella ainda esta presente por toda cadeia de producéo do frango de corte.
Desta maneira, sdo necessarias medidas conjuntas como adoc¢do de préaticas higiénicas na criacao,
prevencdo de contaminacdes cruzadas, controle microbiologico das racfes oferecidas aosanimais,
entre outras, que contribuam para a reducdo dos niveis de contaminacdo das carcacas
(MENDONCA, 2016).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL
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O estudo foi realizado no setor de Microbiologia dos Alimentos do Laboratdrio Federal de
Defesa Agropecuaria de Pernambuco — LFDA/PE, localizada no Bairro de Dois irmdos, na cidade
de Recife-PE. Possui as seguintes coordenadas geograficas: latitude 8° 04°03°°S; longitude
34°55°00 O; e com altitude meradia em relagdo ao nivel do mar de 4 metros. Segundo
classificagdo de Koppen, o clima da regido era do tipo As’ — tropical quente e Umido, com verdo
seco e chuvas de outono-inverno. Apresenta temperatura meradia anual de 25°C e umidade

relativa do ar meradia anual de 80%, com baixas amplitudes terarmicas.

4.2 AMOSTRAGEM

O periodo de andlise dos resultados compreendeu de 14 de fevereiro a 26 de maio de
2022. Nesse intervalo de tempo, todas as carcagas de frango de corte que chegaram ao LFDA/PE
para analise de Salmonella, dentro do PNCP, foram acompanhadas nas etapas de processamento
para deteccdo do microrganismo. Ao final do més de maio foi realizado o levantamento dos
resultados obtidos. A quantidade de carcacas, por semana, destinadas ao laboratorio, foi
determinada pelo cronograma oficial dos fiscais federais. Ao total foram analisadas 52 carcacas
durante as 15 semanas de atividades estabelecidas. A carcaca vem inteira, isolada e lacrada através
de embalagem oficial, com o nimero do SIF junto a SOA, devidamente identificada com os
formularios oficiais, como também acondicionada e transportada de acordo com as normas
técnicas do protocolo federal para a analise de Salmonella dentro do PNCP/MAPA. A detec¢édo
laboratorial da Salmonella spp. se faz por meio da metodologia International Standard
Organization (1SO) 6579-1/2017.

4.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO

As etapas para o isolamento e identificacdo de Salmonella spp. requer 4 estagios

sucessivos que serdo descritos a baixo:

l. Pré-enriquecimento em meio liquido seletivo

Ao receber a carcaca no laboratorio, o analista verifica todas as informagdes e solicitagdes
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referente aquela amostra. Em seguida se realiza a pesagem da aliquota necessaria para o
processamento (Figura 29 A). Na deteccdo de Salmonella spp. se retira pedacos da musculatura
do frango de vérias regides até se obter 25 gramas de carne (Figura 29 B). Toda essa etapa ocorre
dentro do fluxo laminar de pesagem, previamente higienizado, onde se utiliza tesoura, bisturi,

balanca, pincas, bandejas e sacos de pesagem estéreis tipo stomacher.

Figura 29. A) Pesagem da aliquota para o processamento B) 25 gramas retirados

da musculatura do frango.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Na sequéncia foi adicionado junto a amostra 225mL de agua peptonada tampéo 1% em
temperatura ambiente (Figura 30). Na continuidade, a amostra é incubada em estufa a 37°C por 24

horas.

Figura 30. 25 gramas da carcaga em saco de pesagem que recebera 225mL

de &gua peptonada tampao 1%.
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Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

I Enriquecimento em meio seletivo

Apobs a pré-incubacdo, aliquotas do caldo da cultura é distribuido em tubos de ensaio
contendo dois tipos de meio seletivo. A metodologia oficial preconiza o Rappaport — Vassiliadis
Semissolido Modificado (MSRV) ou o caldo Rappaport — Vassiliadis Soja (RVS), neste caso o
caldo de escolha do laboratdrio é o RVS pela sua capacidade em detectar cepas ndo moveis de
Salmonella spp. E 0 segundo meio de escolha, seguindo a metodologia oficial é o caldo nutritivo
de Tetrathionato — novobiocina de Muller — Kauffmann (MKTTn).

Dessa forma, na bancada proximo ao Bico de Bunsen, € pipetado 0,1 mL da cultura e
adicionado a 10 mL do caldo RVS, na sequéncia é incubado em estufa a 42°C (Figura 31) por 24
horas. Ja no segundo caldo, é pipetado 1 mL da cultura e adicionado a 10 mL do caldo MKTTn,
emseguida se incuba em estufa a 37°C por 24 horas.

