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ANEXOS

METODOLOGIAS (PROCEDIMENTOS OPERACIONAIS PADRAO - POPs)

1.

Colheita de carcagas congeladas de frango

Recepcéao e processamento inicial de amostras de
carcagas congeladas de frango e emisséo de laudo.

Pesquisa e contagem de Salmonella sp em carcagas
congeladas de frango.

Deteccao de Enterococos em carcagas congeladas de
frango.

Manutencéo de cepa de Enterococos para ser enviada
ao lab. de referéncia.

Transporte de substancias infecciosas para o
laboratério de referéncia.

Encaminhamento das cepas de Salmonella spp, para
caracterizagao antigénica e avaliagao da
suscetibilidade antimicrobiana.

POP GICRA
IGGALI-001

POP INCQS
65.3210.043

POP INCQS
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POP IAL
S/nr.

POP IAL
ASMI5-01
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APRESENTAGAO

Com avanco das informacdes cientificas sobre a resisténcia microbiana, ha uma
crescente preocupacao da populacédo brasileira e mundial em relagdo ao impacto desse
fator de risco na saude publica. Neste contexto os medicamentos veterinarios, em especial
os antimicrobianos usados com fins profilaticos e de ganho de peso como aditivos nas
racoes, passam a ser alvo de uma avaliagao cientifica pela possibilidade que tém em
contribuir para a disseminagédo da resisténcia por intermédio do consumo de alimentos
provenientes de animais tratados, e, consequentemente, para a diminuicdo da eficacia de
medicamentos utilizados na medicina humana.

A partir de 2000 a ANVISA iniciou a discussdo desse tema na area de alimentos,
com a formacgao de um Grupo Técnico criado pela Resolugdo RDC n° 05/2000 que teve a
participacao de setores organizados da sociedade, incluindo a industria de medicamentos
veterinarios, universidades, institutos de pesquisas, 6rgaos de vigilancia sanitaria e
laboratdrios oficiais de saude publica, além do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento. No ambito internacional a Agéncia tem acompanhado as discussbes e
avangos sobre o assunto, especialmente no Codex Alimentarius, Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) e Organizagao Mundial para a Saude Animal (OIE).

As referéncias internacionais acima tém encorajado os paises membros a
desenvolverem programas de vigilancia e controle na area de alimentos, num esforgo
mundial para minimizar e conter a resisténcia microbiana. Um passo importante nessa
diregao esta sendo dado pela ANVISA com a implementacdo desse Programa Nacional de
Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango - PREBAF,
desenvolvido em parceria com o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude —
INCQS (coordenagao técnica), Instituto Oswaldo Cruz — I0OC e Instituto Adolfo Lutz — IAL
(laboratdrios de referéncia), Orgéos de Vigilancia Sanitaria — VISAs e Laboratérios Oficiais
de Saude Publica — LACENSs.

O PREBAF encampa mais de uma acdo programatica da Geréncia-Geral de
Alimentos/ANVISA e tera abrangéncia em 14 Estados (Alagoas, Amapa, Cear4, 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 S&o Paulo), a partir da colheita
mensal de amostras de frango no comércio, durante 18 meses, totalizando 2.700 amostras
a serem analisadas nos respectivos laboratérios. Os parametros de analise sdo os
seqguintes: 1 - verificacdo da adequacao dos dizeres de rotulagem do produto quanto as
exigéncias legais; 2 - pesquisa e contagem de Salmonella sp; 3 - pesquisa de
Enterococcus sp; 4 - tipificacdo de espécies de Salmonella e Enterococcus com
identificacdo do nivel de sensibilidade a antimicrobianos (perfil de resisténcia microbiana).

O presente manual tem a finalidade de uniformizar os Procedimentos Operacionais
Padrées (POPs) a serem observados no PREBAF, com base em metodologias
previamente validadas, bem como de definir um fluxograma de atividades e resultados.

Ricardo Oliva
Diretor



PROGRAMA NACIONAL DE MONITORAMENTO DA PREVALENCIA E DA
RESISTENCIA BACTERIANA EM FRANGO - PREBAF

1 Historico

Como resultado das discussdes do Grupo de Trabalho sobre Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos, instituido pela ANVISA através da Resolucéo-
RDC n° 5/2000, foram apresentadas propostas e recomendagdes com foco na avaliacdo de
risco quanto ao uso de medicamentos veterinarios em animais produtores de alimentos.
Tais proposicdes constam do documento de base denominado “Medicamentos Veterinarios
e Saude Publica: uma Proposta de Agéo para a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria”,
apresentado a ANVISA em agosto/2001.

Destaca-se como principal recomendagao para as agdes de vigilancia sanitaria em
relagdo ao assunto, a implantagao de dois programas de monitoramento, sendo um para
avaliagdo de residuos em alimentos de origem animal (leite, carnes, ovos, pescados e mel)
e outro para avaliagao do perfil de resisténcia de bactérias isoladas em carne de frango.
Especificamente em relagcdo a este ultimo, deveria ser instituido um programa de
abrangéncia nacional, onde seria pesquisada a resisténcia de Salmonella sp e
Enterococcus sp aos antimicrobianos em amostras colhidas no ponto de exposicdo ao
consumo, ficando a cargo da GACTA/GGALI.

A referida proposta tem interface com outras agdes programaticas da GGALI. Com
aprovacao da Resolugao - RDC ANVISA n°® 12, de 02/01/01 que excluiu a obrigatoriedade
da pesquisa de Salmonella sp em carnes in natura de aves, devido as limitacbes
tecnolégicas 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. Os
resultados deste Programa irdo subsidiar o estabelecimento de novos limites de aceitagao
que protejam a saude do consumidor e que sejam compativeis com a realidade
tecnolégica. Como contrapartida a exclusdo do parametro Salmonella sp determinou-se,
por meio da Resolugédo - RDC n° 13, de 02/01/01, a exigéncia de apor dizeres de
rotulagem, instruindo o consumidor sobre o adequado uso, preparo e conservagado das
carnes de aves.

Nesse contexto, a ANVISA desenhou um programa em nivel nacional destinado a
determinacdo da prevaléncia e quantificagdo das espécies do género Salmonella sp em
carne de frango exposta ao consumo humano, bem como a verificagdo do cumprimento
das disposi¢des constantes da Resolugdo-RDC ANVISA n° 13/01. Num esforgco para
racionalizar recursos e otimizar resultados, definiu-se em um unico Programa, abordar a
pesquisa da prevaléncia e da resisténcia bacteriana dos microrganismos Salmonella sp e
Enterococcus sp em carne de frango, bem como a adequacao da rotulagem dos produtos
comercializados.

Com isso, as Geréncias envolvidas (GACTA e GICRA) elaboraram o Programa
Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango -
PREBAF. Nesse sentido, o presente documento fornece um detalhamento sobre o
Programa, definindo uma estratégia de acdo da ANVISA para lidar com as questdes em
parceria com os Estados por meio dos érgéos de vigilancia sanitaria (VISA) e laboratérios
oficiais de saude publica (LACEN).



2 Informagoes Técnicas

A prevencao da contaminagao das aves apresenta como fatores limitantes a ampla
distribuicao da bactéria no ambiente e a existéncia freqliente de portadores assintomaticos.
Nenhum outro processo de tratamento, exceto irradiagao ionizante, eliminara Salmonella sp
da carcaga mantendo as caracteristicas originais da carne crua. No entanto, a adoc¢ao de
medidas higiénico-sanitarias no manuseio e processamento de aves, o controle de ragdes
e alimentos desses animais, a rigida adog¢ao de praticas higiénicas na criagao, transporte e
abate a distinta separacdo em nivel industrial das operagcdes com matérias-primas
daquelas com produtos em processo ou terminados, a rigorosa adogao de programas de
limpeza e desinfecgdo das instalacbes e equipamentos e a prevencédo de contaminacdes
cruzadas sao medidas importantes que contribuem para a redugcdo dos niveis de
contaminagao.

Muitos antimicrobianos, incluindo alguns de importancia para a medicina humana,
sao usados como aditivos nas ragdes para animais produtores de alimentos com fins
profilaticos e de ganho de peso (promotores de crescimento). Embora essa alternativa
tecnoldgica proporcione uma melhora de desempenho dos animais, em especial de aves e
suinos, é crescente a preocupacdo mundial quanto ao aumento da resisténcia adquirida
por espécies de bactérias a algumas moléculas com agao antimicrobiana de uso humano
na producdo de animais, reduzindo a disponibilidade de substancias eficazes e
indispensaveis ao tratamento e prevencédo de doencas infecciosas. O aumento do uso dos
antimicrobianos associados as inovag¢des na tecnologia de produgao, os novos métodos no
processamento da carne de frango e sua grande comercializagdo contribuiram para o
aumento da produtividade e a diminuicdo do tempo de producido e do custo. Por essa
razao, esse alimento mais acessivel passou a integrar significativamente a dieta brasileira
e, consequentemente, aumentou a exposicdo do consumidor a agentes que podem
significar um risco a saude humana.

