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Staphylococcus aureus NA CADEIA PRODUTIVA DE SUINOS E PERFIL DE
RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

RESUMO: S. aureus é responsabilizado por diversos problemas clinicos
em suinocultura e em humanos. Estudos epidemiologicos comprovam o potencial
deste microrganismo em adquirir resisténcia a antibioticos. Atualmente estirpes
resistentes a meticilina (MRSA), responsabilizados por casos de infecgdes
nosocomiais, sdo as mais estudadas uma vez que o MRSA encontra-se
disseminado em ambientes extra-hospitalares e frenquentemente tem sido isolado
de varios animais domésticos inclusive suinos. O objetivo desde trabalho foi
determinar a presenga de S. aureus em granjas de suinos, identificar a ocorréncia
dos genes mecA, icaA e icaD e o perfil de resisténcia a antimicrobianos. Ao todo
foram colhidas 458 amostras de cinco granjas e dois frigorificos. As amostras
foram semeadas em agar Braid - Parker e agar sangue seguido de provas
bioquimicas. As amostras sugestivas, foram submetidas a PCR para confirmacgéao
de espécie, deteccdo do gene coa, mecA para avaliar a resisténcia a meticilina
alem dos genes de viruléncia icaA e icaD que expressam capacidade para
formacgao de biofiimes. Na sequéncia, realizou-se o antibiograma para a avaliagao
de 11 antimicrobianos. Ao todo foram identificados 81 (79%) S. aureus isolados
de todas as granjas e frigorificos incluindo, trés amostras isoladas de funcionarios
das granjas. Nenhuma amostra foi positiva para o gene mecA. Em relagdo aos
genes icaA e icaD, observou predominio do gene icaD e que 41% das amostras
foram positivas para os dois genes. O antibiograma demonstrou grande
resisténcia as penicilinas e tetraciclinas, além de grande quantidade de S aureus

multirresistentes.

Palavras — Chaves: Staphylococcus aureus, MRSA, Suinos, Biofilme
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Staphylococcus aureus IN PIG PRODUCTION CHAIN AND ANTIMICROBIAL
RESISTANCE PROFILES

ABSTRAC: Staphylococcus aureus are involved in a wide range of clinical
problems to swine industry as son in humans. Epidemiological researchs prove his
potential to acquire resistantence to antibiotics. Nowadays, methicillin-resistant S.
aureus (MRSA) are responsabilized for nosocomial infections and many studies
are done because MRSA are spread to extra hospitalar enrivonment and
frequentely isolated from domestic animals including pigs. The aim of this study
was to determine the presence o S. aureus at swine farms and identify the mecA,
icaA and icaD genes and the resistant proflife to antibiotics. Overal, 458 swabs
were taked from five pigeris and two slautherhouses. All the samples were placed
on Braid — Parker and blood agar follow by biochemical analyses. The suspect
colonies were submitted to PCR to confirm the S. aureus species, by the detection
of the coa gene, mecA to avaible meticillin-resistant as son to the virulence gens
icaA and icaD that can determine slime production. Antibiogram were done to
evaluate the response to 11 antibiotics. All pigeris and slautherhouse were positive
and 81 (79%) samples were S. aureus positive including three isolates from pigs
employeers. The mecA gene was not detected. The icaD gene was most frequent
and 41% were positive to both genes. The antibiogram show a lot of samples

penicillin and tetraciclin resistant. Most of the samples were multirestant.

Keywords: Staphylococcus aureus, MRSA, swine, slime



I. INTRODUCAO

Microrganismos multirresistentes a antibioticos sdo conhecidos desde a
década de 60 e atualmente representam grande problema a saude publica. Dentre
estes, o S. aureus vem se destacando pelo aumento de sua frequéncia como
causa de infecgdes nosocomiais (TIEMERSMA et al.,, 2004) representando
crescente problematica em unidades de saude e em comunidades do mundo
inteiro. Estirpes de S. aureus cada vez mais resistentes aos diversos
antimicrobianos disponiveis tém estimulado a comunidade cientifica a buscar
novas terapias que possam combater a infecgao por este agente. Neste processo,
a variante S. aureus resistente a meticilina (MRSAs) ganha destaque ja que
apresenta resisténcia aos principais antibidticos utilizados em medicina humana e
veterinaria.

Inicialmente, os MRSAs eram preocupacdo apenas em ambientes
hospitalares e foram relacionados a muitos casos de infeccbes nosocomiais.
Recentemente cientistas de varios paises notaram que o problema ultrapassa o
limite hospitalar, uma vez que os MRSAs passaram a constituir problema também

em ambientes externos, o que é conhecido como CA-MRSA (Community-
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Associated Methicillin-Resistant S. aureus) sendo isolados com frequéncia de
individuos saudaveis, com especial incidéncia na populagdo de homossexuais.
Considerando que MRSA ja foi isolado de outras espécies incluindo os
suinos e que a importancia destas na transmissao e disseminagdo do agente
ainda ndo esta muito bem elucidada além da crescente preocupacao
epidemiologica da disseminagao extra-hospitalar destes microrganismos, muitos
estudos estdo sendo realizados em diversos paises para se esclarecer

completamente a sequéncia dos fatos e como tudo ocorre.



Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Staphylococcus spp

Staphylococcus, segundo a literatura latina internacional, ou simplesmente
estafilococos em portugués (WIKIPEDIA, 2011) sdo microrganismos em forma de
cocos com didmetro variando de 0,5 a 1,5 ym (HERMANS et al.,, 2010)
pertencentes ao grupo de bactérias classificadas como Gram positivas, imoveis e
que fermentam glicose com producdo de acido (BIBERSTEIN & HIRSH, 1999).
Geralmente ocorrem em arranjos individuais, aos pares, tétrades, cadeias curtas
de trés a quatro células ou em forma de grupamento irregular semelhante a cacho
de uva (HERMANS et al., 2010).

Colbnias de Staphylococcus apresentam coloracado variando de branca, a
amarelo alaranjado pela presenga de pigmentos carotendides (BIBERSTEIN &
HIRSH, 1999; GOMES, 2011). Com exce¢ao dos S. aureus subsp. anarobius e S.
saccharolyticus, sao catalase positivos e anaerdbios facultativos (HERMANS et
al., 2010).

Segundo EUZEBI (2011) o género é composto por 45 espécies e 24

subespécies que, conforme sua habilidade em produzir a enzima coagulase é
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dividido em dois grupos — Staphylococcus coagulase positivos e Staphylococcus
coagulase negativos (GOMES, 2011) que podem causar doengas em animais e
humanos.

Staphylococcus spp. estdo presentes em varias superficies e nos mais
diversificados ambientes desde a agua até o p6. Sdo também considerados
simbiontes uma vez que compdem a microbiota da pele, do trato respiratorio de
diversas espécies animais (BIBERSTEIN & HIRSH, 1999; BAKER et al., 2008) e
transitoriamente no trato gastrintestinal (BIBERSTEIN & HIRSH, 1999).

Algumas espécies sao patdgenos oportunistas que podem causar infecgdes
cutaneas, infeccoes oportunistas e até mesmo septicemias fatais (MURRAY et al.,
1998), causadas pelo parasitismo do agente em infecgbes piogénicas superficiais,
profundas ou por decorréncia de intoxicacbes, apdés a ingestdo de toxinas

imunologicamente distintas.

2.2 Aspectos epidemiolégicos

Um dos aspectos importantes a ser levado em consideragdo na
epidemiologia do S. aureus é sua frequente resisténcia a antibiéticos. Em 1928
Alexander Fleming, anunciou a descoberta de uma substancia produzida pelo
fungo Penicillium notatum que apresentava efeito inibitério sobre algumas
bactérias. A industria farmacéutica recebeu, a partir de entdo, grandes
investimentos e promoveu a expansao da pesquisa de novos antibidticos. Até o
final da década de 1960, muitos antibidticos foram introduzidos no mercado. No
entanto, quase tao rapido quanto as descobertas, verificou-se o aparecimento de
estirpes bacterianas resistentes aos antibiéticos, principalmente devido ao seu uso
indiscriminado e inadequado (MANRIQUE & GALVAO, 1997) na medicina humana

e veterinaria.
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Atualmente, a maior preocupagao envolve estirpes resistentes a penicilina,
a meticilina e a outros B-lactdmicos. S. aureus resistentes a meticilina e
conhecidos pela sigla MRSA, sdo microrganismos emergentes e mundialmente
disseminados, responsaveis por inumeras infecgcdes nosocomiais (MANGENEY et
al., 2002; CADDICK et al., 2006).

