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Resumo 

Actualmente, Salmonella e Listeria monocytogenes são consideradas bactérias 

emergentes transmitidas por alimentos, sendo os produtos avícolas veículos 

frequentes de transmissão. Além disso, o uso difundido de antibióticos na produção 

intensiva de animais de consumo tem contribuído para que estas bactérias se tornem 

cada vez mais resistentes aos agentes antimicrobianos. 

Neste trabalho foi avaliada a incidência de Salmonella e L.monocytogenes em 

aves de produção nacional disponíveis para o consumidor e foi estudado o 

comportamento dos isolados face a vários agentes antimicrobianos usados em 

terapêutica humana e/ou animal. Os resultados obtidos indicam que as amostras de 

aves estão frequentemente contaminadas com Salmonella (60%), principalmente dos 

serótipos S.Enteritidis e S.Hadar, Listeria spp. (100%) e L.monocytogenes (41%). Foi 

aplicado um método de PCR multiplex para identificação das espécies de Listeria, que 

se mostrou em total conformidade com o método convencional de identificação 

bioquímica, para além de ser mais rigoroso, mais rápido e menos trabalhoso. 

Adicionalmente, verificou-se também uma elevada frequência de isolados de 

Salmonella (75%), Listeria spp. (84%) e L.monocytogenes (73%) resistentes a um ou 

mais agentes antimicrobianos de vários grupos. Salienta-se a resistência à 

enrofloxacina e à clindamicina em isolados de L.monocytogenes e a proporção de 

Listeria spp. multiresistentes (30%), nomeadamente Linnocua (44%) e 

L.monocytogenes (23%). Em isolados de Salmonella a resistência ao ácido nalidíxico 

e à enrofloxacina foi a mais frequente e verificou-se uma menor incidência de isolados 

de S.Enteritidis resistentes e multiresistentes relativamente a S.Hadar. Foi também 

relevante, a associação da resistência à amoxicilina a plasmídeos conjugativos em 

cinco isolados de Salmonella. 

Os resultados do presente estudo mostram que as aves podem ser um veículo 

potencial de infecções de origem alimentar causadas por estirpes de Salmonella e 

L.monocytogenes resistentes a agentes antimicrobianos. É sugerida a necessidade de 

intervenções no âmbito da saúde pública, com vista à educação dos consumidores em 

segurança alimentar e ao controlo do uso de antibióticos em produção animal para 

prevenir a ocorrência de estirpes resistentes nos animais e subsequentemente nos 

humanos. Assim, é importante avaliar a incidência de bactérias patogénicas 

zoonóticas em alimentos de origem animal e estudar a susceptibilidade a agentes 

antimicrobianos utilizados em terapêutica humana e/ou animal. 
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Abstract 

Salmonella and Listeria monocytogenes have been recognised as emerging 

foodborne pathogens, being poultry products frequent vehicles of transmission. In 

addition, the widespread use of antibiotics in intensive food animal production may 

have caused these bacteria to become more and more resistant to antimicrobial 

agents. 

In this work, the incidence of Salmonella and L.monocytogenes in poultry of 

national origin available for consumers and the susceptibility to antimicrobial agents 

allowed for human or animal therapeutics were evaluated. The results show that 

poultry samples are frequently contaminated with Salmonella (60%), especially 

S.Enteritidis and S.Hadar, Listeria spp. (100%) and L.monocytogenes (41%). A 

multiplex PCR method was used for identification of Listeria species, showing total 

conformity with the conventional method of biochemical identification, and proved to be 

more reliable, faster and less arduous. In addition, a high frequency of Salmonella 

(75%), Listeria spp. (84%) and L.monocytogenes (73%) isolates were resistant to one 

or more antimicrobial agents of different groups. It is worth pointing out the resistance 

to enrofloxacin and clindamycin of L.monocytogenes isolates and the multiresistant 

Listeria spp. (30%), including L.innocua (44%) and L.monocytogenes (23%) isolates. In 

Salmonella isolates the highest frequency of resistance was to nalidixic acid and 

enrofloxacin, and S.Enteritidis isolates were less resistant and multiresistant than 

S.Hadar. The association of amoxicillin resistance to conjugative plasmids of five 

Salmonella isolates was also relevant. 

The results of the present study show that poultry could be a potential vehicle of 

foodborne infections due to strains of Salmonella and L.monocytogenes resistant to 

antimicrobial agents. This suggests the need for public health interventions in order to 

make consumers aware of food safety and to control the use of antibiotics in animal 

production to prevent the occurrence of resistant strains in food animals and 

subsequently in humans. Thus, it is important to evaluate the incidence of zoonotic 

pathogens in food of animal origin and to test for susceptibility to antimicrobial agents 

allowed for human or animal therapeutics. 
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Introdução Doenças transmitidas por alimentos 

I) Introdução 

1) Doenças transmit idas por al imentos 

As doenças de origem alimentar apresentam-se largamente difundidas e têm um 

grande impacto nas populações, quer de países em vias de desenvolvimento, quer de 

países desenvolvidos, de tal modo que produzir alimentos seguros continua a ser um 

problema de saúde pública em todo o mundo, apesar dos grandes avanços tecnológicos 

(Tauxe, 1997; Kaferstein e Abdussalam, 1999). Adicionalmente às implicações na saúde 

(morbilidade e mortalidade), particularmente entre crianças, idosos e outros grupos 

susceptíveis, estão associados a estas doenças custos económicos substanciais 

(Notermans e Hoogenboom-Verdegaal, 1992; Mossel ef ai, 1995). 

Os dados estatísticos disponíveis confirmam que tem ocorrido um aumento 

significativo na incidência de doenças transmitidas por alimentos durante as últimas décadas 

(Sockett, 1993; Mossel et ai, 1995; Schmidt, 1998; Kaferstein e Abdussalam, 1999). Apesar 

da melhoria dos sistemas de registo, estes ainda são muito limitados, de modo que os 

dados continuam provavelmente a representar apenas uma fracção do número real de 

casos, sendo difícil fazer uma estimativa da sua verdadeira incidência (WHO, 1992; Sockett, 

1993; Mossel et ai, 1995; Schmidt, 1998). Estima-se que apenas 1 a 10% dos incidentes 

que ocorrem sejam registados (Notermans e Hoogenboom-Verdegaal, 1992; WHO, 1992; 

Mossel et ai, 1995; Schmidt, 1998). 

Na origem destas doenças pode estar uma grande diversidade de agentes, quer 

biológicos (bactérias e toxinas bacterianas, parasitas, vírus, toxinas em animais e plantas, 

fungos e micotoxinas), quer químicos (contaminantes e resíduos) (Notermans e 

Hoogenboom-Verdegaal, 1992; Roberts, 1993; WHO, 2000a). No entanto, as causas mais 

comuns são provavelmente microrganismos, especialmente bactérias (Notermans e 

Hoogenboom-Verdegaal, 1992; Roberts, 1993; Sockett, 1993). 

De acordo com os dados disponíveis, as doenças de origem alimentar mais comuns 

incluem a salmonelose, a campilobacteriose e as intoxicações causadas por Staphylococcus 

aureus, Bacillus cereus e Clostridium perfringens (Sockett, 1993; Mossel et al, 1995). 

Actualmente, são considerados emergentes e associados aos alimentos microrganismos 

como Salmonella Enteritidis1 e outras Salmonella resistentes aos agentes antimicrobianos2, 

1 Neste trabalho vai ser utilizada a nomenclatura proposta pelo CDC baseada em recomendações da OMS para 
os membros do género Salmonella, isto é, a seguir ao género o nome dos serótipos começa por letra maiúscula 
e aparece sem itálico (Brenner et ai, 2000). 
2 Neste trabalho os termos "agente antimicrobiano" e "antibiótico" são usados com o mesmo significado, ou seja, 
qualquer substância de origem natural, semi-sintética ou sintética capaz de destruir um microrganismo ou de 
impedir o seu crescimento (WHO, 1997). 
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Campylobacter jejuni, Escherichia coli 0157:H7, Vibrio vulnificus, novas estirpes de Vibrio 

cholerae, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Cyclospora cayetanensis e 

Cryptosporidium (Notermans e Hoogenboom-Verdegaal, 1992; Tauxe, 1997; Slutsker et ai, 

1998; Kaferstein e Abdussalam, 1999). 

Actualmente, estas infecções e intoxicações de origem alimentar agudas são uma 

preocupação para os governos e para a indústria alimentar muito maior do que algumas 

décadas atrás, pois os factores que contribuem para a emergência destas doenças 

continuam a aumentar (Mossel et ai, 1995; Slutsker et ai, 1998). Além disso, é provável que 

a segurança alimentar receba ainda mais atenção no século XXI, especialmente porque 

algumas alterações globais, já em progresso, parecem ter predominantemente efeitos 

adversos neste campo, ou seja irão contribuir para o aumento destas doenças (Kaferstein e 

Abdussalam, 1999). O crescimento da população mundial e a migração, o uso difundido de 

antibióticos, o aumento do número de pessoas com maior susceptibilidade, a globalização 

do comércio alimentar, as alterações na produção dos alimentos, as alterações no estilo de 

vida, as alterações ambientais e a adaptação dos microrganismos são alguns dos factores 

responsáveis pela emergência das doenças infecciosas, particularmente das transmitidas 

por alimentos (Notermans e Hoogenboom-Verdegaal, 1992; Slutsker et ai, 1998; Kaferstein 

e Abdussalam, 1999; Osterholm, 2000). 

A necessidade de produção em grande escala de animais de criação conduziu a 

uma grande proporção desses animais portadores de microrganismos patogénicos para o 

Homem (Mossel et ai, 1995). Assim, muitas bactérias patogénicas transmitidas por 

alimentos têm reservatórios em animais de criação saudáveis, a partir dos quais se 

difundem para uma grande variedade de alimentos (Tauxe, 1997). As práticas intensivas 

aplicadas à produção de aves contribuem para que estas sejam veículos importantes de 

vários agentes etiológicos de doenças transmitidas por alimentos, como mostram os registos 

dos USA revistos por Bryan e Doyle (1995) e como demonstram os dados epidemiológicos 

mais recentes referentes a países europeus em que os produtos avícolas continuam a ser 

um dos veículos mais frequentemente registados (WHO, 2000a). 

Tal como foi referido atrás, quer a salmonelose, quer a listeriose, são duas infecções 

associadas ao consumo de alimentos contaminados, incluindo aves. Pelo elevado número 

de casos causados por Salmonella e pela gravidade das infecções por (..monocytogenes, 

podemos considerar estes dois agentes etiológicos de doenças transmitidas por alimentos 

como dos mais importantes que actualmente atingem os países industrializados. Além disso, 

muitos dos patogénicos zoonóticos emergentes, incluindo Salmonella e L.monocytogenes, 

estão a tornar-se cada vez mais resistentes a agentes antimicrobianos, principalmente 

devido ao uso difundido de antibióticos nos reservatórios animais (Tauxe, 1997). 
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1.1) Salmonelose 

1.1.1) Dados epidemiológicos 

Nos últimos anos, de acordo com os registos epidemiológicos disponíveis, 

Salmonella "não tifóide" continua a ser o principal microrganismo patogénico transmitido por 

alimentos. As salmoneloses têm sido assim um problema grave de saúde pública, apesar da 

taxa de mortalidade ser baixa, pois são uma doença de origem alimentar frequente em 

muitos países (Humphrey et ai, 1988; Sockett, 1993; D'Aoust, 1994; Bryan e Doyle, 1995; 

Mossel era/, 1995; D'Aoust, 1997). 

Na Europa, os dados do Programa de Vigilância da OMS (WHO Surveillance 

Programme for Control of Foodborne Infections and Intoxications in Europe) indicam 

Salmonella como o agente etiológico predominante das doenças transmitidas por alimentos 

durante os últimos anos (WHO, 1992; Schmidt, 1998; WHO, 2000a), sendo responsável por 

84,5% de todos os surtos em que foi identificado um agente (Schmidt, 1998). Em Portugal, 

de acordo com os estudos de 1987 a 1991 (Novais, 1993) e de 1992 a 1997 (Campos 

Cunha et a/, 1998) as salmoneloses foram as doenças de origem alimentar mais frequentes, 

representando 26,1% e 38,4% do total de surtos. Nos USA, Salmonella também tem sido o 

agente bacteriano de doenças transmitidas por alimentos com etiologia conhecida mais 

frequente, sendo responsável por 42% dos surtos de 1973 a 1987 (Bean e Griffin, 1990), por 

69% entre 1988 e 1992 (Bean er a/, 1997) e por 55% entre 1993 e 1997 (CDC, 2000a). Do 

mesmo modo, em países da América Latina (Estupinan, 1998), no Japão e Coreia (Lee et ai, 

1996) a Salmonella é um dos agentes mais frequentes, apesar de não ser o principal. 

Adicionalmente, durante as últimas décadas a incidência de salmonelose transmitida 

por alimentos aumentou consideravelmente no mundo industrializado atingindo mesmo 

proporções epidémicas em vários países (WHO, 1992; Mishu et ai, 1994; DAoust, 1997; 

Schmidt, 1998), pelo que Salmonella é considerada actualmente uma das bactérias 

emergentes (Notermans e Hoogenboom-Verdegaal, 1992; Tauxe, 1997; Slutsker et ai, 

1998). 

Este aumento na incidência da salmonelose é o resultado de uma combinação de 

vários factores, aliás comuns a outros agentes também considerados emergentes: 

alterações nas práticas de produção animal (produção mais intensiva e maior 

industrialização em todas as fases de produção) e uso de rações, particularmente de origem 

animal, contaminadas com Salmonella; alterações nos hábitos alimentares (mais pessoas 

consomem alimentos de origem animal crus ou mal cozinhados); alterações nas práticas de 

manipulação, armazenamento, distribuição e preparação dos alimentos (alguns 

procedimentos promovem a disseminação e crescimento de Salmonella); produção 
3 
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alimentar mais centralizada e maior comércio internacional de alimentos; aumento da 

população com maior susceptibilidade (Oosterom, 1991; D'Aoust, 1994; Bryan e Doyle, 

1995; Kapperud et a/, 1998). Embora haja actualmente uma melhoria dos sistemas de 

vigilância, os aumentos globais de salmonelose transmitida por alimentos são considerados 

reais, não resultando da progressão nos programas de vigilância e/ou de maiores recursos 

disponíveis para a sua detecção pelas entidades de saúde pública (D'Aoust, 1997). No 

entanto, a incidência real de salmonelose, tal como de outras doenças de origem alimentar, 

é largamente desconhecida devido ao subregisto dos incidentes pelas autoridades de 

vigilância (Mossel et ai, 1995). 

Os factores de risco para salmonelose variam entre os países de acordo com 

padrões culturais, factores climáticos, práticas agrícolas e de produção animal e 

implementação de medidas de controlo e prevenção (Kapperud ef a/, 1998). Por exemplo, 

na Noruega, país onde a incidência é menor do que na maioria dos países europeus, os 

factores que podem justificar esse facto são, para além do clima frio do norte da Europa, a 

produção animal ser menos intensiva do que em muitos países industrializados e 95% dos 

produtos cárneos vendidos a retalho serem de produção nacional (Kapperud ef a/, 1998). 

Os serótipos envolvidos nas infecções alimentares por Salmonella também variam 

geograficamente, mas enquanto alguns mantém o seu papel dominante, outros emergem ou 

diminuem ao longo do tempo (ICMSF, 1996a). Assim, durante décadas S.Typhimurium 

predominou ao causar a maioria dos casos de salmonelose humana, ocorrendo depois nos 

anos 80 um aumento significativo de S.Enteritidis, tomando-se o serótipo dominante até à 

actualidade em muitos países (Sockett, 1993; ICMSF, 1996a; Sakai e Chalermchaikit, 1996; 

Schmidt, 1998). 

Na Europa, os dados registados por vários países relativamente a salmonelose de 

origem alimentar indicam que S.Enteritidis tem sido o serótipo mais frequente (Schmidt, 

1998; WHO, 2000a), com uma participação entre 50 e 90% (Schmidt, 1998). Do mesmo 

modo, em Portugal, S.Enteritidis também foi o agente etiológico mais comum de doenças 

transmitidas por alimentos entre 1987 e 1991 (Novais, 1993) e entre 1992 e 1997 (Campos 

Cunha ef a/, 1998). 

Os dados da rede europeia de vigilância de Salmonella relativamente aos isolados 

humanos mantêm a tendência de S.Enteritidis se sobrepor a S.Typhimurium (Fisher, 1997; 

Fisher, 2000). Além disso, foram esses dois os principais serótipos, como demonstram os 

dados de 1993 a 1995 em que representaram 75% (Fisher, 1997) e os de 2000 em que 

cerca de 80% dos isolados foram S.Enteritidis (66,3%) e S.Typhimurium (13,4%) (Fisher, 

2000). Em Portugal, os dados da vigilância epidemiológica laboratorial indicam também que 

o serótipo S.Enteritidis foi o mais frequentemente isolado de todas as fontes (humanas, 
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animais e alimentares), representando 52,9% entre 1995 e 1998 (INSA, 1999) e 63% em 

1999 (INSA, 2000). O serótipo S.Typhimurium foi o segundo mais isolado, correspondendo a 

17,4% das estirpes isoladas entre 1995 e 1998 (INSA, 1999) e a 15,8% em 1999 (INSA, 

2000). 

Nos USA, foi em 1990 que pela primeira vez S.Enteritidis se tornou o serótipo mais 

frequentemente registado, ultrapassando S.Typhimurium, e sendo responsável por um 

aumento do número de surtos entre 1985 e 1991 (Mishu et ai, 1994). Nos últimos anos, a 

maioria dos surtos causados por Salmonella continua a ser da responsabilidade de 

S.Enteritidis, 60% entre 1988 e 1992 (Bean et ai, 1997) e 55% entre 1993 e 1997, sendo 

este serótipo também o agente mais frequente de doenças transmitidas por alimentos nesse 

país (CDC, 2000a). 

No entanto, no Canadá a incidência de infecções em humanos por S.Enteritidis 

aumentou apenas ligeiramente nos anos 90, não sendo tão drástica como na Europa e USA, 

onde este serótipo ultrapassou S.Typhimurium e se tornou o mais frequente (Poppe, 1994). 

Os dados registados por Khakhria et ai (1997) relativos a esse país entre 1983 e 1992, 

confirmam este facto, pois o serótipo de Salmonella mais frequentemente isolado de fontes 

humanas e não humanas foi S.Typhimurium, também responsável por grande parte dos 

surtos de origem alimentar. 

O crescimento do comércio internacional de produtos alimentares tem facilitado a 

introdução de novos serótipos de Salmonella dentro das fronteiras geográficas dos países 

importadores (D'Aoust, 1994). Assim, na Europa, para além de S.Enteritidis e 

S.Typhimurium, constata-se que muitos outros serótipos são actualmente isolados de 

humanos, salientando-se S.Hadar (1,8%) e S.Virchow (1,6%), terceiro e quarto em 

frequência (Fisher, 2000). No Canadá, entre 1983 e 1992, S.Hadar foi outro serótipo de 

Salmonella frequentemente isolado de fontes humanas (11,4%) e não humanas (9,9%) 

(Khakhria et ai, 1997). Em Portugal, também vários serótipos de Salmonella são isolados, 

mas com uma frequência muito inferior aos dois principais já referidos (INSA, 1999; INSA, 

2000). Por outro lado, o turismo também tem sido responsável por alguns serótipos terem 

apresentado aumentos na frequência de isolamento em 1999 e 2000 na Europa (Fisher, 

2000). No entanto, por exemplo, na Noruega, em contraste com a situação na maioria dos 

países europeus, cerca de 90% dos casos de salmonelose são adquiridos fora do país 

(casos importados), sendo o nível de infecção local comparativamente baixo, como já foi 

referido (Kapperud ef ai, 1998). Esta situação é semelhante à da Suécia, onde 80 a 85% das 

infecções por Salmonella registadas são adquiridas fora do país (Wierup er a/, 1995). 

Também relativamente aos fagotipos de Salmonella, principalmente de S.Enteritidis, 

se verificam diferenças geográficas (Rodrigue er ai, 1992; Sockett, 1993). Assim, no Canadá 
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e USA, os fagotipos (PT) de S.Enteritidis mais isolados de humanos e responsáveis pela 

maior parte das infecções foram PT 8 seguido por PT 13 e PT 13a (Rodrigue et a/, 1992; 

Poppe, 1994; Mishu era/, 1994; Khakhria eia/, 1997). Em contraste, na Europa os fagotipos 

mais frequentes são PT 4 e PT 1 (Sockett, 1993). No Reino Unido, a epidemia de 

S.Enteritidis tem sido causada predominantemente pelo fagotipo 4 (Ward et ai, 2000), 

responsável pela maioria dos casos de salmonelose (Threlfall er a/, 1997a). Também em 

Itália, a maioria dos surtos causados por S.Enteritidis entre 1991 e 1994 foram causados por 

PT 4 (64,8%), seguido por PT 1 (14,8%) (Scuderi et ai, 1996). Em Portugal, os principais 

fagotipos de S.Enteritidis de origem humana foram também PT 1 e PT 4 entre 1995 e 1998 

(INSA, 1999). Os dados de 1999 (INSA, 2000) indicam PT 1b e PT 4b à frente de PT 4 e de 

PT1. 

Relativamente aos fagotipos de S.Typhimurium, o DT104 é actualmente o mais 

referido. Por exemplo, no Reino Unido, S.Enteritidis PT 4 é responsável por mais casos de 

salmonelose humana, mas desde 1992 que S.Typhimurium DT104, sendo a maior parte 

multiresistente, constitui a segunda estirpe de Salmonella mais frequentemente isolada de 

casos de gastroenterite (Threlfall er ai, 1997a). O' Brien et ai (2000) referem mesmo que 

entre 1999 e 2000 o número de casos de infecção com essa estirpe multiresistente 

aumentou significativamente em Inglaterra e País de Gales. Em Portugal, os principais 

fagotipos de S.Typhimurium isolados de salmoneloses humanas foram entre 1995 e 1998 

também o 104 (INSA, 1999) e em 1999 o U302 e o 104 (INSA, 2000). 

1.1.2) Salmonella em aves 

Salmonella é um microrganismo largamente difundido no ambiente, mas são os 

animais os maiores reservatórios desta bactéria. Reside no tracto intestinal dos animais 

colonizados, podendo ser encontrada nas fezes de quase todos, incluindo aves (Oosterom, 

1991; Notermans e Hoogenboom-Verdegaal, 1992; ICMSF, 1996a; D'Aoust, 1997). 

Assim, os alimentos de origem animal, incluindo as aves, são uma das principais 

fontes de microrganismos patogénicos, incluindo Salmonella (Humphrey et al, 1988; 

Oosterom, 1991; Roberts, 1993; Bryan e Doyle, 1995; Mossel et al, 1995; ICMSF, 1996a; 

Headrick e Tollefson, 1998). É de salientar que, em Portugal, os produtos avícolas (ovos e 

carne de aves) foram responsáveis por 80% dos isolamentos de Salmonella nos alimentos 

em 1999 (INSA, 2000) e por 41% entre 1995 e 1998 (INSA, 1999). Relativamente às 

estirpes de Salmonella dos animais, verificou-se que 87% dos isolamentos entre 1995 e 

1998 (INSA, 1999) e 83,5% em 1999 (INSA, 2000) foram efectuados em aves. 

Genericamente, a prevalência de Salmonella em aves varia muito com os estudos, como se 

verifica na revisão de Bryan e Doyle (1995) onde a percentagem varia entre os 2 e os 100%. 
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A ocorrência de Salmonella regista-se não só durante o processamento das aves, mas 

também nas carcaças de aves vendidas a retalho, indicando a distribuição largamente 

difundida desta bactéria (Bryan e Doyle, 1995). 

A ocorrência de Salmonella no ambiente, juntamente com práticas intensivas 

aplicadas à produção animal, tem contribuído para a prevalência desta bactéria na cadeia 

alimentar, particularmente em aves, e consequentemente para o risco de aquisição de 

salmonelose (DAoust, 1992; Bryan e Doyle, 1995). Assim, em muitos países, os produtos 

de origem animal, incluindo aves e derivados, são os veículos mais frequentemente 

implicados em surtos de doenças transmitidas por alimentos, particularmente salmonelose 

(Oosterom, 1991; WHO, 1992; Sockett, 1993; Bryan e Doyle, 1995; Schmidt, 1998; WHO, 

2000a). Além dos ovos e derivados, as carnes de peru e frango são frequentemente 

identificadas como veículos em surtos desta etiologia (ICMSF, 1996a; Uyttendaele et ai, 

1998), como demonstram Bryan e Doyle (1995) na revisão sobre este tema. Em Portugal, os 

dados disponíveis indicam que os alimentos com ovos (Novais, 1993) e as refeições 

cozinhadas (Campos Cunha et ai, 1998), com diferentes componentes, incluindo carne, 

foram os alimentos mais frequentemente envolvidos em surtos causados por S.Enteritidis. 

Excepcionalmente na Noruega, não se demonstrou associação estatisticamente significativa 

entre salmonelose humana e o consumo de produtos nacionais, incluindo aves e ovos, 

sendo o único factor associado com risco aumentado de salmonelose o consumo de aves 

adquiridas noutros países (Kapperud et ai, 1998). Adicionalmente, embora a maioria dos 

casos de salmonelose seja de origem alimentar, o contacto directo com aves, 

nomeadamente pintos e patos, também tem estado na origem de vários surtos ocorridos nos 

USA (CDC, 1997; CDC, 2000b). 

Para além dos surtos e casos registados, outro aspecto que contribui para as aves 

serem consideradas um veículo importante de transmissão de salmonelose humana é o 

facto dos serótipos de Salmonella isolados de aves serem semelhantes aos isolados em 

humanos, como tem sido documentado em vários estudos. Assim, em Portugal, entre 1995 

e 1998 (INSA, 1999), S.Enteritidis foi o serótipo mais frequentemente isolado de humanos 

(65,4%), ovos (98,6%) e carne de frango (65%). Os dados nacionais referentes a 1999 

mostram a mesma tendência, ou seja, S.Enteritidis foi o principal serótipo em isolados 

humanos (70,6%), aves (73,8%), ovos (93,5%) e carne de frango (55%) (INSA, 2000). No 

nosso país, já entre 1986 e 1989 se tinha verificado que em aves predominava o serótipo 

S.Enteritidis, relativamente aos outros serótipos isolados (WHO, 1992). Em Itália, no estudo 

de Scuderi et ai (1996) entre 1991 e 1994, os surtos associados com aves foram causados 

apenas por Salmonella do serótipo Enteritidis, principal responsável pelos surtos, e não por 

S.Typhimurium ou outros. Na Tailândia, os resultados do estudo de Sakai e Chalermchaikit 

(1996) mostram um aumento simultâneo de S.Enteritidis em isolados humanos e em carne 
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de frango nos últimos anos, sugerindo que o aumento de casos humanos deve estar 

associado com o consumo de aves, e não com outros alimentos onde os isolamentos deste 

serótipo continuam a não ser significativos. As razões para o aumento da prevalência de 

S.Enteritidis em humanos são provavelmente multifactoriais, no entanto, as investigações 

sugerem que esse aumento esteja associado com o consumo de aves, consideradas uma 

das principais fontes da infecção (Poppe, 1994; Sakai e Chalermchaikit, 1996). 

Actualmente, alguns autores sugerem mesmo que um dos factores responsáveis 

pelo início da emergência de S.Enteritidis em humanos pode ter sido a erradicação de 

S.Gallinarum das aves, o que terá facilitado a circulação de estirpes de S.Enteritidis 

(Baumler ef a/, 2000; Rabsch et ai, 2000). Pela análise retrospectiva de dados 

epidemiológicos dos USA, Reino Unido e Alemanha observa-se que existe uma relação 

inversa entre a incidência de infecções por S.Gallinarum nas aves e as infecções humanas 

por S.Enteritidis, o que permite colocar a hipótese de S.Enteritidis ter ocupado o nicho 

ecológico deixado vago pela erradicação do serótipo S.Gallinarum (biovars Gallinarum e 

Pullorum) das aves (Baumler et ai, 2000; Rabsch et ai, 2000). O facto de S.Gallinarum e 

S.Pullorum serem patogénicas para as aves e causarem altas taxas de mortalidade e, por 

isso, causadoras de grandes danos económicos na indústria de aves, conduziu ao 

estabelecimento de programas para eliminação destes agentes (ICMSF, 1996a, Baumler et 

ai, 2000). Antes desta situação ocorrer as aves colonizadas por S.Gallinarum estavam 

imunizadas contra S.Enteritidis, pois partilham o mesmo antigénio de superfície 09, 

evitando-se que S.Enteritidis circulasse nos bandos (Baumler et ai, 2000; Rabsch et ai, 

2000). Por outro lado, a prevalência de S.Typhimurium nas aves não foi afectada pela 

eliminação de S.Gallinarum, pois estes serótipos possuem antigénios diferentes, o que está 

de acordo com o facto da incidência de infecções por S.Typhimurium se ter mantido 

relativamente constante (Baumler et ai, 2000; Rabsch et a/, 2000). Assim, a análise feita 

pelos autores sugere que S.Gallinarum, antes de ser erradicada no início do séc. XX, foi 

capaz de excluir por competição S.Enteritidis dos bandos de aves (Rabsch et ai, 2000). 

Embora os serótipos que se estabeleceram nas aves não causem doença nesses 

animais, as aves tornaram-se reservatório, sendo por isso fontes mais importantes de 

contaminação de alimentos do que as aves doentes que provavelmente seriam eliminadas 

durante a inspecção (ICMSF, 1996a). Por exemplo, num período de 8 anos em surtos no 

Reino Unido por S.Enteritidis e S.Hadar associados com perus verificou-se que estas 

bactérias não causaram perdas significativas nesses animais e a taxa de mortalidade foi 

normal, no entanto, as aves estiveram na origem desses surtos, tendo sido o reservatório, 

excretando e transmitindo Salmonella (Payne e Scudamore, 1977). 

Adicionalmente, a relação epidemiológica entre as estirpes de S.Enteritidis de casos 

humanos e aves pode ser provada por fagotipagem ou por outros métodos de tipagem. 
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Assim, frequências similares de isolamento de determinados fagotipos de S.Enteritidis em 

aves e humanos sugerem que estes animais constituem uma importante fonte de infecção 

por S.Enteritidis para os humanos (Poppe, 1994). Por exemplo, em Portugal os fagotipos 

mais frequentes de S.Enteritidis (PT 1b, PT 6a, PT 4b, PT 4 e PT 14b) estão presentes em 

pelo menos três fontes de isolamento (animal, alimento e humano), verificando-se deste 

modo a possibilidade de transmissão dos animais aos alimentos e ao Homem (INSA, 2000). 

Também em Itália, os fagotipos mais frequentes entre 1986 e 1992 foram os mesmos em 

isolados humanos e alimentares, PT 4 seguido pelo PT 1 (Fantasia e Filetici, 1994). Na 

Dinamarca, esses também foram os fagotipos mais comuns em isolados humanos e de 

aves, o que implica as aves como fonte principal de S.Enteritidis em infecções humanas 

nesse país (Brown et al, 1994). 

Ao contrário da Europa, S.Enteritidis PT 4 é raramente isolada de animais ou fontes 

ambientais no Canadá (Poppe, 1994; Khakhria et ai, 1997). No Canadá, entre 1983 e 1992, 

o fagotipo 8 foi o mais comum entre as estirpes humanas, animais e outras de S.Enteritidis, 

sendo o PT 13 também frequente em ambas as fontes (Khakhria et a/, 1997). Nos USA, o 

fagotipo PT 8 também predominou em isolados humanos e animais, nomeadamente aves 

(58%), podendo significar que existe uma associação epidemiológica entre a infecção por 

S.Enteritidis, as aves e ovos (Rodrigue ef a/, 1992). 

As razões para estas diferenças geográficas relativamente ao predomínio dos 

fagotipos de S.Enteritidis são desconhecidas. No entanto, Rabsch ef a/ (2000) sugerem que 

podem reflectir o facto de que quando este serótipo foi introduzido nas aves a partir do seu 

reservatório de roedores, diferentes estirpes de S.Enteritidis eram endémicas na população 

de roedores na Europa e nos USA. Subsequentemente, as estirpes de S.Enteritidis com 

maior poder de transmissibilidade podem-se ter tornado predominantes nas aves em cada 

continente. 

Ao contrário de S.Enteritidis PT 4 que está praticamente associada com aves e seus 

produtos, a evidência epidemiológica indica que as estirpes de S.Typhimurium DT104 

multiresistentes estão largamente distribuídas por uma variedade de diferentes produtos de 

origem animal, incluindo gado bovino, ovino, suino e também aves (frangos e perus), 

reforçando a ideia de múltiplos veículos alimentares estarem envolvidos na transmissão 

desta estirpe (Threlfall et ai, 1996). O gado bovino é o principal reservatório de 

S.Typhimurium DT104 multiresistente, mas, desde 1993, DT104 tornou-se a estirpe 

predominante de S.Typhimurium em outros animais, incluindo aves, para além de ser a 

segunda estirpe de Salmonella mais frequentemente isolada de casos de gastroenterite no 

Reino Unido (Threlfall era/, 1997a). 

Na última década, o consumo de aves têm aumentado o que conduziu a um 

crescimento acelerado da indústria de aves, como é demonstrado pelos dados da 
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Comunidade Europeia relativos ao período de 1990 a 1998 em que a produção e consumo 

de aves aumentou significativamente em todos os países (MHR Viandes, 2001). Por outro 

lado, a tendência na Comunidade Europeia foi para a produção e consumo de aves 

aumentar também em relação a outras carnes (MHR, Viandes, 2001). Assim, uma vez que 

as aves são consideradas o principal reservatório de Salmonella é possível que o aumento 

de isolamento de Salmonella em humanos possa ser atribuído ao aumento do consumo de 

carne de aves (Rusul er a/, 1996). Segundo Bean e Griffin (1990), o facto da proporção de 

surtos de Salmonella associados com frangos e ovos ter aumentado gradualmente pode ser 

associada com o facto da disponibilidade de aves per capita também ter aumentado, ou 

seja, os hábitos alimentares dos consumidores também podem explicar o aumento de surtos 

associados com aves. 

1.1.3) Fontes de contaminação das aves com Salmonella 

Os riscos microbianos ao longo da cadeia de produção de aves, ocorrem desde a 

incubação dos ovos no local de produção até ao consumidor, como resultado da 

contaminação, sobrevivência e crescimento de microrganismos patogénicos, 

particularmente Campylobacter e Salmonella (Bryan e Doyle, 1995). 

As aves de capoeira são contaminadas com Salmonella a partir de várias fontes nos 

locais de produção (Figura 1). Assim, a contaminação pode ocorrer directamente pelos 

ovos infectados dos seus progenitores (contaminação fecal do ovo ou transmissão directa 

no ovário), ou após o nascimento o tracto intestinal pode ficar colonizado com Salmonella 

adquirida a partir do ambiente ou da alimentação (Bryan e Doyle, 1995). Assim, a infecção 

das aves pode ocorrer pela via vertical, isto é, a partir dos bandos infectados para a 

descendência, ou pela via horizontal, isto é, pelo ambiente, incluindo vectores animais, ou 

alimentos (Humphrey er ai, 1988; Notermans e Hoogenboom-Verdegaal, 1992; D'Aoust, 

1997). As aves de produção industrial são susceptíveis à contaminação por Salmonella a 

partir de muitas fontes e a sua persistência nos aviários, durante longos períodos de tempo 

e por consecutivas gerações de aves, explica a alta incidência nestes animais (Poppe et a/, 

1991b; Irwinera/, 1994). 

Os bandos de aves comerciais estão mais susceptíveis a colonização com 

Salmonella, especialmente durante as primeiras semanas de vida, pois nesta fase a 

competição microbiana com bactérias comensais do intestino é pequena (Irwin et ai, 1994). 

Segundo Poppe er ai (1996), menos de 10 células podem infectar 100% dos pintos, mas 106 

só causam doença em apenas 25% de frangos com 8 semanas. A colonização intestinal e 

contaminação de outras partes do corpo (ex. penas) são favorecidas pela produção 

intensiva, onde o facto de muitas aves serem mantidas juntas no mesmo local conduz à 
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Figura 1: Ciclo de Salmonella na cadeia de produção de aves. Adaptado de Evans ef a/ (1999). 
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difusão de Salmonella entre as aves de um bando ou de bando para bando (Humphrey et 

ai, 1988; Bryan e Doyle, 1995). 

As rações são também uma fonte importante de Salmonella para os animais e para o 

ambiente de produção (Humphrey et ai, 1988; Bryan e Doyle, 1995; ICMSF, 1996a), como 

revelam os resultados de vários estudos (Poppe et ai, 1991b; Poppe et ai, 1991a; Irwin et ai, 

1994). A contaminação das rações pode ser de origem ambiental, por exemplo, por vectores 

animais, como por outro lado, o uso de detritos de animais para fabrico de rações também 

conduz à difusão e manutenção de estirpes patogénicas nos seus reservatórios animais 

(Fransen et ai, 1996; Haapapuro et ai, 1997). No estudo de Fransen ef ai (1996), Salmonella 

estava presente nos detritos orgânicos resultantes do processo de abate de aves e suínos e 

do processamento da sua carne em todos os matadouros estudados. Este facto reveste-se 

de extrema importância, na medida em que a reciclagem destes materiais sem adequada 

descontaminação envolve uma considerável intensificação dos ciclos de transmissão de 

Salmonella no ambiente, e aumenta indirectamente os riscos de salmonelose humana 

(Oosterom, 1991). 

Algumas estirpes de Salmonella quando ingeridas pelas aves localizam-se no tracto 

intestinal que passam a colonizar sem causar doença, sendo eliminadas nas fezes para o 

ambiente de produção (Humphrey et ai, 1988). Assim, as aves podem ser portadoras de 

Salmonella no tracto intestinal, mas como geralmente não apresentam sintomas de doença, 

estes animais passam na inspecção sanitária (Oosterom, 1991), no entanto, a presença de 

Salmonella no intestino, pele, penas e patas vai causar contaminação das carcaças durante 

o abate e processamento (Humphrey eí ai, 1988; Kotula e Pandya, 1995). Durante o abate, 

a difusão do conteúdo intestinal pode contaminar a superfície das carcaças, de modo que 

nas fases subsequentes pode ocorrer contaminação extensiva da carne e produtos cárneos 

a partir da superfície (Oosterom, 1991). 

Assim, as aves contaminadas com Salmonella no local de produção contribuem para 

a difusão dessas bactérias no ambiente de processamento podendo ocorrer transferência 

entre as aves durante o transporte para o matadouro e entre as carcaças e porções durante 

o processamento (Humphrey et ai, 1988; Bryan e Doyle, 1995). Nestes locais, as carcaças 

passam por uma série de operações onde podem sofrer contaminação a partir do ambiente, 

equipamento, utensílios e mãos dos trabalhadores e contaminação cruzada com outras aves 

(Humphrey et al, 1988; Bryan e Doyle, 1995; ICMSF, 1996a). 

As fases de escaldão, depenagem, evisceração e refrigeração são os pontos 

principais onde pode ocorrer difusão de Salmonella, nomeadamente por contaminação 

cruzada a partir do tracto intestinal ou do material fecal das patas e penas (Humphrey et ai, 

1988; Bryan e Doyle, 1995; ICMSF, 1996a). Assim, a água usada para o escaldão estar 

altamente contaminada (75% das amostras positivas para Salmonella) e a água de lavagem 
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das carcaças após depenagem (50% amostras positivas) foram razões referidas por 

Carraminana et ai (1997) para o aumento da prevalência de Salmonella durante o 

processamento. A contaminação cruzada pode difundir a bactéria para carcaças não 

contaminadas, continuando a contaminação nas fases subsequentes do processamento 

(ICMSF, 1996a). Por exemplo, no estudo de Carraminana et ai (1997), alguns serótipos 

encontrados nas fezes dos animais foram também detectados nos produtos finais, o que 

indica contaminação com a população microbiana das fezes da própria ave, mas o inverso 

também ocorreu, serótipos nas carcaças ausentes nas fezes, indicando contaminação 

cruzada entre diferentes lotes. Uma vez que as operações de processamento das aves têm 

como objectivo a rapidez e o lucro, podendo ser a prevenção da contaminação cruzada de 

menor importância, a incidência de Salmonella em carcaças frequentemente excede a do 

animal vivo no momento do abate (Humphrey et ai, 1988; Bryan e Doyle, 1995). 

A difusão de Salmonella a partir de aves continua nos locais de venda a retalho 

(mercados, talhos) e nas cozinhas, incluindo nas casas dos consumidores. Os riscos de 

infecção com Salmonella são elevados se estes alimentos forem preparados 

inadequadamente, ou seja, consumidos crus ou mal cozinhados (sobrevivência da bactéria), 

manipulados inadequadamente (contaminação cruzada) ou deixados sem refrigeração 

várias horas (multiplicação da bactéria) (Boer e Hahné, 1990; Oosterom, 1991; Bryan e 

Doyle, 1995). Por exemplo, nos USA entre 1993 e 1997, os factores que nas práticas de 

preparação de alimentos mais frequentemente estavam implicados em surtos de doenças 

veiculadas por alimentos foram a temperatura de manutenção e a confecção inadequada 

dos alimentos (CDC, 2000a). 