Microorganismos do género Enterococcus, por sua vez, sao bactérias consideradas
agentes comensais comumente isolados do intestino grosso dos seres humanos, animais e
meio ambiente. Nos ultimos anos, entretanto, as espécies E. faecalis e E. faecium tém
provocado surtos hospitalares de dificil controle, podendo causar infecgbes com limitadas
opcoes terapéuticas, notadamente no caso de cepas resistentes a antimicrobianos tais
como beta-lactamicos, aminoglicosidios e glicopeptidios. Estudos sobre a cadeia
epidemioldgica tém mostrado que animais produtores de alimento, quando tratados com
antimicrobianos, podem tornar-se reservatorios de Enterococcus sp resistentes e, assim,
contribuirem para a disseminacdo da resisténcia bacteriana e dificultar o controle do
microorganismo.

3 Objetivos
3.1 Geral

Elaborar diagnéstico sobre aspectos microbioldgicos e de rotulagem da carne de
frango comercializada no Brasil com vistas a definigdo de medidas de intervengao.



3.2 Especificos

Avaliar a prevaléncia, o numero de organismos e o perfil de sensibilidade a
antimicrobianos de Salmonella sp isoladas a partir de carcagas congeladas de frango
expostas ao consumo.

Avaliar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos de cepas de Enterococcus
isoladas a partir de carcagas congeladas de frango expostas ao consumo.

Verificar a adequagao dos dizeres de rotulagem do produto quanto as exigéncias
legais, com destaque a Resolugédo - RDC ANVISA n° 13/01.

4 Procedimentos de Amostragem

Para determinar o numero de amostras a serem testadas, a fim de obter uma
prevaléncia estatisticamente confiavel, deve-se considerar a prevaléncia esperada de
resisténcia na populacao bacteriana.

Neste programa de monitoramento, os parametros selecionados sao a prevaléncia
esperada de 10%, um nivel de confianga de 90% e margem de erro admitido de 1%. Isso
significaria processar 2429 amostras. Para atendimento desses parametros, utilizando-se
como referéncia a Tabela 1, e aos critérios estabelecidas no item 6, serdo analisadas 2700
amostras (10 amostras/més x 15 cidades x 18 meses).

Tabela 1. Numero de amostras em fungéo da prevaléncia de resisténcia esperada na populagéo.

Prevaléncia Nivel de confianca
esperada
90% 95%
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




5 Colheita de amostras

Serado colhidas 2700 unidades de carcagas de frango congelado no periodo de 18
meses, conforme estabelecido no PREBAF.

Os procedimentos de colheita e amostragem a serem realizados pela VISA estédo
descritos no POP 001: Colheita de carcagas congeladas de frango — GICRA/GGALI.

As amostras serdo colhidas pelos 6rgaos de vigilancias sanitarias - VISA de
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).

6 Recebimento das amostras, isolamento, acondicionamento e envio de cepas
6.1 Recebimento das amostras

As amostras deverao ser recebidas e processadas conforme estabelecido no POP
INCQS n°. 65.3210.043 Rev. 01 — Recepg¢do e Processamento Inicial de Amostras de
Carcagas Congeladas de Frango e Emisséo do Laudo de Analise.

6.2 Isolamento

Cada amostra sera composta de 5 (cinco) unidades de produto da mesma marca,
mesmo lote, prazo de validade e data de fabricagdo. Cada unidade do produto sera
analisada individualmente, ndo sendo possivel a mistura das aliquotas retiradas de cada
unidade amostral.

Salmonella sp: as 05 unidades da amostra serdo analisadas utilizando-se
metodologia qualitativa, e apenas uma unidade sera submetida ao ensaio quantitativo,
conforme descrito no POP INCQS n°. 65.3210.044 Rev. 00 — Pesquisa e Contagem de
Salmonella sp em Carcagas Congeladas de Frango.

Enterococcus: todas as unidades da amostra serdo analisadas utilizando-se
metodologia qualitativa conforme descrito no POP do Instituto Adolfo Lutz / IAL - Detecgéo
de Enterococcus em Carcagas Congeladas de Frango.

6.3 Acondicionamento e Envio de Cepas

Os isolados de Salmonella sp e Enterococcus sp devem ser encaminhados,
respectivamente, ao Instituto Osvaldo Cruz — IOC e Instituto Adolfo Lutz — IAL,
acompanhadas do Formulario de Envio dos Isolados, de acordo com os respectivos POPs
“‘Encaminhamento das cepas de Salmonella sp, para caracterizacao antigénica e avaliagao
da suscetibilidade antimicrobiana”; “Manutencdo de Cepa de Enterococcus sp para ser
Enviada ao Laboratério de Referéncia”;, e “Transporte de substancias infecciosas para o
Laboratério de Referéncia (Territorio Nacional)”.



7 Analise de resultados e Intervengao

7.1  Analise de Rotulagem

O Laboratério avaliara os dizeres de rotulagem conferindo o enquadramento legal de
acordo o disposto no item quatro da Resolugdo RDC — ANVISA n°® 13 de 02 de janeiro de
2001, conforme quadro abaixo.

Este alimento se manuseado incorretamente e ou consumido cru
pode causar danos a saude. Para sua seguranga, siga as instrugées
abaixo:

-Mantenha refrigerado ou congelado. Descongele somente no
refrigerador ou no microondas.

-Mantenha o produto cru separado dos outros alimentos. Lave com
agua e sabao as superficies de trabalho (incluindo as tabuas de
corte), utensilios e médos depois de manusear o produto cru.

-Consuma somente apos cozido, frito ou assado completamente.

7.2 Analise de Salmonella sp e Enterococcus sp

Cada laboratério enviard mensalmente as “Fichas de Controle dos Resultados” com
os dados referentes as analises quantitativas e qualitativas de Salmonella sp e qualitativa
de Enterococcus sp para o INCQS.

Os “Laudos de Analise” deverdo ser preenchidos segundo o POP INCQS n°
65.3210.043 Rev. 01 — Recepcdo e Processamento Inicial de Amostras de Carcagas
Congeladas de Frango e Emissdo do Laudo de Analise e encaminhados a VISA. A VISA
encaminhara posteriormente as informagdes dos laudos para a ANVISA/GACTA.

O Laboratério de Enterobactérias do IOC e o Laboratério de Referéncia de
Enterococos do IAL enviardo ao INCQS os resultados referentes a identificacdo e perfil de
sensibilidade dos isolados.

8 Identificacao de genes de resisténcia

A identificagdo de genes de interesse tanto em Salmonella sp quanto em
Enterococcus sp sera realizada por PCR (Protein Chain Reaction).

9 Definigcdo da sensibilidade a antimicrobianos

O nivel de sensibilidade a antimicrobianos, dos microorganismos Enterococcus e
Salmonella, sera avaliado por meio da determinacdo da concentragao inibitéria minima
(CIM) por micro diluicdo em caldo ou diluicgdo em agar, com base na metodologia
recomendada pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003).



10 Critérios de selegao dos antimicrobianos

A selecao dos antimicrobianos a serem testados foi baseada nos seguintes critérios:
- importancia de seu uso em medicina humana;
- situagao de resisténcia ocorrente e de interesse do pais;

- utilizagcdo de antimicrobianos em medicina veterinaria que possam desenvolver
resisténcia cruzada a antimicrobianos usados em medicina humana.

11 Antimicrobianos eleitos para a avaliagcao da resisténcia de Salmonella sp. e
Enterococcus.

Para Salmonella sp: ampicilina, ceftriaxona, ceftazidina, cefepime, tetraciclina,
ceftazidima/ac. clavulamico, cefotaxima/ac. clavulamico, gentamicina, estreptomicina,
cloranfenicol, florfenicol, sulfonamida, trimetoprim, sulfametoxazol/trimetoprim, ac. nalidixo,
ciprofloxacina, enrofloxacina , imipenem, meropenem, nitrofurantoina, aztreonam,
bacitracina de zinco, espiramicina, fosfato de tilosina e virginiamicina.

Para Enterococcus sp: ampicilina, vancomicina, teicoplanina, gentamicina,
estreptomicina, enrofloxacina, ciprofloxacina, eritromicina, cloranfenicol, tetraciclina,
linezolida, oxitetraciclina, virginamicina, quinopristina/dalfopristina, bacitracina de zinco,
espiramicina e fosfato de tilosina.

12 Banco de Cepas

As cepas de Enterococcus sp serao armazenadas apos processo de liofilizacdo e as
de Salmonella sp em meio de caldo BHI acrescido de 15% de glicerol, a — 70°C.

