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RESUMO

O problema da resisténcia aos antimicrobianos € algo que afeta a saude publica de
todo o mundo, e vem sendo ao longo dos anos a causa de varios 6bitos devido a
presenca de bactérias que sdao capazes sobreviver a concentragdes terapéuticas das
drogas. Nesse presente trabalho buscou-se analisar se os alimentos teriam papel no
processo de disseminagdo da resisténcia bacteriana. Constituiram material de analise
deste estudo as carnes coletadas de diferentes estabelecimentos no municipio de Juiz de
Fora/MG. Foram coletadas amostras de peito de frango (n=16), patinho de boi (n=16),
pernil de porco (n=16) e filé de tilapia (n=16), o material foi processado no Laboratério de
Microbiologia da UFJF. As carnes foram processadas e o material foi incubado em
diferentes meios de cultivo, eosina azul de metileno, manitol, bile esculina, agar sangue e
caldo Rappaport por 48 horas em estufa bacteriolégica. A contagem de unidades
formadoras de colbnias bacterianas foi realizada e as bactérias foram congeladas para
serem analisadas posteriormente. Grande parte das bactérias coletas foram de coco
Gram-positivos, seguidos de bacilos Gram-negativos, os bacilos foram o objeto de estudo
desse trabalho,para os quais foram realizados testes bioquimicos para identificagao, a
maioria foi classificada presuntivamente como membros pertencentes a familia
Enterobacteriacea. Ao todo 140 bacilos foram selecionados para o teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos, onde foram utilizados 16 antibiéticos: amicacina,
amoxicilina+ ac. Clavulanico, ampicilina, aztreonan, cefazolina, cefepime, cefoxitina,
ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacina, cloranfenicol, gentamicina, meropenem,
levofloxacina, sulfazotrim e tetraciclina. A maioria das bactérias estudadas apresentou
resisténcia aos antibidticos beta-lactdmicos penicilinas (ampicilina, amoxacilina/acido
clavulémico) e cefalosporinas de primeira e segunda geragao (cefazolina e cefoxitina). A
analise do perfil de multirresisténcia a drogas demostrou que a carne de frango
apresentou o maior indice (0,31) com resisténcia a cinco antimicrobianos diferentes. A
carne de peixe foi a Unica que apresentou resisténcia a todas as cefalosporinas testadas
no experimento, inclusive a cefepime. Podendo-se considerar que as carnes sao vetores
de microrganismos resistentes.

Palavras-chave: resisténcia bacteriana; alimentos; carnes; teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos.



ABSTRACT

The problem of resistance to antimicrobials, is something that affects public health
worldwide, the resistance has been over the years the cause of several deaths due to the
presence of bacteria that are able to survive therapeutic concentrations of drugs. This
paper seeks to analyze whether food would play a role in the dissemination process of
bacterial resistance, and the material analyzed was the meat collected from different
establishments in the city of Juiz de Fora-Mg. Samples of chicken (n = 16), beef (n = 16),
pork (n = 16) and tilapia (n = 16), the material was processed in the microbiology
laboratory of UFJF. The meats were processed and the material was incubated in different
culture media, eosin methylene blue agar, bile esculyn agar, manitol agar, and blood agar
rappaport broth for 48 hours , the count was performed and the bacteria were frozen to
subsequently analyzed. Most of the bacteria collected were Gram-positive , followed by
Gram-negative bacilli, the Bacilli were the object of study of this work, where biochemical
tests were performed for identification, most were classified presumtively as members
belonging to the family Enterobacteriacea. In all 140 bugs were selected for antimicrobial
susceptibility test, where 16 antibiotics were used: amikacin, amoxicillin + AC. clavulanic (,
ampicillin, Aztreonam , Cefazolin, cefepime , cefoxitin, ceftazidime, -ceftriaxone,
ciprofloxacin , chloramphenicol, gentamicin, meropenem, levofloxacin, Sulfazotrim and
Tetracycline. Of these most studied bacteria showed resistance to beta-lactam penicillins
antibiotics (ampicillin, Amoxacillin/clavulamic acid) and first and second generation
cephalosporins (Cefazolin and Cefoxitin). Analysis of the multidrug resistance profile
showed that chicken meat had the highest index (0.31) with resistance to five different
antibiotics. Fish meat was the only one that presented resistance to all the cephalosporins
tested in the experiment, including cefepime It can be considered that meats are vectors of
resistant microorganisms.

Key words: bacterial resistance; food ,meat, Antimicrobial susceptibility test
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2. INTRODUGAO

Segundo a Organizagado Mundial de Saude, a resisténcia aos antimicrobianos € um
problema global, sendo um dos maiores desafios da saude publica atualmente. A
disseminacgao de microrganismos resistentes resulta no surgimento de infecgbes de dificil
tratamento, onde poucos ou nenhum dos antimicrobianos disponiveis no mercado tem

efeito, o que se leva a acreditar na eminéncia de uma segunda era pré-antimicrobiana.

Ao longo dos ultimos anos, a incidéncia de infecgbes por microrganismos
resistentes tem aumentado em todo o planeta, e no momento atual, estima-se que
700.000 pessoas morram a cada ano devido a resisténcia antimicrobiana, e esse numero

pode chegar a 10 milhdes em 2050.

A emergéncia e a disseminagdo de linhagens resistentes s&o devidas
principalmente ao resultado da prescricdo excessiva de antimicrobianos, seu mau uso por
pacientes e sua aplicagdo exagerada na industria alimenticia. Apesar de a resisténcia aos
antibidticos ter sido relacionada a ambientes hospitalares por muitos anos, estudos sobre
a aquisicao e transmissao de resisténcia atrairam a atencdo de pesquisadores para
outras fontes de propagacdo. De acordo com diversas pesquisas, os alimentos também
podem ser uma fonte de linhagens resistentes, o que ressalta a importancia de

informagdes que auxiliem na compreensao e controle desse processo.

De acordo com o Ministério da Saude, produtos de origem animal, como carnes e
peixes, sado considerados a maior causa de doencas transmitidas por alimentos em todo o
mundo, e a prevencdo de surtos depende, entre outros fatores, da qualidade
microbioldgica da matéria prima utilizada. O uso extensivo de agentes antimicrobianos na
pecuaria e na aquicultura aumenta a probabilidade de que esses microrganismos
contaminantes sejam portadores de genes de resisténcia. Através da cadeia alimentar, é
possivel que eles cheguem ao trato gastrintestinal humano, onde podem atuar como
reservatorios de genes de resisténcia ou se disseminar para outros sitios corporais,

resultando em infeccdes de dificil tratamento.

O Brasil se destaca entre os dez maiores produtores de carnes do mundo,

abrangendo o comércio de produtos bovinos, suinos, frango e peixe. O pais ndo sé € um
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dos maiores produtores, mas também esta entre os maiores consumidores desses
produtos. Atualmente, a carne de frango € a mais consumida internamente no pais,
seguida da carne bovina e suina. Apesar de a aquicultura ter se intensificado e expandido

nos ultimos anos, o pais ainda ndo € um grande consumidor desses produtos.

A presenca de microrganismos resistentes de interesse clinico-microbiolégico em
cortes de carne e peixes comercializados vem sendo amplamente documentada. A
posi¢ao do Brasil como um dos maiores consumidores e exportadores de carne do mundo
evidencia a importancia da manutengao da seguranga alimentar, e informagdes sobre a
presenca de microrganismos patogénicos ou potencialmente patogénicos resistentes aos

antimicrobianos que possam contaminar a carne sdo de grande importancia e relevancia.

Do exposto, considerando-se a potencialidade das carnes como reservatérios de
microrganismos resistentes, dentro da linha de pesquisa “Epidemiologia da resisténcia e
resposta bacteriana aos antimicrobianos” do Laboratério de Fisiologia e Genética
Molecular Bacteriana, espera-se com este estudo contribuir com informacbes sobre a
ocorréncia de microrganismos patogénicos ou potencialmente patogénicos em produtos
carneos e peixes, além da determinacao do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

dos microrganismos isolados.

15



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Resisténcia aos antimicrobianos no século XXI

Logo ap6s a descoberta dos antibacterianos, a resisténcia bacteriana veio em
seguida. A identificagcao de estafilococos resistentes a penicilina ocorreu antes mesmo da
producdo em grande escala do primeiro antibacteriano em 1943 (HWANG, et.al., 2016).

Desde a introdugao da penicilina, a pressao seletiva pelo uso dos antibacterianos
fez com que os microrganismos adaptassem mecanismos para acelerar a selegdo de
bactérias naturalmente resistentes ou mais virulentas. O uso inapropriado de
antimicrobianos tanto pelos seres humanos, como nos animais e na agricultura, contribuiu
para rapidamente exacerbar o problema da resisténcia (HWANG, et.al., 2016).

A resisténcia aos antimicrobianos representa uma ameaca importante para a saude
publica global, e tornou-se um dos maiores desafios para a medicina do século XXI. O
surgimento de microrganismos multirresistentes resulta em infecgbes que respondem a
poucos ou nenhum dos agentes antimicrobianos disponiveis no mercado, o que leva
alguns autores a acreditar na eminéncia de uma segunda era pré-antimicrobiana
(APPELBAUN, 2012).

No passado, a resisténcia bacteriana era predominantemente associada aos
ambientes hospitalares. Porém, nas ultimas décadas, a resisténcia ganhou espago
também na comunidade (O'NEILL, 2016). O problema da resisténcia aos antimicrobianos
tem um impacto significativo na saude da populagéo, no desenvolvimento e até mesmo na
economia. As mortes causadas devido a bactérias resistentes aos agentes
antimicrobianos s&o estimadas em 700.000 mortes por ano (PADIYARA, et.al., 2018)

A resisténcia aos antimicrobianos é um problema real, urgente e complexo, e que
afeta a saude publica das pessoas de todo o mundo. O desenvolvimento de bactérias
resistentes a drogas parece estar envolvido com o0 uso desses medicamentos, tanto em
seres humanos quanto nos animais (AARESTRUP 2008; WEGENER,1999; WHO, 2014).

Aparentemente, as bactérias estdo rapidamente adquirindo uma grande variedade
de genes resistentes aos antimicrobianos, muitos destes vindo de organismos comensais
encontrados em alimentos ou no trato gastrintestinal de seres humanos e animais
(GOMEZ et al, 2014).

O uso de drogas antimicrobianas tanto em animais quanto no homem é um dos

fatores determinantes para o aumento da resisténcia antimicrobiana nos microrganismos
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da microbiota residente. Cerca de 50 % dos antibacterianos produzidos sao utilizados na
terapia humana, e a outra metade é empregada na profilaxia, no tratamento ou como
promotores de crescimento animal, e também no exterminio de pragas na agricultura
(RODRIGUES, 2001).

As industrias de alimentos e criagdo de animais sdo um crescente problema, em se
tratando da resisténcia antimicrobiana (MARSHAL, 2011). Depois do ano de 2003, os
antibacterianos passaram a ser utilizados ndo somente para o tratamento de doengas nos
animais, mas também de forma significativa para a prevengdo e como promotor de
crescimento, nos Estados Unidos e na Europa. A Unido Européia baniu o uso de
antibacterianos como promotores de crescimento em 2006, porém em diversos paises do

mundo, incluindo o Brasil, essa pratica continua sendo realizada (FAIR, 2014).

3.1.1 Principais classes de antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo farmacos que podem ser produzidos a partir de compostos
de origem natural, semissintética ou sintética, e seu mecanismo de agdo consiste em
inibir o crescimento ou causar a morte de bactérias, podendo ser classificados quanto ao
seu mecanismo de agdo. (WALSH, 2003; GUIMARAES, et.al. 2010). Uma dessas classes
sdo os PB- Lactdmicos, que representam a classe de antimicrobiano mais prescritos
atualmente, principalmente por causa da eficiéncia terapéutica e baixa toxicidade. Neste
grupo fazem parte a penicilina, cefalosporina, carbapenem e monobactamico (
BAPTISTA, 2013).

Esses farmacos possuem acao antibacteriana e sao responsaveis por obstruir a
enzima transpetidase da bactéria onde é feita a transpeptidacdo entre as cadeias de
peptideoglicano de sua parede celular. Essa enzima possui importancia estrutural para a
formacao da parede celular bacteriana, pois ela confere a bactéria uma estrutura
essencial a sua protegdo. ( GUIMARAES, et.al.,2010).

Os aminoglicosideos sao outra classe de antimicrobianos os quais pertencem
farmacos de relevante importancia terapéutica no tratamento de infeccbes causadas por
bactérias Gram-negativas aerdbias e também Gram positivas quando associado com
outras drogas. Os principais representantes desse grupo sdo a gentamicina, amicacina e
estreptomicina. Essa classe de antimicrobiano atua inibindo a sintese das proteinas das

bactérias, por se ligarem a subunidade 30S do ribossomo bacteriano inibindo a sua
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funcdo, sendo uma classe de medicamento utilizado mais ativamente para o combate de
bactérias Gram-negativas entéricas (WALSH, 2003; BROOKS et.al., 2014).

As quinolonas sdo analogos sintéticos do acido nalidixico. O mecanismo de agao
envolve a inibigdo da sintese bacteriana do DNA ao bloquear a DNA girasse. As primeiras
quinolonas nao atingiam niveis antibacterianos sistémicos ap6s a administracéo oral e,
por, conseguinte, eram uteis para a utilizagao no tratamento de infecgdes do trato urinario.
( BROOKS et.al.,, 2014). As fluorquinolonas sdo agentes bactericidas pertencentes a
classe dos farmacos sintéticos. E um antimicrobiano mais recente no mercado em
comparagao com os outros, sendo uma poderosa droga no combate de bactérias Gram
negativas e Gram positivas. As fluorquinolonas descendem das quinolonas. As
fluorquinolonas agem diretamente na enzima topoisomerase, inibindo assim a sintese de
DNA e consequentemente a transcrigdo do material genético em RNA e a formacgao de
proteinas ( CACO, 2008).

As tetraciclinas sao concentradas por bactérias suscetiveis e inibem a sintese das
proteinas pela inibicao da ligagdo do aminoacil-RNAt a subunidade 30S dos ribossomos
bacterianos, sendo as bactérias resistentes capazes de nao concentrar o farmaco. Essa
resisténcia é oriunda de plasmideos transmissiveis (GUIMARAES et.al., 2010; BROOKS
et.al., 2014).

O cloranfenicol é uma substancia originalmente produzida a partir de culturas de
Streptomyces venezuelae, mas atualmente é fabricado sinteticamente. O cloranfenicol &
um composto estavel que sofre rapida absorgao pelo trato gastrintestinal distribuindo-se
pelos tecidos. Essa droga é um potente inibidor da sintese das proteinas nos
microrganismos, bloqueando a ligagdo dos aminoacidos a cadeia peptidica, € um farmaco
principalmente bacteriostatico. ( BROOKS et.al., 2014).

As sulfonamidas sdo antimicrobianos bacteriostaticos de origem sintética
importante no tratamento de infecgbes por Gram negativos e Gram positivos. O
sulfametoxazol € um dos representantes dessa classe, que quando combinado com o
trimetoprim aumenta sua eficiéncia, inibindo a sintese do acido félico. (BAPTISTA, 2013;
GUIMARAES, et.al., 2010). O uso simultdneo das sulfonamidas com trimetoprima resulta
em sinergismo antibacteriano. Isoladamente a sulfonamida pode ser utilizada no
tratamento de infecgdes por nocardioses e nas crises iniciais de infegdes do trato urinario
causadas por coliformes. A trimetoprima isoladamente pode ser eficaz no tratamento de

infecgbes das vias urinarias. ( BROOKS et.al., 2014).
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3.1.2 Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos

Andlises de sequéncias de genomas de diferentes espécies bacterianas tem
demonstrado que parte do genoma resulta de transferéncia horizontal de genes por trés
mecanismos: transformacgao, conjugacéao e transducao (A ARESTRUP, 2006).

A resisténcia adquirida pode decorrer de alteragbes genéticas no genoma
bacteriano, as quais podem ser uma consequéncia de mutagdes ou aquisicdo horizontal
de genes exdgenos localizados em elementos genéticos mdveis, como plasmideos,
transposons e integrons (AARESTRUP, 2006; MARSHAL, et al, 2011).