Das aves mais utilizadas para alimentação, o peru e o frango são veículos 

importantes de Salmonella a partir do produto cru contaminado, no caso do peru porque 

sendo um produto de grandes dimensões requer muito tempo para descongelar, cozinhar, 

arrefecer e reaquecer e, no caso do frango porque muitas vezes é sujeito a confecção 

inadequada e refrigeração imprópria (Bryan e Doyle, 1995). No entanto, muitas vezes as 

infecções estão relacionadas com contaminação cruzada a partir destas carnes para 

alimentos já cozinhados ou que se consomem sem mais tratamento, como pão, saladas e 

frutas, e com outros alimentos que foram contaminados nos locais de venda a retalho (ex. 

talhos) e até durante a manipulação das carnes, por exemplo nos churrascos (Oosterom, 

1991). No estudo de Bóer e Hahné (1990) verificou-se que Salmonella foi facilmente 

transferida a partir de frangos crus para tábuas de corte, pratos e mãos, sendo também 

detectada em vegetais crus e frango cozinhado que estiveram em contacto com pratos onde 

tinha estado o frango cru. 
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1.1.4) Prevenção e controlo na cadeia de produção de aves 

Devido à natureza disseminada da Salmonella e aos ciclos de transmissão entre o 

ambiente, animais e Homem, parece improvável que esta bactéria possa ser erradicada do 

local de produção das aves e assim estar ausente nas carcaças (Humphrey ef a/, 1988; 

Oosterom, 1991; Uyttendaele et ai, 1998). Embora a produção e processamento destes 

produtos se tenha tornado progressivamente mais eficiente, essas melhorias não terão tido 

efeitos benéficos na redução deste patogénico nas carcaças (Humphrey eí a/, 1988). 

Assim, várias recomendações e programas para eliminar Salmonella da cadeia de 

produção de aves até à preparação em casa têm sido estabelecidos (Oosterom, 1991; 

Bryan e Doyle, 1995; Mossel eí a/, 1995; Uyttendaele et ai, 1998). Para resolver o problema 

da salmonelose, as medidas devem ser tomadas simultaneamente em vários níveis: 

produção animal, abate e processamento da carne e preparação final na cozinha 

(manipuladores e consumidores), ou seja, é necessário cooperação entre produtores de 

animais, produtores de rações, matadouros, talhos, manipuladores e consumidores, tendo 

em vista uma estratégia global (Oosterom, 1991; Sinell, 1995). 

A redução da incidência de Salmonella para níveis mais aceitáveis passa em 

primeiro lugar pelo estabelecimento de medidas para controlar os ciclos de infecção no local 

de produção. Isto é, para produção de animais isentos de Salmonella, estes devem ser 

mantidos sob condições livres deste e de outros patogénicos, tais como: mais higiene 

nesses locais, uso de rações e água não contaminadas, controlo de insectos, roedores e 

aves selvagens e evitar a difusão de detritos das aves no ambiente (Humphrey et ai, 1988; 

Oosterom, 1991; Mossel et ai, 1995; Sinell, 1995; Headrick e Tollefson, 1998). 

Adicionalmente, para prevenir a colonização das aves por bactérias patogénicas 

surgiu o conceito de "exclusão competitiva", baseado na competição bacteriana que ocorre 

naturalmente no intestino. Como nos sistemas de produção intensiva o desenvolvimento de 

uma população microbiana intestinal protectora está atrasado porque os animais jovens são 

logo separados dos animais adultos, é fundamental fornecer a esses novos animais uma 

população microbiana intestinal característica dos animais adultos e que possa competir 

com os microrganismos patogénicos (Schneitz et ai, 1992; Sinell, 1995; Headrick e 

Tollefson, 1998). Esta estratégia foi planeada para substituir o que ocorre na Natureza, uma 

vez que nas quintas modernas as galinhas e os pintos não são mantidos juntos, não 

havendo passagem para estes da população microbiana intestinal própria da espécie 

(Stephenson, 1998). O tratamento pela "exclusão competitiva" pode ser administrado às 

aves de vários modos: pela ração, pela água ou através de nebulização dos próprios 

animais, e vem já sendo testado na Europa há alguns anos (Schneitz et ai, 1992). Em Março 

de 1998 a FDA aprovou um spray anW-Salmonella para frangos, constituído por uma mistura 
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de bactérias comensais, de modo a contribuir para reduzir o risco desses animais ficarem 

contaminados com Salmonella no local de produção após o nascimento. Se esta prática 

tiver sucesso e for adoptada pelos produtores irá trazer grandes benefícios, não só pela 

diminuição do número de animais reservatórios de bactérias patogénicas, como também vai 

conduzir a uma diminuição da utilização de antibióticos na produção animal (Stephenson, 

1998). 

Outro processo de prevenção seria a vacinação das aves com S.Gallinarum, usando 

uma estirpe viva e atenuada, para de um modo efectivo restaurar o balanço natural, com a 

exclusão de S.Enteritidis pelo competidor natural, que existia antes das estratégias de 

intervenção humana serem introduzidas nas aves (Rabsch et ai, 2000). De facto, muito do 

declínio de casos humanos de S.Enteritidis no Reino Unido desde 1994 foi atribuído à 

vacinação dos bandos contra S.Enteritidis (Ward et ai, 2000). 

Para além da prevenção nos locais de produção, também o transporte dos animais 

para o local de abate deve ser efectuado sob condições adequadas de limpeza e 

desinfecção e causando o menor stress possível, pois o stress aumenta a excreção de 

Salmonella nos animais portadores (Oosterom, 1991). Também a alimentação deve ser 

limitada antes do abate porque o menor volume de estômago e intestino diminui o risco de 

danos durante o abate e evisceração e consequentemente a difusão de bactérias intestinais, 

incluindo Salmonella (Oosterom, 1991). 

São fundamentais estas modificações na produção, transporte e processamento 

para garantir a redução da população microbiana patogénica nas aves antes de serem 

abatidas (Kotula e Pandya, 1995). Assim, se o número de aves portadoras for minimizado, 

as medidas de controlo efectuadas no local de abate e processamento poderão ter mais 

hipótese de diminuir a contaminação das carcaças (Humphrey et ai, 1988). A contaminação 

da carne com Salmonella é causada pela difusão de bactérias a partir do intestino para a 

superfície da carne (Oosterom, 1991). Tendo em conta a grande incidência de bactérias nas 

penas, pele e patas das aves após chegada ao local de processamento é fundamental 

determinar métodos para diminuir a carga microbiana, quer à entrada, quer ao longo do 

processo (Kotula e Pandya, 1995). Por exemplo, os tanques do escaldão e as máquinas de 

retirar penas devem ser mantidas limpas para minimizar a contaminação cruzada da pele 

por bactérias das penas (Kotula e Pandya, 1995). Práticas adequadas de higiene, limpeza e 

desinfecção durante o abate, corte e demais processamento permitem proporcionar aos 

consumidores produtos avícolas mais seguros (Mossel et ai, 1995; Sinell, 1995; Uyttendaele 

et ai, 1998). 

Se todas as medidas, desde produção de animais isentos de Salmonella até 

condições de higiene no abate, não forem possíveis pode ainda ser considerada a 

possibilidade de eliminação de patogénicos da carne por remoção ou destruição destes, 
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incluindo Salmonella, no final do processamento e antes da distribuição para venda a retalho 

(Humphrey et ai, 1988; Oosterom, 1991; Mossel ef ai, 1995). Assim, há autores que 

sugerem a utilização de substâncias químicas (ex. ácido láctico), calor ou radiação ionizante 

para tratamento das carcaças (Humphrey et al, 1988; Oosterom, 1991; Sinell, 1995). 

Adicionalmente, todas as pessoas envolvidas na preparação final dos alimentos, 

manipuladores profissionais e consumidores, devem ser educadas para usar 

procedimentos correctos de manipulação, higiene e de confecção que permitam eliminar o 

potencial risco de infecção (Oosterom, 1991; Kotula e Pandya, 1995; Mossel et ai, 1995; 

Sinell, 1995; Headrick e Tollefson, 1998). A última opção é aumentar os conhecimentos do 

público sobre os riscos microbianos, particularmente os relacionados com manipulação de 

aves, através de campanhas de informação (Humphrey et ai, 1988). Assim, os pontos de 

controlo para assegurar a ausência de Salmonella nos alimentos prontos a comer envolvem: 

um procedimento que assegure a destruição da bactéria em alimentos contaminados, 

especialmente alimentos de origem animal crus, evitar a partir destes a contaminação de 

alimentos já prontos a consumir e manter os alimentos a altas ou baixas temperaturas para 

prevenir o crescimento da Salmonella, no caso dos alimentos que possam já estar 

contaminados (ICMSF, 1996a). 

No entanto, a responsabilidade deste problema não pode ficar apenas no 

consumidor durante a preparação da carne na cozinha, a educação do público deve ser feita 

juntamente com as melhorias na produção animal e no processamento deste tipo de produto 

(Oosterom, 1991; Sinell, 1995). O controlo dos microrganismos patogénicos deve ocorrer 

em todas as etapas de produção, processamento e preparação (Kotula e Pandya, 1995). Foi 

assim que alguns países, como a Suécia, conseguiram não estar envolvidos na epidemia 

mundial de S.Enteritidis, estabelecendo um programa de controlo para evitar a 

contaminação em todas as fases da cadeia de produção de aves, de modo a fornecer ao 

consumidor alimentos sem Salmonella (Wierup ef ai, 1995). Também no Reino Unido, o 

declínio do isolamento de S.Enteritidis PT 4 desde 1997 se deve à implementação de 

práticas para o controlo de Salmonella em aves (Ward et ai, 2000). 

A maioria dos países exige que a Salmonella esteja ausente de produtos alimentares 

prontos a consumir para garantir a sua segurança, no entanto, não existem limites para 

produtos crus. Embora estes possam causar doença, directamente ou indirectamente por 

contaminação cruzada e higiene inadequada na manipulação dos alimentos, a 

contaminação das carcaças de aves cruas com Salmonella não é considerada um risco para 

o consumidor, uma vez que se espera que o alimento seja aquecido o suficiente antes do 

consumo para eliminar este patogénico (Notermans e Hoogenboom-Verdegaal, 1992; 

Uyttendaele et ai, 1998). 
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1.1.5) Características da salmonelose 

Os serótipos de Salmonella não tifóide podem causar doença aguda denominada 

gastroenterite ou enterocolite, cujos sintomas incluem dores abdominais, diarreia, febre e 

arrepios, e às vezes náuseas, vómitos, prostração, anorexia, dores de cabeça e mal estar 

geral. O período de incubação varia de 7 a 72 h, mas mais frequentemente é de 12 a 36h 

após a ingestão do alimento contaminado. A doença é geralmente auto-limitada e com uma 

duração de 2 a 5 dias, mas as pessoas infectadas tornam-se portadoras de Salmonella 

durante algum tempo, geralmente dois a três meses (Bryan e Doyle, 1995; Mossel et ai, 

1995; ICMSF, 1996a; D'Aoust, 1997). 

Por outro lado, para além da doença confinada ao tracto gastrointestinal, as 

infecções humanas com estirpes de Salmonella não tifóide também podem causar infecções 

extraintestinais sistémicas e induzir várias complicações e doenças crónicas (Mossel et ai, 

1995; ICMSF, 1996a; D'Aoust, 1997). As crianças, idosos, mal-nutridos e imunodeprimidos 

são mais susceptíveis a infecções por Salmonella e os efeitos da salmonelose são 

geralmente mais graves (Bryan e Doyle, 1995; Mossel et ai, 1995; D'Aoust, 1997). A 

susceptibilidade a esta infecção depende da idade, não só em humanos, como noutros 

animais (Poppe et ai, 1996). 

A dose infecciosa de Salmonella para causar doença transmitida por alimentos no 

Homem é variável, sendo esta variação dependente da estirpe infectante, de factores 

individuais e também da composição química do alimento ingerido (Notermans e 

Hoogenboom-Verdegaal, 1992; D'Aoust, 1997). Assim, os alimentos líquidos (menor tempo 

de retenção no estômago) ou com alto conteúdo em gordura ou substâncias com poder 

tampão (protegem da acidez gástrica) são os veículos comuns nas situações causadas por 

doses infecciosas baixas (Roberts, 1993; Bryan e Doyle, 1995; ICMSF, 1996a; D'Aoust, 

1997). 

As últimas estimativas efectuadas nos USA para as doenças transmitidas por 

alimentos referem Salmonella não S.Typhi não só como um dos agentes mais frequentes 

dessas doenças, mas também como um dos agentes mais responsáveis por hospitalizações 

e por mortes (Mead et ai, 1999). Relativamente aos dados registados dos surtos destas 

doenças nesse país, S.Enteritidis continua a ser responsável por mais mortes do que 

qualquer outro patogénico alimentar, ocorrendo a maioria em pessoas residentes em lares, 

o que reflecte a gravidade destas infecções nos idosos (Bean et ai, 1997; CDC, 2000a). A 

taxa de mortalidade de salmonelose é baixa (< 1%), mas como existe um grande número de 

casos por ano, o número de mortes é significativo (Mossel et ai, 1995). Assim, embora a 

taxa de mortalidade das salmoneloses seja baixa, a sua elevada prevalência tem causado 

grande impacto social e económico (Humphrey et ai, 1988). Os custos económicos dos 
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casos de salmonelose, nomeadamente os associados com aves, são elevados (Bryan e 

Doyle, 1995). 

O tratamento dos casos não complicados requer apenas suporte terapêutico, como 

substituição de fluídos e electrólitos. O uso de agentes antimicrobianos em tais episódios 

está contra-indicado, pois tende a prolongar o estado de portador e a excreção intermitente 

de Salmonella que frequentemente ocorre após a fase aguda da doença (D'Aoust, 1997). No 

entanto, as salmoneloses transmitidas através da cadeia alimentar podem ocasionalmente 

causar invasão bacteriana dos tecidos e da circulação sanguínea, sendo necessário um 

tratamento eficaz com agentes antimicrobianos, isto é, embora o tratamento antimicrobiano 

não seja recomendado para a gastroenterite causada por Salmonella não tifóide, é indicado 

para as infecções extraintestinais que podem ocorrer (Lee et a/, 1994; Glynn et a/, 1998; 

Parecer 98/C407/02; Tollefson e Miller, 2000; Angulo et a/, 2000). Actualmente, as 

fluoroquinolones e as cefalosporinas de 3a geração são os agentes antimicrobianos 

escolhidos para o tratamento de salmoneloses invasivas em adultos e crianças, 

respectivamente (Angulo et ai, 2000). O uso de outros agentes antimicrobianos, como 

ampicilina, cloranfenicol e trimetoprim/sulfametoxazol, utilizados anteriormente para o 

tratamento desta infecção, está limitado devido à emergência de resistências (Angulo er a/, 

2000). 

1.2) Listeriose 

1.2.1) Dados epidemiológicos 

Na última década, L.monocytogenes estabeleceu-se como um dos mais importantes 

patogénicos transmitidos por alimentos e tornou-se um problema para a indústria alimentar e 

para as autoridades de saúde pública (WHO, 1988; Rocourt, 1996; Rocourt e Cossart, 

1997). Os alimentos são os principais veículos de transmissão desta bactéria patogénica 

constituindo a fonte mais frequente de infecção em humanos (WHO, 1988; Farber e 

Peterkin, 1991; Schuchat et ai, 1991; Schuchat era/, 1992; ICMSF, 1996b; Rocourt, 1996; 

Rocourt et Cossart, 1997). 

Nas doenças transmitidas por alimentos, a listeriose pode ser considerada atípica 

devido à gravidade e à natureza não intestinal dos seus sintomas, à elevada taxa de 

mortalidade e à predilecção por indivíduos imunodeprimidos devido a várias condições 

subjacentes (Rocourt, 1996; Rocourt e Cossart, 1997; Rocourt et ai, 2000). Em contraste 

com outras doenças transmitidas por alimentos, nomeadamente com as salmoneloses, a 

taxa de mortalidade associada com esta doença é elevada o que a torna um grave problema 
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de saúde pública, embora a incidência de listeriose seja baixa (Rocourt e Cossart, 1997; 

Slutsker et ai, 1998), variando de 1,6 a 6 casos por milhão de habitantes (Rocourt et ai, 

2000). Nos USA, de acordo com dados do programa de vigilância implementado em alguns 

estados, a incidência de casos de listeriose registados durante 1993 foi de 4,2 por milhão de 

habitantes (Tappero et ai, 1995), estimando-se actualmente que L.monocytogenes cause 

2500 casos e 500 mortes por ano nesse país (CDC, 2000c). Os dados de vários países 

europeus também mostram que a frequência de listeriose se tem mantido baixa ao longo 

dos últimos anos, comparativamente com outras doenças transmitidas por alimentos, como 

as salmoneloses. Por exemplo, entre 1993 e 1998, o número anual de casos de listeriose 

variou entre 16 e 26 em Espanha, entre 23 e 41 na Dinamarca, entre 29 e 68 em Itália e 

entre 230 e 451 em França (WHO, 2000a). No Reino Unido, entre 1983 e 1996, o número 

anual de casos variou entre 85 e 278, correspondendo a uma incidência de 1,6 a 2,7 de 

casos por milhão de habitantes (CDR, 1997). Relativamente aos dados nacionais do período 

de 1993 a 1998 verifica-se o registo de apenas um incidente de doença transmitida por 

alimentos em que foi isolada L.monocytogenes (WHO, 2000a). 

Nos últimos anos, o impacto da listeriose na saúde pública e na indústria alimentar 

conduziu ao desenvolvimento de investigação para elucidar a epidemiologia desta doença, 

nomeadamente identificação dos factores de risco e de estratégias de controlo adequadas 

para a sua prevenção (Rocourt e Cossart, 1997). Esta situação pode reflectir-se no facto do 

número de casos esporádicos de listeriose ter diminuído significativamente em vários países 

(Rocourt et ai, 2000). Assim, nas áreas sob vigilância nos USA, a incidência de listeriose 

diminuiu substancialmente entre 1989 e 1993, passando de 7,9 para 4,2 casos por milhão 

de habitantes (Tappero eí ai, 1995). Projectando essas taxas para a população americana, 

Tappero er ai (1995) sugerem uma diminuição de 44% dos casos e de 48% das mortes de 

1989 a 1993, correspondendo a um declíneo de 1965 casos e 481 mortes em 1989 para 

1092 casos e 248 mortes em 1993. Também em vários países europeus, tem ocorrido uma 

diminuição como se pode observar pelos dados relativos a França, onde o número anual de 

casos passou de 451 em 1993 para 220-230 entre 1996 e 1998 (WHO, 2000a). 

No entanto, os dados dos sistemas de vigilância existentes em vários países estão 

provavelmente a subestimar a verdadeira incidência desta doença, não se conhecendo qual 

a taxa desse subregisto, apesar desta situação ser menor para a listeriose relativamente a 

outras doenças transmitidas por alimentos, devido à gravidade da doença e à necessidade 

de hospitalização das pessoas afectadas (Rocourt ef ai, 2000). Além disso, a listeriose 

apresenta uma distribuição geográfica limitada, uma vez que é principalmente registada 

pelos países industrializados, sendo a prevalência desconhecida ou baixa em países 

africanos, asiáticos ou sul americanos (WHO, 1988; Rocourt, 1996; Rocourt e Cossart, 

1997; Rocourt er a/, 2000). Não se conhecem as razões desta situação, ou seja, se 
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reflectem diferenças nos padrões de consumo e hábitos alimentares, na susceptibilidade 

dos hospedeiros, no processamento dos alimentos e nas tecnologias de armazenamento ou 

falta de sistemas de vigilância laboratorial (Rocourt, 1996; Rocourt e Cossart, 1997; Rocourt 

eí a/, 2000). 

A emergência da listeriose é o resultado de vários factores que reflectem alterações 

sociais, incluindo: progressos da medicina e consequentes alterações demográficas, tais 

como aumento de indivíduos imunodeprimidos e de idosos; alterações nos sistemas 

primários de produção de alimentos (ex. produção em grande escala), modificações nas 

tecnologias de processamento alimentar, expansão da indústria alimentar e alterações no 

armazenamento (ex. desenvolvimento de sistemas de preservação pelo frio); alterações nos 

hábitos alimentares (desejo dos consumidores por alimentos de conveniência que tenham 

um aspecto de alimentos frescos, possam ser adquiridos prontos a comer, refrigerados ou 

congelados, possam ser preparados rapidamente, e necessitem de pouca confecção antes 

do consumo); alterações nas práticas de manipulação e preparação dos alimentos (Rocourt, 

1996; Rocourt e Cossart, 1997; Rocourt eí a/, 2000). Também a melhoria dos sistemas de 

registo implementados em vários países e um aumento real resultante de exposição mais 

frequente, reflectindo uma maior prevalência de L.monocytogenes no ambiente, incluindo 

alimentos, pode contribuir para a emergência da listeriose (Farber e Harwig, 1996). Assim, 

Lmonocytogenes é também considerada uma das bactérias emergentes (Notermans e 

Hoogenboom-Verdegaal, 1992; Tauxe, 1997; Slutsker eí a/, 1998). 

A serotipagem distingue 13 serótipos diferentes de L.monocytogenes, mas os casos 

de listeriose humana são causados principalmente por apenas três: 1/2a, 1/2b e 4b (Farber 

e Peterkin, 1991; ICMSF, 1996b; Rocourt e Cossart, 1997; Rocourt eí a/, 2000; Norrung, 

2000). Por exemplo, esses três serótipos foram responsáveis por 96% dos casos estudados 

entre 1989 e 1993 nos USA (Tappero eí a/, 1995). No entanto, em todo o mundo, grande 

parte dos surtos e casos esporádicos tem sido associada com o serótipo 4b e só 

ocasionalmente com o 1/2a e 1/2b (Farber e Peterkin, 1991; ICMSF, 1996b; Rocourt e 

Cossart, 1997; Norrung, 2000). Em contraste, os isolados de alimentos pertencem mais 

frequentemente ao serogrupo 1/2 (Rocourt e Cossart, 1997; Norrung, 2000). 

Estando actualmente estabelecida a origem predominantemente alimentar da 

listeriose, não existem estudos que expliquem o facto do serótipo 4b ser responsável pela 

maioria dos casos de listeriose humana e ao mesmo tempo ser raramente detectado nos 

alimentos (Norrung, 2000). Além disso, não foram estabelecidas correlações entre origem 

(humana, animal, alimentar, ambiental), características de tipagem (serótipo, fagotipo, etc) e 

virulência. Assim, todas as estirpes de L.monocytogenes devem ser consideradas 

potencialmente patogénicas para os humanos (Norrung, 2000; Rocourt eí a/, 2000). 
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Adicionalmente, a aplicação de várias técnicas de tipagem, para além da serotipagem, 

permitiu obter mais dados relativamente à epidemiologia da listeriose: parecem não existir 

diferenças geográficas na distribuição das estirpes; não se estabeleceu uma ligação directa 

entre diferentes estirpes e formas clínicas de listeriose; estirpes indistinguíveis foram 

isoladas de casos e dos alimentos suspeitos, o que confirma o papel dos alimentos 

contaminados na listeriose (Rocourt et ai, 2000). 

Actualmente, o género Listeria é constituído por seis espécies: L.monocytogenes, 

L.innocua, L.ivanovii, L.seeligeri, Lwelshimeri e L.grayi (Rocourt e Cossart, 1997). Embora 

as outras espécies de Listeria, para além de L.monocytogenes, não sejam patogénicas para 

o Homem, a sua presença nos alimentos pode ser considerada como um indicador de 

contaminação ambiental (WHO, 1988; McLauchlin, 1996b). No entanto, a presença de 

outras espécies de Listeria nos alimentos pode dificultar a detecção de L.monocytogenes, 

pois, por exemplo, L.innocua cresce mais facilmente do que L.monocytogenes em caldos de 

enriquecimento (Petran e Swanson, 1993; Curiale e Lewus, 1994). No estudo de Curiale e 

Lewus (1994) verificou-se que a detecção de L.monocytogenes está dificultada em presença 

de L.innocua, o que está de acordo com as diferenças na taxa de crescimento das duas 

espécies em meios de enriquecimento. Uma vez que o enriquecimento favorece L.innocua é 

possível que a incidência de L.monocytogenes nos alimentos possa estar subregistada e 

que L.innocua seja mais frequentemente detectada pelos processos convencionais (Petran 

e Swanson, 1993; Curiale e Lewus, 1993). 

1.2.2) Listeria monocytogenes em aves 

L.monocytogenes é uma bactéria patogénica largamente disseminada no ambiente, 

tendo sido isolada do solo, água, esgotos, vegetação, silagem, fezes humanas e de animais 

saudáveis (Farber e Peterkin, 1991; Schuchat et ai, 1991; ICMSF, 1996b; Rocourt e Cossart, 

1997). As suas características ubíquas inevitavelmente resultam na contaminação de 

numerosos produtos alimentares, tendo já sido isolada de uma grande variedade de 

alimentos (Farber e Peterkin, 1991; Rocourt e Cossart, 1997). Também o consumo de 

diversos tipos de alimentos foi associado com surtos e casos esporádicos de listeriose 

(Farber e Peterkin, 1991; Schuchat et ai, 1991; McLauchlin, 1996a). Os alimentos podem ser 

contaminados em qualquer fase da cadeia alimentar, durante a produção ou o 

processamento, particularmente a partir do ambiente (WHO, 1988; Rocourt e Cossart, 

1997). 

Assim, a distribuição disseminada de L.monocytogenes e de outras espécies de 

Listeria na Natureza e a sua associação com animais de criação torna a sua presença em 

carnes, nomeadamente nas aves inevitável (Johnson et ai, 1990; Moreno e Garcia, 1993; 
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Roberts, 1993; Mossel et ai, 1995; Jay, 1996). Listeria spp., incluindo L. monocytogenes, são 

considerados contaminantes frequentes de aves, tal como demonstram os resultados de 

estudos de prevalência revistos por vários autores (Johnson et ai, 1990; Farber e Peterkin, 

1991; Moreno e Garcia, 1993; Jay, 1996; Rocourt e Cossart, 1997). Dependendo do método 

de amostragem, foram encontrados valores de incidência que variam entre 15% a 80% em 

amostras de aves vendidas a retalho (WHO, 1988), sugerindo que estes alimentos 

contaminados são veículos potenciais de listeriose. 

Deste modo, foram já documentados vários casos e surtos de listeriose associados 

com o consumo de aves e derivados (Kerr et ai, 1988; Barnes et ai, 1989; CDC, 1998). O 

primeiro foi um caso de listeriose materno-fetal ocorrido no Reino Unido em 1988, atribuído 

a frango cozinhado refrigerado (Kerr et ai, 1988). O primeiro caso nos USA ocorreu em 1989 

numa mulher imunodeprimida e foi associado com salchichas tipo Frankfurt de peru (Barnes 

et ai, 1989). Mais recentemente, nos USA, foram implicadas várias marcas de cachorro-

quentes (CDC, 1998) e carne de peru (CDC, 2000c) em surtos ocorridos em vários Estados 

desse país. 

Adicionalmente, Schwartz et ai (1988) no estudo epidemiológico conduzido nos USA 

para identificar os factores de risco alimentares para casos esporádicos de listeriose 

verificaram também uma associação da doença com o consumo de cachorro-quentes não 

cozinhados e com frango mal cozinhado, o que prova que estes alimentos podem ser 

possíveis veículos de listeriose. Posteriormente, num segundo estudo epidemiológico foi 

também detectada uma associação entre consumo de frango mal cozinhado e listeriose, 

particularmente entre os indivíduos imunodeprimidos (Schuchat er ai, 1992). Adicionalmente, 

na análise microbiológica dos alimentos inserida nesse estudo, L.monocytogenes foi isolada 

de 31% das amostras de aves colhidas nos frigoríficos de pessoas com listeriose, sendo um 

dos alimentos analisados que apresentou maior incidência desta bactéria (Pinner er ai, 

1992). 

Relativamente aos serótipos, verifica-se que as estirpes de L.monocytogenes 

isoladas de carne e aves pertencem mais frequentemente ao serogrupo 1/2, 

especificamente aos serótipos 1/2a, 1/2b e 1/2c, o que contrasta com o facto da maioria das 

infecções humanas serem causadas por estirpes do serótipo 4b (Johnson er a/, 1990; 

Moreno e Garcia, 1993; Jay, 1996). Estes dados sugerem que a carne e produtos cárneos 

não sejam talvez um veículo importante de transmissão de listeriose humana (Moreno e 

Garcia, 1993), mas segundo Johnson et ai (1990) não se sabe se existe mesmo uma 

diferença na distribuição dos serótipos entre fontes animais/carne e isolados humanos, ou 

se é apenas uma situação artificial resultante do número reduzido de amostras. Além disso, 

salienta-se que estirpes do serogrupo 1/2 também já foram implicadas em casos de 

listeriose (Moreno e Garcia, 1993), como no caso descrito por Barnes et ai (1989) associado 
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com salchichas tipo Frankfurt de peru. Também no estudo de Pinner et ai (1992), mais de 

metade dos casos esporádicos (59%) foram causados por estirpes dos serótipos 1/2a e 

1/2b. 

Lmonocytogenes difere de muitos outros patogénicos transmitidos por alimentos não 

só por ser uma bactéria ubíqua, mas também por ser resistente a várias condições 

ambientais adversas (Rocourt e Cossart, 1997). Esta situação permite que estas bactérias 

possam sobreviver durante longos períodos de tempo em muitos ambientes diferentes, 

incluindo sobreviver a determinados procedimentos de processamento e crescer em 

produtos alimentares durante o armazenamento (Rocourt e Cossart, 1997). 

Uma das propriedades de Lmonocytogenes é ser psicrotrófica, ou seja, tem 

capacidade para sobreviver e proliferar a temperaturas de refrigeração (Farber e Peterkin, 

1991; Schuchat ef a/, 1991; ICMSF, 1996b; Rocourt e Cossart, 1997), como mostram os 

resultados do estudo de Juntilla et ai (1988) em que a temperatura mínima de crescimento 

de Lmonocytogenes foi de 1,1° C. Assim, esta bactéria pode permanecer e crescer em 

alimentos durante o armazenamento no frio, sendo um potencial risco microbiológico para 

vários alimentos refrigerados, incluindo produtos cárneos (Johnson et ai, 1990). Vários 

autores demonstraram a capacidade de L.monocytogenes em proliferar em carnes e aves 

contaminadas a temperaturas de refrigeração (Genigeorgis ef a/, 1989; Glass e Doyle, 1989; 

Pinner ef a/, 1992). É de notar que Listeria spp. crescem particularmente bem em aves 

armazenadas a 4o C (Glass e Doyle, 1989) e que casos esporádicos de listeriose possam 

ser associados com consumo de frango mal cozinhados (Schwartz et ai, 1988). 

Para além do crescimento desta bactéria não ser inibido a temperaturas de 

refrigeração, as superfícies das carnes e aves são substratos óptimos para suportar o 

crescimento de L.monocytogenes após contaminação (WHO, 1988; Farber e Peterkin, 

1991). Além disso, esta bactéria apresenta outras características importantes, pois é 

relativamente tolerante a outras condições ambientais de stress, tais como elevadas 

concentrações de NaCI e baixo pH (Rocourt e Cossart, 1997). 

Nos produtos cárneos é normal a coexistência de várias espécies de Listeria, uma 

vez que os nichos ecológicos se sobrepõem (Johnson ef ai, 1990). Neste tipo de produtos, 

L.monocytogenes e L.innocua são as espécies mais frequentemente registadas, seguido por 

L.welshimeri e L.seeligeri, sendo L.ivanoviia menos detectada (Jay, 1996). 

1.2.3) Fontes de contaminação das aves com L.monocytogenes 

Devido à ocorrência disseminada de L.monocytogenes no ambiente, esta bactéria 

pode contaminar os alimentos em qualquer ponto, desde o local de produção ao consumo 

(WHO, 1988). 
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Sendo Lmonocytogenes isolada de muitos locais do ambiente não é possível excluir 

o local de produção como origem da contaminação de aves. No local de produção, 

alimentos e água contaminados fornecidos aos animais são fontes importantes de 

Lmonocytogenes (Jay, 1996; Ojeniyi ef a/, 1996). A ocorrência de L.monocytogenes num 

ambiente de exploração animal é mesmo empolada no estudo de Skovgaard e Morgen 

(1988) em que foi detectada a presença desta bactéria em 62% das amostras de silagem 

(alimentação animal) e em 52% de fezes de gado bovino e 33% de fezes de aves. Esses 

autores sugerem como causa da presença de L.monocytogenes em amostras de fezes de 

aves, a ocorrência frequente desta bactéria em matéria orgânica vegetal, utilizada como leito 

nas explorações de aves, e na silagem dada aos animais. 

Também vários estudos em frangos inoculados experimentalmente com 

L.monocytogenes mostraram que o intestino (ceco) foi o principal local de colonização (Husu 

et ai, 1990; Hume ef a/, 1998). Husu et ai (1990) sugeriram que variações entre bandos 

devido a práticas de produção podem influenciar a ocorrência de L.monocytogenes em 

aves. Num estudo na Dinamarca, Petersen e Madsen (2000) verificaram que a prevalência 

de Listeria spp. em amostras de bandos de frangos foi de 14%, sendo de 3% para 

L.monocytogenes, mostrando que as aves podem ser portadoras de L.monocytogenes no 

seu tracto intestinal. No entanto, apesar de Husu ef ai (1990) terem detectado 

L.monocytogenes no tracto gastrointestinal de pintos inoculados experimentalmente com 

essa bactéria, os resultados mostram que os pintos provavelmente não são um reservatório 

habitual de L.monocytogenes, pois a colonização com essa bactéria foi transitória (a maioria 

dos animais tinha eliminado esta bactéria 9 dias após a inoculação oral). Deste modo, 

embora esta bactéria possa ser detectada nas fezes de vários animais, não é considerada 

uma bactéria de origem intestinal (Jay, 1996). 

Mesmo assim, as aves contaminadas com Listeria spp. no local de produção servem 

como reservatório destas bactérias, contribuindo para a sua difusão e estabelecimento no 

local de processamento após o abate (Genigeorgis ef ai, 1989; Roberts, 1993; Dykes et al, 

1994; Petersen e Madsen, 2000). Skovgaard e Morgen (1988) sugerem que a presença de 

L.monocytogenes em carcaças de aves tem origem na elevada prevalência de animais que 

excretam esta bactéria nas fezes, resultando em contaminação das carcaças durante a 

operação de evisceração. Esta situação está de acordo com os resultados de Dykes ef ai 

(1994) em que a presença de Listeria spp. em carcaças de frango só foi detectada após a 

fase de evisceração. Outra hipótese é que a contaminação por Listeria ocorra no local de 

produção e a bactéria transportada na pele das aves e assim seja capaz de contaminar toda 

a linha de produção (Franco ef a/, 1995). Também é possível que a contaminação inicial de 

algumas carcaças possa resultar no desenvolvimento de populações endémicas de Listeria 
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no local de processamento que subsequentemente se difundem para outras carcaças 

através do equipamento contaminado (Dykes et ai, 1994). 

No entanto, apesar das fezes das aves poderem ser uma fonte importante de 

contaminação com Listeria na superfície das carcaças, tal como, no ambiente do matadouro, 

a elevada prevalência de L.monocytogenes associada com a carne de aves é mais 

provavelmente resultante da manipulação e da contaminação ambiental durante o 

processamento (Husu et a/, 1990). A contaminação das aves a partir do ambiente do local 

de processamento também é de esperar. Assim, em contraste com estudos referidos, 

Ojeniyi et ai (1996) não detectaram L.monocytogenes no conteúdo intestinal de frangos em 

matadouros, sugerindo que a contaminação é raramente adquirida no local de produção e é 

mais provável que tenha origem a partir da linha de processamento e do ambiente 

impropriamente limpo e desinfectado (a principal fonte de contaminação das carcaças de 

aves com esta bactéria está localizada no matadouro e não nos próprios animais). Isto 

significa que a contaminação destes produtos não se deve ao facto das aves serem 

portadoras de L.monocytogenes, mas mais à transferência deste patogénico de fontes 

ambientais, o que contrasta com a contaminação por Salmonella (Uyttendaele er a/, 1997). 

Esta situação é demonstrada pelos resultados do estudo de Lawrence e Gilmour (1994), em 

que amostras ambientais dos locais de processamento de aves cruas e de aves cozinhadas 

estavam bastante contaminadas com Listeria spp. (46% e 29%) e L.monocytogenes (26% e 

15%). 

Também o facto de vários estudos registarem um aumento gradual da incidência de 

Listeria spp., incluindo L.monocytogenes, ao longo do processamento sugere que o 

ambiente desses locais é a fonte primária de contaminação de produtos cárneos com estas 

bactérias (Johnson er a/, 1990). Assim, vários autores sugeriram as superfícies do 

equipamento e utensílios em contacto com os produtos e os manipuladores como fontes 

importantes de contaminação ao longo do processamento, responsáveis pela difusão destas 

bactérias para as aves (Genigeorgis era/, 1989; Franco era/, 1995; Uyttendaele eia/, 1999). 

Genericamente, as sucessivas contaminações que podem ocorrer nas operações de 

processamento, incluindo o contacto humano, e a multiplicação das espécies de Listeria já 

presentes são responsáveis pelo aumento considerável de contaminação nas fases 

posteriores do processamento relativamente ao detectado após o abate (Johnson et ai, 

1990; Moreno e Garcia, 1993). 

Além disso, em vários incidentes de listeriose de origem alimentar revistos por 

McLauchlin (1996a), as estirpes de L.monocytogenes implicadas foram recuperadas de 

locais do ambiente de produção de alimentos, sugerindo também que tivessem sido a fonte 

de contaminação durante o processamento. Assim, o facto de L.monocytogenes sobreviver 

bem no ambiente onde os alimentos são produzidos, tolerar vários agentes de preservação 
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(ex. cloreto de sódio e nitritos) e ter capacidade para crescer numa grande variedade de 

alimentos a temperatura de refrigeração, torna esta bactéria um contaminante importante 

durante e após o processamento (McLauchlin, 1996a). 

Estas bactérias uma vez introduzidas na indústria de produtos cárneos, multiplicam-

se facilmente na superfície das instalações, equipamentos e utensílios, dada a sua 

resistência a condições desfavoráveis, as suas escassas exigências de crescimento e as 

suas propriedades psicrotróficas, o que possibilita novas oportunidades para contaminação 

dos produtos cárneos processados (Moreno e Garcia, 1993). Assim, nos produtos cárneos 

já processados prontos a comer, a presença de Listeria spp. reflecte recontaminação após 

processamento, possivelmente como resultado de contaminação ambiental (WHO, 1988). 

Por exemplo, no estudo de Sergelidis et ai (1997), a elevada frequência (41%) de 

isolamento de Listeria spp. da superfície de frigoríficos industriais de estabelecimentos de 

processamento de carne mostra que os produtos cárneos finais têm uma grande 

probabilidade de sofrer contaminação cruzada. Esta contaminação pós processamento dos 

produtos cárneos prontos a comer com L. monocytogenes representa riscos para a saúde 

pública devido à capacidade desta bactéria se multiplicar a temperaturas de refrigeração 

durante o armazenamento (Glass e Doyle, 1989; Johnson et ai, 1990). 

Segundo Moreno e Garcia (1993), as consequências da contaminação da carne e 

aves, isto é, da matéria-prima para a indústria de produtos cárneos, são as seguintes: a 

carne fresca é a origem da constante introdução de novas estirpes na indústria, que poderão 

contaminar e proliferar nas superfícies de utensílios, equipamentos e instalações, a partir 

dos quais contaminam os produtos cárneos processados; os produtos processados poderão 

ser de risco se as condições de processamento não inactivarem ou inibirem a multiplicação 

das Listeria presentes; a partir da carne poderá ocorrer contaminação cruzada para outros 

alimentos, incluindo produtos cárneos processados, nomeadamente ao nível da venda a 

retalho. 

Assim, também nos locais de venda a retalho, pode ocorrer contaminação a partir 

de superfícies que entram em contacto com alimentos, nomeadamente prontos a comer, 

como mostram Hudson e Mott (1993) ao detectarem a presença de L.monocytogenes numa 

máquina de cortar em fatias e numa faca usada para cortar porções de produtos prontos a 

comer para venda num supermercado. Também vários estudos detectaram Listeria spp. e 

L. monocytogenes em produtos prontos a comer, sugerindo contaminação pós-

processamento no local de venda (Sheridan et ai, 1994; Rijpens et ai, 1997). No estudo de 

Schuchat et ai (1992) sugere-se mesmo que a contaminação cruzada dos alimentos em 

estabelecimentos de venda a retalho é um dos factores que contribuí para a difusão da 

infecção por L.monocytogenes. 
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A disseminação de Listeria a partir de carne de aves continua na casa dos 

consumidores. A elevada prevalência de L.monocytogenes em aves cruas representa um 

risco potencial, especialmente se estes alimentos forem consumidos crus ou mal cozinhados 

(Johnson ef a/, 1990; Uyttendaele et ai, 1999 ). Por exemplo, Farber et ai (1998) verificaram 

que alguns fornos microondas não proporcionam um aquecimento uniforme, mesmo 

confeccionando de acordo com as instruções do fabricante, de tal modo que permitiriam a 

sobrevivência de Listeria em carcaças de frango. 

Adicionalmente, a elevada prevalência de L.monocytogenes em aves cruas 

representa um risco potencial também devido a contaminação cruzada para outros 

alimentos em casa (Johnson et ai, 1990; Uyttendaele et ai, 1999 ). Existem numerosas 

oportunidades para contaminação cruzada no ambiente doméstico, tal como na venda a 

retalho, entre vários alimentos no frigorífico doméstico ou entre alimentos através do 

contacto com as mãos e superfícies que facilitam a difusão de L.monocytogenes. Por 

exemplo, alguns estudos (Beumer et ai, 1996; Duggan e Phillips, 1998) detectaram 

L.monocytogenes em locais do ambiente doméstico, nomeadamente nos compartimentos de 

vegetais dos frigoríficos, nas bancas de cozinha, panos de louça, esfregões e escovas de 

lavar a louça. Estas superfícies podem ficar contaminadas após o contacto com produtos de 

origem animal crus, como carne de aves. 