Alguns trabalhos descrevem a presenca de MRSA em cées, gatos, cavalos
(BUSSCHER et al., 2006; WEESE et al., 2006a; WEESE et al., 2006b), vacas com
mastite (JUHASZ-KASZANYITZKY et al., 2007), suinos (SERGIO et al., 2007) e
animais silvestres (WALTHER et al., 2008). MRSA foi isolado de pacientes que
tiveram contato com suinos (VOSS et al.,, 2005) e de pessoas que moravam
proximas a granjas (ARMAND-LEFEVRE et al., 2005; HUIJSDENS et al., 2006),
demonstrando semelhangas genotipicas. BAGCIGIL et al. (2007) relataram que,
S. aureus presente na mucosa nasal pode ser transmitido entre animais e
humanos.

No Canada, 45% das granjas avaliadas foram positivas para MRSA
(KHANNA et al.,, 2008) e na Holanda, NEELING et al. (2007) encontraram
prevaléncia de 39%, em amostragem composta por 540 suinos sadios abatidos
em frigorificos distintos. Ainda na Holanda, van DUIJKEREN et al. (2008)
demonstraram que a transmissdo do agente entre granjas de suinos € possivel,
devido a comercializacdo de animais entre granjas produtoras de leitdes (UPLs) e
granjas de terminagdo, com prevaléncia de 23%. Estes mesmos autores
descreveram, ainda, a disseminacdo de MRSA dentro da propria granja, no
ambiente contaminado, onde, nao ocorre vazio sanitario entre lotes. A
transmissao e principalmente a disseminagédo aérogena € possivel uma vez que S.
aureus foi isolado de particulas de aerossois em granjas de suinos (CHAPIN et
al., 2005).

Desde a década de 80, o MRSA ¢é considerado como um microrganismo
emergente, responsavel por muitos casos de infeccbes hospitalares. O grande
problema esta relacionado a resisténcia aos principais antibidticos, como os [3-

lactdmicos, aminoglicosideos e macrolideos que sao frequentemente utilizados em
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hospitais e em animais de produgdo (SEGUIN et al., 1999) e eleitos para o
tratamento da estafilococose. Recentemente, a resisténcia para macrolideos foi
descrita em suinos por BAGCIGIL et al. (2007).

Atualmente, S. aureus resistente a meticiina (MRSA) é um dos
microrganismos mais estudados visto a sua importancia em saude publica e
distribuicdo mundial. MRSA ja foi identificado inclusive em um hospital de Porto
Alegre no Brasil (MACHADO et al., 2007).

A transmissdo de S. aureus entre humanos ocorre comumentemente por
contato direto, principalmente meio das méos, ou indireto (SANTOS & DARINI,
2002) e talvez os humanos sejam a principal fonte de infecgdo para os animais.
LEE et al. (2003) sugerem que o MRSA pode ser transmitido de animais para
humanos. No entanto, o mecanismo exato de como a transmissao ocorre ainda
carece de alguns estudos, uma vez que nao esta totalmente elucidado.

Levando em consideracdo que o isolamento de S. aureus resistentes a
varios antibiéticos a partir de suabes nasais e faringeos foi significativamente
maior em fazendeiros produtores de suinos do que os nao produtores (AUBRY -
DAMON et al., 2004) e que o MRSA ja foi detectado em instalacées de suinos
(GIBBS et al., 2004), devemos considerar a importancia da espécie como provavel
fonte de infeccdo para humanos.

O mecanismo de resisténcia a antibiéticos B-lactamicos, desenvolvido pelo
MRSA, esta relacionado ao gene mecA produtor de uma proteina de ligagado a
penicilina - a PBP2a ou PBP2’, desenvolvendo enzima que inativa a penicilina e a
B-lactamase. Este gene é carreado em um elemento genético especifico mével
estafilococico (Staphylococcal Casette Chromossome, SSCmec)
(GEORGOPAPADAKOU, 1993; MERLINO et al., 2002) que sé&o classificados em
cinco tipos, de | a V, conforme a caracteristica do gene. O conhecimento destes
SSCmecs € muito importante para a compreensao da epidemiologia molecular do
MRSA (MOMBACH et al., 2007).

Outro aspecto relevante na epidemiologia de S. aureus é a capacidade de

se aderir as superficies soélidas produzindo biofilmes compostos por multicamadas
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de células embebidas em uma matriz de exopolissacarideos (CUCARELLA et al.,
2001; FLACH et al., 2005). Esta organizagdo € extremamente vantajosa a todas
espécies de microrganismos, pois fornece protecdo contra adversidades como
desidratacdo, colonizagdo por bacteri6fagos e resisténcia a antimicrobianos
(GILBERT et al., 2003).

As células persistentes s&do consideradas como responsaveis pela
sobrevivéncia da populacao bacteriana e a fisiologia adaptativa que elas passam
demonstra ser a chave para a extraordinaria sobrevivéncia dentro dos biofilmes
(LEWIS, 2001). Estudos in vitro tém demonstrado que a bactéria dentro do
biofilme se torna de 10 a 1000 vezes mais resistente aos efeitos antimicrobianos,
quando comparadas com bactérias livres (AMORENA et al., 1999).

A capacidade das bactérias se aderirem as superficies se da por meio de
um antigeno capsular chamado de polissacarideo adesina (PS/A). A formacéo de
multicamadas de células no biofilme esta associada com a producdo do
polissacarideo intercelular adesina (PIA). Tanto a PIA, como a PS/A, sao
estruturas similares com um carbono comum de [B-1-6 poliglicosamina, mas
diferem em substituicdo primaria no grupamento amina (VASUDEVAN et al.,
2003).

O ica lécus consiste nos genes icaABC e D que codificam proteinas
mediante sintese de PIA e PS/A em espécies de Staphylococcus (McKENNEY et
al., 1998; CRAMTON et al., 1999). Os genes icaA e icaD, séo relatados como os
principais na formagao de biofiimes em S. aureus e S. epidermidis. O gene icaA
codifica N-acetilglicosamina transferase, que € a enzima envolvida na sintese de
N-acetilglicosamina oligdmeros da UDP-N-acetilglicosamina (ARCIOLA et al.,
2001). O gene icaD tem sido relatado como fundamental na maxima expresséo da
N-acetilglicosamina transferase, que conduz a expressao fenotipica do
polissacarideo capsular (GERKE et al., 1998).

Bactérias contendo o ica lécus, foram encontradas em variedades de S.
aureus isolados de infecgbes nosocomiais (CRAMTON et al., 1999) e em
diferentes pontos na linha de abate de suinos (NITZSCHE et al., 2007). MOTTIN
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et al. (2007) encontraram Staphylococcus coagulase positiva em apresuntado a
niveis acima do permitido pela legislagdo em trés estabelecimentos que
comercializavam alimentos em Porto Alegre, no entanto n&o avaliaram as

caracteristicas genotipicas dos isolados.

2.3 Staphylococcus na clinica de suinos

A ubiquidade dos microrganismos do género Staphylococcus spp. os faz
presentes em todas as granjas e em animais de todas as idades. As principais
espécies isoladas de suinos sao S. aureus, S. hyicus, S. epidermidis e S.
sprophyticus (TAYLOR, 1999).

Provavelmente, suinos infectados sao as maiores fontes de infec¢des para
outros suinos (TAYLOR, 1999). Entretanto, a distribuicdo de espécies do género é
bem diversificada, uma vez que S. aureus ja foi isolado de fezes, alimentos, agua,
piso e paredes de baias, aerossoéis, articulagcbes, pele, cavidade oronasal,
traquéia, prepucio, vagina, intestino (TAYLOR, 1999; LEE, 2003) e lavados
alveolares (GANTER et al., 1990). Staphylococcus epidermidis foram isolados da
glandula mamaria de porcas com mastite (BERTSCHINGER, 1999).

S aureus, S. pseudointerdius e S. hyicus sao frequentemente isolados das
criptas tonsilares de suinos higidos (BAELE et al., 2001; O’ SULLIVAN et al.,
2011). A transmisséo vertical de S. hyicus via canal vaginal no momento do parto
foi demonstrada por WEGENER & SKOV-JENSEN (1992).

A epidermite exudativa provocada pelo S. hyicus principalmente na fase de
maternidade e inicio da fase de creche logo ap6s o desmame (JACKSON &
COCKCROFT, 2007; SCOOQOT, 2007) é provavelmente a doenga mais conhecida

na suinocultura industrial.
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No entanto, outras espécies do género podem acometer suinos de varias
idades e causar doengas severas com variadas manifestagdes clinicas associadas
a inumeros fatores de viruléncia como a producdo de toxinas extracelulares e
enzimas (FOSTER, 1991). Na literatura, ha descrito uma grande variedade de
problemas e manifestagbes clinicas em suinos acometidos por Staphylococcus.
Doengas no aparelho locomotor, infecgdes no trato gastrintestinal, infecgdes no
trato urinario, cardiorrespiratorio, endocardite, pleurite, doengas da pele,
abscessos diversos, doengas reprodutivas, otites entre outras (SCOFIELD et al.,
1974; EVERITT et al.,, 1981; TAYLOR, 1989; CHRISTENSEN et al., 1999;
SOBESTIANSKY et al., 1999; DROLET & DEE, 1999; SCOTT, 2007; MENIN et
al., 2008) sao os mais comuns.