Os mecanismos de resisténcia sao tipicamente codificados pelos chamados genes
de resisténcia aos antimicrobianos (ARGs). O uso de antibacteriano acaba por acelerar a
selecéo de bactérias patogénicas carregando esses genes (CANTON, 2011).

Os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos incluem a inativacdo enzimatica
da droga, mecanismo que ocorre devido a produgdo de enzimas que degradam ou
inativam o antibacteriano, como por exemplo, a produgdo de beta-lactamases que
hidrolisam o anel beta-lactamico das penicilinas e cefalosporinas (KUMAR & VARELA,
2013). Varias bactérias Gram-positivas e Gram-negativas produzem beta-lactamases de
espectro estendido (ESBL), que é um tipo de beta-lactamese codificado por genes
plasmidiais, tais como CTX-M, que apresenta muitas variantes e produtos de traducao
muito diversos, que conferem resisténcia a todas as penicilinas e cefalosporinas de
terceira geragdo, mas nao as cefamicinas e carbapenémicos (BLAIR et al., 2015.). Ha
registros na literatura de mais de 180 ESBLs identificadas que s&o principalmente
produzidoas por Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e outras
bactérias da familia Enterobacteriaceae (BAPTISTA, 2013).

As bactérias também podem modificar o alvo dos antibacterianos, impedindo a
atividade do alvo. Algumas mudangas estruturais acabam por prevenir a ligacao efetiva
entre o alvo e o antibidtico. As proteinas ligadoras de penicilinas (PBP), que sao
responsaveis pela ligagdo cruzada entre os polimeros de acido N- acetilmuramico e N-
acetilglucosamina precursores do peptideoglicano formador da parede celular, quando
apresentam mutagdes nos genes que as codificam, produzem PBPs que apresentam
afinidade reduzida ao farmaco (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008)

As bombas de efluxo sao proteinas de membrana que exportam os antibacterianos
para o meio extracelular, mantendo as concentracdes intracelulares em niveis baixos. E

um mecanismo que afeta principalmente os macrolideos, tetraciclinas e as
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fluoroquinolonas (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008). As bactérias também podem alterar
a permeabilidade da membrana. Os farmacos podem penetrar a membrana celular por
meio de 3 mecanismos: difusdo simples através da bicamada fosfolipidica, difusao
facilitada mediada por proteinas ou self promoted uptake, onde a penetragcao do farmaco
depende das caracteristicas fisico-quimicas, como polaridade e tamanho (BAPTISTA,
2013). Modificagdes no conteudo de lipopolissacarideos (LPS), estrutura e quantidade de
porinas alteram a permeabilidade de farmacos, como beta-lactdmicos, aminoglicosideos,
cloranfenicol e fluorquinolonas, em bactérias Gram-negativas (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS,
2008).

Estimativas realizadas ja demonstraram que se nao houver qualquer intervengao
para reverter a situagdo da resisténcia bacteriana, mais de 10 milhdes de pessoas
poderdo morrer nas proximas décadas, e havera um custo adicional para a economia
mundial em torno de 100 trilhdes de ddlares no ano de 2050 (O'NEILL, 2016).

3.1.3 Epidemiologia e reservatérios de Bastonetes Gram negativos resistentes aos

antimicrobianos

A incidéncia de infecgdes causadas por bacilos Gram negativos resistentes as
drogas antimicrobianas vem crescendo em todo o mundo moderno (BOUCHER et. al,
2009; MARCHAIM et.al., 2012). A grande maioria dos patdgenos que conseguem
sobreviver a doses terapéuticas dos antimicrobianos sdo bastonetes Gram negativos
como Kilebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
espécies de Enterobacter e Escherichia coli (BOUCHER et. al, 2009; BOGAN, et.al.,
2013).

A extensao da resisténcia aos antimicrobianos entre os bacilos Gram negativos é
muito ampla, sendo que para o combate desses bacilos se utilizam principalmente
agentes beta-lactamicos, que sao as opg¢des terapéuticas mais seguras e baratas. A
resisténcia aos agentes beta-lactdmicos pode ser considerada como marcador
epidemioldgico para esses bastonetes Gram-negativos (TACCONELLI et.al., 2014; TAL-
JASPER et.al., 2016).

Um dos maiores problemas de resisténcia dos ultimos 20 anos é a rapida
emergéncia de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) primeiramente notificado

em meados de 1990 em unidades intensivas de tratamento em hospitais (FALAGAS,
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2009). A rapida disseminagdo de ESBL esta vinculada a varios fatores, como baixa
sanitizagao e higiene em ambientes hospitalares (HAWKEY, 2015).

A produgdo moderna de alimentos facilitou a emergéncia e disseminagdo da
resisténcia devido ao uso intensivo de agentes antimicrobianos (AARESTRUP, 2008). A
pressdo seletiva exercida tanto por antimicrobianos como biocidas (desinfetantes,
preservantes de alimentos, descontaminantes) talvez tenham forcado a selecéo e
disseminagé&o de resisténcia através da cadeia alimentar (CAPITAR, 2013).

Ha uma grande quantidade de antimicrobianos administrados como promotores de
crescimento em animais de producdo, e a transferéncia de resisténcia para os seres
humanos através dos alimentos pode ocorrer devido ao uso desses agentes por um longo
periodo de tempo. Os farmacos veterinarios e seus metabolitos podem ser liberados no
meio ambiente diretamente, através do uso em aquicultura e no tratamento de animais de
pasto ou indiretamente por aplicagdo de estrume no plantio (BOXALL et al., 2004) O
alcance dos antibiéticos vem sendo detectado em solos, aguas superficiais, sedimentos, e
na agua que rodeia esses estabelecimentos de criagcdo de animais (HIRSCH et.al., 1999;
KOLPIN et.al., 2002).

A matéria fecal dos seres humanos € uma das grandes fontes de bacilos Gram
negativos multirresistentes a drogas dentro de ambientes hospitalares, que sé&o
selecionados por terapia antimicrobiana. Essas bactérias inicialmente presentes no
ambiente hospitalar se disseminaram pela comunidade e meio ambiente, podendo
transferir material genético para as bactérias residentes desses ambientes, agravando o
problema da resisténcia (WELLINGTON et.al., 2013)

O sedimento de rios vem se revelando como um reservatorio substancial de
genes de resisténcia a antimicrobianos. Alguns trabalhos, ao realizarem uma analise
metagendmica, demonstraram que esses genes de resisténcia estavam presentes tanto
em bactérias cultivaveis como em bactérias nao cultivaveis (AMOS et.al., 2014).

A producdo mundial de carne vem crescendo rapidamente, principalmente de aves
e de porco, em paises como a China, que produz respectivamente 17,6 milhdes de
toneladas de aves e 62 milhdes de toneladas de porco, segundo o levantamento da FAO
de 2011 (FAO, 2011; HAWKEY, 2015).

A aquicultura é outro aspecto preocupante da utilizagdo dos antimicrobianos, assim
como a agricultura. Em alguns paises escandinavos o uso de antimicrobianos em

aquicultura vem sendo reduzido devido ao desenvolvimento de vacinas e outros métodos
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alternativos de criagdo de peixes, porém isso ndo ocorre em paises de aguas quentes,
onde antimicrobianos sdo extensamente utilizados, principalmente quinolonas. Os paises
asiaticos sdo os maiores produtores e consumidores dessa carne, sendo que a produg¢ao
da China em 2008 representou 62 % da produgao mundial (FAO, 2011; HAWKEY, 2015).
O primeiro estudo de bactérias resistentes a antibiéticos oriundos da criagcdo de peixes
demonstrou a presenca de ESBLs e plasmideos carreadores de genes de resisténcia a

quinolonas encontrados em Escherichia coli oriundos dos peixes (JIANG et.al., 2012).

3.2 Ecologia da resisténcia aos antimicrobianos: rotas de disseminagao

Os antibidticos tém sido naturalmente produzidos por bactérias e fungos ao longo
de milhdes de anos (D’COSTA et. al., 2011). Apesar da resisténcia aos antimicrobianos
ser um fendbmeno que ocorre naturalmente, como resultado da selecédo natural, atividades
antropogénicas tem contribuido para o aumento da frequéncia com que ela ocorre
(WILLERS et al., 2016). A prescricao excessiva ou inadequada de antimicrobianos na
medicina humana e veterinaria, o seu uso como promotor de crescimento na produgao
animal, na industria alimenticia como um todo, e o seu uso incorreto por pacientes
favorecem a pressdo seletiva em patdogenos e microrganismos comensais, e
consequentemente, favorecem a propagacao de linhagens resistentes (FAIR & TOR,
2014; ROCCA et al., 2015).

O uso generalizado dos antimicrobianos gera um grave problema de resisténcia,
pois a ecologia dessas drogas mostra como elas estdo circulando entre os diferentes
ambientes, tais como os ambientes hospitalares, na agricultura, na criagdo de animais, na
industria farmacéutica e no meio ambiente em geral (D’COSTA et. al. 2011). Assim, os
reservatorios de antimicrobianos, os seres humanos, a criacdo de animais € 0 meio
ambiente estdo intimamente conectados, 0 que auxilia para a manutengao do ciclo de
antimicrobianos circulantes versus o contato com as bactérias, entre os ambientes in vivo
e ex vivo (BAQUERO, et. al., 1998; D’ COSTA et. al, 2011).

Os tratamentos de seres humanos e dos animais com antimicrobianos os tornam
disseminadores de microrganismos resistentes. O uso clinico dos antimicrobianos em
seres humanos pode levar a efeitos colaterais e alterar a composi¢ao da microbiota,
principalmente se o tratamento for prolongado (SJOLUND, et.al. 2003). As alteragbes sao
provenientes de concentracdes letais ou sub-letais de antimicrobianos nas mucosas,
como no intestino (GUSTAFSSON et. al., 2003; SJOLUND et.al., 2005).
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A aplicagdo dos antimicrobianos na agricultura se da principalmente pelo seu uso
como promotor de crescimento em animais de produgao, sendo que a sua administragao
se da por doses sub-terapéuticas (LOVE et. al., 2011; WALLINGA et.al., 2013). Com isso,
tanto a microbiota residente como os microrganismos patogénicos presentes nesses
animais serao expostos aos antimicrobianos, sendo que essa exposi¢cao pode durar todo
o periodo de producdo, que dependendo da espécie pode ser de meses ou anos
(AARESTRUP, 2012; WALLINGA, 2013).

No ambiente ex vivo, as bactérias estao frequentemente expostas a baixos niveis
de antimicrobianos, devido a produgao natural desse composto por bactérias e fungos, e
também pelo uso de antimicrobianos na agricultura, na pecuaria, na aquicultura, e pela
polui¢ao industrial (KHAN, et al. 2013).

O uso dos antimicrobianos em plantagdes, como aditivos alimentares para animais,
na aquicultura e na terapia humana tera como destino final a contaminagcdo dos
ambientes externos, como rios, lagos, solos e até mesmo de produtos alimenticios, como
carnes e leite, sendo estes os principais reservatorios responsaveis pela disseminagao da
resisténcia bacteriana (Figura 1). (PRESCOTT et. al., 2008; ANDERSSON et. al., 2014;
HAWKEY, PM., 2015).
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Figura 1: Rotas de disseminagao da resisténcia bacteriana. Adaptado ANDERSSON, et. al., 2014

3.3  Alimentos como reservatorios de microrganismos resistentes

Os antimicrobianos sédo adicionados extensivamente na alimentagdo de animais
como promotores de crescimento e para prevenir doencas. A aplicacao de baixas doses
de antibidticos em animais pode contribuir para o surgimento de genes resistentes a
antimicrobianos (MANTILLA et.al., 2008)

Ao longo dos anos, o agravamento do problema da resisténcia bacteriana vem
aumentando com o0 aumento do uso dos antimicrobianos como promotores de
crescimento e para fins terapéuticos na criagdo de animais para a produgao. A ingestao

de alimentos contendo residuos de antimicrobianos pode ocasionar a resisténcia
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bacteriana a esses farmacos, que sao utilizados na terapéutica humana (TRABULSI et.
al., 1989; MONTELLI et. al., 2001; MANTILLA et. al., 2008; BRAZ et. al., 2008).

Produtos de origem animal tais como carnes, peixes, leite e laticinios sao potencias
meios pelos quais as bactérias comensais e patogénicas resistentes a antimicrobianos
podem ser transmitidas do animal para o homem (HANNAH, et. al., 2009).

Alguns estudos abordaram a resisténcias de bactéria Gram-positivas em
alimentos. Rapini e colaboradores (2004), em um estudo realizado com queijo do tipo
coalho comercializado em praias no Nordeste do Brasil, isolaram 45 bactérias do género
Staphylococcus, dentre estes, 22 isolados de Staphylococcus aureus. Os autores
realizam o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos e verificaram que todos os
isolados (100%) apresentaram resisténcia a penicilina, 91% a tetraciclina, seguido de
vancomicina (75,5%), gentamicina (71,1%) e oxacilina (66,7%). Dentre os isolados de S.
aureus, 90,9% apresentaram resisténcia a gentamicina, 81,8% a tetraciclina e 72,7 % a
oxacilina (RAPINI, et. al., 2004).

Em 2007, um estudo realizado por Francalanzza e colaboradores avaliou a
presenca de Enterococcus spp. em carnes de aves e leite na cidade do Rio de Janeiro,
Brasil. Foram analisadas 50 amostras (25 amostras de carne de aves e 25 amostras de
leite pasteurizado), onde foram isoladas 167 bactérias da carne do frango e 127 do leite
pasteurizado. Estes isolados mostraram-se resistentes aos antimicrobianos, sendo mais
relevante a resisténcia a tetraciclina (31,2%), eritromicina (23,8%) e estreptomicina
(11,3%) (FRACALANZZA, et. al., 2007).

Na Turquia foi realizado um estudo para averiguar a presenca de espécies de
Enterococcus resistentes aos antimicrobianos em amostras de frango. Foram analisados
122 cortes de frango e isolados 97 Enterococcus spp., identificados como Enterococcus
faecium (61,85%) e Enterococcus faecalis (38,15%) (SANLIBABA et. al.,, 2018). Os
isolados revelaram resisténcia a canamicina (98,96%), rifamicina (80,41%) e ampicilina
(60,82%). Também se observou a resisténcia eritromicina (38,14%) e a ciprofloxacina
(34,02%). Resisténcia a tetraciclina (9,27%), penicilina G (8,24%), cloranfenicol (3,09%),
gentamicina (2,06%) e estreptomicina (1,03%) foi menos frequente (SANLIBABA, et. al.
2018).

Liu e colaboradores (2018) analisaram a presenga de Streptococcus agalactiae
oriundo da criagao de tilapias na China e o perfil de susceptibilidade dessa bactéria aos
agentes antimicrobianos. Foram isoladas 75 linhagens de S. agalactiae, e dentre estes

isolados, resisténcia foi observada em 100% para acido pipemidico (quinolona especifica
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para o tratamento das infec¢des do trato urinario, causado por microrganismos Gram-
negativos, inclusive Pseudomonas, além de Gram-positivos) gentamicina, neomicina,
canamicina e estreptomicina. Para norfloxacina e trimetropim, a resisténcia foi superior a
90%, e para penicilina, ampicilina e ciprofloxacina, 37,3% dos isolados foram resistentes
(LIU, et.al., 2018).

Atualmente alguns estudos vém demonstrando a presenca de bactérias Gram-
negativas resistentes em determinados alimentos, como um estudo realizado na China,
que analisou a presenga de Escherichia coli resistente aos antimicrobianos em carne de
frango. Nesse estudo, foram coletadas amostras de carne de frango de supermercados
de quatro provincias chinesas. Das 576 amostras coletadas verificou-se a presencga de E.
coli em 398 amostras, uma prevaléncia de 69,1% (WU, et. al.,, 2014). O teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos mostrou que cerca de 96,2% (383 de 398) dos
isolados de E. coli exibiram resisténcia a pelo menos 1 dos 14 antimicrobianos testados. A
resisténcia foi mais comum em antimicrobianos como tetraciclina (84,4%), seguida de
acido nalidixico (74,1%), ampicilina (71,1%), trimetropin (70,1%), amoxacilina (68,8%) e
estreptomicina (58,5%) (WU, et. al., 2014).

