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Graduada em Biologia pela Universidade Gama Filho (1974), Me. em Medicina
Veterinaria - Higiene Veterindria e Processamento Tecnologico de Alimentos de
Origem Animal - Universidade Federal Fluminense/ UFF (1983) e Dr. em Ciéncias
(Bacteriologia) - Universidade Federal do Rio de Janeiro/UFRJ (1993). E
Pesquisadora em Satide Publica pelo Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, ocupando
os cargos de Chefe do Laboratorio de Enterobactérias e Coordenadora do Laboratério
de Referéncia Nacional de Enteroinfecgées Bacterianas (CGLAB/SVS/MS). Tem
experiéncia na drea de Bacteriologia Aplicada, desenvolvendo projetos dentro das
linhas de pesquisa: Etiologia das enteroinfeccoes bacterianas, Monitoramento e
caracterizagio molecular da resisténcia antimicrobiana; Caracterizagdo feno e
genotipica dos mecanismos de patogenicidade de enteropatogenos; Animais Silvestres,
Aqudticos e sua Relevincia em Saude Publica; Subtipagem de patogenos das familias
‘ Enterobacteriaceae, Vibrionaceae e Aeromonadaceae circulantes na cadeia alimentar.

1. O Laboratoério de Enterobactérias (LABENT) do Instituto Oswaldo Cruz (I0OC/Fiocruz),
sob sua Chefia, atua no diagnostico laboratorial de enteropatogenos bacterianos presentes na
cadeia alimentar pertencentes as familias Enterobacteriaceae, Vibrionaceae,
Aeromonadaceae e Staphylococcaceae. Qual é o principal objetivo do Laboratorio, e que
estratégia técnica tem sido adotada para a interacdo com o Setor Agropecuario e Industrial,
responsaveis pela producao e comercializacao dos alimentos?

Resposta:

O Laboratorio de Enterobactérias do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz) tem como
objetivo principal a avaliagdo de enteropatdgenos bacterianos ocorrentes na cadeia alimentar.
Atua, assim, no reconhecimento do papel destes organismos como agentes etioldgicos em
diferentes nosologias, realizando a caracterizagdo das espécies circulantes, veiculacdo nos
ecossistemas relacionados, determinacao dos diferentes fatores de viruléncia, monitoramento e
caracterizacdo de sua resisténcia antimicrobiana e utilizacdo de diferentes métodos de
subtipagem que permitam, através da manutencdo da totalidade de informagdes, o
reconhecimento quanto a introdugdo de cepas com caracteristicas emergentes e/ou exoticas.

Em seu conjunto, estas atividades sao relevantes para a saude publica e sanidade animal,
por permitirem ofertar subsidios a ser adotados na preven¢ao e controle destes patdgenos.

Segundo a OMS (2016), ¢ estimado que 600 milhdes - quase uma em cada dez pessoas no
mundo pode desenvolver quadro clinico apds consumo de alimentos contaminados, com taxa
de mortalidade de 420.000/ano. Esta casuistica ¢ particularmente relevante em criangas <5 anos
representando 40% das doencas de origem alimentar, com 125.000 mortes/ano.
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Através do diagnostico conclusivo, o Laboratério da suporte para outras instituigdes como
laboratorios e universidades publicas e privadas, instituigdes e industrias que atuam na produ¢ao
de alimentos. Estas atividades permitem
analisar o papel dos alimentos de origem
animal e seus subprodutos na disseminagao de
enteropatdégenos, permitindo através das
atividades de diagndstico conclusivo ofertar
informagdes para o aprimoramento das linhas
de produc¢do no sentido de reduzir os fatores
de risco do processo.

Realizando uma continua produgao de
antissoros, o Laboratorio atende suas proprias
necessidades de infraestrutura e distribui estes
insumos para laboratorios pertencentes a Rede
Nacional de Laboratorios de Satde Publica,
atividade fundamental para o diagndstico
conclusivo de enteropatogenos.

Figura 1. Soro aglutinagcdo, em laminas.

2. Dentre as familias bacterianas estudadas no LABENT, qual tem sido a mais prevalente em
casos de surtos de enteroinfeccOes, quais as espécies / sorovares mais isolados, e quais as
classes de antimicrobianos tem se mostrado mais eficazes para esses grupos especificos?