Além de todas estas manifestagdes clinicas, a morte subita observada em
suinos principalmente apos o reagrupamento ou transporte, frequentemente esta
associada a endocardite valvular de origem bacteriana incluindo Staphylococcus
spp (TAYLOR, 1989), cujo género e espécie variam conforme a regido, idade e
estado imunitario dos animais (KATSUMI et al., 1997). Estes mesmos autores
realizaram um estudo para determinar quais microrganismos poderiam ser
isolados de suinos acometidos por endocardite na linha de abate em frigorificos no
Japao. Para tanto, colheram um total de 495 amostras que apds exames
microbiolégicos revelaram grande prevaléncia de Streptococcus spp. (41,69%),
Erysipelothrix rhusiopathiae (12,7%), Actinomyces pyogenes (7,9%), Pasteurella
multocida (2,2%), S. aureus (2%) entre outros incluindo S. hyicus.

Outro aspecto que deve ser considerado sdo os problemas reprodutivos
manifestados em fémeas em decorréncia de infecgdes uterinas como metrite e
endometrite necrozante (EVERITT et al., 1981) com morte embrionaria
(SCOFIELD et al., 1974) e fetal, além do aborto, abscessos mamarios e mastite
(SOBESTIANSKY et al., 1999).

Como se pode ver, os Staphylococcus sao responsabilizados por diversas
doencas e problemas clinicos em suinos devendo, incontestavelmente, sua

possivel presenga sempre ser levada em consideragao na ocasido do diagnéstico
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diferencial das enfermidades que acometem os suinos ou de suas complicacoes,

inclusive no que diz respeito a prescricdo de medicamentos.

2.4 Staphylococcus na linha de abate de suinos

Durante o processo de abate, a contaminagdo da carne pode ocorrer em
diferentes pontos da linha, merecendo destaque as operag¢des de preparo e
industrializagao, principalmente quando realizadas em ambientes insalubres ou de
maneiras impréprias, bem como, o proprio estado de saude dos animais
(FERREIRA et al., 2011), considerando que, muitas vezes ha a entrada, na linha
de abate, de suinos que albergam microrganismos que, geralmente, ndo causam
sinais clinicos ou perdas evidentes de desempenho produtivo nos animais ou que
nao causam lesdes evidentes na linha de abate (CARDOSO et al., 2011).

Muitos destes microrganismos representam risco a saude devido ao seu
potencial em causar toxi-infecgdes. As bactérias sao frequentemente envolvidas
em doencgas transmitidas por alimentos e, por isso, constituem uma das maiores
preocupagdes em relacdo a inocuidade dos produtos de origem animal
(CARDOSO et al., 2011)

Estes microrganismos, considerados patogénicos podem ser isolados de
diversos locais, equipamentos e utensilios imprescindiveis ao processo de abate.
A avaliacdo em diferentes pontos e etapas do abate comprovou a presenca de
enterobactérias e Staphylococcus coagulase positivos inclusive na etapa de
escaldagem, chamuscamento e refrigeragao (SPESCHA et al., 2006) que segundo
VAN CLEEF et al. (2010) tendem a aumentar ao longo do dia e se disseminar a
outros pontos.

Outra importante fonte de infecgdo s&o os préprios animais. Analises

microbiolégicas realizadas em tonsila de suinos abatidos no Canada mostraram a
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importancia de membros do género uma vez que S. aureus, S. hyicus e S.
pseudointermedius foram isolados de tonsilas de carcagas de suinos
aparentemente higidos e também daquelas desviadas para o departamento de
inspecédo federal (O’'SULLIVAN et al., 2011). Staphylococcus foram também
isolados a partir de suabes nasais de suinos apos a insensibilizagdo, ao longo da
linha e também das carcagas avaliadas (TENHAGEN et al., 2009).

Estudo semelhante realizado na Alemanha comprou que o maior risco de
contaminagao de carcagas e a maior heterogenicidade dos isolados foi observado
apos a insensibilizagao dos suinos (BENEKE et al., 2011). Entretanto, a descrigao
das caracteristicas genotipicas das estirpes contaminantes em carcagas suinas é
escassa na literatura (NITZSCHE et al., 2007).

Nao menos importante, sdo os humanos que trabalham em contato com os
animais, seus produtos e subprodutos. Na Holanda, S. aureus foi isolado a partir
de funcionarios de trés grandes frigorificos de suinos na area de inspegéo
antemortem, o agente foi detectado em funcionarios responsaveis pela condugéao
dos animais, médicos veterinarios e seus auxiliares e em menor propor¢cao dos
funcionarios que atuavam nas areas consideradas limpas da linha, ou seja, apds a
evisceracado (VAN CLEEF et al., 2010). No Brasil, também existe a comprovagao
de S. aureus isolado em varios pontos da linha de abate em frigorifico de Minas
Gerais (LIMA et al., 2004) e no Estado de Sao Paulo (BAKER et al., 2008).

Aspecto é preocupante o numero de S. aureus resistentes a meticilina. O
agente esta disseminado e ja foi identificado em varios paises como Canada
(WEESE et al., 2011). Na Coreia foi identificado em 39 isolados de 161 amostras
de carne suina (LEE, 2003). Na Suina entre 2009 e 2010 houve um aumento
significativo do numero de isolados em frigorificos com predominio das linhagens,
ST398-t034 and ST49- 1208 (OVERESCH et al., 2011).

Conforme ja comprovado na producdo de carne, os préprios animais,
trabalhadores, ambiente, equipamentos e utensilios utilizados podem ser fonte de

contaminagao, demonstrando a importancia e o risco que a carne suina pode
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representar a saude publica quando processada sem os cuidados minimos

necessarios para garantir sua inocuidade.

2.5 Uso de Antimicrobianos em suinocultura

A producdo de suinos varia desde sistemas intensivos de produgdo com
densidades elevadas de animais até as criagcbes de subsisténcia, também
conhecidas como de fundo de quintal ou criatérios de suinos, onde, geralmente
existe de um a poucos animais por propriedade. Em ambos o0s casos,
principalmente na suinocultura industrial, ha uma incessante busca do homem por
tecnologias que viabilizem o aumento nos indices produtivos. Esta busca por
tecnologia culminou com mudangas marcantes para suinocultura. Os indices hoje
alcancados sao resultados de uma série de fatores relacionados ao melhoramento
genético, investimentos em nutricdo e sanidade.

Por outro lado, a intensificacdo dos métodos de producdo de suinos
aumentou significativamente a pressao de infeccado e o nivel de estresse para os
animais resultando consequentemente, no desencadeamento de problemas com
varias doencgas infecciosas e relacionadas as tecnologias introduzidas e que se
mantinham de forma inaparente (BARCELLOS et al., 2007).

Com isto, o uso de antimicrobianos em granjas de suinos tornou-se rotina e
seu uso passou de tratamento empirico direcionado a doengas especificas e foi
inserido como parte do manejo profilatico e também como promotor de
crescimento. Em sua grande maioria os tratamentos sido realizados para o
controle das doencgas gastrintestinais sem informagdes precisas a respeito do
agente etiologico (AARESTRUP et al., 2008). Este uso indiscriminado de

antibiéticos em medicina veterinaria (AARESTRUP et al., 2008) esta relacionado
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ao aumento de resisténcia (WHO, 2002) uma vez que, a prescricdo nao
terapéutica pode selecionar bactérias comensais e patogénicas a resisténcia a
antimicrobianos (CHAPIN et al., 2005).

O uso terapéutico é aquele que se direciona ao controle de infecgdes
bacterianas pré-existentes, de forma individual ou grupal, mas a terapia individual
em suinocultura muitas vezes € inviavel. Estrategicamente abrimos méao do
tratamento metafilatico logo quando do aparecimento de sinais e ou sintomas de
doenca em pelo menos um animal do grupo, esperando — se que os demais
venham a manifestar a doenca (PALERMO-NETO, 2011).

Para tratamento de um grupo de suinos é comum utilizar-se a
administracao oral, pela via digestiva, seja por meio da alimentagdo ou via agua
de consumo. Esta forma de tratamento traz alguns riscos, como, por exemplo, a
possibilidade da mistura ndo ser suficientemente homogénea. A ocorréncia de
incompatibilidade do antimicrobiano com componentes da racao, a insolubilidade e
instabilidade na agua e também o consumo reduzido em consequéncia de
inapeténcia ou alteracdo na palatabilidade (PALERMO — NETO, 2007).

Ainda em relag&o ao risco destas vias de fornecimento, o intestino € o maior
local de transferéncia de resisténcia antibidtica, tanto por causa do vasto niumero
de bactérias presentes quanto em razdo das oportunidades de disseminacao
destas em animais criados intensivamente (VAZ, 2009).