Em outro estudo realizado com 645 amostras de carnes (183 de porco, 136 de bife
de boi, 235 de frango e 91 de carne de carneiro), foi isolado E. coliem 179 das amostras,
e a resisténcia foi observada principalmente contra estreptomicina (78,2%), seguido de
tetraciclina (74,3%), trimetropim (54,2%) e acido nalidixico (52,5%). Neste estudo também
foi observada a presenga de beta-lactamases de espectro ampliado (ESBL) em cerca de
30 dos 179 isolados (16,7%) (YU, et. al., 2015).

3.4  Producao de carnes no Brasil

A produgdo de animais para abate vem crescendo ao longo dos anos no Brasil
devido a diversos fatores. No caso da carne bovina, a grande disponibilidade de terras e
de insumos para ragao, o clima favoravel e condi¢ao sanitaria adequada torna o custo do
bovino baixo em razdo do sistema extensivo, onde o boi é criado no pasto. Para as carnes
de frango e suinos, o sistema integrado de producao, o eficiente sistema logistico, a
engenharia genética, o controle ambiental e a disponibilidade de insumos para ragao

tornam a produgédo mais adequada (USDA, 2016).
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O Brasil possui 0 segundo maior rebanho de gado do mundo, ficando atras apenas
da india, e é o segundo maior exportador de carne bovina. A carne vermelha é a segunda
mais consumida no territorio, perdendo apenas para a carne de frango (USDA, 2016).

A carne de frango além de ser a mais consumida no Brasil, € a mais exportada
(USDA, 2016). Os maiores consumidores da carne avicola brasileira sdo os paises da
Unido Europeia, Arabia Saudita e Japao (SECEX, 2015).

A suinocultura representa 13,5% da producao de animais no pais, sendo o Brasil 0
quarto maior produtor de suinos desde o ano 2000 (USDA, 2016). Analisando o cenario
mundial, a carne suina é a mais consumida no mundo, seguida de aves e bovinos, sendo
a China o maior consumidor (USDA, 2016).

Com relagdo a produgéao de peixes, a aquicultura é uma atividade agropecuaria
que vem crescendo no Brasil e no mundo. De acordo com Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO), a aquicultura é responsavel por metade da
producao de peixes e moluscos consumidos pela populagdo mundial (SEBRAE, 2015). O
Brasil aparece na décima segunda posicdo em termos de produgao de peixes, nao tendo
um mercado tao expressivo como a produgao de suinos bovinos e frangos (FAO, 2014).
As espécies de peixes mais produzidas na aquicultura brasileira sdo a tilapia, que
representa 43% da produgdo, o tambaqui, com 23% e o tambacu e tambatiga, com 15%
(IBGE-SIDRA,2013; SEBRAE, 2015).

3.4.1 Risco sanitario e seguranga dos alimentos

A Organizagdo Mundial de saude define a higiene dos alimentos como o conjunto
de medidas destinadas a garantir ou reforgar a comestibilidade e a seguranga para o
consumo humano de determinados alimentos ou de alimentos em geral, com a
abrangéncia de todos os aspectos da producdo, colheita, elaboragao, distribuicdo e
preparacao dos alimentos, bem como todas as possiveis causas de toxicidade (fisica,
quimica ou microbioldgica). (OMS)

No Brasil, os dados de levantamento epidemiolégico de doengas transmitidas por
alimentos demonstram que uma alta prevaléncia de surtos sdo causadas por patdégenos

presentes em alimentos e na agua (Figura 2).
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Figura 2. Levantamento epidemiolégico de doengas transmitidas por alimentos (DTAs) no Brasil, entre os
anos de 2000 a 2017.

No caso de higiene de carnes, os cuidados comegam com a procedéncia do animal
vivo, cuidados sanitarios a que se submetem, caracteristicas dos meios de transporte, a
natureza da alimentagdo estabelecida para o animal e o manejo (PARDI et. al., 1993;
KILONZO et. al., 2013).

Nos matadouros, a contaminacdo pode ocorrer por pele e pélos dos animais
contendo sujidades e fezes, através de contaminagao pelo conteudo gastrintestinal, sendo
que os microrganismos podem ser disseminados no preparo da carcaga, no ato da
sangria, na esfola e na evisceragao (SHAREF et. al., 1972; SOFOS et. al., 2010).

A contaminagao da carne também pode ocorrer através do estabelecimento onde &
vendida. Os estabelecimentos onde as carnes sido comercializadas precisam ser
inspecionados e fiscalizados por érgéos de vigilancia sanitaria. A agéncia Nacional de
Vigildncia Sanitaria (ANVISA) tem por funcdo fiscalizar e instituir normas e padrées
sanitarios satisfatérios para a saude humana (ANVISA, 2001).

A Resolucdgo N°12 da ANVISA de 02 de janeiro de 2001 teve por objetivo
estabelecer padrdes microbiologicos sanitarios para alimentos destinados ao consumo
humano. Os critérios utilizados para estabelecer os padrbes microbiolégicos nos

alimentos sao considerados isoladamente ou em conjunto, tais como caracterizagao dos
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microrganismos e/ou suas toxinas consideradas de interesse sanitario, classificagées dos
alimentos segundo o risco epidemiologico, métodos de analise que permitam a
determinagdo dos microrganismos, e o plano de amostragem (ANVISA, 2001).

O padrao microbioldgico estabelecido pela resolugdo determina que em carnes
resfriadas ou congeladas in natura de bovinos, suinos e outros mamiferos deve-se
apresentar auséncia de Salmonella sp. em 25g de produto. As carnes de aves
congeladas ou resfriadas devem apresentar numero mais provavel (NMP) maximo de
5,0x10°, e para a presenca de coliformes termotolerantes ¢ tolerado a presenca até 10*.
Para pescado, o NMP maximo para Staphylococcus aureus é de 5,0x10% /grama e
auséncia de Samonella sp. em 25g de produto. A presenga de coliformes
termotolerantes/grama de produto é tolerada até 102.

A ingestao de alimentos minimamente processados, como as carnes frescas, esta
altamente implicada na disseminagao de doencas transmitidas por alimentos em todo o
mundo, e a prevencido de surtos depende, entre outros fatores, da qualidade
microbioldgica da matéria prima utilizada. Possiveis contaminagdes microbianas podem
ser oriundas do abate, onde frequentemente ha contato da carne com os conteudos
intestinais do animal, e de biofilmes formados pelos microrganismos nas superficies de
trabalho e ferramentas utilizadas no processamento da carne (KILONZO-NTHENGE,
ROTICH E NAHASHON, 2013).

Assim, 0 uso extensivo de agentes antimicrobianos na pecuaria e na aquicultura
aumenta a probabilidade de que microrganismos associados sejam portadores de genes
de resisténcia. Através da cadeia alimentar, é possivel que esses microrganismos
resistentes a antimicrobianos cheguem ao trato gastrintestinal humano, onde podem atuar
como reservatoérios de genes de resisténcia ou se disseminar para outros sitios corporais,
resultando em infecgbes de dificil tratamento (FAIR E TOR, 2014; LAMMIE E HUGHES,
2016).

Do exposto, € plausivel entender que o uso constante e abusivo de antibiéticos
exerce pressao seletiva em microrganismos patogénicos e comensais, o que favorece a
propagacédo de marcadores moleculares de resisténcia. Assim, informagdes sobre a
presenca de patdgenos resistentes que possam contaminar alimentos de origem animal,
tais como carnes e peixes, sdo de fundamental importancia para o entendimento da
circulacdo de marcadores de resisténcia e o problema da disseminagao da resisténcia

bacteriana.
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4, OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a ocorréncia de bactérias Gram-negativas, em cortes de carnes bovina,
suina, aves e peixes, provenientes de agougues e peixarias, além de determinar o perfil

de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados bacterianos.

4.2 Objetivos especificos

e |solar bactérias de interesse clinico-microbiolégico, a partir de cortes de carnes
bovinas, suina, aves e peixes de agougues e peixarias do varejo da cidade de Juiz
de Fora, Minas Gerais;

e Avaliar, por cultura quantitativa e qualitativa a distribuicdo de grupos microbianos
de interesse clinico-microbioldgico e sanitario nos diferentes cortes de carne,
considerando-se sua natureza (frango, peixe, boi ou porco);

¢ Identificar, presuntivamente, por meio de provas bioquimico-fisiolégicas, as
bactérias isoladas dos cortes de carne;

¢ Avaliar o perfil de susceptibilidade dos isolados aos antimicrobianos de uso clinico-

microbiolégico.



5. MATERIAL E METODOS

5.1 Coletas das amostras e processamento

As amostras de peito de frango, patinho de boi, pernil de porco e filé de tilapia
foram coletadas em diferentes agougues e peixarias do municipio de Juiz de Fora. A
coleta das carnes se deu em diferentes regides da cidade de Juiz de Fora (Figura3),
sendo realizadas 3 coletas na regido central da cidade, 3 coletas na regido oeste, e 2
coletas nas outras regides: leste, nordeste, sul, norte e sudeste, entre os meses de
novembro de 2017 a julho de 2018 (tabela1). As amostras foram armazenadas em caixa
térmicas e encaminhadas ao laboratorio de Fisiologia e Genética Molecular Bacteriana da
Universidade Federal de Juiz de Fora, para posterior analise.

Mordeste

Figura 3: Mapa das regides da cidade de Juiz de fora em que se realizou a coleta das carnes
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Tabela 1: Quantidade de amostras coletadas por cada tipo de carne

Tipo de carne N® de amostras
Peito de frango 16
Patinho de boi 16
Pernil de porco 16
Filé de Tilapia 16
Total 64

O isolamento dos microrganismos foi realizado a partir dos cortes das carnes que
foi realizado no préprio estabelecimento comercial. Para as carnes de boi, porco e frango
foram comprados 100 gramas de carne picada, e para peixe foi comprado um filé de
tilapia de aproximadamente 100 gramas. Realizou-se a pesagem da carne no laboratério
para obter 25 gramas de cada e a amostra foi processada e disposta em um erlenmeyer
contendo 225 mL de agua peptonada tamponada e homogeneizadas por 2 minutos em
vortex, obtendo-se assim a diluicdo 10™". Apdés a homogeneizacéo, transferiu-se 1 mL da
diluicgo 10" para um tubo contendo 9mL de agua peptonada tamponada, e assim

sucessivamente, até a diluigdo de 10 ( adaptado ONEN, et.al., 2015) (Figura 4).

@HL%ET\U

Carne
258 225 mL de H,0 9 mLde H,0 9 mL de H,0
peptonada peptonada peptonada
(10 (10-%) (10

Figura 4: Procedimento de diluicido seriada para preparo das amostras. Adaptado de ONEN e

colaboradores, 2015.
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5.2 Isolamento e analise quantitativa dos microrganismos

Apds homogeneizagdo das amostras, aliquotas de 0,1 mL foram semeadas com o
auxilio de alga de Drigalski nos seguintes meio de cultura: agar Eosina Azul de Metileno
(Himedia Laboratories Pvt. Ltd., india) para contagem de colénias fermentadoras (familia
Enterobacteriaceae) ou nao-fermentadoras (bastonetes  Gram-negativos nao
fermentadores); caldo Rappaport (Himedia Laboratories Pvt. Ltd., india) caldo seletivo e
de enriquecimento para Salmonela spp.; agar Hipertdbnico Manitol (Himedia Laboratories
Pvt. Ltd., india), para contagem de cocos Gram-positivos catalase positivos, como
Staphylococcus spp.; agar Bile Esculina (Himedia Laboratories Pvt. Ltd., india), para a
contagem de cocos Gram-positivos catalase negativo, como Enterococcus spp.; € agar
Sangue (Himedia Laboratories Pvt. Ltd., india), que fornece condi¢des de crescimento
para a maioria dos microrganismos, como Streptococcus spp.

Posteriormente, os meios foram incubados em estufa bacteriolégica a 37°C, por um
periodo de 24 a 48 horas. A placa de menor diluigdo contento entre 30 e 300 colbnias foi
utilizada para estimar o numero de unidades formadoras de colénias (UFC) por amostra
de carne.

Dos isolados bacterianos provenientes dos diferentes meios, foram selecionadas
colonias de diferentes morfotipos para serem re-isoladas em meio agar infusdo de cérebro
e coracdo (Agar BHI) (Himedia Laboratories Pvt. Ltd., india). Posteriormente, foi realizada
a coloragdo de Gram para avaliar a pureza das linhagens isoladas, e a partir dai a cultura
pura foi congelada em uma solugdo contendo caldo BHI com 20% de glicerol, e

armazenada em freezer a -20°C, para posteriores analises.

5.3 Identificacdo de espécies de bastonetes Gram-negativos

4.3.1 |dentificagado bioquimica

As amostras provenientes do meio agar Eosina Azul de Metileno foram
descongeladas e semeadas em agar BHI, a 35 °C por 24 horas.

Os isolados bacterianos foram submetidos a identificagcdo presuntiva pela avaliagao
da habilidade de fermentacao da lactose, sacarose e glicose, com e sem a producao de

CO2 e H,S, por método bioquimico-fisiologico, utilizando-se Agar TSI (Himedia
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Laboratories, india). Neste sistema, as amostras foram inoculadas e incubadas a 35 °C
por 24 horas (KONEMAN, 2006).

Concomitantemente, os bastonetes Gram-negativos também foram testados
quanto a motilidade, produg¢do de H,S e produgdo de indol, onde utilizou-se o meio Agar
SIM (Himedia Laboratories, india). O Agar SIM (sulfeto-indol-motilidade) é um meio
semissolido e muito utilizado para a determinacdo da motilidade bacteriana, que se
caracteriza pela turbidez do meio ou crescimento a partir do ponto original de inoculagéo.
A produgédo de H,S é indicada através do escurecimento do meio ao longo do ponto
original de inoculagdo. A producao de indol é detectada com o aparecimento de uma
coloragao vermelha apos adigdo do Reagente de Kovacs, sendo o indol produzido partir
do triptofano presente no meio (KONEMAN, 2006; ALDELBERG, 2014; ALCHIERE et. al.,
2016).

As amostras foram inoculadas também em Agar Citrato de Simmons (Himedia
Laboratories, india), que é utilizado para a diferenciacdo de microrganismos com base na
utilizacao de citrato como fonte de carbono. A leitura do teste baseia-se em uma reagao
positiva indicada pelo crescimento no tubo com uma coloragdo azul intensa (reacao
alcalina) e uma reacdo negativa é indicada pela inibigdo ou crescimento fraco, sem
mudanga na coloragdo (KONEMAN, 2006; ALDELBERG, 2014).

5.4 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (TSA) foi realizado pelo método de
disco difusdo em agar de acordo com Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI 2018).
Foram utilizados no total 16 agentes antimicrobianos: amicacina (AMI 30ug), amoxicilina+
acido clavulanico (AMC 30 ug), ampicilina (AMP 10 ug), aztreonan (ATM 30 p), cefazolina
(CFZ 30 pug), cefepime (CPM 30 pg), cefoxitina (CFO 30 pg), ceftazidima (CAZ 30 pg),
ceftriaxona (CRO 30 ug), ciprofloxacina (CIP 05 ug), cloranfenicol (CLO 30 ug),
gentamicina (GEN 10 ug), meropenem (MPM 10 ug), levofloxacina (LEV 05 ug),
sulfazotrim (SUT 25 ug) e tetraciclina (TET 30 pg) .

Os isolados foram incubados em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas em agar
Miller Hinton (Himedia Laboratories, india). Os resultados foram avaliados com base na
medida do didametro da zona de inibicdo em milimetros em volta de cada disco de

antimicrobiano. Os resultados foram interpretados de acordo com os critérios da CLSI
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2018 e classificados em sensivel, intermediario e resistente. Os antimicrobianos utilizados

séo representativos das classes de drogas utilizadas na medicina humana.

5.5 Perfil de multipla resisténcia

A partir dos resultados do TSA, o indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos
(indice MAR) foi calculado. Esse calculo foi realizado para cada isolado, pela divisdo pelo
numero de drogas antimicrobianas ao qual o isolado foi resistente sobre o numero total de
drogas testadas. O indice de MAR acima de 0,2 indica multirresisténcia (KRUMPERMAN,
1983).

5.6 Analise Estatistica

Para realizar a analise estatistica foi utilizado o programa Bioestat 5.3. Realizou-se
o teste de analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey com nivel de significancia
p<0,05 para averiguar a contagem bacteriana das diferentes carnes em diferentes meios

de cultivo (seletivos e de enriquecimento).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise quantitativa de isolados por cada tipo de carne.