Resposta:

Entre as cepas recebidas se considerarmos os ultimos anos, a prevaléncia de Salmonella spp.
¢ reconhecidamente a mais elevada, entre os isolados no Laboratério e as recebidas para
identificacdo conclusiva. Em nosso meio existem falhas no saneamento e oferta de agua de
qualidade, os quais representam fatores que dificultam seu controle, porém é importante ter
ciéncia de que a Salmonelose ¢ uma das zoonoses mais complexa, tendo sido declarada pela
Organizacao Mundial da Saude (OMS) e pela Organizag¢do de Agricultura Alimentar (FAO)
como a zoonose mais comum e importante desde 1950. Seu controle deve ser permanente, tendo
em vista a emergéncia de novos sorovares e reemergéncia de outros, tanto nos paises emergentes
quanto nos industrializados. A elevada casuistica estd diretamente relacionada ao carater
zoonotico, a capacidade de implantacdo, propagagcdo e permanéncia em diversos nichos
ecologicos. Atualmente, sdo reconhecidos 2679 sorovares distintos capazes de infectar o homem
e animais de sangues quente e frio.

Na cadeia epidemioldgica, os animais, particularmente os de produgdo ocupam o ponto
central na epidemiologia das Salmoneloses entéricas, representando reservatorios de
importancia sanitaria e dificil controle. Alguns resultados apontados na literatura sugerem que
a duracao do estado de portador depende do sorotipo, cepa, idade do animal e outros fatores de
risco.

Além das caracteristicas de endemicidade, morbidade e dificuldade no controle da
disseminacao de Salmonella spp., o ponto de urgéncia clinica e epidemioldgica tem sido a
emergéncia de cepas resistentes a antibidticos de diversas classes especialmente pelo risco
potencial de infecgbes extra intestinais que acometem grupos mais sensiveis da populagao.
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Geralmente as infecgdes resultam em uma gastrenterite, mas pode ocorrer a disseminagdao da
bactéria além do trato intestinal, e causar uma infec¢ao sistémica.

Atualmente este género ¢ reconhecido como um dos principais patdgenos implicados em
doengas de transmissdao alimentar, assumindo importancia mundial pela ocorréncia de cepas
multirresistentes aos antimicrobianos. Este € um problema impactado pelo uso imprudente de
drogas antimicrobianas na medicina humana e na produg¢do animal. Estes farmacos sao
utilizados muitas vezes sem controle no tratamento de infeccdes no homem, plantas e animais,
bem como profilaticamente para prevenir infecgdes sendo administradas em baixas doses na
alimentagdo animal, para melhoria da taxa de crescimento e conversdo alimentar. Uma
consequéncia indesejavel ¢ o potencial desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana em
patogenos de origem alimentar e subsequente transmissao ao homem, através dos alimentos. O
que observamos dada a existéncia de um Programa de Monitoramento da Resisténcia
estabelecido em nosso Laboratério como rotina, iniciado na década de 90 com a reintrodug¢ao
da colera estendendo-se a seguir para outros enteropatogenos.

Figura 2. Teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos.

O perfil atual aponta aumento no percentual de resisténcia a cefalosporinas e
fluoroquinolonas entre os sorovares de maior prevaléncia, como por exemplo, em S. enteritidis e
S. typhimurium de origem humana e alimentar. S. Heidelberg esta entre os sorovares mais
comumente detectado nas fontes animais, alimentar e ambiental, sendo preocupante dada a
circulagdo de cepas multirresistentes e seu envolvimento em quadros invasivos. Esta ocorréncia
aponta um quadro extremamente preocupante especialmente quando observamos resisténcia a
esses farmacos em cepas.

Esta assertiva pode ser corroborada quando observamos os indices de resisténcia as
Fluoroquinolonas e Cefalosporinas, entre a totalidade de cepas nos ultimos trés anos com média
de 7,8% e 27%, respectivamente.

Figura 3. Identificacdo dos genes de resisténcia as
fluoroquinolonas

OnrA, OnrB, OnrS por PCR-Multiplex em Salmonella spp.
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3. Qual a metodologia utilizada para avaliar as caracteristicas fenotipicas e genotipicas das
bactérias enviadas para classificacdo, e daquelas isoladas dos casos clinicos enviados para
diagnostico?

Resposta:

Ela se da através da utilizagdo de métodos classicos e moleculares. As metodologias
classicas sao utilizadas para a identificacao do agente etioldgico em espécimes clinicos, assim
como na caracterizagdo conclusiva de cepas pertencentes aos géneros/espécies das diferentes
familias de Enterobactérias isoladas de fonte humana (de origem comunitaria, bem como
daqueles envolvidos em surtos de Doengas de Transmissao Alimentar). Isolados de diferentes
espécies animais (de produgao, silvestres aquaticos ou terrestres, de companhia), alimentares,
1solados do meio ambiente e matéria prima/ragdes também sdao analisados. No monitoramento
da suscetibilidade aos antimicrobianos empregando drogas utilizadas nas areas humana e
veterinaria; € na determinac¢ao de fatores de viruléncia através de testes de toxicidade ou de sua
expressao fenotipica.