O uso prudente de antimicrobianos implica em balancear a susceptibilidade
do agente e a concentracdo do antimicrobiano nos tecidos afetados com os
eventuais afeitos adversos que ele possa produzir (PALERMO-NETO, 2007)
tornando-se fundamental o conhecimento do perfil farmacocinético do
antimicrobiano (BARCELLOS et al., 2007).

Seu uso inadequado pela nao observancia de uso prudente ou daquelas
contidas nas bulas recaem sobre — 0os animais tratados, o proprietario da granja,
meio ambiente, consumidor de produtos derivados dos animais tratados, do
municipio, do Estado da Federagcdo onde se encontra a granja e, até mesmo,
sobre a suinocultura nacional (PALERMO-NETO, 2007).
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A indicagdo para o uso de antimicrobianos especificos sera tanto mais
precisa quanto maior for o conhecimento sobre o agente etioldgico da doenga que
se pretende tratar ou prevenir. A escolha dos medicamentos nao é tarefa facil,
pois existe no mercado de produtos veterinarios a opgao de uma série ampla de
principios ativos e diversas marcas no mercado (BARCELLOS &
SOBESTIANSKY, 1998; BARCELLOS et al., 2007).
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lll. OBJETIVOS

Realizar estudo epidemiolégico longitudinal para avaliar a presenga do S.
aureus ao longo da cadeia produtiva de suinos, identificar a ocorréncia do gene de
resiténcia a meticilina (mecA), dos genes de viruléncia, formadores de biofilme

(icaA e icaD) e o perfil de resisténcia a antimicrobianos.



16

IV. MATERIAL E METODOS

4.1 Colheita das amostras

Todas as amostras foram coletas de acordo com os principios éticos na
experimentacdo animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
(COBEA) e aprovado pela Comiss&o de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA) em 07
de maio de 2008 sob o protocolo n° 008064 — 08.

O calculo do numero de amostras coletadas por cada granja e fase do ciclo
de producao foi realizado tomando como base a estimativa de prevaléncia de
Staphylococcus spp. maior do que 20% (NEELING et al., 2007; KHANNA et al.,
2008; van DUIJKEREN et al., 2008), com 95% de confiancga.

Ao todo foram colhidas 458 amostras de cinco granjas de suinos de ciclo
completo num raio de até 150 km de Jaboticabal e de dois frigorificos, sendo um
na regiao nordeste e outro na regiao noroeste do Estado de Sdo Paulo. O numero
de amostras coletadas em cada fase (PL — porcas lactantes, LL - leitdes lactentes,

LC- leitdes de creche, SC — suino em crescimento, ST — suino em terminagéo) do
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ciclo de produgcdo das cinco granjas, o numero de amostras colhidas de
funcionarios e durante o processo de abate, estdo sumarizadas na Tabela 1 € na
Tabela 2.

As granjas foram classificadas, conforme a eficiéncia do manejo sanitario e
dos programas de limpeza e desinfecgdo em — A (para granjas que atenderam a
todos os requisitos avaliados), B (para as granjas que atendiam pelo menos a trés
fatores avaliados) e C (para as granjas com deficiéncias nos procedimentos
avaliados). Avaliou-se o tipo de manejo adotado em relacdo ao uso das
instalagdes, manejo continuo ou com intervalos entre lotes (vazio sanitario),
producdo em sitios separados e procedimentos de limpeza e desinfeccdo como
lavagem, desmontagem, desinfeccdo, montagem e nova desinfeccao além do

controle de fluxo de pessoas e transito de veiculos.

Tabela 1. Numero de animais amostrados por granja e fase do ciclo de producgao
em funcdo do numero de matrizes alojadas, valores entre parénteses,
prevaléncia estimada maior que 20% e grau de confianga de 95%.
Jaboticabal, 2011.

PL LL LC sC ST FN FM
Granja 1 (50) 10 10 10 10 10 01 01
Granja 2 (30) 10 10 10 10 10 01 01
Granja 3 (575) 10 10 10 10 10 06 06
Granja 4 (450) 10 10 10 10 10 03 03
Granja 5 (100) 10 10 10 10 10 02 02
Total 50 50 50 50 50 13 13

PL - porca lactante, LL — leitdo lactente, LC- leitdo de creche, SC — suino em
crescimento, ST — suino em terminacédo, FN — amostra colhida da cavidade nasal de
funcionario, FM — amostra colhida das mé&os dos funcionarios. Total de amostras —
276. Valores entre parénteses sao referentes ao total de matrizes alojadas em cada
granja.

As amostras foram colhidas pelo emprego de suabes estéreis e tiveram
origem da cavidade nasal dos animais e da cavidade nasal e das maos de

funcionarios envolvidos no processo produtivo.
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No processo de colheita, os animais foram fisicamente contidos. Leitoes
menores, até 15-20 Kg, foram contidos por um auxiliar. Ainda no chao, o animal
era seguro pelas extremidades dos membros pélvicos. Em seguida era icado e
travado entre o brago esquerdo e o corpo do auxiliar, que o mantinha com a
cabeca para frente e horizontalmente posicionada. Animais maiores eram contidos
no chdo, em posi¢cao quadrupedal, mediante emprego de pito, aplicado em lago,
no maxilar superior. Depois de contido, realizava-se a colheita da amostra,
introduzindo o suabe e friccionando-0, suavemente, na mucosa nasal dos animais.

As amostras nasais e das maos de funcionarios voluntarios, foram colhidas
por eles proprios apos explicacdo e demonstracdo do procedimento evitando
qualquer forma de constrangimento aos mesmos. A amostra das maos foi colhida
friccionando as zaragatoas sobre a palma e entre os dedos de uma das méaos. As
amostras nasais foram colhidas, conforme ja descrito anteriormente, ou seja,
introdugéo do suabe na narina e leve friccdo na mucosa nasal.

Nos frigorificos, (Tabela 2) foram colhidas amostras nasais e da carcacga
dos animais, além de amostras dos utensilios empregados no processo de abate —
cabos das facas, chairas e ganchos. As amostras nasais foram obtidas apods a
insensibilizagcdo elétrica e antes da sangria dos animais. As amostragens das
carcacas foram realizadas apds o abate, sendo obtidas por suabes de arrasto de
area de 10 cm x 10 cm na regido interna dos pernis. Na sala de desossa as
amostras foram colhidas em diferentes pontos da esteira ou da mesa de preparo.

Neste processo, utilizaram-se luvas e suabes estéreis.

Tabela 2. Numero amostras colhidas da cavidade nasal, pernil, sala de desossa e
utensilios utilizados ao longo da linha de abate de suinos em frigorificos
no Estado de Sao Paulo. Jaboticabal, 2011.

Cavidade Nasal Utensilios* Pernil Desossa
Frigorifico 1 50 10 20 11
Frigorifico 2 50 10 20 11
Total 100 20 40 22

*Facas, chairas e ganchos utilizados pelos magarefes ao longo da linha de abate
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As amostras foram transportadas ao Laboratério de Pesquisas em Suinos
da FCAV-Unesp, Campus de Jaboticabal em tubos estéreis contendo 5 mL de
caldo Mueller Hinton (Oxoid, CM0405) acrescidos com 7% cloreto de sodio (NaCl)

acondicionados em caixa isotérmica.

4.2 Analises microbioldgicas

4.2.1 Identificagao bioquimica

No laboratério as amostras foram imediatamente semeadas em agar Baird-
Parker (Oxoid CM0275) acrescidos de 5% de gema de ovo e 1% de telurito de
potassio 3,5% (Sigma PO677) e incubadas a 37°C por 24 a 48 horas e em agar
sangue (Oxoid CM0055) com 5% de sangue de carneiro e incubadas a 37°C por
24horas.

As colbnias caracteristicas de Staphylococcus spp foram submetidas a
esfregagcos e coradas pelo método de Gram para avaliagdo morfologica. Os
preparados que revelaram a presencga de cocos Gram positivos foram submetidos
a prova da catalase.

As amostras positivas a prova da catalase foram submetidas as provas de
coagulase em lamina “Clump Test” e em tubo, utilizando plasma de coelho
liofilizado (CECON) (HOLLBERG, 1973). Uma alcada das colbnias catalase
positivas foi transferida para tubos de vidro contendo 5 mL de caldo de infusdo
cérebro e coragao — BHI (Oxoid CM0225) e incubada a 37 C° por 18 a 24 horas.

As leituras para a verificagdo da produgao de coagulase em tubo foram realizadas
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uma, duas, trés, quatro e 24 horas apos a incubacdo das amostras a 37°C em
banho-maria (GARCIA et al.,1980).

As amostras incubadas em caldo BHI, foram também semeadas em agar
DNAse (Oxoid, CM0321) e novamente levadas a estufa bacterioldégica por 24
horas. Outros 200uL foram transferidos para tubos de vidro contendo 3 mL de
caldo MRVP - Teste do Vermelho de Metila e Voges-Proskauer para verificar a
producdo da acetoina e incubadas a 37C° por 48 horas. Posteriormente,
adicionou-se o reativo de Barrit composto por uma solugdo de Alfa-Naftol 5%
(VETEC COD 657) e Hidroxido de Potassio 40% (QEEL). Para a avaliacdo da
prova da DNAse foi adicionado o volume entre 1 e 2 mL apds 24 horas de
solugao de acido cloridrico 1N a superficie da placas.