13 Selecao dos Laboratérios

Considerando os critérios de localizagao geografica, capacidade operacional -
recursos humanos, equipamentos e instalagdes fisicas (lay out basico), adequacado ao
sistema de garantia da qualidade e relagdo com a Vigilancia Sanitaria, foram selecionados
os seguintes laboratdrios:

10



Laboratoério
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Legenda: (1) Isolamento; (2) Identificagdo de espécies; (3) Testes de sensibilidade; (4)

Identificacdo de genes.
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FLUXOGRAMA | — ANALISE LABORATORIAL

Amostra 1 Marcas “x” e “y”

Amostra 1 — Marca “x

Amostra 2 — Marca “y

Fedeg
Fegeg

& | &

g g
Fegeg

CONTAGEM DE Salmonella sp:

Utilizar uma das 5 unidades da amostra, conforme
POP — Pesquisa e Contagem de Salmonella sp.

em Carcagas Congeladas de Frango

Pesquisa de Salmonella sp e de Enterococcus sp:
Utilizar todas as 5 unidades da amostra, conforme POP’s: Pesquisa e contagem de
Salmonella sp em carcagas congeladas de Frango/ Pesquisa de Enterococcus sp
em Carcacgas Congeladas de Frango.

16




FLUXOGRAMA Il - RESULTADOS
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Dizeres de rotulagem
Contagem de salmonela
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Resultados
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+ Formulario
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+ Formulario
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Notificagdo sobre
rétulos irregulares

Empresas

Comunicado
sobre empresas
com rétulos
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ATIVIDADES DO PREBAF

VISA LABORATORIOS I0C e IAL INCQS ANVISA
Colher amostras Analisar amostras: Receber cepas isoladas Receber as Fichas de GACTA GICRA
Dizeres de rotulagem Controle dos
Enviar amostras para (liontag_emdde se:lmonella — . : Laboratdrios, I0C e IAL -
laboratérios esquisa de saimonéla Tipificar e analisar perfil Receber Analisar
e enterococos de resisténcia X laudos e prevaléncia
Consolidar as resultados salmonela
Receber laudos de , informacgdes do INCQS
analises " Enviar Resultados para
Emitir laudos
o INCQS . .
Analisar Analisar
Encaminhar laudos para Encaminhar Fichas de dados dados
a ANVISA Enviar laudos para VISA Controle para a ANVISA Resisténcia sobre
Bacteriana Rotulagem
Enviar Ficha de Controle Repassar Notificar
para INCQS dados empresas -
Rotulagem Rotulagem
Enviar isolados de e
salmonela para I0C + Salmonela
Formulario para :
GICRA Encaminhar
dados —
Enviar isolados de Rotulagem
enterococos para IAL + para MAPA

Formulario
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Numero: Localizador: Revisao: Folha: Data para Revalidagao:
ARTER POP- 001 GICRA/GGALI 0 01/02

Titulo: Colheita de Carcagas Congeladas de Frango

Descri¢ao da Revisao: Palavra(s) Chave: Salmonella - Frango - Rotulagem

Elaborador: Aprovador:

Geréncia de Inspecédo e Controle de Riscos de Alimentos Ana Virainia de Almeida Figueiredo

Cargo: Técnicos Cargo: Gerente de Inspecao e Controle de Riscos de Alimento
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 analise de resultados e intervencgao.

2. CAMPO DE APLICAGAO

Este

Procedimento Operacional Padrao estabelece os procedimentos a serem observados

pelos 6rgéos de vigilancia sanitaria dos Estados envolvidos no PREBAF, para a colheita de
amostras de carcagas congeladas de frango.

3. PROCEDIMENTOS

3.1 COLHEITA DE AMOSTRAS

3.1.1

3.1.2

3.1.3

3.1.4

3.1.5
3.1.6

3.1.7

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

As cinco unidades da amostra devem apresentar as mesmas especificacbes 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.

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.

Para cada amostra deve ser emitido um Termo de Colheita de Amostras (TCA) e
especificado o motivo de colheita (PREBAF) e a modalidade de analise (Orientagao).

O TCA deve ser preenchido em letra legivel, preferencialmente em letra de forma.

Enviar as amostras ao laboratério devidamente identificadas, contendo as seguintes
informacdes: a data, a hora da colheita, a temperatura do produto e/ou do equipamento
de exposicao (gébndola, freezer) no momento da colheita, as condi¢des da amostra no
ponto de colheita e outros dados que possam auxiliar as atividades analiticas.

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.

19



| l_ Data da Revisao:
S— PROCEDIMENTO OPERACIONAL
F‘

[ ]
Numero: Localizador: Revisao: Folha: Data para Revalidagao:
ARTER POP- 001 GICRA/GGALI 0 02/02
Titulo: Colheita de Carcagas Congeladas de Frango
Descrigdo da Revisao: Palavra(s) Chave: Salmonella - Frango - Rotulagem
Elaborador: Aprovador:
Geréncia de Inspecéo e Controle de Riscos de Alimentos Ana Virainia de Almeida Figueiredo
Cargo: Cargo:
Técnicos Gerente de Inspecao e Controle de Riscos de Alimento

3.1.8 Excepcionalmente, quando n&o 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 apds colheita, respeitando os dias previamente acordados no
cronograma de amostragem entre o 6rgao de vigilancia sanitaria e o laboratoério.
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5. Condig¢des Especificas

6. Bibliografia &%
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A. Meios de Cultura @

B. Solucbes e Reagentes @
1. OBJETIVO (Q
@
Este Procedimento Operacional aa o estabelece condicdes e procedimentos para a
%S

recepg¢ao, armazenamento e p ento das amostras a serem submetidas a pesquisa
e contagem de Salmonella sp pesquisa de Enterococcus sp. Este POP também
padroniza os dados devem constar no laudo de analise e destinatario de
encaminhamento .

JROR
2. CAMPO DE@BI SACAO
Este POP @@a-se ao PREBAF e visa uniformizar as metodologias de analise, bem como

a elaboracaode laudos a serem encaminhados aos 6rgaos de Vigilancia Sanitaria, pelos
laboratdrios 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. CONDIGOES GERAIS

4.1 — Materiais e equipamentos %
a) balanga com capacidade para 3000g e sensibilidade de 0,01g;

b) bandejas inox

c) bisturis

d) bolsa plastica estéril com capacidade de 5 L; XQ

e) @

f) papel indicador de pH.

frasco erlenmeyer com capacidade de 5 L ou frasco similaf'i

Nota: &
Esterilizar os materiais em forno Pasteur a 180 °f d@e 2 horas.

4.2 — Meios de cultura (ver Anexo A)

a) agua peptonada tamponada (%ET)@
Q

4.3 — Solugdes e reagentes (v A
a) acido cloridrico 1N; &

b) alcool a 70%

c¢) hidroxido de sod| :

d)

=g %

5. com@ SPECIFICAS

Duas amostras de carcagas congeladas de frango sem tempero, compostas cada uma, por
cinco unidades sao 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 sao acondicionadas, identificadas e enviadas ao laboratério de analise, sob
refrigeragao, no menor periodo de tempo possivel.

Cada Termo de Colheita de Amostras corresponde a cinco unidades do produto de uma
unica marca comercial, conforme descrito acima.
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5.1 — Recepcgéao 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 estao 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 € comum para os ensaios de pesquis* lgem de

Salmonella sp e também para pesquisa de Enterococcus sp .

alcool a 70%. Abrir a embalagem com bisturi estéril. Despre s Wiiudos e transferir a
carcaga para saco plastico estéril.

Pesar a amostra e adicionar, para cada 1 g do fran & APT. Fazer a enxaguadura,
cuidadosamente e de maneira uniforme, em toda a icle da carcaca.

Transferir o caldo de enxaguadura para erI@ de 5 L.

Proceder a limpeza da superficie externa da embalagem ut!% e embebida em

Deixar em repouso durante 6Q mj s atemperatura ambiente. Verificar o pH do
homogenato com papel indica d . Se necessario, ajustar o pH para 6,8 £ 0,2
id

de sodio 1N.

utilizando acido cloridrico 1N eqhi

Apds o ajuste do pH, pr ced%semeadura dos meios para enterococos a partir do caldo
de enxaguadura.

Para os ensmpios &noneﬂa sp, acrescentar ao caldo de enxaguadura, Triton X — 100

(submetido pof fluente durante 15 minutos). A utilizacdo desse surfactante deve ser
2 quantidade suficiente para iniciar a formagao de espuma.

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

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
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miudos crus, resfriados ou congelados, de incluir na rotulagem destes produtos as
instrucdes de uso, preparo e conservagdo dos mesmos.