Por outro lado, uma vez que L.monocytogenes pode crescer a temperaturas de 

refrigeração, a manutenção de alimentos nos frigoríficos durante um longo período de tempo 

é um risco. Tal como foi demonstrado pelo estudo epidemiológico de Pinner et ai (1992) em 

que 64% dos frigoríficos de doentes com listeriose continham pelos menos um alimento 

contaminado com L.monocytogenes, 11% das amostras de alimentos colhidas de frigoríficos 

de doentes com listeriose continham L.monocytogenes e 33% dos frigoríficos continham 

pelo menos um isolado no alimento semelhante ao encontrado no doente. 

As alterações nos hábitos alimentares e no modo como os alimentos são produzidos 

tem conduzido ao crescimento das vendas de alimentos altamente processados, com longos 

períodos de vida a temperatura de refrigeração e que possam ser consumidos sem mais 

aquecimento, sendo estes os alimentos mais implicados como veículos para a transmissão 

desta infecção (McLauchlin, 1996a). Os alimentos de maior risco para listeriose são os 

prontos a comer e armazenados a temperatura de refrigeração durante um longo período de 

tempo, permitindo o crescimento de L.monocytogenes (Pinner ef ai, 1992; Rocourt, 1996; 

Rocourt e Cossart, 1997). 
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1.2.4) Prevenção e controlo na cadeia de produção de aves 

O problema emergente de saúde pública que é a listeriose levou a OMS a sugerir 

que a presença de L.monocytogenes em vários alimentos deve ser investigada 

internacionalmente, e que a contaminação por L.monocytogenes deve ser controlada ou 

mesmo excluída da cadeia alimentar tanto quanto possível. Os pontos essenciais são 

controlar a sobrevivência e crescimento e minimizar a recontaminação dos alimentos 

processados a partir do ambiente (WHO, 1988). 

As medidas de controlo para prevenção da listeriose devem começar nos locais de 

produção e continuar através do processamento até à manipulação dos alimentos nos 

estabelecimentos de venda e em casa dos consumidores (WHO, 1988; Farber e Peterkin, 

1991; Sinell, 1995; ICMSF, 1996b). No entanto, sendo Lmonocytogenes uma bactéria 

ubíqua no ambiente é impossível erradicar esta bactéria do ambiente de processamento e 

obter alimentos, incluindo carne e aves, totalmente isentos (Moreno e Garcia, 1993; Mossel 

et ai, 1995; ICMSF, 1996b; Bernard e Scott, 1999). Isto juntamente com a capacidade de 

crescimento a temperaturas de refrigeração torna necessário estabelecer medidas em toda 

a indústria alimentar (Mossel et a/, 1995). Deste modo, a indústria de produtos cárneos tem 

tentado implementar sistemas de controlo para reduzir a contaminação e minimizar o risco 

de listeriose de origem alimentar (ICMSF, 1996b; Bernard e Scott, 1999). 

Assim, um importante passo para reduzir a contaminação das carcaças de aves no 

fim do processamento seria prevenir ou limitar a entrada de L.monocytogenes no local de 

processamento (Hume et ai, 1998). Para isso as medidas de prevenção e controlo devem 

ser aplicadas logo no local de criação dos animais, de modo a eliminar o patogénico do 

ambiente que rodeia os animais (Sinell, 1995). Por exemplo, nas explorações de criação 

animal, a produção de silagem deve ser controlada, de modo a evitar o desenvolvimento de 

elevado número de Lmonocytogenes (ICMSF, 1996b). Adicionalmente, para proteger as 

aves da colonização com L.monocytogenes, como já referido para Salmonella, é proposto o 

tratamento dos pintos com uma população microbiana característica dos animais adultos 

que possa competir com patogénicos e impedir o seu estabelecimento ("exclusão 

competitiva"), tal como se verificou no estudo de Hume er a/ (1998). O tratamento dos pintos 

acabados de nascer permite iniciar mais rapidamente o desenvolvimento de uma população 

microbiana protectora destes animais susceptíveis a colonização com patogénicos (Hume et 

ai, 1998). 

No entanto, há estudos que sugerem que os animais não são a principal fonte de 

contaminação com L.monocytogenes, isto é, que as aves não serão o principal reservatório, 

de modo que o controlo desta bactéria deve ser fomentado particularmente no ambiente de 

processamento. Assim, nos locais de abate e processamento de produtos cárneos, a 

28 



Introdução Doenças transmitidas por alimentos 

contaminação de aves por Lmonocytogenes pode ser reduzida através da implementação 

de condições sanitárias e de higiene, isto é, melhoria na limpeza e desinfecção em toda a 

linha de processamento e no ambiente desse locais (Varabioff, 1990; Moreno e Garcia, 

1993; Ojeniyi et ai, 1996; Uyttendaele et ai, 1997; Uyttendaele et ai, 1999). Assim, as 

medidas preventivas para reduzir a presença de Listeria nos produtos cárneos passam por 

implementação nos locais de processamento de boas práticas de produção, na realização 

de programas de limpeza e higiene adequados e implementação do sistema HACCP que 

permite um controlo ao longo de toda a cadeia de processamento (Johnson et ai, 1990; 

Moreno e Garcia, 1993; ICMSF, 1996b). A indústria de carnes deve implementar programas 

que minimizem a presença, sobrevivência e multiplicação de L.monocytogenes nos 

alimentos, mas o maior desafio no controlo desta bactéria consiste em prevenir o seu 

estabelecimento num nicho, onde as práticas de limpeza e desinfecção se tornam 

ineficazes, de modo que a linha de processamento se mantém sempre contaminada 

(Bernard e Scott, 1999). Assim, é fundamental existir um programa de monitorização 

ambiental para Listeria spp. para verificar se o programa de controlo é eficaz (Bernard e 

Scott, 1999). 

No entanto, pela grande dificuldade que pode representar a completa exclusão desta 

bactéria na indústria alimentar, outra hipótese proposta pela OMS é o uso de procedimentos 

que conduzam à destruição de Lmonocytogenes, como a irradiação (WHO, 1988). Por 

exemplo, no estudo de Lewis e Corry (1991), verificou-se que a proporção das carcaças de 

frango contaminadas com L.monocytogenes foi menor nas aves irradiadas (34%) do que 

nas aves não sujeitas a este tratamento (56%), mostrando que a irradiação tem efeitos 

significativos na redução da incidência de Listeria spp. em frango fresco. 

Em todo o caso, a presença de L.monocytogenes em produtos prontos a comer, 

sobretudo aqueles que se consomem sem prévio aquecimento, é muito mais perigosa do 

que a sua presença em carnes cruas (Moreno e Garcia, 1993). Assim, neste tipo de 

produtos, devem ser usados processos que assegurem a destruição de L.monocytogenes 

(ex. tratamento térmico), mas também que minimizem o risco de contaminação pós 

processamento (Moreno e Garcia, 1993; ICMSF, 1996b). A importância da prevenção da 

contaminação pós-processamento de produtos cárneos prontos a comer com 

L.monocytogenes é ainda mais empolada pelo facto desta bactéria patogénica conseguir 

sobreviver e proliferar ao armazenamento sob refrigeração, usado normalmente para evitar 

o crescimento de patogénicos transmitidos por alimentos (Glass e Doyle, 1989). 

Assim, o modo mais efectivo para controlar a sobrevivência e o crescimento de 

L.monocytogenes, de modo a minimizar os seus níveis nos alimentos, passa pela 

implementação de boas práticas ao longo da cadeia de produção de alimentos (McLauchlin, 

1996b; Qvist, 1996; Shank et ai, 1996). A aplicação destas medidas preventivas de higiene 
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alimentar contribuíram mesmo para a melhoria da qualidade microbiológica de alguns 

alimentos prontos a comer no Reino Unido (McLauchlin, 1996b) e para a redução dos casos 

e mortes por listeriose no USA (Tappero et ai, 1995; Shank et ai, 1996). 

Ao nível da distribuição e venda a retalho, as medidas preventivas incluem 

controlar as temperaturas de armazenamento e os tempos de conservação dos produtos 

(Moreno e Garcia, 1993; ICMSF, 1996b; Shank eí ai, 1996). A temperatura é o factor mais 

importante a controlar devido à capacidade de L.monocytogenes se multiplicar durante a 

refrigeração dos produtos, de tal modo que temperaturas inferiores a 5°C, apesar de não 

evitarem o seu crescimento, pelo menos conseguem retardar a multiplicação em muitos 

alimentos (ICMSF, 1996b). Adicionalmente, nos estabelecimentos de venda é fundamental o 

cumprimento de regras básicas de higiene para evitar a contaminação cruzada entre 

produtos crus de origem animal e produtos prontos a comer (Moreno et Garcia, 1993; 

ICMSF, 1996b; Shank eí a/, 1996). Além disso, a prevenção da listeriose pode ser 

conseguida através de uma intensiva monitorização da produção alimentar, ao nível do 

processamento industrial, rede de distribuição e estabelecimentos de venda a retalho 

(Scuchat et ai, 1992). 

Por fim, os consumidores, particularmente as populações de risco, também têm um 

papel importante na estratégia de prevenção de listeriose, havendo necessidade de serem 

educados para a utilização de procedimentos correctos na escolha e manipulação de 

alimentos (WHO, 1988; Schuchat et ai, 1992; ICMSF, 1996b; Shank eí ai, 1996; Bernard e 

Scott, 1999). A elevada prevalência de L.monocytogenes em aves representa um risco 

potencial, especialmente se estes alimentos forem consumidos crus ou mal cozinhados ou 

se ocorrer contaminação cruzada para outros alimentos, em casa (Johnson eí a/, 1990). 

Assim, Schuchat eí ai (1992) sugerem que os médicos e outros profissionais de 

saúde devem aconselhar as pessoas mais susceptíveis, nomeadamente a cozinhar 

adequadamente as carnes e aves e a evitar a contaminação cruzada entre alimentos crus e 

cozinhados, tal como devem ser educados os manipuladores de estabelecimentos 

alimentares. Já Schwartz eí ai (1988) sugeriram que o frango mal cozinhado e os cachorro-

quentes não cozinhados deviam ser adicionados à lista dos alimentos associados com 

listeriose e que os consumidores, especialmente os mais susceptíveis (grávidas e 

imunodeprimidos) deviam prevenir a listeriose preparando adequadamente os alimentos e 

evitando alimentos mal cozinhados que estejam implicados como factores de risco. Por 

exemplo, no Reino Unido, o declínio no número de casos registados de listeriose, 

nomeadamente entre as grávidas, foi associado com as modificações alimentares nos 

grupos de risco em resposta aos aconselhamentos propostos pelas autoridades de saúde 

pública (McLauchlin, 1996b). Nos USA, o aumento dos conhecimentos do público 

resultantes dos programas de educação em segurança alimentar dirigidos às populações 
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em risco também contribuiu para a diminuição da incidência de casos de listeriose (Tappero 

et ai, 1995). 

Em vários países, foram estabelecidos critérios ou recomendações para os níveis 

toleráveis de L.monocytogenes nos alimentos prontos a comer. Por exemplo, os USA e a 

Itália requerem ausência de L.monocytogenes em 25 g de alimento ("tolerância zero") 

enquanto outros países europeus (ex. Alemanha, Holanda e França) têm uma tolerância de 

100 CFU/g no ponto de consumo. Outros países, como o Canadá e a Dinamarca têm uma 

tolerância de 100 CFU/g para alguns alimentos e uma tolerância zero para outros, 

especialmente aqueles que permitem o crescimento e que têm períodos de vida longos 

(Norrung, 2000). 

Nos USA, as autoridades de saúde pública e as agências reguladoras estabeleceram 

uma política de "tolerância zero" (ausência em 25g) para Lmonocytogenes em alimentos 

cozinhados e em alimentos prontos a comer, baseando-se no facto da bactéria causar 

doença em humanos, crescer a temperaturas de refrigeração e a dose infecciosa ser 

desconhecida (Shank et ai, 1996). Esta política mostrou ser bem sucedida tendo em conta 

o declínio significativo de listeriose observado no estudo de Tappero ef ai (1995) e por isso 

aumentar os limites pode ser um risco (Shank et ai, 1996). Uma política baseada na 

gravidade da listeriose e no facto da dose infecciosa mínima ser desconhecida conduz a 

uma política de tolerância zero para todos os alimentos prontos a comer, no entanto a 

experiência mostra que a eliminação completa de microrganismos patogénicos da cadeia 

alimentar é impossível, podendo apenas ser reduzido o risco de contaminação (Qvist, 1996; 

Farber e Harwig, 1996). Assim, tendo em conta a baixa frequência de listeriose, embora seja 

elevada a frequência de exposição a L.monocytogenes através da cadeia alimentar, não se 

justificam políticas tão restritivas, podendo ser estabelecidos critérios de acordo com a 

categoria dos alimentos como fizeram as autoridades de países como a Dinamarca (Qvist, 

1996) e o Canadá (Farber e Harwig, 1996). 

De acordo com a avaliação dos riscos, a listeriose de origem alimentar está 

associada com produtos em que os níveis iniciais do patogénico aumentaram devido a 

condições que permitiram o crescimento, de modo que os alimentos que não permitem a 

proliferação de L.monocytogenes são fontes improváveis de listeriose. Existe pouca 

evidência que baixos níveis de L.monocytogenes (<100/g) nos alimentos representem risco 

para a saúde, mesmo nos indivíduos mais susceptíveis (Norrung, 2000). Assim, tendo em 

conta as informações epidemiológicas de vários países, uma contaminação com 

L.monocytogenes que não exceda 100 CFU/g de alimento no momento do consumo é de 

baixo risco para os consumidores. No entanto, de modo a não serem excedidos estes níveis 

no consumo, pode ser necessário aplicar níveis mais baixos para os alimentos em que 

possa ocorrer crescimento (Norrung, 2000). 
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1.2.5) Características da listeriose 

A listeriose caracteriza-se por ser uma doença transmitida por alimentos grave que 

pode conduzir à morte. A taxa de mortalidade das infecções por L.monocytogenes é 

geralmente cerca de 20 a 30% para surtos e casos esporádicos, dependendo do tipo de 

infecção e das condições subjacentes (Rocourt, 1996; Rocourt e Cossart, 1997; Rocourt et 

ai, 2000). Apesar de não ser um dos agentes mais frequentes de doenças transmitidas por 

alimentos, as estimativas dos USA referem que é um dos agentes mais responsáveis por 

hospitalizações e mortes (Mead et ai, 1999). A elevada taxa de mortalidade, juntamente com 

a elevada prevalência de L.monocytogenes nos alimentos, sugere que esta bactéria 

represente um importante risco para a saúde humana (Norrung, 2000). Para além do 

consumo de alimentos contaminados ser a principal via de transmissão de listeriose, esta 

doença pode ser mais raramente transmitida por contacto directo com animais infectados ou 

por infecção cruzada nos hospitais entre recém-nascidos (McLauchlin, 1996a). 

A maioria dos casos humanos de listeriose ocorre em indivíduos com o sistema 

imunitário alterado ou deficiente devido a várias condições subjacentes (WHO, 1988; Farber 

e Peterkin, 1991; Schuchat et ai, 1991; ICMSF, 1996b; Rocourt, 1996; Rocourt e Cossart, 

1997; Rocourt et ai, 2000). Assim, são particularmente susceptíveis a infecções por 

Lmonocytogenes, as mulheres grávidas e recém-nascidos, os idosos e os indivíduos 

imunodeprimidos por medicação ou doença (transplante de órgãos, cancro, SIDA e 

infectados porVIH, doenças crónicas) (WHO, 1988; Farber e Peterkin, 1991; Schuchat et ai, 

1991; ICMSF, 1996b; Rocourt, 1996; Rocourt e Cossart, 1997; Rocourt et ai, 2000). Por 

ordem decrescente de risco, de acordo com a incidência de listeriose, estão: transplantados, 

indivíduos com SIDA, infectados por VIH, grávidas, indivíduos com cancro e idosos 

(Rocourt, 1996). 

A patogenicidade de Lmonocytogenes manifesta-se em adultos causando infecções 

do sistema nervoso central, como meningite e meningoencefalite, e septicemia (Schuchat et 

ai, 1991; Rocourt, 1996; Schlech, 1996; Rocourt e Cossart, 1997; Rocourt et ai, 2000). Em 

mulheres grávidas, as infecções podem ser assintomáticas ou caracterizadas por um 

síndroma gripal (febre, mialgias, dores de cabeça e ocasionalmente sintomas 

gastrointestinais), sendo as consequências mais graves para a criança, incluindo aborto 

espontâneo, morte fetal, parto prematuro e infecções graves no recém-nascido, tais como 

septicemia e meningite (Farber e Peterkin, 1991; Schuchat et ai, 1991; ICMSF, 1996b; 

Rocourt, 1996; Schlech, 1996; Rocourt e Cossart, 1997; Rocourt et ai, 2000). 

Mais recentemente, foram descritos vários surtos e casos em que se demonstra que 

a listeriose de origem alimentar pode apresentar uma forma mais moderada, com sintomas 

de doença gastrointestinal após a ingestão de alimentos contaminados com 
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L.monocytogenes (Riedo et ai, 1994; Salamina et ai, 1996; Dalton et ai, 1997; Miettinen et ai, 

1999; Aureli et ai, 2000). Assim, Lmonocytogenes deve passar a ser considerada um 

agente etiológico de doença gastrointestinal em pessoas sem condições subjacentes que as 

predisponha para listeriose (Dalton et ai, 1997; Miettinen et ai, 1999; Aureli et ai, 2000), de 

modo que a pesquisa deste patogénico deve ser incluída durante as investigações de surtos 

de doenças transmitidas por alimentos (Salamina et ai, 1996). Adicionalmente, Aureli et ai 

(2000) sugerem que os dados epidemiológicos disponíveis estão provavelmente a 

subestimar os casos atribuídos a esta bactéria. 

O período de incubação é muito variável, podendo ser tão curto como 1 a 2 dias até 

várias semanas (ICMSF, 1996b; McLauchlin, 1996a). Não se sabe se estas diferenças no 

período de incubação após a ingestão oral são dependentes da dose ou da estirpe, ou se 

reflectem diferenças na susceptibilidade do hospedeiro (McLauchlin, 1996a). Os períodos de 

incubação prolongados também contribuem, em muitos casos, para as falhas na 

identificação do alimentos específico que esteve na origem da infecção, uma vez que se 

torna mais difícil obter a história alimentar e o produto deixa de estar disponível para análise 

após esse tempo (McLauchlin, 1996a; Rocourt, 1996). 

Não existem dados experimentais sobre a dose infecciosa mínima de 

L.monocytogenes em humanos (Farber e Peterkin, 1991; Schuchat et ai, 1991; ICMSF, 

1996b; Rocourt, 1996; Norrung, 2000; Rocourt et ai, 2000). No entanto, os dados publicados 

indicam que o número de L.monocytogenes em alimentos contaminados responsáveis por 

surtos e casos esporádicos tem sido elevado, habitualmente superior a 100 CFU/g (Rocourt 

e Cossart, 1997; Norrung, 2000), sendo sugerido que a dose infecciosa seja superior a 100 

células viáveis (ICMSF, 1996b; Rocourt, 1996). Além disso, os alimentos normalmente 

implicados em surtos são alimentos que permitem o crescimento deste patogénico e a 

maioria das pessoas ingere normalmente alimentos que apresentam um baixo número de 

L.monocytogenes sem ficarem doentes (Norrung, 2000). Assim, o facto de L.monocytogenes 

ser disseminada no ambiente, incluindo alimentos, e mesmo assim a incidência de listeriose 

ser baixa, juntamente como esta bactéria estar geralmente presente em baixo número nos 

alimentos, sugere que a dose infecciosa para listeriose de origem alimentar é provavelmente 

alta (McLauchlin, 1996a; Farber e Harwig, 1996). No entanto, a possibilidade de infecção a 

partir de doses menores não deve ser excluída (McLauchlin, 1996a; Rocourt et ai, 2000), 

pois nos grupos de risco um baixo número de L.monocytogenes pode ser suficiente para 

causar listeriose (Farber e Peterkin, 1991). 

A listeriose está associada com elevada taxa de mortalidade, de modo que o 

tratamento com antibióticos é essencial (Jones e MacGowan, 1995). O tratamento para a 

listeriose continua a consistir na administração de ampicilina ou penicilina G combinada com 

um aminoglicosídeo, normalmente a gentamicina (Boisivon era/, 1990; Schuchat et ai, 1991; 
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Jones e MacGowan, 1995; Schlech, 1996; Heger et ai, 1997; Temple e Nahata, 1999). Em 

casos de alergia aos antibióticos p-lactâmicos, a associação trimetoprim/sulfametoxazol 

constitui uma alternativa adequada (Boisivon et ai, 1990; Jones e MacGowan, 1995; Temple 

e Nahata, 1999). De acordo com o local da infecção, podem ser usados outros agentes 

antimicrobianos como eritromicina, vancomicina e rifampicina (Larsson era/, 1985; Schuchat 

et ai, 1991; Jones e MacGowan, 1995; Charpentier et ai, 1995; Schlech, 1996; Temple e 

Nahata, 1999). As novas fluoroquinolonas também podem ser uma opção no tratamento da 

listeriose (Jones e MacGowan, 1995; Temple e Nahata, 1999). 

Apesar de uma grande variedade de agentes antimicrobianos ser activa contra 

L.monocytogenes, a mortalidade por listeriose é ainda elevada (Charpentier eí a/, 1995; 

Schlech, 1996; Charpentier e Courvalin, 1999), de tal modo que a aquisição de resistência a 

esses antibióticos por L.monocytogenes poderá representar graves problemas em medicina 

humana (Charpentier e Courvalin, 1999). 
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2) Bactérias zoonóticas resistentes a agentes ant imicrobianos 

2.1) Uso de agentes ant imicrobianos em animais de consumo 

Com a produção intensiva de animais de consumo, nomeadamente aves, a que 

alguns agentes infecciosos tendem a estar associados, tem ocorrido simultaneamente o uso 

largamente difundido de antibióticos nesses animais (Osterholm, 2000). Esta situação deve-

se à necessidade de controlar doenças infecciosas em animais, cuja susceptibilidade é 

maior como consequência de serem sujeitos a práticas de produção intensivas que obrigam 

a manutenção de muitos animais em espaços limitados (Tollefson e Miller, 2000). Apesar do 

interesse demonstrado pela higiene na prevenção de doenças infecciosas, a produção 

intensiva de animais depende ainda fortemente do uso de agentes antimicrobianos com fins 

veterinários (Van den Bogaard e Stobberingh, 1999). 

Assim, um grande número de substâncias com actividade antimicrobiana é usado na 

produção animal moderna (Aarestrup et ai, 1998a). Alguns países referem mesmo que 

metade ou mais dos antibióticos produzidos são utilizados na produção agrícola, piscicultura 

e na produção animal (gado bovino, suíno e aves), sendo apenas os restantes aplicados no 

tratamento de infecções humanas (WHO, 1997; Parecer 98/C407/02; Aarestrup, 1999; Mlot, 

2000). Segundo Mlot (2000) nos USA o uso de agentes antimicrobianos é, por vezes, muito 

intenso, podendo em frangos, a exposição a antibióticos ocorrer em 42 dos seus 45 dias de 

vida. Para além do consumo de antibióticos ser muito elevado, tendo em conta o curto 

tempo de vida dos animais, também, em pequenos animais como as aves, a dose de 

antibiótico por Kg de peso corporal é muito maior comparativamente com as doses usadas 

nos humanos (Van den Bogaard e Stobberingh, 1999). 

Nos animais, os agentes antimicrobianos são utilizados com três objectivos 

principais: tratamento de infecções identificadas, prevenção de doenças em animais de 

risco, diminuindo a mortalidade e a morbilidade, e também como aditivos alimentares 

promotores do crescimento, administrados em doses subterapêuticas por rotina na 

alimentação (D'Aoust et ai, 1992; WHO, 1997; Aarestrup et a/, 1998b; Parecer 98/C407/02; 

Aarestrup, 1999; Van den Bogaard e Stobberingh, 1999; Osterholm, 2000; Tollefson e Miller, 

2000). A utilização de antimicrobianos promotores do crescimento (substâncias usadas para 

aumentar o ganho de peso ou reduzir as necessidades alimentares em animais de criação) 

em animais saudáveis permite aumentar a taxa de crescimento, melhorar a eficiência dos 

alimentos (atingir o peso desejado necessitando de menos alimento) e reduzir os detritos 

excretados na produção intensiva de animais (WHO, 1997; Van den Bogaard e Stobberingh, 

1999). 
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Actualmente, a legislação em vigor na Comunidade Europeia (Regulamento n° 

508/1999/CE) relativamente a antimicrobianos para uso terapêutico em animais destinados 

à produção de alimentos, permite em aves a utilização de um grande número de agentes de 

vários grupos como: sulfonamidas, derivados de diaminopirimidina (trimetoprim), penicilinas 

(amoxicilina, ampicilina, benzilpenicilina, cloxacilina, dicloxacilina e oxacilina), quinolonas 

(danofloxacina, difloxacina, enrofloxacina, sarafloxacina e flumequina), macrólidos 

(espiramicina, tilmicosina e tilosina, eritromicina e josamicina), florfenicol e compostos afins 

(tianfenicol), tetraciclinas (clortetraciclina, doxiciclina, oxitetraciclina e tetraciclina), 

aminoglicosídeos (aminosidina, diidroestreptomicina, neomicina, espectinomicina e 

estreptomicina) e polimixinas (colistina). Salienta-se que para cada um dos medicamentos 

veterinários referidos estão estabelecidos os Limites Máximos de Resíduos (LMR), 

definitivos ou provisórios, nos alimentos de origem animal. 

Relativamente a antimicrobianos usados como promotores de crescimento, a 

legislação europeia também permite a sua utilização como aditivos na alimentação para 

animais (Decreto-Lei n° 289/1999), e fixa as doses a incorporar nas rações. Em aves são 

permitidos o flavofosfolipol, monensina de sódio e avilamicina. 

2.2) Consequências do uso de ant imicrobianos nos animais 

O uso difundido de antibióticos é um dos principais factores responsáveis pelo 

desenvolvimento da resistência aos antibióticos, pois exerce pressão selectiva eliminando 

as bactérias sensíveis e permitindo a propagação das bactérias resistentes (Parecer 

98/C407/02; Tollefson e Miller, 2000). Assim, as espécies bacterianas presentes nos 

animais de produção estão expostas a uma substancial e, em muitos casos, constante 

pressão selectiva (Aarestrup, 1999). 

O uso de agentes antimicrobianos nos animais de produção para tratamento, 

profilaxia e promoção de crescimento conduz à selecção de bactérias resistentes, sendo a 

resistência seleccionada nas bactérias patogénicas alvo dos antibióticos, mas também 

noutras bactérias expostas, como as comensais dos animais, que podem incluir patogénicos 

humanos, para os quais os animais são reservatório e que por isso são transmitidos em 

alimentos de origem animal (WHO, 1997; Levy, 1998; Aarestrup, 1999; Van den Bogaard e 

Stobberingh, 1999; Tollefson e Miller, 2000). Por exemplo, nos estudos de Aarestrup er al 

(1998a; 1998b) detectou-se resistência a antimicrobianos promotores de crescimento e aos 

usados em terapêutica animal entre bactérias normais do intestino dos animais, nas 

bactérias patogénicas para o Homem e nas patogénicas para os animais. 

As doses subterapêuticas de antibióticos administradas aos animais são mais baixas 

do que as necessárias para tratamento de infecções graves, mas suficientemente altas para 
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inibir o crescimento da população microbiana intestinal susceptível desses animais e por 

isso potenciar a emergência e distribuição de patogénicos resistentes, incluindo Salmonella, 

em aves e outros produtos alimentares de origem animal (Holmberg et al, 1984b; D'Aoust et 

ai, 1992; Van den Bogaard e Stobberingh, 1999). Assim, ministrar antibióticos a animais 

selecciona bactérias resistentes susceptíveis de serem transmitidas aos seres humanos 

através da cadeia alimentar (Holmberg et ai, 1984b; Parecer 98/C407/02; Tollefson e Miller, 

2000). 

2.3) Impacto na Saúde Pública do uso de antimicrobianos nos animais 

Por um lado, a emergência de resistência aos antimicrobianos entre bactérias 

isoladas de animais de consumo pode comprometer o tratamento de infecções nos próprios 

animais, se as bactérias resistentes seleccionadas forem patogénicas para eles (Aarestrup 

et ai, 1998b; Aarestrup, 1999). Adicionalmente, como o tracto intestinal dos animais é 

frequentemente reservatório de bactérias patogénicas para o Homem (ex. Salmonella e 

Listeria), o desenvolvimento de resistências nessas bactérias constitui um risco para a 

saúde pública, principalmente pela possibilidade da terapêutica falhar (Aarestrup, 1999; 

Tollefson e Miller, 2000). 

Assim, as consequências na saúde humana ocorrem quando as bactérias resistentes 

são patogénicas e transmissíveis dos animais para o Homem, por contacto directo ou pela 

cadeia alimentar, ou quando os genes de resistência emergem na população bacteriana dos 

animais com subsequentemente transferência para bactérias patogénicas para o Homem 

(WHO, 1997; Aarestrup et ai, 1998b; Van den Bogaard e Stobberingh, 1999; Tollefson e 

Miller, 2000). Segundo a OMS (WHO, 1997), as consequências adversas da selecção de 

bactérias resistentes nos animais incluem: aumento na prevalência de bactérias resistentes 

nos animais, transferência de patogénicos resistentes para os humanos por contacto directo 

com esses animais ou através do consumo de alimentos ou água contaminados; 

transferência de genes de resistência para bactérias humanas; aumento na incidência de 

infecções humanas causadas por patogénicos resistentes e insucessos terapêuticos em 

animais e humanos. 

Do mesmo modo, Piddock (1996) sugere três vias para que o uso de antimicrobianos 

na produção animal possa causar risco à saúde humana: 1) os patogénicos resistentes são 

seleccionados nos animais, os produtos alimentares ficam contaminados durante o abate ou 

a preparação do alimento, o alimento é ingerido, causando infecção que requer o uso de 

terapia, mas esta está comprometida devido às estirpes resistentes; 2) bactérias não 

patogénicas resistentes são seleccionadas nos animais, transferidas para o Homem pelo 

consumo de produtos alimentares contaminados e os genes de resistência são 
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subsequentemente transferidos para outras bactérias no intestino humano; 3) os antibióticos 

que permanecem como resíduos em produtos de origem animal, como carne e leite, podem 

também conduzir à selecção de bactérias resistentes no consumidor do produto alimentar. 

Assim, o uso indiscriminado de antibióticos tem consequências adversas, não só 

promovendo a selecção e prevalência de populações microbianas resistentes a esses 

agentes, mas também porque a resistência pode ser transferida por elementos genéticos 

móveis, como os plasmídeos e os transposões, de umas bactérias para outras, incluindo de 

bactérias comensais para patogénicas (Duffy et ai, 1999; Van den Bogaard e Stobberingh, 

1999). Quanto maior for o número de bactérias resistentes na população intestinal dos 

animais, maior é a probabilidade dos genes de resistência serem transferidos para bactérias 

patogénicas e ocorrer disseminação dos animais para os alimentos de origem animal (Van 

den Bogaard e Stobberingh, 1999). 

Por outro lado, por exposição repetida aos antibióticos no ambiente, as estirpes 

bacterianas podem desenvolver características de resistência múltipla (Levy, 1998; 

Aarestrup, 1999; Duffy ef a/, 1999). Algumas espécies de bactérias possuem genes de 

multiresistência, que podem conferir resistência a vários antimicrobianos, e agentes de 

grupos diferentes podem seleccionar resistência a outros que possuam locais de acção 

comuns (Tollefson e Miller, 2000). Sob pressão selectiva, os genes de resistência têm 

tendência a acumular-se em plasmídeos multiresistentes (Van den Bogaard e Stobberingh, 

1999). Os transposões que medeiam resistência múltipla também estão a ser registados 

com maior frequência (Aarestrup, 1999). 

A proliferação de genes de resistência aos antibióticos está a aumentar também pela 

facilidade da disseminação das estirpes resistentes entre os animais, especialmente na 

produção intensiva, em que muitos animais são mantidos juntos (Van den Bogaard e 

Stobberingh, 1999). Também a formação de grande quantidade de detritos, resultantes 

deste tipo de produção e que são utilizados pelos produtores para alimentação de outros 

animais, permite não só a disseminação potencial de resíduos de antibióticos, mas também 

que patogénicos que estão presentes nesses detritos e também bactérias resistentes aos 

antimicrobianos, patogénicas ou não, passem de uns animais para outros (Haapapuro eí a/, 

1997). 

Nos últimos anos, a preocupação sobre as consequências para a saúde pública do 

uso de antibióticos em animais de consumo aumentou (WHO, 1997; Parecer 98/C407/02). 

Vários estudos têm revelado um aumento no número de infecções em humanos causadas 

por bactérias resistentes aos antibióticos que podem ser adquiridas através dos alimentos e 

associadas ao uso de tais substâncias na produção animal, incluindo aves (WHO, 1997; 

Aarestrup, 1999; Mlot, 2000). Deste modo, a presença de microrganismos patogénicos, 

incluindo Salmonella e L.monocytogenes, resistentes a antibióticos nos alimentos representa 
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um problema de saúde pública extremamente grave (Duffy et a/, 1999; Tollefson e Miller, 

2000). A propagação das resistências continua a aumentar, pois as bactérias e os seus 

genes de resistência podem transferir-se livremente de um sistema ambiental para outro, 

como por exemplo dos animais para os alimentos e destes para as pessoas (WHO, 1997; 

Parecer 98/C407/02). 

O problema é que alguns antibióticos usados para tratamento e promoção do 

crescimento na produção animal são também usados para controlar doenças no Homem 

(WHO, 1997; Wegener, 1999). Por outro lado, outros antibióticos usados nos animais 

seleccionam resistência cruzada a antimicrobianos usados em medicina humana (WHO, 

1997). Por exemplo, o uso do glicopeptído avoparcina, como promotor de crescimento em 

rações para animais, contribuiu para a criação de um reservatório animal de Enterococcus 

resistentes ao glicopeptído vancomicina (usada em humanos), que foram 

subsequentemente transferidos para os humanos através da cadeia alimentar (WHO, 1997; 

Van den Bogaard e Stobberingh, 1999; Tollefson e Miller, 2000). No estudo de Aarestrup er 

a/ (1998a) uma grande proporção de E.faecium isolados de porcos e frangos foram 

simultaneamente resistentes aos glicopeptídos avoparcina e vancomicina. 

Deste modo, as infecções causadas pelas bactérias resistentes contribuem para o 

aumento das taxas de morbilidade e de mortalidade, pois as possibilidades de tratamento 

estão significativamente reduzidas, e, consequentemente, para o crescimento das despesas 

com os cuidados de saúde (Tollefson, 1996; Parecer 98/C407/02). As doenças transmitidas 

por alimentos têm um grande impacto na saúde pública, de modo que o desenvolvimento de 

resistência em patogénicos transmitidos por alimentos pode complicar mais a situação, pois 

as opções terapêuticas estão comprometidas (Tollefson e Miller, 2000). 

Assim, o aumento global da resistência aos agentes antimicrobianos é um problema 

grave de saúde pública com grande impacto económico para a sociedade em todos os 

países (Tollefson, 1996; Parecer 98/C407/02). Actualmente, depois de meio século de 

utilização de antibióticos, os genes de resistência a estes são mais ou menos prevalentes 

em todos os principais agentes bacterianos patogénicos e a prevalência de bactérias 

resistentes está actualmente a aumentar (Parecer 98/C407/02). Para além de um aumento 

na frequência de bactérias resistentes, também o número de antimicrobianos a que elas são 

resistentes é crescente, ou seja, a multiresistência marca a última década (Levy, 1998). 

2.3.1) Emergência de resistência em Salmonella 

O uso universal de antimicrobianos, através da pressão selectiva gerada, possibilitou 

a propagação de microrganismos resistentes a esses agentes, incluindo do género 

Salmonella (Nair et ai, 1995; Parecer 98/C407/02; Tollefson e Miller, 2000). Nas últimas 
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décadas, estirpes de Salmonella têm vindo a adquirir uma cada vez maior resistência aos 

antimicrobianos, assumindo a nível mundial uma das prioridades, cada vez mais 

proeminente, de saúde pública (Lee et ai, 1994; Nair er a/, 1995; Parecer 98/C407/02; Glynn 

era/, 1998) 

O uso difundido de antibióticos em medicina humana e veterinária e como aditivos 

alimentares conduziu à proliferação de estirpes de Salmonella resistentes em humanos, 

animais e no ambiente (Poppe et ai, 1996; Ramos er ai, 1996; D'Aoust, 1997; Arvanitidou er 

ai, 1998). No entanto, a emergência de Salmonella não tifóide resistentes a agentes 

antimicrobianos está principalmente associada com o uso dessas substâncias em animais 

de produção, quer para fins terapêuticos, quer não terapêuticos, uma vez que a salmonelose 

é adquirida principalmente através de alimentos contaminados de origem animal (D'Aoust, 

1997; Glynn et ai, 1998; Fey er ai, 2000; Angulo et ai, 2000; Tollefson e Miller, 2000). Assim, 

o uso por rotina de antimicrobianos na produção animal promove a emergência e 

persistência de estirpes de Salmonella, e outros patogénicos, resistentes a esses agentes 

nos animais e produtos alimentares de origem animal (Holmberg et ai, 1984b; D'Aoust, 

1997; Angulo et ai, 2000). Ou seja, a resistência manifestada por Salmonella reflecte o 

ambiente em que a bactéria cresce (Levy, 1998). Várias evidências suportam a ideia de que 

a resistência a agentes antimicrobianos em estirpes de Salmonella isoladas de humanos 

resulta do uso dessas substâncias em animais de consumo (Angulo et ai, 2000). 

Em primeiro lugar, existem provas directas de que a utilização de agentes 

antimicrobianos em animais selecciona serótipos de Salmonella não tifóide resistentes a 

esses mesmos agentes e que estas bactérias têm sido transmitidas ao Homem através dos 

alimentos ou do contacto directo com animais (WHO, 1997; Angulo er ai, 2000). Um 

exemplo actual, é que existem poucas dúvidas de que a persistência de S.Typhimurium 

DT104 multiresistente, cujo perfil de resistência mais comum inclui a ampicilina, 

cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclina (fenótipo ACSSuT), em animais de 

consumo, em vários países europeus, esteja associada com o uso de antibióticos na 

produção animal, não só para tratamento, mas também para profilaxia (Threlfall et ai, 

1997a). Um aumento marcado na incidência de estirpes humanas de S.Typhimurium DT104 

multiresistentes tem sido verificado em vários países (Threlfall er ai, 1997a; Threlfall et ai, 

1998; Cormican er ai, 1998; Glynn er a/, 1998). No Reino Unido, S.Typhimurium DT104 está 

largamente difundida em animais de criação, particularmente gado, e vários estudos 

associaram as infecções em humanos com o consumo de vários produtos cárneos, incluindo 

frango. Nos USA, a associação foi com o consumo de produtos lácteos não pasteurizados e 

contacto com animais (Glynn era/, 1998). 

Também o aumento da prevalência de resistência às quinolonas em Salmonella 

isoladas de animais, incluindo aves, está relacionado com a introdução de fluoroquinolones, 
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tais como enrofloxacina, licenciadas para uso veterinário (Griggs et ai, 1994; WHO, 1998; 

Malorny et ai, 1999). A introdução de fluoroquinolones na produção animal, incluindo aves, 

determinou, em vários países, a emergência de serótipos de Salmonella, isolados de 

humanos, com reduzida susceptibilidade às fluoroquinolones (WHO, 1997; WHO, 1998; 

Mlot, 2000). Por exemplo, resistência adicional à ciprofloxacina foi observada nas estirpes 

referidas atrás de S.Typhimurium DT104 multiresistentes (Threlfall era/, 1997a). 

Uma segunda evidência, é o facto dos padrões de resistência aos antimicrobianos 

observados em isolados de pessoas com infecções por Salmonella mostrarem mais 

resistência a agentes antimicrobianos usados na produção animal do que aos usados no 

tratamento destas infecções em humanos (Angulo et ai, 2000). Isto é, o tipo de antibióticos 

usados em animais é similar às resistências observadas em Salmonella de animais e de 

humanos, enquanto o tipo de agentes usados nos humanos não se correlaciona com as 

resistências encontradas em isolados humanos (Angulo et ai, 2000). Além disso, os padrões 

de resistência a antimicrobianos são semelhantes em Salmonella isoladas de humanos e 

animais saudáveis. Por exemplo, nos USA, as infecções humanas com Salmonella do 

serótipo Heidelberg são frequentemente associadas com ingestão de frango mal cozinhado, 

de modo que o perfil de resistência a agentes antimicrobianos de S. Heidelberg isoladas de 

humanos e de frangos é similar (Angulo et ai, 2000). 