Na sequéncia, uma algcada foi semeada em meio cromogénico — “Oxacilin
Resistant S. aureus” (ORSA) (Oxoid, CM1008) suplementado com oxacilina
(Oxoid SRO195E) para o crescimento seletivo de S. aureus resistentes a
meticilina.

Finalmente os isolados foram estocados a — 20° C em caldo BHI acrescido

de 20% de glicerol até o momento das analises moleculares.

4.2.2 Identificagcao molecular

Todas as analises moleculares foram realizadas no Departamento de
Analises Clinicas Toxicolégicas e Bromatoldgicas da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo.
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4.3 Obtencao de DNA gendémico

A extragao de DNA gendmico foi realizada conforme descrito por BOLANO
et al. (2001) com algumas adaptagdes. O protocolo baseia-se na lise mecanica
das células, obtida pelo uso de pérolas de vidro tratadas e foi adaptado para o
género Staphylococcus, nao sendo necessaria a adicao de enzimas para a ruptura
da parede celular e membrana plasmatica.

Cada linhagem bacteriana foi cultivada em 10 mL de BHI (Oxoid CM0225) e
incubada a 37°C, por 18 horas. Apds, as células bacterianas foram centrifugadas a
5600 x g por 5 minutos, a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento lavado com 5 mL de solugéo fisiologica esterilizada (0,85% NaCl). Ao
sedimento bacteriano foi adicionado o0 mesmo volume de pérolas de vidro (~ 600
pMm de didmetro), previamente tratadas com acido nitrico.

O tratamento das pérolas de vidro foi feito pela imersao das mesmas em
solugdo de acido nitrico (50%, w/v) por duas 2 horas, sob agitacdo. Em seguida,
as pérolas foram lavadas 10 vezes em agua destilada, com intervalos de 30
minutos. As pérolas foram mantidas, por 18 horas, em solugdo de
dietilpirocarbonato (DEPC 1%, w/v) a 37 °C, e em seguida secas por duas horas, a
180°C.

Apés a adigao das pérolas de vidro, foi adicionado ao sedimento bacteriano
a solugao de lise (Tris-HCI 0,2M pH 8,5; NaCl 1,5%; EDTA 25mM de pH 8; SDS
0,5%) na proporgao 1:3, ou seja, foi adicionado um volume de solugéo de lise
correspondente a 3 vezes o volume de sedimento bacteriano. A mistura,
sedimento bacteriano, solucdo de lise e pérolas de vidro foi agitada

vigorosamente, em agitador mecénico, por 10 minutos.
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Aliquota de 500 pL de cada extragao foi transferida para tubo de centrifuga,
ao qual foi adicionado o mesmo volume da mistura fenol-cloroformio-alcool
isoamilico. O material contido em cada tubo foi homogeneizado, por inversao, e
centrifugado a 16.000 x g por 15 minutos, a temperatura de 4°C. O sobrenadante
de cada tubo foi transferido para um novo tubo e o DNA foi precipitado com
isopropanol absoluto, na propor¢ao 1:1, e mantido a temperatura de - 80°C, por 18
horas. Apos este periodo, os tubos foram centrifugados a 16.000 x g por 10
minutos, a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi desprezado e os tubos
mantidos a temperatura ambiente para a secagem do DNA.

Apos a secagem, o DNA foi suspenso em 50uL de agua ultra pura (W-PCR,
Sigma) e mantido a 4°C por 18 horas. Posteriormente, o DNA foi tratado com 1 pL
de solugdo de RNAse (1 mg/mL) e mantido a 37 °C, por 1 hora. Finalmente, o
produto da extracdo foi quantificado utilizando-se o equipamento GeneQuant

(Amersham Bioscience) e mantido a -20 °C, até o momento do uso.

4.3.1 Reagao da Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR foi realizada para um volume de 25uL adicionando-se 60ng de DNA
genbmico, 0,2 mM de cada um dos quatro nucleotideos (Fermentas Life
Sciences), 2,5 uL de tampao PCR 10X concentrado (Fermentas Life Sciences),
2,0 mM de solugdo de MgCl, (Fermentas Life Sciences), 0,625U de Taq DNA
polimerase (Fermentas Life Sciences ), 25PLol de cada um dos primers (Invitrogen
Life Tecnologies) e agua ultra-pura (q.s.p. 25 pL, Sigma). Utilizou-se o
termociclador Mastercycler Gradiente (Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Os
primers utilizados estdo descritos na Tabela 3 e os ciclos de amplificacdo na
Tabela 4.
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A PCR para identificacdo de espécies foi realizada conforme (SASAKI et
al., 2010), porém individualmente para cada um dos primers testados (Tabela 5).
Os ciclos de amplificagdo foram — desnaturacgao inicial a 92°C por 2 min. Seguido
de 30 ciclos de desnaturagao a 95°C por 30s, pareamento, 30 ciclos de 52°C por

30s, extensao 72°C por 30s e extensao final a 72°C por 2 min.

Tabela 3. Primers utilizados na PCR para detec¢cédo de gene de resisténcia ao § —
lactdmico (mecA), gene da coagulase (coa) e gene de viruléncia (icaA e
icaD). Jaboticabal, 2011.

Gene Primer Sequéncia primer (5’ - 3’) Fragmento (pb) Referéncia
mecA1  CTCAGGTACTGCTATCCACC BIGNARDI et
mecA 449 al 1996
mecA 2 CACTTGGTATATCTTCACC
coa 1 GAACAAAGCGGCCCATCATTA variavel WALKER et
€08 0a2 TAAGAAATATGCTCCGATTGTTCG al., 1998
icaA (R)  AAGATATAGCGATAAGTGC 1315 CIFTCl et al.,
icah  jcaA(F)  CCTAACTAACGAAAGGTAG 2009
icaD GGCAATATGATCAAGATA CIFTCl et al.,
_ (R) 2009
icaD  jeap AAACGTAAGAGAGGTGG 381

(F)

pb — Pares de Base

Tabela 4. Etapas para amplificacdo dos genes mecA, coa, icaA e icaD.
Jaboticabal, 2011.

Etapas mecA Coa icaA icaD
Desnaturagao 5 min. a 95°C 5 min. a 95°C 5 min. a 95°C 5 min. a 95°C
inicial

Desnaturagao® 1 min. a 94 °C 1 min. a 94 °C 1 min. a 94 °C 1 min. a 94 °C
Pareamento* 30sab2°C 40sab2°C 1 min. a49°C 1 min.a49°C
Extensao* 30sa72°C 1min.a72°C 1min.a72°C 1min.a72°C
Extensao final 10min.a72°C 10min.a72°C 10min.a72°C 10min.a72°C

*Para estas trés etapas foram realizados 30 ciclos
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Tabela 5. Primers utilizados na PCR para detecgdo de gene especificos para S.
aureus, S. intermedius, S. schleiferi subsp. coagulans e S. hyicus.
Jaboticabal, 2011.

Espécie Prime Sequéncia primer (5’ - 3’) Fragmento (pb)
au-F3 TCGCTTGCTATGATTGTGG
S. aureus™ 359
au- GCCAATGTTCTACCATAGC
in-F CATGTCATATTATTGCGAATGA 430
S. intermedius*®
in-R3 AGGACCATCACCATTGACATATTGAAACC
sch-F AATGGCTACAATGAT AATCACTAA 526
S. schleiferi*
sch-R CATATCTGTCTTTCGGCGCG
hy-F 1 CATTATATGATTTGAACGTG
S. hyicus* 793
ry-R1 GAATCAATATCGTAAAGTTGC

* Conforme SASAKI, et al., 2010. As reagdes foram feitas individualmente.

4.3.2 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1%. A estes
produtos, foram adicionados 10 yL de solu¢cdo de azul de bromofenol (33% de
glicerol, 0,05% de azul de bromofenol em tampao TBE 0,5X) e aplicados no gel de
agarose.

Os marcadores de peso molecular de 100pb e de 1000pb (Fermentas Life
Sciences) foram aplicados no gel de agarose para a determinagdo do tamanho
dos fragmentos obtidos. A eletroforese foi realizada a 90 volts, utilizando fonte
EPS 200 (Pharmacia Biotech).
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Cada gel, ap0s ser corado com brometo de etideo (1ug/mL) por 15 minutos,
foi observado sob a luz ultravioleta e fotografado utilizando o sistema de

fotodocumentagao Alphalmager (Alpha Innotech).