5.5 — Laudo de analise
5.5.1 — Elaborar o “Laudo de Analise” com as informacdes listadas abaixo.

a) informagdes sobre a amostra:
e Numero de Cadastro da Amostra no Laboratoério;
Modalidade de Analise: Orientacéo;

Programa;

Nome do Produto: Carcaga Congelada de Frango;

Quantidade Recebida; @
Data de Fabricagao; %
Data de Validade;

Numero do Lote;
Termo de Apreensao;

Motivo da Apreensao: Programa Nacional deento da Prevaléncia e da

Resisténcia Bacteriana em Frango — PR
Registro;

Fabricante;

Logradouro;

Pais;

Local de Coleta; (?3

Requerente; @
Pessoa de Contatg;
Documento; &
Data de Entra%5
e Descricao tra.
b) resultado da %

S
e N %nsaio: Analise de Rotulagem:
e cia: Resolugdo RDC n.° 13 de 02/01/2001-ANVISA
esttado: Satisfatorio/Insatisfatério
) e do Ensaio: Pesquisa de Salmonella sp
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
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¢ Nome do Ensaio: Contagem de Salmonella sp
Referéncia: POP INCQS n.° 65.3210.044
Unidade da Amostra
Resultado: (NMP) LIC= ; LSC=
e Nome do Ensaio: Pesquisa de Enterococcus sp
Referéncia: POP IAL — Deteccdo 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 XQ

Unidade da Amostra A

Unidade da Amostra B @
Unidade da Amostra C &

Unidade da Amostra D A\
Unidade da Amostra E \QX

N
5.5.2 — No final do laudo de andlise deve co@@eguinte mensagem padrao:

“Este laudo ndo pode ser utilizad e inci ade, propaganda ou para fins comerciais. Os
resultados deste laudo referemgs U e exclusivamente a amostra encaminhada pelo

solicitante.”

5.5.3 — Os Laudos de élise%em ser encaminhados a VISA responsavel pela colheita
da amostra. %
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ANEXO A

MEIOS DE CULTURA

A.1 — Agua peptonada tamponada

Peptona 10g
Cloreto de sddio 59
Fosfato de sédio dibasico 3,59

1,59

Fosfato de potassio monobasico
Agua destilada

K§>§$000 mL
Suspender e dissolver os componentes em agua destilada. Distribuir al@e 3000 mL
21

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

QW

O meio pronto deve ser estocado a temperatura de%;

Para o preparo a partir do meio desidratado, obede recomendacgdes do fabricante.

5
9 Q%$
e

/ANEXO B
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ANEXO B
SOLUCOES E REAGENTES

B.1 — Acido cloridrico 1N

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

Esterilizar em autoclave a 121° C durante 15 minutos.

Nota: Estocar a temperatura ambiente. %

B.2 — Hidroxido de sédio 1N %
\\)

409
1000 mL

Hidréxido de Sddio
Agua destilada q.s.p.

Esterilizar em autoclave a 121° C durante 15 minuto @

Nota: Estocar a temperatura ambiente.

/\

B.3 — Triton X-100

@

Transferir um volume de apr im%gw;}te 50mL de Triton X-100 para frasco escuro de
250mL ou frasco similar. Est&} vapor fluente por 15 minutos.

Nota: Estocaratemr@%am iente.
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D. Ficha de Controle dos Ensaios dG—(‘a) Sa
1. OBJETIVO %

Este Procedimento Operac:l% adronizado (POP) estabelece as condi¢cdes e
procedimentos para a pesquisa econtagem de Salmonella sp em carcagas congeladas de
frango sem tempero.

2. CAMPOD Q

Este POP | a-se ao Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da
ReS|stenC|a teriana em Frango INCQS / ANVISA e visa uniformizar as metodologias
de analise para os laboratorios participantes.

3. SIGLAS

Sao 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) alga e agulha de platina ou niquel-cromo numero 25 (didmetro de 3 mm);
¢) banho termostatico a 42 £+ 1°C;

d) frascos erlenmeyers com capacidade de 250 mL; 500 mL e 1000 mL;

e) estufa bacteriolégica 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. XQ

Nota: @
Esterilizar o material em forno Pasteur a 180 ° C durantﬁ‘
4.2 — Meios de cultura (ver Anexo A) : &

a) agar entérico Hektoen;

b) agar lisina ferro;

c) agar nutriente; o @
d) agar triplice agucar ferro;

e) agar xilose lisina desoxicola %

f) agua peptonada tampona&%

g) caldo tetrationato;

h) caldo uréia;

i) meio Rappap —Q@ jliadis.

4.3 - Squgo@r Sgentes (ver Anexo B)
oli

a) antiss valente para Salmonella sp;
b) solugao W€ iodo-iodeto de potassio;
c) solugéo de verde brilhante a 0,1%;
d) solugdo salina 0,85%;
)

e) tampao fosfato de Butterfield.
4.4 — Microrganismos de referéncia

a) Salmonella Typhimurium INCQS 150 (ATCC 14028);
b) Escherichia coli  INCQS 033 (ATCC 25922);
c) Proteus vulgaris _ INCQS 106 (ATCC 13315).
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Para a utilizagdo das culturas de microrganismos de referéncia seguir as especificagées do
POP (65.3210.041) — “Utilizagdo de Bactérias de Referéncia da Colegado de Culturas do
INCQS no Controle Microbiolégico de Alimentos” - INCQS/FIOCRUZ.

5. CONDIGOES 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) — “Recepgéo 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 @ 25 amostra) para
frasco erlenmeyer contendo 225 mL de APT. Agitar co ynentos circulares,
cuidadosamente. @

Incubar a 35°C + 2°C durante 18 a 24 horas. %

5.1.2 — Determinagdo do Numero Mais Provavel le%oneﬂa sp (Ensaio quantitativo)

Preparar a diluicgo 10" transferindo 50@_‘ o caldo de enxaguadura para frasco

erlenmeyer contendo 450 mL de tampao de erfield (diluigao 10™).
A partir da diluicdo 10" prepa di@es decimais seriadas, acrescentando 10 mL da
ultima diluigdo, em frasco contgn de tampéo de Butterfield.

Preparar 5 séries de djluicde m 3 tubos cada (correspondendo de 10 g a 0,001 g do

alimento), como descxjto\gkaixo

12 série ( %&yuir aliquotas de 10 mL do caldo de enxaguadura em 3 tubos de
ensaio va2| éreis;

22 série |stribuir aliquotas de 1 mL do caldo de enxaguadura em 3 tubos contendo
10 mL d

32 série (

APT,;

42 série (0,01 g) - Distribuir aliquotas de 1 mL da diluicdo 102 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.

) Distribuir aliquotas de 1 mL da diluigdo 10™" em 3 tubos contendo 10 mL de

Notas:
a) em cada série de tubos identificar as diluicoes e classificar os tubos como A, B e C;
b) incubar os tubos a 35°C + 2°C durante 18 a 24 horas.
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5.2 — Enriquecimento seletivo

Para o ensaio quantitativo, selecionar apenas os tubos que apresentarem turvacdo 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 para a determinagdo 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 homogegeijzado por
movimentos circulares, para tubos contendo 10 mL de meio Rappaport - %§ss;

b) transferir 1 mL do caldo de pré-enriquecimento, previamente ho
movimentos circulares, para tubos contendo 10 mL de caldo tetratlon

eizado por

Nota:

No momento da utilizacdo do caldo tetrationato acrescent @L de solucédo de verde
brilhante a 0,1% e 0,2 mL de solugao iodo - iodeto de nexo B). Homogeneizar
utilizando agitador de tubos.

Incubar os tubos em banho termostatico a 42 +®ante 18 a 24 horas.

5.3 — Isolamento

Semear, por esgotamento, umé)algde cada uma das culturas de enriquecimento
seletivo, previamente homogene as—em agitador de tubos, para a superficie dos
seguintes meios seletivo-i a . agar entérico Hektoen e &gar xilose lisina
desoxicolato.

Incubar as placas e invertida a 35°C + 2°C, durante 18 a 24 horas.
5.31- Cont“@ 08 meios seletivo-indicadores
e

Semear @ otamento, as cepas controle de Salmonella Typhimurium e E. coli (item 4.4)
em placa ntendo agar entérico Hektoen e agar xilose lisina desoxicolato.

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

Observar o crescimento dos microrganismos de referéncia nas placas de meios seletivos,
que devem apresentar as caracteristicas descritas a seguir:
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Salmonella Typhimurium Escherichia. coli
] Colbnias negras ou verde- Colonias vermelhas ou
Agar Hektoen azuladas com centro negro salméo, com halo de
precipitacao
) Colbnias negras ou Colbnias amarelas,
Agar XLD transparentes, da cor do meio, opacas, com halo de
com centro negro precipitagao

5.4 — Selecao das colbnias %

Observar as placas de cada meio seletivo que contenham tlplcas de
Salmonella sp. Selecionar de duas a cinco colbnias e semear contendo agar
nutriente.

Incubar a 35°C + 2°C, durante 18 a 24 horas. @
5.5 — Triagem Bioquimica @
5.5.1 — Semeadura de colbnias suspeitas de ia‘) sp em agar TSI e agar LIA

Com o auxilio de uma agulha bacterio r o crescimento do agar nutriente . Perfurar
a base do agar TSI em profund@ad@ahzar movimentos de estrias na superficie. Sem
flambar a agulha, perfurar a basg)do r LIA em dois diferentes pontos e, em seguida,
deslizar a agulha pelo centro S%ﬂcie do agar

Incubar a 35°C + 2°C, d a 24 horas.