Foram coletadas 16 amostras de carnes de frango, boi e porco e de peixe no
varejo em diferentes estabelecimentos na cidade de Juiz de Fora/MG. Apds o
processamento das amostras e a obtengcdo das culturas bacterianas totais em Agar
sangue (AS) e seletivas em Agar Eosina Azul de Metileno (EMB), Agar bile esculina (ABE)
e Agar Hiperténico Manitol (AHM), foi obtido um painel de distribuicdo de grandes grupos
bacterianos por tipo de carne, baseado na contagem de UFC/mL. A contagem bacteriana
total em agar sangue permitiu uma estimativa global, considerando-se microrganismos
Gram-positivos e Gram-negativos aerdbios obrigatérios e anaerdbios facultativos
mesofilicos (Tabela 2).

Como descrito na tabela 2, a concentragao bacteriana entre os diferentes tipos de
carne nao apresentou diferenca significativa entre os meios seletivos eosina azul de
metileno e bile esculina. Porém, pode-se observar que ocorreu uma diferenga significativa
no meio agar manitol hipertdbnico diferenga essa encontrada entre as contagens de
unidades formadoras de colbnia, nas amostras de carne de frango, boi e porco quando
comparadas com a contagem de unidades formadoras de colbnia nas amostras de peixe
nesse mesmo meio, que apresentou um crescimento bacteriano inferior em relacéo as
outras amostras. Em relacdo ao meio de enriquecimento agar sangue, pode-se observar
que ocorreu diferencga significativa entre as contagens de unidades formadoras de col6nia,

nas amostras de boi e peixe.
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Tabela 2. Contagem bacteriana média a partir de cultura total e cultura seletiva de
amostras de diferentes tipos de carne obtidos no varejo da cidade de Juiz de Fora, entre

operiodo de novembro de 2017 a julho de 2018.

Meio de Tipo de carne disponivel no varejo, contagem média de UFC/mL; P<0,05*
cultura logUFC/mL
Frango Boi Porco Peixe
EMB 2,00x10% 4,30 2,08x10% 4,31 2,08x10* 4,31 2,07x10% 4,31
ABE 2,18x10% 4,33 2,09x10* 4,32  2,09x10* 4,32  2,03x10% 4,30
AHM 1,96x10% 4,29  2,05x10% 4,31 2,02x10% 4,30  1,42x10% 4,15 a,b,c
AS 1,98x10% 4,29  2,15x10% 4,33  2,02x10% 4,30 1,93x10* 4,28 b

EMB, agar Eosina Azul de Metileno; ABE, agar Bile Esculina; AHM, agar Hiperténico Manitol; AS, agar
Sangue. *Analise estatistica com significancia: (a) comparacdo entre as contagens médias de UFC/mL entre
as amostras de frango e peixe; (b) comparagdo entre as contagens médias de UFC/mL entre as amostras de

boi e peixe; (c) comparagdo entre as contagens médias de UFC/mL entre as amostras de porco e peixe.

Dos isolados bacterianos provenientes dos diferentes meios, foram selecionadas
colénias de diferentes morfotipos para serem re-isoladas em meio agar BHI. Apds
obtengdo de culturas puras e avaliagdo pela coloragdo de Gram, os microrganismos
isolados foram classificados em relagdo suas caracteristicas morfotintoriais em cocos
Gram-positivos, bastonetes Gram-negativos e bastonetes Gram-positivos (Tabela 3).

Foram isoladas 1.001 amostras bacterianas.



Tabela 3: Distribuicdo dos microrganismos isolados nos diferentes meios de cultivo,

segundo seus aspectos morfotintoriais apds coloragéo pelo método de Gram.

AMOSTRAS CGP BGN BGP TOTAL DE
ISOLADOS
Peito de frango 164 76 7 247
Patinho de boi 167 76 9 252
Pernil de porco 169 80 6 255
Filé de tilapia 122 124 1 247
TOTAL 622 356 23 1.001

CGP: cocos Gram-positivos; BGN: bastonetes Gram-negativos; BGP: bastonetes Gram-positivos

Nas amostras analisadas, e pelos meios de cultura utilizados, observou-se uma
grande quantidade de cocos Gram-positivos em todos os tipos de carnes coletadas,
provenientes tanto do agar Hipertdnico Manitol, quanto do agar Bile Esculina, sugerindo
que a predominancia de cocos pode ter relacdo com sua ampla distribuicdo ambiental,
além de serem predominantes na microbiota das superficies externas (pele) tanto de
animais quanto de seres humanos e também a grande presenga de cocos pode ter
ocorrido devodo ao uso de dois meios seletivos préprios para cocos Gram positivos.
Assim, ndo s6 o processamento, mas o contato das carnes pelos manipuladores, que
podem contribuir para esse isolamento. Por outro lado, Thapaliya e colaboradores (2017)
em um estudo realizado para analisar a presenga de Staphylococcus aureus em
diferentes amostras de carnes comercializadas nos Estados Unidos da América, relatou
que a prevaléncia desses cocos era mais alta em carne de frango (53,7%) seguido pela
carne de porco (15,5%) e boi (13,7%), enquanto que a carne de peixe apresentou uma
baixa prevaléncia (6,25%). (THAPALIYA, et.al., 2017).

Apesar das carnes de frango, boi e porco apresentarem pouca diferenga no
numero de cocos Gram-positivos, a carne de peixe apresentou uma quantidade menor em
comparagao com as outras. Além disso, ao considerarem-se as contagens bacterianas e
o isolamento de amostras no meio agar Bile Esculina, em uma analise da literatura sobre
ocorréncia desses grupos bacterianos em diferentes tipos de carne, observou-se que em

geral Enterococcus foram relatados em amostras de carne de frango, boi porco e peru. A
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contaminagao desses tipos de carne por esses microrganismos € acima dos 90 % para as
carnes de frango, boi e peru, e 85% para a carne de porco (TYSON et.al., 2018).

De maneira geral, a ocorréncia de diferentes grupos microbianos nos diferentes
tipos de carne pode ser justificada por fatores como sanidade do animal, tipos de
condicdo do abate, transporte e armazenamento das carnes (PARDI et. al.,, 1993). A
qualidade dos alimentos e da agua ingerida podem debilitar a saude do animal e causar
doengas. O cativeiro, o tipo de manejo adotado pelos produtores e o confinamento dos
animais gera um stress que também pode deixar o animal susceptivel a doengas. As
ferramentas utilizadas no abate podem contribuir para a contaminagéo, assim como uma
evisceragao mal feita. A contaminacao durante o abate também pode ocorrer devido a
falta de higiene dos funcionarios (PARDI et. al., 1993; SARKIS, 2002).

Subsequente ao abate, a carne deve ser resfriada para armazenamento ou
transporte. No transporte, as oscilacbes de temperatura podem favorecer o
desenvolvimento microbiano (PARDI et. el., 1993; SARKIS, 2002).

A manipulacdo do alimento pelo trabalhador do agougue e/ou peixaria pode
contribuir para o grande numero de cocos Gram-positivos e bacilos Gram-negativos
encontrados nas amostras, indicando que as normas de higienizagdo ndo estdo sendo
cumpridas. A Resolugédo da Anvisa RDC n° 216 de 15 de setembro de 2004 prevé que os
manipuladores de alimentos que apresentarem lesbées que comprometam a qualidade

higiénico-sanitaria do alimento devem ser afastados da atividade (ANVISA, 2004).

5.2 Caracteristicas bioquimicas dos bastonetes Gram-negativos

Os 356 isolados bacterianos identificados morfotipicamente pela coloragcdo de
Gram como bacilos Gram-negativos, passaram inicialmente pelo teste presuntivo de
identificagdo bioquimica por TSI, e de acordo com os testes bioquimicos, 60% dos
isolados foram caracterizados como membros pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
sendo o grupo predominante o de bastonetes fermentadores fortes produtores de gas
(Tabela 4 ).

O grupo predominante com 140 isolados foi submetido a testes complementares de
identificacdo bioquimica realizados por meio agar SIM e prova de citrato . Quanto a
diversidade microbiana, pode-se observar que a presenca do género Escherichia se da

principalmente nas carnes de frango, boi e peixe, sendo a carne de porco que apresenta
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menor proporcao dessa bactéria. A presenca de Klebsiella ocorre principalmente na carne

frango e de boi, e Enterobacter sp. foi a espécie bacteriana mais abundante encontrada

em todas as amostras de carne. A ocorréncia de Serratia sp . foi verificada em todas as

carnes, exceto na carne de frango, aparecendo principalmente na carne de peixe. A

presenga de Salmonella sp. se deu apenas na carne de porco (Figura 5).

Na carne de frango ocorreu a predominancia de espécies de Enterobacter sp. e

Klebsiella sp., na carne de boi a predominéncia se deu por espécies de Enterobacter sp.,

Klebsiella sp., e E.coli, na carne de porco por Enterobacter sp., € na carne de peixe por

Enterobacter sp., Serratia sp., e E.coli.

Tabela 4: Interpretacao presuntiva dos resultados obtidos no TSI.

Resultado TSI Interpretagao* Grupo bacteriano Numero de
provavel isolados
Fermentador forte  Fermentacao glicose, Escherichia; Klebsiella; 140
sacarose ou lactose Enterobacter; Providéncia
Produtor de gas
Fermentador forte  Fermentagcdo de glicose, Arizona, Citrobacter, 15
Presencga de H,S sacarose,lactose, H,S + Proteus vulgaris
Fermentador fraco Fermentagao de glicose, Shigella, Proteus, 68
Auséncia de H,S H,S - Providéncia, Serratia,
Escherichia, Salmonella
typhi
Fermentador forte  Fermentagao de glicose, Serratia, Yersinia 87
sacarose ou lactose
N&o produtor de gas
Meio inalterado Auséncia de fermentacdo BGN nao fermentador 46
Total 356

* Os critérios de interpretagéo foram aqueles sugeridos no manual de Detecgao e identificagdo de Bactérias
de importancia médica, Moédulo 5. (ANVISA ,2004)
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Figura 5:: Diversidade microbiana dos microrganismos encontrados nos diferentes tipos de carne avaliadas.

Ainda que em baixo numero de amostras , a presenca de E.coli foi verificada em
todas as carnes. No México, um estudo realizado com 106 amostras de carne (54 de boi e
52 de porco) revelou a contaminagado por E. coli em 59 amostras (55,6%), sendo 29
amostras de carne de boi e 30 de carne de porco. Segundo o autor, a presenga dessa
bactéria determina baixas praticas sanitarias para manter a qualidade do alimento
(VAZQUEZ, 2018).

A identificacdo presuntiva de coliformes termotolerantes ou E. coli nas carnes
fornece informagdes sobre as condigbes higiénicas do produto e indicam contaminagao
fecal (MENDONCA, 2012). A contaminagédo pode iniciar-se antes, durante, e apos o
abate, pelo contato da pele do animal impregnada com residuos de fezes do animal (JAY,
2005), higiene inadequada do maquinario dos locais de compra e as maos dos
manipuladores, que séo potenciais veiculos de contaminagdo das carnes (OLIVEIRA,
2008; VAZQUEZ, 2018).

A presenca de Klebsiella nas amostras de carnes também foi verificada em um
estudo elaborado por Ramadan e colaboradores em Mansoura, no Egito, onde se

observou a presenga de Klebsiella em 80 (22,2%) das 360 amostras de frango
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(RAMADAN et. al., 2017). Assim como neste trabalho, a presenca de Klebsiella sp. se deu
principalmente e em maior quantidade nas amostras de frango, seguido das amostras de
boi.

A presenca de Salmonella sp. dentro do grupo selecionado ocorreu em uma unica
amostra de carne de porco, esse € um dado importante que nao deve ser menosprezado.
A Salmonella sp. é considerada uma das grandes causas de gastroenterites e bacteremia
em seres humanos no mundo (HENDRIKSEN, et. al., 2011). Geralmente a Salmonella é
encontrada em frangos, ovos ou produtos derivados. No Brasil, a legislagédo vigente nao
admite a presenca de Salmonella em 25 g de nenhum tipo de carne e seus derivados
(ANVISA, 2001). Na Unidao Europeia, a carne de porco e os produtos derivados dela
evidenciam a presenca dessa bactéria em 9,3% dos produtos comercializados
(BONARDI, S., 2017).

Os suinos sao considerados importantes reservatérios dessa bactéria. No Brasil,
em um estudo realizado para verificar a prevaléncia de Salmonella sp. em suinos abatidos
no Distrito Federal, foi demonstrada a presenca dessa bactéria em 68,75% das amostras
analisadas (165 amostras de um total de 240), ou seja, uma prevaléncia bem maior da
verificada neste trabalho, onde apenas uma amostra das 16 de porco analisadas
verificou-se a presencga presuntiva de Salmonella sp.(SILVA et.al., 2017).

No presente estudo, de acordo com as analises bioquimicas, a prevaléncia de
Enterobacter sp se deu em todas as carnes analisadas. Esses microrganismos causam
um largo espectro de infecgdes hospitalares, como pneumonia e infecgbes do trato
urinario. A maior parte das Enterobacter sp. possuem uma beta-lactamase cromossOmica
chamada AmpC, que as torna intrinsecamente resistentes a ampicilina e as
cefalosporinas de primeira e segunda geragdo. Alguns mutantes podem fazer
hiperprodugédo de beta-lactmases, conferindo resisténcia a cefalosporinas de terceira
geracdao (BROOKS et.al.,, 2014). Essa bactéria pode ser encontrada em agua, solo,
alimentos e como comensal da microbiota intestinal de humanos e animais. Podem ser
frequentemente isoladas de amostras clinicas e de alimentos como patdégenos
oportunistas (LUND et.al., 2000).

Em um estudo similar realizado com amostras de carne de frango, leite e queijo, o
segundo fendtipo de Enterobacteriacea mais prevalente nessas amostras foi Enterobacter
sp. (6,9%) (TEKINER; OZPINAR, 2016) um pouco menor do que o encontrado nesse
trabalho, que para a carne de frango foi de aproximadamente 50%. Em outro trabalho

realizado na Africa do Sul em que se analisou a presenca de bactérias em amostras de

42



alimentos prontos para consumo, relatou-se a presencga de E. cloaceae nessas amostras.
(NYENJE et.al., 2012)

A presenca de Serratia sp. ocorreu em todas as carnes, exceto na carne de frango.
Em um estudo anterior realizado em carnes de frango e porco, observou-se uma alta
prevaléncia de Serratia sp. em ambas as carnes (SCHWAIGER et.al., 2012). O presente
trabalho obteve um resultado diferente, pois na carne de frango nao se verificou a
presenca presuntiva dessa bactéria, e a apesar da carne de porco apresentar Serratia sp.,
nao foi de forma abundante, sendo a carne de peixe a que apresentou uma maior
concentracdo desse microrganismo.

Uma andlise realizada com amostras de peixe no estado do Ceara, no Brasil,
evidenciou a presenca de Serratia sp. em uma amostra de peixe. Essa bactéria é um
patdogeno oportunista que vem sendo associado a algumas infecgdes. A identificagao
desse género de bactéria em amostras de peixe tem sido associada com a deterioragao
da carne de peixe (ALMEIDA, et.al., 2017).

Os resultados obtidos através da identificacdo presuntiva das bactérias isoladas
das carnes estdo em acordo com as descritas por Casaburi e colaboradores (2015), que
demostrou que em amostras de carnes as principais populagdes bacterianas encontradas
sdo as que foram obtidas neste trabalho: Enterobacter, Citrobacter, Escherichia, Serratia,
Klebsiela (CASABURI et.al., 2015).