Em terceiro lugar, várias investigações de surtos de infecções causadas por estirpes 

de Salmonella resistentes aos antimicrobianos conseguiram associar essas estirpes aos 

animais e ao uso de antibióticos nos animais (Angulo ef ai, 2000). A transferência de 

estirpes de Salmonella resistentes dos animais para os humanos, resultando em infecções 

graves difíceis de tratar devido às resistências, foi documentada por vários autores 

(Holmberg ef ai, 1984a; Molbak et ai, 1999; Fey et ai, 2000), sendo provável que as estirpes 

tenham sido seleccionadas pelo uso de agentes antimicrobianos nos animais. Nos USA, 

Holmberg et ai (1984a), foram os primeiros a documentar um surto de salmonelose causado 

por S.Newport multiresistente associado ao consumo de hambúrgueres originados de carne 

de vacas alimentadas com doses subterapêuticas de clorotetraciclina, para promoção do 

crescimento. Mais recentemente, no mesmo país, foi descrito um caso de salmonelose 

causado por uma S.Typhimurium multiresistente, incluindo a uma cefalosporina 

(ceftriaxona), em que muito provavelmente o reservatório animal foi a fonte da infecção e em 

que o uso de antibióticos no gado teve um papel na selecção desta estirpe específica de 

Salmonella (Fey et ai, 2000). Do mesmo modo, na Dinamarca, Molbak et ai (1999) 

documentaram o primeiro surto causado por uma S.Typhimurium DT104 multiresistente, 

incluindo às quinolonas, com difusão destas estirpes resistentes de animais de consumo 

(suínos) para o Homem. Anteriormente, já Holmberg et ai (1984b) tinham verificado que a 

transmissão de Salmonella resistentes dos animais ao Homem não era um acontecimento 
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raro, pois na maioria dos surtos, ocorridos nos USA entre 1971 e 1983, causados por estas 

bactérias foram incriminados alimentos de origem animal. 

Os vários casos de transmissão de Salmonella resistentes dos animais para o 

Homem mostram que a emergência e a prevalência dessas estirpes de Salmonella em 

produtos cárneos é um problema de saúde pública (D'Aoust et ai, 1992; Lee et a/, 1993; 

Manie eí a/, 1998; Van den Bogaard e Stobberingh, 1999). A resistência aos antimicrobianos 

limita as opções terapêuticas disponíveis de veterinários e médicos para os casos de 

Salmonella não tifóide que requerem tratamento (WHO, 1997). Assim, comparando com 

doentes com infecções susceptíveis, os doentes com infecções resistentes aos 

antimicrobianos têm mais probabilidade de necessitar de hospitalização e desta ser mais 

prolongada, aumentando também o risco de maior morbilidade e mortalidade (Lee eí a/, 

1994). Também Holmberg et ai (1984b), relativamente a dados dos surtos nos USA entre 

1971 e 1983, verificaram que a taxa de mortalidade em doentes com infecções causadas 

por estirpes de Salmonella resistentes a antimicrobianos foi maior do que para aqueles com 

infecções causadas por estirpes sensíveis. 

Uma vez que a maioria das infecções por Salmonella são adquiridas pela ingestão 

de alimentos contaminados, nomeadamente alimentos de origem animal, 

consequentemente a maioria das infecções por estirpes de Salmonella resistentes são 

adquiridas pela ingestão desses produtos contaminados com essas bactérias (Angulo et ai, 

2000). Sendo as aves um dos veículos mais importantes de Salmonella, então o risco de 

transmissão de estirpes resistentes é também elevado. Dado o elevado número de 

infecções por Salmonella em humanos, os factores que conduzem à emergência e aumento 

da prevalência de Salmonella resistentes aos antimicrobianos são importantes em termos de 

saúde pública (Angulo et ai, 2000). 

O problema da persistência de estirpes de Salmonella resistentes em produtos de 

origem animal é ampliado devido à incapacidade de se efectuarem reduções significativas 

de patogénicos nos animais, nas carcaças e de eliminar as fontes potenciais de 

contaminação cruzada durante o processamento (D'Aoust, 1997). Adicionalmente, as 

práticas intensivas de criação de aves e o uso difundido de rações com aditivos facilitam a 

transmissão horizontal de Salmonella nos bandos e apoiam a disseminação de estirpes de 

Salmonella resistentes no ambiente das aves (DAoust et ai, 1992). 

Assim, as aves, especialmente as alimentadas com rações suplementadas com 

antibióticos, excretam frequentemente estirpes de Salmonella multiresistentes, as quais 

através de contaminação cruzada durante o abate ou durante a preparação da carcaça 

podem passar para a cadeia alimentar humana (Arvanitidou er ai, 1998). Por outro lado, os 

consumidores modernos têm a percepção de que os alimentos mal cozinhados são mais 

saudáveis porque causam menos danos aos nutrientes, o que os tornou mais susceptíveis 
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às doenças transmitidas por alimentos, incluindo às causadas por agentes infecciosos 

resistentes aos antimicrobianos (Manie et ai, 1998). Uma vez que o consumo de aves 

aumentou, o potencial para a transmissão de estirpes de Salmonella resistentes aos 

agentes antimicrobianos também é maior. 

2.3.2) Emergência de resistência em Listeria spp. e [..monocytogenes 

A pressão selectiva exercida pelo uso difundido de agentes antimicrobianos em 

humanos e nos animais tem acelerado a emergência de bactérias resistentes, incluindo 

espécies de Listeria, consideradas até recentemente susceptíveis a quase todos os 

antibióticos (Charpentier e Courvalin, 1999). Uma vez que é actualmente reconhecida a 

origem alimentar das infecções por L.monocytogenes, é importante reconsiderar o uso de 

antibióticos como suplementos nas rações para animais (Charpentier e Courvalin, 1999). 

A maioria dos isolados clínicos, alimentares e ambientais de Listeria spp. são 

considerados susceptíveis aos agentes antimicrobianos usados contra bactérias Gram 

positivo (Charpentier et ai, 1995; Charpentier e Courvalin, 1999). No entanto, a emergência 

de estirpes multiresistentes começou a pôr em causa a ideia generalizada de Listeria como 

sendo um género bacteriano uniformemente susceptível a antibióticos (Charpentier e 

Courvalin, 1999). A primeira estirpe clínica de L.monocytogenes resistente a agentes 

antimicrobianos foi isolada em 1988 em França, sendo também a primeira estirpe 

multiresistente (Poyart-Salmeron et ai, 1990). Desde então, têm sido descritas outras 

estirpes de L.monocytogenes, isoladas de casos esporádicos de listeriose, resistentes a um 

ou mais agentes antimicrobianos (Quentin et ai, 1990; MacGowan ef ai, 1990; Hadorn er ai, 

1993; Tsakrís et ai, 1997). 

Para além do aumento do número de isolados clínicos de Listeria resistentes a vários 

antibióticos, também em estudos realizados em vários países têm sido registadas estirpes 

de origem alimentar resistentes, incluindo de L.monocytogenes (Slade e Collins-Thompson 

er a/, 1990; Facinelli et ai, 1991; Barbuti er ai, 1992; Franco et ai, 1994; Charpentier er a/, 

1995; Rota er ai, 1996). O uso incorrecto de agentes antimicrobianos em produção animal 

pode estar a contribuir também em bactérias deste género para o desenvolvimento de 

resistências a antibióticos (Franco et ai, 1994; Rota eí ai, 1996). Consequentemente, a 

presença de estirpes resistentes de Listeria, incluindo L.monocytogenes, em alimentos será 

um problema grave de saúde pública e sugere a necessidade de uso mais prudente de 

antibióticos em medicina veterinária (Rota et ai, 1996). 

Os agentes etiológicos de doenças infecciosas podem adquirir resistência a um ou 

mais dos agentes antimicrobianos, para os quais são normalmente susceptíveis, podendo 
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os genes que codificam para a resistência a antibióticos ser transferidos através de 

plasmídeos de outras bactérias (Rota et ai, 1996). Vários estudos descreveram 

L.monocytogenes multiresistentes em que a resistência aos antibióticos era mediada por 

plasmídeos (Poyart-Salmeron et ai, 1990; Hadorn et ai, 1993). Além disso, várias evidências 

sugerem que a origem dessas resistências em L.monocytogenes esteja em Enterococcus e 

Streptococcus: os plasmídeos que possuem os genes de resistência são mais instáveis em 

Listeria do que nesses dois géneros; a transferência dos plasmídeos por conjugação é 

eficaz entre estirpes de Listeria, mas foi obtida com maior frequência entre esses dois 

géneros; os plasmídeos detectados em Listeria são similares a outros já detectados nesses 

dois géneros; os genes que conferem resistência identificados são também similares aos 

frequentemente detectados nesses dois géneros (Poyart-Salmeron et ai, 1990; Hadorn ef a/, 

1993). 

Vários estudos mostram que cada vez mais estirpes de Listeria, isoladas de 

humanos e de alimentos, estão a tornar-se resistentes a antibióticos através da aquisição de 

genes de resistência conhecidos em bactérias Gram positivo (Charpentier et ai, 1995; 

Roberts et ai, 1996). Por exemplo, a presença frequente em espécies de Listeria de genes 

que conferem resistência à tetraciclina {tet M, tet S, tet L, tet K), também comuns em 

Enterococcus e Streptococcus, confirmam a noção de fácil transferência genética de genes 

de resistência entre esses dois géneros de cocos Gram positivo e Listeria e, também, entre 

as espécies de Listeria, sob condições naturais (Poyart-Salmeron ef ai, 1992; Facinelli et ai, 

1993; Charpentier ef ai, 1994; Charpentier ef ai, 1995). Também Roberts et ai (1996) 

detectaram a presença de um gene que confere resistência à eritromicina {erm C) em 

estirpes de Listeria (uma L.monocytogenes e uma L.innocua) isoladas de alimentos, já 

descrito noutras bactérias Gram positivo. Adicionalmente, L.monocytogenes ainda poderá vir 

a adquirir resistência a agentes antimicrobianos (ex. amoxicilina e gentamicina), através de 

plasmídeos ou transposões, já descritos em Enterococcus e que levantarão problemas na 

terapêutica da listeriose (Charpentier e Courvalin, 1999). De facto, a possibilidade de 

transferência por conjugação de plasmídeos e transposões que possuem genes de 

resistência de Enterococcus e Streptococcus para Listeria está bem documentada in vitro 

(Doucet-Populaire et ai, 1991; Charpentier et ai, 1994; Biavasco et ai, 1996) e in vivo 

(Doucet-Populaire et ai, 1991). 

Assim, tem sido proposto que Enterococcus e Streptococcus constituem um 

reservatório de genes de resistência para Listeria spp. e que muito provavelmente a 

resistência é adquirida in vivo, no tracto tracto gastrointestinal de humanos e animais 

(Poyart-Salmeron, 1990; Quentin et al, 1990; Slade e Collins-Thompson, 1990; Hadorn et ai, 

1993; Charpentier e Courvalin, 1999). O tracto intestinal representa o ecossistema mais 

favorável para a troca directa de informação genética entre esses géneros, pois 
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L.monocytogenes é frequentemente encontrada nesse local, onde diversas espécies de 

Enterococcus e Streptococcus, possuidoras de plasmídeos e transposées, também estão 

presentes em número elevado (Doucet-Populaire et ai, 1991; Charpentier e Courvalin, 

1999). No estudo de Doucet-Populaire et ai (1991) foi obtida a transferência de um 

transposão conjugativo que codifica resistência a vários antibióticos de E.faecalis para 

Lmonocytogenes in vitro e também in vivo no tracto gastrointestinal de ratos. 

Por outro lado, os determinantes de resistência podem ser difundidos para 

L.monocytogenes, não só de Enterococcus resistentes, mas também através de Listeria 

spp. não patogénicas, consideradas também possíveis reservatórios de genes de 

resistência para L.monocytogenes (Facinelli et ai, 1993; Biavasco et ai, 1996). Uma vez que 

a emergência de multiresistência em Listeria spp. é fundamentalmente devido à aquisição 

de plasmídeos, a transferência de resistência para outras estirpes de L.monocytogenes 

também é provável (Poyart-Salmeron et ai, 1990). 

Assim, a presença de plasmídeos que codificam resistência a agentes 

antimicrobianos e a facilidade com que esses plasmídeos, de vários dadores Gram positivo, 

são transferidos para Listeria pode indicar a disseminação potencial de estirpes de 

L.monocytogenes multiresistentes (Tsakris et ai, 1997). No entanto, a relativa instabilidade 

dos determinantes de resistência em Listeria pode explicar, parcialmente, a detecção pouco 

frequente de L.monocytogenes resistentes em amostras humanas (Tsakris et ai, 1997). 

Apesar de ser sugerido que a resistência pode ser adquirida in vivo, as estirpes 

multiresistentes também podem já estar presentes nos alimentos e as infecções humanas 

causadas por estirpes resistentes de L.monocytogenes serem adquiridas a partir dessa 

fonte (Facinelli era/, 1991). 

Apesar da transferência de resistência aos antibióticos para Listeria através de 

plasmídeos ser uma possibilidade, alguns autores verificaram ausência de plasmídeos em 

alguns isolados resistentes deste género (Slade e Collins-Thompson, 1990; Facinelli et ai, 

1991; Barbuti et ai, 1992). Nestes casos a resistência parece ser mediada 

cromossomicamente (Slade e Collins-Thompson, 1990). 

A emergência de L.monocytogenes multiresistentes está assim documentada em 

vários trabalhos, logo a presunção de que L.monocytogenes é susceptível a todos os 

antibióticos usados contra bactérias Gram positivo deve ser reavaliada, tal como o risco de 

infecção de origem alimentar por estirpes multiresistentes (Poyart-Salmeron et ai, 1990; 

Quentin et ai, 1990; Barbuti et ai, 1992; Rota et ai, 1996; Charpentier e Courvalin, 1999). 

Uma vez que o tracto intestinal representa a porta de entrada de estirpes de Listeria, as 

infecções humanas causadas por estirpes resistentes de L.monocytogenes de origem 

alimentar são previsíveis (Charpentier et ai, 1995). 
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2.4) Prevenção e controlo da emergência de bactérias zoonóticas resistentes 

Sendo reconhecido que a resistência aos agentes antimicrobianos é um problema 

global de segurança alimentar é necessário assegurar o uso apropriado de antibióticos na 

produção animal, ou seja, estabelecer uma política veterinária de uso de antibióticos 

(Pedersen ef a/, 1999). Os objectivos desta política consistem em proteger a saúde de 

animais, pessoas e o ambiente, ou seja, preservar a eficácia do tratamento de doenças 

infecciosas e reduzir os riscos de transferência de resistências para os humanos devido ao 

uso de antibióticos na produção animal (Pedersen eí a/, 1999). Para limitar a emergência e 

difusão da resistência aos antimicrobianos em bactérias patogénicas e evitar os 

consequentes problemas em relação ao tratamento de infecções nos animais e humanos 

são necessárias acções a vários níveis (Aarestrup, 1999; Angulo et ai, 2000). 

Em primeiro lugar deve ser promovido o uso prudente de antibióticos no local de 

produção, de modo que o sector da produção animal assegure que os animais sejam 

saudáveis e não um reservatório de bactérias resistentes aos antimicrobianos (WHO, 1997). 

Para reduzir os riscos de selecção e disseminação de resistência a antimicrobianos, e assim 

proteger a saúde pública, os antibióticos devem ser usados com prudência, isto é, prescritos 

apenas quando são necessários, não nos animais saudáveis. Para ser assegurado o uso 

prudente de agentes antimicrobianos em animais de consumo, devem estar definidas as 

necessidades de tratamento, as doses e os regimes terapêuticos (Angulo et ai, 2000). 

Assim, os agentes antimicrobianos não devem ser usados como substitutos de 

adequada higiene na produção animal e para mascarar os efeitos dos sistemas de produção 

que predispõem os animais para doenças, ou seja, o uso de antibióticos, se necessário, 

deve fazer parte do programa de boas práticas de produção (WHO, 1997; Pedersen eí ai, 

1999; Van den Bogaard e Stobberingh, 1999; Wegener, 1999; Shryock, 1999; Tollefson e 

Miller, 2000; WHO, 2000b). Os sistemas de produção devem ser melhorados, de modo a 

fornecer condições que promovam a saúde e o bem-estar desses animais e a reduzir a 

necessidade de uso de antibióticos em animais de consumo (WHO, 1997; Pedersen et ai, 

1999; Van den Bogaard e Stobberingh, 1999; Wegener, 1999; Tollefson e Miller, 2000; 

WHO, 2000b). 

A quantidade de antibióticos usada no tratamento e prevenção de doenças pode ser 

reduzida através de melhoria do sistema de produção animal (alimentação segura, 

condições sanitárias, utilização do espaço, controlo do ambiente), erradicação de doenças 

infecciosas ou vacinação e uso de probioticos (Van den Bogaard e Stobberingh, 1999; 

Tollefson e Miller, 2000; Angulo eí a/, 2000). Assim, devem ser implementadas estratégias 

para o controlo da difusão dos patogénicos no local de produção ou seja, controlo de 

infecção sem antimicrobianos (Angulo eí a/, 2000). 
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Além disso, abolindo o uso por rotina de antimicrobianos promotores de crescimento 

em rações poderá reduzir-se muito a quantidade de antimicrobianos usados em animais, 

devendo ser encorajado o desenvolvimento de métodos não antimicrobianos alternativos, 

como os pre e probioticos, que permitam obter os mesmos efeitos no crescimento dos 

animais (Van den Bogaard e Stobberingh, 1999; Angulo et al, 2000). Os benefícios 

económicos do uso subterapêutico de antimicrobianos devem ser pesados contra o custo da 

resistência que essas substâncias promovem em patogénicos transmitidos por alimentos em 

animais e humanos (Angulo et ai, 2000). 

Segundo Dixon (2000), já há 35 anos atrás, um dos pioneiros do estudo da 

resistência aos antibióticos argumentava que se os criadores melhorassem as condições da 

produção de animais era possível deixar de utilizar agentes antimicrobianos com funções 

duplas de profilaxia e promoção do crescimento. Mais recentemente, por exemplo, na 

Dinamarca e na Suécia, o factor crítico para a remoção dos promotores de crescimento, 

mantendo uma produção lucrativa, foi a aplicação de boas práticas de criação de animais, 

não ocorrendo um aumento no uso de antibióticos para terapêutica ou profilaxia durante ou 

após essa abolição (Van den Bogaard e Stobberingh, 1999; Dixon, 2000). Também, uma 

prevenção das doenças mais efectiva nos locais de produção é sugerida para reduzir a 

disseminação de S.Typhimurium DT104 multiresistente e para abrandar a evolução de 

resistência a outros antimicrobianos nesta e noutras estirpes de Salmonella (Glynn et al, 

1998). 

No entanto, a criação de leis e regulamentos, isto é, legislação sobre o uso de 

antibióticos em veterinária, é o principal instrumento para limitar o uso de agentes 

antimicrobianos nos animais de consumo (WHO, 1997). É fundamental existir legislação 

restritiva que regule o uso de antibióticos na produção animal (Pedersen et a/, 1999). O 

licenciamento de substâncias para uso veterinário deve considerar o impacto na saúde 

humana da resistência a antimicrobianos desenvolvida nos animais em que os agentes 

sejam usados (WHO, 2000b). As políticas do uso de agentes antimicrobianos nos animais 

devem pesar os possíveis benefícios para a produção animal contra os riscos médicos e as 

consequências para a saúde pública que derivam do seu uso (WHO, 1997). 

As políticas sobre o uso de antibióticos devem ser mundiais, pois a ocorrência de 

bactérias resistentes é um problema que atinge todos os países, em virtude da globalização 

do comércio de alimentos e animais. Assim, é necessário uma harmonização internacional 

da legislação, relativamente a antibióticos usados em terapêutica ou usados na promoção 

do crescimento, para ser possível prevenir o desenvolvimento de resistências (Aarestrup, 

1999; Pedersen et ai, 1999; Tollefson e Miller, 2000). 

Ao longo de vários anos, várias autoridades de saúde pública apelaram a uma 

reavaliação do uso de antibióticos na produção animal, começando por sugerir eliminar ou 
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pelo menos reduzir substancialmente o uso subterapêutico de antibióticos para promoção de 

crescimento (Levy, 1998; Aarestrup, 1999; Dixon, 2000; Mlot, 2000; Tollefson e Miller, 2000). 

Por exemplo, já em 1969, um grupo formado no Reino Unido, "Swann Commitee", 

recomendou que os antibióticos usados nos animais fossem divididos em dois grupos, uso 

terapêutico e uso como aditivos de rações; além de sugerir que os promotores de 

crescimento não deviam incluir antimicrobianos usados na terapêutica humana e animal e 

que estes últimos só deviam estar disponíveis se fossem prescritos por veterinários 

(Aarestrup, 1999; Van den Bogaard e Stobberingh, 1999; Tollefson e Miller, 2000). Em 1997, 

a OMS, para minimizar a emergência de resistência a antibióticos em animais de produção, 

recomendou a abolição de antimicrobianos promotores de crescimento que sejam usados 

em medicina humana ou que seleccionem resistência cruzada a agentes usados em 

terapêutica humana (WHO, 1997). 

Na Europa, as restrições ao uso de antibióticos para promoção de crescimento 

começaram a ser legisladas nos anos 70 (Levy, 1998), e em alguns países europeus, 

políticas específicas com o objectivo de limitar o uso de antibióticos em animais são 

exemplos para o resto do mundo (Dixon, 2000). Na Suécia desde 1986 que foi banida a 

utilização de antibióticos como aditivos alimentares estimulantes do crescimento, tal como 

posteriormente na Finlândia e Dinamarca, em resposta ao aumento da preocupação sobre a 

proliferação de bactérias insensíveis aos antibióticos e à sua difusão de animais de 

consumo para humanos (Parecer 98/C407/02; Dixon, 2000). A Comunidade Europeia, em 

acordo com o proposto pela OMS em 1997, recomenda a diminuição gradual do uso de 

antibióticos como promotores de crescimento, de modo que no domínio animal a utilização 

de antibióticos seja limitada à medicina veterinária (Parecer 98/C407/02). Assim, foram 

sendo retirados vários estimulantes de crescimento (ex. avoparcina, espiramicina, tilosina, 

virginiamicina e bacitracina zinco) para os quais se demonstrou desenvolvimento de 

resistência cruzada a substâncias similares usadas em medicina humana (Parecer 

98/C407/02; Tollefson e Miller, 2000; Regulamento n° 2821/1998/CE). Em contraste, em 

alguns países como os USA, ainda são permitidos antimicrobianos promotores de 

crescimento usados também para tratamento de infecções em humanos, como tetraciclinas 

e penicilinas (Van den Bogaard e Stobberingh, 1999; Mlot, 2000). 

No entanto, actualmente o uso de promotores de crescimento é apenas parte do 

problema, pois o uso terapêutico de antibióticos nos animais também tem contribuído para a 

selecção de estirpes resistentes em animais, nomeadamente a agentes importantes na 

terapêutica humana como são as fluoroquinolones (Levy, 1998; Tollefson e Miller, 2000). 

Assim, a OMS em 1998 considerou que devia ser prestada mais atenção aos riscos 

associados com o largo uso de fluoroquinolonas como medicamentos para animais (Parecer 

98/C407/02; Tollefson e Miller, 2000), de modo que é recomendado que o uso destes 
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agentes antimicrobianos em animais seja limitado devido às consequências potenciais para 

os humanos (Levy, 1998; Wegener, 1999). Uma vez que as bactérias patogénicas 

resistentes a antibióticos podem ser transferidas dos animais através dos alimentos, 

considera-se que os agentes antimicrobianos usados em humanos não devem ser usados 

em animais, incluindo os que podem causar resistência cruzada (Piddock, 1996). 

A implementação de uma política restritiva de uso de antibióticos em veterinária 

poderá evitar o desenvolvimento e difusão de bactérias resistentes nos animais e nos 

produtos alimentares de origem animal (Pedersen et ai, 1999). Vários estudos demonstram 

que a prevalência de bactérias resistentes aos antimicrobianos pode ser reduzida se a 

pressão selectiva for diminuída, como resultado da redução do uso de antimicrobianos 

(Pedersen et ai, 1999). Por exemplo, na Holanda, foi detectada uma diminuição de isolados 

humanos e animais de Salmonella resistentes a tetraciclina após a abolição do uso deste 

antimicrobiano nas rações para promoção do crescimento ocorrida em 1974 (Aarestrup, 

1999; Pedersen et ai, 1999). Mais recentemente, na Dinamarca, uma diminuição de 

resistência a avoparcina e vancomicina em Enterococcus isolados de animais foi observada 

após a abolição deste agente em 1995 (Aarestrup, 1999; Pedersen et ai, 1999). 

É também necessário estabelecer programas multinacionais de vigilância para 

monitorizar a ocorrência de bactérias resistentes a antimicrobianos, incluindo bactérias 

patogénicas para os animais, agentes de zoonoses (ex. Salmonella) e bactérias indicadoras 

de resistência (ex. E.coli e E.faecium), isoladas em animais de consumo, alimentos e 

humanos (WHO, 1997; Parecer 98/C407/02; Pedersen et ai, 1999; Shryock, 1999; WHO, 

2000b). Em 1996, várias entidades americanas, estabeleceram um programa de 

monitorização de resistências {National Antimicrobial Monitoring System) para avaliar 

alterações de susceptibilidade a antimicrobianos de microrganismos patogénicos 

zoonóticos, de amostras clínicas de humanos e animais, de animais de produção saudáveis, 

e de carcaças de animais no matadouro (Tollefson, 1996; Tollefson et ai, 1998). Na Europa, 

alguns países também lançaram iniciativas de criação e reforço dos sistemas de vigilância 

relativamente à resistência aos antimicrobianos, mas ainda não de um modo sistemático, 

nomeadamente em isolados de alimentos e animais (Parecer 98/C407/02). Para vigilância 

da resistência a antimicrobianos na Europa, a Comissão Europeia fundou em 1999 um 

organismo central a nível europeu (European Antimicrobial Resistance Surveillance System) 

e a Enter-Net que monitoriza especificamente a resistência em Salmonella (Bronzwaer et al, 

2001). 

Segundo a OMS, devem ser monitorizados antimicrobianos usados na terapêutica 

humana e/ou suspeitos de poderem seleccionar resistência cruzada a antimicrobianos 

usados em medicina humana. Devem também ser incluídos nestes programas de vigilância 
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antimicrobianos usados na terapêutica veterinária e como promotores de crescimento 

(WHO, 1997). 

Adicionalmente, as autoridades devem estabelecer sistemas para monitorizar o 

consumo de antimicrobianos nos animais, incluindo o consumo dos diferentes grupos de 

antibióticos para cada espécie animal (Parecer 98/C407/02; Aarestrup, 1999; Pedersen et a/, 

1999; WHO, 2000b). 

Actualmente, a informação sobre o consumo de agentes antimicrobianos em 

diferentes países e em diferentes espécies animais é muito limitada, de modo que não é 

possível quantificar a ligação entre consumo e ocorrência de resistência (Aarestrup, 1999; 

Shryock, 1999). Para ser possível estabelecer uma relação causa-efeito entre o uso de 

antibióticos em animais de consumo e falhas na terapêutica de doenças em humanos, é 

fundamental implementar um programa multinacional para monitorizar o consumo de 

antibióticos nos animais e a resistência em bactérias associadas com esses animais 

(Shryock, 1999). Assim, a Comunidade Europeia está a criar um sistema continuo de 

vigilância para monitorizar o consumo de agentes antimicrobianos (Bronzwaer et ai, 2001). 

São necessários estudos epidemiológicos para analisar as consequências para a 

saúde humana e animal do uso de antibióticos, de modo a poderem ser estabelecidas 

mediadas correctivas (Pedersen et ai, 1999). O estabelecimento de programas para 

monitorização do consumo de agentes antimicrobianos e da ocorrência de resistências em 

reservatórios humanos e animais foi encorajado pela OMS em 1997 (WHO, 1997). 

É necessário fomentar a investigação sobre o impacto para a saúde pública do uso 

de agentes antimicrobianos em medicina veterinária para ser possível limitar a emergência e 

difusão de resistência (Parecer 1998; Aarestrup, 1999; WHO, 2000b). No entanto, uma 

verdadeira avaliação do grau de contribuição do uso de antibióticos em animais para os 

problemas de resistência em humanos só pode ser facilitada estabelecendo uma relação 

entre: dados quantitativos do consumo de antibióticos, estudos de susceptibilidade in vitro, 

experiências em animais in vivo e estudos epidemiológicos (Shryock, 1999). 

Devem também ser implementadas estratégias de educação dando ênfase à 

importância e benefícios do uso prudente de antimicrobianos nos animais (WHO, 2000b). É 

necessário implementar recomendações para o uso prudente de antibióticos pelos 

veterinários, de modo a ser contido o desenvolvimento e difusão de bactérias resistentes 

associadas com os animais de consumo (Shryock, 1999). A educação dos consumidores e 

pessoal da saúde também poderá reduzir o uso inadequado de antimicrobianos nos 

humanos (Levy, 1998). O princípio fundamental do uso de antibióticos para qualquer fim 

deve ser a protecção das bactérias comensais susceptíveis do nosso ambiente, pois elas 

são nossas aliadas na reversão da crise da multiresistência (Levy, 1998). 
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II) Objectivos 

A salmonelose e a listeriose de origem alimentar continuam a ser um problema 

importante de saúde pública, sendo os produtos avícolas veículos frequentes de 

transmissão de Salmonella e Listeria monocytogenes. Adicionalmente, tem sido verificada a 

emergência de resistência a agentes antimicrobianos em estirpes de Salmonella e de 

Listeria isoladas em alimentos, nomeadamente de produtos de origem animal. Assim, foram 

objectivos do presente trabalho: 

• Estudar a incidência de Salmonella e L.monocytogenes em aves de produção 

nacional disponíveis para o consumidor; 

• Validar a aplicação de um método rápido (PCR multiplex) para identificação de 

L.monocytogenes e outras espécies de Listeria e comparar com o método 

convencional de identificação bioquímica; 

• Estudar a susceptibilidade dos isolados de Salmonella spp. e Listeria spp. a agentes 

antimicrobianos usados em terapêutica humana e/ou animal; 

• Estudar mecanismos de resistência aos antibióticos p-lactâmicos, nomeadamente 

verificar se esta resistência está associada a elementos genéticos móveis e a 

possibilidade da sua transferência por conjugação. 

51 



Material e métodos Amostragem 

III) Material e métodos 

1) Amostragem 

Para este trabalho foram utilizadas amostras de aves (frango e peru), cruas, 

provenientes de um estabelecimento de restauração colectiva e de dois talhos da cidade do 

Porto, colhidas durante o ano de 1999. A maioria das amostras estavam rotuladas com o 

nome do local de produção (aviário), mas não foi possível recolher informação completa 

sobre a origem de todas as amostras, sabendo-se, no entanto, que correspondiam a 

animais de produção nacional do tipo intensivo. 

Todas as amostras estavam refrigeradas no momento da colheita, sendo a maioria 

colhida pouco tempo após a sua chegada ao local de comercialização e as restantes após 

períodos de tempo variáveis, mas no máximo de 3 dias. 

As amostras foram colhidas assepticamente utilizando utensílios esterilizados e 

colocadas em recipientes de plástico individuais esterilizados, transportadas para o 

laboratório e analisadas imediatamente. Cada amostra de frango era constituída por porções 

de pele e gordura de várias carcaças do mesmo lote, sendo nos perus por porções de 

carne, gordura e pele. A colheita das amostras foi executada de modo a não diminuir o grau 

de qualidade e o aspecto das aves, retirando-se na maioria porções da cavidade abdominal 

e do pescoço do animal. 
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2) Isolamento e identif icação 

2.1) Salmonella spp. 

A metodologia utilizada para o isolamento de Salmonella foi a descrita na Norma ISO 

6579 (1993). Inicialmente 25 g de cada amostra foram pesadas e adicionadas 

assepticamente a 225 ml do meio de pré-enriquecimento Buffered Peptone Water (Oxoid) e 

incubadas 18h a 37° C. Da cultura de pré-enriquecimento foram transferidos 0,1 ml para 

Rappaport-Vassiliadis Enrichment Broth (Oxoid) e 1 ml para Selenite Broth (Difco), sendo a 

incubação realizada a 42 e 37° C, respectivamente, durante 24 e 48h. Após cada incubação 

os meios de enriquecimento foram semeados em dois meios de isolamento selectivos, SS 

Agar (Oxoid) e XLD Agar (Difco), e incubados a 37 °C durante 24 a 48h. As culturas eram 

analisadas para a presença de colónias típicas de Salmonella (colónias transparentes com 

centros negros no SS Agare colónias vermelhas com centros negros no XLD Agar) e várias 

(5) eram seleccionadas de cada placa e confirmadas por provas bioquímicas: fermentação 

da glicose, lactose e sacarose e produção de sulfureto de hidrogénio (reacções em meio 

Triple Sugar Iron Agar), produção de urease, desaminação da fenilalanina, descarboxilação 

da lisina, utilização do citrato, reacção ao vermelho de metilo e produção de indol. 

Um isolado por amostra com um perfil bioquímico de Salmonella foi confirmado pelo 

sistema de identificação API 32GN (bioMérieux) e sujeito a provas de aglutinação com soro 

polivalente aut\-Salmonella (Difco Salmonella O Antiserum Poly A-l and Vi) e vários soros 

específicos para o antigénio O (Difco). Todos os isolados foram enviados ao Centro 

Nacional de Salmonella (Instituto Nacional de Saúde) para serotipagem de acordo com o 

esquema de Kauffmann-White. 

As estirpes foram mantidas em rampas de Plate Count Agar (Oxoid) a 4 °C e 

alíquotas conservadas em Tryptone Soya Broth (Oxoid) com 15% de glicerol a -70 °C. 

Estirpes de Salmonella da colecção do Laboratório de Microbiologia da Faculdade de 

Farmácia da UP foram utilizadas como microrganismos de controlo. 

2.2) Listeria spp. e L.monocytogenes 

A metodologia utilizada para o isolamento de Listeria foi a descrita na Norma ISO 

11290-1 (1996). Inicialmente 10 a 25 g de cada amostra foram assepticamente adicionados 

a 9 volumes de Half Fraser Broth (Oxoid) (meio de enriquecimento primário com 

concentração reduzida de agentes selectivos) e incubados a 30° C durante 24h. Após 

incubação, 0,1 ml da cultura foi transferido para um tubo com 10 ml de Fraser Broth (Oxoid) 
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(meio de enriquecimento secundário com concentração completa de agentes selectivos) e 

incubado durante 48h a 37° C. A partir das culturas de enriquecimento primárias e 

secundárias foram semeadas placas de Oxford Agar (Oxoid) e Palcam Agar (Sanofi-

Pasteur). As placas foram incubadas a 37° C durante 24 a 48h e depois examinadas para a 

presença de colónias típicas de Listeria spp.: em Oxford Agar após 48h de incubação 

colónias com cerca de 2 mm de diâmetro, halos negros e centros cavados e nas placas de 

Palcam Agar colónias esverdeadas com cerca de 1,5 a 2 mm de diâmetro, com uma 

depressão central e também rodeadas de halos negros indicativos da hidrólise da esculina. 

2.2.1) Identif icação por métodos convencionais 

As colónias escolhidas de cada placa de meio selectivo foram estudadas por provas 

bioquímicas: coloração Gram, reacção da catalase, fermentação da ramnose (0,5%), xilose 

(0,5%) e manitol (1%) em Purple Broth Base (Difco) e hemólise em gélose sangue (carneiro 

ou cavalo). As colónias compostas por bacilos Gram positivo curtos, catalase positiva, 

produzindo ácido por fermentação da ramnose, mas não da xilose e manitol e p-hemolíticas 

foram consideradas suspeitas de L.monocytogenes. Um isolado por amostra com um perfil 

bioquímico de L.monocytogenes foi confirmado com o sistema API Listeria (bioMérieux). 

Quando não havia suspeita de L.monocytogenes foram identificadas pelo mesmo sistema 

outros isolados de Listeria, de modo a que cada amostra analisada tivesse pelo menos uma 

espécie identificada. 

Os isolados foram mantidos a 4o C em rampas de Tryptone Soya Agar (Oxoid) com 

0,6% de Extracto de Levedura (Difco) e alíquotas conservadas em Tryptone Soya Broth 

(Oxoid) com 15% de glicerol a -70 °C. Estirpes de L.monocytogenes e de outras espécies de 

Listeria do Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Farmácia da UP foram utilizadas 

como microrganismos de controlo. 

2.2.2) Identif icação por PCR 

Adicionalmente à utilização do método convencional para identificação bioquímica, 

as estirpes de Listeria foram sujeitas a caracterização genotípica por um método de PCR 

(polymerase chain reaction). Este método permite detectar sequências nucleotídicas 

específicas, apreciáveis pela sua amplificação por PCR. 

Assim, utilizou-se um PCR multiplex com 5 primers diferentes, específicos do gene 

iap (invasion-associated protein), que permite a detecção e diferenciação de espécies de 

Listeria, de acordo com Bubert et al (1999). O gene iap comum a todos os membros do 
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género Listeria foi utilizado como alvo, pois possui zonas conservadas nas extremidades 5' 

e 3', enquanto as porções internas são específicas de cada uma das espécies (Bubert et ai, 

1992a; Bubert et ai, 1992b). Adicionalmente, o facto de todos os produtos de PCR 

específicos poderem ser facilmente distinguidos por comparação de tamanho em gel de 

agarose, permitiu o desenvolvimento de um PCR multiplex constituído por 4 primers 

dirigidos a espécies (MonoA, lno2, Siwi2 e Mugral) e um primer da região conservada 

comum a todas as espécies (LislB) (Bubert et ai, 1999) (Figura 2). 

5' 
360 pb 

conservado 

600 pb 
variável 

160 pb 
variável 

60-150 pb 
variável 

inserção 

Tamanho do produto PCR (Kb) com o par de primers: 

repetição 

360 pb 
conservado 3' 

Identificação de: 

= 0.66 
MonoA LislB 

L. monocytogenes 

1.2 
Siwi2 

— <— L. ivanovii, L. seeligeri 
LislB L. welshimeri 

;0.87 
lno2 

■ • • • < -

LislB L. innocua 

0.48 
->•••■ 

Mugni LislB 
L. gravi 

Figura 2: Regiões nos genes iap de ligação dos primers seleccionados para identificação por PCR de 
Listeria spp.. Adaptado de Bubert et ai (1999). 
A terceira porção do gene, zona de inserção, não está presente no gene iap de Lmonocytogenes e 
de L.innocua. A zona variável do gene iap em Lmonocytogenes inclui uma parte repetitiva. 

Os primers LislB, MonoA, lno2, Siwi2 e Mugral, tal como descritos por Bubert et ai 

(1999), foram sintetizados por Sigma Genosys. As 3 espécies que não se diferenciam por 

este PCR apresentam uma grande homologia nas porções centrais do gene iap (Bubert et 

ai, 1992a). No caso de L.monocytogenes, o produto de PCR gerado pelos primers inclui a 

zona repetitiva do gene, cujo número de repetições varia com o serótipo, de modo que o 

tamanho dos fragmentos pode variar ligeiramente (Bubert et ai, 1992a). 
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Preparação do DNA bacteriano 

As reacções de PCR foram executadas com modificações ao método proposto por 

Bubert et ai (1999) relativamente à obtenção do DNA cromossómico das bactérias usadas 

para amplificação, de modo a simplificar a fase inicial da lise bacteriana. Todas as estirpes 

em estudo foram semeadas em placas de Tryptone Soya Agar (Oxoid) com 0,6% de 

Extracto de Levedura (Difco) e incubadas a 37 °C durante 24 a 48h. Foram utilizados dois 

métodos para lisar as bactérias, de modo a obter DNA cromossómico para efectuar a 

técnica de PCR. 

Método 1: as amplificações foram feitas directamente a partir de suspensões bacterianas, 

com turvação ajustada a 0,5 McFarland, em que 1 ou 2 |ul dessas suspensões standard 

foram transferidas directamente para a mistura reaccional, procedendo-se a uma fase inicial 

de lise a 96 °C durante 10 min. 

Método 2: os lisados bacterianos foram preparados suspendendo as células bacterianas em 

100 |j.l de Tween 20 a 0,05% (Sigma) e aquecendo no termociclador a 99 °C durante 10 min; 

após centrifugação a 5000 rpm durante 3 min, 1 )nl do sobrenadante, contendo o DNA de 

cada amostra, foi sujeito à reacção de PCR. 

Reacção de amplificação 

Durante a fase de optimização da técnica foram feitos ajustes na concentração de 

cloreto de magnésio (passou de 1,5 mM para 2 mM) e ensaios com Taq DNA polimerase de 

marcas diferentes, nomeadamente Sigma e Promega. 

Para a realização das reacções de amplificação foi utilizada uma mistura reaccional 

de 50 \x\ de volume total que continha: tampão de PCR 1x, 2mM de cloreto de magnésio, Mix 

dNTP (200 yM de cada), 5 primers (100 rig de cada), 1,5U de Taq DNA polimerase e água 

ultra pura estéril. A amplificação foi efectuada num termociclador (Perkin Elmer, Gene Amp 

PCR System 2400), efectuando o perfil de temperaturas descrito por Bubert et ai (1999): 

desnaturação a 95 °C durante 15 s, annealing a 58 °C durante 30 s, e extensão a 72 °C 

durante 50 s, utilizando-se 30 ciclos. 

Os produtos das reacções de PCR foram separados por electroforese em geles de 

agarose a 1,2% em tampão TAE (Tris-base 40 mM, EDTA 1 mM, ácido acético glacial, pH 8) 

a 60V durante cerca de 2 h. Os geles foram corados com brometo de etídio (0,5 (xg/ml) e o 

tamanho dos fragmentos de DNA foi calculado com o programa de software Kodak Digital 

Science 1D, por comparação da sua mobilidade com o marcador de peso molecular 

utilizado. 