Figura 4. Meios de triagem: 1: Meio de Costa &
Vernin; 2: Agar TSI; 3: Agar Lysina Ferro

Figura 5. Salmonella sp. em Agar Enteric Hektoen Figura 6. Salmonella sp. Escherichia coli em
Agar MacConkey

Sdo empregados diferentes métodos moleculares, visando a andlise de caracteristicas e
diversidade genética em cepas isoladas de diferentes fontes incluindo, caracterizagdo de seu
perfil plasmidial, utilizacao de técnicas de PCR para caracterizagdo da viruléncia e resisténcia
antimicrobiana. Sao também utilizados métodos de subtipagem, visando o monitoramento dos
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clones em diferentes fontes e regides do pais, 0s quais representam ferramentas essenciais para
o reconhecimento de espécies ou sorovares circulantes, permitindo detectar a emergéncia e/ou
reemergéncia de alguns e introdu¢ao daqueles com caracteristicas exoticas.
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Figura 7. Identificacdo da regido variavel do Integron

Figura 8. Amplificacido por PCR dos genes de
viruléncia 4ilA e sipA em Salmonella Enteritidis
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Figura 9. Digestdo por Xbal de DNA gendmico em Salmonella spp. através da PFGE
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4. Como ¢ feita a interacdo com outras Instituicdes de Pesquisa Nacionais e Internacionais,
uma vez que o0 LABENT atua também como Laboratorio de Referéncia Nacional de
Enteroinfecg¢oes Bacterianas (CGLAB/SVS/MS), sob sua Coordenagao?

Resposta:

O Laboratorio promove diversas atividades de cooperagdo com diferentes institui¢des
nacionais e internacionais, parcerias ja estabelecidas e que vem permitindo o desenvolvimento
conjunto de diferentes projetos. No contexto da Fiocruz, desenvolve atividades em conjunto
com outros Laboratorios do IOC e com diversas Unidades da Fundag¢do, como a Escola
Nacional de Saude Publica (ENSP), o Instituto Nacional de Infectologia (INI), Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), o Instituto Fernandes Figueira (IFF) e
Instituto Aggeu Magalhaes, Fiocruz/PE.

No Brasil, ainda promove parcerias com a Coordenagdo Geral de Laboratorios de Saude
Publica (CGLAB/SVS); VIGIAGUA/CGVAM/Departamento de Vigildancia em Saude
Ambiental e Saude do Trabalhador (DSAST/SVS/MS); Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), o Programa Nacional de Sanidade Animal (MAPA),. Tem parcerias
firmadas com diversas universidades estaduais e federais, como a Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Universidade Federal Fluminense, Universidade Federal do Norte Fluminense,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Universidade Federal do Ceara, além da Empresa
de Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio de Janeiro (PESAGRO-RIO / CEPGM), e
laboratorios de redes privadas de diagnostico.

Internacionalmente, o Laboratério do IOC é um importante parceiro da Organizacao Pan
Americana de Saude (OPS/OMYS) e participa de programas de controle externo de qualidade,
como EQAS/WHO (Danish Veterinary Laboratory, da Dinamarca); Canadian Science Centre for
Human and Animal Health, Canada; International Federation for Enteric Phage Typing-
London, do Reino Unido; Rede PULSENET e Global Foodborne Network, ambas iniciativas
da Organizagdo Mundial da Sauade (OMS). Tais atividades permitem o fortalecimento da
cooperagdo com diferentes instituigdes e paises, como Health Canada; Centers for Disease Control
and Prevention, dos EUA; National Institute of Cholera & Enteric Diseases, na India; INEI-ANLIS
Dr. Carlos G. Malbran, da Argentina; Universidad Mayor de San Simon, da Bolivia; Instituto
Nacional de la Salud, na Colombia; e o Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel, da
Venezuela.

O Laboratorio atua, ainda, na formag¢do de recursos humanos, investindo sempre na
formagdo e renovagdo de sua equipe. Participa de diversos programas de ensino, promovendo o
aprendizado de bolsistas do programa de estdgio curricular da Fiocruz, e de estudantes de
vocagao e inicia¢do cientifica. Seus pesquisadores desenvolvem, ainda, atividades de docéncia
e orientagdo em cursos de pos-graduacgdo, além de participarem do intercdmbio e formagdo de
profissionais oriundos de diferentes instituicdes publicas e privadas, através de estagios de
aperfeicoamento e cursos de atualizagao em parceria com institui¢cdes publicas ou privadas.