Figura 31. Aliquota de amostras incubadas em caldo RVS a 42°C.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

A finalidade do caldo Rappaport € inibir o crescimento de outros microrganismos presentes
na amostra, permitindo o crescimento de diferentes espécies de Salmonella spp. (SILVA, 2017).
E indicativo de presenca de Salmonella spp. a turbidez do meio Rappaport de azul limpido para
azul claro (ALAMOQOS, 2020).
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Em todas as analises se usa uma amostra branca e uma amostra controle positivo, com sua
viabilidade previamente testada, no intuito de se comprovar a eficcia dos meios e metodologia
utilizada nos ensaios. O monitoramento das temperaturas das estufas, a higienizagao das estufas,
fluxos laminares e utensilios, a correta utilizacdo dos equipamentos, como também o descarte
correto dos materiais contaminados evita que as analises sejam comprometidas por erros nos

resultados e possiveis contaminagfes cruzadas.

. Emplacando em meio sélido seletivo

Das culturas obtidas da etapa anterior, segue para 0 emplacamento em meios s6lidos
seletivos. Os &gares preconizados sdo o dgar XLD e agar Rambach. Na bancada, proximo ao Bico
de Bunsen, se retira uma alcada dos caldos enriquecidos, tanto o Caldo RVS quanto o caldo
MKTTn, e se realiza 0 método de esgotamento em placa para cada agar (Figura 32).

/N

Rambach Rambach

Figura 32. Esquema de distribuicdo dos caldos enriquecidos nos agares seletivos.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Apos a distribuicdo dos caldos enriquecidos incubados nos agares sélidos seletivos, todas
as placas semeadas seguem para incubacdo em estufa a 37°C por 24 horas. A Lisina presente no
agar XLD serve para a diferenciacdo da Salmonella, dessa maneira, com o esgotamento da Xilose,
Salmonella spp. descarboxila a lisina causando uma reversdo as condi¢6es alcalinas. O agar
Rambach contém substratos cromogénicos que possibilitam diferenciar as coldnias de Salmonella,

uma vez que, outros microrganismos tendem a ficar com a coloracédo azul-verde neste agar.
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(\VA Confirmacéo

Das placas semeadas, sdo selecionadas 5 coldnias tipicas ou suspeitas para serem testadas
nas etapas seguintes. As caracteristicas da Salmonella spp. no 4gar XLD séao col6nias vermelhas
com centros pretos. Ja no agar Rambach as coldnias apresentam coloracdo margenta.

Apos a selecdo, as colbnias passam por novo estriamento em placa com agar nao seletivo,
o de escolha pela metodologia oficial € o agar nutriente, sendo incubado em estufa a 37°C por 24
horas. Na sequéncia, as colénias seguem para a confirmacdo através de testes bioquimicos
tradicionais comoo TSI, Ureia e Lisina, ou automatizado por meio do VITEK 2 compact® (Figura
33).

Figura 33. Confirmacéo automatizada por meio do VITEK 2 compact®.

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Na etapa seguinte, ap0s 0s testes anteriores apontarem resultados positivos para
Salmonella spp. sdo realizados testes soroldgicos com os antigenos O (somatico), H (Flagelar) e
VI (Polivalente). De acordo com a Instrucdo Normativa N © 20, de 21 de outubro de 2016 (IN°20)
do MAPA, as colbnias positivas devem ser enviadas ao LFDA em Sao Paulo para a tipificacdo e
estudo epidemiolégico de prevaléncia dos sorovares circulantes no Brasil, sendo transferidas do
agar nutriente, para o agar estoque inclinado e sdo incubadas em estufa a 37°C por 24 horas, ap0s

esse periodo sdo armazenadas em caixa especifica para transporte.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 52 carcacas analisadas, no periodo de 14 de fevereiro a 26 de maio de 2022,
5 apresentaram presenca de Salmonella spp. nos resultados finais dos ensaios (Quadro 2), neste

caso a frequéncia foi de 9,6%.

Quadro 2. Resultado obtido das analises de pesquisa de Salmonella spp nas carcagas de frango
dentro do PNCP/MAPA no LFDA/PE.

Presenca de Salmonella spp em carcagas de frango
Més Quantidade Positiva

analisadas

Fevereiro 11 0

Marco 13 3

Abril 14 0

Maio 14 2
Total=52

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).
Destacar o quadro: melhorar

Em uma pesquisa realizada por Yamaguchi (2013) com a detec¢do de Salmonella em
carcacas de frango, apontou uma positividade de 3,65%. Para Revolledo (2005), a presenca de
Salmonella spp. nas carcacas de frango pode estar relacionada com a colonizacdo intestinal. A
Salmonella enteritidis e outros sorotipos, coloniza tanto o intestino como outros érgdos internos
como foliculos ovarianos, oviduto, figado, pancreas, baco e vesicula biliar, desde os primeiros dias
de vida da ave.