5.5.1.1— C%tm@ os TSl e LIA

Proceder, ra dos microrganismos de referéncia : Salmonella Typhimurium e E.coli
(item 4. 4 ar TSI e agar LIA.

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

Observar o comportamento bioquimico das cepas de referéncia, que devem apresentar as
caracteristicas descritas a seguir:
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Salmonella Typhimurium Escherichia coli
] Superficie alcalina (vermelha) | Superficie acida e base
Agar TSI e base acida (amarela) com acida (amarelo)
H.S
) Superficie alcalina e base Superficie alcalina
Agar LIA alcalina (violeta) com H,S (violeta) e base acida
(amarela)

5.5.1.2 — Leitura dos meios TSl e LIA

B

Selecionar as culturas com comportamento bioquimico caracteristico @moneﬂa sp,
como descrito acima.

5.5.2 — Semeadura das culturas suspeitas de Salmonella sp uréia

Com o auxilio de uma alga bacteriolégica semear o c imento, a partir do agar TSI em

caldo uréia. &
Incubar a 35°C + 2° C, durante 18 a 24 hor@

5.5.2.1 — Controle do caldo uréia Q
Utilizar como controle as cepas d Imenella Typhimurium e P. vulgaris (item 4.4)

Incubar a 35°C + 2° C, duran a 24 horas, juntamente com um tubo contendo o meio
nao semeado, para conile negativo.

q @ Salmonella Typhimurium Proteus vulgaris
\% “
Q Urease negativa: Urease positiva:
Calde’uréia nao ocorre mudancga na a coloragao do meio é
coloragao do meio alterada para rosa
intenso

5.5.2.2 — Leitura da prova da urease

Selecionar as culturas com comportamento bioquimico caracteristico de Salmonella sp,
como descrito acima.
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5.6 — Sorologia Polivalente

Submeter as culturas suspeitas de Salmonella sp a soroaglutinacdo em lamina. Utilizar cepa
de referéncia de Salmonella Typhimurium (item 4.4), como controle.

Semear a cultura suspeita em agar 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, depos %ota da
suspensao e uma gota de salina 0,85%. Homogeneizar utilizando palito ira.

As culturas que apresentarem aglutinagdo com salina devem sg c%%ﬂ adas como auto-
aglutinaveis. Prosseguir o ensaio somente com as culturas que g inarem com salina.
Na outra extremidade da lamina adicionar uma gota dg suspeRsao bacteriana e uma gota

do antissoro polivalente. Misturar com palito de deixg estéril. Inclinar a lamina com
movimentos leves e circulares, continuamente por 1 to.

resultado como positivo. Classificar a cultur o Salmonella sp.

5.7 — Preparo e envio dos isolad‘a Laboratério de Referéncia

As culturas classificadas ¢ onella sp devem ser enviadas ao Laboratério de

Enterobactérias/IOC/FIOCRU a caracterizagao antigénica.

Enviar ao Laboratd iE “Referéncia somente os isolados obtidos a partir do ensaig

qualitativo. (}Seg os’ procedimentos descritos no POP LABENT/IOC - FIOCRUZ

“Encaminha@t? s cepas de Salmonella spp, para caracterizagdo antigénica e avaliagao
li

A formacdo de grumos na mistura quea@.I o antissoro polivalente caracteriza o

da suscetihili antimicrobiana®

5.8 — Expressao 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 — Determinagao do NMP de Salmonella sp (ensaio quantitativo)

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

5.9 — Preenchimento e envio da “Ficha de Controle dos Ensaios de Salmonella sp”
Ao término das analises, preencher na “Ficha de Controle dos Ensaios de Salmonella sp”

(Anexo D) e envia-la a Coordenagao 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 formulagdes dos meios de cultura a serem utilizados neste POP.
Para o preparo a partir dos meios desidratados, obedecer as recomendacdes dos
fabricantes.

A.1 — Agar entérico Hektoen

Peptona 129
Sais de bile %A 3g
Extrato de levedura <\\\\ XS 9g
Lactose NV, 12g
Sacarose N AN ~ 129
Salicina NZN 29
Cloreto de sddio ﬁ\ > 5g
Tiossulfato de sédio @K >4 5g
Citrato férrico amoniacal /< NS4 1,59
Azul de bromotimol @ NN 0,065¢g
Fucsina &cida <\\ 0,1g
Agar /\\\\ S 149
Agua destilada A2 ) 1000mL

Dissolver os ingredientes em banho tgaostatied com frequente agitacdo. Evitar que o meio
ferva por mais de 1 minuto. NaoGauto r Distribuir aliquotas de aproximadamente 20 mL
em placas de Petri estéreis.

oH final 7,5 + 0,2 a 25°C. &
A.2 -Agar Lisina Fer@

Peptona ( @

5,09
Extrato d Ie@ra 3,09
Glicose 1,09
L-Lisina--a2) 10,0g
L-arginina 10g
Citrato férrico amoniacal 0,5¢g
Tiossulfato de sodio 0,049
Pdrpura de bromocresol 0,02¢g
Agar 15,09
Agua destilada 1000 mL

/ANEXO A — Cont.
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ANEXO A — Cont.

Dissolver os ingredientes em banho termostatico com frequente agitagdo. 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 inclinagao de 2,5 cm.

pH final 6,8 £ 0,2 a 25°C.

A.3 — Agar nutriente

Peptona 959
Extrato de carne 349
Agar 159
Agua destilada 000 mL

dissolugéo do agar. Distribuir aliquotas de 3 mL em tubos 13 x 100
Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos e deixar o
inclinada.

pH final: 6,8 + 0,2 a 25°C. %

Suspender os componentes em agua destilada e dissolver em banh$ statico até a
0

ficar em posigéo

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

Extrato de carne > 349
Extrato de levedura e \\>\ 39
Peptona de caseina A 15¢g
Peptona de carne (Nl 59
Lactose & N \\5\ 1049
Sacarose & > 10
Glicose <\\§B\V<\> 1 g
Sulfato ferroso T S 0,29
Cloreto de sddio A\ Q(b 5¢
Tiossulfato de s6 \ 0,3g
Vermelho dQ} fenald)---<- 0,024 g
Agar 129

Agua de@ 1000 mL
Suspender-ds componentes em agua destilada e dissolver por aquecimento 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
inclinagcdo de 4 a 5 cm.

pH final: 7,4 £ 0,2 a 25°C.

/ANEXO A — Cont.
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A.5 — Agar xilose lisina desoxicolato

Extrato de levedura 39
L-lisina 59
Xilose 3,754
Lactose 759
Sacarose 759
Desoxicolato de sodio 259
Citrato férrico amoniacal 0,8¢g
Cloreto de sodio <\}/§ 59
Tiossulfato de sddio <\\\\ &> 6,89
Vermelho de fenol N 0,08 ¢
Agar > 15¢
Agua destilada \\\\9\50 1000 mL

Suspender os componentes em agua destilada e dissolve or ecimento com agitagao
até a ebulicdo. Evitar o aquecimento excessivo. Na tQelayar. 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 109
Cloreto de sodio . K@ 59
Fosfato de sddio dibasico \‘\>(§ 3,59
Fosfato de potassio monobé@\ S 1,59
Agua destilada § 1000 mL

Suspender e dissol mponentes em agua destilada. Distribuir aliquotas de 225 mL
em frascos grle yexs com capacidade de 500 mL e aliquotas de 10 mL em tubos de
ensaio.16 x Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

pH final: @ a25°C.
Nota:

O meio 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 0,19
Fosfato dibasico de sédio 9,5¢g
Fosfato monobasico de potassio 9,19
Uréia bacteriolégica 20,09
Vermelho de fenol 0,01g
Agua destilada 1000 mL

Suspender os ingredientes em agua destilada e homogeneizar até a ftg i%olugao
Esterilizar por filtrag&do. Distribuir aliquotas de 3 mL em tubos de ensaio 13
pH final 6,8 £ 0,2 a 25°C.

A.8 — Caldo tetrationato Q\@

Polipeptona 59
Sais biliares &\v\\ 19
Carbonato de calcio AN 109
Tiossulfato de sédio (pentahidratado) Ay 30g
Agua destilada (e \\\3) 1000 mL

Suspender os componentes em ggu tilada e dissolver por aquecimento até a ebuli¢ao.
Distribuir aliquotas de 10 mL e b e ensaio 16 x 160 mm estéreis. Nao autoclavar.
Estocar por até duas semanas@ 5 C

pH final 8,4 £ 0,2 a 25°C.

No momento da utili go meio adicionar para cada 10 mL de caldo tetrationato 0,2 mL
de solugao de ig og%f ® “de potassio e 0,1 mL de solucdo de verde brilhante a 0,1%
(Anexo B). { Q

O meio r@ ra ser estocado apds o acréscimo das solucdes descritas acima.