56 



Material e métodos Ensaios de susceptibilidade a agentes antimicrobianos 

3) Ensaios de susceptibi l idade a agentes ant imicrobianos 

3.1) Método de difusão em agar com discos 

Os perfis de susceptibilidade das estirpes identificadas de Salmonella e Listeria 

foram determinados pelo método de difusão em agar com discos, utilizando o meio Mueller-

Hinton Agar 2 (bioMérieux) após incubação das placas a 37 °C durante 18 a 24h, de acordo 

com os procedimentos publicados pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards 

(NCCLS, 1997). O diâmetro da zona de inibição de crescimento foi registado, de modo a 

classificar as estirpes ensaiadas nas categorias sensível, intermédia ou resistente, de 

acordo com o proposto nas tabelas do NCCLS (1999) para Salmonella e do NCCLS (1990) 

para L.monocytogenes e outras espécies de Listeria. 

Os agentes antimicrobianos avaliados e a correspondente concentração foram os 

seguintes: penicilina (10U), amoxicilina (10(ig), amoxicilina/ácido clavulânico (20/10u.g), 

carbenicilina (100u.g), piperacilina (100|ug), cefalotina (30u,g), cefotaxima (30ng), ceftazidima 

(30|ig), estreptomicina (1 Ojug), gentamicina (10u.g), canamicina (30u.g), tobramicina (10u.g), 

netilmicina (30u.g), ácido nalidíxico (30|ug), ciprofloxacina (5u.g), ofloxacina (5u.g), 

cloranfenicol (30u.g), tetraciclina (30u,g), minociclina (30u.g), trimetoprim/sulfametoxazol 

(1,25/23,75|ng), clindamicina (2u.g), eritromicina (15u.g), vancomicina (30u.g) e rifampicina 

(5M0)-

3.2) Método de difusão em agar com tiras (Etest) 

Adicionalmente, para se determinar a concentração mínima inibitória (CMI) em 

algumas estirpes foi utilizado o método de difusão em agar com tiras, designado por Etest 

(AB Biodisk), para a amoxicilina, amoxicilina/ácido clavulânico, piperacilina, cefalotina, 

ceftazidima, tetraciclina, trimetoprim/sulfametoxazol, enrofloxacina e clindamicina. A técnica 

foi executada de acordo com as instruções do fabricante usando Mueller-Hinton Agar 2 

(bioMérieux) e uma incubação a 37 °C durante 18 a 24h. Os limites para a interpretação da 

resistência e susceptibilidade foram os propostos pelo NCCLS (1999) para Salmonella e do 

NCCLS (1990) para L.monocytogenes e outras espécies de Listeria, excepto para a 

enrofloxacina que foi de acordo com outra publicação (Malorny et a/, 1999). A estirpe 

Escherichia coli ATCC 25 922 foi utilizada como padrão nos ensaios de susceptibilidade. 
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4) Estudo de mecanismos de resistência aos antibiót icos p-lactâmicos 

4.1) Determinação do ponto isoeléctrico das p-lactamases 

No presente estudo foi utilizado o método de Matthew et ai (1975) modificado para 

caracterizar o ponto isoleléctrico (pi) das p-lactamases responsáveis pela resistência aos 

antibióticos p-lactâmicos. 

As estirpes foram semeadas em Tryptone Soya Broth (Oxoid) a 37 °C durante 18h. 

Posteriormente, as culturas foram centrifugadas a 3000 rpm, durante 10 min, a 4 °C, sendo 

os sedimentos obtidos lavados com soro fisiológico, novamente centrifugados nas mesmas 

condições e ressuspensos em 500 u.l de água destilada. As suspensões obtidas foram 

sujeitas a choques térmicos, alternando água quente com congelação a -20 °C, várias 

vezes. Por fim, foram centrifugados a 13000 rpm durante 1 min e os sobrenadantes 

processados para a focagem isoeléctrica em sistema Phast System (Pharmacia), de acordo 

com as instruções do fabricante, para ser determinado o ponto isoeléctrico das p-lactamases 

em estudo. Foram utilizados geles comerciais de poliacrilamida com anfolitos de pH 3-9 

(Phast Gel, Pharmacia) e a revelação das bandas correspondentes às p-lactamases foi 

efectuada por adição de solução de nitrocefin (100 u.M). Paralelamente utilizou-se um 

padrão constituído por p-lactamases de pis conhecidos (5.4, 5.6, 7.0, 7.6 e 8.2). 

4.2) Prova da acção sinérgica de dois discos 

Nas estirpes resistentes aos antibióticos p-lactâmicos foi utilizado o método de Jarlier 

et ai (1988) para verificar a produção de p-lactamases de espectro alargado. 

Os fenómenos de sinergismo foram avaliados segundo a técnica de difusão em agar 

com discos, aplicando na placa de Mueller-Hinton Agar 2 (bioMérieux) discos da 

cefalosporina de 3a geração ceftazidima (30 u.g) e de amoxicilina/ácido clavulânico (20/10 

u.g), dispostos a uma distância (25 mm) que permita avaliar o possível efeito sinérgico. O 

alargamento do halo de inibição na zona próxima do disco com amoxicilina/ácido clavulânico 

é indicativo da possível presença de uma p-lactamase de espectro alargado. 

4.3) Ensaios de conjugação 

Para as estirpes que apresentam um comportamento aos antimicrobianos típico de 

presença de p-lactamases plasmídicas efectuaram-se ensaios de transferência genética por 
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conjugação, para avaliar a sua capacidade de transferir determinantes de resistência 

(associação de resistência a p-lactâmicos com plasmídeos conjugativos). Utilizou-se como 

estirpe receptora Escherichia coli K802N (hsdR, hsdM, gal, met, SupE, gyrA), sensível a 

amoxicilina, resistente ao ácido nalidíxico e desprovida de plasmídeos. 

As estirpes dadoras e receptoras foram semeadas em Tryptone Soya Broth (Oxoid) a 

37 °C durante 18h. Posteriormente, transferiu-se cerca de 1 ml destas culturas para 50 ml de 

Tryptone Soya Broth (Oxoid) que foi incubado a 37 °C, com agitação, durante 3h (até se 

atingir a fase exponencial de cerca de 5x108 bactérias/ml). Em placas de Mueller-Hinton 

Agar 2 (bioMérieux) colocou-se 100 uJ da cultura da estirpe dadora sobre 100 u.l da cultura 

da estirpe receptora e incubou-se a 37 °C durante 24h. Da cultura obtida foi preparada uma 

suspensão-mãe e várias diluições decimais em soro fisiológico. Os transconjugantes foram 

seleccionados semeando 100 |j.l da suspensão-mãe e respectivas diluições à superfície de 

placas de Mueller-Hinton Agar 2 (bioMérieux) contendo ácido nalidíxico (100 u.g/ml) e 

ampicilina (50 u.g/ml). 

Previamente, todas as estirpes utilizadas, dadoras e receptoras, e a estirpe de E.coli 

ATCC foram semeadas em placas de Mueller-Hinton Agar 2 (bioMérieux) contendo apenas 

ácido nalidíxico (100 u.g/ml) ou ampicilina (50 u.g/ml) e contendo os dois antibióticos. Foram 

também executados antibiogramas nos transconjugantes obtidos, utilizando-se discos de 

amoxicilina (10u.g), amoxicilina/ácido clavulânico (20/10u.g), ácido nalidíxico (30u.g), 

carbenicilina (100u.g) e piperacilina (100u.g) e determinadas as CMI por Etest para a 

amoxicilina, amoxicilina/ácido clavulânico e piperacilina. 
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IV) Resultados 

1) Estudo da incidência 

1.1) Salmonella spp. 

No Quadro 1 apresentam-se os resultados da pesquisa de Salmonella para as 60 

amostras analisadas, de acordo com a proveniência e a natureza do produto. 

A pesquisa de Salmonella foi positiva em 36 das 60 amostras, o que representa uma 

incidência de 60%. Dessas 36 amostras, 5 tiveram origem no estabelecimento de 

restauração colectiva, sendo 3 de peru e 2 de frango, enquanto as restantes 31 foram de 

frangos obtidos nos dois talhos (15 em cada um) e uma de um peru. Salienta-se que de 

cada amostra positiva só se procedeu à identificação de uma estirpe de Salmonella. 

Quadro 1: Incidência de Salmonella spp. por origem das amostras 

Aves N° amostras N° amostras positivas (%) 

Frango 54 32 (59%) 

restauração colectiva 7 2 

talhos 47 30 

Peru 6 4 (67%) 

restauração colectiva 3 3 

talhos 3 1 

TOTAL 60 36 (60%) 

Os 36 isolados pertencem a 10 serótipos diferentes, distribuídos pelos grupos B, C, 

D e E, como se apresenta no Quadro 2. Os serótipos mais frequentemente isolados foram 

S.Enteritidis (16) e S.Hadar (10), constituindo mais de metade do total de isolados e sendo 

todos obtidos de amostras de frango, com excepção de uma S.Hadar. Os outros serótipos 

foram isolados com menor frequência, sendo de salientar que nas 4 amostras de peru se 

isolaram 4 serótipos diferentes. 
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Quadro 2: Serótipos de Salmonella por tipo de amostra 

Tipo de amostras 

Serótipo (grupo) Total (%) Frango Peru 

n=36 n=32 n=4 

S.Enteritidis (D) 16 (44%) 16 -

S.Hadar(C) 10(28%) 9 1 

S.Virchow (C) 3 (8%) 3 -

S.Derby (B) 1 (3%) 1 -

S.Anatum (E) 1 (3%) 1 -

S.Heidelberg (B) 1 (3%) 1 -

S.Kingston (D) 1 (3%) 1 -

S.Sainpaul (B) 1 (3%) - 1 

S.Indiana (B) 1 (3%) - 1 

S.BIockley (C) 1 (3%) - 1 

1.2) Listeria spp. e L.monocytogenes 

No Quadro 3 apresentam-se os resultados da pesquisa de Listeria e de 

L.monocytogenes para as 63 amostras analisadas, de acordo com a proveniência e a 

natureza do produto. 

A pesquisa de Listeria spp. foi positiva em todas as amostras analisadas, sendo 

isoladas L.monocytogenes em 26 amostras (41%). Destas 26 amostras, 6 tiveram origem no 

estabelecimento de restauração colectiva, sendo 4 de frango e 2 de peru, enquanto as 

restantes, 19 foram de frangos obtidos nos dois talhos (8 no talho A e 11 no talho B) e uma 

de um peru (talho B). 

Quadro 3: Incidência de Listeria spp. e L.monocytogenes por origem das amostras 
N° amostras positivas (%) 

Aves N° amostras Listeria spp L.monocytogenes 

Frango 57 57(100%) 23 (40%) 

restauração colectiva 8 8 4 

talhos 49 49 19 

Peru 6 6(100%) 3 (50%) 

restauração colectiva 3 3 2 

talhos 3 3 1 

TOTAL 63 63(100%) 26(41%) 
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Adicionalmente, outras espécies, incluindo L.innocua, L.welshimeri e L.seeligeri 

foram isoladas, sendo o número de isolados de 32, 8 e 1, respectivamente. Em três 

situações, mais do que uma espécie foi recuperada da mesma amostra, ou seja, pelo menos 

duas continham simultaneamente L.monocytogenes e L.innocua e na outra para além 

dessas duas espécies também se isolou L.welshimeri. No entanto, pela metodologia 

utilizada não se pode excluir a presença de outras associações, isto é, não foram estudadas 

todas as espécies que poderiam estar presentes na mesma amostra, pois a identificação era 

terminada logo que se encontrava uma cultura positiva para L.monocytogenes. 

1.2.1) Comparação dos métodos util izados para identif icação 

Após isolamento de Listeria spp. a identificação foi efectuada utilizando o sistema 

API Listeria e ensaios PCR. Assim, neste estudo verificou-se que todos os isolados 

identificados como sendo L.monocytogenes no sistema AP\-Listeria foram confirmados por 

PCR, tal como se verificou para as outras espécies (Quadro 4). 

Quadro 4: Comparação entre identificação bioquímica (API-L/sfer/a) e ensaio PCR 

N° estirpes Identificação API Identificação PCR API/PCR (%) 

26 L monocytogenes + 26/26(100%) 

32 L.innocua + 32/32(100%) 

8 L.welshimeri * + 8/8(100%) 

1 L.seeligeri* + 1/1 (100%) 

67 100% 

* esta técnica de PCR identifica o grupo das 3 espécies: L.seeligeri, L.welshimeri e L.ivanovii 

Relativamente aos dois métodos utilizados para lisar as bactérias, de modo a obter o 

DNA cromossómico para efectuar a técnica de PCR, os resultados divergiram. Verificou-se 

que o método em que a amplificação era efectuada directamente a partir de suspensão 

bacteriana não foi bem sucedido para todas as estirpes, mesmo quando se procedeu a 

algumas alterações, nomeadamente na concentração de cloreto de magnésio. Nos ensaios 

de PCR em que a lise bacteriana era feita na presença de Tween 20 a 99 °C durante 10 

minutos conseguiu-se obter produto PCR para todos os isolados testados, efectuando o 

ajuste da concentração de cloreto de magnésio relativamente ao proposto por Bubert et ai 

(1999). 

Na Figura 3 encontra-se representada como exemplo uma das electroforeses 

referentes a isolados deste estudo. Salienta-se que para os isolados de L.monocytogenes 
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ocorreram algumas diferenças no tamanho dos fragmentos obtidos, mas que nunca foram 

impeditivas da sua identificação face a outras espécies. 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 M 
b P 

- 1 2 0 0 -

- 8 7 0 -

-660 * 
^ ^ 

■ 

Figura 3: Electroforese em gel de agarose dos produtos de amplificação obtidos no PCR multiplex 
para identificação de Listeria spp. e coloração com brometo de etídio. 
Linhas: M - marcador de peso molecular 100 bp DNA (Promega); 1 - L.monocytogenes (F41-2); 2 -
Lmonocytogenes (F46-1); 3 - Linnocua (F47-1); 4 - Linnocua (F48-2); 5 - Lmonocytogenes (F50-
16); 6 - Linnocua (F52-16); 7 - Linnocua (F54-10); 8 - Lwelshimeri (F40-14); 9 - Lwelshimeri (F45-
12); 10 - Lseeligeri (F44-8); 11- Linnocua (F16-25). 
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2) Estudo da susceptibi l idade a agentes ant imicrobianos 

2.1) Salmonella spp. 

Após identificação dos 36 isolados de Salmonella procedeu-se à caracterização dos 

seus comportamentos face a vários agentes antimicrobianos usados em humanos e 

animais. 

Verifica-se que apenas 9 (25%) dos isolados apresentam susceptibilidade a todos os 

agentes antimicrobianos testados, enquanto 27 (75%) apresentam resistência a um (14 

estirpes) ou mais (13) desses agentes. 

Os resultados obtidos mostram que a resistência ao ácido nalidíxico foi a mais 

frequente, observada em 18 (50%) dos isolados, seguida pela estreptomicina (39%) e 

tetraciclina (36%). Uma incidência mais baixa de resistência foi observada para as 

penicilinas (amoxicilina, carbenicilina e piperacilina), canamicina, cloranfenicol e 

trimetoprim/sulfametoxazol (Quadro 5). 

Quadro 5: Resistência aos antimicrobianos dos isolados de Salmonella spp. 

Agente antimicrobiano N° (%) isolados resistentes 

ácido nalidíxico 18(50%) 

estreptomicina 14(39%) 

tetraciclina 13(36%) 

amoxicilina 7(19%) 

carbenicilina 7(19%) 

piperacilina * 7(19%) 

cloranfenicol 1 (3%) 

canamicina 1 (3%) 

trimetoprim/sulfametoxazol 1 (3%) 

* dois isolados apresentam comportamento intermédio 

Nos isolados resistentes foi determinada a CMI para alguns agentes antimicrobianos 

(Quadro 6), verificando-se níveis elevados de resistência para tetraciclina, amoxicilina e 

trimetoprim/sulfametoxazol nos isolados testados. Todos os isolados foram susceptíveis à 

associação amoxicilina/ácido clavulânico, às cefalosporinas (cefalotina, cefotaxima e 

ceftazidima), aos aminoglicosídeos tobramicina, netilmicina e gentamicina, e às 

fluoroquinolonas (ciprofloxacina e ofloxacina). As 18 estirpes resistentes ao ácido nalidíxico 

foram estudadas com mais detalhe, sendo determinada a CMI para a fluoroquinolona 

enrofloxacina, por Etest. Verificou-se que todas as estirpes apresentaram uma CMI > 2 

u.g/ml o que as permite classificar como resistentes segundo Malorny et ai (1999). 
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Quadro 6: CMI dos isolados de Salmonella spp. resistentes 
Agente antimicrobiano Limites CMI (ug/ml) 

(n° isolados) 

tetraciclina (13) 64 ->256 

amoxicilina (7) >256 

piperacilina (7) * 32 ->256 

amoxicilina/ácido clavulânico (7) 2 - 4 

cefalotina (7) 4 - 8 

ceftazidima (7) 0,25 - 1 

trimetoprim/sulfametoxazol (1) >256 

* dois isolados apresentam comportamento intermédio 

Nos 27 isolados de Salmonella resistentes a antimicrobianos observam-se 8 padrões 

diferentes de resistência (Quadro 7). Entre estes resultados salientam-se os 10 isolados 

com multiresistência ao ácido nalidíxico, estreptomicina e tetraciclina, com um dos isolados 

ainda resistente às penicilinas. Verifica-se ainda que todos os isolados (13) resistentes à 

tetraciclina também foram resistentes à estreptomicina. Além disso, este perfil aparece em 

três dos quatro isolados de perus que apresentam várias resistências (penicilinas, 

estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol e trimetoprim/sulfametoxazol; penicilinas, 

estreptomicina, tetraciclina e ácido nalidíxico; estreptomicina, tetraciclina e canamicina). 

Quadro 7: Padrões de resistência dos isolados de Salmonella spp. 
Padrões de resistência N° isolados 

(n=27) 

NA 8 

S 1 

A 5 

S+T 1 

NA+S+T 9 

S+T+K 1 

NA+S+T+A 1 

S+T+A+C+SXT 1 

NA = ácido nalidíxico; S = estreptomicina; T = tetraciclina; 
A = amoxicilina; K = canamicina; C = cloranfenicol; 
SXT = trimetoprim/sulfametoxazol 

A distribuição dos serótipos de Salmonella pelos resultados de resistência aos 

antimicrobianos apresenta-se nos Quadros 8 e 9. Salienta-se que os 9 isolados sensíveis a 

todos os agentes antimicrobianos incluem sete S.Enteritidis e uma das S.Virchow, todas 

isoladas de frangos, e a única S.Indiana isolada de uma amostra de peru. As restantes 9 
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S.Enteritidis não apresentaram resistência múltipla a agentes de grupos diferentes, sendo 5 

resistentes ao ácido nalidíxico e 4 a antibióticos do grupo dos p-lactâmicos (amoxicilina, 

carbenicilina e piperacilina). Relativamente ao segundo e terceiro serótipo em termos de 

frequência nas nossas amostras, todas as estirpes de S.Hadar (10) foram resistentes ao 

ácido nalidíxico, sendo 8 resistentes também à tetraciclina e à estreptomicina, tal como duas 

das três estirpes de S.Virchow. Por outro lado, três dos serótipos isolados de perus 

(S.Saintpaul, S.BIockley e S.Hadar) foram multiresistentes a vários grupos de 

antimicrobianos (entre 2 e 5). 

Quadro 8: Relação entre serótipos de Salmonella e resistência aos antimicrobianos 
N° (%) isolados resistentes 

Serót ipos NA S TE A C K SXT 

(n isolados) 

Enteritidis (16 5(31) - 4 (25) - - -

Hadar(10) 10(100) 8(80) 8(80) 1(10) - - -

Virchow (3) 2(67) 2(67) 2(67) - - -

Derby (1) - 1 (100) 1 (100) - - -

Anatum (1) - 1 (100) - - - -

Heidelberg (1) - - 1 (100) - - -

Kingston (1) 1 (100) - - - - -

Saintpaul (1) - 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) - 1 (100) 

Indiana (1) - - - - - -

Blockley(1) - 1 (100) 1 (100) - 1 (100) -

TOTAL (36) 18(50) 14(39) 13(36) 7(19) 1(3) 1(3) 1(3) 

Quadro 9: Relação entre serótipos de Salmonella e padrões de resistência aos antimicrobianos 
Padrões de Total Ent Had Vir Der Ana Hei Kin Sai Ind Bio 

resistência (16) (10) (3) (1) (D (1) (D (D (D (1) 

NA 8 5 2 - - - - 1 - - -

S 1 - - - - 1 - - - - -

A 5 4 - - - - 1 - - - -

S+T 1 - - - 1 - - - - - -

NA+S+T 9 - 7 2 - - - - - - -

S+T+K 1 - - - - - - - - - 1 

NA+S+T+A 1 - 1 - - - - - - - -

S+T+A+C+SXT 1 - - - - - - - 1 - -

NA = ácido nalidíxico; S = estreptomicina; T = tetraciclina; A = amoxicilina; K = canamicina; 
C = cloranfenicol; SXT = trimetoprim/sulfametoxazol 
Ent = Enteritidis; Had = Hadar; Vir = Virchow; Der = Derby; Ana = Anatum; Hei = Heidelberg; Kin = Kingston; 
Sai = Saintpaul; Ind = Indiana; Bio = Blockley 
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2.1.1) Estudo de mecanismos de resistência aos antibiót icos p-lactâmicos 

Nos 7 isolados de Salmonella em que se observou resistência às três penicilinas 

avaliadas efectuou-se a pesquisa de p-lactamases por focagem isoeléctrica, verificando-se 

que todas elas produzem p-lactamases de pi 5,4 (Figura 4). Acresce que não foi observado 

sinergismo entre amoxicilina/ácido clavulânico e uma cefalosporina de 3a geração 

(ceftazidima), pelo que se tratará de uma p-lactamases do tipo TEM-1. 

Nos 6 isolados resistentes às penicilinas e sensíveis ao ácido nalidíxico efectuaram-

se ensaios de conjugação, obtendo-se transconjugantes para 5 desses isolados, que tal 

como os isolados dadores apresentaram p-lactamases de pi 5.4 (Figura 4). O isolado que 

não conjugou apresentava também resistência a agentes antimicrobianos de outros grupos, 

enquanto o outro não fez parte dos ensaios de conjugação, pois apresentava resistência ao 

ácido nalidíxico, usado como agente de selecção nestes ensaios. Os cinco transconjugantes 

obtidos apresentam resistência adquirida à amoxicilina, carbenicilina e um perfil intermédio à 

piperacilina e à associação amoxicilina/ácido clavulânico. 

i 
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Figura 4: Determinação do pi das p-lactamases por focagem isoeléctrica em sistema Phast System 
(Pharmacia) e revelação com nitrocefin. 
Linhas: 1- Salmonella (F18); 2- transconjugante (18-A); 3- Salmonella (F21); 4- transconjugante (F21-
A); 5- Salmonella (F25); 6- transconjugante (F25-A); P- padrão de pi de p-lactamases; 7- Salmonella 
(F38); 8- transconjugante (F38-A); 9- Salmonella (F49); 10- Salmonella (P1); 11- Salmonella (P9). 
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2.2) Listeria spp. e L.monocytogenes 

Após identificação dos 67 isolados de Listeria procedeu-se à caracterização dos 

seus comportamentos face a vários agentes antimicrobianos usados em humanos e 

animais. 

Verifica-se que 11 (16%) dos isolados apresentam susceptibilidade a todos os 

agentes antimicrobianos testados, enquanto 56 (84%) apresentam resistência a um (36) ou 

mais (20) desses agentes de grupos diferentes. 

Todos os isolados apresentam sensibilidade a penicilina, amoxicilina, vancomicina, 

rifampicina, tobramicina, gentamicina, canamicina, cloranfenicol e 

trimetoprim/sulfametoxazol. 

No entanto, os resultados apresentados no Quadro 10 mostram uma incidência 

significativa de Listeria spp. resistentes à clindamicina, sendo mesmo a resistência 

predominante para L.innocua (69%) e L.welshimeri (63%), e a segunda resistência para 

L.monocytogenes (35%). A resistência à enrofloxacina também foi frequente nas duas 

espécies mais frequentemente detectadas, L.monocytogenes (58%) e L.innocua (41%). 

Quadro 10: Resistência aos antimicrobianos dos isolados de Listeria spp. 
Agente N° (%) isolados resistentes 

antimicrobiano Listeria spp. L.monocytogenes L.innocua L.welshimeri L.seeligeri 
(67) (26) (32) (8) (1) 

clindamicina 36 (54%) 9 (35%) 22 (69%) 5 (63%) -

enrofloxacina 29 (43%) 15(58%) 13(41%) - 1 (100%) 

tetraciclina 10(15%) - 9 (28%) 1 (13%) -

estreptomicina 5 (7%) 1 (4%) 4(13%) - -

eritromicina 1 (2%) - 1 (3%) - -

ofloxacina 1 (2%) - - - 1 (100%) 

Em todos os isolados de Listeria foram determinadas as CMIs para clindamicina por 

Etest, sendo a variação entre 0,5 e 12 (ig/ml. Foram considerados resistentes 36 isolados, 

com CMIs entre 4 e 12 u.g/ml. Salienta-se que alguns isolados considerados resistentes à 

clindamicina pelo método de difusão em agar com discos apresentaram valores de CMI 

pertencentes à categoria intermédia pelo Etest. 

Por outro lado, em todos os isolados foram também determinadas as CMIs para a 

enrofloxacina, que variam entre 0,5 e 4 u.g/ml. Foram considerados resistentes 29 isolados, 

todos com CMI igual a 2 u.g/ml, com excepção da única L.seeligeri (CMI 4 u.g/ml) que 

também era resistente à ofloxacina. 
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Nos 10 isolados de Listeria resistentes à tetraciclina determinou-se a CMI por Eteste 

a susceptibilidade à minociclina (30>g) por método de difusão em agar com discos. As CMIs 

para tetraciclina variam entre 16 e 96 ng/ml, sendo 6 estirpes sensíveis à minociclina e 4 

classificadas como intermédias. 

No Quadro 11 observam-se 12 padrões diferentes de resistência entre os 56 

isolados de Listeria spp. resistentes a antimicrobianos. 

Quadro 11: Padrões de resistência dos isolados de Listeria spp. 
Padrões de N° isolados 

resistência Listeria spp. L.monocytogenes L.innocua L.welshimeri L.seeligeri 

(56) (19) (30) (6) (D 
DA 18 3 10 5 -
ENR 13 10 3 - -
T 4 - 3 1 -
DA + ENR 11 5 6 - -
DA + S 2 1 - -
DA + T 1 - - -
ENR + OFX 1 - - 1 
ENR + S 1 - - -
T+S 1 - - -
DA + ENR + TE 2 - 2 - -
DA + T + S 1 - - -
DA + ENR + T + E 1 - - -
DA = clindamicina; ENR = enrofloxa cina; T = tetraciclina; S = estreptomicina; OFX = ofloxacina E = eritro 

Os resultados deste estudo mostram que apenas 7 dos 26 (27%) isolados de 

L.monocytogenes são susceptíveis a todos os antimicrobianos testados. Dos restantes 19 

(73%), 15 são resistentes à enrofloxacina e 9 à clindamicina, sendo apenas 6 isolados 

resistentes a dois agentes de grupos diferentes. 

Em contraste, 94% (30 em 32) dos isolados de L.innocua são resistentes, 

salientando-se que quase metade desses isolados apresentam resistência a dois ou mais 

agentes antimicrobianos diferentes. A maioria dos isolados (69%) é resistente à 

clindamicina, mas também foram identificados 13 (41%) resistentes à enrofloxacina e 9 

(28%) à tetraciclina. 

Relativamente às outras duas espécies identificadas, das 8 L.welshimeri, 5 

apresentam resistência à clindamicina e uma à tetraciclina, enquanto a única L.seeligeri é 

resistente apenas às duas fluoroquinolonas (ofloxacina e enrofloxacina). 
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V) Discussão 

1) Estudo da incidência 

1.1) Salmonella spp. 

A contaminação de carne de aves e derivados por Salmonella, especialmente 

S.Enteritidis, é um problema mundial, quer para a indústria, quer para as autoridades 

responsáveis pela protecção dos consumidores relativamente a doenças transmitidas por 

alimentos. 

Os resultados deste estudo confirmam que também em Portugal as aves são um 

veículo potencial de Salmonella, sendo a incidência nas nossas amostras de 60%. Estes 

resultados estão de acordo com um estudo anterior realizado no nosso país, em que 57% 

das carcaças de frangos estavam contaminadas com este patogénico (Machado e Bernardo, 

1990). Os dados do presente estudo são também comparáveis com os dados de outros 

países relativamente a carcaças de aves, embora taxas de isolamento diferentes tenham 

sido descritas. 

Assim, na Grécia, Arvanitidou et ai (1998) registaram que 69% das amostras de 

frangos estavam contaminadas com Salmonella. Em Espanha, Carraminana et ai (1997) 

observaram também taxas de incidência semelhantes às nossas, com pesquisa positiva 

para esta bactéria em 60% de carcaças. No Canadá, Lammerding et ai (1988) isolaram 

Salmonella em 69,1% dos perus e 60,9% das carcaças de frango. No entanto, a prevalência 

de Salmonella em carcaças de aves foi menor noutros estudos: 23% entre 1993 e 1996 na 

Bélgica (Uyttendaele et ai, 1998) e 33,8% entre 1997 e 1998 no mesmo país (Uyttendaele et 

ai, 1999), 26,4% na Irlanda (Duffy et a/, 1999), 42% (Roberts, 1991), 24,5% (Plummer et ai, 

1995) no Reino Unido e 43% nos USA (Bokanyi et ai, 1990). Nos USA, estudos mais 

recentes demonstram que após a implementação do sistema HACCP nos locais de 

processamento de aves a prevalência desta bactéria baixou de 20% para cerca de 10% em 

carcaças de frangos (FSIS, 1999a; FSIS, 2000). Em países de outros continentes, as aves 

também são um veículo potencial de Salmonella como indicam os 35,5% de incidência 

desta bactéria em carcaças de aves na Malásia (Rusul et ai, 1996). 

Estes estudos demonstram que a contaminação das aves com Salmonella está 

largamente difundida, sendo um dos veículos alimentares mais frequentes para esta 

bactéria. A alta prevalência encontrada nas carcaças de aves, quer ao nível do 

processamento, quer na venda a retalho, resulta seguramente de um aumento real causado 

por vários factores, como o rápido crescimento da indústria de aves e a movimentação de 
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animais vivos (Rusul et ai, 1996), e também da melhoria da metodologia para detecção 

desta bactéria (Bokanyi et ai, 1990). 

Por outro lado, é sempre difícil comparar a incidência de patogénicos, incluindo 

Salmonella, registada por vários autores devido ao facto das variações na prevalência 

poderem ser atribuídas a vários factores: diferenças no local de origem, período da análise e 

idade das amostras, ao procedimento de amostragem, número inicial de aves portadoras, 

higiene no matadouro, nível de processamento do produto, a possível contaminação 

cruzada ao nível da venda a retalho e a variações na metodologia aplicada para detectar os 

patogénicos (Bryan e Doyle, 1995; Uyttendaele et ai, 1999; Duffy et ai, 1999). 

Assim, a taxa de contaminação destes produtos depende do tipo de amostra 

analisada. Por exemplo, no estudo de Izat et ai (1990) nos USA apenas 29% dos frangos 

congelados estavam contaminados com Salmonella, comparativamente com os nossos 60% 

em aves refrigeradas. Esta situação está de acordo com o facto de algumas populações 

microbianas serem menores nas carcaças congeladas devido aos efeitos de destruição da 

congelação e descongelação (Bryan e Doyle, 1995). Por outro lado, a incidência também foi 

baixa em estudos na Albânia, em que apenas 12,5% (Telo et ai, 1998) e 8,2% (Beli et ai, 

2001) das amostras de carne de aves analisadas sem pele e produtos relacionados estavam 

contaminados com Salmonella, relativamente a outros trabalhos e ao nosso em que as 

amostras foram analisadas com pele. Também no estudo de Uyttendaele et ai (1999) se 

verificou que as porções de aves sem pele apresentavam contaminação significativamente 

menor do que as vendidas com pele, 34,6% versus 47%, apesar dos níveis de 

contaminação serem elevados em ambas. Segundo Kotula e Davis (1999), a pele, 

nomeadamente do pescoço, é o local de amostragem preferível, uma vez que a incidência e 

número de Salmonella são ligeiramente mais elevadas e a sua remoção não altera muito o 

aspecto da ave, o que pode ter alguma importância na obtenção das amostras para análise. 

Também a idade dos animais no abate e o tipo de produção influenciam a 

incidência de Salmonella, como demonstraram Uyttendaele et ai (1999) para as carcaças de 

aves de vida livre até à idade de abate (12 a 13 semanas) que apresentaram uma taxa de 

contaminação por Salmonella significativamente menor do que as aves produzidas em larga 

escala em capoeiras industriais abatidas com 6 a 8 semanas (14,6% versus 46%, 

respectivamente). Estes resultados de 46% de incidência em aves de produção intensiva, 

apesar de inferiores aos nossos 60%, estão em concordância com as amostras de frangos 

analisadas no nosso trabalho que se referem a aves produzidas em aviários industriais. No 

Canadá, também nos estudos de prevalência ambiental de Poppe et ai em que 53% dos 

bandos de galinhas poedeiras (1991b) e 77% dos bandos de frangos (1991a) estavam 

contaminados com essa bactéria, a diferença de resultados poderá estar associada com a 

idade dos animais (frangos tinham menos de 8 semanas e as galinhas entre 20 e 72 
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semanas), tipo de alojamento e contaminação residual nas capoeiras. Também valores 

diferentes de incidência são encontrados conforme a espécie de ave, frango ou peru, 

provavelmente reflectindo condições de produção diferentes. Assim, Irwin et ai (1994) 

verificaram uma mais elevada prevalência de contaminação com Salmonella (87%) no 

ambiente de bandos de perus comercializados no Canadá, comparativamente com os 

valores encontrados para bandos de frangos (Poppe et ai, 1991a). No presente trabalho, 

dado o número reduzido de amostras de perus relativamente às de frangos, não é possível 

concluir acerca de diferenças entre os dois tipos de aves analisadas, embora os resultados 

sejam da mesma ordem de grandeza (59% nos frangos e 67% nos perus). 

O processamento sofrido após o abate também vai influenciar os resultados da 

incidência. A contaminação origina-se no bando de aves e aumenta através da cadeia de 

produção por contaminação cruzada durante o abate, corte em peças e demais 

processamento (Uyttendaele et ai, 1998). Assim, Uyttendaele et ai (1999) registaram um 

aumento, previsível, na incidência de Salmonella das carcaças (29,3%) para o corte em 

porções (44%) e demais processamento (68,3%). No estudo de Carraminana et ai (1997), a 

incidência de Salmonella também aumentou gradualmente, de 30% no material fecal colhido 

dos animais à chegada ao matadouro, para 60% nas carcaças refrigeradas e 80% em 

fígados de aves, indicando que ocorreu contaminação cruzada durante o processamento. 

Do mesmo modo, Kotula e Pandya (1995) demonstraram que a incidência de Salmonella em 

frangos após o abate e antes da fase de escaldão foi elevada, variando entre 27,5% e 75%, 

de acordo com a parte analisada do animal (pele, penas ou patas). Assim, as carcaças de 

frango serão de maior risco quanto maior for o grau de processamento sofrido, quer nas 

unidades de processamento, quer nos estabelecimentos de venda a retalho. Por exemplo, 

nos USA, antes e após a implementação do sistema HACCP, a prevalência de Salmonella 

foi maior em amostras de frango picado (44,6% para 14,4%) e de peru picado (49,9% para 

30%) do que em carcaças de frangos (20% para 10%) (FSIS, 1999a; FSIS, 2000). A 

contaminação cruzada na venda a retalho também influencia os resultados como 

demonstraram Plummer eí ai (1995) ao detectarem maior contaminação nas amostras de 

talhos (24,5%) relativamente às pré-embaladas de supermercados (18,6%). Do mesmo 

modo, os nossos resultados referentes às amostras adquiridas em talhos também poderão 

reflectir o ambiente desse local, apesar da amostragem se ter efectuado a partir dos animais 

inteiros e não partidos em porções. 

Todos estes trabalhos mostram que as aves representam um risco potencial, 

especialmente se forem consumidas mal cozinhadas ou se ocorrer contaminação cruzada 

para alimentos prontos a comer, quer nas cozinhas domésticas e de estabelecimentos de 

restauração colectiva, quer nos locais de venda a retalho, como os talhos e supermercados. 
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Relativamente aos serótipos de Salmonella, geralmente as carcaças de aves são 

portadoras de uma grande variedade. Assim, no presente estudo foram isolados dez 

serótipos diferentes de Salmonella, distribuídos principalmente pelos grupos D (17 estirpes) 

e C (14 estirpes) e em menor número pelos grupos B (4 estirpes) e E (1 estirpe). 

O serótipo S.Enteritidis, pertencente ao grupo D, foi o predominante (44%). 

Resultados equivalentes, também a partir de amostras de aves, foram encontrados noutros 

trabalhos em Portugal (Machado et Bernardo, 1990; INSA, 1999; INSA, 2000), Grécia 

(Arvanitidou et ai, 1998), Albânia (Telo et a/, 1998), Espanha (Carraminana ef a/, 1997), 

Bélgica (Uyttendaele et ai, 1998) e Reino Unido (Plummer et ai, 1995). Por outro lado, 

S.Enteritidis foi também o serótipo mais frequentemente detectado em isolados humanos e 

animais em Portugal entre 1995 e 1999 (INSA, 1999; INSA, 2000). 

No entanto, outros estudos revelam valores diferentes relativamente à incidência e 

predomínio de S.Enteritidis. Assim, na Bélgica, num estudo mais recente, apenas 5,4% das 

amostras apresentavam este serótipo relativamente às 36,5% que estavam contaminadas 

com outros serótipos de Salmonella (Uyttendaele et ai, 1999) e na Irlanda, Duffy et ai (1999) 

referem que S.Enteritidis não foi o serótipo predominante, ficando apenas na terceira 

posição. No Canadá, nos estudos de Poppe er a/ (1991 a; 1991 b), este serótipo só foi isolado 

de nove bandos de frangos (3%) e de oito bandos de galinhas poedeiras (2,7%), sendo o 

oitavo e quinto serótipo em termos de prevalência, respectivamente. Num estudo nos USA, 

S.Enteritidis não se encontrou entre os dez serótipos mais comuns em carcaças e derivados 

de frangos e perus, apesar de ser um dos serótipos mais comum de salmonelose nesse 

país (Schlosser et ai, 2000). Do mesmo modo, nos USA, após a implementação do sistema 

HACCP, S.Enteritidis continuou a não ser um dos principais serótipos isolados de carcaças 

de frangos e de amostras de peru picado (FSIS, 1999b). 

Por outro lado, também é de salientar que nas nossas amostras de peru não foram 

isoladas S.Enteritidis e não se verificou predomínio de algum serótipo, apesar do reduzido 

número analisado desse tipo de amostra. Esta situação também foi registada pelo Centro 

Nacional de Salmonella, pois na carne de peru não aparecem serótipos predominantes, mas 

uma grande variedade (INSA, 1999; INSA, 2000). Nos estudos de Uyttendaele eí ai (1998; 

1999), S.Enteritidis também esteve predominantemente associada com carcaças de frango 

e nunca ou raramente foi isolada de perus. Do mesmo modo, S.Enteritidis não foi isolada de 

nenhuma amostra ambiental de perus analisada no estudo de Irwin ef ai (1994), sugerindo 

que estes animais não são uma fonte significativa de S.Enteritidis para os humanos. Beli et 

ai (2001) nas 11 amostras (8,2%) de carne de peru em que foi recuperada Salmonella 

referem 5 serótipos diferentes, incluindo S.Enteritidis em 4 amostras, sendo os isolados do 

serogrupo B predominantes (6). 
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Para além de S.Enteritidis, outros serótipos também isolados de aves variam 

largamente entre os diversos estudos. Assim, no presente trabalho, os outros serótipos mais 

identificados incluem S.Hadar (10) e S.Virchow (3), ambos pertencentes ao grupo C. O 

serótipo S.Hadar, segundo serótipo mais isolado no presente trabalho, também foi comum 

em Portugal em carne de frango entre 1995 e 1998 (INSA, 1999) e em 1999 (INSA 2000). 

Tal como foi dos mais prevalentes entre Salmonella isoladas no Canadá por Lammerding eí 

ai (1988), Poppe et ai (1991a) e Irwin et ai (1994) e nos USA por Bokanyi eí ai (1990), 

Schlosser eí ai (2000) e pelo FSIS (1999b). Na Bélgica, em amostras de aves, a incidência 

de S.Hadar (15,5%) e de S.Virchow (14,1%) foi mesmo apenas ligeiramente mais baixa do 

que a de S.Enteritidis (16,3%), sendo estes os três serótipos predominantes (Uyttendaele eí 

a/, 1998). No entanto, S.Hadar e S.Virchow foram raramente ou nunca encontradas noutros 

estudos em aves (Rusul eí a/, 1996; Arvanitidou eí a/, 1998; Duffy eí a/, 1999), incluindo num 

realizado no nosso país em que estes dois serótipos não foram detectados (Machado e 

Bernardo, 1990). Actualmente, S.Hadar e S.Virchow fazem também parte do grupo dos 

quatro serótipos de origem humana mais frequentemente isolados em Portugal e em vários 

países da Europa (INSA, 1999). No Reino Unido, já entre 1981 e 1986, as infecções 

humanas com S.Virchow tinham aumentado 30%, sendo as aves a principal fonte 

(Humphrey eí a/, 1988). 