5. Fale-me sobre o historico da Colecao de Enterobactérias da FIOCRUZ e do acervo nela
preservado

Resposta:

Originalmente designada “Colecdao de Enteropatégenos Bacterianos” dentro de um
conjunto de colegdes bacterianas associadas, na atualidade é designada “Colecdo de
Enterobactérias — CENT” a qual € filiada a World Federation for Culture Collections, WFCC, sob o
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registro WDCM: 1074 e fiel depositaria no Conselho de Gestdo de Patrimdnio Genético —
CGEN.

Historicamente teve sua origem nos trabalhos pioneiros e por iniciativa dos pesquisadores
Genésio Pacheco, Gobert A. Costa e Milton T. Mello. Podemos considerar que teve
embrionariamente seu fomento com o Laboratorio de Enterobactérias, o qual iniciou suas
atividades no final da década de 1920, realizando a caracterizagdo de diferentes enteropatdogenos
em quadros disentéricos, ocorridos na cidade do Rio de Janeiro e daquelas resultantes de suas
atividades de pesquisa.

Estas atividades, fomentadas pelos pesquisadores, tiveram como intuito organizar linhagens
isoladas e adquiridas pelos mesmos tendo deste modo estabelecido a colegao de culturas em
1930. Foi enriquecida em meados dos anos 40 a partir de estudos sobre a peste murina e na
década de 60 com varias linhas de atuacdo na familia Enterobacteriaceae e Vibrionaceae
desenvolvendo projetos de pesquisa em parceria com outras instituigoes.

O reconhecimento da qualidade destes servigos se deu através da criagao de Centros de
Referéncia Nacional para Diagndstico Laboratorial de Coélera (1972), recredenciado em 1991 e
para febre tifoide (1985) pelo Ministério da Saude. Consequentemente, o acervo da CENT
constitui um banco genético que representa parte fundamental da histéria da satide publica do
Brasil.

Na atualidade atua como Laboratério de Referéncia Nacional em Enteroinfeccoes
Bacterianas integra a iniciativa da Secretaria de Vigilancia em Satude do Ministério da Saude
(SVS/MS) no diagnéstico de enteropatdogenos para a Rede Nacional de Laboratérios de Saude
Publica. No inicio dos anos 2000, como Laboratério de Referéncia passou a atuar como
Referéncia Nacional para a rede PULSENET do Centro de Controle e Preven¢do de Doencgas
(CDC/WHO) para a subtipagem de microorganismos patogénicos.

Ao longo desses anos, configurou-se como uma colegao de pesquisa de referéncia do
Laboratoério de Enterobactérias, sendo reconhecida pelo Instituto Oswaldo Cruz (IOC) no ano
de 2001. A colecdo estd localizada no Pavilhdao Rocha Lima, 3° andar sendo denominada
Coleg¢do de Enterobactérias (CENT), na qual exerco a fungdo de curadora.

A CENT tem como finalidade: preservar, adquirir, identificar, autenticar e fornecer culturas
de bactérias de interesse para a Biotecnologia. Esta ¢ resultante da realizagdo de estudos basicos
e aplicados em espécies das familias Enterobacteriaceae, Vibrionaceae e Aeromonadaceae, bem
como outros grupos bacterianos de importancia em Saude Publica e Sanidade Animal.

Figura 10 Vibrio cholerae O1 em Figura 11. Aeromonas hydrophila

Agar TCBS em Agar GSP 73
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Na atualidade a CENT possui um acervo com cerca de 200 mil isolados pertencentes aos
géneros Salmonella, Shigella, Escherichia, Vibrio, Aeromonas e centenas de representantes de outros
grupos de Gram-negativos e ainda algumas centenas de Gram positivos.

As cepas sdo preservadas de duas formas: em Skim Milk a -70°C e em Agar Nutriente
Tamponado a temperatura ambiente (+25°C). Ambas as formas de armazenamento sao
utilizadas para cepas mantidas na drea fisica do Laboratério de Enterobactérias-LABENT/IOC,
situado no Pavilhdao Rocha Lima. E em face ao elevado niimero que compde 0 acervo um
percentual complementar esta preservado a temperatura ambiente em Agar Nutriente
Tamponado em sala do Pavilhdo 108. Ambos estdo localizados no Campus da Fiocruz em

Manguinhos, Rio de Janeiro — RJ.