/ANEXO A — Cont.
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A.9 — Meio Rappaport Vassiliadis

Meio base

Triptona 59
Cloreto de sodio 8¢
Fosfato monobasico de potassio 169
Agua destilada 1000 mL
O meio base devera ser preparado no dia da sua utilizacao. %
Solucdo de Cloreto de Magnésio @

Cloreto de magnésio hexahidratado (\ \/ 4009
Agua destilada 1000 mL
Estocar em frasco escuro a temperatura ambiente por até 1 @

Solucéo de verde malaquita oxalato @

Verde malaquita oxalato 0,449
Agua destilada \\> 100 mL

Estocar em frasco escuro a temperatura am@ r até 6 meses.

Meio completo :

Para o preparo do meio completc@ rtar para cada 1000 mL do meio base : 100 mL de
solugéo de cloreto de magneési e%gﬂ de solugcao de verde malaquita oxalato. Dispensar
aliquotas de 10 mL em tubo 0 mm. Autoclavar a 115°C por 15 minutos. Estocar o
meio completo em refrig ra tilizar em até 1 més apos o preparo.

pH final 5,5 £ 0, 2§;§
@Q

/ANEXO B
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SOLUCOES E REAGENTES

B.1 — Solugéo de iodo-iodeto de potassio

lodeto de potassio 549
lodo ressublimado 649
Agua destilada esteéril 20 mL

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

B.2 — Solucdo de Verde Brilhante a 0,1% %
\\)

(;orante verde brilhante
Agua destilada estéril <)

Dissolver o corante em agua estéril. : § &

B.3 — Tampao de Butterfield

0,19
100 mL

Solucao estoque
Fosfato diacido de potassio .( %(% 349

Agua destilada 500mL

destilada. Esterilizar por 15 minutos. Estocar sob refrigeragao.

Ajustar o pH a 72@&N Completar o volume para 1 litro, adicionando agua

Preparo @
Retirar 1@ da solucdo estoque, descrita acima e acrescentar volume necessario de
agua des a 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.

/ANEXO B — Cont.
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B.4 — Solucao salina a 0,85%

8,59
1000 mL

(;Ioreto de sodio
Agua destilada

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

/ANEXO C
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TABELA NMP

TABELA PARA DETERMINAGAO 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%

Tubos positivos NMP/g Limites de Tubos positivos NMP/g Limites de
Confiabilidade Confiabilidade
0.10 0.01 | 0.001 Inferior | Superior [0.10 0.01 0.001 Inferi(%x Superior
v
0 0 0 <3.0 — 95| 2 2 0 21 «Q\;S Yb 42
0 0 1 30/ 0.15 96| 2 2 1 N \)7 94
0 1 0 30/ 0.15 1| 2 2 2 QA %@b 8.7 94
0 1 1 6.1 1.2 18] 2 3 0 (R \\99‘” 8.7 94
0 2 0 6.2 1.2 18] 2 3 ({3{ Q) 36 8.7 94
0 3 0 9.4 3.6 38| 3 23 4.6 94
1 0 0 36| 017 18] 3 E)K% $§ 38 8.7 110
1 0 1 7.2 1.3 18 A \\VQ 2 64 17 180
1 0 2 11 3.6 ENE 0 43 9 180
1 1 0 74 13 \{Q 3 1 1 75 17 200
1 1 1 11 3.6/ 387 3 1 2 120 37 420
The O
1 2 0 11 WYIE 1 3 160 40 420
1 2 1 1@\\ A\Vg 421 3 2 0 93 18 420
1 3 0 ~ '16‘\\34.5 42| 3 2 1 150 37 420
2 0 0 \Wz T 14 38 3 2 2 210 40 430
2 0 1 \3 14 3.6 4213 2 3 290 90 1
2 o |V 2(\<\>\< \}) 20 45 K 3 0 240 42 1
(NS
2 AN\Y) 15| 37 2] 3 3 1 460 90 2
2 \1\\ N T 20 45 421 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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FICHA DE CONTROLE DOS ENSAIOS DE SALMONELLA SP

e N I
g = Iﬂ:ni

VISA
FIOCRUZ IAL

PROGRAMA NACIONAL DE MONITORAMENTO DA PREVALENCIA E DA
RESISTENCIA BACTERIANA EM FRANGO

FICHA DE CONTROLE DOS ENSAIOS DE Salmonellas

LABORATORIO: ESTADO:
NUMERO DA AMOSTRA:
RECEBIMENTO DA AMOSTRA___ /  /
INICIO DA ANALISE___ /

TECNICO RESPONSAVEL: DATA EN < ; A
1) PESQUISA DE Salmonella sp
Resultado: %

Unidade Analitica
Unidade Analitica

moow>»
VU3TD

Unidade Analitica ( sente
Unidade Analitica gl ( sente
Unidade Analitica d&’res ( ) Ausente
Isolados Env Caracterizagao Antigénica
A
Numero Unidade 1 o d\é Meios de Data de envio Caracterizacgao
da da is do' enriquecimento | dos isolados ao Antigénica *
amostra | amostra L. I isolamento 10C
N / / /
A \D / / /
M\ \ NV / / /
AN\ M / / /
4 \N) / I
V'~ N< 7 i
[TONNAM / I 7
NN\ / r
< >~/ / / /
NN / / /
"/ / / /
/ / /
/ / /
/ / /
/ / /

*O campo Caracterizagao Antigénica sera utilizado pela coordenacéo do programa

2) Contagem de Salmonella sp

Unidade Analitica: ( )A (B (e (D {E
Resultado: /g (NMP)

Intervalo de confianga: Limite inferior - Limite superior

REVISAO PAGINA
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1. OBJETIVO

Estabelecer as condigbes e procedimentos para a detec¢ao de Enterococcus sp em
carcagas congeladas de frango.

2. CAMPO DE APLICAGAO

Aplica-se ao Programa Nacional de Monitoramento de Enterococos em carcagas
congeladas de frango (IAL/ANVISA) e visa uniformizar as metodologias de analise
para os laboratérios participantes.

3. REFERENCIAS

3.1 - Normativas

Hartman. P. A.; Deibel, R.H.; Sieverding. M. Enterococci. n: Compendium of
methods for the microbiological examination of foods.
American Public Health Association (APHA), 2001. cap. 9, p. 83-87.

DATA NOME
ELABORAGAO
REVISAO
APROVACAO
COPIA NAO CONTROLADA

Ed. Washington, D.C.:
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3.2 - Cruzadas

Anexo 1 - Meios de cultura para detecgao de Enterococos em carcagas congeladas
de frango

Anexo 2 — Solugbes e reagentes para detecgdo de Enterococos em carcagas
congeladas de frango

4. DEFINIGOES 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 £ 2°C;
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;

c) 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 numero 25 (didametro de 3 mm);
k) laminas de vidro.

Nota: Esterilizar os materiais em forno Pasteur a 170°C durante 2 horas.

5.3 - Meios de cultura (Anexo - 1)

agua peptonada 1% (APT);

agar bile esculina;

caldo Enterococcosel;

caldo Enterococcosel com vancomicina (6ug/ml);
agar Enterococcosel;

agar Enterococcosel com vancomicina (6ug/ml);

-
IR RURCHC]
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g) caldo infusdo Cérebro Coragéao (BHI);
h) caldo BHI contendo 6,5 % de NaCl.

5.4 - Solugoes e reagentes (Anexo-2)

peroxido de hidrogénio a 3%;
reagentes para coloragéo de Gram,;
acido cloridrico 1 N;

hidroxido de sodio 1 N;

solucido de vancomicina,;

reagentes para a coloragdo de Gram.

-
2eeLezsy

5.5 - Microrganismo de referéncia

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

6. Condi¢oes especificas

As amostras sao coletadas pela Vigilancia Sanitaria, acondicionadas e enviadas em
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 - Recepgao 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 laboratério. 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 algodao
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 erlemeyer
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 - Deteccao 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 48h.

6.3.2 - Analise Confirmatéria

Se houver enegrecimento do meio Enterococcosel sem vancomicina, repicar uma
algada, utilizando a técnica de 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
alcada para uma placa de agar Enterococcosel com vancomicina. Incubar a 35°C-
24h.