5.3 Teste de susceptibilidade a drogas antimicrobianas

Entre os isolados bacterianos representativos de bastonetes Gram-negativos
(n=356), antibiograma foi determinado para 140 isolados, considerando-se um painel de
16 antimicrobianos (amicacina, amoxicilina+ &acido clavulanico, ampicilina, aztreonan,
cefazolina, cefepime, cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacina, cloranfenicol,
gentamicina, meropenem, levofloxacina, sulfazotrim e tetraciclina). Desta amostragem, 76
isolados apresentaram resisténcia a um ou mais antimicrobianos. Em relagdo a fonte
destes microrganismos resistentes, os dados mostram que 64% dos isolados de BGN de
frango foram resistentes a pelo menos 1 droga antimicrobiana, enquanto que para as
outras carnes os niveis de BGN resistentes a pelo menos 1 antimicrobiano foram 57%

para carne de porco, 56% para carne de boi e 46% para carne de peixe. (tabela 5)
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Tabela 5: Isolados resistentes aos antimicrobianos nas diferentes amostras de

carne.
Amostras Total de isolados Resistentes(%)
Frango 25 16 (64%)
Boi 37 21 (56%)
Porco 28 16 (57%)
Peixe 50 23 (46%)
TOTAL 140 76

Entre as diferentes carnes avaliadas, embora 64% dos BGN isolados de carne de
frango tenham se mostrado resistentes a pelo menos 1 antimicrobiano testado, a
resisténcia multipla a drogas foi mais frequente na carne de boi e na carne de peixe.

Porém o indice de MAR foi maior (0,31) em um isolado da carne de frango (Tabela 6).

Tabela 6: indice de multipla resisténcia aos antibiéticos.

Isolados Isolados Indice MAR
Resistentes Resistentes a mais
de um antibidtico

Amostras <0,2 >0,2
Frango n=8 n= 6 n=1 (0,25)
n=16 n=1(0,31)
Boi n=11 n=38 n=3 (0,25)
n=21
Porco n=7 n=6 n=1 (0,25)
n=16
Peixe n=11 n=6 n=5 (0,25)
n= 23

MAR>0.2 indica resisténcia multipla aos antimicrobianos

A prevaléncia de mais isolados de peixe com um indice MAR>0,02 se torna um

indicativo de que a aquicultura possui um alto risco de disseminar genes resistentes. A
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abundéancia de bactérias multirresistentes a drogas nessa atividade pode ser um reflexo
da utilizacdo de antimicrobianos como medidas profilaticas ou terapéuticas na produgao
de peixes (SARTER, et.al., 2007; SEYFRIED, et.al., 2010)

Dos 76 isolados que apresentaram resisténcia, 39 deles apresentaram resisténcia
a dois ou mais farmacos diferentes (cerca de 51,31 %). Pode-se observar que dos
isolados da carne de frango, um deles apresentou resisténcia a cinco antimicrobianos
diferentes (amoxicilina/acido clavulanico; aztreonam; cefazolina; ceftazidima e tetraciclina)
e as outras carnes, boi, porco e peixe apresentaram resisténcia a ndo mais que quatro
antimicrobianos. (Tabela 7).

Pode-se verificar, segundo a Tabela 7 que nenhum isolado apresentou pan-
resisténcia, ou seja resisténcia a todos os antimicrobianos de todas as classes testadas.
Em um quadro geral, pode observar que os isolados pertencentes a familia
Enterobacteriacea provenientes das amostras de carne podem ser descritos como
multirresistentes, por apresentarem resisténcia a pelo menos um agente em trés ou mais
categorias de antimicrobianos e de resisténcia extensiva por apresentarem um agente em

uma a duas categorias de drogas antimicrobianas. (MAGIORAKOQOS, et.al., 2012).
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Tabela 7: Caracteristicas fenotipicas de resisténcia dos isolados

Fendtipo de resisténcia

Antimicrobianos Frango Boi Porco Peixe
n=16 n=21 n=16 n=23

AMC/CFZ/CFO 1 - 3 2

CFZ/CFO 2 2 1

AMP/CLO/SUT 1 --- - -

AMP/CFZ 1 - - —

AMC/ATM/CFZICAZITET 1 — - —

AMP/AMC/ICFZICAZ 1 --- - —

CFZ/CFO/CLO 1 --- - -

AMC/ CFZ 1 1

AMP/TET 1 1

AMP/AMC/CFZ - 2 - 1

AMP/AMC/CFZ/CFO - 3 1 4

SUT/TET - 1 — —

CFZ/SUT/TET - 1 - —

ATM/CLO 1

ATM/CFZ/CFO 1

AMP/SUT/TET - - — 1

ATM/CPM/CAZ/CRO - — - 1

AMC-amoxacilina/ac. Clavulanico;, AMP-ampicilina;CFZ- cefazolina;CFO- cefoxitina; ATM- aztreonam; CLO-

cloranfenicol; SUT-sulfametoxazol/trimetoprim; CAZ- ceftazidima; CRO-ceftriaxona; TET-tetraciclina



As carnes de boi e peixe foram as que apresentaram maior numero de isolados
multirresistentes. A multirresisténcia € verificada principalmente entre os farmacos beta-
lactdmicos, sugerindo que a maioria dessas bactérias sejam produtoras de enzimas beta-
lactamases. Como foi observado, resisténcia a cefalosporinas de terceira geragao pode
indicar a presenca de enzimas beta-lactamases de espectro estendido.

O isolado proveniente da carne de frango que apresentou resisténcia fenotipica a
cinco antimicrobianos pode indicar a presencga de beta-lactamases de espectro estendido
(ESBL), ja que a resisténcia se deu em antimicrobianos beta-lactamicos, sendo as ESBLs
muito comuns entre os membros da familia Enterobacteriaceae. A resisténcia a
tetraciclina pode ser um indicativo da atividade de mecanismos mediados pelos
chamados genes tet (LIVERMORE et.al., 2001).Esse isolado foi presuntivamente
identificado como Enterobacter sp., que € uma bactéria associada a algumas infec¢des
hospitalares. (BROOKS et.al., 2014). A resisténcia genotipica ndo foi objeto de estudo
desse trabalho.

A presenca do isolado de carne de boi com resisténcia a trés antimicrobianos
pertencentes a classes diferentes € preocupante (cefazolina, sulfametoxazol/trimetoprim e
tetraciclina), pois € um indicativo de marcadores genéticos de resisténcia que podem
eventualmente serem transmitidos para outras bactérias. A transferéncia de genes entre
0s microrganismos vem sendo descrita como um fator que contribui amplamente para a
evolucdo e emergéncia da resisténcia entre as bactérias, reduzindo o potencial
terapéutico contra esses patogenos (HAWKEY, 2009; MESSELE, et.al., 2017). Esse
isolado foi identificado como Serratia sp.

Na carne de frango a prevaléncia de bactérias multirresistentes se deu para as
espécies identificadas presuntivamente como Enterobacter sp. e Klebsiella, sendo uma
especie de Enterobacter resistente a cinco antimicrobianos , e duas espécies de
Klebsiella sp. , sendo uma resistente a quatro antimicrobianos (ampicilina,
amoxicilina+acido clavulanico, cefazolina e ceftazidima), sendo sugestivo de uma ESBL (
beta-lactamase de espectro estendido), e a outra espécie resistente a trés
antimicrobianos (cefazolina, cefoxitina e cloranfenicol).

Na carne de boi dos dois isolados identificados presuntivamente como E.coli, um
apresentou resisténcia ao sulfametoxazol/trimetoprim e a tetraciclina, e o outro a
ampicilina, amoxacilina/ac. Clavulanico e cefazolina. Dos dois isolados de Serratia sp.
identificados ambos apresentaram resisténcia a trés antimicrobianos , um a cefazolina,

sulfametoxazol/trimetoprim e tetraciclina e o outro a ampicilina, cefazolina e amoxicilina+
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ac. Clavulanico. A unica espécie de Klebsiella sp. identificada apresentou resisténcia a
ampicilina e tetraciclina. Os outros isolados foram identificados como Enterobacter sp. ,
sendo que Trés isolados em especial apresentaram resisténcia a quatro antimicrobianos
( ampicilina, amoxicilina+ac. Clavulanico, cefazolina e cefoxitina).

Na carne de porco a predominancia foi de bactérias Enterobacter sp., ocorreu
também a presencga de Serratia sp. resistente a amoxicilina e cefazolina. Duas bactérias
foram identificadas presuntivamente como Proteus sp. , sendo um resistente a trés
antimicrobianos ( amoxicilina, cefazolina e cefoxitina) e outro resistente a dois (cefazolina
e cefoxitina).

Nas amostras de carne de peixe , quatro bactérias identificadas como Klebsiella
sp., Serratia sp e duas Enterobacter sp., foram resistentes a quatro antimicrobianos (
ampicilina, amoxicilina, cefazolina e cefoxitina) , uma espécie de Proteus sp. foi resistente
a aztreonam e ao cloranfenicol. As bactéria identificadas como Serratia sp uma foi
resistente a amoxicilina, cefazolina e cefoxitina e a outra foi resistente a quatro
antimicrobianos (aztreonam, cefepime,cefatazidima e ceftriaxona), as outras bactérias
foram identificadas presuntivamente como Enterobacter sp.

Além da avaliagdo de sensibilidade ou resisténcia, neste estudo foram
determinados também o critério de resisténcia intermediaria aos antimicrobianos entre as
amostras isoladas e avaliadas. De maneira geral, por tipo de carne, os dados
representativos dos niveis de sensibilidade, resisténcia intermediaria ou resisténcia aos
diferentes antimicrobianos avaliados sao apresentados nas figuras 5,6,7 e 8. Entre os
antimicrobianos avaliados, destacam-se em termos de resisténcia e resisténca
intermediaria, respectivamente, as drogas amoxicilina+acido clavulanico, ampicilina,

cefazolina , cefoxitina, e amoxacilina+acido clavulanico, ampicilina e cefazolina
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Figura 7: Niveis de resisténcia observados nos isolados bacterianos oriundos das amostras de carne de boi
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Ao considerarem-se as diferentes classes e tipos de antimicrobianos avaliados, em

geral pode-se observar que houve uma predominancia de resisténcia para cefazolina



(33,57%), seguida de ampicilina (21,42%), cefoxitina (19,48%) e amoxicilina e acido
clavulanico (16,42%). A resisténcia foi verificada principalmente nas drogas das classes
das penicilinas e cefalosporinas, que sao drogas beta-lactdmicos, que possuem como
mecanismo efetor interferir na sintese da parede celular, sendo as penicilinas a classe de
antibiéticos mais antigos no mercado. A predominancia de resisténcia verificada para
penicilinas e cefalosporinas de primeira e segunda geragao se manteve igual para os
isolados de todas as carnes.

A resisténcia as penicilinas pode ser dividida em produgdo de beta-lactamases,
auséncia ou alteracao de PBPs, falta de ativagao das enzimas autoliticas ou incapacidade
de sintetizar peptidioglicano, como os micoplasmas. A resisténcia as cefalosporinas pode
ser atribuida a penetracao deficiente do farmaco nas bactérias, a auséncia de PBP para
um farmaco especifico e degradacao do farmaco por beta-lactamases (BROOKS et.al.,
2014).

Pode-se observar, em menor proporcao, resisténcia para ceftriaxona (0,71%) e
ceftazidima (2,14%), cefalosporinas de terceira geragéo, e cefepime (0,71%), Unica
cefalosporina de quarta geracdo destinada para o uso clinico. Algumas bactérias
apresentaram resisténcia ao cloranfenicol (2,14%), que € um potente inibidor da sintese
de proteinas. A resisténcia ao cloranfenicol pode ser decorrente da destruicdo do farmaco
por uma enzima (cloranfenicol acetiltransferase) que € transferida por plasmideos
(SUAREZ & GUDIOL, 2009; BROOKS et.al., 2014). Alguns microrganismos nao
demonstraram susceptibilidade ao sulfazotrim (3,57%) e a tetraciclina (6,42%). O
sulfazotrim é a unido de dois farmacos sulfametoxazol e trimetoprim, sendo que cada um
desses farmacos bloqueia uma etapa no metabolismo do acido folico.

Todas as bactérias testadas em todas as amostras de carnes apresentaram
sensibilidade a amicacina e a gentamicina, que sao aminoglicosideos. Apesar de todas as
amostras apresentarem sensibilidade ao antibiético amicacina, na literatura ha relatos de
microrganismo resistentes a esse antibiético (KAUSHIK et.al., 2018). Porém, analogo ao
resultado verificado no presente trabalho, Zhao e colaboradores (2012) e Mainali e
colaboradores (2014), em sua pesquisas com diferentes tipos de carne, averiguaram que
todos os microrganismos isolados das amostras proteicas apresentaram sensibilidade a
amicacina (ZHAO et.al., 2012; MAINALI et.al., 2014). Os isolados bacterianos também
demonstraram sensibilidade a ciprofloxacina e levofloxacina, que sido quinolonas de
segunda e terceira geragao, respectivamente(WALSH, 2003; BROOKS et.al., 2014).
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Analisando isoladamente cada tipo de carne, observou-se que a carne de porco € a
carne de boi foram as que menos apresentaram bactérias resistentes, sendo resistentes a
seis antibidticos em relagdo as bactérias isoladas das carnes de frango, que
apresentaram resisténcia a nove antimicrobianos, e as da carne de peixe que
apresentaram resisténcia a onze dos dezesseis antimicrobianos testados. Todas
apresentaram resisténcia predominante as classes das penicilinas e cefalosporinas,
ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico, cefazolina e cefoxitina.

Das amostras de frango pode-se verificar que alguns isolados apresentaram
resisténcia ao aztreonam (12,00%), a ceftazidima (cefalosporina de terceira geracgéo),
cloranfenicol, sulfazotrim (8,00%) e a tetraciclina (4,00%). Roldan e colaboradores
(2018), em uma analise realizada com carne de frango vendida em supermercados,
encontraram resisténcia em porcentagens bem superiores as apresentadas neste
trabalho, onde verificou-se uma resisténcia para a tetraciclina de 94,6% e ao cloranfenicol
de 82%. Em contrapartida no mesmo estudo foi verificado uma resisténcia
amoxicilina/acido clavulanico de 16,1 %, inferior a encontrada no presente trabalho, onde
as bactérias oriundas da carne de frango apresentaram uma resisténcia de 20,00%
(RONDAN et.al., 2018).

A presenca de isolados resistentes a ceftazidima, uma cefalosporina de terceira
geragao, demostra um dado importante, ja que essa droga € muito util para o tratamento
de bacteremia adquirida em ambiente hospitalar por microrganismos Gram-negativos. Em
um estudo similar com carne de frango na Roménia n&o foi verificado resisténcia a
ceftazidima (TIRZIU et.al., 2015). Resisténcia a cefalosporina de terceira geracdo é
frequentemente verificada em estudos que analisam conteudo intestinal dos animais e
nao a carne propriamente para consumo (BROOKS 2014; YASSIN, et.al., 2017).

Das enterobactérias oriundas da carne de boi, pode-se observar que elas
apresentaram um maior percentual de resisténcia para os antimicrobianos tetraciclina
(13,51 %) em relagéao as outras carnes, frango (4,00%), porco (7,14%) e peixe (2,00%),
sendo este ultimo o que apresentou a porcentagem mais baixa com menos isolados
resistentes. O ministério da agricultura e pecuaria proibiu 0 uso desse antimicrobiano
como promotor de crescimento em animais (MAPA), porém, é um medicamento
largamente utilizado na medicina veterinaria para tratamento.

A carne de boi foi a unica que nao apresentou isolados resistentes ao aztreonam.
Todos os outros isolados de frango, porco e peixe apresentaram resisténcia a esse

antibiético. O aztreonam é um farmaco monobactamico, que € um medicamento utilizado
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na medicina humana como uma alternativa aos aminoglicosideos para o tratamento de
infecgdes por bactérias Gram-negativas, sendo utilizados em ITU’s, infec¢des cutaneas,
respiratérias, ginecoldgicas e septicemia (HELLINGER & BREWER, 1999).

A carne de porco foi a Unica que apresentou bactérias sensiveis ao antimicrobiano
sulfazotrim, diferentes das outras amostras que apresentaram resisténcia a essa droga. A
carne de peixe foi a Unica que apresentou bactérias resistentes a todas as cefalosporinas
utilizadas no teste de susceptibilidade (cefazolina- primeira geracao; cefoxitina-segunda
geragdo; ceftriaxona-terceira geracdo e cefepime- quarta geragdo), sendo o
antimicrobiano cefepime o uUnico componente das cefalosporinas de quarta geragao
presente no mercado (BROOKS, 2014). A resisténcia a cefalosporina de quarta geragao
em carne de peixe ja foi relatada por Zhang e colaboradores, que em uma analise de
diferentes produtos de aquicultura, entre eles amostras de peixe, observou resisténcia de

microrganismos a esta droga (ZHANG et.al., 2015).
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6.CONSIDERAGOES FINAIS

Sem duvida, o uso indiscriminado de antimicrobiano em animais, seja como medida
profilatica, tratando doengas ou como promotor de crescimento, acabou por gerar uma
pressao seletiva nas bactérias, que acabaram adquirindo resisténcia a medicamentos de
cunho clinico. Considerando que as amostras utilizadas neste estudo sdo carnes prontas
para consumo, a presenga de microrganismos resistentes ou que apresentaram
multirresisténcia sdo dados alarmantes.