6. Descreva-me a finalidade da Colec¢ao de Enterobactérias e as atividades de prestacao de
servicos a ela relacionadas.

Resposta:

A CENT representa um centro de conservacdo e distribuicio de material biolodgico
autenticado, funcionando atualmente como deposito de linhagens selvagens, com caracteristicas
emergentes ou exoticas, assim como daquelas resultantes de suas atividades de pesquisa e
diagnoéstico do Laboratério de Enterobactérias (LABENT) incluindo o Monitoramento da
Resisténcia Antimicrobiana de Enteropatogenos de Origem Comunitaria, do Laboratério de
Referéncia Nacional de Enteroinfec¢oes Bacterianas (LRNEB) e da coordenacdo da Rede de
Rede PULSENET/CDC/WHO.

Anualmente destas atividades resultam em uma média de sete mil cepas. Destas um
percentual de 5 a 10% ¢ avaliado quanto a diferentes caracteristicas feno e genotipicas, de acordo
com sua relevancia em sanidade animal e saude publica. O acervo identificado em nivel de
espécie e/ou sorovar que apresente caracteristicas de relevancia é mantido em Agar Nutriente
Tamponado a temperatura ambiente, condi¢ao que permite sua viabilidade por periodo superior
a 20 anos e entre elas um grupo € mantido a -70°C.

Possui também acervo de cepas padrdo, utilizadas na producao de antigenos e antissoros,
empregados na identificacdo de patdgenos das familias Enterobacteriaceae e Vibrionaceae, além
de padroes para o controle de diferentes tipos de atividade diagnostica, classica e/ou molecular.
Estes sdo obtidos através de aquisicdo ou permuta, de coleg¢des de culturas nacionais e
internacionais.

Do total de cepas, além das linhagens selvagens, resultantes de suas atividades de pesquisa,
sdo incorporadas aquelas recebidas de diferentes tipos de laboratorio, onde foram avaliadas para
a pesquisa de caracteristicas especificas, incluindo métodos feno ou genotipicos. As solicitagdes
quanto a analise sdo feitas mediante o preenchimento e envio do Formulério para Solicitagao
de Identificagdo, Autenticacdo e Deposito, que pode ser obtido através do e-mail:
cent@fiocruz.br.

Gragas a tal acervo, inumeras linhas de pesquisa vém sendo desenvolvidas, tanto nas areas
basicas como aplicadas, com interfaces na Biotecnologia. De modo semelhante, de acordo com
solicitagdo sao fornecidas cepas para instituicdes de pesquisa e universidades para o
desenvolvimento de dissertagdes e teses nos cursos de pos-graduagao em nivel de Mestrado e
Doutorado.

O acesso aos dados do acervo existente € obtido a partir de uma agao onde o MCT apoiou
o desenvolvimento e a implementacdo do Sistema de Informagdao de Colegdes de Interesse
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Biotecnologico — SICOL. Langado em 2002, reine informagdes sobre cole¢des de culturas de
microrganismos num sistema de informacdo on-line, pelo qual, de forma dindmica, o usuario
pode integrar os dados de linhagens de microrganismos disponiveis nas colegdes nacionais, e
cruzar esses dados com informagdes de diretorios taxondmicos, literatura cientifica e bancos de
dados genO6micos (GenBank), agregando valor ao material biolégico disponivel nas coleg¢des
brasileiras, estando na atualidade em um processo de remodelagao.

Alguns aspectos importantes que vou apontar sao de que as cepas sao fornecidas a partir da
requisicao de um cliente, nao sdo comercializadas ou cedidas como empréstimo. As cepas nao
sdo fornecidas para particulares, apenas para instituicdes reconhecidas, seguindo as normas
vigentes de biosseguranga.

A solicitagao deve ser feita mediante o preenchimento e envio do Formuléario de Material
Microbiologico que pode ser obtido através do e-mail: cent@fiocruz.br. QOutra atividade
oferecida pela CENT inclui os servigos de deposito de isolados clinicos recebidos de diferentes
tipos de laboratorios. As categorias de depositos sdo: Deposito aberto (acervo de acesso publico),
quando ndo ha restri¢do quanto a distribui¢do; Deposito restrito (fornecido com autorizagao do
depositante); e Deposito fechado (deposito confidencial), quando ha restricdo por parte do
depositante.

Muito obrigada Dalia por aceitar esta entrevista, com certeza vocé realiza um trabalho extremamente
relevante e, para mim foi uma honra poder efetivar esta com vocé! Maira.
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