De acordo com Sharma et al. (2015), o processo de abate e corte de carcacas resulta na
exposicdo de superficies musculares, o que torna a carne bastante suscetivel a contaminacédo
bacteriana. Para ser considerado um alimento com qualidade ideal, é utilizado o plano de
amostragem para patdégenos perigosos, como a Salmonella spp., dessa forma, se uma amostra
estiver contaminada o lote todo esta inaceitavel e impréprio para o consumo (ALAMOS, 2020).

E ainda durante o abate que a contaminaco das carcacas pode 0correr por microrganismos
patogénicos associados as fezes, a pele e ao pelo do animal, levando ao comprometimento do
produto final. A higiene é um fator importante para se evitar a disseminacao e contaminacao da
carcaga, e deve perpassar por todas as etapas, como também estar presente na rotina dos

funcionarios que estardo em contato direto com o produto (REIS; VELOSO, 2002).
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Mendonga et al. (2016) apontam os principais fatores que podem contribuir para a
disseminagcdo e contaminagdo de Salmonella spp. entre os frangos nas granjas: a ragéo
contaminada (principalmente as que tem como matéria prima produtos de origem animal); a alta
frequéncia de roedores e insetos como a mosca, no ambiente, uma vez que esses animais podem
carrear das fezes, a bactéria, para a racdo dos frangos; os acaros que adquirir 0 patdgeno ao picar
a ave, atuando como vetores de Salmonella; as aves selvagens e migratdrias que sao reservatorios
ou vetores mecénicos; pintainhos infectados; a falta de protocolos de higiene e interacdo das
pessoas que manejam as aves, COmo outras aves infectadas.

Segundo Baptista et al. (2018), a relagéo entre 0 aumento na producdo e consumo da carne
de frango junto ao aumento significativo de casos de DVAs, determinou como medida de auxilio
a salde publica, o surgimento de normas adicionais ao PNSA (Programa Nacional de Sanidade
Avicola) por meio da instrugdo normativa n° 78 de 3 de novembro de 2003 que regulamentou o
monitoramento permanente da ocorréncia de contaminacao de carne de frango por Salmonella spp
por meio do SIF.

Dentre as cepas de Salmonella que mais causam DVAs o0s sorotipos S. Enteritidis ou S.
Typhimurium sdo os mais diagnosticados, pelo fato de se adaptarem bem ao frango criado
comercialmente, ambos pertencem a espécie enterica e subespécie enterica. (TORTORA, 2017).

A legislacéo brasileira (BRASIL, 2019) estabelece o padrao de auséncia de Salmonella em
259 para carne de aves. Este trabalho verificou que cinco amostras analisadas encontravam-se
improprias para 0 consumo humano.

A prevencdo da infeccdo em humanos pela Salmonella spp. pode ser feita por meio de
adocdo de medidas de controle em todas as etapas da cadeia produtiva da carne de frango, desde
a producdo agricola até o processamento, fabricacdo e preparacdo de alimentos, tanto pelos
estabelecimentos comerciais quanto nas residéncias, na higienizacdo e preparo dos alimentos
(BRASIL, 2011).

6. CONCLUSAO

De acordo com o resultado obtido de frequéncia da Salmonella spp. em 9,6% do total
de carcacas de frangos, que faziam parte do PNCP/MAPA e foram analisadas no periodo de 14
de fevereiro a 26 de maio de 2022, pelo setor de Microbiologia dos alimentos do LFDA/PE,

podemos ressaltar a importancia de fiscalizar e analisar amostras de estabelecimentos
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registrados ao SIF, no intuito de evitar que ocorra surtos de DVAs provocadas por patdgenos
que prejudicam a satde publica como a Salmonella. E de grande relevancia ainda o treinamento
constante das pessoas que trabalham manipulando diretamente as carcacas de frango, como
também incentivar o habito de higiene pessoal e do local de criacdo e abate das aves, no intuito

de prevenir possiveis contamina¢des do produto final.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A experiéncia vivida através das atividades de rotina no Laboratorio de Microbiologia
dos alimentos do LFDA/PE, foi de grande importancia para a elucidacdo da atuagdo do
profissional médico veterinario como peca relevante na fiscalizacdo federal de produtos de
origem animal.

O aprendizado sobre as metodologias utilizadas na pesquisa de muitos patdégenos de
grande interesse na satde publica, tanto a nivel nacional como internacional, leva a percepg¢éo
do notavel esforgo das entidades publicas envolvidas em desenvolver cada vez mais normas e
tecnologias que coloquem os produtos brasileiros como referéncia no mercado consumidor
mundial de produtos de origem animal, tornando o pais importante competidor na producdo e

comercio internacional.
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