Pode-se sugerir que as carnes sao reservatorios e potenciais meios de
disseminagdo de microrganismos resistentes. Esses microrganismos eventualmente
serdo ingeridos pelo homem, podendo, através da alimentagdo, modificar a sua
microbiota residente, transmitir marcadores de resisténcia, levando a infecgbes de dificil
tratamento, e potencializando ainda mais o grave problema de resisténcia aos
antimicrobianos.

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode observar que os
alimentos, no caso, as carnes analisadas, apresentaram microrganismos potencialmente
patogénicos, e revelou que esses microrganismos apresentam resisténcia a diversos
antimicrobianos de diferentes classes, o que torna o alimento um vetor de microrganismos

resistentes, contribuindo para a disseminacao de resisténcia no meio.
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7. CONCLUSOES

e O que se observou nas amostras de carne foi uma grande quantidade de cocos
Gram-positivos, exceto na carne de peixe. A presengca de cocos pode indicar de
contaminagdo pelas maos dos manipuladores desses alimentos. A presenca de
bastonetes Gram-negativos se deu em menor quantidade, a prevaléncia destes
bastonetes segundo as provas bioquimicos foi para bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriaceae.

e A distribuicdo dessas bactérias da familia Enterobacteriaceae entre as amostras
de carne ocorreu de maneira diversificada, porém a prevaléncia foi de Enterobacter sp.. A
presenca de bactérias como E.coli e Klebisiela sp. ocorreu em todas as amostras
analisadas, em propor¢gbes variadas, onde frango e boi apresentardo uma maior
concentragado dessa bactéria. A presenga presuntiva de Salmonela sp. um microrganismo
que nao deve ser encontrado nesse tipo de alimento se deu apenas em uma amostra de
carne de porco.

e [Esses microrganismos submetidos ao teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos apresentaram resisténcia principalmente as drogas das classes das
cefalosporinas e das penicilinas. Essa resisténcia foi verificada em todas as carnes
analisadas.

e. A multirresisténcia ocorreu em alguns isolados, sendo que o isolado da carne de
frango foi que o apresentou o maior indice (0,31), sendo resistente a cinco antibiéticos
diferentes, seguido dos isolados das outras carnes. A carne de peixe foi a que apresentou
a maior quantidade de isolados multirresistente, 5 isolados, sendo também a unica carne
a apresentar resisténcia a todas as cefalosporinas testadas, demostrando resisténcia,

inclusive a cefepime.
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9.APENDICE —A: Tabela de identificacdo presuntiva dos isolados bacterianos

1. C1FEM2 Enterobacter sp.
2. C1BEM4 Enterobacter sp.
3. C1BRAP Serratia sp.

4. C11FEM1 Enterobacter sp.
5. C1SAS4 Enterobacter sp.
6. C1SRAP Enterobacter sp.
7. C1PXEM2 Enterobacter sp.
8. C2FEM2 KlebsielLa sp

9. C2FRAP Klebsiella sp

10. C2BEM1 E.coli

11. C2BEM4 Klebsiela sp

12. C2BAS4 Enterobacter sp.
13. C2SBE1 Serratia sp

14. C2PXEM2 Klebsiela sp

15. C2PXRAP Citrobacter sp
16. C3FEM1 E. coli

17. C3FRAP Enterobacter sp.
18. C3BAS1 Klebsiella sp

19. C4FBE4 Enterobacter sp.
20. CA4FRAP Enterobacter sp.
21. C4BEM1 Enterobacter sp.
22. CABEM2 Enterobacter sp.
23. C4BRAP Klebsiella sp

24. CASEM1 Enterobacter sp.
25. C4ASEM2 Citrobacter sp.
26. CASEM3 Enterobacter sp.
27. CASRAP Klebsiella sp

28. C5FRAP Enterobacter sp.
29. C5BEM4 Serratia sp

30. C11BEM2 Enterobacter sp.
31. C6FEM3 E.coli

32. C6SEM3 Enterobacter sp.
33. C6SRAP Enterobacter sp.
34. C7FRAP Enterobacter sp.
35. C7BEM3 Klebsiella sp

36. C7BBE2 Serratia sp

37. C7BRAP Klebsiella sp

38. C7SEM1 E.coli

39. C7SBE3 Klebsiella sp
40. C7SAS3 Enterobacter sp.
41. C8FEM1 Enterobacter sp.
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42. C8BRAP Enterobacter sp.
43. C8SEM1 Enterobacter sp.
44. C8SRAP Enterobacter sp.
45. C9FEMA4 Citrobacter sp
46. C9BRAP Citrobacter sp
47. C9SRAP Enterobacter sp.
48. C10FEM1 Enterobacter sp.
49. C10BRAP Enterobacter sp.
50. C10SEM3 Proteus sp.

51. C11FBE1 Enterobacter sp
52. C12FAS1 Kebsiella sp

53. C12BEM3 Enterobacter sp
54. C13BEM2 Enterobacter sp
55. C5FBE1 Enterobacter sp
56. C6BEM3 E.coli

57. C7BEM1 E.coli

58. C12FEM4 E.coli

59. C10SEM4 Enterobacter sp
60. C10SRAP Proteus sp

61. C7SRAP Proteus sp

62. C7SBE4 Proteus sp

63. C5FBE2 Enterobacter sp
64. C6FEM1 E.coli

65. CA4BBE4 Enterobacter sp
66. C1PXEM3 Enterobacter sp
67. C12FAS4 Enterobacter sp
68. C12FRAP Klebsiella sp.
69. C12BEM1 Enterobacter sp
70. C12BEM2 Enterobacter sp
71. C12BBE1 Enterobacter sp
72. C12BRAP E.coli

73. C13BEM1 Enterobacter sp
74. C13SEM2 Enterobacter sp
75. C13SAS1 E.coli

76. C14FRAP Klebsiella sp

77. C14BBE1 E.coli

78. C14BRAP Klebsiella sp

79. C14BRAP Klebsiella sp
80. C15SEM3 Salmonella sp
81. C15SBE3 Enterobacter sp
82. C15SAS3 Enterobacter sp
83. C2BBE1 Klebsiella sp

84. C4SEM4 Enterobacter sp
85. C9BEM3 Enterobacter sp
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86. C15PXEM1.1 Proteus sp

87. C15PXEM3.2 Enterobacter sp
88. C15PXAS1.2 Enterobacter sp
89. C15PXEM1.2 Proteus sp

90. C15PXEM1.3 Serratia sp

91. C16PXEM1.2 Serratia sp

92. C16PXEM2.1 Enterobacter sp
93. C5PXEM1.1 Enterobacter sp
94. C5PXEM2.3 Enterobacter sp
95. C7PXRAP Klebsiella sp
96. C8PXEM1.1 E.coli

97. C8PXEM1.2 E.coli

98. C9PXEM1.1 Serratia sp

99. C9PXEM1.2 Enterobacter sp
100. CI9PXEM1.3 Enterobacter sp
101. CO9PXEM2.1 Proteus sp

102. CO9PXRAP Enterobacter sp
103. C10PXEM2.1 Serratia sp

104. C10PXEM3.1 E.coli

105. C10PXEM3.2 E.coli

106. C10PXAS1.2 Serratia sp

107. C10PXRAP Serratia sp

108. C11PXEM2.1 Enterobacter sp
109. C11PXEM2.2 Enterobacter sp
110. C11PXBE2.1 Enterobacter sp
111. C11PXBE2.2 Enterobacter sp
112. C11PXBE2.3 Enterobacter sp
113. C11PXAS1.1 Enterobacter sp
114. C11PXAS1.3 Serratia sp

115. C11PXRAP Serratia sp

116. C12PXEM1.1 Enterobacter sp
117. C12PXEM1.2 Enterobacter sp
118. C12PXEM1.3 Enterobacter sp
119. C12PXEM2.2 Enterobacter sp
120. C12PXEM2.3 Enterobacter sp
121. C12PXEM3.1 E.coli

122. C12PXRAP Serratia sp

123. C13PXEM1.3 Enterobacter sp
124. C13PXEM2.2 Serratia sp

125. C13PXEM3.2 Enterobacter sp
126. C13PXEM3.3 Enterobacter sp
127. C14PXEM2 .1 Enterobacter sp
128. C14PXRAP Serratia sp

129. C16FEM1.3 Klebsiella sp
130. C16FEMA4.3 Klebsiella sp
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131. C16BEM1 Serratia sp

132. C16BEM2.3 E.coli

133. C16BEM3.1 Enterobacter sp
134. C16BEM3.2 Serratia sp

135. C16SEM3.2 Serratia sp

136. C16SEM3.3 E.coli

137. C16BEM1.3 Serratia sp

138. C16PXAS2.1 Serratia sp

139. C16PXAS3.3 Enterobacter sp
140. C16PXRAP Enterobacter sp

C-coleta; numero da coleta; Carnes: F-frango,B- boi, S-suino/porco, Px-peixe;
meio de cultivo: EM- eosina azul de metileno; BE- bile esculina; M- manitol; AS-

agar sangue; RAP- caldo Rappaport.;



APENDICE B: Tabela das zonas de inibicdo para cada antimicrobiano
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ANTIMICROBIANO( zona de inibicado em mm)

Cddigo do isolado

AMP | AMC | AMI | ATM | CFZ CPM | CFO CAZ | CRO |CIP | CLO | GEN | MPM | LEV | SUT | TET

10 30 30 30 30 30 30 30 30 05 | 30 10 10 05 |25 30
1. C1FEM2 16 30 24 42 28 40 32 38 36 38 | 26 22 34 38 | 34 22
2. C1BEM4 17 12 20 32 11 30 22 25 30 28 |23 20 30 28 28 22
3. C1BRAP 20 24 26 36 26 38 26 34 32 34 |30 24 36 38 | 38 26
4. Cl1FEM1 22 26 20 32 24 34 20 28 28 30 | 22 20 30 32 30 20
5. C1SAS4 22 24 24 32 10 38 16 34* 36 36 | 32 22 38 34 | 34 28
6. CI1SRAP 20 10 22 34 16 34 8 32 28 32 | 26 22 30 30 28 22
7. C1PXEM2 15 25 22 31 13 30 20 29 30 34 | 18 19 30 31 28 21
8. C2FEM2 14 30 24 42 28 40 30 34 32% 38 | 34 22 32 38 |32 30
9. C2FRAP 14 22 22 34 24 34 26 30 28 28 | 28 20 30 30 28 24
10. C2BEM1 26 28 24 36 24 34 28 30 36 30 | 24 22 34 30 |30 22
11. C2BEM4 12 28 22 34 26 36 28 30 30 30 | 30 20 30 30 28 0
12. C2BAS4 22 24 22 34 20 34 24 28 32 42 | 22 20 30 36 | 30 26*
13. C2SBE1 17 12 22 30 10 30 24 28 28 29 | 24 20 30 28 | 30 20
14. C2PXEM2 11 29 22 37 24 40 32 35 33 35 | 30* | 21 38 35 | 34 26
15. C2PXRAP 0 0 24 36 0 37 0 31 31 29 | 26 23 35 30 | 30 14
16. C3FEM1 20 20 22 34 22 34 10 28 30 30 | 24 20 32 28 | 30 26
17. C3FRAP 18 8 20 32 8 34 10 30* 30 36 | 28 20 30 36 | 28 24
18. C3BAS1 21 25 22 36 20 35 22 30 29 23 | 26 22 34 23 | 32* | 25
19. C4AFBE4 16 8 22 36 16 36 10 32 34 28 | 28 22 34 30 | 30 24
20. CAFRAP 20 17 23 30 19 27 23 26 26 26 | 23 20 30 26 28 20
21. C4BEM1 15 20 24 32 20 33 22 28 30 30 | 26 22 32 30 | 30 20
22. C4BEM2 20 16 26 40 18 40 22 32 36 34 | 28 22 36 34 |36 26
23. CABRAP 15 38 25 34 26 34 26 30 34 31 | 29 24 34 32 34 26
24. C4SEM1 21 36 32 42 22 42 30 40 38 40 | 30 30 40 38 |40 26
25. C4SEM2 22 16 25 0 20 34 17 26 34 32 | 28*% | 25 34 35 |30 25
26. C4SEM3 21 16 22 34 20 35 18 30 31 28 | 27 21 32 26 | 31 24
27. CASRAP 13 26 21 34 26 35 24 28 34 32 | 26 23 32 31 31 26
28. C5FRAP 23 21 27 38 14 40 10 33* 35 30 | 31 22 40 31 | 36 30
29. CSBEM4 10 |11 |25 |35 11 39 (24 (34 |31 [34 |26 |25 |36 |35 |35 |26