6.3.3 - Selecdo das colbnias

Observar as placas de cada meio seletivo que contenham colbnias tipicas de
Enterococcus sp, colénias com halo enegrecido devido a hidrélise da esculina.
Selecionar duas colénias de cada meio, sem e com vancomicina e, repicar em caldo
BHI. Incubar a 35°C/18-24h e proceder aos seguintes testes:

- Coloragao de Gram. Preparar esfregaco 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 hidrolise da esculina. Semear uma
alcada de cultura em um tubo de agar bile esculina e incubar a 35°C/24h.
Crescimento indica resisténcia a bile e escurecimento do agar indica hidrdlise da
esculina. Os enterecocos crescem na presencga 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 perdxido de hidrogénio 3% e
observar producdo de bolhas de gas (teste positivo) ou ndo (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 - Avaliacao de resisténcia antimicrobiana

As col6nias identificadas como Enterococcus sp, devem ser enviadas para o Instituto

Adolfo Lutz — Secgédo de Bacteriologia -

avaliagao de resisténcia antimicrobiana, no endereco:
Secgao de Bacteriologia

Av. Dr Arnaldo, 351, 9° andar

CEP: 01246-902

Cerqueira César

Sao Paulo - Capital

COPIA NAO CONTROLADA
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ANEXO 1

MEIOS DE CULTURA

AGUA PEPTONADA TAMPONADA 1% (APT)

Peptona 10,0g
NaCl 5,09
Fosfato dissédico (NaxH POy) 3,59
Fosfato monopotassico (KH2PO,) 1,59
Agua destilada 1 litro

Preparacao: dissolver os ingrediente, ajustar o Ph 7,2 +/- 0,2 e esterilizar a

121°C/15minutos.

AGAR BILE ESCULINA

Extrato de carne 3,09
Peptona 5,09
Sais biliares 40,09
Esculina 1,09
Citrato férrico 0,59
‘lgar 15,09
Agua destilada 1 litro
Ph final: 6,6.

Preparacao dissolver os ingredientes, ajustar o Ph e aquecer até a completa fusao

do [Igar. Distribuir em tubos de 12 x 120 mm, esterilizar a 121°C/15 min e inclinar.

CALDO ENTEROCOCCOSEL

Caseina (digestdo pancreatica) 17,09
Peptideo 3,09
Extrato de levedura 5,09
Oxagal 10,0g
Cloreto de sodio 5,0g
Citrato de sddio 1,09
Esculina 1,09
Citrato de ferro amoniacal 0,59
Azida sodica 0,25g
Agua destilada 1 litro

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

‘lgar

Caseina (digestdo pancreatica) 17,09
Peptideo 3,09
Extrato de levedura 5,09
Oxagal 10,0g
Cloreto de sodio 5,0g
Citrato de sodio 1,09
Esculina 1,09
Citrato de ferro amoniacal 0,59
Azida sodica 0,25¢g
Agua destilada 1 litro

Preparacao: Dissolver os ingredientes, ajustar o Ph 7,1+/- 0,2 e esterilizar a
121°C/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 (6 pg/ml)

Adicionar em 225 ml do caldo 0,54 ml de vancomicina preparada na concentragao
de 2.500 pg/ml. Homogeneizar o meio de cultura.

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

AGAR ENTEROCOCCOSEL COM VANCOMICINA (6 pg/ml)

Preparar 150 ml da base e quando o [Jgar atingir a temperatura de 40-45°C,
adicionar 0,4 ml de vancomicina preparada na concentragdo de 2.500 pg/ml.
Homogeneizar o meio de cultura e distribuir em placas de Petri estéreis e identificar
o0 meio 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 CORAGAO (BHI)

Infusdo de cérebro de bezerro 200,0g
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Infusdo de coracio de boi 250,09
Proteose peptona 10,0g
Dextrose 2,09
Cloreto de sédio 5,09
Fosfato dissddico (Na;HPO4) 2,59
Agua destilada 1 litro

Preparacao: Dissolver os ingredientes, ajustar o Ph 7,4 distribuir 90 Ml em frascos de
250 MI de capacidade e esterilizar a 121°C/15min.

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

Infusdo de cérebro de bezerro 200,09
Infusdo de coragao de boi 250,09
Proteose peptona 10,0g
Dextrose 2,09
Cloreto de sddio 65,09
Fosfato dissodico (Na;HPO4) 2,59
Agua destilada 1 litro

Preparagdao: Pesar 37,0g do meio desidratado “Brain Heart Infusion Broth”,
acrescentar 65g de NaCl e 1 litro de agua fria. Aquecer, agitando frequentemente,
até completa dissolucdo do meio. Distribuir 5 Ml em tubos de 12 mm x 120mm.
Esterilizar a 121°/15min.
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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 q.s.p. 1000 mL

Esterilizar em autoclave a 121°C/15 min. Estocar a temperatura ambiente.

PEROXIDO DE HIDROGENIO 3%

Peroxido de hidrogénio 30% 3,0 mL
Agua destilada completar para 100 mL

Preparagao: dissolver a agua oxigenada 30% em agua destilada, completando o
volume para 100 mL. Cuidado! O peréxido de hidrogénio a 30% pode provocar
queimaduras dolorosas, devendo ser manuseado com luvas e 6culos protetores. Em
caso de respingos na pele, lavar com etanol 70% em abundancia. Nao lavar com
agua.

REAGENTES PARA COLORAGAO DE GRAM

SOLUCAO DE CRISTAL VIOLETA DE HUCKER

Solucéao A

Cristal violeta (90% pureza) 2,09
Etanol 95% 20,0 mL
Solucéao B

Oxalato de amdnio monohidratado 0,29
Agua destilada 20,0 mL
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Misturar as solugcdes A e B, deixar em repouso9 por 24h e filtrar em papel de filtro
comum. Estocar em frasco escuro.

SOLUCAO DE 10DO (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, por¢cdes de 1 mL, 5 mL e 10 mL de agua destilada,
homogeneizando a solugdo apos cada adigdo. 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 solugao resultante aos 100 mL de agua
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.

Calculo para preparo da solugao

Exemplo: Sigma : V-2002 Poténcia: 1.132 ug/mg
Calculo usando a férmula : Volume x [ ] pg/ml
Peso =
poténcia
50 ml x 2.500 pg/mi 125.000 png
Peso = = = 110,42 mg = 0,11 g/ 50 ml de H,0 d estéril
1132 pg/ml 1132 pg/mg

Preparo das aliquotas
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Preparar aliquotas de 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 condi¢cbes e procedimentos para a manutengcdo de cepas de
Enterococcus sp no laboratério até o envio para o laboratério de referéncia.

2. CAMPO DE APLICAGAO:

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 laboratorios 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:
p297-305.

3.3 Cruzadas:

POP: Detecgao de Enterococos em Carcacas Congeladas de Frango

DATA NOME
ELABORAGAO Rosemeire Cobo Zanella
REVISAO Gldria Regina Freitas do Valle
APROVACAO
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Anexo - 1- Meios de cultura para deteccdo de Enterococos em Carcaca de
Frango

4. DEFINIGOES E SIGLAS

IAL — Instituto Adolfo Lutz

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

BHI — Brain heart infusion (infusdo de cérebro e coragao)
cepa — cultura pura do crescimento bacteriano.

5. PROCEDIMENTO
5.1 Equipamentos, vidraria, material

a) placa de Petri;

b) erlemeyer com capacidade de 500ml;

c) tubos de 16 x 160 mm;

d) estufa bacterioldgica a 35°C +/- 2°C;

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

g) geladeira;

h) tubos criogénicos de 2,0 ml estéreis

~—"

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 analise confirmatéria de Enterococcus das amostras de frango,
proceder a manutencao das cepas para o envio ao laboratério de referéncia.

5.3.1. Manutencao da cepa.
Apods obtencao do resultado da analise confirmatéria do género Enterococos,
selecionar 2 colbnias isoladas do agar Enterococcosel sem vancomicina e 2

DATA NOME
ELABORAGAO Rosemeire Cobo Zanella
REVISAO Gldria Regina Freitas do Valle
APROVACAO
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colénias do agar com vancomicina, para serem encaminhadas para o
Laboratério de Referéncia. A partir do crescimento obtido em &gar bile-
esculina, fazer um repique da cepa em tubo de agar BHI e apos o periodo de
incubacao a 35-36°C por 18-24hs. Manter a cepa corretamente identificada em
geladeira até o encaminhamento para o laboratorio de referéncia. Nao exceder
1 més.

Nota: identificar corretamente as colbnias isoladas do agar Enterococcosel sem
e com 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
e 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
proprio tubo.

Manter o tubo pronto em temperatura ambiente até o envio para o Laboratorio
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
ELABORAGAO Rosemeire Cobo Zanella
REVISAO Gldria Regina Freitas do Valle
APROVACAO
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AGAR BHI (INFUSAO DE CEREBRO E CORAGAO)

Meio Base:

Infusdo de cérebro 200 g
Infusdo de coragao 250 g
Proteose Peptona 109
Bacto dextrose 29
Cloreto de sodio 59
Fosfato di-basico de sddio 25¢g
Agar 159
Agua destilada 1L

pH final 7,4 +/-0,2 4 25°C

Preparar a base conforme instrucdo do fabricante. Autoclavar
15minutos/121°C.