4.4 Teste de resisténcia a antimicrobianos

As amostras positivas, amplificadas pela PCR foram submetidas ao teste de
sensibilidade in vitro a antimicrobianos. Para tanto, os isolados foram repicadas
em caldo BHI e incubadas a 37 °C por aproximadamente 18 horas e
posteriormente semeadas em agar sangue e novamente incubadas a 37 °C por 18
a 24 horas. As colbnias repicadas foram diluidas em solugéo salina estéril 0,9%
até atingir turbidez O&ptica comparavel a da solugdo padrdo da escala de
MacFarland a 0,5%. Posteriormente, uma algada foi semeada em placas de agar
Mueller-Hinton a partir da técnica de difusdao em disco (BAUER et al., 1966) frente
a 11 antimicrobianos representados pela vancomicina (Oxoid, CT0058),
rifampicina (Oxoid, 0207), clindamicina (Oxoid, CT0064), penicilina G (Oxoid,
CT0152), gentamicina (Oxoid, CT0024), tetraciclina (Oxoid, CT0054),
ciprofloxacina (Oxoid, 0425), eritromicina (Oxoid, CT0020), cefepime (Oxoid,
CTO0771), cloranfenicol (Oxoid, CT 0013) e oxacilina (Oxoid, CT0159).

Os halos de inibicao foram aferidos segundo o preconizado pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI, 2010).
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V. RESULTADOS

A avaliacdo das granjas em relacdo aos requisitos minimos de
biosseguridade avaliados e ponderados conforme a presenga ou auséncia e a
eficacia dos programas de limpeza e desinfeccdo, manejo das instalagdes ou
criacdo em dois ou mais sitios de produgao permitiu a classificagdo das granjas.
Nenhuma granja foi classificada como A. As granjas 1, 2 e 3 foram classificadas
com B pois atendiam a pelo menos trés requisitos. Nestas eram adotados o vazio
sanitario, controle e restricdo de entradas de pessoas e outros animais. A Granja
trés apresentou ainda, criacdo em dois sitios.

As granjas 4 e 5 utilizavam o sistema de criagcdo sem intervalo entre os
lotes, n&o existia livro de visitas. O controle da entrada de outros animais estava
ausente e o programa de limpeza e desinfecgdo apresentou graves deficiéncias.

Estas granjas foram classificadas como C.
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5.1 Analises Microbioldgicas

5.1.1 Identificagao bioquimica

Colbnias pretas circundadas por pequeno halo transluzente (Figura 1),
caracteristicas do género Staphyloccocus spp. em agar Braid — Parker e
formadoras de beta hemdlise em agar sangue (Figura 2) foram isoladas de todas

as granjas e ambos os frigorificos comprovando sua importancia a suinocultura.

Figura 1. Meio de cultura agar Braid-Parker. Observar a presencga de colbnias de
coloragao preta circundadas com halo transluzente caracteristicas de S.
aureus. Amostra isolada de suabe da cavidade nasal de suino.
Jaboticabal, 2011.
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Figura 2. Placa de petri com agar sangue de carneiro 5%. Observar a presenca
de colbnicas de aspecto amarelado e formadoras 3 hemdlise. S. aureus
isolado da cavidade nasal de suino. Jaboticabal, 2011.

Todos os isolados foram ainda avaliados morfologicamente empregando-se
a coloracdo de Gram (Figura 3) e posteriormente submetidos a provas
bioquimicas iniciando-se pela prova da catalase, teste do vermelho de metila e
Voges — Proskauer (Figura 4) e a prova da degradagdo do DNA pela acdo da
DNAse (Figura 5).

Das 458 amostras colhidas nas cinco granjas e nos dois frigorificos foram
isoladas e classificadas como Staphylococcus spp. coagulase positivos, 103
(22,5%) amostras. Destas, 45 eram oriundas de granjas, incluindo a amostra de
suabe nasal de um funcionario da granja 1 e trés amostras de suabes das méos
de funcionarios das granjas 1, 3 e 4 (Tabela 6 e Figura 6). As amostras restantes
(n = 58) foram isoladas a partir das colheitas realizadas nos frigorificos, durante o
processo de abate (Tabela 7 e Figura 7). Tais resultados revelam que as
prevaléncias de Staphylococcus spp. nas granjas e nos frigorificos foram muito
proximas, variando entre 10% e 12% respectivamente. Nao houve crescimento de
coldénias bacterianas semeadas em agar cromogénico — “Oxacilin Resistant S.
aureus” (ORSA) (Oxoid, CM1008) suplementado oxacilina (Oxoid SRO195E).
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Figura 3. Avaliacdo morfoldgica e tintorial em esfregaco fixado.ldentificacdo de
cocos Gram positivos. Observar as formagdes com aspecto de cachos de
uva (setas) caracteristicas de S.aureus. Amostra isolada de suabe nasal
de suino. Microscopio 6ptico com 6leo de imersao (1000x). Jaboticabal,
2011.

Figura 4. Prova do MRVP positiva, com formagao de anel rosado. Ao lado direito
algumas variagbes encontradas. S.aureus isolado da cavidade nasal de
suinos. Jaboticabal, 2011.



30

Figura 5. Prova da DNAse positiva sugestiva de S. aureus. Colénia amarela com
formagao de halo claro ao redor (seta) devido a degradag¢do da enzima
DNAse. Amostra isolada da cavidade nasal de suino. Jaboticabal, 2011.

Tabela 6. Resultados das analises microbioldgicas encontradas apods a colheita de
amostras de suabes da cavidade nasal de suinos em diferentes fases do
ciclo de producgao, suabes da cavidade nasal e das maos de funcionarios
de cada granja. Jaboticabal, 2011.

PL LL LC SC ST FN FM TOTAL

Granja 1 1 0 1 1 1 1 1 6
Granja2 0 1 0 0 0 0 0 1
Granja3 0 0 0 4 3 0 1 8
Granja4 2 2 2 3 6 0 1 16
Granja5 2 2 1 5 4 0 0 14
Total 5 5 4 13 14 1 3 45

PL - porca lactante, LL — leitdo lactente, LC- leitdo de creche, SC — suino em
crescimento, ST — suino em terminacdo, FN — amostra colhida da cavidade nasal
de funcionario, FM — amostra colhida das méaos dos funcionarios.
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PL LL LC 5C 5T FM FM
mGl G2 EGI EGd EGs

Figura 6. S. aureus isolados ao longo da cadeia produtiva de suinos e sua
distribuicdo entre cinco granjas de suinos (G1, G2, G3, G4 e G5) na
regido de Jaboticabal — SP. PL - Porca lactante, LL — leitdo lactente, LC-
leitdo de creche, SC — suino em crescimento, ST — suino em terminacao,

FN — amostra colhida da cavidade nasal de funcionario, FM — amostra

colhida das maos dos funcionarios. Jaboticabal, 2011.

Tabela 7. Resultados das analises microbiolégicas encontradas apos a colheita de
amostras de suabes da cavidade nasal de suinos, utensilios utilizados
pelos magarefes, suabe de arrasto da porgéo interna do pernil e da sala
de desossa ao longo do processo de abate de suinos em dois frigorificos

no Estado de S3o Paulo. Jaboticabal 2011.

Cavidade Nasal Utensilios* Pernil Desossa Total
Frigorifico 1 16 7 6 3 32
Frigorifico 2 16 3 7 0 26
Total 32 10 13 3 58

*Facas, chairas e ganchos utilizados pelos magarefes ao longo da linha de abate
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16

Figura 7. Representacao grafica do numero de S. aureus isolados na linha de
abate de suinos. Amostras colhidas em dois frigorificos (F1 e F2) no
Estado de Sdo Paulo. Utensilios - facas, chairas e ganchos utilizados
pelos magarefes ao longo da linha de abate. Jaboticabal, 2011.

5.1.2 lIdentificagdao molecular (PCR)

A avaliagdo molecular para identificacdo das diferentes espécies
pesquisadas revelou que dentre os 103 isolados apenas a espécie S. aureus foi
identificada. Das amostras isoladas na microbiologia, 81 (79%) foram confirmadas

como S. aureus (Figura 8).
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BGl FG2 BG3 BGd 0 G5

Figura 8. Identificacdo molecular de S. aureus em granjas (G1, G2, G3, G4 e G5)
e fase do ciclo de producéao (PL - porca lactante, LL — leitdo lactente, LC-
leitdo de creche, SC — suino em crescimento, ST — suino em terminacéo,
FN — amostra colhida da cavidade nasal de funcionario, FM — amostra
colhida das méos dos funcionarios) apés PCR. Jaboticabal, 2011.