30. C11BEM2 11 26 22 35 28 34 27 32 30 29 |28 |22 32 29 |30 |26
31. C6FEM3 24 26 22 34 25 34 26 30 34 32 |22 |22 34 30 |32 |24
32. C6SEM3 27 34 30 |40 28 40 30 32 36 40 | 25 | 27 40 38 |35 |27
33. C6SRAP 34 35 30 50 30 40 30 40 40 40 |30 | 26 40 40 |35 |34
34. C7FRAP 20 26 23 10 23 30 25 28 31 28 |24 |22 30 31 |30 |23
35. C7BEM3 21 26 24 32 22 33 21 24 22 35 |23 |23 33 34 |31 |23*
36. C7BBE2 10 24 22 32 26 34 27 30 30 26 | 26* | 20 30 30 |28 |23
37. C7BRAP 0 0 21 35 0 32 0 26 29* |30 |25 |19 32 34 |30 |20
38. C7SEM1 24 21 28 35 25 42 24 35 32 38 |32 |26 40 34 | 35* | 30
39. C7SBE3 15 27 24 | 40 23 35 29 30 35 40 |30 |23 30 35 |30 |27
40. C7SAS3 24 23 24 34 22 37 25 30 30 35 127 |21 37 33 |33 |25
41. C8FEM1 21 22 24 35 23 36 23 30 28 34 130 |20 35 34 |33 |23
42. C8BRAP 17 23 27 36 17 36 10 30 30 32 |27 |19 35 31 |26 |23
43. C8SEM1 15 0 23 35. 0 30 10 29 30* |32 |28* |20 32 34 |30 | 23*
44. C8SRAP 12 22 23 34 25 35 24 30 32 33 |28 |25 31 30 134 |9
45. COFEM4 0 18 21 31 20 32 29 23 30 22 |9 18 31 21 | O 19*
46. CO9BRAP 23 18 24 | 43 21 42 16 37 40 23 |30 |24 41 25 |39 |31
47. C9SRAP 0 22 19 29 22 30 23 26 25 25 | 25* | 16 27 23 |22 |19
48. C10FEM1 0 21 22 31 23 31 23 22 28 27 |25 |17 27 27 |22 |20
49. C10BRAP 0 0 18 30 0 29 0 25 28 30 | 24* | 17 28 29 |25 |11
50. C10SEM3 21 18 21 34 17 32 14 34 33 33 129 |20 35 32 |31 |25
51. C11FBE1 0 23 22 34 0 35 23 30 29 28 |25 |22 30 31 |30 |23
52. C12FAS1 16 11 25 0 0 36 26 17 23* |34 |30 |27 35 31 |26 |O
53. C12BEM3 23 28 30 |40 0 35 30 32 35 37 |30 |25 30 35 |35 |30
54. C13BEM2 25 28 32 40 0 35 30 35 35 34 |25 |30 35 40 |35 |26
55. C5FBE1 28 30 29 40 27 35 30 34 33 35 |30 |30 39 30 |35 |30
56. C6BEM3 25 30 24 35 27 38 30 32 35 34 |27 |22 33 36 |34 |25
57. C7BEM1 0 0 21 33 0 36 25 25 28 35 |27 |25 35 40 |30 |24
58. C12FEM4 20 22 17 32 21 32 26 28 30 33 |23 |21 31 32 129 |21
59. C10SEM4 0 23 21 34 24 35 25 29 30 28 |25 |21 30 30 |31 |23
60. C10SRAP 20 10 23 35 17 37 9 30 32 34 |25 |23 32 30 |31 |25
61. C7SRAP 25 25 26 |40 26 40 25 32 34 30 |30 |25 40 35 136 |30
62. C7SBE4 22 23 25 35 20 37 17 33 30 30 |28 |24 35 33 |32 |26
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63. C5FBE2 25 27 30 35 25 40 28 30 30 35 129 |27 35 33 |35 |28
64. C6FEM1 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 |30 |30 30 30 |30 |30
65. CABBE4 20 19 25 37 19 35 0 30 31 32 |30 |25 35 35 |33 |28
66. C1PXEM3 30 30 32 30 30 30 30 30 30 30 |30 |30 30 30 |30 |30
67. C12FAS4 0 0 25 0 0 30 20* 16 24* |26 |27 |25 33 28 |30 | 23*
68. C12FRAP 0 0 24 34 0 30 0 30 32 36 |26 |21 35 34 |31 |25
69. C12BEM1 21 25 20 30 23 30 28 28 30 29 |25 |20 30 30 |31 |22
70. C12BEM2 20 27 25 33 25 30 26 30 30 30 |25 |24 30 30 |30 |25
71. C12BBE1 0 0 25 40 0 40 0 30 35 30 |20 |25 35 35 |35 |27
72. C12BRAP 25 30 28 36 30 36 30 35 33 30 |25 |26 35 35 |35 |30
73. C13BEM1 20 25 30 |40 0 37 25 35 35 35 |35 |28 35 40 |40 |30
74. C13SEM2 26 30 25 35 11 36 29 27 30 29 |20 |21 37 31 |34 |29
75. C13SAS1 28 30 26 33 0 35 32 30 30 25 |19 |25 30 30 |30 |26
76. C14FRAP 0 0 25 35 0 35 10 32 30 35 |23 |24 35 35 |35 |27
77. C14BBE1 25 30 27 38 20 40 30 35 38 38 |35 |30 40 35 |35 |25
78. C14BRAP 11 29 23 36 24 30 28 30 31 32 |30 |21 30 30 |24 |25
79. C14BRAP 22 24 25 33 25 34 27 30 31 27 |25 |23 32 27 |24 |0
80. C15SEM3 30 30 25 40 30 35 25 35 35 35 |25 |25 30 40 |37 |11
81. C15SBE3 30 30 30 |40 30 36 30 33 32 40 |26 | 26 34 35 |35 |30
82. C15SAS3 0 0 20 34 0 35 0 25 28 25 |27 |24 32 26 |25 |17
83. C2BBE1 15 30 25 35 25 35 30 31 30 30 |25 |25 32 30 |33 |25
84. CASEMA4 23 25 30 35 24 30 13* 30 30 33 |25 |26 37 30 |40 |30
85. C9BEM3 30 34 30 |40 30 38 30 38 30 40 |30 |30 40 40 |38 |28
86. C15PXEM1.1 20 17 28 35 20 35 13 25 30 30 {34 |30 35 34 |37 |30
87. C15PXEM3.2 30 33 27 | 40 28 35 24 30 33 35 |27 |23 35 35 |35 |26
88. C15PXAS1.2 0 28 25 35 25 35 25 30 30 37 |30 |25 33 34 |33 |25
89. C15PXEM1.2 19 18 23 38 20 35 13* 30 30 35 |30 |30 33 35 |34 |27
90. C15PXEM1.3 19 20 24 34 20 35 20 30 30 32 |27 |25 35 33 |32 |25
91. C16PXEM1.2 20 40 40 |40 40 40 40 40 40 40 |40 |40 40 40 |40 |40
92. C16PXEM2.1 0 9 30 33 0 40 10* 30 32 33 |21 |25 40 35 |30 |30
93. C5PXEM1.1 0 0 26 |40 0 38 10 33 30 34 |25 |25 35 35 |32 |22
94. CS5PXEM2.3 23 22 30 |40 0 38 25 35 33 35 |25 |30 35 36 |35 |24
95. C7PXRAP 0 0 25 33 0 35 24 30 30 32 |25 |23 33 30 |31* | 24
96. C8PXEM1.1 25 27 30 38 27 38 30 30 35 35 |35 |27 35 40 |40 |33
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97. C8PXEM1.2 30 28 26 35 22 37 34 25 30 34 132 |25 35 35 |37 |28
98. COPXEM1.1 25 26 25 35 25 35 20 30 32 38 |25 |24 33 35 |32 |27
99. COPXEM1.2 24 27 25 35 26 35 20 30 30 31 |21 |23 34 35 |30 |25
100. CO9PXEM1.3 | 26 28 25 37 30 38 28 34 35 35 |23 |25 35 32 |35 |30
101. CO9PXEM2.1 | 20 30 30 |0 28 25 19 25 30 30 |0 30 35 30 |30 |33
102. C9PXRAP 15 24 25 35 25 35 25 30 32 30 |25 |23 31 30 |30 |23
103. C10PXEM2.1 | 33 35 30 |40 30 35 30 33 30 40 |30 | 30 35 35 |35 |17
104. C10PXEM3.1 | 30 28 30 |40 30 40 27 35 35 35 |30 |30 35 33 |35 |30
105. C10PXEMS3.2 | 30 30 30 |40 30 30 30 30 30 30 |30 |30 40 30 |30 |30
106. C10PXAS1.2 | 20 30 30 15 26 28 23 25 30 30 |26 |25 35 27 |28 |19
107. C10PXRAP 0 30 25 35 25 40 25 35 35 35 |30 |25 35 40 |33 | 27
108. C11PXEM2.1 | 25 27 25 35 30 35 25 35 30 35 |25 |25 35 40 |33 |30
109. C11PXEM2.2 | 15 0 25 37 0 40 0 33 32 34 |25 |27 35 35 |33 |23
110. C11PXBE2.1 | 20 25 30 |40 25 38 20 30 33 38 |22 |25 35 37 133 |30
111. C11PXBE2.2 | 24 30 28 |40 30 40 21 34 35 40 |30 |30 35 37 |35 |32
112. C11PXBE2.3 | 20 30 23 40 30 40 25 30 33 37 |25 |25 40 40 |35 |32
113. C11PXAS1l.1 | 26 30 25 40 27 40 22 30 30 35 |21 |25 35 35 |30 |25
114. C11PXAS1.3 | 23 25 27 35 25 36 20 32 34 35 |25 |24 35 37 132 |30
115. C11PXRAP 17 30 20 |40 25 30 21 30 35 32 |26 |20 35 35 |30 |27
116. C12PXEM1.1 | 24 30 23 40 20 35 23 30 27* |35 |30 |28 40 35 |40 |33
117. C12PXEM1.2 | 25 27 25 35 25 35 30 30 30 35 |30 |21 35 35 |36 |32
118. C12PXEM1.3 | 15 15 20 | O 10 30 0 25 30 25 |25 |20 30 25 |30 |25
119. C12PXEM2.2 | O 20 19 30 20 30 25 30 30 28 |24 | 20 30 27 |26 |23
120. C12PXEM2.3 | 30 30 30 |40 17 35 27 34 32 40 |28 |30 35 37 |35 |27
121. C12PXEM3.1 | 26 28 25 38 23 32 26 30 32 33 |27 |24 30 33 |30 |25
122. C12PXRAP 17 13 22 34 18 35 0 30 30 30 |24 |25 35 30 |33 |25
123. C13PXEM1.3 | 27 29 30 |40 30 40 25 40 40 40 (34 |30 33 40 |35 |35
124. C13PXEM2.2 | O 0 25 35 0 35 0 30 30 33 |30 |24 35 30 |35 |22
125. C13PXEM3.2 | O 18 23 35 20 34 25 30 32 34 121 |24 30 31 |0 0
126. C13PXEM3.3 | 25 30 22 37 25 33 24 32 33 32 |28 |20 40 30 |30 |25
127. C14PXEM2.1 | 28 30 27 |40 19 40 25 32 30 34 |30 |30 35 35 |35 |23
128. C14PXRAP 21 21 23 35 15 35 20 30 30 35 |25 |23 33 30 |31 |25
129. C16FEM1.3 | 15 30 20 35 25 37 30 30 30 37 |31 |23 34 35 |0 30*
130. C16FEM4.3 | 15 25 27 25 0 27 10 24 25 30 |0 23 30 34 |25 |25




131. C16BEM1 14 30 25 35 27 38 30 30 35 32 |30 |24 35 30 |33 |30

132. C16BEM2.3 | 22 25 25 35 25 40 28 38 35 25 |32 |25 35 24 |0 0

133. C16BEM3.1 | 20 22 25 35 0 35 25 33 34 35 |25 |20 35 35 |32 |26

134. C16BEM3.2 | 23 25 22 35 0 35 23 30 30 25 120 |21 30 24 |0 0

135. C16SEM3.2 |21 25 20 32 24 30 30 30 30 33 |23 |20 34 35 |32 |25

136. C16SEM3.3 | 20 30 20 40 40 40 40 40 40 40 |40 |40 40 40 |40 |40

137. C16BEM1.3 | 10 25 21 30 25 34 25 30 30 32 |28 |20 35 30 |30 |25

138. C16PXAS2.1 | 38 40 30 |0 30 0 15 0 0 25 |40 |30 40 30 |35 |17

139. C16PXAS3.3 | 20 25 25 35 20 40 20 30 30 33 |30 |25 35 35 |35 |27

140. C16PXRAP 21 22 25 35 19 35 25 30 30 30 |30 |24 30 35 |35 |30

AMP | AMC | AMI | ATM | CFZ CPM | CFO CAZ | CRO | CIP | CLO | GEN | MPM | LEV | SUT | TET
10 30 30 30 30 30 30 30 30 05 {30 |10 10 05 |25 |30

C-coleta; numero da coleta; Carnes: F-frango,B- boi, S-suino/porco, Px-peixe; meio de cultivo: EM- eosina azul de

metileno; BE- bile esculina; M- manitol; AS- agar sangue; RAP- caldo Rappaport.;
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ANEXO A: Zone Diameter interpretive standards and equivalent Minimal Inhibitory Concentration Breakpoints (MIC) for

Enterobacteriaceae

Table 2A-1. [Continued)

Zone Diameter

Interpretive Criteria MIC Interpretive Criteria
Test/Report Antimicrobial Disk [nearest whole mm} {prgimL )
Group Apgent Content S ; SDD ; | : R 5 ; SDD ; 1 A R Comments
PEHICILLINS
A AmpicEin 10 »g 217 ¢ — | 1198 =13 8 @ - | 18 T 232 {4} Results of ampicilin testing can be
i i H H H H used to predict results for amomcillin
: ' X : : . See comment (2]
[] Piperacillin 100 g z21 . — 1820 & =17 <18 + - . B4 [ 12
232 {2} For iesting and reporting of E coll

[+] Meclinam 10 g 215 — | 1284 [ =H SRy = 18
f i i | unnary ract isolates only.

BLACTAMIBLACTAMASE INHIBITOR COMBINATIONS

B Amowcilin-clawdanate | 20f10pg | 218 | — | 1417 § =12 | <B4 | — | 16@ | 23216 -
B Ampiciin-sulactam W0pg | 215 | — | 1214 <T1 | =B ¢ — | 8B 23216 =
B Cefiolozane- ks e = 17 O T

tazobactam : : : i : ;
B Piperaciintazobactam | 100/10pg | 221 | — | 1820 § =17 | =164 | — | 34 e/ [ =1284
o Ticarcilin-clavslanate | 7510pg | 220 | — | 15-10 ! =14 | =18@ ! — | 335412 1 21282

[ CEPHEMS [PARENTERAL] (Including cephalosporins 1. 11, III and IV. Please refer to Glossary L)

{6 WARMNING: For Salmoneifa spp. and Shigels spp., first- and second-generation cephalospornins and cephamycis may appear actwe in wiro, but are not efectwe clinically and
should not be reported as susceptible.

{7} Following evaluation of PE-PD properties, kmited clinical data, and MIC distibutions, revised interpretive criteria for cephalosporins {cefazolin, cefolzame, ceflazidime, ceftzoxime,
and cefiraxone) and azbrecnam were first published m January 2010 ﬂdim—&?ﬂ}and are fsted m this table. Cafuroxime (parenteral} was also evaluated; however, no change m
n'meuprehve criteria was necessary for the dosage indicated below. When using the cument interpretive criteria, routine ESBL testing is no longer necessary before reporting resufts (is,
it is no longer necessary to edit results for cephalosponns, azireonam, or penicillins from susceptibie o resistant). Howewer, ESBL testing may si#l be usaful for epidemaciogical or
infection control purposes. For laboratories that have not implemented the current interpretive criteria, ESBL testing should be performed as described in Table 34,

Mote that interprebve criteria for drugs with limited availab#ty in many countries {eg. moxalactam, cefonicid, cefamandole, and cefoperazone) were not evaluated. if considenng use of
these drugs for E. poli. Kiebsieila, or Profens spp.. ESBL testing showdd be performed (see Table 341 If isolates test ESBL positwe. the results for moxalactam, cefonicid. cefamandols,
and cefoperazone shouid be reported as resistant

{8) Emtercbacter, Cirobacter, and Sermafia may dewelop resistance dunng profonged therapy with thind-generation cephafosponns as a result of derepression of AmpC E-lactamase.
Therefore, rsuiames that are mmaliy suscept bie may become resistant within 3 o 4 days after ||1rhamun of ferapy. Tesllng of repeat isolates may be wamanied.

A Cefazolin 30 pg 23! = ! 2IZI—22 =18 [ 4 =28 (8] Interprefive criteria when cefazolin

i i H is used for therapy of infections other

than uncomplicated UTks due to E. coli,
K. pneusmonize, and P. mirabilis.
Interpretive  criteria are based on a
dosage regimen of 2 g every 8 h.
See comment (7).
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Table 2A-1. (Continued)

TestReport

Antimicrobial
Agent

Disk
Content

Zone Diameter
Interpretive Criteria
[mearest whole mmj

MIC Interpretive Criteria

= 50D 1

R

5

Comments

Group
CEPHEMS [PARENTERAL) (Including

u

Cefazolin

i H H : SDD :
halosporins I, I I, and IV. Please refer to Glossary 1) (Continued)
- ¢ - &4 -

I0ug

213

£16

{10} Interpretive criteria when cefazolin
is used for therapy of uncomplicated
UTls due te E. coli, K. pneumoniae, and
P. mirabiiis. Interpretive criteria are
based on a dosage regimen of 1 g
every 12 h.

See additional information below under
CEPHEMS {ORAL).

Ceftaroline

30 pg

20-22

<19

=05

{11} Interpretive criteria are based on a
dosage regimen of 600 mg every 12 h.

Cefepime

30 pg

18-24 1

<18

]

i3

(12) The interpretive coterion for
susceptible is based on a dosage regimen
of 1 g ewery 12 h. The interpretive
criterion for SDD is based on dosing
regimens that result in higher cefepime
exposure, either higher doses or maore
frequent doses or both, up to approved
maximum dosing regimens. See Appendix
E for more information about interpretive
criteria and dosing regimens. Also see the
definition of SDD in the Instructions for
U=se of Tables section.

Cefotaame or
ceftriaxone

30 pg
30 pg

23-25
20-22

522
=18

P bt

z4
24

{13} Interpretive criteria are based on a
dosage regimen of 1 g every 24 b for
cefiiaxone and 1 g every & h for
cefotaxime.

See comment (7).

Cefotetan

30 ug

1315 &

£12

a2

Cefoxitin

30 pg

- 18T

14

16

{14} Interpretive criteria are based on a

dosage regimen of at least & g per day
{eq, 2 g every & h).