Para além dos três serótipos predominantes no nosso estudo, também foi isolada 

uma estirpe de cada um dos seguintes serótipos: S.Derby, S.Anatum, S.Heidelberg, 

S.Kingston, S.Saintpaul, S.Indiana e S.BIockley. Do mesmo modo, noutros trabalhos, 

realizados em regiões ou épocas diferentes, foi isolada uma grande variedade de serótipos 

de Salmonella, semelhantes ou diferentes destes, também a partir de amostras de aves 

(Lammerding eí a/, 1988; Machado e Bernardo, 1990, Poppe eí a/, 1991b; Irwin eí a/, 1994; 

Rusul eí a/, 1996; Arvanitidou eí a/, 1998; Uyttendaele eí a/, 1998; Duffy eí a/, 1999; FSIS, 

1999b; Schlosser eí a/, 2000). No presente trabalho não foi possível estudar a distribuição 

geográfica dos diferentes serótipos isolados, uma vez que nem para todas as amostras 

havia identificação do local de produção, sabendo-se, no entanto, que correspondiam todas 

a animais de produção nacional. 

Apesar de S.Typhimurium ser um dos serótipos mais frequentemente incriminado em 

surtos de salmonelose humana em Portugal (INSA, 1999; INSA, 2000), neste trabalho não 

foi identificada em nenhum produto, tal como também revelam os dados recentes do Centro 

Nacional de Salmonella (1999; 2000) para as amostras de frango, sendo este serótipo mais 

frequente em carne de porco e fumados. Um trabalho anterior (Machado e Bernardo, 1990) 

revela, embora com baixa frequência, o isolamento deste serótipo em produtos avícolas. No 

entanto, noutros estudos nos USA (Izat et ai, 1991) e Canadá (Poppe eí a/, 1991b; Irwin eí 

a/, 1994) S.Typhimurium foi um dos serótipos registados em aves, e no estudo de 
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Lammerding et ai (1988) no Canadá foi mesmo o serótipo mais frequentemente isolado em 

frangos entre 1983 e 1985. Mais recentemente, foi um dos serótipos mais frequentemente 

detectado em carcaças de frango nos USA (FSIS, 1999b; Schlosser et a/, 2000). Estes 

resultados poderão indicar, pelo menos em alguns países, que S.Typhimurium começa a 

estar associada a produtos avícolas. 

1.2) Listeria spp. e L.monocytogenes 

Todas as espécies de Listeria, nomeadamente L.monocytogenes, encontram-se 

largamente distribuídas no ambiente, de modo que os alimentos crus, incluindo as aves, são 

um veículo frequente destas bactérias. 

Os resultados do presente estudo confirmam esta situação, uma vez que 100% das 

amostras de frango e peru apresentaram pesquisa positiva para Listeria spp. e 41% para 

L.monocytogenes. Estes dados são também comparáveis a estudos realizados noutros 

países em amostras de aves nos últimos anos. 

Assim, na Bélgica, a incidência de L.monocytogenes em carcaças de frangos foi de 

41,3% entre 1997 e 1998 (Uyttendaele eí ai, 1999) e de 24,6% entre 1992 e 1995 

(Uyttendaele et ai, 1997). No Reino Unido, as aves cruas adquiridas em supermercados 

foram o alimento mais contaminado com estas bactérias, sendo a incidência de 80% para 

Listeria spp. e de 63% para L.monocytogenes (MacGowan er ai, 1994). Similarmente, na 

Irlanda do Norte, a pesquisa de Listeria spp. e de L.monocytogenes foi positiva em 91% e 

59%, respectivamente, também em amostras de aves cruas (Lawrence e Gilmour, 1994). Do 

mesmo modo, num estudo realizado na Austrália, verificou-se que a incidência de Listeria 

spp. e de L.monocytogenes foi elevada em aves cruas (45,5% e 30,3%, respectivamente) 

(Arnold e Coble, 1995). 

Já estudos anteriores tinham confirmado que as aves são veículos potenciais de 

L.monocytogenes, como demonstram as incidências registadas que variaram entre 23% e 

85% (Pini e Gilbert, 1988; Skovgaard e Morgen, 1988; Bailey et ai, 1989; Schonberg et ai, 

1989; Wong er a/, 1990; Lewis e Corry, 1991; Rorvik e Yndestad, 1991), embora outros 

estudos tenham revelado percentagens menores de contaminação (Varabioff, 1990; Wang 

er a/, 1992; Gohil et ai, 1995; Ojeniyi eí ai, 1996). 

Para além dos métodos de isolamento influenciarem a prevalência de Listeria spp. 

nas amostras de produtos cárneos, também é difícil comparar os resultados registados por 

vários autores devido ao facto das variações na prevalência poderem ser atribuídas a vários 

factores: diferenças geográficas, diferenças nas práticas de criação e abate dos animais, 

diferenças nas práticas de manipulação dos alimentos, incluindo condições de 

armazenamento, especialmente controlo de temperatura (Johnson et ai, 1990). 
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A contaminação de alimentos, nomeadamente aves, por Listeria spp. está associada 

não só ao local de produção, mas também ao local de processamento, já que se trata de 

uma bactéria largamente difundida no ambiente, sendo os resultados da incidência 

afectados pelo nível de processamento dos produtos. Assim, Uyttendaele et ai (1999) 

detectaram um aumento gradual da contaminação com L.monocytogenes das carcaças de 

frango (41,3%) para as porções cortadas (46,7%) e destas para produtos mais processados 

(61%). No estudo de Franco er ai (1995), as porções de aves no fim do processamento 

também se encontravam muito contaminadas com Listeria spp. (64% a 96%) e com 

L.monocytogenes (52% a 84%), de acordo com a porção analisada. No estudo de 

Genigeorgis er ai (1989) também se verificou um aumento da prevalência de Listeria spp. e 

de L.monocytogenes à medida que se avança na linha de processamento, tendo os 

manipuladores um papel importante na difusão dessas bactérias. Do mesmo modo, os 

nossos resultados também poderão reflectir o ambiente dos locais de aquisição (talhos e 

estabelecimento de restauração colectiva), apesar da amostragem se ter efectuado a partir 

de animais inteiros e não partidos em porções ou mais processados no próprio local. 

Assim, já num estudo realizado na Malásia, 60% das porções de frango analisadas, 

vendidas nos supermercados e mercados locais, estavam contaminadas com 

L.monocytogenes, demonstrando uma prevalência elevada desta bactéria em frango cru 

(Arumugaswamy er a/, 1994), e superior à detectada no presente trabalho para animais 

inteiros. No entanto, num estudo realizado na Irlanda, apenas 50% das porções de frango 

continham Listeria spp. e 30% L.monocytogenes (Sheridan ef a/, 1994), enquanto num 

estudo anterior nos USA, percentagens ainda menores foram registadas para Listeria spp. 

(40,6%) e L.monocytogenes (13,1%) em produtos do mesmo tipo (Genigeorgis et ai, 1989). 

Mais recentemente, num estudo realizado no Japão, a carne de frango picada foi o alimento 

analisado com maior incidência de L.monocytogenes (37%), para além de ser o produto com 

maior nível de contaminação (Inoue et ai, 2000), tal como num estudo anterior em Espanha, 

em que as amostras de carne picada, incluindo aves, foram as mais contaminadas com uma 

incidência de 80% de Listeria spp. e 17% de L.monocytogenes (De Simón et ai, 1992). Estes 

dois estudos demonstram uma elevada ocorrência de L.monocytogenes em carnes picadas, 

mas inferior à das nossas amostras em aves inteiras. 

A taxa de contaminação também depende do tipo de produto disponível para venda 

que é analisado. Por exemplo, num estudo realizado em Portugal, apenas 64% de amostras 

de carne de frango e peru pré-embaladas estavam contaminadas com Listeria spp. e 21% 

com L.monocytogenes (Esteves er ai, 1996), comparativamente com a maioria das nossas 

amostras adquiridas em talhos sem qualquer embalagem. Também em contraste com os 

nossos resultados estão os de Uyttendaele er ai (1999), em que a incidência de 
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L.monocytogenes foi significativamente maior nas porções de aves sem pele (17,6%) 

relativamente às com pele (6,9%), provavelmente consequência de maior manipulação . 

Por outro lado, no estudo de Gohil et ai (1995) verificaram-se diferenças entre as 

aves no estado fresco e congelado, sendo mais elevada a incidência de Listeria spp. e de 

L.monocytogenes nos frangos congelados (82% e 46%, respectivamente) em relação aos 

frangos frescos (33% e 3,3%, respectivamente), podendo reflectir a diferente origem das 

amostras (frangos frescos eram de origem local, enquanto os congelados eram importados) 

e as diferenças no processamento dos produtos. Outros autores também demonstraram 

maior ocorrência de Listeria spp. em carnes congeladas do que em frescas (Varabioff, 1990; 

Wang et ai, 1992; Sheridan et a/, 1994), sendo sugerido também por Wang ef ai (1992) que 

a maior manipulação que sofrem os congelados aumenta a contaminação por esta bactéria. 

Além disso, o congelamento pode ter reduzido o número de outros microrganismos, 

permitindo que as espécies de Listeria, resistentes ao congelamento, sejam mais facilmente 

isoladas (Varabioff, 1990). 

No entanto, não se pode excluir a hipótese de também o tipo de ave poder 

influenciar a incidência de L.monocytogenes, como demonstraram Uyttendaele ef ai (1997) 

em que maior contaminação foi detectada em carcaças de galinhas (51%) relativamente a 

carcaças de frangos (24,6%), possivelmente por maior tempo de permanência no local de 

produção e menores cuidados de higiene. No presente trabalho, dado o número reduzido de 

amostras de peru relativamente às de frango, não é possível estabelecer um relação entre a 

incidência de L.monocytogenes e o tipo de ave analisada, embora os resultados sejam da 

mesma ordem de grandeza (40% em frangos e 50% em perus). 

Todos estes trabalhos demonstram que as aves são um veículo importante de 

Listeria spp. e particularmente de L.monocytogenes. Assim, as aves podem ser uma fonte 

potencial de contaminação, nos próprios locais de venda a retalho, como os talhos, onde 

vários alimentos são vendidos, incluindo, por vezes, alimentos prontos a comer. Também 

nas cozinhas de estabelecimentos de restauração colectiva ou das casas dos 

consumidores, estes produtos são de risco, especialmente se ocorrer contaminação cruzada 

ou se forem ingeridos mal cozinhados. Além disso, tendo em conta a capacidade de 

L.monocytogenes crescer a temperaturas de refrigeração, o armazenamento de alimentos 

contaminados durante algum tempo poderá permitir a proliferação deste patogénico para 

níveis perigosos. 

Assim, os produtos prontos a comer refrigerados feitos à base de aves, como 

frango e peru, também podem constituir um risco para a saúde pública pela presença de 

L.monocytogenes, como resultado de contaminação pós-processamento, como seria de 

esperar para uma bactéria de origem ambiental tão difundida. Por exemplo, no estudo de 

Rijpens et ai (1997), a presença de Listeria spp. e de L.monocytogenes foi detectada em 
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35,5% e 15,5%, respectivamente, das amostras de produtos com aves (frango e peru) 

prontos a comer, possivelmente por contaminação cruzada no ambiente de processamento 

de aves ou no supermercado. Sheridan et ai (1994) só detectaram Listeria em amostras de 

carnes prontas a comer que não estavam pré-embaladas, em vácuo ou em atmosfera 

modificada, indicando também contaminação pós-processamento durante o corte e 

distribuição dos produtos. Outros trabalhos que demonstram a ocorrência de Listeria spp. e 

de L.monocytogenes em alimentos preparados com frango e peru, sugerem que a presença 

de L.monocytogenes em carnes prontas a comer é preocupante, principalmente porque os 

níveis da bactéria podem aumentar substancialmente ao fim de alguns dias de 

armazenamento a temperaturas de refrigeração (Gilbert et ai, 1989; Hudson ef a/, 1992; 

Lawrence e Gilmour, 1994; Wilson, 1995; De Simón e Ferrer, 1998). 

Relativamente a outras espécies de Listeria, geralmente as carcaças de aves são 

portadoras de várias, como se verificou no presente estudo em que foram detectados 

isolados de mais três espécies: L.innocua, L.welshimeri e L.seeligeri. Salienta-se o facto de 

L.innocua ter sido a mais prevalente, também relativamente à espécie patogénica 

L. monocytogenes. Estes resultados estão de acordo com outros estudos efectuados em 

aves, em que as espécies de Listeria isoladas foram principalmente L.monocytogenes e 

L.innocua (Lewis e Corry, 1991; Arnold e Coble, 1995; Sheridan ef a/, 1994; MacGowan et 

ai, 1994), verificando-se também em alguns trabalhos maior prevalência de L.innocua 

relativamente às outras espécies, nomeadamente L.monocytogenes (Petersen e Madsen, 

2000). O facto de L.innocua ser isolada mais frequentemente dos alimentos e do ambiente 

poderá ser explicada por esta espécie crescer mais facilmente nos caldos de 

enriquecimento do que L.monocytogenes, como demonstrado por vários estudos (Petran e 

Swanson, 1993; Curiale e Lewus, 1994). 

Embora alguns autores sugiram diferenças no poder patogénico de vários serótipos 

de L.monocytogenes e apesar de não terem sido determinados os serótipos dos nossos 

isolados de L.monocytogenes, a detecção desta espécie em 41% das amostras indica um 

risco elevado de contaminação por estirpes patogénicas. 

1.2.1) Comparação dos métodos util izados para identif icação 

Uma vez que a identificação das espécies de Listeria por métodos convencionais é 

demorada e trabalhosa, foi aplicada uma técnica de PCR multiplex (Bubert et ai, 1999) aos 

isolados identificados por AP\-Listeria, de modo a ser avaliada a possibilidade desse método 

ser alternativo à confirmação bioquímica. Além disso, a escolha de uma técnica molecular 

que se baseia em características genotípicas estáveis (gene iap) e não em características 
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bioquímicas, que podem ser variáveis, torna esse método de identificação mais seguro 

(Bubertefa/, 1999). 

Por outro lado, o sistema API-Z_/'sfe/7a (Bille et ai, 1992) permite distinguir as espécies 

de Listeria, mas sendo a diferenciação entre Lmonocytogenes e L.innocua baseada apenas 

numa prova bioquímica (presença ou ausência de arilamidase), por vezes com algumas 

dificuldades na leitura do resultado. Além disso, entre outras características correntemente 

usadas, a hemólise é um dos poucos marcadores que distingue Lmonocytogenes 

(hemolítica) de L.innocua (não hemolítica) (Bille ef a/, 1992), e que por vezes não é de fácil 

interpretação. Também se verifica pela lista de perfis numéricos que acompanham o sistema 

API-L/srer/a (biomérieux) que existem casos em que não é possível distinguir 

L.monocytogenes de outras espécies de Listeria. O método que se utilizou foi baseado no 

proposto por Bubert et ai (1999) que permite diferenciar espécies de Listeria, 

nomeadamente L.monocytogenes, L.innocua, L.grayi e um grupo de três espécies, 

constituído por L.seeligeri, L.welshimeri e L.ivanovii, apenas com uma reacção de 

amplificação. 

Os resultados obtidos no presente trabalho, indicam que todos os isolados 

identificados até à espécie pelo método clássico apresentaram produtos de amplificação por 

PCR característicos da mesma espécie ou do grupo das três espécies que não se 

distinguem, ou seja, foi obtido 100% de conformidade entre os dois métodos utilizados para 

a totalidade dos isolados. 

Relativamente aos métodos de preparação de DNA testados no presente trabalho, o 

aquecimento a 99° C durante 10 minutos na presença de tween 20 (0,05%), efectuado antes 

da reacção de amplificação, foi o mais adequado para a identificação dos isolados de 

Listeria spp. Este método de preparação de DNA usado para os ensaios de PCR foi mais 

rápido e mais simples do que o proposto por Bubert ef ai (1999), reduzindo a manipulação, 

pelo que se minimiza a possibilidade de contaminação das amostras e, consequentemente, 

resultados errados. 

Outros autores, utilizando outros procedimentos rápidos com base em técnicas de 

PCR, obtiveram também resultados concordantes entre o método cultural e o ensaio de 

PCR para os seus isolados (Lawrence e Gilmour, 1994; Paziak-Domanska ef a/, 1999). No 

entanto, muitos desses métodos são limitados, pois só permitem identificar o género Listeria 

e a espécie patogénica L.monocytogenes, não sendo possível diferenciar outras espécies, 

como no método descrito por Bubert et ai (1999). 

Porém, será útil desenvolver técnicas deste tipo para a detecção directa de espécies 

de Listeria em amostras de alimentos, podendo, assim, ser ultrapassada a fase de cultura 

para isolamento, uma vez que a diferenciação das colónias das várias espécies é impossível 

nas placas dos meio de cultura recomendadas pela norma ISO 11290-1 (1996). Alguns 
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autores demonstraram que a associação da fase de pré-enriquecimento com o PCR é um 

método mais rápido e fácil do que a técnica convencional de enriquecimento e identificação 

bioquímica para amostras alimentares (Bansal eí a/, 1996; Rijpens et ai, 1997). Além disso, 

como estes métodos de PCR permitem detectar baixos níveis de contaminação pode ser 

possível ultrapassar o problema da L.innocua crescer mais rapidamente do que 

L.monocytogenes em caldos de enriquecimento, como sugerem alguns autores, podendo 

assim sobrepor-se a L.monocytogenes quando as duas espécies estão presentes (Petran e 

Swanson, 1993; Curiale e Lewus, 1994). 
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2) Estudo da susceptibi l idade a agentes ant imicrobianos 

2.1) Salmonella spp. 

2.1.1) Resistência e mult iresistência 

Incidência de resistência 

O uso por rotina de antimicrobianos na produção de aves contribui para a resistência 

observada a estes agentes entre os isolados de Salmonella nesses animais e no seu 

ambiente. Dado que muitos dos antibióticos utilizados no presente estudo para avaliação da 

resistência são usados extensivamente nas aves, os resultados obtidos não foram 

inesperados. 

Assim, nas amostras analisadas neste estudo a incidência de estirpes de Salmonella 

resistentes aos antimicrobianos foi elevada (75%), sendo 27 o número de isolados 

resistentes a um ou mais dos agentes ensaiados. Devido a informação incompleta sobre a 

origem de todas as amostras processadas e ao reduzido número de cada uma das que se 

encontravam identificadas, não foi possível estabelecer uma relação entre o local de 

produção e o de comercialização e a prevalência de estirpes resistentes. No entanto, os 

resultados do presente estudo podem ser comparados aos de outros autores no que 

concerne à incidência de resistência em isolados de aves. 

Assim, elevadas incidências de Salmonella resistentes aos antimicrobianos foram 

também observadas em outros estudos similares realizados noutros países: 57% (Lee et ai, 

1993) e 67,3% (Bokanyi et ai, 1990) nos USA e 58% na Grécia (Arvanitidou et ai, 1998). 

Num estudo no Canadá, as aves foram mesmo o maior reservatório de Salmonella 

resistentes (53,4%) relativamente a outros alimentos (D'Aoust ef a/, 1992). No entanto, 

outros autores apresentam resistências substancialmente maiores do que as encontradas 

nesses estudos. Assim, Duffy et ai (1999) mostram que todas as estirpes de Salmonella 

isoladas de aves, vendidas a retalho numa área da Irlanda, foram resistentes a um ou mais 

antimicrobianos, tal como Manie et ai (1998) para as amostras de frangos de um matadouro 

na África do Sul. Também num estudo no Brasil entre 1978 e 1983, 99% das estirpes 

isoladas de alimentos, incluindo carcaças de aves, foram resistentes a pelo menos um dos 

antimicrobianos testados (Campos e Hofer, 1989). Em contraste, noutros trabalhos a 

frequência de resistência foi inferior, como se verifica pelos resultados do programa de 

vigilância do Reino Unido, onde 75% das Salmonella isoladas de aves foram sensíveis a 

todos os antimicrobianos testados (Wray eí ai, 1993). 
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A comparação da ocorrência de resistências entre bactérias isoladas em vários 

países deve ter em conta, para além da origem das amostras, as diferenças existentes nas 

práticas de utilização de antibióticos em animais. Assim, o uso mais limitado de agentes 

antimicrobianos na Dinamarca relativamente a outros países pode reflectir-se no facto da 

frequência de estirpes resistentes aos antimicrobianos entre as bactérias isoladas de 

animais de produção nesse país ser genericamente menor do que o registado em outros 

países com produção intensiva de animais (Aarestrup et ai, 1998b). 

Também Poppe et ai (1996) justificaram o facto da proporção de Salmonella 

resistentes a antimicrobianos ser maior entre os isolados ambientais de bandos de frangos 

(28,9%) do que entre os de galinhas poedeiras (12,9%), provavelmente porque é mais 

comum o uso de antibióticos nos pintos destinados a frangos do que nos pintos destinados a 

galinhas poedeiras no Canadá. Outra razão apontada por esses autores foi a idade dos 

bandos, que implica que os frangos tenham sido expostos a antibióticos alguns dias ou 

semanas antes da amostragem, enquanto nas poedeiras o intervalo de tempo entre a 

administração de antibióticos e o isolamento das estirpes foi maior, ou seja, quando a 

pressão selectiva sobre as bactérias é removida, algumas podem perder as propriedades de 

resistência. Comparativamente com os bandos de perus, os mesmos autores (Poppe et ai, 

1995) verificaram uma maior frequência de resistência aos antimicrobianos nos isolados 

destes últimos, provavelmente porque a utilização desses agentes seja uma prática ainda 

mais frequente nestes animais (ex. injectar antimicrobianos nos ovos incubados como 

medida preventiva). Devido ao reduzido número de amostras, os nossos resultados 

relativamente à frequência de resistência entre os isolados de frango (75%) e de peru (75%) 

não permitem concluir acerca das práticas de utilização de antibióticos conforme a espécie 

animal em causa. No entanto, é de salientar que as estirpes com maior número de 

resistências (multiresistência) foram isoladas em três das quatro amostras de peru 

analisadas. 

Incidência de multiresistência 
No presente estudo, verifica-se que 13 das 36 (36%) estirpes de Salmonella isoladas 

são resistentes a dois ou mais antibióticos de grupos diferentes. Os dados de outros autores 

também confirmam a importância das aves como reservatório de Salmonella 

multiresistentes, como se verifica pela percentagem de isolados com esse perfil registada 

em vários estudos: 30,6% na Grécia (Arvanitidou et ai, 1998), 38,7% no Canadá (D'Aoust et 

ai, 1992), 27,2% (Bokanyi et ai, 1990) e 45% (Lee et ai, 1993) nos USA. No estudo de 

Ansari et Khatoon (1994), também foram isoladas de aves uma grande percentagem de 

bactérias Gram negativo, incluindo Salmonella, que apresentavam resistências múltiplas aos 

antimicrobianos. Estes resultados não são inesperados, uma vez que geralmente se 
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considera que os isolados resistentes a dois ou mais antibióticos têm origem em fontes de 

contaminação de alto risco, como os locais de produção industrial de aves, onde estes 

agentes são frequentemente utilizados (Manie et ai, 1998). 

Na sequência do aumento na incidência de estirpes de Salmonella resistentes a 

partir de reservatórios animais, o isolamento em humanos de estirpes resistentes a um ou 

mais agentes antimicrobianos também tem sido superior. Por exemplo, nos USA, Lee et ai 

(1994) mostram que entre 1979 e 1990 a resistência e a multiresistência aumentou de 17% 

para 31% e de 12% para 25%, respectivamente. Mais recentemente, dados dum programa 

de vigilância nesse país, mostram que 36% dos isolados humanos de Salmonella foram 

resistentes a pelo menos um agente antimicrobiano, e 30% apresentaram multiresistência 

(Tollefson et ai, 1998). O aumento do número de pessoas com maior risco de adquirirem 

infecções causadas por bactérias resistentes pode ser outra das razões para este aumento, 

pois o uso difundido de antibióticos para tratar infecções em humanos é um dos factores de 

risco para a ocorrência de infecções por Salmonella resistentes (Lee et ai, 1994). 

Incidência de resistência e multiresistência nos diferentes serótipos 

Nem todos os serótipos identificados neste trabalho apresentaram frequências 

similares de resistência e multiresistência aos antimicrobianos. Relativamente aos três 

serótipos mais frequentes nas amostras analisadas, salienta-se a elevada percentagem de 

isolados resistentes de S.Hadar (100%) e de S.Virchow (67%), relativamente aos de 

S.Enteritidis (56%), apesar de nestes também ser elevada. Encontra-se descrito que 

determinados serótipos de Salmonella podem ter mais probabilidade de adquirirem 

resistência a antimicrobianos (Hakanen et ai, 1999), podendo também a manutenção ou 

perda dessa resistência estar relacionada com o serótipo ao qual pertence a estirpe de 

Salmonella (Poppe ef ai, 1996). 

Verificou-se também noutros estudos que o isolamento de S.Enteritidis resistentes foi 

menos frequente relativamente a outros serótipos. Por exemplo, os resultados de Threlfall et 

ai (1993) relativos a 1990 no Reino Unido, mostram que a incidência de S.Enteritidis 

resistentes isoladas de aves foi baixa (14%), sendo a maioria das estirpes resistentes 

pertencentes aos serótipos S.Virchow (46%) e S.Typhimurium (37%). Do mesmo modo, 

noutro estudo no Canadá, Poppe et ai (1996) verificaram que 25 das 45 (55,6%) estirpes de 

S.Enteritidis estudadas, isoladas de bandos de frangos, eram resistentes a antibióticos, mas 

tendo sido registado maior percentagem de isolados resistentes de outros serótipos. Nos 

USA, em 1998, pelos dados do programa de vigilância referentes a isolados veterinários, 

nomeadamente de frangos, também se verificam diferenças entre os serótipos relativamente 

à frequência de resistência, sendo esta mais frequente em S.Hadar e S.Typhimurium 

relativamente a S.Enteritidis (NARMS, 1998). Níveis mais baixos foram detectados em 
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estudos na Dinamarca, onde apenas 1% das estirpes de S.Enteritidis (Brown et ai, 1994) e 

9,2% das estirpes de S.Typhimurium (Seyfarth et ai, 1997) isoladas de aves apresentaram 

resistência aos antimicrobianos. 

A baixa incidência de isolados de S.Enteritidis resistentes pode ser justificada pelo 

facto deste serótipo não causar, na maioria dos casos, sintomas clínicos nos bandos de 

aves afectados, o que implica que os animais não sejam tratados com antibióticos. Em 

contraste, uma vez que vários isolados de S.Typhimurium causam doenças graves nos 

animais afectados, esses animais são tratados com antibióticos e como resultado da 

pressão selectiva essas estirpes têm tendência a tornar-se resistentes e multiresistentes 

(Van den Bogaard e Stobberingh, 1999). 

Excepcionalmente, alguns estudos, realizados apenas com estirpes de S.Enteritidis, 

registaram valores mais elevados para a frequência de isolados resistentes desse serótipo. 

Assim, na Grécia, entre 1987 e 1993, a incidência de S.Enteritidis resistentes isoladas de 

animais e alimentos, sendo a maioria de aves, foi de 69,3% (Tassios et ai, 1997), enquanto 

no estudo de Nair ef ai (1995) nos USA, 91% das estirpes de S.Enteritidis isoladas de fontes 

não humanas, incluindo frangos e ovos, eram resistentes a um ou mais dos antimicrobianos 

testados. 

Por outro lado, verifica-se que as 16 S.Enteritidis isoladas neste trabalho não 

apresentam resistência simultânea a antimicrobianos de grupos diferentes. Similarmente 

outros estudos em aves só esporadicamente detectaram resistência múltipla em isolados 

deste serótipo (Lee et ai, 1993; Threlfall ef ai, 1993; Poppe et ai, 1996). Num estudo 

americano, foi uma excepção a presença de estirpes de S.Enteritidis resistentes a vários 

agentes de grupos diferentes ter sido frequente entre isolados não humanos que incluíram 

frangos e ovos (Nair et ai, 1995). 

Em relação a outros serótipos, verificou-se que a maioria dos nossos isolados dos 

serótipos S.Hadar (8 em 10) e S.Virchow (2 em 3), pertencentes ao grupo C, apresentavam 

resistências múltiplas. Já D'Aoust et ai (1992) tinha verificado que a resistência múltipla foi 

mais frequente nas estirpes de Salmonella pertencentes aos grupos B e C, isoladas de 

alimentos, incluindo aves, no Canadá entre 1986 e 1989. Do mesmo modo, no Reino Unido, 

a incidência de isolados de aves multiresistentes de S.Typhimurium (grupo B) e de 

S.Virchow (C) aumentou entre 1981 e 1990, enquanto pelo contrário se manteve constante 

e rara em S.Enteritidis (D) (Threlfall et ai, 1993). 

Em isolados humanos também se verificam diferenças na incidência de resistência e 

de multiresistência consoante o serótipo de Salmonella. Assim, foi detectada reduzida 

incidência de S.Enteritidis resistentes comparativamente com outros serótipos, 

nomeadamente S.Typhimurium, S.Virchow e S.Hadar, em estudos realizados nos USA (Lee 

et ai, 1994; Tollefson ef ai, 1998; NARMS, 1999), Reino Unido (Threlfall et ai, 1993; Threlfall 
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et ai, 1997b), Alemanha (Grob eí a/, 1998), Espanha (Rivera et ai, 1991; Ramos et ai, 1996), 

Irlanda (Cormican et ai, 1998), Dinamarca (Brown et al, 1994; Seyfarth et ai, 1997), Finlândia 

(Hakanen eí a/, 1999), Itália (Nastari eí ai, 2000) e França (Breuil eí ai, 2000). Por exemplo, 

nos USA, no relatório de 1999 do programa de monitorização de resistências (NARMS), 

verifica-se que os serótipos com maior resistência e multiresistência foram S.Hadar (100% e 

93%) e S.Typhimurium (49% e 46%), enquanto em isolados de S.Enteritidis a prevalência foi 

reduzida (16% e 10%), situação esta registada desde 1996, quando foi estabelecido este 

sistema de vigilância (NARMS, 1999). Além disso, alguns trabalhos demonstram que a 

incidência de isolados humanos multiresistentes de S.Typhimurium, S.Virchow e S.Hadar 

tem aumentado, enquanto pelo contrário se tem mantido constante e rara em S.Enteritidis 

(Threlfall eí ai, 1993; Ramos eí ai, 1996; Threlfall eí a/, 1997b; Grob eí a/, 1998). 

Em contraste, tal como já referido para as amostras de origem não humana, Nair eí 

ai (1995) verificaram que 50% dos isolados humanos de S.Enteritidis eram resistentes a um 

ou mais dos antimicrobianos testados. Também na Grécia, a prevalência de estirpes 

resistentes de S.Enteritidis de fontes humanas atingiu os 66% entre 1987 e 1993, 

parecendo, no entanto, que entre 1991 e 1993, as frequências de resistência se mantiveram 

sem alteração em todas as origens (humanas, animais e alimentos), devido talvez à 

introdução de medidas restritivas do uso de antibióticos nos locais de produção (Tassios eí 

ai, 1997). 

2.1.2) Resistência às quinolonas 

Neste estudo, a resistência de estirpes de Salmonella à quinolona ácido nalidíxico 

foi a mais frequente, sendo registada em metade dos isolados (18). Os dados nacionais de 

1999 relativos a Salmonella também mostram que a resistência ao ácido nalidíxico é das 

mais frequentes, ocorrendo em 65,1% dos isolados de alimentos, em que a maioria são 

aves (INSA, 2000). No estudo de Duffy eí ai (1999), na Irlanda, a resistência de Salmonella 

a este agente foi similar (68%), apesar de não ser a mais frequentemente detectada por 

esses autores. Na Alemanha, Malorny eí ai (1999) verificaram um aumento na incidência de 

estirpes de Salmonella resistentes ao ácido nalidíxico, isoladas de animais, incluindo em 

isolados de aves (0,3% em 1989 para 14,4% em 1994). Em contraste, poucas ou nenhumas 

estirpes isoladas de aves foram resistentes ao ácido nalidíxico em estudos realizados nos 

USA (Bokanyi eí ai, 1990; Lee eí a/, 1993; NARMS, 1998), Reino Unido (Wray eí ai, 1993; 

Threlfall eí ai, 1993), Grécia (Arvanitidou eí ai, 1998), França (Avril eí ai, 1995) e Dinamarca 

(Brown eí a/, 1994; Seyfarth eí a/, 1997; Aarestrup eí ai, 1998b). 

Relativamente à distribuição por serótipos, todas as nossas estirpes de S.Hadar (10) 

foram resistentes a este antimicrobiano, o que corresponde a mais de metade do total de 
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isolados resistentes ao ácido nalidíxico. Os outros resistentes incluem duas das três 

S.Virchow, cinco das dezasseis S.Enteritidis e a única S.Kingston. 

Similarmente, na Alemanha, no estudo de Malorny et ai (1999) a maioria das 

Salmonella resistentes ao ácido nalidíxico em aves também pertenciam ao serótipo S.Hadar. 

Além disso, a prevalência de estirpes deste serótipo resistentes a este agente aumentou, 

sendo de 57% nos isolados de aves dos últimos 5 anos do estudo (1994-1998). Também em 

França, a resistência ao ácido nalidíxico foi mais frequente em isolados humanos e animais 

de S.Hadar, salientando-se que entre os isolados de animais, particularmente aves, a 

prevalência de resistência a este agente aumentou de 3% em 1994 para 72% em 1997 

(Breuil et a/, 2000). Na Finlândia, a maioria das estirpes de Salmonella humanas resistentes 

às quinolonas foram dos serótipos S.Virchow (34%) e S.Hadar (18%), verificando-se uma 

emergência significativa de resistência a estes agentes entre 1995 e 1997, principalmente 

nos isolados com origem externa a esse país (Hakanen et a/, 1999). 

Por outro lado, num estudo nacional nos USA apesar de apenas 0,5% das estirpes 

humanas de Salmonella serem resistentes ao ácido nalidíxico, os serótipos mais comuns 

foram S.Typhimurium, S.Enteritidis e S.Virchow (Herikstad et ai, 1997). Num estudo 

realizado em França, apenas três em 41 estirpes isoladas de animais (S.Virchow e 

S.Saintpaul de aves e S.Typhimurium de bovinos) foram resistentes ao ácido nalidíxico em 

1993 (Avril et ai, 1995). Posteriormente, noutro trabalho neste país verificou-se um 

incremento significativo de resistência a esse antimicrobiano, entre 1995 (8,5%) e 1996 

(18,6%), para as estirpes de S.Typhimurium de origem humana e animal, aumentando nos 

isolados de aves de 7,7% em 1995 para 20% em 1996 (Heurtin-Le Corre er ai, 1998), mas 

sendo inferior ao já referido para S.Hadar no mesmo país (Breuil et ai, 2000). 

No presente estudo, salienta-se ainda que dez isolados, incluindo sete S.Hadar, 

apresentaram resistência múltipla ao ácido nalidíxico, estreptomicina e tetraciclina, sendo 

um deles ainda resistente a p-lactâmicos. Este comportamento é semelhante ao descrito em 

isolados finlandeses de S.Hadar simultaneamente resistentes às quinolonas, estreptomicina 

e tetraciclina e, em alguns isolados, também à ampicilina (Hakanen et ai, 1999). 

Actualmente, a maioria das quinolonas são fluoradas, o que permite uma melhor 

actividade e um maior espectro de acção (Sousa eí a/, 1998). Assim, neste estudo foram 

avaliadas três fluoroquinolonas, duas de utilização humana, ofloxacina e ciprofloxacina, e 

uma de utilização veterinária, enrofloxacina. Os resultados revelaram que todas as estirpes 

resistentes ao ácido nalidíxico exibiram altos níveis de resistência à enrofloxacina (CMI>2 

u.g/ml), apesar de se apresentarem sensíveis à ofloxacina e à ciprofloxacina. 

Do mesmo modo, outros estudos em vários países indicam uma emergência de 

resistência às fluoroquinolonas entre Salmonella, sendo de notar a ausência de dados 
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nacionais para este grupo de antimicrobianos. Assim, no estudo de Griggs et ai (1994), no 

Reino Unido, a maioria dos isolados veterinários (principalmente de frangos e perus) de 

vários serótipos de Salmonella resistentes ao ácido nalidíxico foram também resistentes às 

fluoroquinolonas enrofloxacina, norfloxacina, enoxacina e ofloxacina, com excepção da 

ciprofloxacina, embora a susceptibilidade estivesse diminuída. Já anteriormente, num estudo 

realizado no mesmo país, Piddock et ai (1990) descreveram vários serótipos de Salmonella 

isolados de aves resistentes ao ácido nalidíxico que apresentaram valores de CMI para 

enrofloxacina acima dos limites recomendados e valores para a ciprofloxacina próximos 

desses limites (2 u,g/ml). 

Mais recentemente, na Alemanha, Malorny et ai (1999) verificaram um aumento na 

incidência de estirpes de Salmonella isoladas de animais resistentes ao ácido nalidíxico e 

com susceptibilidade reduzida à enrofloxacina, após o licenciamento desta fluoroquinolone, 

em 1989, nesse país. Esta situação foi particularmente notória em isolados do serótipo 

S.Hadar, cujas CMIs variaram entre 0,5 e 8 u.g/ml (valor máximo registado para uma estirpe 

isolada de aves em 1997) entre 1994 e 1998 (Malorny ef a/, 1999). Em França, os isolados 

animais de S.Hadar resistentes ao ácido nalidíxico também mostram uma reduzida 

susceptibilidade à fluoroquinolone ofloxacina, variando de 0% em 1994 para 13% em 1997 

(Breuil et ai, 2000). Do mesmo modo, no presente estudo, a resistência à fluoroquinolona 

enrofloxacina ocorreu principalmente nos isolados de S.Hadar (100%). 

Relativamente a isolados humanos, também Breuil er ai (2000) salientam que a 

incidência de S.Hadar está a aumentar e que a percentagem de estirpes desse serótipo com 

susceptibilidade reduzida às fluoroquinolonas foi, em 1997, de 15% em França. Na 

Finlândia, Hakanen et ai (1999) também mostram a emergência de resistência às 

fluoroquinolonas em Salmonella, particularmente em S.Virchow e S.Hadar. Adicionalmente, 

no Reino Unido ocorreram aumentos substanciais na incidência de isolados humanos de 

S.Hadar e S.Virchow resistentes às fluoroquinolonas, mas também em S.Typhimurium, após 

o licenciamento de enrofloxacina para uso veterinário, em 1993 (Threlfall et ai, 1997b). 

Neste país, a incidência de isolados humanos de S.Typhimurium DT104 com resistência à 

ciprofloxacina aumentou exponencialmente (0% em 1993 para 14% em 1996), começando 

também a aumentar a proporção de isolados que adicionalmente à resistência do tipo 

ACSSuT, também possuem resistência a essa fluoroquinolona (Threlfall er al, 1997a). A 

emergência e difusão destas estirpes com resistência adicional à ciprofloxacina parece estar 

associada com o licenciamento em Novembro de 1993 da fluoroquinolona enrofloxacina 

para uso veterinário no Reino Unido, subsequentemente usada para tratamento e profilaxia 

em gado e aves (Threlfall et ai, 1997a). 

Em contraste, com a situação no Reino Unido e de outros países europeus referidos, 

onde o aumento da prevalência de Salmonella resistentes às quinolonas tem sido descrito, 
87 



Discussão Estudo da susceptibilidade a agentes antimicrobianos 

nos USA, os estudos nacionais raramente identificaram isolados humanos de Salmonella 

resistentes à ciprofloxacina (Herikstad et ai, 1997; NARMS, 1999). No mesmo país, Glynn et 

ai (1998) não identificaram isolados humanos de S.Typhimurium DT104 resistentes a esse 

agente, sugerindo que a diferença relativamente ao Reino Unido pode estar relacionada 

com o uso veterinário de fluoroquinolonas, a partir de 1995, ocorrer apenas em aves, e por 

S.Typhimurium DT104 ainda não ter sido isolada em aves nesse país. Também, o programa 

de vigilância dos USA para isolados veterinários, referente a 1998, não detectou amostras 

de carcaças de frangos e perus contendo Salmonella resistentes à ciprofloxacina (NARMS, 

1998). 

Assim, apesar da resistência a este grupo de antibióticos ter emergido nos últimos 

anos em vários países, alguns estudos revelam ainda uma baixa frequência de resistência 

ao ácido nalidíxico ou fluoroquinolonas entre estirpes de Salmonella. Na Dinamarca, 

Aarestrup et ai (1998b) verificaram que todas as Salmonella isoladas de frangos foram 

sensíveis à enrofloxacina e similarmente, no mesmo país, Seyfarth et ai (1997) verificaram 

que nenhuma das estirpes de S.Typhimurium isoladas de aves foi resistente à ciprofloxacina 

e à enrofloxacina, apesar desta fluoroquinolone ter sido permitida para uso veterinário nesse 

país. No entanto, em espécies bacterianas associadas com doença nos animais (ex. E.coli) 

os mesmos autores verificaram, mais recentemente, um aumento da resistência às 

fluoroquinolonas (Aarestrup et ai, 2000). Também no Canadá, no estudo de Poppe ef ai 

(1995), apesar do provável uso de enrofloxacina na produção de perus, em substituição da 

gentamicina, nenhuma das estirpes de Salmonella isoladas de amostras do ambiente de 

exploração de perus apresentou resistência a outras fluoroquinolonas, como a 

ciprofloxacina, tal como no estudo dos mesmos autores relativamente a frangos e galinhas 

poedeiras (Poppe et ai, 1996). 