A comparagao entre os resultados bioquimicos e moleculares demonstrou
uma redug¢ao do numero de amostras positivas para S. aureus. Para as amostras
colhidas nas granjas houve uma diferenca de 10 amostras para menos, a saber -
uma amostra na maternidade de G5, uma de leitdo lactente em G4, um leitdo de
creche em G5, trés suinos em crescimento (uma em G4 e duas em G5), e quatro
suinos em terminagédo (um em G3, dois em G4 e um em G5), conforme
sumarizado na Tabela 8. Observou-se também uma diferenga de menos 12 nas
amostras colhidas durante o processo de abate de suinos. As deducdes ocorrem
todas em F1 da seguinte forma - seis suabes da cavidade nasal, trés facas, dois
suabes do pernil e uma ap6s o resfriamento (desossa), conforme demonstrado na

Tabela 9 e Figura 9.
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Tabela 8. Amostras amplificadas apés PCR utilizando primer especifico para S.
aureus a partir de microrganismos isolados da cavidade nasal de suinos,
cavidade nasal e maos de funcionarios de suinocultura. Jaboticabal,

2011.
PL LL LC sC ST FN FM TOTAL
Granja 1 1 0 0 0 1 1 1 4
Granja2 0 1 0 0 0 0 0 1
Granja3 0 0 0 3 2 0 1 6
Granja 4 1 2 2 3 6 0 1 15
Granja 5 1 1 1 2 4 0 0 9
Total 3 4 3 8 13 1 3 35

PL - Porca lactante, LL — leitdo lactente, LC- leitdo de creche, SC — suino em
crescimento, ST — suino em terminacdo, FN — amostra colhida da cavidade nasal
de funcionario, FM — amostra colhida das maos dos funcionarios.

Nenhuma amostra foi positiva para o gene mecA, que expressa resisténcia
para meticilina. As analises moleculares revelaram ainda que dentre os S. aureus
isolados 38 (47%) foram positivas para o gene icaA (Figura 10) e 62 (76,5%) para
o gene icaD (Figura 11). Trinta e trés (41%) das amostras foram positivas para
ambos os genes. Todas as amostras de S. aureus foram também positivas para o
gene da coagulase (coa) que apresentou trés tamanhos de fragmentos apéds
amplificagdo (Figura 12) com 600 pb (2 amostras), 750 pb (16 amostras) e 850 pb

(63 amostras).

Tabela 9. Amostras identificadas apés PCR utilizando primer especifico para S.
aureus a partir de microrganismos isolados da cavidade nasal de suinos,
pernil, utensilios e desossa. Jaboticabal, 2011.

Cavidade Utensilios* Pernil Desossa Total
Frigorifico 1 10 4 4 2 20
Frigorifico 2 16 3 7 0 26
Total 26 07 11 2 46

*Facas, chairas e ganchos utilizados pelos magarefes ao longo da linha de abate
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Figura 9. Representacdo grafica do numero de S. aureus isolados na linha de
abate de suinos. Amostras colhidas em dois frigorificos (F1 e F2) no
Estado de Sao Paulo. CN — cavidade nasal. Utensilios (Facas, chairas e
ganchos utilizados pelos magarefes ao longo da linha de abate).
Jaboticabal, 2011.

—
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1000 pb
—
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Figura 10. Identificacdo do gene de viruléncia icaA amplificado a 1315 pares de
base (pb) a partir de amostras de S. aureus isolados da cavidade nasal
de suinos. Da esquerda para a direita, peso molecular de 100pb e 1 kb
DNA Ladder (Fermentas), seguida das amostras 14(-), 18(-), 24(-), 36 (-
), 70(-), 138(-), 140 (-) 142(-), 145(+), 169(+), 196(+), 201(-), 205(+),
207(-), 271(+), 289(+), 298(+), 300(+), 304(+), 305(+), 306(+), 310(+),
324(+), 325(+), 326(+), 327(+). Jaboticabal, 2011.
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227 241 243 249

Figura 11. Identificacdo do gene de viruléncia icaD amplificado a 381 pares de
base (pb) a partir de amostras de S. aureus isolados da cavidade nasal
de suinos. Da esquerda para a direita, peso molecular de 100pb DNA
Ladder (Fermentas), seguida das amostras 14(+), 18(+), 70(+), 143(+),
145(+), 154(+), 160(+), 169(+), 176(+),179(+),182(+), 185(+),197(+),
201(+), 205(+), 207(+), 212(+), 227(-), 241(-), 242(+), 243(-), 249(-),
254(+), 255(+), 257(-), 271(+). Jaboticabal, 2011.
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Figura 12. Identificagdo do gene coa apdés PCR e corrida em gel de agarose com
a formacado de bandas polimoérficas (600 pb, 750 pb e 850 pb).
Amostras de S. aureus isolados da cavidade nasal de suinos.
Jaboticabal, 2011.



37

5.3 Teste de resisténcia a antimicrobianos

Os resultados do teste de resisténcia a antimicrobianos estdo descritos na
Tabela 10 e ilustrados graficamente nas Figuras 13 e 14. A analise global
demonstrou a existéncia de resisténcia em todas as granjas, frigorificos e em
todas as fases do ciclo de produgdo. A maioria dos isolados apresentaram
resisténcia para dois a cinco dos antimicrobianos testados (Figura 13). Os maiores
indices de resisténcia foram encontrados para penicilina, tetraciclina e
clindamicina (Figura 14).

N&o foram encontrados S. aureus resistentes a vancomicina. Um isolado de
uma porca de maternidade da granja 4 apresentou resultado ndo conclusivo. Na
sequéncia, os antimicrobianos mais eficazes frente aos isolados foram a
gentamicina, cefepime, oxacilina e rifamicina. Para oxacilina, quatro isolados,
sendo, dois de suinos em terminacdo de G4, um da cavidade nasal e um da faca
do magarefe da linha de inspegéao do frigorifico 1 foram resistentes.

Para o perfil de resisténcia ao cloranfenicol, cujo uso em medicina
veterinaria foi proibido pelo Ministério da Agricultura em 2003, os resultados
indicaram 46% (n=37) dos isolados como sensiveis 27% como resistentes e o
restante como indeterminado.

Os isolados da cavidade nasal e das maos do funcionario de G1
apresentaram resisténcia para rifamicina, penicilina, tetraciclina e eritromicina
demonstrando grande semelhanga apesar do isolado das maos serem também
resistente ao cefepime e cloranfenicol. Os outros isolados das maos dos
funcionarios das granjas 3 e 4 foram resistentes para penicilina, tetraciclina e
rifamicina, penicilina e gentamicina respectivamente. A Tabela 10 resume as
principais fases do ciclo de producdo em que ocorreu resisténcia aos

antimicrobianos testados.
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Tabela 10. Principais fases do ciclo de producado de suinos em que se observou
resisténcia a antimicrobianos de estirpes de Staphylococcus aureus
isolados de suinos. Jaboticabal 2011.

PL LL LC SC

w
-

Func. F

Rifamicina
Clindamica
Penicilina G
Gentamicina
Tetraciclina
Ciprofloxacina
Eritromicina
Cefepime
Cloranfenicol
Oxacilina

XXX X XX
X XXX XX
X XX XXX
X X XXX
XX XXX XXX
XXX XX
XXXXXXXXXXL_S'

PL: porca lactante; LL: leitdo lactente; LC: leitdo em creche; SC: suino em
crescimento, ST: suino em terminacdo; Func.: funcionario granja; Frig.:
Frigorifico.

Figura 13. Perfil de resisténcia multipla de estirpes de S. aureus isolados ao longo
da cadeia produtiva de suinos para estudo epidemiolégico logitudinal.
Jaboticabal, 2011.
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Figura 14. Perfil de resisténcia a antimicrobianos de estirpes de S.aureus isolados
de suinos ao longo de sua cadeia produtiva para estudo epidemioldgico
logitudinal. S = sensivel, | = indeterminado, R = resistente. Jaboticabal,
2011.
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VI. DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho demonstram a importancia do S. aureus para a
suinocultura, uma vez que, estes microrganismos foram isolados de todas as
granjas e ambos os frigorificos incluidos no estudo. O manejo higiénico sanitario
adotado nas granjas influenciou a diferenca no numero de isolados. A
classificagdo das granjas em relagcdo aos aspectos de biosseguridade
considerando, principalmente, o intervalo entre os lotes e os programas de
limpeza e desinfecgdo demonstrou que as granja 4 e 5 apresentaram condigdes
mais favoraveis a contaminacdo das instalacbes porqué utilizavam o manejo
continuo. Outras deficiéncias higiénico — sanitarias foram observadas em relagao
ao programa de limpeza e desinfecgéo. Estas granjas foram classificadas como do
tipo C. Segundo alguns autores, outros fatores podem favorecer a presenga do
agente no ambiente, destacando-se o status sanitario a idade dos animais e
alguns fatores geograficos (KHANNA et al., 2008).

Nos frigorificos 56 % dos isolados tiveram sua origem nos suabes nasais.

Resultados semelhantes, porém, com prevaléncia de 70,8% e 64,7% foram
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encontrados por TENHAGEN et al. (2009) e BENEKE et al. (2011). A presenca de
S. aureus em outros pontos do abate e principalmente na carcaga e apods a
refrigeragcdo, em menor frequéncia, também foi encontrada por SOCORRO et al.
(2004) comprovando que nestes pontos, também, existem riscos de contaminagao
das carcagas e a saude publica.