Dispensar em tubos de 16x160 mm o volume de 10 ml e manter o tubo deitado
e inclinado 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 sédio 39

DATA NOME
ELABORAGAO Rosemeire Cobo Zanella
REVISAO Gldria Regina Freitas do Valle
APROVACAO
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Cloreto de potassio 0,29
Cloreto de calcio 0,1g
Cloreto de magnésio 0,1g
Fosfato monobasico de potassio 0,29
Fosfato di-basico de sodio 1,159
Tioglicolato de sddio 19
Bacto agar 7,59
Agua destilada 1L

pH final 7,3 +/- 0,1 a 25°C

Preparar a base conforme instrucdo 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 solidificagdo. 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
G
[
o
B
ANV ISA
FIOCRUZ IAL
ANEXO B
PROGRAMA NACIONAL DE MONITORAMENTO DA PREVALENCIA E DA RESISTENCIA BACTERIANA EM
FRANGO

Formulario para o envio dos isolados de Enterococcus sp

DATA NOME
ELABORAGAO Rosemeire Cobo Zanella
REVISAO Gldria Regina Freitas do Valle
APROVACAO
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Laboratério: Estado: Responsavel: Rubrica:
No da Nimero do Identificacio
amostra Numero Unidade isolado Meio de (preenchido pelo Observacdes
do LACEN | do Laudo | da amostra | do LACEN isolamento Lab. de Referéncia)
E Aa sem Vancomicina
A E Ab sem Vancomicina
E Ac com Vancomicina
E Ad com Vancomicina
E Ba sem Vancomicina
B E Bb sem Vancomicina
E Bc com Vancomicina
E Bd com Vancomicina
E Ca sem Vancomicina
C E Cb sem Vancomicina
E Cc com Vancomicina
E Cd com Vancomicina
E Da sem Vancomicina
D E Db sem Vancomicina
E Dc com Vancomicina
E Dd com Vancomicina
E Ea sem Vancomicina
E E Eb sem Vancomicina
E Ec com Vancomicina
E Ed com Vancomicina

Data:

A ser preenchido pelo Laboratorio de Referéncia

Assinatura do responsavel:

DATA NOME
ELABORAGAO Rosemeire Cobo Zanella
REVISAO Gldria Regina Freitas do Valle
APROVACAO
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CONTROLE DAS ALTERAGOES:

1. OBJETIVO:

Estabelecer as condigbes e procedimentos para o transporte de material biolégico
para o Laboratoério de Referéncia.

2. CAMPO DE APLICAGAO

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

3. REFERENCIAS

3.1 Normativas

DATA NOME ASSINATURA
ELABORAGAO Rosemeire Cobo Zanella
REVISAO Gldria Regina Freitas do Valle
APROVACAO
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3.2 Complementares

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

Regulamento de cargas perigosas (IATA segao 5, instrugao 602 e 650)

Portaria n° 1985, de 25 de outubro de 2001- Regulamento técnico para o transporte
de substéancias 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 — Manutencao 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 - Organizacao 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
€ capaz de provocar doengas no homem e nos animais, segundo WHI/EMC/97.3.
Amostra para diagnéstico: Definida como qualquer material humano ou animal que
incluem, porém nao se limitam a: excrementos, secre¢des, 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 Laboratoérios que receberdao as amostras bioldgicas
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 diagnéstico da OMS”.
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5.2 Procedimento:

As amostras acondicionadas e identificadas deverao ser embaladas em caixas
especificas para transporte de amostras biolégicas, segundo: “Guia para transporte
seguro de substancias infecciosas e material de diagnéstico da OMS”
(WHO/EMC/97.3) e “Regulamento de cargas perigosas” (IATA secéo 5, instrugao
602 e 650).

O encaminhamento das amostras deve ser feito de forma segura e eficaz e no
menor espago de tempo para a entrega aos Laboratorios 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 biolégicas para anadlise em
laboratérios 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 (laboratério) 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 bioldgica para analise
laboratorial, seguindo padrées de biossegurangca estabelecidas nas
‘Recomendagdes do Comité de Especialistas das Nagdes 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 — 1 January 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 analise
laboratorial entre servicos de saude, pesquisas e profissionais de saude, devem ser
acompanhada da declaragcdo de transporte de carga perigosa impressa em duas
vias e em papel timbrado da instituicado remetente, conforme modelo.
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EXEMPLO
PAPEL TIMBRADO
Sao Paulo, 31 de julho de 2000
DECLARAGAO

Ao Correio - Nome da cidade

Destinatario:

Dra. Rosemeire Cobo Zanella
Bacteriologia

Instituto Adolfo Lutz

Av. Dr. Arnaldo 351
S3ao Paulo, SP CEP: 01246 — 902

Remetente:

Dr. Fulano de Tal
Laboratoério Central do Estado XXXX
Endereco Completo

Declaramos que estamos enviando material biolégico, ndo comerciavel, ndo explosivo
e nao volatil para complementagao cientifica necessaria no Servigco de Saude Publica, sendo
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Trata-se de bactéria acondicionada em meio de transporte especifico e contido em XX
frascos devidamente fechados e acondicionados.
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Procedimentos Operacionais Padrao
Laboratério de Enterobactérias

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

1. OBJETIVO

Estabelecer as condicbes e procedimento para o transporte das cepas de
Salmonella sp. para o LABENT - I0C - FIOCRUZ — Laboratério de Referéncia
em Salmonella sp.

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

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

4. DEFINIGOES E SIGLAS

LABENT- Laboratério de Enterobactérias

IOC — Instituto Oswaldo Cruz

FIOCRUZ - Fundagao Oswaldo Cruz

IATA — International Air Transport Association

OMS - Organizagao Mundial de Saude

INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
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5. CONDIGOES 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 bacteriolégica a 30-35°C.

5.2) Meio de cultura (Anexo A)

a) Agar nutriente tamponado.

6. CONDIGCOES ESPECIFICAS

Os isolados obtidos através da metodologia descrita no POP (65.3210.044) -
“Pesquisa e Contagem de Salmonella sp em Carcagas Congeladas de Frango”
(INCQS / FIOCRUZ), devem ser encaminhados ao LABENT - IOC - 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.

Nao 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
contendo 1,5 mL de agar nutriente tamponado, efetivando duas a trés picadas
em profundidade e estriamento em superficie.

Incubar a 37°C por 18-24 horas.

Apés 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 o maximo de
intervalo, mensalmente.

Os isolados devidamente acondicionados e identificados deverdo ser
embalados em caixas especificas para o transporte de cepas para diagndéstico
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” (IATA secao 5, instrugdo 602 e 650) e
Espécimes para diagnostico devem ser assinaladas com o cédigo IATA UN
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:

e Com antecedéncia contactar com o destinatario (laboratério) para as
providéncias necessarias para o0 recebimento e processamento das
amostras.

e O envio devera ser efetivado mensalmente através do transporte mais
adequado, na regido.

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

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

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

8. SOLUCAO DE POSSIVEIS PROBLEMAS

Caso nao 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 y N° 650,
as quais devem apresentar as seguintes informagdes:

- Especificacdo da amostra;

- Nivel de Biosseguranga;

- Rétulo avisando perigo biologico;
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e Ro6tulo com o enderegco do remetente e destinatario, inclusive telefone de
contato.

10. FORMULARIOS E DOCUMENTOS PARA REMESSA

As remessas de substancias infecciosas e/ou biolégicas para analise
laboratorial entre servicos de saude, pesquisas e profissionais de saude,
devem ser acompanhadas da declaragao 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
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Ewing, W. H.. Edward’s & Ewing’s Identification of Enterobacteriaceae. 4" Ed.,
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Grist, N.R. Manual de Biosseguranga para Laboratérios. 2% edigéo, Livraria
Ed. Santos, pag. 48-54, 1995.

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

MEIO DE CULTURA

1) Agar nutriente tamponado

Agar nutriente 239
Cloreto de sodio 59
Fosfato de sédio dibasico ( Na;HPO,) 29
Agua destilada 1000 mL

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

Esterilizar a 121° C por 15 minutos.

Apbs a esterilizagao inclinar os tubos para a solidificagdo do agar.
pH final 7,0 -7,2



Ministério da Saude th q - M I
Fundagio Oswaldo Cruz FIOCRUZ = —

Instituto Oswaldo Cruz

Dep. Bacteriologia — Laboratério de Enterobactérias

Av. Brasil,, 4365 — Pav Rocha Lima- Manguinhos — RJ — CEP 21.045-900
Tel # 0XX 21 2598-4277/ 1590 R316 FAX # 0XX 21 2270 1599 R331

T
|

_[l

|
ANV

o —

A
FIOCRLUZE

PROGRAMA NACIONAL DE MONITORAMENTO DA PREVALENCIA E DA RESISTENCIA
BACTERIANA FM FRANGO
Formulirio para o envio de isolados de Salmonella sp

Laboratidrion Estado Responsdavel Rubrice:

Destinatario: Laboratdrio de Enterobactérins — 1OC/FIOURLZ

Unidade | Mimero
&7 dn amostrs MUmIero : 1
Trairoens : dn amaostra dao isolado

do LACEN do lavdo do LACEN
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A ser preenchido pelo laboratério de referéncia
Data:

Assinatura do responsavel.