Relativamente a diferentes estudos em isolados humanos, também não foi 

observada resistência à ciprofloxacina em estirpes de Salmonella de vários serótipos, 

incluindo S.Typhimurium e S.Enteritidis (Seyfarth et ai, 1997; Cormican eí ai, 1998; Grob et 

ai, 1998). Em vários estudos realizados em França, algumas das estirpes humanas e 

animais de Salmonella resistentes ao ácido nalidíxico apresentaram uma sensibilidade 

diminuída a algumas fluoroquinolonas (Avril eí ai, 1995; Heurtin-Le Corre eí ai, 1998; Breuil 

eí a/, 2000), o que pode ser o primeiro passo para a selecção de estirpes mutantes com 

maior resistência a este grupo de agentes antimicrobianos (Heurtin-Le Corre eí ai, 1998). 

Apesar das fluoroquinolonas não serem usadas como promotores de crescimento, 

são correntemente usadas em muitos países para tratamento e prevenção de doenças em 

animais (WHO, 1998). Actualmente, na Comunidade Europeia várias quinolonas, como a 
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enrofloxacina, danofloxacina, difloxacina e sarafloxacina, são utilizadas em medicamentos 

veterinários para prevenir e tratar infecções em aves (Regulamento n° 508/1999/CE). 

Após a introdução desse grupo de antimicrobianos em veterinária surgiram 

Salmonella isoladas de animais com reduzida susceptibilidade às fluoroquinolonas, existindo 

o risco dessas estirpes infectarem o Homem (WHO, 1998; Piddock, 1998). Além disso, o 

uso de fluoroquinolonas em humanos parece não ter tido impacto na resistência em 

Salmonella, começando a surgir isolados de Salmonella com susceptibilidade diminuída às 

fluoroquinolonas apenas após o seu licenciamento para veterinária (Angulo ef a/, 2000). 

Assim, o uso destes agentes antimicrobianos em medicina veterinária tem causado 

preocupação e mantém-se um assunto controverso (Tollefson, 1996; Piddock, 1998). Uma 

vez que as fluoroquinolonas são um importante grupo de antibióticos da medicina humana, 

em 1998, a OMS considerou que devia ser prestada mais atenção aos riscos associados 

com o seu uso como medicamento em animais (Parecer 98/C407/02). Mesmo quando as 

fluoroquinolonas são limitadas ao uso terapêutico em animais reconhece-se que podem 

facilitar a emergência de resistência, especialmente em bactérias como Campylobacter e 

Salmonella, transmitidas pelos alimentos (Tollefson, 1996). Por outro lado, a resistência 

cruzada ocorre nesta classe de antimicrobianos, de modo que a resistência a uma 

fluoroquinolona pode comprometer a eficácia de todas as fluoroquinolonas (Tollefson, 1996). 

Em muitos países, as fluoroquinolonas são o grupo de antibióticos escolhido para o 

tratamento de gastroenterites no Homem (Aarestrup, 1999), sendo também utilizados com 

eficácia no tratamento de salmoneloses invasivas nos humanos, de modo que a emergência 

de resistências a estes agentes em bactérias como a Salmonella é preocupante (Avril ef ai, 

1995; Ramos et ai, 1996; Heurtin-Le Corre et ai, 1998; WHO, 1998; Piddock, 1998; Hakanan 

et ai, 1999; Aarestrup, 1999; Molbak et ai, 1999; Angulo et ai, 2000). Em situações graves, 

particularmente infecções com estirpes de Salmonella multiresistentes, o tratamento com 

fluoroquinolonas também é recomendado (Malorny et ai, 1999). Assim, o aparecimento de 

resistência à ciprofloxacina em estirpes de S.Typhimurium DT104 multiresistentes pode 

levantar graves problemas terapêuticos (Threlfall ef ai, 1996; Threlfall ef ai, 1997a; Glynn et 

ai, 1998). Por exemplo, em 1998, na Dinamarca, num surto causado por S.Typhimurium 

DT104 resistente aos 5 antibióticos (ACSSuT), ao ácido nalidíxico e com susceptibilidade 

diminuída às fluoroquinolonas, as infecções foram difíceis de tratar, verificando-se um efeito 

reduzido do tratamento com as fluoroquinolonas (Molbak ef ai, 1999). 

Assim, para minimizar a emergência de resistências às quinolonas deve ser 

encorajado o uso prudente de fluoroquinolonas em veterinária e apenas quando houver 

necessidade clínica, ou seja, quando todas as outras opções falharem (Piddock, 1998; 

Wegener, 1999; Aarestrup et ai, 2000; Angulo ef ai, 2000). Alguns autores (Molbak et ai, 

1999; Wegener, 1999; Angulo ef ai, 2000) propõem mesmo que as fluoroquinolonas não 
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devem ser licenciadas para uso em animais enquanto existirem outras alternativas, pelo 

menos até novas opções terapêuticas estarem disponíveis para o tratamento de infecções 

em humanos. 

2.1.3) Resistência aos aminogl icosídeos 

No presente estudo, a resistência à estreptomicina (39%) foi frequente, sendo 

observada em 14 estirpes. Outros estudos revelam resultados semelhantes em Salmonella 

isoladas de aves (Bokanyi et ai, 1990; D'Aoust et ai, 1992; Lee et ai, 1993). Mais 

recentemente, nos USA, a frequência de Salmonella resistentes à estreptomicina foi das 

mais elevadas em isolados de carcaças de frango (28%) e de peru (41%) (NARMS, 1998). 

Em contraste, noutros estudos poucos ou nenhuns isolados de Salmonella apresentaram 

resistência à estreptomicina (Brown et ai, 1994; Seyfarth ef ai, 1997; Aarestrup et ai, 1998b; 

Arvanitidou et ai, 1998). No entanto, a resistência a este aminoglicosídeo foi 

substancialmente maior nos estudos de Duffy et ai (1999) (81,9%) e de Manie et ai (1998) 

(86,4%). Os dados nacionais de 1999 relativos à resistência aos antibióticos em Salmonella 

isoladas de alimentos, sendo a maioria aves, também mostram uma elevada percentagem 

de resistência à estreptomicina (71,4%) (INSA, 2000). Apesar dos nossos resultados serem 

inferiores a estes, é de notar que a resistência a este antibiótico em Salmonella foi das mais 

frequentemente observadas. 

Adicionalmente, salienta-se o facto de neste trabalho apenas uma estirpe (S.Anatum) 

ter apresentado resistência simples a este antimicrobiano, enquanto as outras treze estirpes 

foram todas resistentes à tetraciclina, e algumas ainda apresentaram outras associações. 

Assim, nas estirpes isoladas no presente estudo, a resistência à estreptomicina parece estar 

associada com a resistência à tetraciclina, tal como descrito por outros autores (Bokanyi et 

ai, 1990; D'Aoust ef a/, 1992; Manie et ai, 1998). Em relação aos serótipos, verificámos que 

a resistência a esses dois agentes foi mais proeminente entre representantes do grupo 

serológico C, particularmente S.Hadar e S.Virchow, enquanto a maior susceptibilidade 

esteve associada com isolados de S.Enteritidis, principal serótipo do grupo D registado, tal 

como ocorreu no estudo de DAoust ef ai (1992). Do mesmo modo, em estudos realizados 

em aves nos USA, a resistência à estreptomicina e à tetraciclina prevalece principalmente 

em S.Hadar (Bokanyi et ai, 1990; NARMS, 1998), sendo inexistente em S.Enteritidis 

(NARMS, 1998). No mesmo país, pelos dados do NARMS (1999) para isolados humanos, a 

resistência à estreptomicina foi também mais frequente entre 1996 e 1999 nos isolados de 

S.Hadar, ocorrendo em grande parte dessas estirpes resistência simultânea à tetraciclina. 

No estudo de Threlfall et ai (1993) verifica-se que a resistência a estes dois agentes foi mais 

frequente em S.Typhimurium do que em S.Enteritidis e S.Virchow isoladas de aves. Do 
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mesmo modo em isolados humanos, vários estudos mostram que a resistência ao grupo dos 

aminoglicosídeos é mais baixa em S.Enteritidis do que noutros serótipos, particularmente 

em S.Typhimurium (Threlfall et a/, 1993; Brown et a/, 1994; Seyfarth et ai, 1997; Threlfall et 

a/, 1997b; Cormican et ai, 1998). Por exemplo, no Reino Unido, a estirpe predominante de 

S.Typhimurium, isto é, DT104, apresentou mesmo aumentos substanciais de resistência à 

estreptomicina nos últimos anos (Threlfall eí ai, 1997a). 

Os resultados obtidos não foram totalmente inesperados dado o uso extensivo de 

alguns aminoglicosídeos na criação de animais. Segundo a legislação da Comunidade 

Europeia (Regulamento n° 508/1999/CE) vários aminoglicosídeos, como estreptomicina, 

neomicina, espectinomicina e aminosidina, são permitidos em medicamentos para uso em 

aves, sendo excepção a gentamicina e apramicina permitidas apenas para bovinos e 

suínos. 

No presente trabalho, para além da resistência à estreptomicina só se registou 

resistência a mais um aminoglicosídeo. A estirpe de S.BIockley, isolada de uma amostra de 

peru, apresentou resistência à canamicina simultaneamente com a resistência à 

estreptomicina e à tetraciclina, não havendo registos de resistência para gentamicina, 

netilmicina e tobramicina em nenhum dos isolados. 

Em contraste, no Canadá, Poppe er ai (1995) verificaram que um grande número de 

estirpes de Salmonella do ambiente de exploração de perus foram resistentes a vários 

aminoglicosídeos, como canamicina (27,7%), gentamicina (25,8%) e neomicina (14,2%). A 

ocorrência simultânea de resistência a dois ou três agentes deste grupo é explicada pelo 

facto da resistência a um dos aminoglicosídeos poder resultar em resistência cruzada a 

outros agentes deste grupo de antibióticos (Poppe et ai, 1995). Assim, Lee er ai (1993) ao 

verificarem que 10% das estirpes de S.Enteritidis isoladas de frangos, nos USA, eram 

resistentes à gentamicina sugeriram que embora este aminoglicosídeo não seja aprovado 

como aditivo de rações, a exposição a outros agentes deste grupo pode ter seleccionado 

para resistência à gentamicina. 

Adicionalmente, sendo nesse país, a gentamicina usada frequentemente para 

prevenção de infecções através de injecção nos ovos de frangos e perus, a prevalência de 

resistência à gentamicina foi elevada em Salmonella isoladas de frangos (18%) e perus 

(17%) (Marano eí a/, 1999), tal como registado pelo NARMS em 1998 para carcaças de 

frangos (16%) e perus (18%). Poppe er ai (1995) também referem que o elevado número de 

estirpes de Salmonella resistentes à gentamicina em perus no Canadá é provavelmente 

resultante do uso deste agente na produção desses animais. No entanto, nesse país, a 

resistência a aminoglicosídeos foi baixa nos isolados dos bandos de poedeiras e de frangos 

(Poppe er a/, 1996). Na Europa, em contraste, a gentamicina não é utilizada em aves, de tal 

modo que no estudo de Hollinger et ai (1999) não foi inesperado o baixo isolamento de 

91 



Discussão Estudo da susceptibilidade a agentes antimicrobianos 

S.Typhimurium resistentes a este antimicrobiano em aves e humanos na Dinamarca, e mais 

elevado no mesmo tipo de isolados nos USA, reflectindo as práticas de uso de gentamicina 

em aves neste país. No mesmo estudo (Hollinger et ai, 1999) os resultados relativos ao 

aminoglicosídeo estreptomicina mostram que é comum o uso deste agente na produção 

animal nos dois países. 

Também os dados nacionais de 1999 para isolados de alimentos, sendo a maioria 

aves, revelam uma frequência de resistência à gentamicina baixa (4,8%) relativamente à 

estreptomicina (71,4%), tal como em isolados humanos provenientes de toxinfecções 

alimentares, onde a incidência de resistência à estreptomicina foi de 63,2% e à gentamicina 

de 9,8% (INSA, 2000). Nos USA, em 1999, a resistência à estreptomicina (17%) foi das 

principais resistências, enquanto baixas frequências foram registadas para gentamicina (2%) 

(NARMS, 1999). No entanto, salienta-se que neste país a incidência de resistência à 

gentamicina foi mais elevada em isolados humanos pertencentes a serótipos associados 

com aves (ex. 19% em S.Heidelberg e 4% em S.Enteritidis), reflectindo o uso difundido 

deste agente em aves nos USA (Marano et ai, 1999). 

A prevalência de resistência aos aminoglicosídeos, nomeadamente estreptomicina e 

gentamicina, em humanos e animais de consumo reflecte o uso destes agentes na produção 

animal. Assim, para evitar as consequências adversas para a saúde humana, são 

necessárias intervenções para limitar o uso de antimicrobianos em animais, para a 

gentamicina continuar a poder ser usada no tratamento de várias infecções humanas 

causadas por Gram negativos (Hollinger eí ai, 1999; Marano et ai, 1999). 

2.1.4) Resistência às tetracicl inas 

No presente estudo, a resistência a esta família de antibióticos também foi frequente 

entre os isolados de Salmonella (36%), sendo 13 os isolados resistentes a este agente. 

Outros registos de resistência à tetraciclina em Salmonella isoladas de aves são similares 

aos do presente trabalho (Bokanyi eí ai, 1990; D'Aoust eí ai, 1992; Lee et ai, 1993). Mais 

recentemente, dados do programa de vigilância dos USA, mostram que uma das 

resistências mais comuns em isolados de aves tem sido à tetraciclina (Tollefson et ai, 1998; 

NARMS, 1998), sendo no relatório de 1998 de 21% em carcaças de frango e de 46% de 

peru (NARMS, 1998). Poppe eí ai (1995), também detectaram um número considerável de 

estirpes resistentes à tetraciclina (38,1%) em amostras ambientais de explorações de perus, 

sugerindo que esta resistência se devia ao uso de tetraciclina no tratamento e prevenção de 

infecções por Salmonella nesses animais. Num estudo dos mesmos autores a resistência à 

tetraciclina foi mais baixa nos isolados dos bandos de poedeiras e de frangos, apesar de 

também ser usada em pintos (Poppe eí ai, 1996). 
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Em contraste, noutros estudos, poucos ou nenhuns isolados foram registados com 

resistência a este agente antimicrobiano (Brown et ai, 1994; Seyfarth ef a/, 1997; Aarestrup 

et a/, 1998b; Arvanitidou et ai, 1998). No entanto, a resistência à tetraciclina foi 

substancialmente maior nos estudos de Duffy et ai (1999) e de Manie et ai (1998), com 

57,3% e 96,6%, respectivamente, de estirpes resistentes. Em Portugal, a resistência à 

tetraciclina foi a mais frequente (72,6%) entre Salmonella isoladas de alimentos, 

principalmente aves, segundo os dados nacionais relativos a 1999 (INSA, 2000). Apesar de 

não ser a resistência mais detectada entre as estirpes de Salmonella isoladas no presente 

estudo, e da incidência ser inferior aos dados nacionais, salienta-se que foi a terceira 

resistência. 

Sendo a tetraciclina (activa contra bactérias Gram negativo e Gram positivo) o 

antibiótico mais frequentemente usado na produção animal em alguns países, estes 

resultados não foram inesperados também para este grupo. Nos USA e Canadá, ainda é 

permitida a utilização de alimentos para animais, nomeadamente aves, contendo 

tetraciclinas em doses subterapêuticas como promotor de crescimento (Van den Bogaard e 

Stobberingh, 1999; Mlot, 2000), enquanto na Europa, estes agentes foram incorporados nas 

rações para animais como promotores de crescimento só até aos anos 70. Actualmente, na 

Comunidade Europeia, várias tetraciclinas (clortetraciclina, doxiciclina, oxitetraciclina e 

tetraciclina) são apenas permitidas em medicamentos para aves, estando definidos os 

limites máximos de resíduos em alimentos de origem animal (Regulamento n° 

508/1999/CE). 

No presente estudo, a resistência à tetraciclina parece estar associada com a 

resistência à estreptomicina, pois todas as nossas estirpes (13) resistentes à tetraciclina 

foram também resistentes à estreptomicina, tal como no estudo de Bokanyi er ai (1990). 

Manie et ai (1998) também verificaram que uma grande proporção de Salmonella (81,3%) 

foram simultaneamente resistentes a estes dois agentes. No estudo de D'Aoust et ai (1992) 

dos 27 padrões de resistência encontrados, 25 incluíam a resistência à estreptomicina e/ou 

tetraciclina e a resistência a estes dois agentes estava associada em 15. Esta elevada 

prevalência de resistência à estreptomicina e tetraciclina, nomeadamente em isolados de 

aves, mostra o impacto potencial do uso de rações com doses baixas de antibióticos na 

selecção de populações microbianas resistentes nos animais, para além de mostrar que o 

uso de um só antimicrobiano pode seleccionar estirpes com múltiplas resistências (D'Aoust 

et al, 1992). 

Adicionalmente, no presente estudo, das 13 estirpes resistentes, onze são do grupo 

C, particularmente S.Hadar e S.Virchow, e duas do grupo B, não sendo nenhuma do 

principal serótipo isolado, S.Enteritidis, pertencente ao grupo D. Já D'Aoust et ai (1992) 

verificaram que a resistência à tetraciclina e à estreptomicina era mais proeminente entre os 
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grupos B, C e G, enquanto a maior susceptibilidade estava associada com grupos D e E. Do 

mesmo modo, em estudos realizados em aves, a resistência a esses dois agentes prevalece 

principalmente em S.Hadar e em S.Typhimurium, sendo baixa ou inexistente em 

S.Enteritidis (Bokanyi eí ai, 1990; Threlfall et ai, 1993; Wray et ai, 1993; NARMS, 1998; 

Tollefson ef a/, 1998). Por outro lado, Nair eí ai (1995) detectaram uma elevada 

percentagem de S.Enteritidis isoladas de frangos (81%) resistentes à tetraciclina e p-

lactâmicos, em contraste com o nosso estudo em que nenhuma S.Enteritidis foi resistente à 

tetraciclina. 

Tal como verificado em alimentos, em Portugal, em 1999, a resistência à tetraciclina 

também foi das resistências mais frequentes em Salmonella de origem humana, como 

demonstram os 61,7% de estirpes resistentes (INSA, 2000). Nos USA, os dados de 1999 

indicam que a resistência à tetraciclina foi a mais frequente (19%), entre os isolados clínicos 

de Salmonella (NARMS, 1999), tal como verificado em anos anteriores no mesmo país (Lee 

et ai, 1994; Tollefson et ai, 1998). Em isolados humanos também se verificam diferenças na 

incidência de resistência à tetraciclina consoante o serótipo de Salmonella. Assim, foi 

detectada reduzida incidência de S.Enteritidis resistentes à tetraciclina comparativamente 

com outros serótipos, nomeadamente S.Typhimurium, S.Vírchow e S.Hadar, em vários 

estudos (Threlfall eí ai, 1993; Brown et ai, 1994; Ramos et ai, 1996; Seyfarth et ai, 1997; 

Threlfall ef ai, 1997b; Cormican eí ai, 1998; Grob eí ai, 1998). Relativamente a 

S.Typhimurium DT104, a frequência de isolados com resistência à tetraciclina aumentou 

substancialmente no Reino Unido entre 1990 e 1996 (Threlfall et ai, 1997a). Nos USA, a 

resistência à tetraciclina também é frequente entre os isolados humanos de S.Typhimurium, 

mas está associada principalmente com estirpes de S.Hadar, ocorrendo nestas 

simultaneamente resistência à estreptomicina (NARMS, 1999). 

A ocorrência frequente de resistência à tetraciclina em isolados de Salmonella de 

todas as origens é provavelmente uma consequência da sua elevada utilização em 

produção animal, e sugere que as estirpes resistentes resultantes dessa situação sejam 

subsequentemente transmitidas ao Homem, através da cadeia alimentar. 

2.1.5) Resistência aos [Mactâmicos 

A resistência aos antibióticos p-lactâmicos do grupo das penicilinas (amoxicilina, 

carbenicilina e piperacilina) foi frequente, ocorrendo em 19% das estirpes (7) de Salmonella 

isoladas. A prevalência foi similar à encontrada noutros trabalhos realizados em amostras de 

aves (Campos e Hofer, 1989; Poppe eí a/, 1995; Arvanitidou eí ai; 1998). Segundo Poppe eí 

ai (1995), a utilização de p-lactâmicos na prevenção e tratamento de infecções por 
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Salmonella em perus pode ser a responsável pelas resistências detectadas. Recentemente, 

dados do programa de vigilância nos USA, também mostram que a incidência de resistência 

à ampicilina foi frequente em Salmonella isoladas de frangos (14%) e de perus (7%) 

(Tollefson eí a/, 1998), e no relatório de 1998 realizado em carcaças de aves verificou-se 

que 13% dos isolados de frangos e 10% dos isolados de perus eram resistentes a esse 

agente (NARMS, 1998). Em Portugal, os dados de 1999 indicam que 30,2% das Salmonella 

isoladas de alimentos, sendo a maioria de aves, apresentaram resistência à ampicilina 

(INSA, 2000). Em contraste, porém, baixos níveis de resistência a antibióticos do grupo das 

penicilinas em estirpes de Salmonella isoladas de aves foram observados por outros autores 

(Bokanyi et ai, 1990; D'Aoust et ai, 1992; Poppe et ai, 1996; Seyfarth et ai, 1997; Aarestrup 

et al, 1998b; Duffy et al, 1999). 

No presente estudo, a resistência observada aos p-lactâmicos testados (7 estirpes) 

está associada principalmente com o serótipo S.Enteritidis (4 estirpes), sendo a única 

resistência manifestada por esses isolados, enquanto duas estirpes de outros serótipos 

apresentam também resistência a outros grupos de antimicrobianos. Similarmente, os dados 

do NARMS (1998) nos USA indicam que em S.Enteritidis isoladas de frangos, a única 

resistência detectada foi a antibióticos p-lactâmicos, principalmente à ampicilina (18%). 

Nesse país, estudos anteriores realizados em aves mostram que a resistência às 

aminopenicilinas foi bastante frequente em isolados desse serótipo (cerca de 80%), sendo a 

única resistência na maior parte dos isolados de Lee et ai (1993) e associada a outros 

agentes, nomeadamente tetraciclina, no estudo de Nair et ai (1995). Na Grécia, a resistência 

à ampicilina também foi das mais detectadas, nomeadamente em isolados de animais, 

principalmente aves, (63,6%), e de alimentos, principalmente frango, (37,5%), e uma 

proporção substancial de S.Enteritidis apresentava, em simultâneo, resistência a outros 

grupos de antibióticos (Tassios et ai, 1997). 

Actualmente, nalguns países ainda é permitida a adição aos alimentos para animais, 

nomeadamente aves, de penicilinas em doses subterapêuticas (Mlot, 2000). Na Europa, 

alguns p-lactâmicos, incluindo amoxicilina e ampicilina, embora já não se utilizem como 

promotores de crescimento, continuam a ser usados para tratamento de todas as espécies 

animais destinadas à produção de alimentos, incluindo as aves (Regulamento n° 

508/1999/CE). No entanto, é de salientar que alguns p-lactâmicos como as cefalosporinas e 

a amoxicilina associada ao ácido clavulânico não são permitidos em aves, mas apenas em 

gado (Regulamento n° 508/1999/CE). 

Assim, relativamente aos outros agentes antimicrobianos do grupo dos p-lactâmicos 

que foram testados, nomeadamente a associação amoxicilina/ácido clavulânico e 

cefalosporinas, não foram isoladas estirpes resistentes. Noutros estudos semelhantes, em 
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vários países da Europa, USA e Canadá, também poucas ou nenhumas estirpes de 

Salmonella resistentes a esses agentes antimicrobianos foram registadas (D'Aoust et ai, 

1992; Lee et ai, 1993; Poppe et ai, 1995; Poppe et ai, 1996; Seyfarth era/, 1997, Arvanitidou 

et ai; 1998; Duffy et ai, 1999; Hakanen et ai, 1999). No nosso estudo a resistência entre os 

antibióticos p-lactâmicos testados não atingiu as cefalosporinas, e a associação de 

inibidores de p-lactamases (ác. clavulânico) restaurou a actividade da amoxicilina. Embora 

este facto pudesse ser explicado por na terapêutica de aves apenas ser permitido o uso de 

penicilinas, os dados nacionais, referentes a 1999, de resistências a antibióticos em 

Salmonella isoladas de alimentos, principalmente de aves, mostram uma elevada 

percentagem de resistência à amoxicilina/ácido clavulânico (23,8%) e a várias 

cefalosporinas, incluindo às da 3a geração, como a cefotaxima (4,9%), para além da 

ampicilina (INSA, 2000), o que poderá indiciar a utilização indevida de outros antibióticos p-

lactâmicos. 

Já nos USA, o relatório do NARMS (1998) salienta que a resistência às 

cefalosporinas tem aumentado, nomeadamente a resistência à cefalotina e à ceftriaxona em 

isolados de frangos, sendo em 1998 de 4,4% e 0,5%, respectivamente e nos mesmos 

isolados de 2% em relação à amoxicilina/ácido clavulânico. Também num estudo realizado 

nos USA, Nair et ai (1995) observaram um grande número de estirpes de S.Enteritidis não 

humanas, nomeadamente de frangos, resistentes aos antibióticos p-lactâmicos, incluindo à 

cefalotina (66%) e cefotaxima (15%). 

A resistência às penicilinas representa um problema adicional, para além das 

preocupações em veterinária e da indústria alimentar, uma vez que registos de vários países 

mostram o aumento de resistência aos p-lactâmicos, nomeadamente aminopenicilinas, 

envolvendo vários serótipos de Salmonella isolados de humanos (Threlfall et ai, 1993; Lee et 

ai, 1994; Vatopoulos et ai, 1994; Ramos et ai, 1996; Tassios et ai, 1997; Threlfall et ai, 

1997b; Lianes et ai, 1999; Breuil et ai, 2000). Além disso, em alguns estudos verificam-se 

diferenças entre os principais serótipos, sendo S.Enteritidis menos resistente, apesar da 

resistência a p-lactâmicos ser das mais registadas entre isolados desse serótipo, tal como 

verificado para os isolados animais (Ramos et ai, 1996; Threlfall et ai, 1997b; NARMS, 1999; 

Breuil et ai, 2000). No estudo de Threlfall et ai (1997b), no Reino Unido, é de notar o 

aumento da incidência de resistência a ampicilina em isolados humanos de S.Typimurium, 

S.Virchow e de S.Hadar, com excepção de S.Enteritidis. Neste país, a percentagem de 

S.Typhimurium DT104 com resistência à ampicilina aumentou substancialmente entre 1990 

e 1996 (Threlfall et ai, 1997a). Além disso, em estirpes de S.Typhimurium a resistência à 

ampicilina tem estado associada a outros agentes, nomeadamente cloranfenicol, 
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estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclina (Threlfall et al, 1997a; Brisabois et ai, 1997; 

Cormican et ai, 1998). 

Em Portugal, os dados de 1999 relativos a Salmonella de origem humana mostram 

que 54,4% eram resistentes à ampicilina, sendo também elevada a percentagem de 

resistência à amoxicilina/ácido clavulânico (42,1%) e a várias cefalosporinas, observando-se 

resistência às cefalosporinas de 3a geração em 16,6% dos isolados humanos (INSA, 2000). 

Desde 1991 que têm sido registados noutros países estirpes humanas de Salmonella 

resistentes às cefalosporinas de espectro alargado, ocorrendo contudo numa reduzida 

prevalência (Fey et ai, 2000). Por exemplo, num estudo entre 1990 e 1998 no sul de Itália 

foram identificadas 6 estirpes humanas de S.Enteritidis resistentes a vários antibióticos p-

lactâmicos, incluindo cefalosporinas de 3a geração (Nastari et ai, 2000). Também nos USA, 

o relatório do NARMS (1999) referente a isolados humanos salienta que a percentagem de 

isolados de Salmonella não S.Typhi com sensibilidade reduzida à ceftriaxona aumentou de 

0,1% em 1996 para 2% em 1999, sendo neste último ano registados 0,4% de isolados 

resistentes a essa cefalosporina. Nesse país, vários autores têm salientado a emergência de 

infecções por estirpes de Salmonella, principalmente S.Typhimurium, resistentes à 

ceftriaxona adquiridas a nível local (Dunne et ai, 2000; Fey et ai, 2000). Uma vez que existe 

resistência cruzada entre a única cefalosporina (ceftiofur) aprovada nos USA para uso 

sistémico nos animais de produção, incluindo frangos e perus, e que estes animais são a 

principal fonte de infecções por Salmonella, o uso de ceftiofur nos animais poderá estar a 

contribuir para a disseminação de estirpes de Salmonella resistentes à ceftriaxona que são 

transmitidas aos consumidores através da cadeia alimentar (Dunne et ai, 2000). Assim, 

pode ser indicada a limitação do uso de cefalosporinas de espectro alargado nos animais de 

produção, particularmente se tais resistências aumentarem (Dunne er ai, 2000). 

A existência de resistências a esta família de antibióticos em estirpes de Salmonella 

é preocupante, pois a selecção de agentes antimicrobianos para o tratamento de infecções 

fica restringida. No passado, a ampicilina, juntamente com o cloranfenicol e o 

trimetoprim/sulfametoxazol, foram dos agentes antimicrobianos mais usados no tratamento 

da salmonelose (Campos e Hofer, 1989; Duffy er ai, 1999; D'Aoust er ai, 1992; Lee et ai, 

1994; Ramos er ai, 1996; Angulo er ai, 2000), no entanto o aparecimento de resistência a 

esses agentes implicou o recurso a outros, como as fluoroquinolonas e as cefalosporinas de 

3a geração, agora as mais utilizadas em adultos e crianças, respectivamente (Angulo et ai, 

2000). Com efeito, actualmente, as cefalosporinas de 3a geração são frequentemente 

usadas no tratamento de infecções como as salmoneloses invasivas, principalmente em 

crianças, devido às suas propriedades farmacológicas e à baixa prevalência de resistências 

a esses agentes (Angulo et ai, 2000; Dunne er a/, 2000; Fey er ai, 2000). Se as estirpes de 

Salmonella desenvolverem resistência a fluoroquinolonas e a cefalosporinas, como está a 
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acontecer com a emergência e disseminação de estirpes resistentes à ceftriaxona nos USA, 

restam poucas alternativas disponíveis, o que pode ter consequências graves para a saúde 

humana (Angulo et ai, 2000; Dunne et ai, 2000). 

2.1.5.1) Estudo de mecanismos de resistência 

Os determinantes genéticos de resistência aos antimicrobianos são codificados no 

cromossoma bacteriano ou em plasmídeos (D'Aoust, 1997). A resistência a alguns 

antimicrobianos em Enterobacteriaceae é frequentemente mediada por plasmídeos, sendo 

as bactérias do género Salmonella as que mais frequentemente transportam esses 

plasmídeos (plasmídeos R) (Poppe et ai, 1995; Poppe et ai, 1996). A propensão para a 

transferência de plasmídeos, por exemplo por conjugação, pode assim favorecer a 

emergência e difusão de Salmonella, veiculadas por alimentos, resistentes a um ou mais 

agentes antimicrobianos, incluindo aos usados em terapêutica humana (D'Aoust, 1997). 

Um dos factores que contribui para o aumento das resistências é a presença dos 

genes que as determinam em elementos genéticos móveis, como plasmídeos e 

transposões, capazes de se disseminarem para outras bactérias. Esta situação em bactérias 

isoladas de aves, como a Salmonella, propicia a sua transferência para bactérias do mesmo 

género, ou para bactérias de géneros diferentes, existentes no ambiente de produção 

desses animais. Assim, fomos estudar a associação a plasmídeos da resistência aos p-

lactâmicos e a possibilidade da sua transferência genética por conjugação. 

Em todas as estirpes (7) que se apresentaram resistentes às penicilinas, sensíveis à 

associação amoxicilina/ácido clavulânico e às cefalosporinas foi detectada a presença de p-

lactamases de pi 5.4, um comportamento característico de TEM-1. Para além do ponto 

isoeléctrico, como a prova de sinergismo, entre amoxicilina/ácido clavulânico e ceftazidima, 

não revelou a presença de p-lactamases de espectro alargado, foi possível classificar as p-

lactamases encontradas como TEM-1. Esta situação era previsível, uma vez que a produção 

de p-lactamases constitui o principal determinante de resistência aos antibióticos p-

lactâmicos em Enterobacteriaceae, e as cefalosporinas e inibidores das p-lactamases (ex. 

ácido clavulânico) associados a penicilinas hidrolisáveis (ex. amoxicilina) escapam à acção 

hidrolítica das p-lactamases plasmídicas clássicas, como a TEM-1 (Sousa et ai, 1998). 

Por outro lado, das seis estirpes ensaiadas, o facto de cinco das estirpes resistentes 

à amoxicilina terem transferido por conjugação a p-lactamase TEM-1, sugere que, nessas 

estirpes, a resistência à amoxicilina é mediada por plasmídeos. De um modo geral as p-

lactamases codificadas por genes plasmídicos são do tipo penicilinase, enquanto as p-

lactamases cromossómicas são do tipo cefalosporinase (Sousa ef ai, 1998). Também, 
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noutros estudos realizados com Salmonella, todas ou quase todas as estirpes resistentes a 

penicilinas transferiram facilmente por conjugação a resistência a p-lactâmicos, por 

codificação em plasmídeos conjugativos da p-lactamase TEM-1 (Rivera et a/, 1991; 

Vatopoulos et ai, 1994; Tassios et ai, 1997; Arvanitidou et ai, 1998; Lianes et ai, 1999). 

Salienta-se que a estirpe que não transferiu por conjugação a resistência aos p-

lactâmicos, apesar de possuir a p-lactamase TEM-1, apresentava resistência a outros 

agentes antimicrobianos, como estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol e 

trimetoprim/sulfametoxazol, para além das penicilinas. Do mesmo modo, Rivera ef ai (1991) 

verificaram que estirpes com o perfil de resistência semelhante ao nosso também não 

transferiram, por conjugação, os seus determinantes de resistência aos p-lactâmicos, 

identificados nessas estirpes como p-lactamases TEM-2. Segundo Tassios et ai (1997), nas 

estirpes que não transferem a resistência às penicilinas por conjugação, a resistência deve 

residir ou no cromossoma ou num plasmídeo não conjugativo. Do mesmo modo, nos 

isolados de S.Typhimurium DT104 com resistência múltipla do tipo ACSSuT, similar à 

detectada na nossa estirpe, foi demonstrado que os genes de resistência estão localizados 

no cromossoma (Threlfall et ai, 1996; Threlfall et ai, 1997a). 

Para além de p-lactamases do tipo TEM-1, outras p-lactamases, que determinam 

resistência às penicilinas e não às cefalosporinas de espectro alargado, têm sido descritas 

em estirpes de Salmonella, tais como TEM-2, PSE-1, OXA-1, OXA-2, CARB (Brisabois et ai, 

1997; Lianes et ai, 1999). Além disso, também já foram registadas estirpes de Salmonella 

produtoras de p-lactamases de espectro alargado que determinam resistência a 

cefalosporinas de 3a geração, como por exemplo dos tipos CTX-M (CTX-M2), TEM (TEM-3, 

TEM-25, TEM-27), SHV (SHV-2, SHV-5), sendo a sua produção normalmente codificada por 

plasmídeos (Shannon e French, 1998). Adicionalmente, no caso referido por Fey et ai (2000) 

da infecção com uma estirpe de Salmonella resistente à ceftriaxona verificou-se que a p-

lactamase que conferia resistência a essa e outras cefalosporinas de espectro alargado não 

foi inibida pelo ácido clavulânico, sendo depois classificada como p-lactamase do tipo AmpC 

plasmídica (CMY-2). Nos USA, a maioria dos isolados humanos de Salmonella resistentes a 

ceftriaxona, registados pelo NARMS, também apresentaram em comum p-lactamases do 

tipo AmpC codificadas por plasmídeos (Dunne et ai, 2000). 

A identificação em estirpes de Salmonella de p-lactamases codificadas por 

plasmídeos, nomeadamente das que conferem resistência a cefalosporinas de 3a geração, 

usadas no tratamento de salmoneloses, sugere que a emergência de resistência a este 

grupo de antibióticos está facilitada e que as estirpes de Salmonella podem facilmente 

adquirir e transferir genes de resistência que codificam p-lactamases. 

99 



Discussão Estudo da susceptibilidade a agentes antimicrobianos 

Assim, a transferência de Salmonella resistentes dos animais para o Homem é um 

grave problema de saúde pública, não só devido aos consequentes problemas na 

terapêutica, mas também devido ao risco de difusão de resistência para microrganismos 

intestinais, incluindo a população normal, através de plasmídeos (Tassios et ai, 1997). Balis 

et ai (1996) demonstraram em Escherichia coli entéricas da população normal e em 

S.Enteritidis, resistentes à ampicilina, isoladas de dois doentes, a presença de plasmídeos R 

conjugativos similares, o que corrobora a hipótese de transferência in vivo de genes de 

resistência entre Salmonella e E.colie consequentemente, do possível papel de reservatório 

de genes de resistência exercido pela população normal. O potencial da população 

microbiana normal causar infecções endógenas ou transferir os seus determinantes de 

resistência a outros patogénicos ilustra a importância para a saúde pública da transferência 

de genes de resistência entre bactérias de origem animal e humana (Balis et ai, 1996). 

2.1.6) Resistência ao cloranfenicol 

No presente estudo apenas foi isolada, de uma amostra de peru, uma estirpe de 

Salmonella (S.Saintpaul) resistente ao cloranfenicol. Noutros trabalhos semelhantes 

realizados em vários países em aves, todas ou quase todas as estirpes de Salmonella 

também foram susceptíveis ao cloranfenicol (Bokanyi et ai, 1990; D'Aoust et ai, 1992; Lee et 

ai, 1993; Threlfall et ai, 1993; Wray et ai, 1993; Brown et ai, 1994; Nair ef a/, 1995; Poppe et 

ai, 1995; Poppe ef a/, 1996; Seyfarth et ai, 1997; Aarestrup et ai, 1998b; NARMS, 1998; 

Duffy ef ai, 1999). No entanto, pelos dados do programa de vigilância americano de 1998, a 

incidência de resistência a este agente em isolados de frango e peru apresenta-se mais 

elevada em determinados serótipos de Salmonella, nomeadamente S.Typhimurium 

(NARMS, 1998). Em Portugal, em 1999, apesar da percentagem de resistência ao 

cloranfenicol em Salmonella isoladas de alimentos, sendo a maioria aves, não ser das mais 

elevadas relativamente a outros agentes antimicrobianos testados, foi de 19,4% (INSA, 

2000). 

Os resultados apresentados pela maioria dos estudos estão de acordo com o facto 

do cloranfenicol não ser permitido como medicamento para tratamento e prevenção de 

infecções em animais, em países europeus (Regulamento n° 508/1999/CE) e noutros, como 

o Canadá (Poppe ef ai, 1995). No entanto, um agente do mesmo grupo, florfenicol, está 

autorizado em animais, incluindo aves (Regulamento n° 508/1999/CE). Bolton ef ai (1999) 

descreveram um gene em Salmonella que confere resistência cruzada ao florfenicol e ao 

cloranfenicol, de modo que o uso de florfenicol pode comprometer também o uso de 

cloranfenicol. 
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Relativamente a isolados humanos, em Portugal, em 1999, verificou-se que 29% de 

isolados humanos de Salmonella eram resistentes ao cloranfenicol (INSA, 2000). Nos USA, 

em 1999 foram registados 9% de isolados de Salmonella com resistência a esse agente, e 

8% ao florfenicol (NARMS, 1999), incidência essa superior à de estudos anteriores (4%) 

(Lee et a/, 1994). Como já verificado para outros agentes antimicrobianos e para os isolados 

de aves referidos acima, a incidência de estirpes de S.Enteritidis resistentes ao cloranfenicol 

apresenta-se mais baixa do que noutros serótipos isolados de humanos, nomeadamente 

S.Typhimurium, de acordo com os dados de vários estudos (Brown et ai, 1994; Nair et ai, 

1995; Ramos er ai, 1996; Seyfarth er ai, 1997; Cormican er ai, 1998; NARMS, 1999). No 

Reino Unido, o aumento no número de isolados humanos de S.Typhimurium DT104, foi 

acompanhado por aumentos substanciais de resistência a alguns antibióticos, incluindo ao 

cloranfenicol (32% em 1990 para 94% em 1996) (Threlfall et ai, 1997a). Além disso, o 

padrão de resistência mais comum no Reino Unido desde 1990, nos isolados de 

S.Typhimurium DT104, é o fenótipo de multiresistência ACSSuT (Threlfall et ai, 1996; 

Threlfall et ai, 1997a), semelhante ao detectado nesta nossa única estirpe resistente ao 

cloranfenicol (S.Saintpaul). Num estudo na Irlanda, também foram isoladas estirpes de 

Salmonella com este perfil de resistência, nomeadamente em 73% das S.Typhimurium, mas 

também em duas estirpes de outros dois serótipos (S.Derby e S.Hadar) (Cormican ef ai, 

1998). 