Quatro isolados apresentaram-se, fenotipicamente, resistentes a oxacilina,
porém negativas para o gene mecA que expressa a resisténcia a meticilina. LEE
(2003) encontrou comportamento semelhante em dois S. aureus isolados de
suinos também mecA negativos. Este fato pode ser explicado, ja que o método de
difusdo em disco para a deteccdo de MRSA nao € o de eleicéo, e falsos positivos
podem ocorrer (JORGENSEN et al., 1991) pois, S. aureus produzem outras beta-
lactamases fenotipicamente indistinguiveis (TURUTOGLU et al.,, 2006). A
metodologia empregada, também pode interferir no diagndstico e identificagdo de
estirpes resistentes a meticilina (KHANNA et al., 2008).

A auséncia do gene mecA também foi descrita por BAGCIGIL (2007) que
avaliou 400 amostras de S. aureus isolados de animais domésticos incluindo 100
suinos. Na literatura, podemos encontrar diferentes prevaléncias de MRSA pelo
mundo. Na Coreia a prevaléncia de MRSA em suinos variou de 0 a 7,8% e de 0 a
50% para as granjas (LIM et al., 2011). No Japao a prevaléncia encontrada foi de
0,9% (BABA et al., 2010) e na Malasia de 1,38% (NEELA et al., 2009). Dentre os
paises asiaticos a China foi o pais com maior indice de MRSA (11,8%) (CUI et al.,
2009). No continente europeu e na América do norte as prevaléncias sao bem
mais altas, sendo de 49% na Alemanha (TENHAGEN et al., 2009), 39% na
Holanda (NEELING et al., 2007), 21% na Espanha (GOMEZ-SANZ et al., 2010),
36% nos Estados Unidos (SMITH et al., 2009) e 26% no Canada (KHANNA et al.,
2008).

As analises microbiolégicas foram bem sensiveis para o isolamento inicial e
apesar de laboriosas e de requerer maior tempo para o diagndéstico podem
seguramente ser aplicadas ao diagnoéstico. Para a identificagdo da espécie outras

provas seriam necessarias. Ja as técnicas moleculares (PCR) mostram maior
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especificidade para a identificacdo de S. aureus uma vez que 80% dos isolados
foram confirmados como S. aureus.

A amplificacdo do gene coa indicada para identificagdo de S. aureus,
apresentou a amplificagdo com diferentes tamanhos de fragmentos. O
polimorfismo para este gene também foi descrito em amostras do continente
europeu (SILVA et al., 2003; SANJIV et al., 2008; SINDHU et al., 2010) e no
Brasil (COELHO et al., 2009) sendo atribuido a diferengas estruturais do gene
(GOH et al., 1992) .

A auséncia de outras espécies de Staphylococcus spp. esta condicionada
aos critérios utilizados para a triagem e isolamento microbioldgico inicial, uma vez
que os objetivos desde trabalho foi pesquisar S. aureus resistentes a meticilina e
outros segmentos de primers especificos para outras espécies foram utilizados
para certificar a auséncia de outros Staphylococcus spp coagulase positivos entre
os isolados.

Poucos isolados (n=10) foram resistentes somente para um antibidtico.
Maior resisténcia foi observada para penicilina G e tetraciclina, antibiéticos
frequentemente utilizados na suinocultura. A quantidade de S. aureus acima de
dois antibidticos (multirresistentes) foi predominante e os principios ativos que os
apresentaram menor eficiéncia foram respectivamente penicilina G, tetraciclina,
clindamicina, eritromicina e ciprofloxacina. A resisténcia a clindamicina também foi
encontrada por KADLEC et al. (2010). Seis amostras foram resistentes a mais de
seis antibioticos.

Grande quantidade de S. aureus resistentes a penicilina (31%), tetraciclina
(14%) e clindamicina (8%) principalmente nos isolados de suinos foi descrito no
Canada (RUBIN et al., 2011). A resisténcia para penicilina geralmente é elevada
mas variavel entre alguns paises. Na Bélgica foram encontrados 60% de
resisténcia, na Dinamarca 84%, na Alemanha 25%, no Japao 38% e no Reino
Unido 32% (AARESTRUP et al.,, 2008). J&4 na Turquia observou-se 100% de
resisténcia para penicilina (TURUTOGLU et al., 2006).



43

A capacidade dos Staphylococcus spp. adquirir resisténcia ja € conhecida
desde a década de 70 (LOWY, 2003). As bactérias podem adquirir resisténcia aos
antibiéticos de uma forma intrinseca ou através da aquisicdo de elementos
genéticos carreando genes de resisténcia. A persisténcia desta resisténcia no
animal depende de um grande numero de fatores externos, como o estresse,
transporte, manejo, doses terapéuticas utilizadas ou exposigéo prévia dos animais
a antibidticos (VAZ, 2009).

Na suinocultura, o ponto critico do uso destas substancias € sua utilizagao
como aditivos promotores de crescimento que pode ocorrer devido a ingestao de
subdoses seja por deficiéncia no preparo da ragdo (mistura) ou na quantidade
ingerida pelos suinos (PALERMO-NETO, 2011).

Relatos de multirresisténcia em humanos e animais incluindo os suinos,
como observado neste estudo s&o facilmente encontrados na literatura
(TUROTUGLU et al.,, 2006; MEGOTTO & PICOLI, 2007; AARESTRUP et al.,
2008; COELHO et al., 2008; SCHLEGELOVA et al., 2008; TENHAGEN et al.,
2009; KADLEC et al., 2010; RUBIN et al., 2011).

Em centrais de inseminacdo o perfil de resisténcia observado para
Staphylococcus spp. foi resisténcia a rifampicina, norfloxacina, lincomicina e
vancomicina. Para Ampicilina, ceftiofur, gentamicina, doxicilina, florfenicol,
penicilina e estreptomicina observaram-se sensibilidade. Ja para tetraciclina foi
indeterminado (BATISTA et al., 2011).

O grande numero de S. aureus resistentes a tetraciclina, eritromicina e
clindamicina encontrados sédo considerados frequentes (van der WOLF et al.
2008). O maior indice de resisténcia para tetraciclina (68%) foi encontrada em S.
aureus isolados de suinos quando comparado com outras espécies de interesse
econémico (GOUSIA et al., 2011). BAGCIGIL et al. (2007), também descreve alta
incidéncia de resisténcia a tetraciclina. Estes mesmos autores também
observaram grande quantidade de S. aureus resistentes a clindamicina,

cloranfenicol, ciprofloxacina e a rifampicina.
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A resisténcia para eritromicina esta associada ao gene de resisténcia a
macrolideos (ermC) (LUTHJE & SCHWARS, 2006) e relaciona-se ao uso de
outros macrolideos como por exemplo a tilosina (BAGCIGIL et al., 2007) e
lincosamidas (AUBRY-DAMON et al., 2004) amplamente utilizadas para o
tratamento e prevencéo de doengas entéricas e respiratérias dos suinos.

O perfil de resisténcia de MRSA isoladas em ambiente hospitalar
demonstrou 72,5% de resisténcia a penicilina, 45% a eritromicina e 17,5% para
tetraciclina. No Brasil, fora do ambiente hospitalar, MRSA apresentou 100% de
resisténcia a penicilina, e 66% a eritromicina (MENEGOTTO & PICOLI, 2007).
Algo semelhante foi observado por TENHAGEN et al. (2009), porém com maior
indice de resisténcia para tetraciclina (100%), eritromicina (80,5%) e clindamicina
(80,7%).

A literatura indica, entretanto, grande variabilidade no perfil de resisténcia
aos antimicrobianos entre granjas, regides e paises (AARETRUP et al., 2008).
Epidemiologicamente, a disseminagdo de Staphylococcus spp. multirresistentes
vem apresentando mudangas tanto em medicina humana como veterinaria
(RUBIN et al., 2011).

Assim sendo, o potencial de mutacdo e alteragdes genéticas entre
bactérias, combinado com o curto tempo de geragao das bactérias, é de grande
importancia na limitacdo do uso de drogas para o controle de infecgdes nos
animais (VAZ, 2009) e comprova claramente a importancia epidemioldgica e os
riscos do uso inapropriado de antimicrobianos na produg¢ao animal, em especial a

suinocultura.
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VIl. CONCLUSOES

S. aureus mostraram-se importantes agentes, sendo isolados de todas as
granjas e frigorificos amostrados. Principalmente nas fases de crescimento,
terminagao e apos insensibilizagado na linha de abate.

Nao foram identificados S. aureus portadores do gene mecA, nas granjas e
frigorificos amostrados.

A incidéncia de S. aureus portadores dos genes de viruléncia foi alta entre os
isolados devendo sua presencga ser considerada na epidemiologia de resisténcia
aos antimicrobianos testados.

Os maiores indices de resiténcia foram observados para penicilina,

tetraciclina clindamicina e eritromicina.
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