Cefuroxime
(parenteral)

30 ug

1517 ¢

14

{13} Interpretive criteria are based on a
dosage regimen of 1.5 g every & h.
See comment (7).
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Table 2A-1. (Continued)

TestReport Antimicrobial
Griou Agent

Disk

Content

Zone Diameter
Interpretive Criteria
[nearest whole mimj

MIC Interpretive Criteria
{pgimL]

500 . 1 : R

5

* 5D : |

Comments

CEPHEMS [PARENTERAL) [Including

halosponns I, 11, and IV. Please refer 1o Glossary 1] [Lontinued]

u Cefazolin

30pg

- - s

£16

(10} Interpretive criteria when cefazolin
is used for therapy of uncomplicated
UTls due to E. coli, K. preumoniae, and
P. mirabilis. Interpretive criteria are
based on a dosage regimen of 1 g
every 12 ho

See additional information below under
CEPHEMS (ORALL

c Ceftaroline

30 pg

— | 2027 | =i@

0.5

(11} Interpretive criteria are based on a
dosage regimen of 600 mg every 12 he

B Cefepime

30 pg

192 - | =18

52

P Ep—

{12} The interpretive corteron  for
susceptible is based on a dosage regimen
of 1 g every 12 h. The interpretive
criterion for SDD is based on dosing
regmens that result in higher cefepime
exposure, ether higher doses or more
frequent doses or both, up o approved
maximum dosing regmens. See Appendix
E for more information about interpretive
criteria and dosing regimens. Also see the
definition of S0D in the Instructons for
Use of Tables section.

B Cefotaome or
B ceftriaxone

30 pg
30 pg

23-25
022

]
=14

=1

(13} Interpretive criteria are based on a
dosage regimen of 1 g every 24 h for
cefiiaone and 1 g ewvery B h for
cefotaxime.

See comment 7).

B Cefotetan

30 pg

- 11315 ¢ =12

=18

B Cefoxitin

30 pg

- VABAT L =44

58

{14} Interpretive criteria are based on a

dosage regimen of at least 8 g per day
(en. 2 g every 6 h).

B Cefurcxime
[parenteral)

30 pg

- |57 | 114

1]

(13} Interpretive criteria are based on a

dosage regimen of 1.5 g every 8 h.
See comment (7).




lable 2A-1. [Contnued)

by disk diffusion because false-susceplible
resufts have been reported.

Zone Diameter
Interpretive Criteria MIC Interpretive Criteria
TestReport Antimicrobial Disk {nearest whaole mm) {pgimL}
Group Apgent Content 5 :sSDD : 1 I R 5 isSDbi 1 | R Comments
CEPHEMS (FPARENTERAL] {Including cephalosponns I, I, [, and V. Please refer to G ¢ L} {Continued)
[+ Ceftazidime 30 ug 221 - — « 1M : 47 =4 : — : B . =18 | [16) Interpretive criteria are based on a dosage
H H : H : . regimen of 1 gevery S h,
: : : : : : See comment {7).
o] Cefamandole 30 ug 18 ¢ - 1517 1 14 =8 = - 1 18 =232 | Seecomment (7).
[s] Cefmetazole 30 g 218 : - : 1315 <42 18 - - ; 32 ; =84 | [17) Insufficient new data exst fo reevaluate
H H H | i interpretive critena isted hare.

[+] Coafonicad 30 ug 218 « — = 51T 1 214 =B *« — 1+ 16 ' 232 | See comment {7).

0 Cefoperazone 75 ug Xl ¥ — ¢ 18- 1 Z15 s16 §F — 7 32 | 264 | See commeni (T}

o Ceflizmome 30 ug 225 ¢ — M . I =1 = — 2 1 z4 | [18) Interpretive criteria are based on a dosage

: H : : : : regimen of 1 g every 12 h.
E 3 H d : ; See comment (7).
[] Moxalactam 30 ug 2l f — v 152 1 214 =B ¢ — 1 16-32 =64 | See comment (7).
CEPHEMS {ORAL)

B Cefurnxime 30 ug =13 1522 14 [ =4 t B-18 ! =32 | See comment {10).

u Cefazolin 30 pg x5 1 - 1 - £14 <18 & - 1 - 1 232 (19) interprefive criteria are for cefazolin
{surmogate test for oral H H H ! i when cefazolin results are used to predict
cephalosporins and H H H 1 i results for the oral agents cefacior, cefdinir,
uncomplicated L) H H : H ! cefpodexime, cefprozil, cefuroxime, cephalexin,

L 5 I | ] and loracarbef when used for therapy of
H H H ; : uncomplicated UTls due o E cofi K
i i . ! ! pneumonize, and P. mirabilis.
H : : ; | Cefdinir, cefpodoxime. and cefuroxime may be
: . . ' ! tested individually because some isofates may
: : : ; | be susceptible to fese agents while testing
H ' ' i i resistant to cefarolin

o Loracarbef 30 wg 18 & - & 1597 1 f14 =8 = - 1 18 . 232 | (20) Do not test Girobacler, Providencia, or
H H : H : : Enterobacter spp. with cefdinir or loracarbef by
H H } H i H disk diffusion because false-susceptible results
: : H : ; : have been reported.
H H H [ . See comment (18}

[] Cefaclor 30 ug =iB ¥ — 1 15147 B 1 — | 16 | 232 | See comment{10).

L] Cefdinir & g e e | i1 7 - 7 2 . 24 | See comments (18} and (20}

[+] Cefiome 5 pg 18 = - = 1818 2 = = 2 v zd4 | [21) Do not test Morganefis spp. with cefame,

H H i I | cefpodoxime, or cefetamet by disk diffusion.
2] Cefpodoxime 10 ug 2217 — 7 1A 2 T — 1 4 7 >p | Seecommenis(18)and (21}
[+] Cefprozd 30 ug 18§+ - 1 1517 28 + - 1 18 | z32 | {22) Do not test Providencis spp. with cefproz

See comment (18]

il
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Table 2A-1. (Continued)

Zone Diameter
Interpretive Criteria MIC Interpretive Criteria
TestiReport Antimicrobial Disk (nearest whole mm) {pg'ml})
Group Agent Content 5 . S5DD . | T R § .5ND, 1 | R Comments
CEPHEMS {ORAL) iContinued)
I Cafatamat [ 10 ug 218 ; - 1 1517 s [ 24 T — 7 B U 216 [ See comment(21).
I Ceftibuten 30 ug My - 1 18-H | AT “8 1 - 1+ 18 | 232 [ {23) For testing and reporting of urine isclates
i 1 i i 1 } } anly.
MONOBACTAMS
[¥ Aztreonam i 30 pg 221 1 - ¢ 18=m ¢ =17 4 = - 1+ B 216 | [24) Inferpretive criteria are based on a dosage
i : : : : : : regimen of 1 g every 8 h.
i i ! ! i ; ; See comment (T}
CARBAFENEMS

123} Following evafuation of PK-PD propertes. fmited clinical data, and MIC disir butions that inciede recently described carbapenemass-producing strains, revised interprefive critenia
for carbapenems were first pubfished in June 2010 {M103-520-U) and are listed below. Because of limited treatment options for infections caused by organisms with carbapenem
MICs or zone diameters m the intermediate range, clinicians may wish to design carbapenem dosage regimens Mhat use maximum recommended doses and possibly prolonoed
miravenous infusion regimens, 35 has been reported in the literature.'* Consultabon with an infectious diseases practitioner is recommended for isolates for which the carbapenem
MICs or zone diameter results from disk diffusion testing are in the intermediate or resistant ranges.

Laboratones using Enferobacleriseeas MIC nterpretive cnteria for carbapenems described in M100-520 (January 2010) should perform the MHT, the Carba NP test, andior a
molecular assay when isolates of Enferobacferiaceae are suspicious for carbapenemase producton based on imipenem or meropenem MICs of 2—4 pg'ml or enapenem MIC of 2
paimL {refer to Tables 3B and 3C). After implementation of the cumrent interpretive criteria, the MHT does not need 1o be performed other than for epidemiological or mfecton control
purposes (refer to Table 3B).

The following information is orowided as background on carbapenemases in Enfersbacrenaceas that are lamely responsible for MICs and zone diameters n the mtermediate and
resistant ranges, and thus the rationale for setting revised carbapenem breakpoints:

- The clinical effectiveness of carbapenem treatment of infecbons produced by isolates for which the carbapenem MIC or disk difusion test resulfts are within the intermediate range
is uncertzin due fo kack of controlled clinical studies.

=  Imipenem MICs for Proteus spp., Prowidencia spp., and Morganells morgani tend to be higher {eg, MICs in the intermediate or resistant range) than meropenem or dorpenem
MICs. These isolates may have elevated smipenem MICs by mechanisms other than production of carbapenemases.

B Doripenem 10 pg 223 7 - 1 20-x2 ; =18 M - v 2 1 z4 | (26) Inferpretive criteria are based on a dosage
: i i H i i regimen of 500 mg every 8 h

B Ertapenem 10 pg 222 ¢ - 1821 : =98 | Zps: - ¢ 11 22 | {27} Interpretive criteria are based on a dosage
: ] | : ! ! regimen of 1 g every 24 h

B Imipenem 10 pg 223+ - @ 222 O =18 1 r - v 2 ¢ =4 | (28) Interpretive criteria are based on a dosage
H . . H : : regimen of 500 mg every & hor 1 gevery B h.

B Meropenem 10 pg 273 ; - ; M- ; =18 | 21 ;7 - I ;| z4 [ [29) Interpretive criteria are based on a dosage
H i i : i i regimen of 1 g every 8 h.

1 =TI MPAL 350 J0d
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Table 2A-1. (Continued)

Zone Diameter
Interpretive Criteria MIC Interpretive Criteria
TestReport Antimicrobial Disk [nearest whole mm) [pgimL)
Group Agent Content 5 | SDD : 1 Hl: 5 SspD ¢ I R Comments

AMINOGLYCOSIDES
[30) WARNING: For Salmonells spp. and Shigels spp., anlna#fc:rsdes magrq}pear active in vifro but are not eﬁectnle dnu:,a]lyrxud should not be reported as susceptible.

A Gentamicin 10 ug z15 1314 =12 4 ¢ - ¢ B izi8

A Tobramycin 10 pg 2165 + - : 13-14 & =12 4 0 - : 8 1 zie

B Amikacin 30 ug 17 T - ¢ 518§ =14 | = - & 32 i =84

0 Kanamycin 30 pg 21B ¢ - & 1417 =13 16 F - f 32 B4

[a] Net@micin 30 pg 216 ¢ - - 1314 : =12 8 : - : 16 =32

[a] Streptomycin 10 pg =16 + - ¢ 1214 s =11 - « - + =+ — [ 3)There are no MIC interpretive standards.
MACROLIDES

Inv. Azithromycin 15 ug z13 | - | - | =12 | <18 | - | - | =22 [ (32} Salmenelia Typhi only: Interpretive criteria

are based on MIC distribution data.

TETRACYCLINES

(33) Orpanisms that are susceptible to tefracycline are also considered susceptible to doxycycine and minocydine. Howewer, some organisms that are intermediate or resistant to

tetracycline may be susceptible to doxycycline, minceycline, or both.

c Tetracycline 30 g 2158 - 12-14 =11 4 - a =14

[8] Doucycyddine 30 ug =14 - 11-13 =10 4 - a =18

2] Minocycline 30 ug 216 - 13-15 £12 4 - [ =18

QUINOLONES AND FLUDOROQUINOLOMES for Enterobacreriaceae except Salmonelia spp. (Please refer to Glossarny |

3] Ciprofioxacin 5pg 221 - 16-20 =15 £1 - 2 =4

B Levofioxacin 5 up 217 14-1d =13 =2 - < =8

Q Cinoxacin 100 pg =18 - 1518 =14 =18 - 32 =084 | See comment (23).

Q Enoxacin 10 pg =18 - 1517 =14 =2 - 2 =8

[¥] Gatifloxacin ] =18 - 1517 <14 2 - E B

[8] Gemifloxacin 5pg 220 - 16-18 £16 | Z0.25 - 0.5 EX See comment (23).

Q Grepafloxacin 5 pg =18 - 1517 =14 =1 - 2 24

0 Lomefloxacin 10 pg 222 - 18-21 =18 £2 - 2 z8

[8] Ofimcacin 5 pg =16 - 13-15 £12 £2 - 2 z8

u Malidixic acid 30 pg =18 - § 1418 =13 =18 - — | 232 | [34) These interpretive criteria are for urnary
i H i tract isolates of Enferbacferscess except

Salmonella.
u Morfloxacin 10 pg 217 - 1318 £12 =4 - a =18
Iny. Fleroxacin 5pg zig } - & 16-18 =15 £2 - 4 8

ol
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Table 2A-1. [Continued)

Zone Diameter
Interpretive Criteria MIC Interpretive Criteria
TestReport Antimicrobial Disk (nearest whole mm) (pgdmlL}
Group Agent Congent 5 - 5DD ;. ] - R 5 ;. SO0 I R Comments
GUINOLONES AND FLUOROGLINOLONES for Salmonelia spp. (Please refer to Glossary 1)
[33) For testing and reporting of Salmonells sop. (including 5. Typhi and 5. Paratyphi A—C) Routine susceptbity testing is not indicated for nontyphoidal Salmonedls spp. isolated
from intestnal sources.
See comment [2).
B Ciprofloxacin Sug 231 ¢ - v 30 =20 | <006 ¢ - 7 01205 7 =21 [36} Stains of Salmoneils spp. that test
B Levoflmeacin - - = - ' - =012 : - | D231 g2 nonsuscepbible to ciprofloxacin,
] Ofioxacin - - & = - . 012 + - | D251 I 22 levofloxacin, ofioxacn, pefloxacin, or
| i | | nalidixic acid may be associated with
I | I | | I clinical failure or delayed response in
: 1 H 1 1 1 fluroquinolone-treated  pabents  with
; ! i E E E saimonefiosis.
o Nalidixic acid 30 pg =19 & - | 1418 <13 e - - LY See comments (36) and [37).
k. Pefloxacn Sug =28 1 - - ;=23 - o= - - (37T) F a ciprofloxacin, levofloxacn, or
{surmogate test for X : X ! : } oficacin MIC test cannot be done,
ciprofloxacing : ; : ; ; : pefioxacin disk diffusion may be used as a
. d z ! d : sumogate test Because pefloxacin is not
H [ H ! ! [ avaiable in fthe United States, a
: E ; i : : cipofloxacin disk  alone  or  both
i T T 1 T ! ciprofloxacan and nalidioc acd disks could
P E b | o be tested,
i i H i i i (38) Mo single test detects resistance
: ' ; ' ' ' resulting from all poss bie fluoroquinclone
H i H H ! ! resstance mechanisms that have been
: 1 : 1 1 1 ideniified in Saimoneiia spp.
FOLATE PATHWAY INHIBITORS
B Trimethoprm- 1250 216 1 - 1 115 =10 23R 1 - | - i 2478 | See comment (2).
sulfamethoxazole 23.75 ug H i H i i i
u SuFonamides 250 or =T 7 - 7 1216 5 =12 =58 1 — - 1 Z51Z [ (39) Sulfisoaazole can be used to
300 pg H ! . i ! 1 represent any of the cumently avadable
: i : | i i sulfenamide preparations.
u Trimethopnm Sug 216+ — ¢ 1115 510 8 @ - - 218

AL VAL 35 D0
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Table 2A-1. (Continued)

Zone Diameter
Interpretive Criteria MIC Interpretive Criteria
TestiReport Antimicrobial Disk [nearest whole mmj) (pgimL)
Group Agent Content 50D 1 1 s50D - 1 Comments
PHENICOLS
[ Chloramphenicol | 30 pg I T f - 16 [ {40) Mot routinely reported on isolates
: : H : : : from the urinany tract.
FOSFOMYCINS
1] Fosfomycin 200 pg io—- o 115 io—- 1 1| {41) For testing and reporting of E. coll
: : H : : : urinary tract isolates only.
: : H : : : {42) The 200-wg fosformycin disk contains
H H : H H H 50 pg of glucose-G-phosphate.
; ; H ; ; ; {43) The only approved MIC method for
H H H H H H testing is agar dilution using agar media
H H H H H H supplemented with 25 pg/ml of glucose-
; ; i ; ; ; 8-phosphate. Broth dilution MIC testing
H H H H H H should mot be perfomed.
HITROFURANS
U Mitrofurantoin [ aoopg [ =217 ; - ; 1518 ; i — B
Abbreviations: ATCC®, American Type Culture Collection; CAMHE, cation-adjusted Mueller-Hinton broth; ESBL, extended-spectum p-lactamase; |, intermediate: MHA, Mueller-Hinton

agar; MHT, modified Hodge test; MIC, minimal inhibitory concentration; PK-PD, pharmacokinetic-pharmacodynamic; QC. quality control; R, resistant; 5, susceptible; SDD, suscepiible-

dose dependent; UTI, urinary tract infection.