Embora a resistência ao cloranfenicol não seja elevada em estirpes de Salmonella 

isoladas de aves, a emergência de estirpes resistentes de S.Typhimurium em humanos é 

preocupante. O cloranfenicol é um dos agentes antimicrobianos que pode ser utilizado no 

tratamento da salmonelose (Campos e Hofer, 1989; DAoust ef ai, 1992; Lee er a/, 1994; 

Ramos er ai, 1996; Duffy et ai, 1999), apesar de já não ser um dos mais utilizados 

actualmente (Angulo ef ai, 2000). 

2.1.7) Resistência ao tr imetoprim/sulfametoxazol 

Neste estudo, a resistência ao trimetoprim/sulfametoxazol (SXT) só foi observada na 

única S.Saintpaul isolada, que apresenta um nível elevado de resistência (CMI>256u.g/ml). 

Tal como ocorreu no nosso estudo, noutros trabalhos também foi registada uma reduzida ou 

nula incidência de resistência a este agente em isolados de aves (DAoust et ai, 1992; Lee et 

ai, 1993; Threlfall et ai, 1993; Wray ef ai, 1993; Nair ef ai, 1995; Poppe et ai, 1995; Poppe ef 

ai, 1996; Seyfarth ef ai, 1997; NARMS, 1998). No entanto, os dados nacionais de 1999 

indicam que 14,3% das Salmonella isoladas de alimentos, principalmente aves, foram 

resistentes ao SXT (INSA, 2000). Apesar destes resultados serem mais elevados do que os 

observados no presente estudo, é de salientar que, tal como no nosso trabalho, a 
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resistência a este agente antimicrobiano foi das menos frequentes entre os isolados de 

Salmonella estudados a nível nacional. 

Por outro lado, em alguns estudos verificou-se uma maior percentagem de 

resistência a sulfonamidas do que ao trimetoprim em isolados de Salmonella (Threlfall et a/, 

1993; Aarestrup er a/, 1998b; Duffy er a/, 1999). Por exemplo, nos USA, os dados do 

NARMS (1998) para isolados veterinários mostram uma prevalência de resistência ao 

sulfametoxazol bastante superior relativamente à associação desse agente com o 

trimetoprim em isolados de carcaças de frango (24% e 0,5%, respectivamente) e de peru 

(32% e 2,5%, respectivamente). Adicionalmente, a resistência ao sulfametoxazol foi comum 

a todos os serótipos isolados de aves, com excepção de S.Enteritidis, mas em relação ao 

SXT a resistência foi reduzida ou nula para os isolados de todos os serótipos (NARMS, 

1998). 

Na Europa, as sulfonamidas estão autorizadas como medicamento para tratamento e 

prevenção de infecções em todas as espécies destinadas a produção animal, tal como o 

trimetoprim também está autorizado em aves (Regulamento n° 508/1999/CE). Assim, os 

resultados obtidos para estes dois agentes em separado e associados podem estar 

relacionados com o facto das sulfonamidas serem geralmente muito mais utilizadas na 

produção animal. 

Também em isolados humanos, em 1999, os dados de resistência ao SXT foram em 

Portugal mais elevados (7,8%) (INSA, 2000) do que nos USA (2%) (NARMS, 1999), apesar 

de neste país já serem superiores relativamente a estudos anteriores (Lee et ai, 1994). Em 

alguns estudos verifica-se ainda que a incidência de estirpes de S.Enteritidis resistentes ao 

SXT é baixa ou mesmo nula, o que já não acontece com outros serótipos (Nair et ai, 1995; 

Cormican et ai, 1998; NARMS, 1999). Num estudo na Dinamarca, Seyfarth et ai (1997) 

verificaram que a resistência às sulfonamidas foi uma das mais frequentes entre isolados 

humanos de S.Typhimuhum (12%), mas relativamente ao SXT os valores foram mais baixos 

(4%). 

No entanto, no Reino Unido tem ocorrido um aumento no número de isolados 

humanos de S.Typhimurium DT104 resistentes ao trimetoprim (0,4% em 1990 para 24% em 

1996), verificando-se também um aumento destas estirpes que, adicionalmente à resistência 

do tipo ACSSuT, também possuem resistência ao trimetoprim (Threlfall er a/, 1996; Threlfall 

er ai, 1997a). O aparecimento de resistência ao trimetoprim neste fagotipo pode ter 

resultado da sua utilização terapêutica em gado infectado com S.Typhimurium DT104 

resistente a ACSSuT (Threlfall er a/, 1996). Em comum com estas estirpes isoladas no 

Reino Unido, verificou-se resistência ao trimetoprim entre vários serótipos de Salmonella, 

incluindo S.Typhimurium com fenótipo do tipo ACSSuT num estudo realizado na Irlanda 

(Cormican er a/, 1998). Salienta-se que a nossa única estirpe resistente ao SXT, apesar de 
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não ser do serótipo S.Typhimurium, apresenta também esse padrão de multiresistência 

(ACSSuT). 

Embora com incidência baixa, a resistência ao SXT é uma situação preocupante, 

uma vez que este agente é um dos utilizados no tratamento de infecções em humanos 

(Campos e Hofer, 1989; D'Aoust et ai, 1992; Lee et a/, 1993; Lee et a/, 1994; Ramos et ai, 

1996), apesar de actualmente já não ser muito utilizado no tratamento de salmoneloses 

(Angulo et ai, 2000). 

2.2) Listeria spp. e L.monocytogenes 

2.2.1) Resistência e mult iresistência 

No presente estudo, a prevalência de isolados de Listeria spp. resistentes foi elevada 

(84%), incluindo L.monocytogenes (73%). Relativamente às outras espécies obtidas nas 

amostras analisadas, salienta-se a elevada incidência de isolados de L.innocua resistentes 

(94%), isto é, com excepção de dois, todos os restantes isolados desta espécie 

apresentaram resistência a um ou mais dos agentes antimicrobianos testados. 

Do mesmo modo, num estudo recente realizado em Espanha, em Listeria spp. de 

origem alimentar, incluindo produtos cárneos, foi observado um número substancial de 

isolados resistentes a um ou mais dos agentes antimicrobianos testados, quer em 

L.monocytogenes, quer em L.innocua (Rota er ai, 1996). Os resultados obtidos por Rota er 

ai (1996), tal como os registados no presente estudo, sugerem que pode ter ocorrido uso 

inadequado de antibióticos ao nível da criação de animais, incluindo não serem cumpridos 

os períodos de suspensão antes do abate dos animais destinados a consumo humano. 

Salienta-se que em vários estudos anteriores sobre resistência a antimicrobianos em 

Listeria spp. isoladas de alimentos, incluindo produtos cárneos (Slade e Collins-Thompson, 

1990; Facinelli et ai, 1991; Barbuti era/, 1992; Franco et ai, 1994; Charpentier er a/, 1995), a 

prevalência de resistência foi substancialmente menor relativamente ao estudo de Rota et ai 

(1996) e ao nosso estudo. Por exemplo, no trabalho de Facinelli ef ai (1991) em produtos 

lácteos e cárneos italianos, apenas foram isoladas 4 em 98 (4%) L.monocytogenes e 15 em 

85 (18%) L.innocua resistentes a um ou mais agentes antimicrobianos. Em isolados 

humanos, a incidência de estirpes de Listeria spp. resistentes também se tem mantido baixa 

ou nula (Larsson er a/, 1985; MacGowan et ai, 1990; Charpentier et ai, 1995; Heger et ai, 

1997). 

No presente estudo, a percentagem de isolados de Listeria resistentes a dois ou 

mais dos agentes antimicrobianos testados de grupos diferentes também foi elevada (30%), 
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mas difere de acordo com a espécie. Assim, a resistência múltipla foi mais frequente em 

isolados de L.innocua (44%) do que em isolados de Lmonocytogenes (23%), Lwelshimeri 

(0%) e L.seeligeri (0%). 

No estudo de Rota et ai (1996) também foi detectada uma elevada prevalência de 

resistência múltipla em isolados de Listeria spp. de alimentos de origem animal, 

particularmente em todas as espécies isoladas de produtos cárneos. Já num estudo de 

1991, em Itália, cerca de metade das estirpes de Lmonocytogenes e de L.innocua de 

origem alimentar resistentes apresentavam resistência a dois ou mais agentes 

antimicrobianos (Facinelli et ai, 1991). Adicionalmente, também têm sido registados alguns 

isolados clínicos de L.monocytogenes multiresistentes em vários países europeus, como 

França (Poyart-Salmeron ef a/, 1990; Quentin et ai, 1990), Suiça (Hadorn et ai, 1993) e 

Grécia (Tsakris et ai, 1997). 

2.2.2) Resistência aos macról idos e l incosamidas 

Neste estudo, a resistência à lincosamida clindamicina foi a mais frequente, sendo 

registada em mais de metade dos isolados (36) de Listeria spp.. Relativamente à 

distribuição por espécies, foi a resistência predominante em L.innocua (69%) e L.welshimeri 

(63%) e foi a segunda mais frequente em L.monocytogenes (35%). 

No estudo de Barbuti ef ai (1992) realizado em produtos cárneos italianos, a 

resistência à clindamicina, apesar de menos frequente do que no nosso estudo, também foi 

observada em algumas estirpes de L.monocytogenes (3%) e de L.innocua (27%). Além 

disso, reduzida susceptibilidade a esta e outras lincosamidas, como a lincomicina, foi 

observada em isolados humanos de Listeria spp., nomeadamente de L.monocytogenes 

(Benson et ai, 1987; Barry et ai, 1988; Soriano et ai, 1995; Martinez-Martinez et ai, 1998; 

Soriano et ai, 1998). 

Por outro lado, no nosso trabalho só se detectou um (2%) isolado resistente ao 

macrólido eritromicina, pertencente à espécie L.innocua. 

Similarmente, Barbuti ef ai (1992) em produtos cárneos apenas registaram uma (2%) 

estirpe de L.monocytogenes resistente a este macrólido e nenhuma L.innocua. Num estudo 

anterior também em Itália, foram isoladas de produtos cárneos apenas duas (2%) L.innocua 

e uma (1%) L.monocytogenes resistentes à eritromicina (Facinelli et ai, 1991). No estudo de 

Franco ef a/ (1994), também foi detectada uma elevada susceptibilidade à eritromicina entre 

isolados de Listeria de origem alimentar, incluindo aves. No estudo de Charpentier et ai 

(1995) que incluiu 1040 estirpes de Listeria isoladas de alimentos e do ambiente não foi 

detectada resistência à eritromicina. 
104 



Discussão Estudo da susceptibilidade a agentes antimicrobianos 

Apesar da resistência à eritromicina já ter sido observada em algumas estirpes 

humanas de L.monocytogenes (MacGowan et ai, 1990; Poyart-Salmeron et ai, 1990; 

Quentin et ai, 1990; Hadorn et ai, 1993), a susceptibilidade a este agente mantém-se na 

maioria dos isolados de Listeria spp. dessa origem (Larsson et ai, 1985; Benson et ai, 1987; 

Barry et ai, 1988; Charpentier et ai, 1995; Soriano eí ai, 1995; Soriano et ai, 1998; Martinez-

Martinez er a/, 1998). 

Excepcionalmente, no estudo já referido de Rota eí ai (1996), mais de 90% dos 

isolados de produtos cárneos foram resistentes à eritromicina, incluindo Lmonocytogenes, 

L.innocua e L.welshimeri. É de notar que nesta altura ainda era permitido na Comunidade 

Europeia a utilização de vários macrólidos (tilosina e espiramicina), como promotores de 

crescimento em animais de criação, posteriormente associados com selecção de resistência 

cruzada ao macrólido eritromicina usado em humanos. Devido à selecção dessa resistência, 

o uso de macrólidos (tilosina e espiramicina) como promotores de crescimento foi banido de 

toda a Comunidade Europeia desde Julho de 1999 (Parecer 98/C407/02; Tollefson e Miller, 

2000; Regulamento n° 2821/1998/CE), apesar de ainda ser permitido o seu uso na 

terapêutica animal (Regulamento n° 508/1999/CE). 

O aparecimento de estirpes resistentes à eritromicina, um dos agentes 

antimicrobianos usados na terapêutica de infecções por bacilos Gram positivo não 

esporulados, inluindo L.monocytogenes, é uma situação preocupante relativamente à 

segurança dos consumidores, pois a escolha de agentes antimicrobianos para o tratamento 

da listeriose fica restringida (Rota eí ai, 1996; Soriano eí ai, 1998). 

No presente trabalho, foram observados dois padrões de resistência aos 

antimicrobianos do grupo macrólidos/lincosamidas: uma estirpe resistente simultaneamente 

à eritromicina e à clindamicina e 35 estirpes resistentes à clindamicina, mas sensíveis à 

eritromicina, ou seja, dos 36 isolados de Listeria spp. resistentes à lincosamida clindamicina, 

apenas um isolado apresenta resistência simultânea ao macrólido eritromicina. 

Esta situação também se verificou no estudo de Barbuti eí ai (1992) em produtos 

cárneos, onde todas as estirpes de L.innocua (27) resistentes à clindamicina se 

apresentaram sensíveis à eritromicina, tal como uma das duas L.monocytogenes resistentes 

à clindamicina. Relativamente a isolados humanos, em vários estudos também têm sido 

registadas estirpes de Listeria spp. com um comportamento intermédio ou resistente às 

lincosamidas clindamicina ou lincomicina, mas simultaneamente sensíveis à eritromicina 

(Benson eí ai, 1987; Barry eí ai, 1988; Soriano eí ai, 1995; Martinez-Martinez eí ai, 1998; 

Soriano eí ai, 1998). No caso clínico ocorrido na Grécia descrito por Tsakris eí ai (1997) 

causado por uma estirpe de L.monocytogenes multiresistente verificou-se que uma das 

resistências apresentada era à clindamicina, mas mantendo sensibilidade à eritromicina. 
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Nas estirpes simultaneamente resistentes a macrólidos e lincosamidas, como 

ocorreu na nossa única Linnocua resistente à eritromicina e à clindamicina e na estirpe de 

L.monocytogenes responsável pelo caso de listeriose estudado por Hadom eí ai (1993), o 

mecanismo de resistência clássico consiste na modificação do alvo desses antibióticos por 

metilases codificadas por genes do tipo erm (erythromycin ribosome methylation) (Roberts et 

ai, 1999). Vários genes erm foram já descritos em estirpes de Listeria (Poyart-Salmeron eí 

a/, 1990; Hadom et ai, 1993; Roberts et ai, 1996). Por exemplo, Roberts et ai (1996) 

detectaram uma Lmonocytogenes e uma Linnocua isoladas de alimentos com genes erm C 

conjugativos. A transferência de um transposão com gene de resistência ao grupo dos 

macrólidos/lincosamidas (erm AM) de E.faecalis para L monocytogenes já foi descrita in vitro 

e in vivo em ratos (Doucet-Populaire ef a/, 1991). 

Em contraste, o fenótipo de resistência a lincosamidas e sensibilidade a macrólidos, 

que foi o mais frequente no nosso e noutros trabalhos em estirpes de Listeria, poderá estar 

a ocorrer por um mecanismo diferente do anterior. Vários mecanismos de resistência a 

apenas um dos antibióticos do grupo macrólidos, lincosamidas e estreptograminas foram 

descritos, nomeadamente inactivação do agente antimicrobiano por uma enzima específica 

ou um sistema de efluxo específico para um dos agentes (Roberts eí ai, 1999). Uma bomba 

de efluxo específica para lincosamidas já foi descrita em Streptomyces (Roberts et ai, 1999) 

e enzimas inactivadoras de lincosamidas já foram descritas em Enterococcus e 

Staphylococcus (Roberts eí al, 1999; Bozdogan eí al, 1999). Salienta-se que Mata eí al 

(2000) detectaram um gene cromossómico (mdrL) em L.monocytogenes que codifica a 

primeira bomba de efluxo descrita nesta bactéria, mas que afecta vários agentes 

antimicrobianos deste grupo, incluindo os macrólidos eritromicina e josamicina e a 

lincosamida clindamicina. 

Se a emergência de resistência a antibióticos em estirpes de Listeria está associada 

com a aquisição de genes em plasmídeos e transposões com origem em Enterococcus 

(Charpentier e Courvalin, 1999), também será de considerar a hipótese do gene que codifica 

o mecanismo de inactivação de lincosamidas (enzima lincomicina nucleotidiltransferase) 

descrito em Enterococcus (Bozdogan eí a/, 1999) poder ser transferido para Listeria. Além 

disso, uma elevada frequência de resistência a este grupo de antibióticos, particularmente 

às lincosamidas, é normalmente observada em estirpes de Enterococcus, como se verificou 

no estudo de Aarestrup eí a/ (1998a) para isolados de várias espécies animais, incluindo 

aves (91% de E.faecium resistentes à lincomicina e 65% à eritromicina). 
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2.2.3) Resistência às f luoroquinolonas 

No presente trabalho, a resistência à fluoroquinolona de uso veterinário enrofloxacina 

também foi frequente (43%), sendo observada em 29 isolados de Listeria. A resistência à 

enrofloxacina foi mais frequente em Lmonocytogenes (58%) do que em L.innocua (41%). 

Salienta-se que a L.seeligeri foi a única resistente simultaneamente às duas 

fluoroquinolonas testadas (enrofloxacina e ofloxacina). 

Em contraste, nos estudos em que tem sido avaliada a actividade in vitro de 

fluoroquinolonas contra estirpes de Listeria não há registos de resistência a este grupo de 

antimicrobianos. Por exemplo, em Espanha, no estudo de Soriano et ai (1998) todas as 

estirpes de Listeria de origem clínica estudadas apresentaram susceptibilidade à 

fluoroquinolona levofloxacina, tal como se verificou num estudo anterior dos mesmos 

autores (Soriano et ai, 1995) para a ciprofloxacina. É de notar que num estudo mais recente 

em França com 685 estirpes de L.monocyotgenes de origem humana foi observada uma 

estirpe resistente à ciprofloxacina (Charpentier et ai, 1999). 

A elevada incidência de resistência à fluoroquinolona enrofloxacina observada nas 

nossas estirpes de Listeria isoladas de aves, poderá estar relacionada com o uso extensivo 

destes agentes antimicrobianos em terapêutica veterinária, tal como verificado para o 

género Salmonella. Deste modo, o aparecimento de resistência a um agente deste grupo de 

antimicrobianos, como verificado no presente estudo para a enrofloxacina, poderá constituir 

o primeiro passo para a selecção de estirpes com resistência a outras fluoroquinolonas, 

incluindo de uso em humanos. 

Embora o tratamento habitual das infecções por Listeria continue a ser a combinação 

de ampicilina com gentamicina, as fluoroquinolonas poderão ser alternativa a essa 

terapêutica (Temple e Nahata, 1999). Estudos in vitro com fluoroquinolonas sugerem que 

algumas das mais recentemente desenvolvidas poderão ter um papel importante no 

tratamento da listeriose, uma vez que apresentam uma boa actividade contra 

L.monocytogenes intracelular (Michelet et ai, 1997). 

2.2.4) Resistência às tetracicl inas 

No presente estudo, a resistência à tetraciclina também foi frequente entre os 

isolados de Listeria (15%). Relativamente às espécies, a resistência a este grupo de 

antibióticos só foi observada em L.innocua (28%) e L.welshimeri (13%). 

Do mesmo modo, num estudo em Espanha, Franco et ai (1994) verificaram que a 

maioria das estirpes de L.innocua isoladas de aves e do ambiente de um matadouro de aves 

eram resistentes à tetraciclina, enquanto nenhuma das estirpes de L.monocytogenes era 
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resistente a este agente. Tal como se verificou no estudo de Facinelli et ai (1991) em que a 

resistência à tetraciclina não foi detectada entre os isolados de Lmonocytogenes, mas foi a 

mais comum entre Linnocua isoladas de produtos cárneos, ocorrendo em 12% das estirpes 

dessa espécie. As primeiras duas estirpes de Linnocua, de origem alimentar, resistentes à 

tetraciclina foram identificadas num estudo no Canadá em 1990 (Slade e Collins-Thompson, 

1990). 

No entanto, noutros estudos com produtos alimentares já foram isoladas estirpes de 

L.monocytogenes resistentes a este agente. Assim, no estudo de Barbuti et ai (1992), 

algumas estirpes de L.monocytogenes isoladas de produtos cárneos eram resistentes à 

tetraciclina (3%), enquanto nenhuma das Linnocua apresentou essa resistência. Num 

estudo mais recente, a resistência à tetraciclina foi a mais observada entre as 1040 estirpes 

de Listeria spp. de fontes alimentares e ambientais estudadas, sendo registadas 61 (6%) 

estirpes resistentes a este agente que incluíram Lmonocytogenes (37), L.innocua (22) e 

Lwelshimeri (2) (Charpentier et ai, 1995). Também no estudo de Rota et ai (1996), a 

resistência à tetraciclina foi das mais observadas em isolados de produtos cárneos, sendo 

mais de 90% os isolados de L.monocytogenes, L.innocua e Lwelshimeri resistentes a este 

agente. 

Segundo Charpentier e Courvalin (1999), a incidência de resistência à tetraciclina 

está a aumentar em estirpes de Listeria spp. isoladas de alimentos e de fontes ambientais. 

O uso largamente difundido deste grupo de antibióticos, em particular na alimentação dos 

animais, pode ser responsável pela relativamente elevada incidência de Listeria spp. 

resistentes à tetraciclina (Charpentier et ai, 1995). Já Facinelli et ai (1991) tinham sugerido 

que o uso difundido de tetraciclina nas rações para aves pode ter sido o responsável pela 

resistência observada em L.innocua, isoladas de produtos à base de frango e peru. 

Em Lmonocytogenes isoladas de humanos, a resistência à tetraciclina é também 

das mais frequentes (Charpentier e Courvalin, 1999). Os primeiros casos registados 

causados por L.monocytogenes multiresistentes, incluíram resistência à tetraciclina (Poyart-

Salmeron et ai, 1990; Quentin et ai, 1990; Hadorn et ai, 1993). Também num estudo 

realizado no Reino Unido com 621 estirpes de estirpes de Lmonocytogenes verificou-se que 

a principal resistência foi a este agente, sendo 13 (2%) estirpes resistentes à tetraciclina 

(MacGowan et ai, 1990). 

Apesar de no presente estudo não terem sido isoladas estirpes de Lmonocytogenes 

resistentes à tetraciclina, os resultados registados para as outras espécies, nomeadamente 

para L.innocua, são preocupantes, pois estas estirpes são transmitidas ao Homem através 

da cadeia alimentar. Estirpes de L.innocua também podem servir de reservatório de genes 

de resistência à tetraciclina para outras espécies, incluindo L.monocytogenes, como 

mostram os resultados de Facinelli ef ai (1993). A transferência de resistência entre 
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Linnocua e Lmonocytogenes pode ocorrer no tracto gastrointestinal de animais onde 

ambas as espécies podem estar e onde são esperados níveis subinibitórios de tetraciclina, 

uma vez que é um dos antibióticos usado em animais de criação, nomeadamente em aves 

(Facinelli et ai, 1993). 

Relativamente aos padrões de resistência, verifica-se que no presente estudo entre 

os dez isolados resistentes à tetraciclina, 4 isolados (3 Linnocua e 1 Lwelshimeri) 

apresentam um comportamento intermédio à minociclina e os restantes 6 {Linnocua) 

sensibilidade a este agente. 

Pelo contrário, Charpentier et ai (1995) verificaram que a resistência à tetraciclina 

estava sempre associada com a minociclina, apesar de terem sido observados dois níveis 

de resistência. Pela caracterização dos determinantes de resistência nas 61 Listeria spp. 

resistentes à tetraciclina, esses autores detectaram o gene fef(M) em 57 isolados e o gene 

tet(S) em 3 estirpes de Linnocua e numa Lwelshimeri, sendo estas as estirpes que 

apresentavam os níveis mais baixos de resistência à minociclina, tal como as 4 observadas 

no presente estudo. Nas estirpes de Listeria estudadas por Poyart-Salmeron et ai (1992) e 

Facinelli et ai (1993) também foi mais frequente a presença de genes tef(M). Nas estirpes 

resistentes à tetraciclina e sensíveis à minociclina é provável a presença de outros genes tet 

(tet K, íeí L) (Charpentier et ai, 1995), que poderão existir nos 6 isolados que apresentam 

este perfil no nosso estudo. Também a resistência à tetraciclina em Listeria pode resultar da 

aquisição de genes transportados em plasmídeos ou transposées com origem em 

Enterococcus e Streptococcus (Poyart-Salmeron et ai, 1992; Facinelli er ai, 1993; 

Charpentier et ai, 1994; Charpentier et ai, 1995). 

2.2.5) Resistência aos aminogl icosídeos 

No presente estudo apenas foram isoladas 5 estirpes de Listeria resistentes ao 

aminoglicosídeo estreptomicina, sendo uma L.monocytogenes e 4 L.innocua. Além disso, 

nenhum desses isolados apresentou resistência aos outros aminoglicosídeos testados, isto 

é, gentamicina, tobramicina e canamicina. 

A resistência à estreptomicina foi observada em algumas estirpes de Listeria spp. 

isoladas de fontes alimentares e ambientais por outros autores. Por exemplo, Facinelli er ai 

(1991) observaram uma (1%) Lmonocytogenes e uma (1%) L.innocua isoladas de produtos 

cárneos resistentes a este agente, mas ao contrário do nossos isolados, apresentando 

também resistência a outros aminoglicosídeos, como canamicina e gentamicina. Mais 

recentemente, no trabalho de Rota et ai (1996) em produtos cárneos à base de porco cerca 

de 75% dos isolados de Listeria, incluindo Lmonocytogenes, Linnocua e Lwelshimeri, 
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foram resistentes à tobramicina e à gentamicina, não tendo sido testada a estreptomicina. 

Esta situação pode estar associada relacionada com o facto de na Europa a gentamicina ser 

permitida nesses animais, mas não em aves. 

Tal como no nosso estudo, Franco eí ai (1994), também detectaram uma elevada 

susceptibilidade à gentamicina entre isolados de Listeria de origem alimentar, incluindo 

aves. No estudo de Barbuti et ai (1992), em isolados de L.monocytogenes e de L.innocua de 

produtos cárneos italianos, todos eram susceptíveis aos aminoglicosídeos testados, 

incluindo gentamicina e tobramicina. Num estudo mais recente, também em isolados de 

alimentos, não foram detectadas estirpes de Listeria resistentes à estreptomicina, 

gentamicina e canamicina (Charpentier et ai, 1995). 

Em algumas estirpes humanas de L.monocytogenes tem sido observada resistência 

à estreptomicina (Slade e Thompson, 1990; Facinelli et ai, 1991;Charpentier eí ai, 1995), 

mas não à gentamicina (MacGowan et ai, 1990; Soriano eí a/, 1995; Charpentier eí ai, 1995; 

Heger eí ai, 1997), havendo no primeiro caso associado a uma estirpe de Lmonocytogenes 

multiresistente resistência à estreptomicina e sensibilidade à gentamicina (Poyart-Salmeron 

eí ai, 1990). Contudo, na Grécia, foi descrito o primeiro caso de infecção humana com 

L.monocytogenes multiresistente que apresentava resistência aos aminoglicosídeos 

estreptomicina e gentamicina e reduzida susceptibilidade à tobramicina (Tsakris eí ai, 1997). 

Este comportamento pode traduzir-se em dificuldades terapêuticas, pois a gentamicina é o 

aminoglicosídeo usado em associação com a ampicilina no tratamento de listeriose. 

2.2.6) Resistência a outros agentes ant imicrobianos 

Neste estudo não foram observados isolados de Listeria resistentes aos antibióticos 

p-lactâmicos do grupo das penicilinas, ao trimetoprim/sulfametoxazol, ao glicopeptído 

vancomicina, ao cloranfenicol e à rifampicina. 

Tal como no presente estudo, vários autores verificaram que todas as estirpes de 

Listeria, incluindo L.monocytogenes, isoladas de produtos alimentares, se apresentaram 

susceptíveis aos antibióticos p-lactâmicos do grupo das penicilinas (Facinelli eí ai, 1991; 

Barbuti eí ai, 1992; Franco eí a/, 1994; Charpentier eí ai, 1995). Do mesmo modo, vários 

estudos em amostras de origem humana mostram que as estirpes de Listeria spp., incluindo 

L.monocytogenes, têm mantido susceptibilidade às penicilinas (MacGowan eí ai, 1990; 

Soriano eí ai, 1995; Charpentier eí ai, 1995; Heger eí ai, 1997; Soriano eí ai, 1998). 

No entanto, Soriano eí ai (1995), notaram um aumento dos valores da CMI para a 

ampicilina em L.monocytogenes de origem humana, sugerindo que a resistência a esta 

agente se pudesse difundir. No trabalho de Rota eí ai (1996), apesar da resistência aos 
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antibióticos p-lactâmicos do grupo das penicilinas ser das menos frequentes em isolados de 

Listeria de produtos cárneos, ainda ocorreu em 10% das L.monocytogenes e em cerca de 

20% das Linnocua. 

As penicilinas são o grupo de antibióticos escolhido para o tratamento de listeriose 

nos humanos, de modo que a emergência de resistência a estes agentes em 

L.monocytogenes seria um problema. É de notar que já foram descritas estirpes de 

Enterococcus com p-lactamases codificadas por plasmídeos ou transposões, de modo que a 

aquisição de resistência a esse grupo de antibióticos poderia representar um grave 

problema terapêutico (Charpentier e Courvalin, 1999). 

Relativamente aos antibióticos p-lactâmicos do grupo das cefalosporinas, estes não 

são indicados no tratamento de listeriose, uma vez que apresentam pouca actividade contra 

/..monocytogenes (Larsson eí a/, 1985; Heger et a/, 1997; Temple e Nahata, 1999). Com 

efeito, as estirpes de Listeria exibem um alto grau de resistência às cefalosporinas, 

principalmente às da segunda e terceira geração, tal como tem sido demonstrado em vários 

estudos (Larsson er a/, 1985; Soriano et ai, 1995; Rota et ai, 1996; Heger et ai, 1997). 

No presente estudo não foi detectada resistência à associação 

trimetoprim/sulfametoxazol, outra associação de antimicrobianos que pode ser usada no 

tratamento de listeriose. Esta susceptibilidade ao SXT também tem sido referida em isolados 

humanos de vários estudos (Larsson et ai, 1985; Charpentier et ai, 1995; Heger er ai, 1997). 

Por outro lado em estudos com estirpes de origem alimentar, a situação tem sido diferente. 

No estudo de Barbuti et ai (1992), foram registadas algumas estirpes de L.monocytogenes 

(3%) e de L.innocua (7%) resistentes à associação trimetoprim-sulfametoxazol em isolados 

de produtos cárneos. Contudo, no estudo de Facinelli er ai (1991) não foram detectadas 

estirpes de Listeria resistentes à associação trimetoprim/sulfametoxazol, mas foi registada 

resistência ao sulfametoxazol numa estirpe de L.monocytogenes e numa L.innocua isoladas 

de produtos cárneos. Pelo contrário, num estudo mais recente realizado com 1040 estirpes 

de Listeria spp. isoladas de fontes alimentares e ambientais, foi detectada uma estirpe de 

L.monocytogenes resistente a níveis elevados de trimetoprim, mas susceptível ao 

sulfametoxazol, de modo que neste isolado a resistência ao trimetoprim conseguiu abolir o 

sinergismo geralmente observado entre estes dois agentes (Charpentier et ai, 1995). 

A resistência ao trimetoprim é preocupante, uma vez que a associação 

trimetoprim/sulfametoxazol é usada na terapêutica da listeriose, especialmente em casos de 

alergia às penicilinas (Charpentier et ai, 1995; Temple e Nahata, 1999). A emergência e 

difusão da resistência ao trimetoprim pode resultar em falhas terapêuticas, uma vez que é 

abolido o efeito sinérgico entre os dois agentes (Charpentier et ai, 1995). 
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Relativamente à vancomicina, não ha registos de resistência em isolados de Listeria 

de origem humana (Soriano ef a/, 1995; Charpentier ef a/, 1995; Soriano et ai, 1998) e 

alimentar (Facinelli er a/, 1991; Barbuti ef a/, 1992; Charpentier er ai, 1995), tal como no 

presente estudo. Contudo, um estudo in vitro registou a transferência por conjugação de um 

plasmídeo com o gene Van A, que confere resistência aos glicopeptídos, entre 

Enterococcus e estirpes de várias espécies de Listeria (Biavasco et ai, 1996). Apesar da 

frequência desta transferência ter sido baixa, o que pode ser responsável pelo facto de não 

ter sido registada resistência a este agente em estirpes de Listeria, não se pode excluir a 

possibilidade de transferência natural de genes Van A para Listeria (Biavasco ef a/, 1996). A 

emergência de Enterococcus resistentes à vancomicina em animais, após a utilização do 

glicopeptído avoparcina (actualmente abolido como promotor de crescimento), tem sido 

registada, de tal modo que a presença de genes que podem ser transferidos por conjugação 

pode representar um problema em estirpes de Listeria presentes em produtos de origem 

animal, pois a vancomicina também pode ser usada no tratamento da listeriose. 

Do mesmo modo, noutros estudos em produtos alimentares, todos os isolados de 

Listeria foram susceptíveis ao cloranfenicol (Facinelli eí ai, 1991; Barbuti eí ai, 1992; 

Charpentier ef ai, 1995), tal como em isolados humanos (Larsson eí ai, 1985; MacGowan eí 

ai, 1990; Charpentier eí a/, 1995). Em contraste, num estudo com isolados de alimentos, 

Franco eí ai (1994) observaram níveis significativos de resistência ao cloranfenicol em 

estirpes de L.seeligeri e de L.innocua, sendo a incidência de resistência a este agente de 

19% em L.innocua. No trabalho de Rota eí ai (1996), em produtos cárneos, todos os 

isolados de Listeria, incluindo L.monocytogenes, com excepção de um foram resistentes ao 

cloranfenicol. Salienta-se que já foram descritos alguns casos de listeriose em que a estirpe 

de L.monocytogenes multiresistente também apresentava resistência ao cloranfenicol 

(Poyart-Salmeron eia/, 1990; Quentin eia/, 1990; Hadom eia/, 1993; Tsakris eia/, 1997). 

Também, noutros estudos em produtos alimentares, todos os isolados de Listeria 

foram susceptíveis à rifampicina (Barbuti eí ai, 1992), tal como em isolados humanos 

(Soriano eí ai, 1995). Contudo, resistência à rifampicina já foi observada numa única estirpe 

de L.monocytogenes multiresistente isolada de um produto cárneo (Facinelli ef ai, 1991). 
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Estudo da incidência 

Os resultados deste estudo demonstram uma elevada incidência de Salmonella 

(60%) nas amostras dos produtos avícolas analisados. Relativamente à serotipagem dos 

isolados, o facto de S.Enteritidis ter sido o serótipo mais isolado nas nossas amostras (44%) 

e ser também o serótipo mais frequente em isolados humanos no nosso país, sugere que as 

aves sejam um veículo importante na transmissão da salmonelose humana. Da mesma 

forma, S.Hadar ter sido o segundo serótipo mais frequente parece estar de acordo com este 

serótipo de Salmonella estar a emergir em países europeus, incluindo Portugal, sendo o 

terceiro ou quarto mais frequente em isolados humanos, sugerindo que os sistemas de 

vigilância epidemiológica se devem manter atentos. 

Relativamente ao estudo da incidência de L.monocytogenes, a detecção desta 

espécie em 41% das amostras também indica um risco elevado, nomeadamente para as 

pessoas mais susceptíveis. Embora não tenham sido determinados os serótipos dos nossos 

isolados de L.monocytogenes, todas as estirpes devem ser consideradas potencialmente 

patogénicas para os humanos. 

Assim, as aves são um veículo importante de Salmonella e de L.monocytogenes, 

representando um risco potencial para os consumidores, especialmente se estes alimentos 

forem consumidos mal cozinhados ou se ocorrer contaminação cruzada com outros 

alimentos. Também nos locais de venda a retalho, como os talhos, onde vários tipos de 

produtos alimentares são comercializados, a elevada contaminação de frangos e perus crus 

pode ser uma fonte de Salmonella e de L.monocytogenes para alimentos prontos a comer. 

Além disso, tendo em conta a capacidade de L.monocytogenes crescer a temperatura de 

refrigeração, o armazenamento desses alimentos contaminados durante algum tempo 

poderá permitir a proliferação desta bactéria patogénica para níveis perigosos. 

Consequentemente, é necessário a implementação de boas práticas de confecção e 

procedimentos correctos de manipulação e de higiene durante a preparação destes 

produtos avícolas. Assim, é fundamental a educação dos manipuladores e dos 

consumidores, principalmente dos grupos da população mais susceptíveis a estas doenças, 

sobre os riscos microbianos associados com o consumo de aves e como os prevenir. No 

entanto, o controlo destes microrganismos patogénicos deve ocorrer ao longo de toda a 

cadeia de produção, desde a criação dos animais, abate, processamento e distribuição da 

carne até à manipulação dos alimentos nos estabelecimentos de venda a retalho e de 

restauração colectiva e em casa dos consumidores. 
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Métodos de identificação de L.monocytogenes 

Pela comparação dos dois métodos utilizados para identificar as espécies de Listeria 

isoladas nas nossas amostras verificou-se que o método de PCR multiplex constitui uma 

alternativa adequada ao método convencional de identificação bioquímica. Os resultados do 

presente trabalho obtidos com 67 isolados de Listeria spp. mostram que este PCR multiplex 

é um modo mais seguro, rápido e menos trabalhoso de identificação de L.monocytogenes e 

de outras espécies de Listeria. 

Assim, este método poderá ser de grande utilidade para a indústria alimentar e para 

os laboratórios de vigilância responsáveis pela segurança alimentar e pelo estudo da 

listeriose. No entanto, será desejável desenvolver técnicas deste tipo para a detecção 

directa de espécies de Listeria em amostras de alimentos, evitando a fase de cultura para 

isolamento e identificação das estirpes e que, adicionalmente, permitissem ultrapassar o 

problema de L.innocua crescer mais rapidamente do que L.monocytogenes. 

Estudo da susceptibilidade a agentes antimicrobianos 

Além da ocorrência elevada de Salmonella e de L.monocytogenes nas nossas 

amostras verificou-se que as aves são reservatórios de isolados resistentes a um ou mais 

agentes antimicrobianos, tendo alguns perfis de resistência preocupantes. 

Nos isolados de Salmonella, a incidência de resistência foi de 75%, sendo mais 

frequente para o ácido nalidíxico e enrofloxacina. Foi também relevante a incidência de 

isolados multiresistentes, principalmente em amostras de perus. Relativamente aos 

serótipos mais frequentes, salienta-se a menor incidência de isolados de S.Enteritidis 

resistentes e multiresistentes relativamente a S.Hadar, sugerindo que o potencial para 

desenvolvimento de resistência a antimicrobianos de S.Hadar deva ser monitorizado. 

Os nossos resultados mostram que em Salmonella as p-lactamases TEM-1 são o 

principal determinante de resistência aos antibióticos p-lactâmicos. É de notar a associação 

verificada da resistência à amoxicilina a plasmídeos conjugativos que pode promover a 

disseminação desta resistência no ambiente de produção de aves quando ocorre a 

colonização da população microbiana intestinal. 

Sendo L.monocytogenes uma espécie bacteriana considerada, até recentemente, 

susceptível a quase todos os antibióticos, a elevada incidência de isolados resistentes 

(73%), nomeadamente à enrofloxacina (58%) e à clindamicina (35%) é preocupante. É 

também de salientar a proporção de isolados de Listeria spp. multiresistentes (30%), 

nomeadamente L.innocua (44%) e L.monocytogenes (23%). 

A presença destas bactérias patogénicas resistentes a antibióticos em alimentos é 

um problema grave de saúde pública, pois poderá reflectir-se no isolamento em humanos de 

estirpes resistentes, que poderão comprometer o tratamento de infecções. 
114 



Conclusões 

O uso não controlado de agentes antimicrobianos nos animais de produção pode ter 

contribuído para o desenvolvimento dos padrões de resistência observados em algumas 

estirpes de Salmonella, uma vez que o principal reservatório deste patogénico são os 

animais, incluindo as aves. Devido à distribuição ubíqua de L.monocytogenes, este 

microrganismo também está exposto a uma grande variedade de inibidores ambientais, 

incluindo antibióticos, para além de contactar com outras bactérias que constituem 

reservatórios de genes de resistência, nomeadamente no tracto intestinal dos animais. 

Assim, a presunção de que espécies de Listeria são susceptíveis a antibióticos deve ser 

reavaliada, tal como o risco de infecções de origem alimentar por estirpes de 

L.monocytogenes resistentes. 

Uma vez que a resistência observada em Salmonella e Listeria isoladas de aves é a 

antibióticos permitidos para uso terapêutico nesses animais, é importante implementar 

acções para controlar o seu uso em medicina veterinária. Adicionalmente, os nossos 

resultados parecem demonstrar que as medidas para controlar o uso de promotores de 

crescimento em animais têm sido insuficientes para minimizar a emergência de estirpes 

bacterianas resistentes. 

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, é necessário implementar sistemas 

de monitorização de resistências em bactérias isoladas de animais e de produtos de origem 

animal. São necessários mais dados sobre a frequência e os padrões de resistência aos 

antibióticos em bactérias patogénicas isoladas de animais, incluindo aves, e informação 

sobre os agentes antimicrobianos efectivamente usados na produção animal, para ser 

possível monitorizar as alterações de resistência e determinar se estão relacionadas com o 

uso específico de determinados antibióticos. Só assim é que será possível prevenir e 

controlar a emergência de bactérias zoonóticas, como Salmonella e L.monocytogenes, 

resistentes a agentes antimicrobianos. 
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